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substitué par une chaîne latérale de type éther perfluoré (polaire), z est la longueur de la chaîne 

latérale (polaire) et n est le degré de polymérisation de la chaîne principale [306].  

PARTIE II. RESULTATS ET DISCUSSIONS 

CHAPITRE 1. ARTICLE 1.  

Fig. 1. a) T. harzianum on PDA petri dish (strain n°1573, IRHS, Angers, France); b) T. 

harzianum, filaments and spores (x 1000); c) T. harzianum’s biofilm on carbon cloth (x 2500).  

Fig. 2. Scheme of MFC with T. harzianum entrapped in carbon cloth anode for MB oxidation.  

Fig. 3. Growth of T. harzianum on PDA plates with or without MB (room T°, CMB = 100 mg L-

1).  

Fig. 4. MB removal by MFC: a) Absorbance spectra of anolyte samples vs time t (with KIP 

carbon cloth anode);  b) Kinetics of consumption of MB: concentration Ct vs t; c) Removal of 

MB : f vs t; d) Pseudo-first order model plot of MB removal.  

Fig. 5. MB removal by the MFC: influence of the MB saturation of carbon cloth. Kinetics of 

consumption of MB vs t: a) KIP anode; b) CSV anode.  

Fig. 6. MB removal by the MFC (CSV carbon cloth as anode): a) Influence of T. harzianum 

biofilm on anode; b) Influence of potassium ferricyanide in the cathodic compartment. 

Fig. 7. Performances of MFC with KIP or CSV anode: a) Potential E at optimum R vs t; b) 

Power density φv vs t.  

Fig. 8. Influence of the MB saturation of carbon cloth on the MFC performances:  power density 

φv vs t: a) KIP anode; b) CSV anode.  

Fig. 9. Performances of MFC with saturated KIP anode in OCV mode or CCV mode: a) 

Potential at optimum R vs t; b) Power density φv vs t.  

Fig. 10. Influence of potassium ferricyanide (PF) in the cathodic compartment on the MFC 

performances:  polarization curves with and without PF after 48 h of installation.  
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CHAPITRE 2. ARTICLE 2.  

Fig. 1. VC removal by MFC: a) Absorbance spectra of anolyte samples vs. time t (with KIP 

carbon cloth anode);  b) Kinetics of consumption of VC: concentration Ct vs. t; c) Removal of 

VC : f vs t; d) Pseudo-first order model plot of VC removal.  

Fig. 2. VC removal by the MFC: influence of the VC saturation of carbon cloth. Kinetics of 

consumption of VC vs. t: a) KIP anode; b) CSV anode.  

Fig. 3. Influence of T. harzianum on VC removal (KIP carbon cloth as anode): Pseudo-first 

order model plot of VC removal.  

Fig. 4. Performances of MFC with KIP or CSV anode: a) Potential E at optimum resistance R 

vs. t; b) Power density φv vs. t.  

Fig. 5. Influence of the carbon cloth MB saturation on the MFC performances: power density 

φv vs. t: a) KIP anode; b) CSV anode.  

Fig. 6. Performances of MFC with saturated KIP anode in open circuit potential (OCV) or 

closed-circuit mode (CCV): a) Potential E at optimum R vs. t; b) Power density φv vs. t; c) VC 

removal: f vs t.  

Fig. 7. T. harzianum growth curves in the presence of increasing CVC (from top to bottom: 0 

(i.e., control) (□), 0.25 (■), 0.5 (◊), 1 (♦), 1.25 (Δ), 1.5 (▲), 1.75 (○), 2.25 (●) and 2.5 mg L-1 

(X), respectively). 

Fig. 8. T. harzianum inhibition rate at different CVC. 

Fig. 9. Hypothesis on VC biodegradation: a) Possible degradation by-products of VC by laccase 

from T. asperellum [11]; b) Structure of alachlor and guaiacol.  

CHAPITRE 3.  

Fig. 1. Hypothèse de mécanisme de transformation et de polymérisation de la dopamine sur une 

surface de NafionTM 117.  

Fig. 2. Interactions entre les ions métalliques (argent et cuivre) et la polydopamine lors de 

l’étape de fixation de ces ions.  

Fig. 3. Réaction de réduction des ions métalliques en particules métalliques par action de l’acide 

ascorbique.  

Fig. 4. Photographies des PEM NafionTM 117 modifiées : a) PEM sans modification « Témoin 

» ; b) PEM « Ag 0.35 » ; c) PEM « Cu 0.35 » ; d) PEM « Polydopamine » ; e) PEM « Ag 0.035 

» ; f) PEM « Cu 0.035 »  

Fig. 5. Images MEB des PEM NafionTM 117 modifiées : a) PEM sans modification « Témoin 

» ; b) PEM « Polydopamine » c) PEM « Ag 0.035 » ; d) PEM « Ag 0.35 » ; e) PEM « Cu 

0.035 » ; f) PEM « Cu 0.35 » (grandissement x 1000) 

Fig. 6. Spectres EDX des PEM NafionTM 117 modifiées avec des particules métalliques : a) 

PEM « Ag 0.035 » ; b) PEM « Ag 0.35 » ; c) PEM « Cu 0.035 » ; d) PEM « Cu 0.35 ». 
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Fig. 7. Cartographie AFM de hauteur des PEM NafionTM 117 modifiées, avec une échelle de 

50µm x 50µm : a) PEM sans modification « Témoin » ; b) PEM « Polydopamine » c) PEM « 

Ag 0.035 » ; d) PEM « Ag 0.35 » ; e) PEM « Cu 0.0335 » ; f) PEM « Cu 0.35 ».   

Fig. 8. Histogramme des Module DMT, d’adhésion et de dissipation déduites des observations 

AFM des PEM NafionTM 117 modifiées.  

Fig. 9. Effet des modifications appliquées sur les PEM sur les angles de contact eau déionisée 

– PEM et tampon citrate – PEM.  

Fig. 10. Évolution de la concentration en protons dans le compartiment aval au cours du temps, 

en fonction de la modification appliquée à la PEM NafionTM 117 dans le système pH 1 // pH 7.  

Fig. 11. Evolution des diamètres d’inhibition au cours du temps selon les modifications 

appliquées aux PEM (incluant les échantillons témoins).  

Fig. 12. Influence de la PEM sur un tapis de T. harzianum après un mois d’expérience. De 

gauche à droite : a) Sans PEM et sans tapis microbien ; b) Sans PEM ; c) Avec PEM témoin ; 

d) Avec PEM « Polydopamine » ; e) Avec PEM « Ag 0.035 » ; f) Avec PEM « Cu 0.035 » ; g) 

Avec PEM « Ag 0.35 » ; h) Avec PEM « Cu 0.35 ».  

Fig. 13. Élimination de MB au cours du temps par MFC lors de 4 cycles successifs de 

fonctionnement : a) MFC A avec PEM en NafionTM ; b) MFC B avec PEM « Cu 0.035 ».  

Fig. 14. Evolution de la puissance produite par les MFC lors des 4 cycles de fonctionnement.  

Fig. 15. Images MEB (grandissement x 1000) de PEM : a) PEM NafionTM 117 neuve ; b) PEM 

provenant de la MFC A ; c) PEM « Cu 0.035 » de la MFC B.  

Fig. 16. Images MEB (grandissement x2000) de la PEM « Ag 0.35 » après un mois de 

fonctionnement en MFC : a) Dépôt d’argent ; b) Reste de filament de T. harzianum (rare).  

ANNEXES 

Fig A1. Influence of operative parameters on the MFC potential and power density at start of 

operation: potential E vs current density J and power density φs vs current density J: a) Non 

saturated CSV anode in OCV mode; b) Saturated CSV anode in OCV mode; c) Non saturated 

KIP anode in OCV mode; d) Saturated KIP anode in OCV mode; e) Saturated KIP anode in 

CCV mode.  

Fig A2. Influence of operative parameters on the MFC potential and power density at start of 

operation: potential E vs. current density J , and power density φs vs. current density J : a) Non 

saturated KIP anode in OCV mode, without biofilm ; b) Non saturated CSV anode in OCV 

mode; c) Saturated CSV anode in OCV mode; d) Non saturated KIP anode in OCV mode; e) 

Saturated KIP anode in OCV mode; f) Saturated KIP anode in CCV mode.  
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Liste des tableaux 

PARTIE I. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

CHAPITRE 1. LES COLORANTS ET LEUR IMPACT ENVIRONNEMENTAL 

Tab. 1. Principaux colorants synthétiques employés dans l’industrie agro-alimentaire.  

Tab. 2. Classification des colorants selon leur utilisation 

Tab. 3. Classification des colorants selon leur toxicité 

Tab. 4. Exemples d’expériences de traitement de colorant par des levures.  

Tab. 5. Exemples d’expériences de traitement de colorants par des plantes.  

Tab. 6. Exemples d’expériences de traitement de colorant par des enzymes sous libre ou fixées 

sur un support.  

PARTIE II. RESULTATS ET DISCUSSIONS 

CHAPITRE 1. ARTICLE 1.  

Tab. 1. T. harzianum growth characteristics on PDA and PDA + MB plates (room T°, CMB = 

100 mg L-1).  

Tab. 2. Performances of MFCs: carbon clothes, saturation level, OCV and CCV operating 

mode, maximum electromotive force (emf), maximum electrode surface power density φs, 

maximum electrode volume power density φv and solution volume power density φv’.  

Tab. 3. Performances of MFCs with saturated KIP electrode OCV mode with and without PF: 

maximum values of electromotive force, electrode surface power density φs, electrode volume 

power density φv and solution volume power density φv’.  

CHAPITRE 2. ARTICLE 2.  

Tab. 1. Performances of MFCs: carbon cloth used, presence of T. harzianum, saturation level, 

OCV and CCV operating mode, maximum electromotive force (emf) at t = 0, maximum 

electrode surface power density φs, and maximum anolyte volume power density φv’, maximum 

electrode volume power density φv. 

Tab. 2. T. harzianum genes and depolluting enzymes [45].  

CHAPITRE 3.  

Tab. 1. Rugosités moyennes déduites des observations AFM des PEM NafionTM 117 modifiées. 

Fenêtre d’observation de 50 µm x 50 µm. 

Tab. 2. Module DMT, d’adhésion et de dissipation déduites des observations AFM des PEM 

NafionTM 117 modifiées.  

Tab. 3. Résultats des mesures de diffusion de protons à travers les PEM NafionTM 117 non 

modifiées et modifiées. Les valeurs en italique ont été obtenues avec le tampon citrate.  
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Nomenclature 

Abréviations 

AEM : Anion exchange membrane 

AFM : Atomic force microscopy.  

Ag : Argent.  

CCMFC : Carbon capture microbial fuel cell.  

CCV : Closed-circuit voltage.  

CEM : Cation exchange membrane 

Cu : Cuivre.  

emf : Electromotive force.  

ETM : Electronic transfer mediator 

HSAB : Hard and soft acid and bases.  

MB : Methylene blue.  

MBBR : Moving bed bioreactor.  

MBR : Membrane bioreactor.  

MDC : Microbial desalination cell.  

MEB : Microscope électronique à balayage.  

MEC : Microbial electrolysis cell.  

MFC : Microbial fuel cell.  

OCV : Open circuit voltage.  

PDA : Potato dextrose agar.  

PEM : Proton-exchange membrane.  

POA : Procédé d’oxydation avancée 

VC : Violet crystal.  

Symboles 

Z : Paramètre d’hétérogénéité introduit par Glueckauf.  

A : Absorbance.  

at% : Pourcentage atomique (at%).  

C0 : Concentration initiale de colorant dans l’anolyte (mg L-1).  

Ceq : Concentration à l’équilibre de colorant dans l’anolyte (mg L-1).  

Ct : Concentration du colorant dans l’anolyte au temps t (mg L-1).  

DC(H+) : Coefficient de diffusion du proton H+ en solution (cm2 s-1).  
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E : Différence de potentiel électrique (mV).  

f : Pourcentage d’élimination (%).  

I : Intensité du courant (A).  

IC50 : Half maximal inhibitory concentration (mg L-1).  

Imax : Inhibition maximale.  

Imin : Inhibition minimale.  

J : Densité de courant (mA m-2).  

JC(H+) : Flux molaire de proton (mol m-2 s-1 ou mmol m-2 s-1).  

k : Constante de vitesse de réaction (h-1).  

m : Masse d’anode (g).  

P : Pression (bar).  

PC(H+) : Coefficient de perméabilité intégral de H+ (cm2 s-1). 

PC(H+) / DC(H+) : Facteur d’exclusion de Donnan.  

P*
C(H+) : Coefficient de perméabilité local de H+ (cm2 s-1).  

pH : Potentiel hydrogène.  

qe : Quantité de colorant dans l’anolyte par unité de masse d’anode, à l’équilibre (mg g-1).  

qt : Quantité de colorant dans l’anolyte par unité de masse d’anode, au temps t (mg g-1).  

R : Résistance électrique (Ohms).  

t : Temps (h ou min).  

t1/2 : Temps de demi-réaction (h).  

T : Température (°C).  

wt% : Pourcentage massique (wt%).  

Symboles grecs 

θ : Angle de contact (°).  

λ : Longueur d’onde (nm).  

φs : Densité surfacique de puissance (mW m-2
 d’anode).  

φv : Densité volumique de puissance (W m-3 de d’anode). 

φv’ : Densité volumique de puissance (mW m-3 d’anolyte).  
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INTRODUCTION GENERALE 

Cette étude s’inscrit dans le thème général de recherche de deux laboratoires qui m’ont 

accueilli pour préparer cette thèse :  

• Le Laboratoire « Polymères, Biopolymères, Surfaces » (PBS) de la faculté des Sciences 

et Techniques de l’Université de Rouen – Normandie, UMR 6270 du CNRS, dont l’une des 

thématiques porte sur l’application des polymères, et notamment les membranes, à la 

préservation de l’environnement.  

• Le Laboratoire « Groupe Analyses et Procédés » (GA&P) de la faculté des Sciences de 

l’Université d’Angers, dont l’une des thématiques porte sur la mise au point de procédés propres 

et durables pour l’élimination de micropolluants organiques nocifs dans les eaux. La première 

pile microbienne à champignon y a été mise au point en 2017.  

Le développement durable est un concept d’actualité dans nos sociétés. Pour qu’il soit 

à la fois équitable, viable et vivable, il doit reposer sur trois piliers interdépendants : le 

développement social, économique et écologique. Ce dernier pilier est très large et regroupe 

plusieurs aspects complémentaires comme le maintien de la biodiversité, l’exploitation 

responsable des ressources naturelles, la transition d’une énergie fossile à une énergie 

renouvelable mais encore la préservation de la qualité de l’air et des eaux. Sur ce dernier point, 

il convient d’évoquer la problématique de la pollution des eaux, provenant de divers secteurs 

des activités humaines (domestiques, agricoles et industrielles).  

L’eau est la base de la vie sur Terre. Elle est consommée par les micro-organismes, les 

végétaux, les champignons, mais aussi par les animaux dont l’Homme. Cette ressource 

indispensable au fonctionnement de tout écosystème est menacée et se raréfie à cause des rejets 

d’espèces chimiques nocives, qui ne sont pas toujours correctement éliminées. La pollution des 

eaux, qu’elle soit volontaire ou non, constitue une menace pour la qualité de nos vies et suscite 

une préoccupation justifiée de la communauté internationale.  

La préservation des eaux est un enjeu majeur pour les prochaines décennies et repose 

sur deux objectifs, qui sont de ne pas la gaspiller et limiter sa pollution. La protection des 

milieux naturels et de la nécessité d’avoir des eaux potables sont aujourd’hui considérés comme 

capital. Les instances internationales, comme l’Agence de Protection de l’Environnement aux 

Etats-Unis, l’Agence Européenne de l’Environnement ou certaines organisations non 

gouvernementales comme Greenpeace rappellent cet enjeu à la suite de chaque catastrophe et 

préconisent des règlementations de plus en plus exigeantes. L’organisation mondiale de la santé 

(OMS) et l’ONU donnent des recommandations pour orienter les politiques environnementales 

des pays, mais n’imposent rien.  

La pollution chimique des eaux peut être le fait de différentes espèces chimiques, dont 

les colloïdes, les solvants, les tensioactifs, les métaux lourds, les ions (nitrates, phosphates, 

chlorure), mais encore les colorants.  
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Les colorants provoquent une des pollutions les plus graves des eaux. S’ils sont utiles 

pour différentes applications notamment dans l’industrie textile, ils font partie des polluants les 

plus toxiques et persistants. Même en très petite quantité, ils sont susceptibles de provoquer des 

dégâts sur la qualité des eaux. C’est le cas par exemple, du cristal violet (VC) et du bleu de 

méthylène (MB) (Fig. 1). Ces derniers peuvent dégrader la limpidité des eaux et modifier la 

quantité d’oxygène disponible pour les végétaux. De plus, le VC est persistant et cancérogène.  

Fig. 1. Formules topologiques de : a) Bleu de méthylène (MB) ; b) Cristal violet (VC) 

a) Bleu de méthylène (MB).  b) Cristal violet (VC).  

 

 

 

Les traitements de l’eau incluent des techniques physico-chimiques comme 

l’adsorption, la floculation, la photolyse, la précipitation chimique, l’oxydation ou la réduction 

chimique, les traitements électro-chimiques et l’extraction par paire d’ions. Ces méthodes sont 

couramment employées mais ne sont pas toujours suffisantes pour englober tous les colorants 

présents dans les eaux et peuvent générer une grande quantité de boues contenant des polluants 

secondaires.  

La bioremédiation est un procédé de traitement biologique de dépollution de 

l'environnement qui utilise des organismes vivants, tels que les bactéries, les champignons et 

les plantes, pour dégrader et éliminer les contaminants présents dans les sols, les eaux 

souterraines et les eaux de surface. Les organismes utilisés dans la bioremédiation ont souvent 

la capacité de décomposer des composés chimiques toxiques en produits moins nocifs pour 

l'environnement. Cette voie de dépollution est souvent considérée comme une alternative plus 

durable et plus écologique que les méthodes de dépollution traditionnelles. La bioremédiation 

est utilisée dans de nombreuses applications, notamment pour traiter les sols contaminés par 

des hydrocarbures et les eaux usées industrielles contenant des produits chimiques toxiques. 

Cependant, la bioremédiation des polluants peut prendre beaucoup de temps pour être totale. 

De nombreuses recherches visent aujourd’hui à améliorer l'efficacité de ce procédé de 

dépollution.  
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Une pile microbienne (MFC) est un dispositif qui utilise des micro-organismes, le plus 

souvent des bactéries, pour convertir l'énergie chimique en énergie électrique. Une MFC est 

généralement constituée de deux compartiments séparés par une membrane échangeuse de 

protons (PEM). Le plus souvent, le compartiment anodique contient des boues, des lixiviats ou 

des eaux contenant des matières organiques (sucres, alcools, médicaments, colorants). Ces 

matières peuvent être dégradées par un micro-organisme qui est d’ordinaire présent sur l’anode 

et qui utilise ces matières comme substrat. Cette dégradation libère des électrons qui sont à 

l’origine du courant électrique produit par la MFC. 

Les avantages des MFC sont, une production d’énergie renouvelable à partir de 

polluants, leur faible coût, leur capacité à fonctionner dans des environnements hostiles et 

difficiles d’accès. Ils peuvent également être associés à des biosenseurs, permettant le suivi en 

continu d’une ou plusieurs substances présentes dans un milieu. Des applications plus exotiques 

existent, comme le dessalement, la capture de dioxyde de carbone ou l’électrolyse.  

Les inconvénients des MFC sont la faible production d’énergie comparément aux piles 

à combustibles chimiques, mais surtout subissent un encrassement de la PEM par biofouling. 

Au cours du fonctionnement de la pile, les micro-organismes présents sur les électrodes peuvent 

être relargués et se déposer sur la PEM. Cela provoque une baisse prématurée des performances 

de la MFC, ce qui constitue un verrou majeur pour la montée en échelle de ces systèmes. 

Les MFC pourraient être utiliser pour éliminer les colorants présents dans les effluents 

des industries textiles. Cependant, ces colorants contiennent souvent des cycles aromatiques 

qui sont difficiles à dégrader par les bactéries. Au contraire, les champignons, qui possèdent 

des enzymes spécifiques comme la laccase et la peroxydase, ont la capacité à dégrader ces 

molécules. L’utilisation d’un champignon est donc intéressante à envisager pour la 

bioremédiation des colorants dans des MFC. 

Trichoderma harzianum est un champignon filamenteux, saprophyte, aérobie-anaérobie 

facultatif qui appartient à la famille des Hypocreaceae. Il est largement répandu dans les forêts 

et est considéré comme un agent de lutte biologique (appelé bio-contrôle) vis-à-vis d’autres 

agents biologiques pathogènes des plantes. T. harzianum est connu pour son potentiel de 

bioremédiation, notamment pour la dégradation de molécules possédant des cycles 

aromatiques. Il est donc un candidat intéressant pour la dégradation des colorants MB et VC 

dans une MFC.  

Le premier objectif de ce travail a donc été de mettre au point des MFC à double 

compartiment, en utilisant T. harzianum pour la bioremédiation de MB et de VC. Les 

expériences ont été menées avec des électrodes en tissu de carbone, de deux types différents 

afin de comparer leurs performances. L’objectif suivant a été de développer une méthode pour 

lutter contre le biofouling de la PEM, afin de prolonger la durée de vie des MFC. La PEM a été 

modifiée par un revêtement en polydopamine, associé à des particules d’argent ou de cuivre.  
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Ce manuscrit de thèse se divise en trois parties.  

La première partie est une étude bibliographique. Elle contient trois chapitres qui sont 

consacrés aux colorants, aux piles microbiennes et au biofouling. Son objectif est de dresser un 

état de l’art sur ces sujets et de situer nos travaux par rapport à ceux déjà publiés.  

La deuxième partie contient trois chapitres consacrés aux résultats et discussions. Les 

deux premiers sont rédigés en anglais et présentés sous la forme de publications en cours de 

rédaction ou soumises. Ils concernent la bioremédiation du MB, puis du VC par MFC. Le 

troisième chapitre est présenté suivant un format plus traditionnel et est rédigé en français. Il 

aborde les traitements antifouling de la membrane. Chaque chapitre contient sa propre section 

« Matériel et méthodes ». 

Enfin, ce manuscrit se termine par une conclusion générale qui rappelle les principaux 

résultats obtenus et leurs interprétations, et propose des perspectives pour les travaux futurs.  
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PARTIE I. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

L’objectif de cette partie est d’introduire la problématique de la pollution des eaux par 

les colorants, de montrer l’intérêt de l’utilisation des piles microbiennes pour traiter ces 

pollutions, et de présenter des voies d’amélioration pour limiter le biofouling de la membrane.  

Le premier chapitre consistera en une étude bibliographique sur les colorants et les 

méthodes pour les éliminer des eaux.  

Le deuxième chapitre fera l’état de l’art sur les piles microbiennes afin de montrer 

comment cette technologique peut répondre à la problématique de la pollution des eaux par les 

colorants.  

Le troisième chapitre, développera la problématique du biofouling de la membrane des 

piles microbiennes et détaillera les différentes méthodes envisageables pour lever ce verrou.  

Cette partie constituera une base bibliographique utile pour se familiariser avec les 

théories et les approches développées sur ces sujets, ce qui nous aidera à mieux aborder les 

expériences et interpréter les résultats.  
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CHAPITRE 1. LES COLORANTS ET LEUR IMPACT ENVIRONNEMENTAL 

I. Histoire, définition, classification, et problématiques actuelles 

I.1. Histoire 

 Dès l’aube de l’humanité, des substances colorées ont été employées, à commencer par 

les pigments. Ceux-ci servaient à décorer des objets et même à créer des œuvres d’art. Les 

premiers pigments utilisés provenaient de la nature et incluaient le charbon de bois, des 

minéraux et des argiles. L’ocre rouge, l’ocre jaune, la terre verte étaient ainsi largement utilisés 

pour préparer des peintures, dessiner, tatouer ou ornementer (tentes, peaux animales). Les fibres 

ont pu être teintées après la découverte d’agents fixateurs comme l’urine ou le lait caillé. Mais 

les exemples les plus emblématiques sont les peintures rupestres de Lascaux ou d’Altamira, 

datés à 15000 ans avant notre époque qui et montrent des formes géométriques et des animaux 

colorés.  

 Les civilisations de l’Antiquité, comme celle originaires de l’Indus, la Phénicie, 

l’Egypte, la Grèce ou l’Empire romain ont poursuivi et développé l’utilisation des pigments. 

En Inde, l’indigo colorait les textiles, les poteries et les sculptures en argile. En Phénicie, la 

laine et le lin étaient teints à l’aide de colorants naturels comme la garance, l’indigo ou le 

pourpre de Tyr. Les Égyptiens sont connus pour leurs hiéroglyphes peints à l’aide d’indigo, de 

garance, de cochenille. Les Grecs se sont inspirés des Phéniciens pour teindre les textiles, le 

pourpre étant d’ailleurs un marqueur de prestige et de richesse chez les élites en raison de son 

prix. Quant aux Romains, là encore les vêtements et tissus étaient teints, mais également les 

murs des maisons luxueuses et les mosaïques.  

 Dans l’Europe médiévale, les colorants servaient à teindre les vêtements, les tapisseries 

et les parchemins. A la garance, l’indigo et la cochenille se sont ajoutés, la gaude pour teindre 

en jaune, des colorants minéraux tels que le cinabre, le lapis-lazulis et le vermillon pour les 

enluminures des manuscrits et des bibles. Le bleu outremer, d’usage similaire, était par ailleurs 

recherché et coûteux. Le monde islamique avait recours au henné pour les tissus et à la 

malachite pour les faïences et les céramiques.  

 Au XVIIIème siècle, la découverte accidentelle du bleu de Prusse, un aluminosulfate de 

cobalt par J. J. Diesbach profite aux peintres. J. Leithner synthétise pour la première fois le bleu 

de cobalt et le propose à la manufacture de porcelaine de Vienne. En 1777, J. G. Gahn et C. F. 

Wenzel préparent indépendamment un mélange de sels d’aluminium mêlés à une solution de 

cobalt, devenant bleu par calcination et le second propose ce produit à la fabrique de porcelaine 

de Saxe. C’est le début d’une véritable chimie des colorants.  

 Le siècle suivant a vu l’émergence d’une véritable chimie des colorants synthétiques, 

permettant une production de masse. J.-B. Guimet a réalisé pour la première fois la synthèse du 

bleu d’outremer, appelé le bleu Guimet, à partir de thiosulfate d’aluminosilicate de sodium en 

1827. En 1856, W. Perkin découvre la mauvéine par erreur en tentant de synthétiser la quinine. 

Rapidement breveté, elle est fabriquée dans la première usine de colorant de synthèse. Mais 

c’est en Allemagne que la majorité des travaux sont réalisés, en chimie en général, et en 

particulier dans le domaine des colorants.  
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En travaillant sur le naphta et le gaz de ville, A. W. von Hofmann découvre la synthèse 

de la fuchsine et de la quinoléine. A. von Baeyer et V. Drewsen mettent au point une méthode 

de synthèse de l’indigotine (indigo synthétique) et en 1882 C. Graebe synthétise avec C. 

Liebermann l’alizarine. Cette liste, bien que longue, est très incomplète et témoigne de l’intérêt 

croissant des chimistes envers les colorants pour l’époque.  

 Cet intérêt fut encore motivé lors du XXème siècle et ses guerres. Pendant la Première 

Guerre Mondiale, l’Empire Allemand, alors leader mondial de la synthèse et l’industrie des 

colorants a vu son approvisionnement en matière premières amoindri, du fait du blocus naval 

imposé par l’Entente. Les chimistes allemands se sont adaptés par des méthodes alternatives de 

synthèse plus économiques. L’après-guerre a vu les usages des colorants étendus aux secteurs 

de l’automobile, de la photographie et de l’alimentation.  

 Au cours de la Seconde Guerre Mondiale, l’industrie des colorant a de nouveau été 

impliquée dans l’effort de guerre en particulier pour le camouflage (uniformes, véhicules…), 

le marquages (cartes, uniformes, véhicules, équipements médicaux, les munitions (fumée, tirs 

de reconnaissance, obus). L’après-guerre a vu des usages étendus pour les textiles, les plastiques 

et les emballages, notamment dans les années 50 et 60 et le développement de la société de 

consommation.  

I.2. Définition 

Un colorant est une espèce chimique soluble dans un solvant. Leur emploi consiste en 

la coloration ou la teinte de matériaux incluant par exemples les textiles, les papiers, les 

plastiques ou les aliments. Leur utilisation se fait souvent après solubilisation dans un solvant 

aqueux, bien que d’autres solvants polaires (alcools) ou même apolaire (huiles) puissent 

convenir. Ils ne doivent pas être confondus avec les pigments, lesquels sont insolubles dans 

l’eau en plus de nécessiter un liant pour être dispersés sur la surface à teindre [1].  

Il existe plusieurs façons de déposer un colorant sur une surface, selon le matériau et le 

résultat final escompté. Les méthodes les plus courantes incluent le dépôt par pinceau, la 

pulvérisation, le trempage, l’impression ou le brossage. Dans le domaine de la chimie, les 

colorants peuvent servir pour colorer une solution ou des réactifs, pour marquer des composés 

spécifiques mais encore pour induire un changement de couleur comme les indicateurs de 

pH (bleu de bromothymol, phénolphtaléine, orange de méthyle, rouge de méthyle) [2]. En 

biologie, les colorants sont employés pour le marquage histologique (cellules, tissus) et pour la 

détection de biomolécules (protéines, ADN). La coloration de Gram, reposant sur le cristal 

violet et la safranine est un test célèbre permettant de classer les bactéries [3].  

La couleur d’un colorant est dû à la présence d’un groupe chromophore dans sa structure 

moléculaire. Ce groupement fonctionnel possède des électrons pi conjugués délocalisables par 

photo-excitation (transition n – pi* ou pi – pi*), lui donnant la capacité de déplacer la longueur 

d’onde maximale d’absorption dans le domaine des rayonnements électromagnétiques 

ultraviolet, visible ou infrarouge proche. Le rayonnement résulte de la fréquence des rayons 

réémis [2]. Les chromophores les plus connus sont les groupes alcènes (-C=C-), azo (-N=N-), 

nitro (-NO2), nitroso (-NO), carbonyle (-C=O) et les structures aromatiques carbonées.  
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Un auxochrome est un groupe fonctionnel qui possède une influence sur les propriétés 

d’absorption d’un chromophore présent à proximité [4]. Un auxochrome peut déplacer la 

longueur d’onde maximale d’absorption vers les grandes longueurs d’onde (effet bathochrome) 

ou bien vers les petites longueurs d’onde (effet hypsochrome). Il peut aussi augmenter 

l’intensité de l’absorption (effet hyperchromique) ou bien la diminuer (effet hypochromique). 

Les exemples les plus documentés incluent les groupes amines (-NH2), hydroxyles (-OH), 

phénoliques (-Ar-OH), carboxyles (-COOH) et sulfoniques (-SO3H) [4]. Si ces groupes ont tous 

des propriétés acido-basiques, leurs effets respectifs sur les matériaux diffèrent.  

Les groupes amines forment des liaisons hydrogène avec les molécules à proximité. Ils 

améliorent ainsi la liaison colorant – matériau. Leur effet est bathochrome. Les groupes 

hydroxyles ont un mécanisme de liaison similaire, mais ils ont pour effet de donner clarté et 

brillance à la couleur. Les groupes phénoliques ont des effets très voisins. Quant aux groupes 

carboxyliques comme sulfoniques, leur forme déprotonée peut se chélater facilement avec des 

ions métalliques, avec un effet hypsochrome pour les premiers et un bathochrome pour les 

seconds.  

La quantité de groupes chromophores et auxochromes est responsable de la vivacité et 

de l’intensité de la couleur d’un colorant, mais aussi de sa stabilité. Ainsi, une grande variété 

de colorants peut servir à une grande variété d’applications. Il convient donc de les classer.  

I.3. Classification 

I.3.1.  Nécessité de classer les colorants 

La classification des colorants est utile pour plusieurs raisons, notamment pour la 

sécurité alimentaire. Les colorants sont largement utilisés dans l'industrie pour améliorer 

l'apparence des produits alimentaires, mais certains ont été interdits car ils peuvent avoir des 

effets négatifs sur la santé, en provoquant des réactions immunitaires spécifiques ou non [5] et 

des cancers [6]. La classification des colorants permet de distinguer les colorants sûrs des 

colorants potentiellement dangereux. Elle permet aussi de définir des normes de qualité et de 

sécurité pour les colorants utilisés dans l'industrie alimentaire ([7] ; [8]), cosmétique [9], 

pharmaceutique [10] et textile. Les colorants alimentaires doivent être étiquetés conformément 

à la réglementation alimentaire en vigueur dans chaque pays [11]. La classification des 

colorants permet de faciliter l'étiquetage en identifiant les colorants autorisés et en limitant les 

risques de confusion avec d'autres substances. La recherche et le développement vise 

aujourd’hui à développer de nouveaux colorants plus sûrs et de meilleure qualité [12].  

I.3.2. Les critères de classification des colorants 

Il existe plusieurs façons de classifier les colorants. Les colorants peuvent être naturels, 

artificiels et synthétique [13]. Ils peuvent être, entre autres, alimentaires, textiles ou 

cosmétiques. Ils peuvent être solubles ou insolubles dans l’eau. Ils peuvent aussi être classés 

selon leur méthode d’application sur une surfaces : on parle de classification tinctoriale. Les 

colorants peuvent être classés selon leur structure chimique (azoïques, anthraquinoniques, 

phénoliques, etc.). Enfin, ils peuvent être inoffensifs, dangereux et parfois interdits.  
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I.3.3. Classification selon l’origine 

La classification des colorants selon l'origine se fait en fonction de la source des 

pigments colorés utilisés pour produire les colorants. Il existe deux types de colorants selon leur 

origine : les colorants naturels et les colorants synthétiques. La classification selon l'origine est 

importante car les colorants naturels et synthétiques présentent des avantages et des 

inconvénients différents en termes de coût, de stabilité, de toxicité, de disponibilité et de 

propriétés colorantes. 

Les colorants naturels sont des colorants provenant de la nature et utilisés sans 

traitement chimique [12]. Ils peuvent provenir de végétaux, d’animaux (dont les insectes) ou 

de minéraux [14]. Ils peuvent être utilisés pour colorer des textiles, des aliments, des produits 

cosmétiques, du bois, du cuir, des plastiques ou des produits pharmaceutiques [15]. Les 

colorants naturels végétaux peuvent être classifiés selon leur structure : les chlorophylles, les 

caroténoïdes (alpha-carotène, bêta-carotène en particulier), les flavonoïdes (anthocyanes et 

anthocyanidines notamment), les bétalaïnes (bétacyanines et bétaxanthines surtout) ([16] ; 

[17]), les phycobiliprotéines et phycobilline.  

Les colorants synthétiques sont fabriqués à partir de produits chimiques par des 

procédés de synthèse chimique. Ils ont été développés à partir de la seconde moitié du XIXe 

siècle pour remplacer les colorants naturels, plus coûteux et plus difficiles à produire en grande 

quantité [18]. Ils peuvent être produits à grande échelle à moindre coût, mais peuvent être plus 

toxiques et causer des problèmes de santé. Leur utilisation dans l’industrie agro-alimentaire est 

critiquée, en raison de leur effet néfaste potentiel pour les consommateurs. Le Tab. 1. liste les 

colorants synthétiques les plus couramment utilisés dans l’industrie agro-alimentaire, avec les 

références associées.  

 

Tab. 1. Principaux colorants synthétiques employés dans l’industrie agro-alimentaire.  

Colorant Références 

Bleu brillant FCF ([19] ; [20]) 

Indigotine ([21] ; [22]) 

Bleu patenté V ([23] ; [24]) 

Jaune de quinoléine ([25] ; [26]) 

Jaune orangé S FCF ([19] ; [20]) 

Tartrazine ([20] ; [27]) 

 

I.3.4. Classification selon la structure chimique 

Les colorants peuvent être classés en différents groupes en fonction de leur structure 

chimique : les colorants azoïques, anthraquinoniques, indigoïdes, phénoliques, phtalocyanine, 

nitrés, nitrosés, polyméthiniques, contenant le diphénylméthane ou le triphénylméthane. 

Les colorants azoïques contiennent un groupe azo (-N=N-) dans leur structure 

moléculaire. On distingue les types monoazoïque (dominant) et polyazoïques selon la présence 

d’un ou plusieurs groupe azo. Le type monoazoïque comprend deux sous-types, l’un nommé A 

possédant couramment des groupes accepteurs d’électrons (acides de Lewis : groupe nitro, 
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ester, carboxyle par exemples) tandis que le sous-type B contient des groupes donneurs 

d’électrons (bases de Lewis : groupe hydroxyle ou amine par exemple). Il existe deux types 

particuliers, les azoïques carbocycliques quand ils contiennent uniquement des groupes 

aromatiques (benzène, naphtalène) et les azoïques hétérocycliques s’ils contiennent au moins 

un groupe hétérocyclique. Ce sont les colorants synthétiques les plus couramment utilisés dans 

l'industrie textile et alimentaire en raison de leur large gamme de couleurs vives et de leur faible 

coût (60% des colorants). Les colorants azoïques sont également utilisés dans les encres 

d'impression et les peintures. Ils sont toujours synthétiques. Les plus connus sont le jaune 

solvant 4, le rouge allura et le jaune tartrazine. 

Les colorants anthraquinoniques contiennent une structure anthraquinonique (dérivée 

de l’anthraquinone) dans leur composition moléculaire. Ils sont synthétisés à partir de la 9,10-

anthraquinone. Ils sont le plus souvent obtenus par synthèse, mais peuvent toutefois être 

naturels (alizarine, acide carminique, acide kermésique, acide laccaïque A). C’est un sous-type 

répertorié des carbonyliques [1], les autres sous-types étant les indigoïdes, les 

benzodifuranoniques, les coumariniques, les napthalimidiques et les quinacridoniques. Ce sont 

les colorants les plus utilisés après les azoïques, en particulier pour la coloration des tissus en 

coton et en laine, ainsi que pour les encres d'impression et des peintures. Ils sont très appréciés 

en raison de leur possibilité d’être naturels. On peut ainsi les retrouver dans des plantes, des 

lichens et des micro-organismes (bactéries, champignons) [28]. De plus, leur structure 

aromatique leur confère une bonne stabilité et une bonne résistance à la luminosité [28]. On 

peut citer par exemples, l’Alizarine rouge, la quinacridone, et l’acide carminique.  

Les colorants indigoïdes contiennent dans leur composition moléculaire une structure 

dérivée de l’indigo, un pigment bleu-violet contenu dans certaines plantes (indigotier, pastel 

des teinturiers). Leurs homologues oxygénés, soufrés ou séléniés peuvent leur donner une 

variété de coloris allant de l’orange au turquoise par l’action de groupes auxochromes à effet 

hypsochrome. Ils font partie des premiers utilisés dans l’histoire [29]. Ils sont principalement 

utilisés pour la coloration des textiles et des jeans. Leurs avantages sont nombreux : durabilité, 

résistance à la lumière et au lavage. De plus, leur origine parfois naturelle tend à rassurer. En 

revanche, leur production est coûteuse et a besoin de techniques de teintures spécifiques pour 

accéder à certaines teintes. Les plus utilisés sont l’indigo et le thioindigo. 

Les colorants phénoliques contiennent un ou plusieurs groupes phénol (-OH) dans leur 

structure moléculaire. Les groupes phénols peuvent être modifiés avec plusieurs groupes 

chimiques pour obtenir une diversité de teinte. Ils sont utilisés en histologie, dans les encres ou 

comme teinture pour le textile et le cuir [30]. Ils peuvent donner des colorations brillantes et 

durables, mais peuvent s’avérer irritants pour la peau. Les plus connus sont la pyranine, la 

fluorescéine et l’hématoxyline.  

Les colorants phtalocyanines contiennent une structure phtalocyanine dans leur 

composition moléculaire, qui est un macrocycle aromatique contenant des doublets d’électrons 

pi très conjugués, entrainant une absorption forte dans le rouge – infrarouge proche par effet 

bathochrome. De plus, leur possibilité de complexes de coordination avec plusieurs métaux (Fe, 

Cu, Si, Ge, As) multiplie leurs gammes de couleur, mais leur prix peut être élevé. Ils sont 
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principalement employés comme encre, peinture et en photoélectricité. Nous pouvons citer 

comme exemples, le bleu phtalocyanine, le vert phtalocyanine et les phtalocyanines de cuivre.  

Les colorants nitrés contiennent un groupe nitro (-NO2) dans leur composition 

moléculaire. Leur facilité d’obtention par la chimie de synthèse (groupe nitro en position ortho 

vis-à-vis d’un groupement donneur d’électrons de type hydroxyle ou amine) leur permet d’avoir 

des prix de revient et de vente très modérés, bien qu’ils soient d’un intérêt commercial moindre 

par rapport aux azoïques et aux anthraquinoniques. Ils sont souvent irritants, voire toxiques et 

de ce fait, nocifs pour l’homme et pour l’environnement. Ils permettent de colorer la laine ou 

la soie [28] et sont parfois utilisés comme désherbant, mais leur effet est dévastateur pour les 

sols. On peut citer par exemples, le dinitrophénol, l’acide jaune 24, l’acide picrique.  

Les colorants nitrosés contiennent un groupe nitroso (-NO) dans leur composition 

moléculaire. Leur usage est relativement rare du fait de leur toxicité (vert naphtol B).  

Les colorants contenant du diphénylméthane font partie des colorants les moins 

employés. Ils peuvent colorer des bacilles résistant à l’acide et à l’alcool en association avec la 

rhodamine B pour l’auramine O, ce dernier étant polluant, CMR, voire mortel.  

Les colorants contenant du triphénylméthane sont souvent utilisés en chimie analytique. 

Ils peuvent acquérir des propriétés acides par sulfonation. Les plus connus sont le vert de 

malachite et cristal violet.  

Les colorants polyméthiniques sont aussi appelés cyanine (liaisons -HC=CH- 

conjuguées). Ils peuvent être terminés par aucune extrémité cyanine (streptocyanine), une 

(hémicyanines) ou deux cyanines à chaîne fermée ou par un hétérocycle (pyrroles, imidazoles, 

pyridine). Ils sont principalement utilisés comme sensibilisateurs photographiques ou comme 

marqueurs fluorescents en biologie comme le jaune basique 28 et cyanine 3, 5 et 7.  

I.3.5. Classification selon leur utilisation 

La classification des colorants selon leur utilisation est importante car elle permet de 

mieux comprendre les propriétés et les caractéristiques de chaque colorant en fonction de 

l'application visée. Le Tab. 2. contient des exemples de colorants ayant différentes utilisations.  

Les colorants alimentaires ont plusieurs fonctions. Ils peuvent améliorer l'apparence (en 

apportant de la couleur aux aliments, ce qui les rend plus attrayants pour les consommateurs), 

uniformiser la couleur et préserver l’apparence du produit (par une couleur uniforme et 

constante), compenser la perte de couleur due à la transformation, la cuisson ou le stockage, 

suggérer un goût ou une saveur spécifique (par exemple, le vert pour la menthe ou le rouge pour 

la fraise). Ils sont soumis à des réglementations strictes dans de nombreux pays pour garantir 

aux aliments leur sécurité et leur qualité. Les agences de régulation, telles que la FDA aux États-

Unis ou l'EFSA en Europe, sont chargés de les évaluer et de déterminer les limites maximales 

d'utilisation. Certains colorants alimentaires ont parfois des effets indésirables sur la santé, avec 

des réactions allergiques, des troubles du comportement ou des problèmes de santé à long terme. 

Cela a conduit à l'interdiction ou à la restriction de certains colorants dans divers pays. Les 

consommateurs étant de plus en plus préoccupés par la sécurité alimentaire et exigent pour les 

colorants des alternatives plus naturelles et saines.  
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Les colorants pour cosmétiques sont utilisés pour la coloration des produits cosmétiques 

tels que les rouges à lèvres, les fards à paupières, les vernis à ongles, les shampooings, etc. Ils 

peuvent être d'origine naturelle ou synthétique et doivent respecter les réglementations en 

matière de sécurité sanitaire et les limites quant aux quantités autorisées. 

Les colorants pour textiles sont utilisés pour la teinture des tissus. Ils peuvent être 

d'origine naturelle ou synthétique et doivent être résistants au lavage et à la lumière pour assurer 

la durabilité des couleurs. 

Les colorants pour encres et peintures sont utilisés pour la coloration des encres, des 

peintures, des vernis, etc. Ils peuvent être d'origine naturelle ou synthétique, doivent être stables 

à la lumière et au vieillissement pour garantir une durée de vie optimale. 

Les colorants pour plastiques sont utilisés pour la coloration des matières plastiques, 

d’origine naturelle ou synthétique, ils doivent être résistants à la chaleur, à la lumière et aux 

produits chimiques pour garantir la durabilité des couleurs. 

 

Tab. 2. Classification des colorants selon leur utilisation.  

Type de 

colorant 
Exemples de colorants et leurs utilisations 

Alimentaires 
Jaune de tartrazine (E102) dans les boissons gazeuses, rouge allura (E129) 

dans les confiseries, bleu brillant FCF (E133) dans les gâteaux 

Cosmétiques 
Rouge de cochenille A (E124) dans les rouges à lèvres, jaune de quinoléine 

(E104) dans les shampoings, bleu patenté V (E131) dans les vernis à ongles 

Textiles 
Noir de carbone pour la teinture des fibres synthétiques, bleu outremer pour 

les tissus en coton, rouge de garance pour la teinture des tissus en laine 

Encres et 

peintures 

Jaune de cadmium pour la peinture artistique, noir de carbone pour l'encre 

d'impression, bleu phtalocyanine pour la peinture acrylique 

Plastiques 

Dioxyde de titane pour les peintures et plastiques blancs, pigments 

organiques pour les plastiques colorés, pigments à base d’oxyde fer pour les 

plastiques résistants aux UV 

 

I.3.6. Classification selon leur toxicité 

L’étude de l’éventuelle toxicité des colorants est importante pour garantir la sécurité des 

consommateurs et éviter les effets indésirables sur la santé. Les colorants peuvent être classés 

en fonction de leur toxicité en trois groupes principaux. 

Les colorants dit inoffensifs sont des colorants qui sont considérés comme sans risque 

pour la santé, pour des utilisations dans les produits alimentaires, cosmétiques, 

pharmaceutiques et textiles. Leur innocuité est testée et évaluée et ils sont autorisés suivant les 

réglementations en vigueur dans chaque pays. 

Les colorants potentiellement dangereux sont associés à des effets indésirables sur la 

santé, tels que des allergies, des troubles du comportement, des cancers, etc. Ils sont soumis à 

des réglementations plus strictes et sont souvent limités ou interdits dans certaines applications. 
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Les colorants dit interdits ne peuvent pas être utilisés dans les produits alimentaires, 

cosmétiques, pharmaceutiques et textiles en raison de leur toxicité élevée et leurs risques pour 

la santé. Ils peuvent être allergènes, cancérigènes, mutagènes, tératogènes, etc. 

La classification selon la toxicité permet de mieux catégoriser les risques associés à 

l'utilisation de certains colorants et de choisir des alternatives plus sûres pour chaque 

application. Les réglementations en matière de sécurité des colorants permettent de garantir la 

sécurité des consommateurs en limitant l'utilisation de colorants potentiellement dangereux et 

en interdisant l'utilisation de colorants toxiques. Elles varient d'un pays à l'autre et sont souvent 

mises à jour en fonction des nouvelles données scientifiques et évaluations de risques.  

Le Tab. 3 donne des exemples de colorants considérés comme inoffensifs, 

potentiellement dangereux et interdits.  

 

Tab. 3. Classification des colorants selon leur toxicité.  

Type de colorant Exemples 

Inoffensifs Chlorophylles, caroténoïdes, anthocyanes 

Potentiellement 

dangereux 

Jaune de quinoléine (E104), rouge de cochenille A (E124), 

tartrazine (E102), dioxyde de titane, bleu de méthylène, 

Interdits Orange de méthyle, amarante (E123) 

 

I.3.7. Classification selon la classe tinctoriale 

Cette façon de classer les colorants est importante pour les artisans teinturiers ainsi que 

pour l’industrie qui les a partiellement remplacés. Elle renseigne sur le mode d’action d’un 

colorant sur une surface et sur la variété des matériaux colorisables. La fixation d’un colorant 

se fait par le biais de liaisons colorant-support de type physique (ionique, hydrogène, 

empilement pi) ou de type chimique (covalente). La structure moléculaire du colorant influence 

ces interactions et détermine sa classe tinctoriale.  

Les colorants acides, également appelés colorants anioniques, sont des colorants qui se 

lient facilement aux fibres de coton, de soie et de laine, au polyamide ou aux fibres acryliques 

modifiées [12]. On distingue les colorants acides faibles, acides et acides forts. Ils peuvent être 

azoïques, anthraquinoniques ou triarylméthanes [31]. Les colorants acides possèdent des 

charges négatives portées par des groupements sulfonates ou carboxylates, ce qui leur donne 

une affinité pour les fibres animales (laine et soie) et quelques fibres acryliques modifiées 

(nylon, polyamide). Ils sont souvent commercialisés sous forme de sels de sodium. Ils peuvent 

être utilisés seuls ou en combinaison avec d'autres colorants pour créer des nuances de couleur 

différentes. Ces colorants permettent d’accéder à des gammes étendues de couleurs, avec un 

rendu vif et brillant mais aussi une résistance à la lumière et au lavage.  

Les colorants basiques, également appelés colorants cationiques, sont composés de 

molécules organiques contenant des charges positives, le plus souvent portées par des groupes 

ammonium, ce qui leur permet d’être attirés par les charges négatives présentes sur les fibres 

de protéines. Ils sont généralement appliqués en solution aqueuse par trempage, pulvérisation 

ou application directe à la surface du matériau. Les colorants basiques peuvent être utilisés seuls 
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ou en combinaison avec d'autres colorants pour créer des nuances de couleur particulières. Ils 

ont des nuances brillantes, vives et résistantes, en particulier sur les fibres acryliques. Ils 

peuvent aussi teindre la laine ou la soie, ainsi que le coton après un pré-traitement avec des sels 

métalliques.  

Les colorants métallifères sont des complexes qui contiennent des ions métalliques, tels 

que le fer, le cuivre, le nickel et le chrome. Ces complexes peuvent exister sous deux formes : 

un complexe 1 : 1 (un atome de métal par molécule de colorant) ou un complexe 1 : 2 (un atome 

de métal pour deux molécules de colorant). Les colorants métallifères sont généralement utilisés 

pour la teinture de tissus de fibres animales et polyamide, en particulier pour des teintes foncées. 

Ils ont une meilleure solidité que les colorants acides.  

Les colorants directs sont des colorants solubles dans l'eau, et peuvent être appliqués 

directement sur les fibres sans nécessiter l'utilisation d'un mordant ou d'un fixateur. Ces 

colorants sont largement utilisés dans l'industrie pour la teinture des tissus en coton, en lin et en 

rayonne, ainsi que pour la teinture de certains types de papier. Ils possèdent généralement une 

structure chimique plane et longue contenant des groupes azo, comme les oxazines, les 

phtalocyanines ou les stilbènes [28]. Ils ont une très bonne affinité pour les fibres cellulosiques 

car ils peuvent créer des charges qui seront attirées par celles de ces fibres.  

Les colorants réactifs se caractérisent par leur capacité à former des liaisons covalentes 

avec les groupes fonctionnels des fibres, ce qui leur permet de se fixer fortement. Les colorants 

réactifs sont des colorants solubles dans l'eau et sont utilisés pour la teinture des fibres 

cellulosiques, la laine et le polyamide. Ils sont également utilisés pour la teinture des papiers et 

des cuirs. Ils sont résistants à l’humidité et aux détergents, et sont donc préconisés pour les 

textiles qui nécessitent un nettoyage fréquent. Ils offrent de la brillance et une large gamme de 

coloris. Les colorants réactifs ont souvent des structures azoïque, anthraquinonique ou 

phtalocyaninique, avec des groupes réactifs, tels des groupes triazinique ou vinylsulfone, qui 

réagissent avec les groupes fonctionnels des fibres cellulosiques pour former des liaisons 

covalentes fortes. Ils sont appliqués sur les fibres par trempage, pulvérisation ou application 

directe.  

Les colorants de cuve, également appelés colorants de l'indigo, sont des colorants 

organiques qui sont utilisés pour la teinture de fibres naturelles, telles que le coton, le lin et la 

laine. Ces colorants sont obtenus à partir l’indigotier, plante qui contient un pigment bleu foncé 

appelé indigotine. On les appelle souvent « grand teint » en raison de la qualité de leur 

coloration. Les colorants de cuve sont appelés ainsi car ils sont généralement produits en 

ajoutant dans une cuve de l’indigotine à une solution réductrice [12]. L'indigotine se solubilise 

alors sous forme de leucindigo. Lorsque les fibres sont plongées dans la solution, le leucindigo 

se fixe sur les fibres. Lorsqu'elles sont exposées à l'air, les fibres s'oxydent et l'indigotine est 

reformée, créant ainsi une teinte bleue durable. Les colorants de cuve ont une excellente 

résistance à la lumière et à l'eau, ce qui les rend particulièrement adaptés à la teinture de tissus 

destinés à être utilisés à l'extérieur ou dans des environnements humides. Ils ont également une 

excellente tenue sur les fibres, ce qui les rend idéaux pour la teinture de vêtements et d'autres 

articles textiles. L’indigo est connu pour la coloration des jeans. 
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Les colorants au soufre, également appelés colorants sulfurés, sont des polymères 

organiques qui contiennent des groupes fonctionnels soufrés comme des thiazines ou des 

thiazoles [28]. Ils sont insolubles dans l’eau et sont appliqués sur une surface après réduction 

par le sulfure de sodium qui les rend alors hydrosolubles. Ils sont couramment utilisés pour la 

coloration des fibres cellulosiques ou en mélange avec des fibres synthétiques, mais aussi pour 

la soie, le papier ou certains cuirs.   

Les colorants dispersés, également connus sous le nom de colorants plastosolubles, sont 

des colorants organiques insolubles. Ils sont principalement utilisés pour la teinture des fibres 

synthétiques telles que le polyester, l’acrylique, l’acétate et le triacétate de cellulose. Les 

colorants dispersés sont produits sous forme de poudres très fines qui doivent être dispersées à 

haute température avec l'aide d'agents dispersants. La dispersion est ensuite appliquée sur les 

fibres synthétiques dans un bain de teinture.  

I.4.  Problématiques actuelles 

 Aujourd’hui, les colorants sont très utilisés dans les domaines de la mode, des 

cosmétiques et de l’impression, et dans les industries alimentaires et automobiles. Les cahiers 

des charges les plus courants sont la durabilité, la résistance à la décoloration, aux UV, à l’eau 

et aux produits chimiques, en plus d’une nécessité esthétique pour rendre les produits attrayants.  

 De nos jours, des préoccupations environnementales et sanitaires ont peu à peu émergé. 

Certains colorants s’avèrent nocifs pour les eaux (augmentation des demandes chimique et 

biologique en oxygène, opacification, perturbation du cycle de vie des espèces animales et 

végétales), pour les sols et pour l’être humain (allergies, cancers). C’est ainsi que le cahier des 

charges a finalement inclus l’élimination facile des eaux usées industrielles, l’absence d’effets 

sur la santé et une origine naturelle. Au-delà de pratiques accusées parfois comme étant du 

greenwashing, les industries ont peu à peu proposé des produits plus respectueux de 

l’environnement, souvent motivées par les nouvelles normes environnementales.  

II. Les effets des colorants sur l'environnement et la santé 

II.1. Les enjeux de la pollution par les colorants 

Les colorants, au même titre que beaucoup d’autres polluants industriels, peuvent être 

très toxiques et parfois cancérogènes ([32] ; [33]). Leur accumulation dans l’environnement 

cause des dégâts considérables sur la flore et la faune, même à de très faibles concentrations 

([34] ; [35]). Ils sont également responsables en partie de maladies chez les animaux et les 

humains ([36] ; [37]).  

II.2. Les effets sur les organismes aquatiques 

L'impact environnemental des colorants dépend de leur concentration, de leur durée de 

présence dans l'eau et de leur composition chimique. Les colorants peuvent altérer la qualité de 

l'eau en réduisant la quantité de lumière pénétrant dans l'eau, en modifiant le pH et en réduisant 

la quantité d'oxygène disponible. 

La demande chimique en oxygène de l'eau (DCO) est une mesure de la quantité 

d'oxygène nécessaire pour oxyder les composés organiques présents dans l'eau, en utilisant un 

agent oxydant fort, le dichromate de potassium. La DCO est utilisée comme indicateur de la 
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pollution organique de l'eau, car elle mesure la quantité de matière organique qui peut être 

oxydée, mais ne fournit pas d'informations sur la nature des composés organiques présents. 

La demande biologique en oxygène de l'eau (DBO) est une mesure de la quantité 

d'oxygène nécessaire à la dégradation biologique des matières organiques présentes dans l'eau, 

par des micro-organismes tels que les bactéries. La DBO est souvent utilisée pour évaluer la 

qualité de l'eau, en particulier sa capacité à soutenir la vie aquatique. La DBO est mesurée en 

incubant un échantillon d'eau avec des micro-organismes pendant une période spécifiée, puis 

en mesurant la quantité d'oxygène consommée pendant cette période. 

Une partie des colorants sont persistants après les traitements conventionnels des eaux. 

Une fois les eaux rejetées, les colorants peuvent s’accumuler dans les sédiments et les sols, pour 

se retrouver dans les eaux de consommation humaine [38]. Leur biodégradation est souvent 

partielle et mène à des sous-produits parfois plus toxiques que les composés initiaux comme 

par exemples les amines aromatiques [39].  

Les colorants métallifères peuvent libérer du nickel [40], du cuivre, du cobalt et du 

chrome [41], dont la durée de demi-vie se situe entre 2 et 13 ans [42]. Les poissons peuvent les 

accumuler dans certaines parties de leur corps [43] et leur consommation par les humains en 

devient nocive [42]. Le chrome, par exemple peut provoquer un stress oxydatif chez les plantes 

et perturber le processus de photosynthèse et d’assimilation du dioxyde de carbone [42].  

II.3. Les effets sur les organismes terrestres 

Les colorants azoïques, à titre d’exemple, ont un impact négatif sur les communautés 

microbiennes du sol ([44] ; [45]), perturbant potentiellement les phénomènes de dégradation 

des organismes morts. Ils peuvent aussi influencer la germination et la croissance des plantes, 

comme le noir réactif 5, par perturbation des cycles respectifs du carbone et de l’azote [46]. Les 

colorants peuvent aussi exister sous forme de sels, dont les contre-ions (chlorure, sodium, 

potassium) peuvent perturber l’équilibre ionique des eaux et des sols et par effet domino les 

organismes qui s’y trouvent, car un certain nombre de processus biologiques comme les 

pulsations cardiaques ou les échanges cellules – milieu extérieur reposent sur ces ions.  

II.4. Les effets sur la santé humaine 

Les effets des colorants sur les humains dépendent de plusieurs facteurs tels que la dose, 

la durée d'exposition, l'âge, l'état de santé et la sensibilité individuelle. Les colorants textiles 

peuvent provoquer un ensemble de maladies, de la dermatite jusqu’à un désordre du système 

nerveux central [36]. L’exposition à des poussières [47] peut provoquer des irritations des yeux 

et de la peau [48]. Les personnes produisant ou manipulant des colorants réactifs peuvent 

souffrir de dermatite, de conjonctivite, de rhinite, d’asthme et d’autres manifestations 

allergiques [28]. Certains colorants textiles sont potentiellement mutagènes [28], comme 

l’Azure-B, qui est un intercalant de l’ADN ([48] ; [49]) mais aussi un duplicateur d’ARN [50]. 

Le Rouge Basique 9 est potentiellement cancérogène [51] et ses produits de dégradation comme 

les amines aromatiques provoquent des cancers [52]. La tartrazine (E102) provoque des 

urticaires ou de l’asthme [53]. Le jaune orangé S (E110 peut provoquer des allergies pouvant 

aller des troubles digestifs à l’œdème de Quincke [54]. Le jaune de quinoléine (E104) possède 

des risques d’allergie [55]. Le colorant caramel ammoniacal (E150c) et le colorant caramel au 



Page 33 sur 224 
 

sulfite d’ammonium (E150d) peuvent contenir, à la suite de leur procédé de fabrication, du 4-

méthylimidazole (4-MEI), soupçonné d’être cancérogène depuis les années 1970.  

Les colorants cosmétiques sont quant à eux soumis à des évaluations rigoureuses pour 

déterminer leur sécurité et leur impact sur la santé. Bien que la plupart des colorants utilisés 

dans les produits cosmétiques soient considérés comme sûrs, certains auraient un potentiel 

cancérogène. Des études ont soulevé des préoccupations, mais les preuves sont souvent limitées 

ou contradictoires. Les organismes de réglementation, tels que la Food and Drug Administration 

(FDA) aux États-Unis et l'Union européenne, surveillent en permanence les colorants 

cosmétiques et ajustent les réglementations en fonction des données scientifiques disponibles 

pour protéger la santé des consommateurs. 

II.5. Le bleu de méthylène et le cristal violet : des colorants courants et dangereux 

Comme nous l’avons précédemment évoqué, de nombreux colorants sont utilisées dans 

les industries textiles, et en particulier ceux contenant du triphénylméthane [56].  

Le bleu de méthylène (MB) est un des représentant les plus communs de ce groupe. 

C’est un hétérocycle aromatique utilisé dans de nombreuses applications comme la médecine 

[57], la biologie [58] et l’industrie textile [59]. Il est surtout utilisé pour teindre du bois, du 

coton ou de la soie [60]. Il est soupçonné d’interférer avec l’activité photosynthétique et la 

croissance des plantes en raison de sa nature aromatique qui peut gêner la pénétration de la 

lumière nécessaire pour les plantes aquatiques même à très faible concentration. Il est également 

susceptible de chélater les ions métalliques et peut ainsi induire une micro-toxicité chez les 

organismes aquatiques [61]. Il est aussi connu pour être irritant pour l’humain.  

Au sein de ce même groupe, le cristal violet (VC) a une couleur très intense [62] et a été 

utilisé pendant longtemps comme colorant biologique et comme teinture textile [63].  Le VC a 

pour inconvénient d’être une molécule récalcitrante qui persiste dans l'environnement pendant 

une longue période. De plus, il est un puissant cancérogène ([64] ; [65]), perturbe la mitose 

([66] ; [67]) et favorise la croissance des tumeurs sur certaines espèces de poissons [37]. Chez 

l’humain, il peut provoquer des cystites, des irritations de la peau et du système digestif, des 

insuffisances respiratoires et rénales, entre autres [66].  

 Les nombreux problèmes environnementaux provoqués par les colorants dans les 

milieux naturels – aquatiques et terrestres – suscitent un intérêt croissant pour la recherche afin 

de trouver des méthodes efficaces pour les éliminer des rejets industriels ou pour purifier les 

espaces déjà pollués.  

III. Les méthodes de traitements des effluents pollués par des colorants 

III.1. La nécessité de traiter les eaux contenant des colorants 

À l’heure actuelle, en raison de l’impact significatif des polluants de type colorant sur 

l’environnement et la santé, il est primordial de traiter les eaux avant leur rejet dans les espaces 

aquatiques naturels. Les industries textiles, du papier, des plastiques et de l’agro-alimentaire 

génère des volumes importants d’eaux usées par les colorants. Les rejets non contrôlés et non 

règlementés de ces eaux dans les écosystèmes aquatiques entrainent une perturbation de 

l’équilibre écologique, avec une diminution de la pénétration de la lumière, un amoindrissement 
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de la photosynthèse et de la croissance des organismes aquatiques, et plus largement, une 

diminution de la qualité des eaux. Un caractère toxique, cancérogène ou mutagène a été attribué 

à certains colorants, développant la nécessité de les éliminer pour préserver l’environnement et 

la santé humaine. Il est alors impératif de mettre en œuvre des méthodes de traitement efficaces 

et durables pour leur élimination des eaux usées pour sauvegarder la biodiversité, garantir la 

sécurité sanitaire et la durabilité environnementale.  

III.2. Procédés physiques 

III.2.1. Adsorption 

L'adsorption est un processus physique et chimique qui engage une substance, un 

adsorbant, à adsorber sélectivement certaines molécules présentes dans un liquide ou un gaz, 

l'adsorbat [68]. Ce processus, largement utilisé pour le traitement des eaux, est particulièrement 

efficace pour l'élimination des colorants industriels. 

L'adsorption des colorants se produit lorsque les molécules de colorants se lient à la 

surface de l'adsorbant. Cette liaison peut se produire grâce à diverses interactions, y compris 

les forces de Van der Waals, les liaisons hydrogène, les forces électrostatiques, et les 

interactions π-π entre les cycles aromatiques du colorant et de l'adsorbant. 

Les matériaux adsorbants utilisés pour éliminer les colorants des eaux usées sont 

généralement classés en trois catégories : les adsorbants minéraux, organiques et composites. 

Les adsorbants minéraux comprennent la bentonite, la zéolite et le charbon actif ; les adsorbants 

organiques incluent diverses biomasses, les résidus agricoles, la sciure de bois et les coquilles 

de noix de coco; enfin, les adsorbants composites peuvent être obtenus en modifiant 

chimiquement des adsorbants naturels ou en combinant différents types d'adsorbants [69], 

comme par exemple des écorces pour le bleu de méthylène et la safranine [70] ou les boues 

d’industries sucrières pour le rouge basique 22 [71] .   

Parmi ces adsorbants, le charbon actif est le plus largement utilisé en raison de sa grande 

surface spécifique, sa porosité élevée et sa capacité à adsorber une grande variété de substances. 

Cependant, son coût élevé limite son application à grande échelle. Les recherches se sont 

orientées vers l'exploitation de biomasses à faible coût et disponibles en abondance, comme les 

résidus agricoles ([72] ; [61]).  

III.2.2. Coagulation-floculation 

La coagulation-floculation est un processus couramment utilisé dans le traitement des 

eaux pour éliminer les polluants tels que les colorants, les matières organiques, les particules 

en suspension et les micro-organismes [73]. Cette technique est très efficace dans le cas de 

polluants sous forme colloïdale, c’est à dire de particules assez fines pour que l’effet de la 

gravité soit contrebalancé par les effets de répulsions électrostatiques, ce qui maintient les 

particules en suspension et empêche la floculation.  

Ce processus implique deux étapes principales. La première, la coagulation, consiste à 

neutraliser les charges des particules en suspension dans l'eau par l'ajout de coagulants 

chimiques. Les coagulants les plus couramment utilisés sont les sels d'aluminium et de fer, tel 

que le sulfate d’aluminium hydraté, l’aluminate de sodium, le chlorure ferrique ou le sulfate de 
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fer [74] et parfois un polymère inorganique comme le poly-alumino-silico-sulfate (PASS). La 

neutralisation des charges permet aux particules colloïdales de s'approcher plus facilement les 

unes des autres sans être repoussées par des forces électrostatiques.  

La deuxième étape, la floculation, est le processus de regroupement de ces particules 

neutres ou coagulées en flocs qui peuvent être facilement séparés de l'eau par décantation, 

filtration ou flottation. Cette étape nécessite l’utilisation d’un polymère, généralement un 

floculant organique de type polyélectrolyte, pour faciliter la formation de flocs. On utilise 

également de la silice activée par de l’aluminate de sodium.  

La coagulation-floculation est largement utilisée pour éliminer les colorants des eaux 

usées industrielles. Les colorants, en particulier ceux utilisés dans l'industrie textile comme les 

colorants anioniques, sont souvent des composés organiques aromatiques avec des charges 

négatives. Par conséquent, ils peuvent être coagulés efficacement par des coagulants à base de 

métaux trivalents, comme l'aluminium et le fer [75]. 

Cependant, la coagulation-floculation a ses propres défis. Le choix du coagulant, la 

dose, le pH, la température, et la vitesse de mélange peuvent affecter l'efficacité du processus. 

De plus, le traitement des boues produites par coagulation-floculation peut poser des problèmes 

environnementaux. Par conséquent, il est crucial de bien comprendre la chimie de la 

coagulation-floculation et d'optimiser les conditions du processus pour atteindre un traitement 

efficace des eaux avec une production minimale de boues [76].  

III.2.3. Echangeurs d’ions 

L'échange d'ions est un procédé de traitement des eaux largement utilisé pour la 

décontamination des eaux usées, dont l'élimination des colorants [77]. Il implique l'utilisation 

de résines échangeuses d'ions, qui sont des polymères insolubles capables d'échanger des ions 

spécifiques présents dans l'eau. 

Le procédé d'échange d'ions est basé sur la sélectivité des résines échangeuses d'ions 

pour certains ions en solution. Il existe deux principaux types de résines échangeuses d'ions : 

les résines échangeuses de cations et les résines échangeuses d'anions. Les résines cationiques 

échangent des cations contre leurs propres cations (habituellement H+ ou Na+), tandis que les 

résines anioniques échangent des anions contre leurs anions (habituellement OH- ou Cl-). 

L'échange d'ions a été largement utilisé pour l'élimination des colorants des eaux usées. 

La plupart des colorants utilisés dans les industries, comme l'industrie textile, sont soit des 

colorants anioniques (avec des groupes sulfonates ou carboxylates), soit des colorants 

cationiques (avec des groupes ammoniums quaternaires). Par conséquent, ils peuvent être 

éliminés de l'eau par échange d'ions en utilisant soit des résines échangeuses d'anions pour les 

colorants anioniques, soit des résines échangeuses de cations pour les colorants cationiques. 

Cependant, l'efficacité de l'échange d'ions dans l'élimination des colorants dépend de 

plusieurs facteurs, y compris le type de résine, la concentration du colorant, le pH, la 

température, et la présence d'autres ions en solution. De plus, la régénération des résines après 

saturation est un aspect important du procédé, car elle affecte non seulement l'efficacité du 

traitement, mais aussi la durabilité et le coût du procédé [78].  
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III.2.4. Procédés membranaires 

Une membrane est une barrière sélective qui permet le passage de certaines entités 

moléculaire tout en bloquant d'autres. Dans le domaine du traitement des eaux, les membranes 

sont des structures synthétiques conçues pour permettre le passage de l'eau tout en retenant les 

particules en suspension, les contaminants chimiques et les micro-organismes. 

Il existe différents types de procédés de filtration : 

La microfiltration (MF) permet la séparation de particules de taille relativement grande, 

généralement de l'ordre du micron (104 – 102 nm). Elle est couramment utilisée pour éliminer 

les particules en suspension, certaines bactéries et certains protozoaires. 

L’ultrafiltration (UF) utilise des membranes de taille de pores comprise entre 102 et 1 

nm. L'UF est donc capable de retenir des particules de taille nanométrique, comme les bactéries 

et les virus. 

La nanofiltration (NF) est capable de retenir non seulement les particules en suspension 

et les micro-organismes, mais aussi certains solutés dissous, y compris des ions organiques et 

inorganiques (1 – 0,1 nm). 

L’osmose inverse (OI) est capable de retenir presque tous les solutés dissous, y compris 

les ions monovalents. Cette technique est couramment utilisée pour la production d'eau 

déminéralisée ou pour dessaler l'eau de mer. 

La pervaporation (PV) est principalement utilisée pour la séparation de mélanges 

liquides portés à l’état vapeur. Elle combine des éléments de distillation et de perméation. En 

pervaporation, le mélange est porté à une certaine température afin de séparer les constituants 

en phase liquide de ceux en phase vapeur. La sélectivité entre composants se fait en fonction 

de leur volatilité mais également suivant leur différence d’interactions avec la membrane. Cette 

technique est particulièrement efficace pour séparer des mélanges dont les composants ont des 

points d'ébullition similaires ou formant des azéotropes (eau/éthanol). 

Dans le cas du traitement de l’eau, chaque procédé de filtration membranaire a ses 

propres avantages et inconvénients, et leur choix dépend du type de contaminant à éliminer et 

des objectifs de qualité de l'eau. Les procédés de filtration membranaire peuvent être très 

efficaces pour l'élimination des colorants des eaux usées. En particulier, l'osmose inverse (OI) 

et la nanofiltration (NF) sont souvent utilisées à cet effet en raison de leur capacité à retenir des 

molécules de très petite taille, y compris les colorants dissous. 

La capacité des membranes à retenir des colorants dépend de plusieurs facteurs, dont la 

taille des pores de la membrane, la charge de surface de la membrane et du colorant, et les 

interactions chimiques entre la membrane et le colorant. Les membranes peuvent être modifiées 

pour améliorer leurs performances [79].  

Cependant, les procédés de filtration membranaire pour l'élimination des colorants 

souffrent de problèmes de colmatage et de fouling de la membrane, qui peuvent réduire leur 

performance et augmenter leur coût d’utilisation. De plus, certains colorants peuvent être 

difficiles à éliminer complètement en raison de leur petite taille ou de leur faible interaction 

avec la membrane. 
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Il convient également de noter que ces procédés sont généralement plus coûteux que 

certaines méthodes de traitement des eaux usées, comme la coagulation-floculation ou 

l'adsorption, en raison du coût des membranes et de l'équipement nécessaire. Cependant, ils 

peuvent être préférés dans des situations où une élimination très efficace des colorants est 

nécessaire, ou en dernier ressort lorsque les autres méthodes de traitement sont inefficaces ou 

inappropriées. 

III.3. Procédés chimiques et physico-chimiques 

III.3.1. Procédés d’oxydation avancée (POA) 

Cette catégorie de procédés repose sur la génération de radicaux hydroxyles (OH •). Ces 

agents oxydants très réactifs sont capables de rapidement décomposer des polluants organiques 

et certains polluants inorganiques en les transformant en produits de décomposition moins 

nocifs ou en les minéralisant. L’utilisation la plus courante concerne l’élimination de 

contaminants persistants et la désinfection des eaux. En pratique, les radicaux hydroxyles sont 

produits par action d’oxydants comme l’ozone, ou bien par combinaison avec des catalyseurs.   

Dans les procédés purement chimiques, l’ozone réagit avec de l’eau ou du peroxyde 

d’hydrogène. Dans le cas du procédé Fenton chimique les ions ferreux Fe2+ servent à amorcer 

des réactions de décomposition du peroxyde d’hydrogène pour générer des radicaux 

hydroxyles. 

Dans les techniques photochimiques, le dioxyde de titane, l’ozone et/ou le peroxyde 

d’hydrogène sont combinés avec des rayons UV. Le procédé Fenton peut également être associé 

à une étape d’exposition aux UV pour catalyser la réaction (photo-Fenton). 

Le procédé électro-Fenton est une technique électro-chimique. Il implique la 

décomposition du peroxyde d’hydrogène par l’ion ferreux avec une réduction de dioxygène en 

et d’ions ferriques Fe3+ (par régénération des ions ferreux).  

Les techniques physico-chimiques comprennent la sonochimie et la radiolyse. En 

sonochimie, des ultrasons sont utilisés en milieu aqueux. L’implosion de bulles de cavitation 

provoque des conditions de pression et de température extrêmes, conduisant à la formation de 

radicaux hydrogène (H•) et hydroxyles (OH•). Par radiolyse, des rayonnements ionisants 

permettent la décomposition de l’eau en radicaux hydrogène (H•) et hydroxyles (OH•).  

Les POA les plus étudiés en recherche sont les procédés chimiques et photochimiques. 

De manière générale, les procédés chimiques sont efficaces pour désinfecter des milieux et 

éliminer des biofilms ou pour oxyder des polluants dissous. Ils peuvent favoriser leur 

biodégradabilité et passer le relais à des méthodes biologiques. En revanche, l’oxydation peut 

être partielle, avec des sous-produits toxiques (parfois plus que leurs composés parents) et 

l’emploi et la gestion des oxydants sont parfois contraignants et dangereux. Quant aux procédés 

physico-chimiques, ils peuvent être efficaces pour traiter des polluants en suspension ou 

colloïdaux, mais ici encore l’emploi de produits chimiques peut poser problème et des boues 

sont produites.  

 

 



Page 38 sur 224 
 

III.3.2. Ozonation de l’eau (H2O/O3) 

L’ozone O3 est une variété allotropique instable du dioxygène O2 en lequel il se dégrade. 

Le potentiel standard (pH = 0 ; T° = 298 K) redox du couple (O3/O2) est de 2,07 V, tandis que 

ceux des couples (HClO/Cl2) et (H2O2/H2O) sont respectivement de 1,63 V et de 1,78 V. 

L’ozone est donc plus oxydant que l’acide hypochloreux et le peroxyde d’hydrogène. Il peut 

être utilisé pour ces raisons comme agent oxydant pour éliminer les contaminants organiques 

présents dans l’eau comme les colorants.  

Le processus d’ozonation implique la formation du radical hydroxyle (OH•), lequel est 

l’espèce active dans le processus de dégradation des polluants.  

 O3 + OH- → HO2
- + O2  (1) 

 O3 + HO2
- → OH• + O2

•- + O2 (2) 

Le radical hydroxyle attaque sa structure moléculaire en arrachant un radical hydrogène 

H•, laissant un radical sur la chaîne. Ce radical est attaqué par une molécule de dioxygène qui 

va porter le radical, lequel capturera un radical hydrogène. Ensuite, le groupement 

hydroperoxyde formé va subir une rupture homolytique, qui donnera un radical OH• régénéré 

et un oxygène radicalaire. Ce dernier va former un époxyde avec un carbone voisin. La liaison 

C – C sous l’époxyde se rompt et l’oxygène se fixe une deuxième fois sur l’un des carbones. Il 

en résulte un résidu de chaîne portant un groupe aldéhyde, et un autre de type hydrocarbure (un 

des résidus porte un radical attaquable par le dioxygène).  

L’instabilité de l’ozone fait qu’il doit être produit et utilisé directement sur place (demi-

vie de quelques minutes en industrie, raccourcie si des colorants sont présents et allongée sous 

l’effet du pH, de la température ou de sels). L’ozonation permet d’obtenir une eau sans couleur 

et avec une faible DCO, permettant sa libération dans les milieux environnementaux. En 

revanche, le coût élevé des équipements, l’impossibilité de stockage, la toxicité de l’ozone et le 

besoin en énergie pour sa production sont des facteurs qui tendent à encourager d’autres 

méthodes.  

Des recherches ont été menées pour étudier l’efficacité et optimiser le traitement des 

colorants par ozonation. Wijannarong et al. ont éliminé 90 % de la quantité initiale d’un 

mélange de deux colorants réactifs nommés « Nova cron super black G » et « Terasil red ww 

3BS, », après 6 heures, à un pH de 9 et une température de 35° C [80]. Une autre étude menée 

par Kasiri et al. sur un mélange de trois colorants acides incluant le noir acide 1, le jaune acide 

19 et l’orange acide 7 à 20 mg L-1, a permis d’en éliminer respectivement 93,6%, 96,4 % et 

92,9% avec un débit d’ozone fixé à 400 mg L-1, à pH = 7 et T = 40° C [81]. Muniyasamy et al. 

ont étudié la dégradation de l’orange réactif 16, du rouge réactif 120 et du rouge direct 80 par 

ozonation à un pH de 11, une concentration initiale de 2000 mg L-1 et un temps d’exposition de 

10 min [82]. L’efficacité de la dégradation était respectivement de 1290 mg L-1 pour l’orange 

réactif 16, de 1225 mg L-1 pour le rouge réactif 120 et de 1040 mg L-1 pour le rouge direct 80. 

L’ozonation du MB a été étudiée par Zhang et al. avec une élimination de 88,2 % d’une solution 

de 100 ml à 100 mg L-1 [83]. Ce résultat a été amélioré en ajoutant du charbon activé comme 

catalyseur (95,4 % éliminé) et une décoloration totale a été obtenue en y ajoutant du dioxyde 

de titane. Jibouri et al. ont mis au point un système permettant une utilisation de l’ozone sur un 
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flux continu d’effluents aqueux contenant du MB [84]. Babar et al. ont éliminé 76 % d’une 

solution de MB par ozonation après 1 h et ont atteint 95 % en utilisant du fer fixé sur du charbon 

de bois. L’ajout d’un piège à radicaux hydroxyle a fait diminuer l’efficacité du catalyseur de 52 

%, prouvant que les radicaux hydroxyles sont les principaux oxydants qui permettent 

l’élimination du MB lors du procédé d’ozonation [85].   

III.3.3. Peroxonation de l’eau (H2O2/O3)  

La réaction de l’ozone avec le peroxyde d’hydrogène est une autre voie de production 

de radicaux hydroxyles [86]. Le mécanisme couramment admis de la peroxonation de l’eau est 

le suivant [87] :  

 2 O3 + H2O2 → 2 OH• + 3 O2 (3) 

 H2O2 → HO2
- + H+ (4) 

 HO2
- + O3 → HO2

• + O3
• (5) 

Le peroxyde d’hydrogène est un acide faible dont le premier pKa se situe à pH 11,65. 

En solution basique, il peut donc exister significativement sous une forme anionique, laquelle 

réagit plus facilement avec l’ozone que la forme neutre ([33] ; [88]). La peroxonation peut être 

couplée à l’ozonation classique dont elle peut améliorer l’efficacité [89]. Des études ont été 

menée pour diversifier ses applications, ainsi la peroxonation a été employée pour la 

dégradation d’acide acétique [89], d’antibiotiques [90] et de polluants organiques persistants. 

Dans le cas des colorants, le MB a pu être éliminé par peroxonation [91] à hauteur de 82 % 

dans des conditions optimisées (10 ppm de peroxyde d’hydrogène), ce qui améliore le procédé 

d’ozonation classique (70 % dans des conditions optimisées : pH = 9 après 60 min d’opération). 

Les résultats ont encore été améliorés en y associant un rayonnement UV (98 % avec 10 ppm 

de peroxyde d’hydrogène).  

III.3.4. Procédé Fenton électrochimique (Fe/H2O2) 

Développé dans les années 1890 par Henry John Horstman Fenton ([92] ; [93]) dans un 

cadre analytique, cette technique repose sur le réactif de Fenton qui est une solution de peroxyde 

d’hydrogène contenant des ions ferreux Fe2+ pour induire la production de radicaux hydroxyles 

ou superoxydes O2
• [94]. Le radical hydroxyle peut alors réagir avec le peroxyde d’hydrogène 

dont il est issu afin d’entretenir une réaction en chaine, produisant des radicaux superoxydes, 

lesquels réagissent avec le peroxyde d’hydrogène (réaction favorisée en milieu acide). La 

réaction s’achève quand le radical hydroxyle est piégé par un ion ferreux. Le procédé Fenton 

est donc efficace pour produire des radicaux hydroxyles, lesquels peuvent réagir avec les 

polluants. C’est un procédé homogène (pas d’ozone à barboter dans les eaux à traiter), simple 

car les produits sont facilement accessibles et de coût modéré car aucun équipement spécifique 

n’est requis [95]. En revanche, c’est un procédé sensible aux conditions du milieu, comme le 

pH, la température et la concentration des ions présents dans l’eau qui peuvent influer sur son 

efficacité. Des boues sont produites puisque la réaction génère des sels de fer insolubles 

(hydroxyde de fer III), nécessitant un traitement physique ultérieur [96]. Cette technique a été 

utilisée pour le traitement des eaux contenant des colorants azoïques tel que le noir réactif 5 

avec un rendement de 97.5 % en conditions optimisées [95]. Toutefois, des limites à ce procédé 

persistent car des polluants peuvent être partiellement dégradés par le procédé Fenton en 
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laissant des intermédiaires organiques plus difficilement dégradables [97]. Ainsi des études 

avec un procédé biologique suivant le procédé Fenton ont été menées, pour le traitement de 

colorants par des cultures mixtes [98].  

Le procédé Fenton a été employé pour l’élimination du MB avec une efficacité de 98 % 

après 1 h d’opération [99]. Il a également été couplé à une catalyse hétérogène par ferrocène 

avec un taux de dégradation de 99.5 % du MB [100]. Des eaux contenant du picolinate de 

chrome, lequel est susceptible de se dégrader en oxyde de chrome hexavalent ont été traitées 

avec ce procédé, qui peut donc s’étendre indirectement aux polluants inorganiques [101]. Même 

si le procédé Fenton possède des atouts pour le traitement des boues et la dégradation de 

produits toxiques, il montre des limites qui nécessitent de l’associer à des techniques plus 

efficaces et plus respectueuses de l’environnement [102]. De plus, il a été rapporté que des 

traces résiduelles de sels de fer et de peroxyde d’hydrogène pouvaient être rejetées dans les 

eaux à la suite du traitement du MB par ce procédé, ce qui prouve que les quantités de produits 

réactifs doivent être rigoureusement ajustées et qu’un excès peut provoquer des effets qui 

contrebalancent l’effet bénéfique recherché [103].  

 Fe3+ + O2
• → Fe2+ + O2 (6) 

 Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH• + OH- (7) 

III.3.5. Ozonation photolytique (O3/UV) 

Cette technique s’inspire d’un phénomène naturel d’irradiation du dioxygène ou de 

l’ozone présent dans l’atmosphère par les rayonnements solaires qui occasionne leur 

dégradation en espèces radicalaires. Plus globalement, le cycle de réactions dit de Chapman, 

fait se succéder continuellement des étapes de création de radicaux par photolyse et de 

recombinaison, occasionnant la présence naturelle d’ozone dans la stratosphère pour filtrer les 

rayons UV les plus énergétiques (UVB en partie et tous les UVC). La première étape consiste 

en la photolyse du dioxygène en deux atomes d’oxygène radicalaires isolés O•, lesquels se 

combinent avec une molécule de dioxygène pour former de l’ozone. La deuxième étape se 

déroule quand l’ozone est à son tour irradié par un rayonnement UV dont la longueur d’onde 

se situe entre 240 et 310 nm, pour reformer une molécule de dioxygène et un radical O•, lequel 

se recombine à nouveau avec une molécule de dioxygène, avec une émission de chaleur 

(processus exothermique). La troisième étape survient quand le radical O• se combine avec une 

molécule d’ozone, et forme deux molécules de dioxygène. Dans le cas du traitement des eaux, 

le radical O• est formé à partir d’ozone sous irradiation UV, le plus souvent en présence d’un 

catalyseur parfois greffé ou des nanoparticules [104].  

Par exemple, Mahmoodi et al. [105] ont réussi à dégrader le rouge réactif 198 et le vert 

direct 6 sous forme d’anions organiques (ions formate, acétate et oxalate), ou inorganiques 

(nitrate, sulfate et chlorure). Les performances de l’ozonation classique ont été comparées à 

l’ozonation photolytique pour la dégradation du bleu direct 86 [106] à pH = 11, sous un débit 

d’ozone de 500 mg h-1, sous une irradiation de 254 nm et à une concentration comprise entre 

100 et 500 mg L-1. La vitesse de dégradation est apparue proportionnelle à la concentration en 

MB, avec une cinétique de premier ordre et une nette diminution du temps de demi-réaction en 

présence d’UV. Des effets similaires ont été observés avec le jaune direct 12 [107]. Une autre 



Page 41 sur 224 
 

étude a été menée sur le violet mordant 40 [109] avec les mêmes paramètres (sauf à pH = 9) 

avec moins d’effet sur la vitesse de réaction. Une troisième étude sur le jaune direct 50 a montré 

une efficacité moindre en présence d’UV qu’avec l’ozone seul [109]. Les conditions du milieu 

peuvent donc fortement influencer l’avantage apporté par les UV.  

III.3.6. Photolyse du peroxyde d’hydrogène (H2O2/UV) 

La photolyse de H2O2 a commencé à être étudiée dans les années 30 [110]. Cette 

technique repose sur l’utilisation de rayons UV, de longueurs d’onde inférieures à 380 nm [111] 

afin de provoquer une rupture homolytique de la liaison O-O (parfois H-O), pour obtenir les 

radicaux OH• ou H• et HO2
•.  

 H2O2 + hv → 2 OH• (8) 

 2 OH• → H2O2 (9) 

Les radicaux obtenus peuvent ensuite dégrader des composés organiques dont des 

colorants par les mécanismes détaillés précédemment. Cette technique a pu être utilisée en 

milieu homogène en mode « batch » (fermé) [112] et en mode à flux continu [113].  

III.3.7. Photolyse de l’ozone couplée à la photolyse du peroxyde d’hydrogène 

(O3/H2O2/UV)  

Cette technique associe les deux précédemment citées (O3/UV et H2O2/UV) [114]. Elle 

apparait comme l’une des plus efficace puisque le peroxyde d’hydrogène augmente la vitesse 

de réaction [115]. Néanmoins, son efficacité peut être diminuée par la présence d’ions Cl-, NO3
-

, HCO3
- ou CO3

2- Le mécanisme peut être détaillé comme suit ([115] ; [116]).  

 O3 + H2O2 + hv → OH• + O2 + HO2
• (10) 

 O3 + OH• → HO2
• + O2 (11) 

 O3 + HO2
•→ OH• + 2 O2 (12) 

 OH• + HO2
• → H2O + O2 (13) 

 2 OH• → H2O2 (14) 

Cette technique a été appliquée au traitement de molécules organiques comme le 

cyclocitrate et le N-nitrosodimethylamine et aux usées d’usines de frites et de vignobles, mais 

pas aux colorants.  

III.3.8. Photocatalyse hétérogène 

Le procédé photocatalyse hétérogène repose sur l’irradiation naturelle ou artificielle 

d’un matériau semi-conducteur. Un semi-conducteur est un matériau qui possède des propriétés 

électriques intermédiaires entre un conducteur et un isolant. Ils peuvent produire de l’électricité 

sous certaines conditions. Ils sont souvent constitués d’éléments comme le silicium et le 

germanium qui ont 4 électrons dans leur couche de valence. Ainsi, ils peuvent être dopés avec 

d’autres éléments pour changer leur comportement de conduction des électrons, comme le 

phosphore (5 électrons de valence) qui possède un excédent d’électrons (charge négative) ou 

bien le bore (3 électrons de valence), qui possède un déficit d’électron, aussi nommé « trou » 

(noté h+), qui correspond à une charge positive. On obtient ainsi des semi-conducteurs de types 
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respectifs N et P, dans lesquels existent des différences de densité électronique, engendrant une 

circulation libre des électrons quand une différence de potentiel est appliquée.  

Sous l’effet d’un rayonnement, les électrons peuvent subir une excitation, c’est à dire 

passer à un niveau d’énergie supérieur, lequel passe de la bande de valence d’énergie la plus 

élevée (contenant des électrons) à la bande de valence d’énergie la plus faible (vide d’électrons). 

Quand le matériau est modifié par des groupements hydroxyles (excédentaires en électrons), il 

peut y avoir une réaction de transfert des électrons vers les trous h+ et ils peuvent acquérir un 

électron quand la liaison entre ce groupe et le matériau subit une rupture homolytique.  

Par exemple, le dioxyde de titane est un des semi-conducteurs le plus courant [117]. Il 

est peu coûteux, très oxydant, peu toxique et disponible facilement [118]. En revanche, l’écart 

entre sa bande de valence et sa bande de conduction fait qu’il y a rapidement une recombinaison 

entre les trous h+ et des électrons, avant qu’un radical hydroxyle se soit formé, ce qui peut 

limiter son efficacité photocatalytique [118]. Ainsi, il est courant d’ajouter d’autres composants 

comme le CuS [119], des complexes métalliques [119], de l’argent [120], du platine [121] ou 

du cuivre [122]. Du MB présent dans des eaux usées a ainsi pu être éliminé à 99% après 20 h 

de traitement par du TiO2 fixé sur de l’alcool polyvinylique (PVA) [123]. Des nanoparticules 

de TiO2 modifiées par greffage de aminopropyltriethoxysilane (APTES) ont aussi permis 

d’éliminer du MB [124]. Par ce procédé du VC a été éliminé par un biocomposite constitué de 

TiO2, de carboxyméthyle cellulose et de nanochitosane avec une efficacité de 95% [125].  

L’oxyde de zinc (ZnO) a également de bonnes propriétés optoélectronique, 

piézoélectrique et photochimique ([126] ; [127] ; [128]). Il a été utilisé pour une élimination 

totale du rouge acide 4092 à 0,5 mg L-1
 (ZnO de 0,2 g L-1, pH= 5 et temps d’irradiation de 12 

min) [129].  

Ce procédé revient relativement cher, notamment pour le coût de l’énergie nécessaire 

pour produire les UV et le remplacement des électrodes qui ont une durée de vie limitée. De 

plus il apparait souvent de la mousse et des produits intermédiaires indésirables suite aux 

réactions radicalaires qui ont lieu pendant le procédé.  

III.3.9. Procédé photo-Fenton 

Il s’agit d’une variante photolytique au procédé Fenton ainsi qu’un croisement avec la 

photocatalyse hétérogène. Le procédé photo-Fenton consiste à réduire rapidement avec un 

rayonnement UV les ions Fe3+ en ions Fe2+, qui vont réagir avec H2O2 pour produire les 

radicaux OH•. Cette méthode repose sur l’utilisation de catalyseurs, par exemple des argiles, 

des silices, des composés carbonés ou des oxydes métalliques ([130] ; [131] ; [132]). Des 

colorants comme le Rouge Congo [133], le noir réactif 5 [134], l’orange G [135], le cristal 

violet ([136] ; [137]), mais encore le MB ([138] ; [139] ; [140]), ont été éliminés par ce procédé.  

III.3.10. Procédé électro-Fenton 

La méthode électro-Fenton fournit une approche remarquable pour effectuer la réaction 

de Fenton de manière efficace, économique et respectueuse de l'environnement. Elle combine 

la réaction de Fenton et l'électrochimie, où les deux réactifs de la réaction de Fenton (H2O2 et 

Fe3+) sont générés sur place par électrochimie [141]. Cela est réalisé en appliquant un potentiel 

de - 0,25 V/ENH à la cathode d'un réacteur électrochimique après saturation de la solution à 
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traiter avec l'oxygène de l'air, et en introduisant une quantité catalytique (≤ 1 mM) d'un sel de 

Fer (II) ou Fer (III). Cette méthode peut être utilisée pour la dégradation de colorants azoïques 

comme l’azobenzène, le rouge para-méthyle et l’orange de méthyle [142].  

III.4. Procédés biologiques 

III.4.1. Introduction  

Ces traitements, issus de la biotechnologie, visent à faire participer des organismes 

vivants à la dégradation de polluants en utilisant leurs enzymes et leurs propriétés réactives 

uniques (catalyse parfois spécifique pour substrat, régénération continuelle). Les procédés 

biologiques peuvent être divisés en deux groupes, les traitements aérobies en présence 

d’oxygène, et anaérobie sans oxygène. Ils sont peu onéreux, peuvent éliminer les molécules 

organiques biodégradables, NH3, les ions NH4
+ ou le fer. Ils ne nécessitent pas de produits 

chimiques toxiques ou polluants, et entrent donc dans le cadre de la chimie verte. En revanche, 

ils ne sont pas efficaces contre des substances trop toxiques, les composés non biodégradables 

et peuvent produire des boues.  

Pour les micro-organismes, comme les bactéries, les champignons ou les levures, il est 

nécessaire au préalable de les isoler, puis de les cultiver. Les micro-organismes possèdent tous 

des conditions de culture optimale (température, pH, sources de carbone et d’azote, ions), où 

leurs enzymes montrent un optimum de fonctionnement. Pour une même espèce, certaines de 

ces conditions peuvent varier d’une souche à l’autre. Une fois ces contraintes prises en compte, 

les micro-organismes sélectionnés peuvent être utilisés pour différents traitements (piles 

microbiennes, électrolyseurs microbiens, bioréacteurs à membrane) afin d’éliminer des 

polluants organiques biodégradables, dont des colorants, par oxydation partielle ou totale 

(minéralisation). Cette technique peut être nommée « bio-sorption », étant donné qu’elle 

consiste à mélanger des organismes vivants avec les polluants, en vue d’une adsorption et une 

accumulation ([143] ; [144]). Elle est également appelée « bioremédiation », puisqu’elle vise à 

remédier à la pollution par l’emploi d’agents biologiques [145].  

III.4.2. Traitement par des bactéries 

Les bactéries sont des organismes unicellulaires microscopiques procaryotes se 

caractérisant par une absence de noyau à l'intérieur de la cellule. Il y existe différents types 

morphologiques les cocci (forme ronde comme les Staphylococcus et Streptococcus), les 

bacilles (forme de bâtonnets comme les Escherichia coli, Bacillus anthracis), les spirochètes 

(forme de spirale avec Treponema pallidum), les actinobactéries (Streptomyces) et les 

cyanobactéries (capable de photosynthèse). D’autres classifications existent, comme celle de 

Gram.  

L’utilisation de bactéries pour le traitement de colorants remonte aux années 70 [146], 

où Bacillus cereus, Bacillus subtilis et Aeromonas hydrophilia ont été remarqués comme 

potentiels agents de bioremédiation dans plusieurs études [147]. D’autres études ont mis en 

évidence cette capacité chez Proteus mirabilis pour le rouge RBN [148], Pseudomonas luteola 

pour la dégradation du Rouge réactif 22 [149] ou Pseudomonas sp. pour le rouge réactif 2 [150], 

Marinobacter sp. pour le bleu direct 1 [151], Hortaea sp. pour le vert 3 [152]. Des co-cultures 

de bactéries doivent être parfois être utilisées pour dégrader totalement des colorants [153]. La 
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biodégradation par certaines bactéries aboutit parfois à la formation d’amines aromatiques, 

lesquelles peuvent être dégradées par d’autres bactéries [154]. Des cultures multibactériennes 

ont par exemples été utilisées pour dégrader un mélange de 6 colorants réactifs avec Proteus 

vulgaris NCIM-2027 et Micrococcus glutamicus NCIM-2168 [155], le rouge Congo, le 

Bordeau, le bleu rapide ranocide et le bleu BCC avec Bacillus vallismortis et B. megaterium 

([157] ; [158]), et un mélange d’orange acide 7 et d’autres azoïques avec Aeromonas caviae, 

Protues mirabilis et Rhodococcus globerulus [154].  

Des expériences ont même été réalisées en associant bactéries et champignons. La 

diversité génétique en est plus importante, de même que les capacités complémentaires de ces 

deux micro-organismes pourtant très différents [155]. Le rouge brillant réactif et le rouge acide 

B ont été traités avec Penicillium sp. QQ (champignon) et Sphingomonas xenophaga QYY 

(bactérie) [158]. Les limites de capacités de dégradation des bactéries, notamment vis-à-vis des 

composés polyphénoliques et aromatiques, ont encouragé l’utilisation des champignons [145].  

III.4.3. Traitement par des champignon 

Un champignon est un organisme eucaryote, ce qui signifie que ses cellules contiennent 

un noyau délimité, contrairement aux procaryotes. Les champignons forment un groupe distinct 

des plantes et des animaux et comprennent des organismes variés tels que les levures, les 

moisissures et les champignons multicellulaires comme les champignons que l'on trouve dans 

les forêts. Ils se nourrissent généralement par décomposition et absorption de matière 

organique, un processus appelé saprophytisme. Certains champignons peuvent également vivre 

en symbiose avec d'autres organismes, comme dans le cas des mycorhizes (symbiose entre un 

champignon et les racines d'une plante). Il existe 5 grandes classes de champignons, comme les 

basidiomycètes (produisent des spores et des structures nommées basides, par exemple les 

champignons de Paris, les bolets et les champignons à lamelle), les ascomycètes (possèdent des 

asques contenant leurs spore, par exemple les levures de boulangerie, les morilles, les truffes et 

les moisissures à l’origine de la pénicilline), les zygomycètes (champignons du sol et Rhizopus, 

ou champignon noir du pain), les chytridiomycères (aquatiques et terrestres) et les 

gloméromycètes (forment des symbioses avec les racines des plantes, ou mycorhizes).  

Le traitement avec les champignons est spécialement nommé « mycoremédiation ». Les 

champignons peuvent servir pour la décomposition ou la minéralisation de colorants, mais aussi 

de produits organiques phénoliques, en particulier grâce à leur gamme d’enzymes, comme par 

exemples la laccase et la peroxydase [159]. Ils sont de plus en plus étudiés pour la dégradation 

de colorants, notamment les azoïques. Il existe des différences notables dans le mode de 

dégradation entre les bactéries et les champignons car ces derniers dégradent les composés 

organiques au moyen d’enzymes produites puis excrétées en dehors de leur structure cellulaire 

([160] ; [161]). Ils peuvent dégrader plusieurs familles de produits organiques dont des produits 

que les bactéries ne peuvent pas dégrader ou ne peuvent dégrader que partiellement [145], ce 

qui éveille un intérêt croissant pour la mycoremédiation ([162] ; [163] ; [144]). Les 

champignons peuvent évidemment dégrader des colorants [164] et de nombreuses études en 

témoignent [144].  
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Coriolopsis sp., une espèce de champignons filamenteux, a été utilisée sous forme 

mycéliale libre ou bien sous forme fixée sur un tissu de mousseline pour éliminer du bleu coton 

et du cristal violet (VC). Pendant l’expérience, la forme libre a permis d’éliminer 79,6% du bleu 

coton et 85,1% du VC [165]. Un champignon à la pourriture blanche, Phanerochaete 

chrysosporium a permis l’élimination de 98% du violet du méthyle et de l’orange de méthyle 

et entre 88 et 92% du magenta vat, du MB, du rouge Congo et du rouge acide, mais aussi de 

75% du vert acide présents dans des solutions. Les formes fixées donnent des rendements plus 

faibles car les enzymes sont moins disponibles [166]. Une étude utilisant Trametes versicolor 

a montré la dégradation de la fuchsine acide, du vert brillant 1, de la fuchsine basique, du vert 

de méthyle et du vert acide 16, avec des rendements compris entre 77% et 97%. Aucun sous-

produit aromatique n’a été détecté à la fin de l’expérience, montrant la capacité du champignon 

à cliver les cycles aromatiques [167]. Le bleu réactif levafix EU-RA avec Irpex lacteus [168], 

le violet acide 49 avec Aspergillus fumigatus [169], le cristal violet (C = 100 mg L-1), le violet 

de méthyle (C = 100 mg L-1), le bleu coton (C = 50 mg L-1), le vert malachite (C = 100 mg L-1) 

avec Coriolopsis sp. ont pu être éliminés à des taux respectifs de 94%, 97%, 91% et 52% au 

bout de respectivement 7, 7, 1 et 9 jours [170]. Penicillium simplicissimum a permis 

l’élimination du violet de méthyle (C = 100 mg L-1), du cristal violet (C = 100 mg L-1), du bleu 

coton (C = 50 mg L-1), du vert malachite (C = 100 mg L-1) avec des taux respectifs de 98%, 

95%, 82% et 54% au bout de 13, 14, 1 et 14 jours [170].  

Le genre Trichoderma présente des avantages par rapport aux autres genres de 

champignon. Trichoderma spp. est un symbiote opportuniste envers les plantes et peut donc 

agir comme agent de biocontrôle afin d’éliminer des plantes ou d’autres champignons parasites 

présents sur les cultures [171]. Il constitue 90% des agents de biocontrôle fongique contre des 

micro-organismes [172] mais aussi 60% des bio-fongicides [173]. Trichoderma spp. a été isolé 

pour la première fois en 1794 à partir de matières organiques en décomposition [174]. 

Trichoderma asperellum a été testé pour dégrader le VC, le violet de méthyle, vert malachite et 

le bleu coton, avec des rendements compris entre 10 et 20% pour le VC et entre 50 et 90% pour 

les autres colorants [171]. Trichoderma spp. peut également être utilisé pour la dégradation de 

polluants organiques et inorganiques, comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAP) [171], le pentachlorophénol, l’endosulfane et le dichlorodiphényldichloroéthane [175], 

le chrome (VI) par Trichoderma inhamatum [176] et Trichoderma viride [177] mais aussi les 

phénols, les cyanures, les nitrates et le cadmium avec Trichoderma harzianum ([178] ; [179]). 

Ce genre peut aussi servir dans l’assouplissement des textiles [180] et l’élimination de la plaque 

dentaire [181]. Les métabolites produits peuvent servir à la synthèse d’antibiotiques [182] et de   

biocarburants [183], ainsi qu’à la production de bières [171].  

III.4.4. Traitement par des levures 

Une levure est un champignon unicellulaire. Il en existe de nombreuses espèces, mais 

la plus connue est probablement Saccharomyces cerevisiae, couramment utilisée dans la 

fabrication du pain, de la bière et du vin. Les levures se reproduisent principalement par 

bourgeonnement, où une nouvelle cellule se forme et se sépare de la cellule parentale. Leur 

catabolisme permet la fermentation alcoolique, un processus qui transforme les sucres en acide 

pyruvique (glycolyse) puis en alcool et en dioxyde de carbone, ce qui fait lever le pain et produit 

l'alcool dans la bière et le vin. Les levures combinent la croissance rapide des bactéries avec la 



Page 46 sur 224 
 

résistance en milieux hostiles des champignons filamenteux [184]. Ils ont aussi une bonne 

capacité de bio-sorption des ions métalliques comme Pb2+ et Cd2+ [185].  

De nombreux travaux sur la bioremédiation de colorants utilisent S. cerevisiae en raison 

de son accessibilité commerciale. L’orange de méthyle présent dans solution à 50 mg L-1 a pu 

être éliminé avec un rendement de plus de 96 % en moins de 150 min à 35 °C avec S. cerevisiae 

fixé sur des particules de magnétite [186]. Le bleu remazol a été presque totalement éliminé 

d’une solution aqueuse dont le pH a été fixé à 2, avec une diminution progressive de l’efficacité 

avec l’augmentation du pH, montrant le nécessité de fixer finement ce paramètre [187]. Le 

rouge de méthyle d’une solution à 100 mg L-1 a pu être éliminé en 16 min par S. cerevisiae à 

pH 6.5 [188]. Le Tab. 4. montre d’autres travaux effectués avec des levures.  

 

Tab. 4. Exemples d’expériences de traitement de colorant par des levures.  

Espèce de levure Colorant 
C0 

(mg L-1) 
pH 

Durée 

(h) 

Pourcentage 

d'élimination 

(%) 

Référence 

Scheffersomyces 

spartinae 
Scarlet acid 3R 80 5 - 6 16 90 [189] 

Trichosporon 

alkiyoshidainum 
Noir réactif 5 200 7 24 100 [190] 

Candida 

tropicalis 
Rouge acide B 70 7 12 97.5 [191] 

Meyerozyma 

caribbica 
Orange acide 7 50 4.5 - 7 6 98.8 [192] 

Pichia pastoris 
Rouge réactif 

11 
20 2 120 41.66 [193] 

Pichia pastoris Vert acide 1 20 2 120 55.35 [193] 

Pichia 

occidentalis 
Rouge acide B 50 5 16 98 [194] 

Sterigmatomyces 

halophilus 
Noir réactif 5 1500 5 18 100 [195] 

Galactomyces 

geotrichum 

Acide écarlate 

GR 
100 7 - 8 10 92 [163] 

 

III.4.5. Traitement par des algues 

Les algues sont un groupe diversifié d'organismes aquatiques qui ont la capacité de 

réaliser la photosynthèse, tout comme les plantes. Elles sont généralement eucaryotes [196], 

bien que certaines algues bleu-vert, ou cyanobactéries, soient en réalité des bactéries. Les algues 

peuvent vivre dans des environnements marins, d'eau douce, ou même terrestres humides. Elles 

varient considérablement en taille, allant des microscopiques algues unicellulaires, comme les 

diatomées, jusqu'aux grandes algues multicellulaires, comme les algues brunes (Ascophyllum 

nodosum ou varech) qui peuvent atteindre plusieurs mètres de long. Les algues jouent un rôle 

crucial dans les écosystèmes, produisant de l'oxygène par la photosynthèse et servant de base 

de la chaîne alimentaire aquatique.  
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Les parois des cellules algaires possèdent des groupes phosphate, hydroxyle, carbonyles 

ou amines, lesquels peuvent créer de fortes interactions avec des polluants [197], créant un 

potentiel pour la bio-sorption [198]. De nombreuses recherches ont exploité leur capacité à 

éliminer des colorants [197]. Des algues filamenteuses ont été utilisées pour traiter le bleu acide 

41 [199], Phithophora sp., Ulva lactuca et Systoceira stricta contre le vert malachite ([200] ; 

[201]), Bifurcaria bifureata contre l’orange acide 7 et le rouge basique 5 [202], Oscillatoria 

princeps contre le rouge réactif 120 [203], Stoechospermum marginatum contre l’orange acide 

II [204]. Des micro-algues ont également été testé avec succès contre vis-à-vis du VC [205] ou 

Spirulina maxima, Ulothrix sp., Fucus vesiculosus contre le MB [206].  

III.4.6. Traitement par des plantes 

Une plante est un organisme vivant multicellulaire du règne des Plantae. Les plantes 

sont des êtres eucaryotes qui pratiquent la photosynthèse, un processus qui utilise la lumière 

solaire pour convertir le dioxyde de carbone et l'eau en glucides pour l'énergie et la croissance. 

Les plantes jouent un rôle crucial dans l'écosystème terrestre, notamment en fournissant de 

l'oxygène, de la nourriture, des abris et de nombreuses autres ressources pour les autres formes 

de vie. Elles comprennent des formes diverses allant des herbes, des arbres, des buissons, aux 

mousses, fougères et algues.  

L’élimination des colorants par des plantes ou phytoremédiation repose sur la culture de 

végétaux, dont des plantes ornementales, et l’emploi de leurs racines, de cellules végétales en 

suspension ou de macrophytes. De nombreux exemples sont cités dans la littérature (Tab. 5).    

Tab. 5. Exemples d’expériences de traitement de colorants par des plantes.  

Espèce  Colorant C0 (mg L-1) pH 
Durée 

(h) 

Pourcentage 

d'élimination (%) 
Référence 

Alternanthera 

philoxeroides 
Rouge remazol 70 NS* 72 100 [207] 

Ipomoea 

aquatica 
Brun 5R 200 NS* 72 94 [208] 

Typha 

angustifolia 
Bleu réactif 19 1000 8 120 75 [209] 

Bouteloua 

dactyloides 
Rouge remazol NS* 10.4 72 74 [210] 

Petunia 

grandiflora 
Bleu brillant G 50 NS* 36 86 [211] 

Petunia 

grandiflora 
Bleu marine RX 50 NS* 36 80 [212] 

Lemna minor MB 10 7 144 > 90 [213] 

Spirodela 

polyrrhiza 
MB 500 3 - 11 120 90 - 100 [214] 

Parthenium 

hysterophorus 
MB 100 3 - 11 2 90 - 100 [215] 

Salsola 

vermiculata  
MB 150 6.94 1.5 40 - 50 [216] 

* : Non spécifié.  



Page 48 sur 224 
 

III.4.7. Traitement par des enzymes 

Une enzyme est une protéine qui agit comme un catalyseur dans les réactions 

biochimiques, c'est-à-dire qu'elle accélère la vitesse de ces réactions (par stabilisation de l’état 

de transition, par chemin réactionnel alternatif ou en déstabilisant l’état fondamental du 

substrat). Chaque enzyme est spécifique à une certaine réaction ou à un certain groupe de 

réactions, et elle fonctionne en se liant à une molécule cible, appelée substrat, pour faciliter sa 

transformation. Elles servent entre autres dans l’industrie des biocarburants (cellulase, 

ligninase), comme lessive biologique (peptidase, amylase, lipase, bêta-mannosidase), et pour le 

brassage ou la cuisson des aliments.  

Il existe sept classes principales d'enzymes, basées sur le type de réaction qu'elles 

catalysent : les oxydoréductases (catalysent les réactions d'oxydation-réduction, où il y a un 

transfert d'électrons), les transférases (catalysent le transfert d'un groupe fonctionnel d'une 

molécule à une autre), les hydrolases (catalysent la rupture d'une liaison chimique par addition 

d'eau (hydrolyse)), les lyases (catalysent la rupture de diverses liaisons chimiques par d'autres 

moyens que l'hydrolyse et l'oxydation), les isomérases (catalysent le réarrangement interne des 

molécules), les ligases ou synthétases (catalysent l'assemblage de deux molécules avec un 

apport d'énergie, généralement sous forme d'ATP) et les polymérases (catalyse l’assemblage ou 

le désassemblage de macromolécules, comme l’ADN ou l’ARN).  

Le traitement des eaux par enzymes est une pratique utilisée dans les centrales 

d’épuration [217]. Des recherches ont accompagné le développement de leur usage, afin de 

comprendre leurs mécanismes de réaction et d’inhibition, l’action des additifs, des cofacteurs, 

des co-substrats et les configurations des réacteurs [218]. Dans le cas de la dégradation des 

colorants, les enzymes ont pour avantage de permettre des réactions relativement rapides, sans 

besoin de mise en culture. La lignine peroxydase, la manganèse peroxydase et la laccase ont 

particulièrement été étudiées [219].  

La laccase est une oxydase contenant du cuivre, qui est principalement produite par des 

basidiomycètes à pourriture blanche [220]. Elle est utilisée dans divers processus 

biotechnologiques. La laccase est capable d'oxyder un large éventail de composés chimiques 

tels que les diphénols, les polyphénols, les diamines, les amines aromatiques, les benzènethiols 

et les phénols substitués [164], ainsi que différents groupes de polluants colorés [221]. 

Contrairement à d'autres oxydases telles que les peroxydases, la laccase ne nécessite pas de 

peroxyde d'hydrogène (H2O2) pour la réaction d'oxydation [220]. Ces propriétés font de la 

laccase une enzyme importante dans la biodégradation des composés phénoliques (Tab. 6) 

[222]. La laccase a montré des capacités de dégradation envers le noir réactif 5, le bleu réactif 

19 et le carmin indigo sous forme sporulée avec plus de 80% d’efficacité [223], envers le vert 

malachite avec une capacité maximale de 87% [224], envers le vert malachite, le vert brillant 

et le bleu aniline avec des efficacités respectives de 77%, 97% et 81% [83], envers le bleu de 

bromophénol, le bleu brillant de Coomassie, le panseu-S, le bleu brillant remazol R, le rouge 

Congo et le MB avec des efficacités respectives de 100%, 91%, 56%, 47%, 18% et 21% [164], 

le rouge acide, le noir amido 10B, l’orange G, le vert malachite, le cristal violet, le rouge de 

crésol, le bleu de bromophénol, le sel de bleu rapide R R et le bleu brillant remazol R [225].  
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Des études portent également sur l’utilisation d’enzymes immobilisées sur un support, 

avec par exemple la peroxydase fixée par une méthode layer-by-layer pour la dégradation du 

jaune orangé, de l’amarante, de l’érythrosine, du rouge cochenille A, du jaune de quinoléine, 

de la tartrazine et de la carmoisine mais avec plus d’efficacité pour la forme libre [226]. La 

laccase a été fixée sur des nanoparticules pour éliminer du rouge Congo avec 75% d’efficacité 

[227] et sur du poly(alcool vinylique) pour dégrader du rouge acide 27 avec 90% d’efficacité 

[228]. La fixation de la laccase sur un support apporte une meilleure stabilité à l’enzyme et 

permet d’avoir moins de perte. En revanche, l’efficacité peut être diminuée en raison de la 

diminution des sites catalytiques disponibles. Le Tab. 6 contient des exemples de travaux 

d’élimination de colorants avec la laccase sous forme libre ou immobilisée ainsi qu’avec la 

peroxydase immobilisée.  

 

Tab. 6. Exemples d’expériences de traitement de colorant par des enzymes sous libre ou fixées 

sur un support.  

Colorant 
C0  

(mg L-1) 
pH Durée (h) 

Pourcentage 

d'élimination (%) 
Référence 

Laccase libre 

Noir réactif 5 NS* 9 6 93 [223] 

Bleu réactif 19 NS* 9 6 86 [223] 

Carmin d'indigo NS* 9 6 92 [223] 

Vert malachite  NS* 4,5 18 87 [224] 

Vert brillant NS* 4 24 97 [83] 

Bleu aniline NS* 4 24 81 [83] 

Bleu de bromophénol 120 4,5 3 100 [164] 

Orange G NS* 4,5 24 > 90 [225] 

Noir Amido 10B NS* 4,5 24 > 90 [225] 

Sel de bleu rapide R R NS* 4,5 24 > 90 [225] 

Cristal violet NS* 4,5 24 55 - 65 [225] 

Laccase immobilisée 

Violet acide 17 NS* NS* "10 cycles" 90 [228] 

Vert basique 4 NS* NS* "20 cycles" 95 [228] 

Peroxydase immobilisée 

Amaranthe 20 8 1 85 [226] 

Tartrazine 20 8 1 17 [226] 

Rouge cochenille A 20 8 1 24 [226] 

Carmoisine 20 8 1 85 [226] 

Jaune orangé 20 8 1 62 [226] 

Jaune de quinoléine 20 8 1 20 [226] 

Erythrosine 20 8 1 24 [226] 

* : Non spécifié.  
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III.4.8. Traitements biologiques hybrides aérobie-anaérobie 

Ce terme désigne les procédés où les phases de réactions biologiques ainsi que celles de 

décantation, flottation, filtration ou adsorption sont faites dans un même bassin alors nommé 

« réacteur ». Le développement de méthodes de programmation et d’automatisation font que 

cette technique est de plus en plus employée, combinant des phases aérobiques, anaérobiques 

et anoxiques, par fonctionnement discontinu du réacteur en culture mixte à biomasse en 

suspension.  

 Cette technique permet de dégrader les colorants azoïques en amines aromatiques dans 

des conditions anaérobiques, puis ces amines aromatiques peuvent être oxydées jusqu’à la 

minéralisation lors du passage en conditions aérobiques [229]. Cette technique a déjà été 

employée pour le rouge de méthyle avec une efficacité de 53% après la phase anaérobique, 

montant à 92% après la phase aérobique [230]. Elle a également été utilisée pour dégrader 

l’orange acide et l’orange de méthyle, avec une décoloration dans le compartiment anaérobique 

(clivage de la fonction diazo) et une minéralisation dans le compartiment aérobique [231] et le 

noir direct 22 [232].  

III.4.9. Les procédés bioélectrochimiques 

Les piles microbiennes, ou Microbial Fuel Cells (MFC), sont une technologie de 

bioénergie émergente qui convertit l'énergie chimique, habituellement contenue dans des 

substrats organiques, en énergie électrique par l'intermédiaire de réactions catalysées par des 

micro-organismes. En d'autres termes, elles utilisent des micro-organismes pour dégrader des 

matières organiques et produire de l'électricité. Les MFC présentent un grand potentiel pour la 

production d'énergie durable, le traitement des eaux usées et d'autres applications 

environnementales. 

Les cellules d'électrolyse microbiennes ou Microbial Electrolysis Cells (MEC), sont des 

technologies connexes qui fonctionnent d'une manière légèrement différente. Plutôt que de 

produire de l'électricité à partir de matières organiques, les MEC utilisent un courant électrique 

pour stimuler les micro-organismes à produire des produits chimiques d'intérêt, comme le 

dihydrogène. Cela offre une possibilité de couplage avec les MFC pour une production 

d'énergie plus efficace et pour la valorisation des déchets organiques. 

Un bioréacteur à membrane, ou Membrane Bioreactor (MBR), est un système de 

traitement des eaux usées qui intègre une technologie de membrane, comme la microfiltration 

ou l'ultrafiltration, avec un processus biologique traditionnel. En utilisant une membrane, les 

MBR peuvent atteindre des qualités élevées de traitement des eaux usées, en éliminant 

efficacement les solides, les bactéries et les virus. Les MBR sont largement utilisés pour le 

traitement des eaux usées municipales et industrielles, et sont de plus en plus reconnus pour 

leur potentiel dans la production d'eau potable à partir de sources d'eau polluée. 
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III.4.10. Les piles microbiennes 

Les MFC représentent un domaine d'étude très prometteur et pertinent pour cette thèse 

pour plusieurs raisons. Premièrement, elles offrent une approche innovante et durable pour la 

production d'énergie et le traitement des déchets. En utilisant des micro-organismes pour 

convertir les déchets organiques en électricité, les MFC contribuent à la transition vers des 

sources d'énergie renouvelables et à la réduction de l'empreinte écologique de nos activités 

humaines. 

Deuxièmement, l'étude des MFC permet de mieux comprendre les interactions 

complexes qui existent entre les micro-organismes et leur environnement, enrichissant ainsi nos 

connaissances en microbiologie, en bioélectrochimie et en biotechnologie. Cette 

compréhension peut mener à l'amélioration des performances des MFC et à l'exploration de 

nouvelles applications. 

Troisièmement, la mise au point d’une MFC permet de combiner des approches 

multidisciplinaires, en utilisant des connaissances en biologie, en chimie, en ingénierie 

environnementale et dans le domaine des matériaux. Ce type d'approche intégrée est de plus en 

plus nécessaire pour répondre aux défis environnementaux et énergétiques auxquels notre 

société est confrontée. 

Enfin, le potentiel des piles microbiennes pour traiter divers types de déchets, y compris 

les eaux usées industrielles, les déchets agricoles et les déchets municipaux, fait de ce sujet un 

domaine d'étude d'une grande importance sociale et environnementale.  

IV. Conclusion 

Après avoir exploré en profondeur le monde des colorants, leur classification, leur 

impact sur l'environnement et la santé, ainsi que les diverses méthodes pour traiter les effluents 

pollués, il est évident que le défi environnemental posé par leur présence dans les eaux est 

complexe et multiforme. Cependant, cette complexité offre une occasion d'innovation. C'est 

dans cette optique que nous envisageons l’utilisation d’une technologie prometteuse : les piles 

microbiennes. 

Ces dispositifs, qui utilisent la faculté de certains micro-organismes pour générer de 

l'électricité à partir de déchets organiques, ont le potentiel non seulement de fournir une source 

d'énergie renouvelable, mais aussi de contribuer à la lutte contre la pollution des eaux. En 

particulier, les piles à champignons pourraient offrir une méthode efficace et durable pour 

dégrader les colorants dans les effluents, tout en récupérant une partie de l'énergie contenue 

dans ces molécules. 

Les conclusions que nous avons tirées de l'étude bibliographique sur les colorants et de 

leur impact environnemental nous ont guidées dans notre travail expérimental décrit par la suite 

sur les MFC.  
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CHAPITRE 2. LES PILES MICROBIENNES 

I. Les piles microbiennes 

I.1. Définition des piles microbiennes (MFC) 

La recherche de sources d’énergie innovantes et en accord avec un développement 

durable, est une des préoccupations majeures de notre époque. Les alternatives de production 

d’énergie renouvelables, telles que le solaire, l’éolien, l’hydroélectrique, la biomasse ou la 

géothermie donnent lieu à de nombreux défis et opportunités. Toutefois, au cœur même de cette 

variété de solutions repose une technologie qui se distingue par son potentiel prometteur : la 

pile microbienne (ou MFC pour « Microbial Fuel Cell »).  

La MFC représente une convergence fascinante de la biotechnologie et de l’énergie 

verte, exploitant des processus bioélectrochimiques naturels pour la production d’électricité à 

partir de la dégradation de substrats organiques renouvelables [1]. Les MFC usent du potentiel 

des micro-organismes dans le rôle de biocatalyseur pour convertir l’énergie chimique stockée 

dans les matières organiques en une énergie électrique propre et renouvelable.  

Plus encore, les MFC possèdent de multiples atouts car elles sont écologiquement 

responsables et productrices d’énergie par dégradation de déchets organiques. Elles permettent 

une émission limitée de gaz à effets de serre, une utilisation possible dans des environnements 

difficiles d’accès pour le traitement des eaux usées, une détection de composés (biocapteur), le 

suivi de concentration (biomonitoring) mais encore le dessalement des eaux ou la production 

de dihydrogène [2].  

I.2. Historique 

La première observation de l’activité électrique produite par des micro-organismes a été 

faite en 1911, avec Saccharomyces cerevisiae, sans toutefois en déduire la possibilité de 

l’exploiter [3]. En 1931, un ensemble de « demie-piles microbiennes ont permis de produire 

une différence de potentiel de 35 volts avec seulement un courant de 2 milliampères [4]. En 

1963, la NASA a évoqué la possibilité de recycler et de convertir des déchets humains en 

électricité [5]. Lors de cette même année, il a été publié une expérience de production de 

dihydrogène par fermentation de glucose via Clostridium butyricum, mais l’instabilité du gaz 

produit a suscité de la méfiance [6]. En 1976, cette expérience a été répétée avec une production 

plus stable de dihydrogène hors MFC, puis dans une MFC en 1977 ([7] ; [8]). En 1983 ont été 

fait les premiers travaux sur les médiateurs chimiques permettant de faciliter les transferts 

d’électrons entre le substrat et l’anode ou la cathode et l’accepteur d’électrons, notamment avec 

la thionine associée aux chélates ferriques dans une MFC à Escherichia coli [9]. Des travaux 

sur les biocapteurs ont réalisés l’année suivante [10]. Des MFC sans médiateur ont été étudiées 

avec une espèce bactérienne apparentée à Clostridium butyricum électroactive et réductrice 

d’ions Fe 3+ isolée à partir des espèces présentes dans les eaux usées traitées [11]. Une 

expérience similaire a été menée l’année suivante avec Shewanella putrefaciens [12]. Les 

facultés de bio-captation de Gluconobacter oxydans dans une MFC ont été démontrées la même 

année [13]. Ces travaux montrent une progression graduelle des micro-organismes utilisés et 

des applications trouvées. La Fig. 1 illustre l’intérêt croissant de la recherche pour les MFC.  
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Fig. 1. Nombre de publications disponibles sur la plate-forme ScienceDirect avec les mots clés 

« microbial fuel cell ».  

 

 

I.3. Principe de fonctionnement 

I.3.1. Composants principaux 

I.3.1.1. Substrat 

Le substrat, généralement de la matière organique, constitue la matière première utilisée 

par les micro-organismes pour la production d’électricité. Quand il est consommé, des électrons 

et des protons en sont extraits et s’acheminent vers la cathode afin de réagir avec l’accepteur 

d’électrons, en général du dioxygène, lequel sera réduit en eau. Le type de substrat influe sur la 

quantité d’électricité produite. Ainsi, le choix du substrat selon le micro-organisme employé est 

un aspect important de la conception d’une MFC efficace.  

Beaucoup de composés organiques peuvent être dégradés dans les MFC, parmi lesquels 

figurent des carbohydrates, des acides gras ou des acides aminés, mais encore des 

macromolécules qui en sont issues [14]. La biomasse lignocellulosique, en raison de son 

abondance, suscite un intérêt croissant [15]. Une étude a montré la production d’électricité à 

partir de 12 monosaccharides dans une MFC, avec des hexoses (D-glucose, D-galactose, D-

fructose, L-fucose, L-rhamnose, D-mannose) et des pentoses (D-xylose, D-(-) arabinose ou le 

D-(-) ribose), avec entre 84% et 95% de substrat consommé pour une densité de puissance 

surfacique comprise entre 1240 à 2330 mW m-2 [16]. La même étude a examiné 3 autres 

substrats, parmi des acides uroniques tel que l’acide D-galacturonique, l’acide D-glucuronique 

et l’acide D-gluconique, avec respectivement 80%, 89%, 93% de substrat dégradé pour une 

densité de puissance surfacique de 1480, 2770 et 2050 mW m-2 [16]. Les polyalcools, tels que 

les hexitols (galactitol, mannitol, sorbitol) ou les pentitols (arabitol, ribitol, xylitol), ont montré 

des taux de dégradation situés entre 90% et 92% (71% pour le sorbitol) pour des puissances 

produites se situant entre 1490 et 2650 mW m-2 [17]. Du côté des acides aminés, la L-sérine, la 

L-asparagine, l’acide L-asparatique, l’acide L-glutamique, la DL-alanine, la L-lysine, la L-

histidine, ont montré des taux d’élimination entre 91% et 96% pour des puissances échelonnées 
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entre 556 et 768 mW m-2 [18]. Le groupe R latéral des acides aminés influence beaucoup les 

résultats [14]. Des acides organiques (acétique, formique, lactique, succinique) [19] et des bases 

conjuguées (acétate, butyrate, formate, propionate, lactate) ([20] ; [21] ; [22] ; [23]) ont donné 

des résultats moins reproductibles, ce qui montre l’influence du substrat [14]. Les alcools 

comme l’éthanol, le glycérol ou le phénol, mais aussi des composés azotés hétérocycliques 

comme la pyridine, la quinoléine ou l’indole peuvent aussi être utilisés comme substrats ([24] 

; [25] ; [26] ; [27]).  

Des molécules plus complexes peuvent servir de substrat. Les antibiotiques sont souvent 

étudiés dans le cadre des MFC [28]. L’élimination du sulfamethoxazole ([29] ; [30] ; [31]), de 

l’oxytétracycline ([32] ; [33]) de la tobramycine [34], de la norfloxacine [35], de la sulfadiazine 

[36], du sulfate de néomycine [37], de l’ampicilline [38], de la tétracycline ([39]) ou du 

chloramphénicol ([40] ; [41]) ont fait l’objet de recherche, parfois en mélange ([42] ; [43] ; [44] 

; [45] ; [46] ; [47]). Les anti-inflammatoires non stéroïdiens tels que le diclofénac ([48] ; [49] ; 

[50]), l’ibuprofène ([51] ; [52]) et les analgésiques tels que l’acétaminophène ([53] ; [5] ; [54]) 

ont également été testés comme substrats dans des MFC.  

Les MFC intégrées dans un système global de traitement peuvent également servir à 

traiter des eaux contenant des colorants ([55] ; [56]). Le bleu marine remazol a été 

complètement dégradé en intermédiaires moins toxiques dans une MFC à traitement 

anaérobique reliée à une chambre de post-traitement aérobique permettant une oxydation totale 

[57]. Le rouge direct 80 a été dégradé principalement en 4-aminoazobenzène-4’-sulfonate de 

sodium [56]. L’orange de méthyle a été dégradé dans une MFC à traitement anaérobique reliée 

à une chambre de post-traitement de type photo-Fenton, permettant une minéralisation totale 

des intermédiaires de réaction [58]. Le bleu acide 29 a été éliminé à plus de 90% dans une MFC, 

par un traitement anaérobique donnant des amines aromatiques, suivi par un traitement 

aérobique pour une minéralisation totale [59]. L’orange acide 7 a fait l’objet de deux études 

avec une MFC à traitement anaérobique dans une chambre unique [60] ou dans des chambres 

uniques superposées [61], avec un pourcentage de dégradation final de plus de 80%.  

La dégradation de colorants dans des systèmes ne contenant que la MFC est possible 

[62]. Le bleu marine acide R et l’orange réactif 16 ont été partiellement minéralisés dans une 

MFC à chambre unique [63]. Le rouge brillant réactif X-3B et l’orange de méthyle ont été 

partiellement minéralisés dans une MFC de type « wetland » (électrodes enterrées, avec des 

végétaux sur la cathode) ([64] ; [65] ; [66]). Le rouge acide 18 a aussi été complètement 

minéralisé en MFC ([67] ; [68]). Le rouge Congo et la nouvelle coccine ont été partiellement 

minéralisés avec une MFC à double-chambre [67]. L’orange II, l’orange de méthyle, l’orange 

acide 7 et le rouge brillant réactif X-3B ont été entièrement minéralisés dans le même système 

([69] ; [70]). Parmi ces colorants, le bleu de méthylène (ou MB pour « Methylene Blue ») a été 

totalement minéralisé dans une MFC à double-chambre ([62] ; [71]), mais son usage est peu 

courant en tant que substrat. Le cristal violet (ou VC pour « Violet Crystal »), un colorant de 

type triphénylméthane, a été peu utilisé dans une MFC [72]. Ces deux colorants nocifs pour la 

santé et l’environnement sont donc intéressants à étudier comme substrat pour des MFC car 

leur élimination d’effluents aqueux pourrait être associée à la production d’électricité, 

exploitable pour d’autres systèmes bioélectrochimiques.  
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I.3.1.2.  Co-substrat 

Un co-substrat est une substance complémentaire introduite conjointement avec le 

substrat principal pour nourrir les micro-organismes qui catalysent la production d’énergie. Ils 

peuvent être des composés organiques, comme des glucides, des acides aminés ou des acides 

gras. Ils fournissent des nutriments supplémentaires qui peuvent soutenir leur croissance et leur 

activité, peuvent augmenter la stabilité du système, aider à équilibrer le rapport carbone/azote, 

un facteur clé du métabolisme d’un certain nombre de micro-organisme, mais encore permettre 

d’éliminer un autre produit que le substrat principal. Enfin, l’utilisation d’un co-substrat (par 

exemple le glucose) permet d’augmenter la puissance produite et sa stabilité.  

En effet, le glucose a été utilisé comme co-substrat pour la dégradation du rouge direct 

80 et a permis une amélioration de la puissance produite et de la vitesse de dégradation [56]. 

Les acides acétique, propionique et lactique ont tour à tour été utilisés à titre de comparaison, 

mais ont permis une performance moindre à concentration égale. Le rouge Congo a servi de 

substrat, seul ou accompagné de glucose comme source de carbone seul ou avec du nitrate ou 

de phosphate d’ammonium comme source d’azote [73]. La tension électrique diminue avec la 

concentration quand le rouge Congo est seul, tandis qu’elle augmente avec le glucose seul. 

Quand une source d’azote est ajoutée en plus du glucose, la tension électrique diminue. 

L’acétate de sodium a, quant à lui, été employé comme co-substrat pour l’élimination du 4 - 

chlorophénol. L’activité enzymatique de la succinate déshydrogénase pour le transfert 

d’électrons extracellulaires a ainsi été ainsi améliorée, avec une puissance produite multipliée 

par 4,3 et une augmentation du taux d’élimination de 42% à 53% [74].  

I.3.1.3.  Médiateur de transfert électronique 

Le transfert électronique dans une MFC peut se dérouler de façon directe ou indirecte. 

Le processus direct se fait par une circulation électronique au travers de flagelles, de pili ou 

d’un biofilm en contact avec l’anode [75] ou des protéines membranaires (cytochromes) ([76] 

; [77]). Le transfert indirect se réfère à l’emploi de médiateurs.  

Certains micro-organismes sont capables de transférer directement des électrons à 

l'anode sans l'aide d'un médiateur externe, phénomène qui est connu sous le nom de "transfert 

direct d'électrons". Cette capacité varie entre les différentes espèces microbiennes et peut être 

influencée par divers facteurs, tels que le type de substrat et les conditions environnementales. 

Cependant, dans de nombreux cas, l'utilisation de médiateurs de transfert électronique peut 

améliorer le rendement énergétique et la stabilité des MFC. 

Les médiateurs de transfert électronique, ou redox, jouent un rôle important, bien que 

pas toujours présents, dans le compartiment anodique des MFC. Leur rôle est de favoriser le 

transfert d'électrons des micro-organismes vers l'anode. En termes simples, ils agissent comme 

des "navettes" pour aider à déplacer les électrons, un processus qui est essentiel pour générer 

de l'électricité dans une MFC, mais aussi accélérer la dégradation du substrat [78]. Ils sont 

régénérés après chaque transfert électronique.  

Il existe une grande variété de médiateurs de transfert électronique, allant des petites 

molécules organiques, comme les anthraquinones ([79] ; [80]) et les phénazines comme la 

riboflavine [81], mais aussi la safranine O ou le MB [82], aux grandes molécules complexes 



Page 66 sur 224 
 

comme les cytochromes [83]. Certains médiateurs sont synthétisés par les micro-organismes 

eux-mêmes [84], tandis que d'autres peuvent être ajoutés de l'extérieur. 

 Les médiateurs efficaces permettent un transfert d'électrons rapide et fiable, augmentant 

ainsi la production d'électricité [85]. Cependant, tous les médiateurs ne se valent pas : certains 

peuvent être toxiques pour les micro-organismes, ou se dégrader rapidement, ce qui peut 

affecter la durabilité du système. 

Les recherches futures sur les médiateurs de transfert électronique pourraient ouvrir de 

nouvelles voies pour optimiser les performances des MFC, en explorant de nouveaux 

médiateurs, en améliorant la compréhension des mécanismes de transfert d'électrons, et en 

développant des stratégies pour contrôler et manipuler ces processus. Dans un contexte de 

respect de l’environnement, les recherches s’articulent autour de médiateurs plus « verts ».  

I.3.1.4.  Accepteur d’électrons 

L'accepteur d'électrons est un composant essentiel du compartiment cathodique dans 

une MFC. Son rôle est de recevoir les électrons qui ont traversé le circuit externe depuis le 

compartiment anodique, afin que la réaction d’oxydation – réduction soit complète.  Ce transfert 

d'électrons est donc accompagné d'une réaction chimique qui permet de générer une différence 

de potentiel électrique, et donc de produire de l'électricité.  

Dans la plupart des MFC, l'oxygène est le principal accepteur d'électrons utilisé dans le 

compartiment cathodique, où il réagit avec les protons et les électrons pour former de l'eau, 

selon la réaction : O2 + 4H+ + 4e- → 2H2O. Cette réaction est souvent facilitée par l'utilisation 

d'un catalyseur, tel que le platine, bien que des recherches soient menées pour trouver des 

alternatives moins coûteuses et plus durables.  

Il convient de noter que l'utilisation de l'oxygène comme accepteur d'électrons présente 

à la fois des avantages et des défis. D'une part, l'oxygène est abondant dans l'air et permet une 

réaction d'oxydo-réduction à potentiel élevé, ce qui est bénéfique pour la production 

d'électricité. D'autre part, l'introduction d'oxygène dans le compartiment cathodique peut causer 

des problèmes d'oxydation et de corrosion, et peut également inhiber les communautés 

microbiennes anaérobies dans le compartiment anodique s'il y a des fuites. 

Des alternatives à l'oxygène ont été explorées, notamment les nitrates ou les sulfates 

[86]. L'utilisation de ces accepteurs d'électrons alternatifs peut présenter des avantages pour des 

applications spécifiques, mais elle nécessite également une compréhension approfondie des 

processus biochimiques et microbiens impliqués. 

En somme, l'accepteur d'électrons joue un rôle central dans le fonctionnement des MFC 

et représente un domaine de recherche important pour l'optimisation de cette technologie. 

I.3.1.5. Mécanismes électrochimiques 

Le fonctionnement d'une MFC peut être décomposé en plusieurs étapes : 

Étape 1 : Introduction de la matière organique. La matière organique, qui peut provenir 

de diverses sources (déchets, eaux usées ou polluées…), est introduite dans le compartiment 

anodique de la MFC. C'est ici que résident les micro-organismes exoélectrogènes, qui sont 

capables de transférer les électrons hors de leurs cellules. 
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Étape 2 : Dégradation de la matière organique. Les bactéries ou les champignons 

exoélectrogènes dégradent la matière organique. Cette dégradation se produit en absence 

d'oxygène (anaérobie) et entraîne la production de CO2 et de protons (H+) mais surtout 

d'électrons (e-). 

Étape 3 : Transfert d'électrons. Les électrons libérés sont transférés à l'anode de la MFC. 

Le transfert peut être direct, par contact entre les bactéries et l'anode, ou indirect, par 

l'intermédiaire de composés chimiques appelés "médiateurs redox". Ces électrons créent un flux 

électrique vers la cathode à travers un circuit externe. 

Étape 4 : Migration des protons. Les protons produits pendant la dégradation de la 

matière organique traversent une membrane échangeuse de protons (ou PEM pour « proton- 

exchange membrane ») pour atteindre la cathode. Cette migration génère un gradient de 

concentration qui contribue au potentiel électrochimique de la MFC. 

Étape 5 : Réduction à la cathode. À la cathode, les électrons provenant du circuit externe, 

les protons H+ ayant traversé la PEM, et l'oxygène de l'air se combinent pour produire de l'eau 

(2H+ + ½ O2 + 2e-  → H2O). 

Étape 6 : Génération de courant : Le mouvement des électrons de l'anode à la cathode 

crée un flux de courant électrique qui peut être utilisé pour alimenter des appareils ou être 

stocké. 

En résumé, les MFC exploitent le métabolisme des bactéries pour convertir la matière 

organique en électricité. C'est un processus complexe qui combine des réactions chimiques, 

biochimiques et électrochimiques. Ces systèmes présentent un grand potentiel pour le 

traitement des eaux usées, la production d'énergie renouvelable et même pour des applications 

spatiales.  

I.4. Types de MFC 

I.4.1. Classification selon la configuration 

I.4.1.1.  MFC seule 

I.4.1.1.1. MFC à chambre unique 

La configuration à chambre unique est la plus simple [87]. L’anode et la cathode se 

trouvent dans la même chambre et peuvent être séparées par une PEM. La cathode est 

directement exposée à l’air, donc l’oxygène sert d’accepteur d’électrons. Sa performance est 

améliorée en augmentant sa porosité, et donc sa surface d’échange. L’absence de catholyte et 

de système de bullage permet alors de réduire de coût de la MFC ([88] ; [89]). Ce système a 

déjà été utilisé avec du glucose [90], différentes compositions d’eaux usées [91] ou des 

colorants, comme substrats [92]. Toutefois, il rencontre des limitations quant à des applications 

à haute production de courant, dans la mesure où il faut une séparation entre les électrodes [93]. 

Il est possible de limiter le volume de travail pour pallier à ce problème, mais cela rend plus 

compliquée la montée en échelle. Des travaux d’amélioration ont porté sur le design de l’anode 

[94], le design de la MFC [95], le remplacement de la PEM par une membrane de microfiltration 

[96], ou par des séparateurs non-tissés ([97] ; [98]).  
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I.4.1.1.2. MFC à chambre double 

Cette configuration est la plus décrite dans la littérature [99], en raison de son 

applicabilité pour le traitement des eaux et la production d’énergie. Elle se caractérise par la 

présence d’une PEM, le plus souvent de type NafionTM ou Ultrex, qui la sépare en deux parties 

distinctes ([100] ; [101]). Elle se compose d’un compartiment anodique avec l’anode contenant 

le micro-organisme seul ou en consortium, d’un compartiment cathodique avec la cathode ainsi 

qu’un circuit électrique extérieur. L’avantage principal de cette configuration est le maintien de 

la séparation entre l’anolyte et la catholyte, empêchant les produits de réaction d’une électrode 

de s’acheminer vers l’autre électrode. Toutefois, l’usage de la MFC à chambre double est limité 

à l’échelle du laboratoire [102], en raison des coûts liés à la PEM, au matériel d’aération de la 

cathode et de la catholyte. Des parades ont été trouvées, notamment au niveau du design de la 

MFC ([89] ; [103] ; [101]).  

I.4.1.1.3. MFC « cylindrique » ou « tubulaire » 

Ce système est utilisé en particulier si l’objectif du traitement des eaux est prioritaire 

par rapport à celui de la production d’électricité. Il facilite le travail en flux continu, mais aussi 

la montée en échelle car il permet de monter les MFC en série, améliorant l’efficacité ([103] ; 

[104]). L’effluent aqueux ainsi traité peut repasser plusieurs fois dans la MFC. Cette 

configuration a montré ses atouts au travers de diverses expériences, par exemple en diminuant 

la DCO d’un effluent aqueux de 35% à 58% [104], voire jusqu’à 75% avec une puissance 

produite de 44,1 mW m-2 [105]. Le parcours ascendant de l’effluent dans le système, de son 

introduction jusqu’à son évacuation, fait que l’on appelle parfois ces MFC « upflow MFC », 

pour « MFC à flux ascendant ».  

I.4.1.1.4. MFC « rectangulaire » 

Il s’agit de la configuration la plus courante à deux compartiments ([106] ; [107]). Les 

électrodes sont plates et rectangulaires et séparées par une PEM. Un système d’arrivée et de 

sortie de liquide permet un fonctionnement à flux continu [103]. Cette configuration a pour 

avantage d’être facile à monter, car on utilise le poly(méthacrylate de méthyle) qui est 

facilement usinable pour réaliser la cellule de la MFC ([108] ; [109]). En revanche, la difficulté 

pour agiter et la grande résistance interne de la PEM peuvent poser soucis ([110] ; [111]).  

I.4.1.1.5. MFC « plate » 

Dans une MFC « plate », la PEM est directement intercalée entre les deux électrodes, 

formant ainsi un ensemble compact ([103] ; [112]). La conductivité est améliorée par la 

proximité entre les électrodes, favorisant le transfert des électrons et diminuant la résistance 

interne [103]. Cela permet une miniaturisation du système [113]. Un système d’arrivée et de 

sortie de liquide permet un fonctionnement à flux continu [103]. Cependant, la déformation de 

la PEM lors de l’usage peut provoquer une usure prématurée, ce qui peut limiter son utilisation.  

I.4.1.1.6. MFC miniaturisée 

La miniaturisation est un objectif dans beaucoup de technologie, permettant un transport 

et une incorporation plus facile dans des systèmes plus globaux. Ces MFC concernent des 

exemplaires de volume de l’ordre du mL voire du µL [101]. Elles ont ainsi besoin de moins de 
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volume d’anolyte, et donc de substrat afin de produire le courant électrique. Les électrodes 

nécessaires sont aussi plus petites, permettant une économie de coût, et un rapport bénéfices 

sur investissements plus favorable [114]. Ici, le paramètre clé est le ratio entre la surface 

d’électrode et le volume du compartiment anodique, car il rend compte du rendement électrique 

pour une quantité donnée de substrat dégradé. À titre d’exemple, la surface des électrodes peut 

aller de 36 à 610 cm² pour un volume de compartiment anodique de 1,2 cm3 ([114] ; [115]). 

Les MFC miniaturisées peuvent servir dans le milieu médical et fournir un courant à partir de 

substrats présents dans la salive humaine, ouvrant la voie vers une application de type 

biocapteur [114]. Un système d’arrivée et de sortie de liquide permet un fonctionnement à flux 

continu [103]. 

I.4.1.2.  MFC multiples 

Il s’agit d’un système où les MFC sont connectées en série ou bien en parallèle [89]. 

Comme avec les piles classiques, cela permet d’augmenter la puissance produite. Les résultats 

sont assez prometteurs avec par exemple une réduction de la DCO de 97% pour une puissance 

produite de 50.9 W m-3 [116]. Cependant, il nécessite davantage de matériel, augmentant ainsi 

le coût du montage et du fonctionnement [117]. De plus, les résistances individuelles des 

éléments de connexion s’additionnent et peuvent occasionner une résistance du système 

importante. Enfin, il y a un risque d’inversion de polarité, ce qui peut encore faire augmenter la 

résistance [118]. Néanmoins, des études récentes ont cherché à optimiser la façon dont les MFC 

sont assemblées pour limiter le coût et la résistance globale, encourageant leur utilisation pour 

une montée en échelle ([119] ; [120]). Des configurations plus particulières peuvent être 

montées, comme des MFC en forme de boîte plate, avec des électrodes arrangées de manière à 

ce que l’effluent adopte un parcours en slalom, prolongeant ainsi son contact avec le biofilm 

des électrodes [121]. Des configurations bipolaires existent également, avec deux MFC à 

double compartiment côte à côte, anode contre cathode [122], mais aussi des MFC à triple 

compartiment, avec une cathode dans un compartiment central, entre deux PEM, la séparant de 

deux anodes disposées dans deux compartiments [110].  

I.4.1.3.  MFC intégrée dans un système de traitement 

I.4.1.3.1. MFC associée à un bioréacteur à membrane (MBR) 

 Cette configuration associe l’usage d’une MFC à un MBR. Le MBR permet une 

filtration en amont de la MFC et une diminution de la turbidité de l’eau, facilitant son traitement. 

Un traitement par MBR + MFC diminue la production de boue post-traitement ([123] ; [124]). 

Cependant, l’emploi d’une membrane implique la formation indésirable de biofilm à sa surface 

(biofouling). Quelques travaux ont porté sur cette configuration, par exemple pour l’élimination 

d’azote organique [125] ou simplement sur la diminution de la DCO d’eaux traitées ([126] ; 

[127]).  

I.4.1.3.2. MFC associée à un bioréacteur à membrane et à un lit fluidisé 

anaérobique 

Un réacteur à lit fluidisé (ou MBBR pour « Moving Bed BioReactor ») anaérobique est 

un système de traitement des eaux usées où des micro-organismes anaérobies décomposent les 

matières organiques en l'absence d'oxygène, tout en étant contenus dans un lit de particules en 
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suspension grâce au flux montant des eaux usées. Dans ce système, l’effluent est d’abord traité 

dans une ou plusieurs MFC [128], puis parcours un tube contenant un ou plusieurs MBR [129]. 

L’effluent peut parcourir le tube à plusieurs reprises avant de traverser les membranes. Il 

parcourt enfin le MBBR qui contient parfois des particules de charbon activées, afin de limiter 

le biofouling des membranes par abrasion [130].  

I.4.1.3.3. MFC associée à une cellule à électrolyse microbienne 

 Il s’agit de l’assemblage d’une MFC avec une cellule à électrolyse microbienne (ou 

MEC pour « Microbial Electrolysis Cell »). La puissance électrique produite dans la MFC est 

transférée à la MEC, permettant la dégradation d’un autre substrat auprès de l’anode et la 

réduction des protons auprès de la cathode, ce qui produit du dihydrogène alors utilisable dans 

des piles à combustibles classiques [131] ou bien combinable avec le diazote de l’air pour 

produire de l’ammoniac. Une variante proche, la cellule à électrolyse à ammoniac, est utilisable 

en tandem avec une MFC, produisant de l’énergie électrique par dégradation du glucose et 

d’ammonium, pour produire à son tour du dihydrogène [132]. 

I.4.1.3.4. MFC associé à un biocapteur (biosenseur) 

Des assemblages combinant les technologies de MFC et de biosenseur ont été mis au 

point pour pouvoir surveiller la quantité d’une ou plusieurs substances dans un effluent. Dans 

ce type d’assemblage, le biosenseur recueille la tension de sortie provenant de la MFC, et en 

déduit la concentration d’une substance spécifique. Le signal de sortie des MFC est directement 

lié au transfert d'électrons. Le transfert d'électrons dépend du comportement du biofilm sur 

l'anode, qui est susceptible de varier en fonction des concentrations des espèces présentes dans 

le milieu. Les substances qui ont été détectées par une MFC reliée à un biosenseur sont par 

exemples le para-nitrophénol [133], le cadmium [134], le chrome, la benzoylecgonine (un 

métabolite de la cocaïne) [135], et des acides gras volatils. La demande biochimique en oxygène 

(DBO) peut être surveillée [136]. La combinaison d’un biosenseur avec une MFC peut être 

adaptée à chaque composé recherché. Les MFC ont souvent une petite capacité (en dessous de 

25 mL), permettant une miniaturisation. On estime qu'il reste encore un vaste champ pour le 

développement de ce couplage, en particulier avec le développement de prototypes à plus 

grande échelle.   

I.4.1.3.5. MFC benthique 

La MFC benthique [137] est une configuration principalement rencontrée dans les 

applications marines (biotechnologies bleue). Les MFC benthiques fonctionnent dans le fond 

d’une étendue d’eau, en dessous des sédiments d’un lit de rivière, par exemple. La cathode est 

immergée dans l'eau de mer et l'anode est introduite dans le lit de surface des sédiments dans 

des conditions anaérobies. Les milieux benthiques peuvent être reproduits en laboratoire, hors 

milieu naturel [138]. Cette technologie peut être utilisée pour fournir de l'énergie à des petits 

appareils comme des biocapteurs dans des milieux isolés ou dangereux [139]. Néanmoins, leur 

coût important et le faible rendement des électrodes limitent leur utilisation [99].  
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I.4.1.3.6. MFC montée en zone humide ou « Constructed wetland MFC » 

Ces MFC ont une configuration proche des MFC benthiques. L’anode est enfouie dans 

un sol composé de terre et de granules (caillou ou charbon) en présence de racines exsudant des 

composés organiques et des micro-organismes qui les dégradent, tandis que la cathode affleure 

au sol, en contact avec le dioxygène de l’air. Des plantes aquatiques ou terrestres comme 

Pharagmites australis ont des racines qui peuvent se développer à proximité de la cathode 

lorsqu’il y a une production d’eau [140]. Ce système, pouvant être reproduit en laboratoire, 

combine des processus physiques, chimiques et biologiques pour traiter des eaux usées. Il 

assure la fonction d’une MFC classique, mais en plus, augmente la surface accessible aux 

micro-organismes, et offre un support pour la filtration physique ([141] ; [142] ; [143]). 

Cependant, la transformation du paysage, les contraintes géographiques et la grande séparation 

entre les électrodes imposent des recherches supplémentaires [144]. On peut les nommer aussi 

« MFC à plante », puisqu’elle fonctionne avec des plantes (terrestres) à la cathode.  

I.4.2. Classification selon l'électrolyte 

I.4.2.1.  Eaux usées 

I.4.2.1.1. Rejets municipaux 

Ces eaux usées proviennent de rejets domestiques, collectées par les systèmes d’égouts 

des villes puis traitées par des stations d’épuration. Ces eaux contiennent des composés 

organiques et inorganiques dissous et en suspension. Les substances organiques incluent des 

carbohydrates, des lignines, des lipides, des savons, des tensioactifs, des protéines, des 

médicaments ou des produits de dégradation. Les substances inorganiques incluent des métaux 

lourds. Elles peuvent être utilisées pour les expériences de MFC, mais la puissance produite est 

sujette à des variations, surtout en cas de hausse de DCO [145]. Deux MFC montées en série 

ont permis de réduire de 33 à 69% la DCO selon la configuration choisie [145]. D’autres 

recherches ont montré des résultats encourageants [146], avec des performances améliorées lors 

de la montée en échelle. Une MFC d’un volume de 200 L a été montée pour traiter pendant 300 

jours des eaux municipales et a éliminé 75% de la DCO, 90% des solides en suspension et 68% 

de l’azote ammoniacal avec une puissance générée de 200 mW, mais une accumulation de 

phosphore et de nitrate a montré la nécessité de recherches supplémentaires [147]. Une MFC 

de 1000 L a éliminé entre 70 et 90% de la DCO pendant une durée comprise entre 200 jours et 

un an, permettant d’avoir des eaux répondant aux réglementations locales, avec une production 

de courant accompagnée d’une puissance de 125 W m-3 [148].  

I.4.2.1.2. Rejets industriels 

Ces rejets contiennent une grande variété de nutriments possibles pour les micro-

organismes selon l’industrie d’où ils proviennent [87]. Les eaux usées des industries agro-

alimentaires ont une DBO importante et n’ont pas de composés toxiques. Elles sont donc de 

bonnes candidates pour un traitement par MFC comme les eaux de brasseries qui contiennent 

beaucoup de sucres et de protéines [149]. Les eaux de distilleries peuvent contenir des sels et 

sont donc plus à risque de porter atteinte aux micro-organismes [150]. Une MFC à chambre 

unique a été utilisée pour traiter des eaux de tannerie sous des conditions anaérobies et à 37 °C. 

La DCO a été diminuée de 88%, tandis que la quantité d’azote total et la quantité d’ammonium 
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ont été réduits de 50% et de 35% respectivement [151]. Une MFC a permis de traiter des eaux 

caustiques venant d’usines pétrochimiques, avec une étude axée sur le temps de rétention 

hydraulique (ou HRT pour hydraulic retention time). Le meilleur HRT était de 9 jours et 

permettait une élimination de 98% de la DCO et de 99% des sulfures, avec une différence de 

potentiel de 82,1 mV [152]. Des eaux usées provenant d’industries du bois et de rejets 

domestiques ont été mélangées pour faire fonctionner une MFC à chambre unique pendant un 

mois avec différentes valeurs de résistance externe imposée. L’élimination de la DCO était la 

plus rapide à 1000 ohm et a atteint une valeur de plus de 90% au bout de 22 jours [153]. 

L’utilisation d’eaux de différentes origines permet d’obtenir une plus grande variété de 

nutriments [154]. Des eaux d’irrigation d’industries fruitières ont pu également être traitées, 

permettant leur réutilisation [97]. Des antibiotiques provenant d’industries porcines, présents 

dans les eaux, tel que la norfloxacine [35], la sulfonamide [42] ou des mélanges [46] ont été 

dégradés dans une MFC. Ces eaux font souvent l’objet de recherche pour diminuer leur DCO 

et permettre une agriculture plus respectueuse de l’environnement [155]. Des eaux de 

raffineries [156], de vignobles [157], de broyage d’aliments [158], d’industries de fruits de mer 

([159] ; [160]) et laitières [161], de coton [162] ou de rouissage [163], ont ainsi été traitées 

montrant la multiplicité des applications possibles pour le traitement des eaux.  

I.4.2.2. Lixiviats 

Une MFC à double compartiment a été employée pour traiter des lixiviats d’industries 

fruitières fixés sur l’anode. Les bactéries contenues dans le lixiviat préalablement fermenté, ont 

permis sa dégradation, produisant une puissance électrique culminant à 20 mW m-2 [164]. Des 

eaux industrielles issues de laitiers ont été traitées dans des MFC, avec une puissance produite 

de 27 W m-3 [165]. Un système de type MBBR a été associé à une MFC pour le traitement de 

pulpes et d’eaux provenant d’industries papetières. Après 72 h d’opération, une puissance de 

56 mW m-2 a été atteinte et l’ajout de céramsite a permis de l’augmenter jusqu’à 94 mW m-2 

[128]. Une MFC à double compartiment à biocathode à algues a permis la réduction de 97% de 

la DCO côté anode et de 52% côté cathode, à partir d’un effluent contenant un lixiviat issu de 

déchets verts [166]. D’autres exemples ont été publiés, montrant la multiplicité des applications 

des MFC avec des résidus de biomasse ([167] ; [168]). Les déchets verts peuvent également 

être hydrolysés, puis servir dans une MEC pour de la biosynthèse de molécules ou de biogaz 

[169].  

I.4.2.3. Eaux synthétiques 

Ce sont des milieux aqueux formulés en laboratoire, avec une quantité choisie de 

nutriments. Elles permettent de fixer les conditions (nature des produits présents, salinité, pH, 

teneur en azote et en phosphore) afin d’examiner plus en détail l’activité d’un ou plusieurs 

micro-organismes dans des conditions fixées. Cela peut être également une eau usée artificielle 

[104]. Ce type de milieu a été utilisé pour des expériences utilisant des MFC couplées à des 

MBR, afin de diminuer la DCO et les quantités totales d’azote et de phosphore ([170] ; [171] ; 

[127]) ou bien dans des MFC seules ([172] ; [173] ; [174]). Ce type de milieu peut être 

intéressant à utiliser pour évaluer les performances dans une MFC, d’un micro-organisme 

envers un ou plusieurs substrats donnés.  
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I.4.3. Classification selon les électrodes 

Les électrodes sont des composants indispensables au fonctionnement d’une MFC sans 

lesquelles aucune réaction n’aurait lieu. Elles peuvent être de différentes formes selon 

l’application que l’on veut mettre en œuvre, les propriétés que l’on recherche ou les résultats 

que l’on veut obtenir. L’anode et la cathode ne sont pas toujours de la même forme.  

Les électrodes en tige d’acier inoxydable sont les plus simples à obtenir et à utiliser. 

Elles ont un coût limité et une conductivité satisfaisante. Leurs défauts résident dans leur faible 

surface, limitant physiquement la quantité de biofilm qu’elles peuvent accueillir, mais aussi une 

biocompatibilité limitée et des problèmes de corrosion [175].  

L’emploi d’une électrode en tige de graphite permet d’éviter ces problèmes, sauf la 

surface qui reste limitée [176]. Elles peuvent également exister sous forme de fibres de graphite 

(brosses) [177], offrant ainsi une surface satisfaisante, une fabrication facile, mais parfois 

sujettes au colmatage [178]. Les tissus de carbone sont moins concernés par ce phénomène. Ils 

possèdent une grande surface spécifique du fait d’une plus forte porosité facilitant le 

développement d’un biofilm, ce qui encourage leur utilisation hormis un coût parfois plus 

important [179]. Les feutres de carbone possèdent une surface plus importante bien qu’elles 

possèdent une résistance interne qui peut limiter leur usage de même que des difficultés de 

façonnage et de connexion au système [12]. Le papier de carbone est une option facile à 

employer, mais sa fragilité peut poser des soucis [24]. Des électrodes plus élaborées, telles que 

le carbone vitreux réticulé, sont le meilleur choix pour obtenir une forte conductivité, malgré 

leur fragilité [104]. Les nanotubes de carbone représentent la technologie la plus évoluée, en 

offrant une activité électrochimique excellente, mais à un prix élevé [101].  

I.4.3.1.  Les anodes et bioanodes 

L’anode est une composante essentielle, car elle supporte le biofilm formé par les micro-

organismes, et c’est auprès d’elle que se déroule l’oxydation [103]. Son efficacité en tant que 

telle est un facteur crucial pour la performance de la MFC, en permettant la conversion de 

l'énergie chimique en énergie électrique.  

Son efficacité est intimement liée à ses propriétés. Sa conductivité et sa faible résistance 

doivent favoriser au mieux le transport des électrons libérés par l'oxydation microbienne [180]. 

De plus, l'anode doit fournir une surface propice à la croissance microbienne, car la capacité 

des micro-organismes à former des biofilms sur la surface de l'anode peut influencer 

considérablement la production d'électricité, notamment au niveau de la connexion biofilm – 

anode [180].  

Ces deux propriétés sont généralement satisfaites par l'utilisation de matériaux comme 

le carbone, qui est un bon conducteur avec une surface propice à la formation de biofilms. 

Cependant, les recherches visent à améliorer la conception de l'anode par le biais de 

modifications de surface, de matériaux composites et de nanomatériaux (nanotubes). 

Le troisième paramètre influencé par la nature de l'anode est la diversité des 

communautés microbiennes exoelectrogènes utilisables ainsi que leur rendement de conversion 

énergétique. Certaines espèces sont plus aptes à se développer sur certaines surfaces d'anode, 

ce qui peut entraîner une sélection naturelle de bactéries particulièrement performantes [181]. 
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De nombreuses expériences utilisent d’abord un consortium d’espèces, ou biofilm mixte, dans 

des eaux usées ou des boues, puis les espèces qui se sont le mieux adaptées au milieu et qui 

sont donc devenues dominantes [182]. De plus, l’utilisation d’un consortium d’espèces peut 

favoriser l'établissement de synergies entre espèces, pour la dégradation de composés 

organiques complexes ou l'échange de métabolites [54]. Il est donc crucial de comprendre les 

interactions entre les micro-organismes et les surfaces des anodes pour améliorer la conception 

des MFC. 

Enfin, l'anode joue un rôle fondamental dans la durabilité de la MFC. Une anode 

résistante à la corrosion et à différents agents chimiques prolonge la durée de vie de la MFC, 

réduisant ainsi le coût du système [183]. Ainsi, l'étude des anodes de MFC est un domaine de 

recherche à multiples facettes, alliant microbiologie, électrochimie, science des matériaux et 

ingénierie environnementale [182].  

I.4.3.2.  Les cathodes et biocathodes 

Tout comme l'anode, la cathode est un élément indispensable des MFC. Elle est le site 

de la réduction terminale d'un accepteur d'électrons, généralement l'oxygène, qui permet la 

production d'électricité dans la MFC, complétant ainsi la réaction d’oxydo-réduction.  

La réduction de l'oxygène est une réaction complexe qui nécessite une catalyse pour se 

produire à un taux efficace. Contrairement à l'anode où la catalyse est fournie par les bactéries, 

la cathode nécessite souvent l'utilisation de catalyseurs inorganiques, comme le platine ([155] ; 

[184]) ou l’or [185], pour faciliter la réaction de réduction [186]. Cependant, l'utilisation de tels 

matériaux peut être coûteuse et non durable, ce qui a motivé la recherche de catalyseurs 

alternatifs comme un alliage cuivre – zinc [187], des particules de magnétite recouvertes d’une 

double couche d’hydroxyde associée à du nickel et du fer [188], de l’oxyde de graphène associé 

à des nanoparticules d’oxyde de cuivre [189], des matériaux carbonés dopés aux hétéroatomes, 

de carbures, des oxydes et des nitrures de métaux non nobles, des composites organiques dopés 

aux métaux comme le cobalt, le manganèse ou le cuivre [190] ou de nanocomposites ([191] ; 

[192]).  

Une approche prometteuse pour améliorer l'efficacité de la cathode est l'utilisation de 

cathodes biocatalytiques ou "biocathodes", où des micro-organismes sont utilisés comme 

catalyseurs pour la réduction de l'oxygène [193]. Cette stratégie présente l'avantage d'être plus 

durable et potentiellement moins coûteuse que l'utilisation de métaux précieux. Elle peut être 

adaptée pour des applications en milieu hypersalin [194]. Xu et al ont quant à eux modifié une 

cathode de façon à apporter des propriétés photocatalytiques pour la dégradation de 

l’ibuprofène dans une MFC [51]. Un autre exemple est une cathode de type feutre de carbone 

électrochimiquement modifiée par électrodéposition de poly-Ni(II) phtalocyanine tétrasulfoné, 

dans une MFC à champignon [5] utilisant des substrats à base de matériaux lignocellulosiques. 

Les cathodes sont aussi utiles pour la réduction d’ions métalliques présents dans les 

eaux, comme le chrome ([195] ; [196] ; [197]), le vanadium ([198] ; [199]), le cuivre [200], 

l’argent [201], l’or [202] mais encore le plomb, le cadmium ou le zinc [203]. 
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En outre, la conception de la cathode doit également tenir compte de facteurs tels que la 

conductivité, la surface disponible pour la réaction de réduction, et la résistance à la corrosion. 

La morphologie et la microstructure de la cathode peuvent avoir un impact significatif sur la 

performance de la MFC, en influençant la disponibilité des sites de réaction et la diffusion des 

réactifs et des produits. 

Comme pour l'anode, la composition de la cathode peut influencer le développement 

des communautés microbiennes, surtout dans le cas des biocathodes. Les études sur l'influence 

de la cathode sur les interactions microbiennes permettent d’améliorer les performances des 

MFC. 

I.4.4. Classification selon le micro-organisme 

I.4.4.1.  Rôle du micro-organisme 

Au cœur de la MFC se trouvent les micro-organismes, sous forme de biofilm, qui 

rendent possible ou catalysent les réactions d'oxydo-réduction, convertissant ainsi l'énergie 

chimique en énergie électrique. Les micro-organismes tiennent plusieurs rôles dans la MFC : 

ils agissent en tant que biocatalyseurs à l'anode, où ils oxydent la matière organique, et 

potentiellement à la cathode, où ils peuvent faciliter la réduction du dioxygène ou d’ions 

métalliques.  

Les micro-organismes doivent être exoelectrogènes, c’est-à-dire être capables de 

transférer les électrons qu'ils produisent à l'anode de la MFC, condition essentielle pour le 

fonctionnement de la MFC. Un exemple bien connu est le genre Geobacter, qui a démontré une 

capacité notable à former des biofilms conducteurs sur l'anode, facilitant ainsi le transfert 

d'électrons.  

La diversité microbienne au sein de la MFC peut avoir un impact significatif sur la 

performance de la MFC. Les différentes espèces peuvent coopérer pour dégrader une gamme 

plus large de substrats, augmenter la stabilité de la communauté face aux perturbations, et 

améliorer le transfert d'électrons à travers des interactions entre espèces. 

Par ailleurs, les conditions environnementales dans la MFC, telles que le pH, la 

température et la composition du substrat, peuvent influencer la diversité et le rendement des 

micro-organismes exoelectrogènes. L'optimisation de ces conditions est donc un aspect clé pour 

maximiser la production d'électricité. 

En résumé, les micro-organismes sont les véritables "moteurs" des MFC, rendant 

possible la conversion de l'énergie chimique en électricité. Il s’agit de l’élément distinctif entre 

la MFC et une pile à combustible classique. L'étude de ces micro-organismes, de leur diversité, 

de leur physiologie et de leur écologie, ainsi que l'optimisation de leurs conditions de croissance 

et de performance sont des sujets de recherche couramment explorés pour améliorer les MFC 

et les rendre plus efficaces et durables. 

I.4.4.2.  MFC à bactéries 

Les bactéries sont les micro-organismes les plus utilisées dans les MFC. Pseudomonas 

aeruginosa présente un intérêt notable en raison de ses facultés à supporter des conditions 

aérobie, anaérobie et pauvre en nutriment. Son activité exoélectrogène provient de la synthèse 
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de phénazines qui sont des médiateurs électroniques [204]. Par exemple, P. aeruginosa a servi 

à la récupération d’argent dans une MFC [201] ou à la dégradation d’un colorant azoïque, 

l’orange de méthyle [205]. L’association de Pseudomonas stutzeri avec des bactéries du genre 

Micrococcus, a également fait l’objet de recherche dans une MFC [173]. Le genre Geobacter 

spp. Peut aussi oxyder des composés organiques et des métaux [206], ce qui motive l’utilisation 

de Geobacter metallireducens ou de Geobacter sulfurreducens dans les MFC avec le fer comme 

accepteur d’électrons ([207] ; [179]). Shewanella spp. qui est une famille de bacilles à gram 

négatif possédant une oxydase et d’une thiosulfate réductase [208], a été utilisée dans une MFC 

couplée à un bioréacteur à membrane (ou MBR pour « Membrane BioReactor ») pour éliminer 

la DCO, l’azote et le phosphore [170]. Clostridium est un genre de bacille à gram positif 

anaérobie, incluant Clostridium tetani et Clostridium botulinum, responsables respectivement 

du tétanos et du botulisme. Un représentant moins connu mais ubiquitaire, Clostridium 

butyricum, a été associé à Shewanella oneidensis pour traiter des eaux domestiques dans une 

MFC [172]. Les genres Clostridium, Shewanella et Geobacter ont déjà été associés dans une 

MFC pour traiter des eaux issues de brasserie [209]. S. oneidensis, S. putrefaciens, G. 

sulfurreducens, G. metallireducens, et Rhodoferax ferrireducens ont quant à elles été associées 

sous forme de consortium bactérien pour le traitement de lixiviats de déchets verts [210]. Des 

représentants des groupes Pseusomonadota et Bacteroidota ont été associés au genre Geobacter 

pour traiter des eaux de bioraffineries [211]. Le genre Thiobacillus correspond à des petits 

bacilles de gram négatif sulfo-oxydants, pouvant transformer le sulfure d’hydrogène et le soufre 

élémentaire en ions sulfates. La famille Desulfobacteraceae correspond à des bactéries qui 

peuvent réduire des sulfates en sulfures. Des représentants de ces deux groupes de bactéries ont 

permis le traitement d’eaux riches en sulfates dans des MFC à flux continu [174]. Des cultures 

mixtes présentent dans des boues anaérobies ont permis d’éliminer une variété étendue de 

composés, dont des colorants azoïques comme le rouge brillant réactif X-3B [65].  

Les bactéries exoélectrogènes sont souvent utilisées dans les MFC. Cependant, elles 

peuvent être sensibles à certains milieux défavorables et elles possèdent rarement les enzymes 

permettant de dégrader les composés aromatiques, ce qui limite leur efficacité ([5] ; [54]). Il est 

donc nécessaire d'envisager d'autres types de micro-organismes pour la biodégradation. Les 

champignons et les levures offrent une alternative intéressante. En tant que micro-organismes 

eucaryotes, ils utilisent des voies métaboliques plus variées, permettant de dégrader des 

substances que les bactéries ne peuvent pas traiter. Ainsi, ils pourraient être utiles dans les MFC. 

I.4.4.3.  MFC à champignons 

Le traitement des effluents par les MFC à bactéries a montré des limites [212], en 

particulier en présence d’ibuprofène, de diclofénac, de paracétamol ou de carbamazépine [213] 

du fait des sous-produits de dégradation, souvent CMR. L'utilisation de champignons peut 

constituer une alternative intéressante. Les champignons, notamment les champignons 

filamenteux, ont démontré une capacité à dégrader une gamme plus large de substrats que de 

nombreux types de bactéries, y compris des polluants complexes et persistants.  

Les champignons possèdent des enzymes redox comme la laccase dont ils sont les 

principaux producteurs [214], la lignine peroxydase et la manganèse peroxydase. Cela leur 

confère la capacité à s’attaquer aux composés polyphénoliques, comme la lignine des arbres, 
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ou aux colorants aromatiques mais encore aux amines aromatiques qui sont souvent les derniers 

métabolites issus des autres micro-organismes [215]. La laccase permet aux champignons de 

dégrader certains colorants [216]. La laccase peut aussi être fixée sur la cathode et ainsi 

remplacer les métaux nobles comme catalyseur de la réduction du dioxygène ([217] ; [218]), 

en raison de ses fortes propriétés redox [219]. Certains travaux ont porté sur l’amélioration de 

l’activité de la laccase par ajout d’ions cuivre à des fins d’élimination de composés, dont des 

colorants azoïques dans des MFC [220].   

Des MFC avec de la laccase extraite de champignons ont été mises au point, soit avec 

une anode faite de laccase mélangée à des nanotubes de carbone en multi-feuillet (SWCNT) 

[221], soit avec une cathode composée de laccase et de SWCNT [222]. L’utilisation d’une 

enzyme dans une MFC est relativement simple à mettre en œuvre, à la fois pour la dégradation 

du substrat à l’anode et la réduction du dioxygène à la cathode. L’utilisation d’un champignon 

isolé en laboratoire et placé sur une électrode dans une MFC est un procédé qui permet d’utiliser 

plusieurs enzymes simultanément.  Cela permet par exemple la dégradation de l’orange azoïque 

7, mais le mycélium peut gêner si on veut s’en servir pour la réduction du dioxygène sur la 

cathode [223].  

Dans une MFC, les champignons présentent donc des avantages devant les bactéries et 

ils peuvent jouer un double rôle. En effet, ils peuvent faciliter le transfert électronique au travers 

de leurs protéines respiratoires ou de médiateurs électroniques à l’anode, leur permettant 

d’oxyder des composés. Ils peuvent aussi faciliter la réduction de l’accepteur d’électrons à la 

cathode, souvent l’oxygène. Leur mécanisme de fonctionnement n’est pas encore entièrement 

élucidé, bien qu’il ait été découvert que du transfert direct d’électrons peut se faire avec l’action 

de leur cytochrome C, une coenzyme intermédiaire de leur chaîne respiratoire fonctionnant 

notamment avec le fer et le cuivre ([224] ; [225]). D’autres enzymes comme la ferricyanure 

réductase ou la lactate déshydrogénase semblent confirmer cette capacité pour les champignons 

filamenteux [226], et les non filamenteux ([227] ; [180]). Parmi eux, les champignons à 

pourriture blanche « white-rot fungi » sont bien connus pour leur capacité à dégrader des 

produits pharmaceutiques [228] ou la lignine [229], mais aussi des colorants [230].  

L’utilisation de champignons éveille un intérêt croissant dans les recherches concernant 

les MFC [231]. Les champignons filamenteux présentent également l'avantage d'une résistance 

accrue aux environnements hostiles par rapport aux bactéries, ce qui pourrait étendre la gamme 

d'applications des MFC. Cependant, le développement de MFC à champignons pose également 

des défis, tels que l'optimisation du transfert d'électrons et la gestion de la croissance du 

mycélium. 

 Différentes espèces de champignons ont été employées dans les MFC. Scedosporium 

deoogii a été utilisé comme bioanode après un dépôt à potentiel constant d’une suspension sur 

l’anode, pour la dégradation de l’acétaminophène. La puissance produite était stable avec 50 

mW m-2 et une différence de potentiel de 550 mV. De plus, S. dehogii a montré la capacité de 

dégrader le para-aminophénol ou l’hydroquinone, des produits de dégradation CMR obtenus 

avec des bactéries, évoquant la possibilité d’une minéralisation totale finale. La lignine a aussi 

été testée comme substrat permettant une puissance de 16 mW m-2 [5].  
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Des colorants ont pu être éliminés en utilisant des MFC à champignons. Le bleu brillant 

remazol R a été éliminé à environ 90% d’un effluent aqueux par Pleurotus ostreatus au bout de 

4 jours, avec une réintroduction de colorant le 5ème, le 9ème, le 13ème et le 17ème jour, avec une 

décoloration atteignant entre 80% et 90% à la fin de chaque cycle et 60% à la fin du dernier. 

L’activité de la laccase a culminé au 10ème jour, avant de diminuer, expliquant la vitesse de 

décoloration plus faible à la fin du dernier cycle [232].  

Aspergillus sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., trois champignons filamenteux, ont servi 

séparément pour l’élaboration d’une biocathode pour la réduction du dioxygène dans une MFC. 

Les densités de puissances maximales obtenues, respectivement de 328, 289, 198 mW m-3 [233] 

se sont avérées supérieures à celle observée en présence de laccase pure extraite de Trametes 

versicolor, ce qui montre la nécessité d’avoir toutes les enzymes présentes dans les 

champignons. T. versicolor a lui-même été employé comme biocathode dans une MFC [234].  

Aspergillus niger et Trichoderma harzianum ont fait l’objet d’une expérience en tant que 

bioanode dans une MFC pour évaluer leur capacité à dégrader le rouge acide 399, le jaune acide 

235, le jaune acide 218, le bleu acide 296 et le noir acide 172 [235]. A. niger a permis d’éliminer 

entre 70 et 90% de chaque colorant tandis que T. harzianum a éliminé 90% du noir acide 172 

et entre 30 et 40% des autres colorants. Deux co-substrats ont permis d’augmenter l’élimination 

du noir acide 172, jusqu’à plus de 90% avec un meilleur effet pour le glucose que pour le 

sucrose [235]. T. harzianum montre donc une bonne capacité d’élimination de certains colorants 

dans une MFC, en particulier avec l’emploi de glucose comme co-substrat.  

La capacité de T. harzianum pour dégrader l’acétaminophène et le 4-aminophénol, sous-

produit de dégradation du précédent, a été étudiée, seul et en association avec Pseudomonas 

fluorescens. La culture mixte élimine complètement ces composés après 7 heures environ, soit 

cinq fois plus rapidement que la culture pure de champignons. La culture mixte montre une plus 

grande efficacité d'élimination et une cinétique de biodégradation plus rapide. La MFC utilisant 

la culture mixte génère une densité de puissance dix fois supérieures à celle obtenue avec la 

culture pure de champignons [54].  

Pour conclure, les champignons offrent une nouvelle perspective pour les MFC, avec 

des capacités prometteuses pour la dégradation de polluants et la production d'électricité. La 

recherche se poursuit sur l'optimisation de ces systèmes, et la compréhension des mécanismes 

de transfert d'électrons et de dégradation des polluants.  

L’utilisation de T. harzianum comme bioanode dans une MFC s’avère être un choix 

intéressant pour la dégradation de colorants nocifs tel que le MB et le VC, tout en produisant 

du courant électrique. Des travaux ultérieurs pourraient étendre son usage pour l’élimination 

d’autres colorants ou d’autres produits organiques nocifs (antibiotiques, anti-inflammatoires.  

I.4.4.4. MFC à levures 

L’emploi de levures, des champignons unicellulaires, a précédé celui de leurs 

homologues multicellulaires dans les MFC. Leur obtention est plus simple, quoiqu’ils soient 

plus vulnérables aux conditions environnementales. La plupart des souches ne sont pas 

pathogènes et peuvent dégrader une grande variété de substrats [230]. Les levures employées 

dans des MFC comme bioanode comprennent Saccharomyces cerevisiae, Candida melibiosica, 
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Arxula adenivorans, Hansenula anomala ainsi que d’autres plus rares. L’utilisation d’un 

médiateur électronique tel que le MB est courant, mais pas exclusif. Les substrats employés 

sont assez simples et comptent des glucides et des acides aminés.  

S. cerevisiae est la levure la plus utilisée dans les études de bioremédiation en culture 

libre et en MFC. Deux études de MFC ont porté sur l’utilisation d’une anode en papier de 

carbone, l’une sans médiateur électronique [236] et l’autre avec le MB [237]. Dans les deux 

cas, les anodes ont été testées sans modifications, avec ajout de cobalt ou avec ajout d’or. Sans 

MB, l’ajout de cobalt augmente la densité d’adhésion de S. cerevisiae ainsi que la performance 

de la MFC, tandis que l’ajout d’or donne des effets inverses, avec des densités de puissance de 

12,9 ; 20,2 et 2 mW m-2, respectivement. Avec MB, l’effet du cobalt est similaire, mais l’effet 

de l’or est inversé par rapport à l’expérience sans MB, avec des densités de puissance de 80, 

148 et 120 mW m-2. Le MB augmente significativement la densité de puissance obtenue ainsi 

que la densité de S. cerevisiae adhéré à l’électrode en présence d’or, montrant l’influence 

importante d’un médiateur de transfert électronique.  

Une expérience avec une anode à base de S. cerevisiae fixé sur des nanotubes de 

carbone, a également été menée avec une MFC sans PEM. Sans levure fixée, la puissance 

atteinte était de 138 mW m-2 et atteignait 344 mW m-2
 avec levure [238].  

Des expériences ont porté sur la fixation d’enzymes sur la surface S. cerevisiae afin 

d’augmenter la puissance électrique produite. La pyranose déshydrogénase extraite de Agaricus 

meleagris a été fixée sur la surface de S. cerevisiae pour une utilisation dans une MFC à 

chambre unique. L’expérience témoin sans enzyme fixée a permis de produire une puissance 

de 8 mW m-2 avec le D-xylose comme substrat. Les expériences menées avec les enzymes 

fixées sur S. cerevisiae avec le D-glucose, le D-xylose, le L-arabinose, le D-cellobiose, le D-

galactose comme substrat ont permis d’avoir de plus fortes puissances produites de 31, 39, 32, 

22 et 14 mW m-2, respectivement [239]. La cellobiose déshydrogénase, extraite de Corynascus 

thermophilus a été fixée sur S. cerevisiae pour une utilisation dans une MFC à double chambre 

avec une puissance avec le lactose comme substrat et une puissance produite de 33 mW m-2 et 

de 2,7 mW m-2 pour l’expérience témoin. Une expérience similaire avec de l’oxyde de graphène 

fixé sur S. cerevisiae et le D-glucose comme substrat a donné une puissance de 2,8 mW m-2 

[239].  

Des études ont également été réalisées avec le ferricyanure de potassium comme 

accepteur d’électrons et le glucose comme substrat. Avec des électrodes en pelote de platine et 

du MB comme médiateur de transfert électronique (ou ETM pour « Electron Transfer 

Mediator »), la puissance obtenue était de 65 mW m-2 [240]. Avec des électrodes en cuivre, la 

puissance était de 2,1 mW m-2 et de 4,5 mW m-2 sans MB et avec MB comme ETM [241]. Avec 

des électrodes en carbone vitreux réticulé, la puissance était de 40 mW m-3 et de 146 mW m-3 

sans MB et avec MB [242]. Avec les mêmes d’électrodes, d’autres ETM comme le rouge neutre 

(NR) ont été utilisés [224]. Avec MB et NR seuls, la puissance était respectivement de 400 et 

de 80 mW m-2, tandis qu’elle atteignait 500 mW m-2 en présence des deux médiateurs.  
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C. melibiosica a été employé comme bioanode dans une MFC avec du fructose et un 

mélange d’extraits de levure, de la peptone et du fructose comme substrat [243]. La puissance 

obtenue était de 60 mW m-2 avec le fructose seul, et de 180 mW m-2 avec le mélange. L’ajout 

de MB comme ETM a légèrement augmenté la puissance produite, jusqu’à 185 mW m-2.  

Différents ETM ont été testés. L’emploi de vert de bromocrésol, de rouge neutre, de rouge de 

méthyle, d’orange de méthyle et de MB a permis d’obtenir des puissances de respectivement 

46, 89, 113, 137 et 640 mW m-2, et 20 mW m-2 pour l’expérience sans ETM [244]. La présence 

d’ETM influence donc les performances des MFC, et plus particulièrement le MB. La 

modification des électrodes de carbone permet également d’améliorer la puissance de la MFC 

sans avoir recours à un ETM. Les auteurs obtiennent 720 mW m-2 avec des anodes modifiées 

par du nickel déposé en conditions galvanostatiques, 360 mW m-2 avec du nickel déposé sous 

conditions potentiostatiques et 36 mW m-2 sans modification [245].  

I.4.4.5. MFC à algues 

Les MFC peuvent également fonctionner avec des algues ou des microalgues. On les 

appelle donc « MFC algaires » ou AFC pour « algae fuel cells » [246]. Les algues peuvent être 

placées dans le compartiment anodique pour la dégradation de substrats organiques, ou dans le 

compartiment cathodique afin de produire de l’oxygène par activité photosynthétique, lequel 

sera réduit en eau. Il s’agit d’une possibilité commune aux AFC et aux systèmes 

« wetland constructed MFC ». Parmi les espèces les plus utilisées figurent Chlorella vulgaris 

et Scenedesmus obliquus. 

 C. vulgaris a fait l’objet de recherches pour le traitement d’eaux usées issues de lixiviats 

dans une MFC avec une production de puissance de 1109 mW m-3 [247], pour le traitement 

d’eaux issues d’élevages porcins avec une production très importante de 3720 mW m-3 [248], 

pour des eaux municipales avec une puissance de 126 mW m-3 [249], pour des eaux usées issues 

d’industries du textile avec une algue directement sur la cathode avec une puissance de 123 

mW m-3 [92].  

 S. obliquus a également permis l’obtention de puissances encourageantes pour le 

traitement d’eaux usées municipales dans des MFC à double compartiments avec 153 mW m-3 

[250], et 951 mW m-3 [251]. Oscillatoria sp. et Scenedesmus sp. ont permis d’obtenir des 

puissances respectives de 32,5 et 28,5 mW m-2 [252] avec des effluents issus de l’industrie 

alimentaire. Une étude a utilisé une MFC à chambre unique alimentée par un inoculum 

préalablement traité par un digesteur anaérobie [253]. Cette étude a comparé les performances 

de Golenkinia sp. SDEC-16, C. vulgaris, S. capricornutum, Scenedesmus SDEC-8 et 

Scenedesmus SDEC-13, avec des puissances respectives de 6150, 3200, 700, 3400, 2000 mW 

m-3 [253]. Les puissances obtenues sont très élevées, surtout pour Golenkinia sp. SDEC-16, 

ouvrant la voie à des perspectives intéressantes pour les MFC à algues.  
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II. Applications des MFC 

II.1. Production de bioélectricité 

Dans la dynamique actuelle d'une recherche durable et autonome en énergie, la 

production d'électricité par les MFC semble constituer une solution prometteuse. 

Le potentiel de ces MFC réside dans la variété des composés dégradables et des micro-

organismes utilisables pour convertir l’énergie chimique en énergie électrique. Les substrats 

peuvent varier des déchets organiques comme des antibiotiques ou des colorants, aux métaux 

lourds, tandis que les micro-organismes peuvent inclure des bactéries, des algues et même des 

champignons uni- et multicellulaires.  

Néanmoins, malgré leur potentiel, les MFC sont toujours une technologie émergente 

parmi d’autres. Leur production électrique devrait être optimisée et fiabilisée afin d’obtenir une 

MFC commerciale utilisable par tous. Deux axes principaux de recherche se dégagent pour 

atteindre cet objectif. 

Le premier concerne l'amélioration des matériaux utilisés. L’anode et la cathode, par 

exemple, peuvent être optimisées pour améliorer leur conductivité, leur résistance à la 

corrosion, et leur biocompatibilité. En ce qui concerne la PEM, sa résistance à l’encrassement 

est un enjeu crucial et un verrou persistant à lever. L'utilisation de nanomatériaux, comme les 

nanoparticules métalliques, les nanotubes de carbone ou le graphène, pourrait potentiellement 

améliorer les performances des MFC.  

Le second axe de recherche est l'optimisation de la croissance et de l’activité des micro-

organismes exoélectrogènes. Les chercheurs cherchent à comprendre et à optimiser les 

mécanismes d'échange d'électrons entre les micro-organismes et les électrodes, un processus 

qui détermine l'efficacité des MFC. Des recherches poussées en bio-ingénierie pourraient aider 

à sélectionner ou à concevoir des souches microbiennes avec une capacité accrue d'oxydation 

du substrat et de transfert d'électrons. Cela passe par des souches possédant des enzymes redox 

efficaces, comme la laccase ou la peroxydase.  

Ces axes de recherche ne seront pas tous développés par la suite. Une approche 

interdisciplinaire est nécessaire pour optimiser les matériaux et les micro-organismes et pourrait 

se révéler encourageante pour améliorer les performances des MFC.  

II.2. Bioremédiation 

La bioremédiation est le principe sur lequel repose les MFC. Ce terme désigne l’emploi 

de micro-organismes pour dégrader ou transformer des polluants en produits moins nocifs, 

voire inoffensifs, le mieux étant la minéralisation totale. C'est un champ de recherche 

particulièrement exploré et prometteur pour la dépollution de l'environnement, notamment pour 

le traitement des eaux usées et des sols contaminés par des substances organiques et des 

colorants industriels. Elle semble être une voie toute tracée pour préserver les espaces naturels.  

Dans la bioremédiation, les micro-organismes agissent comme des catalyseurs 

biologiques, grâce à leurs enzymes qui leur servent d’outils, utilisant les polluants comme 

substrat pour leur croissance et leur maintien. Par exemple, certaines bactéries peuvent dégrader 

les hydrocarbures présents dans les eaux usées industrielles en dioxyde de carbone et en eau, 
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rendant ainsi ces eaux moins toxiques voire aptes à la consommation. De même, certains 

champignons sont capables de dégrader les colorants azoïques ou anthraquinoniques, souvent 

utilisés dans l'industrie textile et connus pour leur toxicité et leur persistance dans 

l'environnement, en particulier le MB et le VC.  

Toutefois, malgré ces premiers succès, la bioremédiation a encore un long chemin à 

parcourir pour répondre aux objectifs fixés. Un des axes de recherche qui consiste à améliorer 

l'efficacité des micro-organismes a préalablement été détaillé. 

Un autre axe de recherche important pour améliorer la bioremédiation concerne 

l'optimisation des conditions environnementales afin d’améliorer la croissance et l’activité des 

micro-organismes. Cela inclut l'ajustement des paramètres physico-chimiques comme la 

température, le pH, ou la concentration en oxygène, ainsi que l'apport en nutriments nécessaires 

pour la croissance et l'activité des micro-organismes, chacun ayant ses propres paramètres 

d’optimisation. Par exemple, l’emploi de tampon dans les MFC, permet de standardiser le pH 

et la force ionique.    

En outre, l'étude des mécanismes de dégradation des polluants pourrait aider à identifier 

de nouvelles cibles pour les micro-organismes parmi des polluants de la même famille. Par 

exemple, un champignon tel que T. harzianum a été identifié comme pouvant dégrader les 

cycles aromatiques de molécules.  

De même, la compréhension du mécanisme enzymatique responsable de la dégradation 

des colorants pourrait aider à synthétiser ou à extraire des enzymes plus performantes. En 

somme, la bioremédiation est un vaste champ de possibilités pour le traitement de 

l'environnement pollué. Des efforts de recherche pluridisciplinaires sont nécessaires pour 

optimiser son efficacité, notamment en améliorant les souches microbiennes utilisées et en 

adaptant les conditions environnementales et matérielles. Ces avancées pourraient rendre la 

bioremédiation encore plus efficace et applicable à une plus grande variété de polluants. 

II.3. Biocapteurs 

Les biocapteurs sont des dispositifs analytiques qui utilisent un élément biologique, tel 

qu'une enzyme, un anticorps, ou un micro-organisme, pour détecter la présence d'une substance 

spécifique. Ils contiennent deux éléments complémentaires : un élément de reconnaissance 

biologique et un transducteur qui convertit l'interaction biologique en un signal mesurable. 

Dans le contexte des MFC, des biocapteurs peuvent être mis au point pour détecter, 

voire quantifier certaines substances présentes dans l'environnement dont on veut se 

débarrasser. Cela se fait en utilisant un ou plusieurs micro-organismes exoélectrogènes, 

capables de produire un courant électrique consécutif à la dégradation d’un ou plusieurs 

substrats. Pour améliorer cette technologie, il faudrait notamment travailler sur la sélectivité et 

la sensibilité du biocapteur, et s’assurer d’avoir un signal électrique assez stable et reproductible 

pour être interprétable. Des recherches sont également en cours pour développer des 

biocapteurs multi-polluants. 
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En somme, les biocapteurs basés sur le principe des MFC ont un avenir pour la détection 

de polluants en temps réel dans des espaces naturels, comme les cours d’eaux. Leur 

développement nécessite des efforts de recherche pour améliorer leur performance et leur 

fiabilité, mais ils ont un potentiel d’application dans le domaine de la surveillance biologique 

(biomonitoring). 

II.4. Cellules à électrolyse microbienne 

Les cellules à électrolyse microbiennes (ou MEC pour « Microbial Electrolysis Cell ») 

sont une technologie complémentaire aux MFC, et représente également une innovation en 

développement pour le traitement des eaux usées et la production de biohydrogène. Elles 

utilisent aussi des micro-organismes exoélectrogènes travaillant à l’anode, les électrons et les 

protons transférés vers la cathode permettant de générer du dihydrogène par réduction de l’eau. 

Le processus de réduction nécessite une petite quantité d'énergie externe pour surmonter la 

barrière thermodynamique de la production d'hydrogène, cette énergie pouvant être fourni par 

une MFC fonctionnant en tandem avec la MEC. Elles offrent une alternative écologique et 

durable pour le traitement de divers types de déchets organiques, tout en générant de l'énergie 

sous forme d'hydrogène, lequel peut être employé dans des piles à combustible.  

Les axes d’amélioration des MEC sont les mêmes que ceux des MFC, c’est-à-dire 

l’amélioration de la conductivité, de la résistance à la corrosion et la biocompatibilité des 

électrodes, de l’activité des micro-organismes et la résistance à l’encrassement des PEM. Les 

nanomatériaux sont là encore un domaine à explorer.   

II.5. MFC à capture de carbone 

Les MFC à capture de carbone (ou CCMFC pour « Carbon Capture Microbial Fuel 

Cell ») sont une technologie annexe à celle des MFC. Elles tirent parti de l'activité métabolique 

de micro-organismes capables de convertir le CO2 en composés plus réduits, tout en générant 

un courant électrique. À l’anode, un micro-organisme dégrade un composé organique en 

générant du CO2, qui est acheminé vers le compartiment cathodique. Dans ce compartiment se 

trouve des végétaux, éclairés par une source de lumière, qui vont consommer le CO2 par 

photosynthèse.  

Les axes d'amélioration pour ces dispositifs sont multiples. Les électrodes peuvent être 

améliorées pour favoriser leur conductivité, ainsi que les PEM pour améliorer leur résistance 

chimique et à l’encrassement. Le choix des micro-organismes et des végétaux peut être optimisé 

pour améliorer les processus de dégradation et de photosynthèse. Les conditions expérimentales 

comme la présence de nutriments, le pH et la température peuvent jouer sur les activités 

enzymatiques, de même que l’éclairage pour les végétaux. Les CCMFC pourraient ainsi devenir 

un outil précieux dans la lutte contre le changement climatique, tout en offrant une source 

d'énergie durable.  
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II.6. MFC de dessalement 

Les MFC de dessalement (ou MDC pour « Microbial Desalination Cell ») sont une 

autre technologie connexe aux MFC qui combine la production d'énergie et le dessalement de 

l'eau. Elles utilisent la capacité de certains micro-organismes à générer un courant électrique à 

partir de la dégradation de matière organique, pour alimenter un processus de dessalement 

électrochimique. 

Une MDC est agencée de manière analogue à une MFC à double compartiment. Elle est 

composée de trois compartiments, anodique, cathodique et un troisième contenant la solution à 

dessaliniser, séparé des deux précédents par une membrane d'échange d'anions (AEM) et une 

membrane d'échange de cations (CEM). Le fonctionnement repose sur le même principe qu’une 

MFC : un micro-organisme dégrade des substances organiques provenant d’eaux usées ou de 

boues dans le compartiment anodique, ce qui génère des électrons et donc un courant électrique 

dans un circuit externe. Cependant, les protons générés peuvent entrainer une baisse du pH dans 

le compartiment anodique ce qui nécessite un milieu tamponné ou de travailler en flux continu. 

Les processus bioélectrochimiques vont modifier la composition ionique des compartiments 

anodique et cathodique, en provoquant des excès ou des déficits d’ions, par exemple Na+ ou Cl-

. Ces déséquilibres ioniques sont compensés par des échanges d’ions avec le compartiment 

central.  

Les axes d’amélioration de cette technologie sont similaires à ceux des MFC. 

Cependant, il est également nécessaire d’améliorer les membranes échangeuses d’ions afin 

d’optimiser les processus d’échanges ioniques. Les MDC optimisées permettent aujourd’hui le 

dessalement de l'eau de mer, et d’envisager le dessalement de l'eau saumâtre ou la 

dénitrification des eaux souterraines. 

III. Défis et perspectives 

III.1. Coûts matériels et opérationnels 

Les coûts matériels et opérationnels des MFC est un facteur clé qui conditionne leur 

adoption à large échelle. La construction d'une MFC implique des coûts initiaux liés aux 

matériaux utilisés pour les électrodes, la PEM et le réacteur. De plus, il y a des coûts 

opérationnels liés à l'entretien du système, à la régulation des conditions de fonctionnement et 

à l'apport du substrat. 

Pour optimiser ces coûts, plusieurs stratégies peuvent être envisagées. L'une d'elles est 

le développement de matériaux moins onéreux et plus durables pour les électrodes et la PEM. 

Une autre stratégie est l'amélioration de l'efficacité de la MFC, par exemple en optimisant le 

consortium microbien pour utiliser le moins de substrat possible pour produire une quantité 

donnée d'électricité. 

Enfin, la recherche de sources de substrats peu onéreux voire gratuits comme les déchets 

organiques, pourrait également contribuer à réduire les coûts opérationnels. En somme, 

l’optimisation des coûts et des performances est essentielle pour rendre les MFC 

économiquement viables.  
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III.2. Toxicité des produits 

Certains substrats utilisés dans les MFC peuvent donner lieu à la formation de sous-

produits toxiques. La minéralisation complète du substrat par le micro-organisme est donc 

essentielle pour éviter l'accumulation de ces composés.  

Si la minéralisation complète n'est pas possible, des stratégies d'élimination des sous-

produits toxiques doivent être envisagées. Celles-ci doivent être respectueuses de 

l'environnement, évitant par exemple l'utilisation de produits chimiques agressifs ou la 

production de déchets supplémentaires. Les options pourraient inclure des traitements 

biologiques complémentaires comme l’emploi d’un consortium microbien, dont les différentes 

espèces pourraient se relayer jusqu’à la dégradation complète du substrat. D’autres options, 

pourraient inclure l'adsorption sur des matériaux (respectueux de l'environnement), ou la 

dégradation photochimique. 

La gestion des sous-produits toxiques est un aspect essentiel de l'optimisation des MFC, 

non seulement pour garantir la sécurité environnementale, mais aussi pour respecter les 

réglementations en vigueur sur la gestion des déchets. 

III.3. Performance des électrodes 

La performance des électrodes est un facteur crucial dans le fonctionnement des MFC. 

L'électrode agit en effet comme un lieu d'échange d'électrons entre les micro-organismes et le 

circuit externe. Par conséquent, sa conductivité, sa surface de contact et sa biocompatibilité sont 

autant de facteurs qui peuvent influencer l'efficacité du processus. 

Pour améliorer les performances des électrodes, plusieurs pistes peuvent être explorées. 

Tout d'abord, l’utilisation de matériaux plus conducteurs et résistants à la corrosion pourrait 

permettre d'augmenter la durée de vie des électrodes et leur rendement énergétique. Des 

matériaux comme le graphène ou les nanotubes de carbone ont montré un potentiel intéressant 

dans ce domaine. 

Par ailleurs, l'optimisation de la surface de contact entre l'électrode et les micro-

organismes peut également être envisagée, par exemple en augmentant la porosité de l'électrode 

ou en utilisant des structures en trois dimensions. 

Enfin, l'amélioration de la biocompatibilité de l'électrode peut permettre d'augmenter 

l'adhésion des micro-organismes et d'optimiser le transfert des électrons. Cela peut être réalisé, 

par exemple, en utilisant des revêtements biocompatibles ou en modifiant chimiquement la 

surface de l'électrode. En somme, l'optimisation des électrodes est un enjeu majeur pour 

augmenter les performances des MFC. 

III.4. Performance des PEM 

La PEM est un composant essentiel des MFC, permettant le passage des protons de 

l'anode vers la cathode tout en empêchant le mélange des électrons et des substrats. Ses 

performances peuvent avoir un impact significatif sur l'efficacité globale de la MFC. 

Pour les améliorer, plusieurs approches peuvent être envisagées. D'abord, la recherche 

de matériaux de plus forte conductivité protonique pourrait améliorer l’efficacité de la PEM. 
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Par ailleurs, l'optimisation de son épaisseur et de sa porosité pourrait également être optimisée 

pour favoriser le passage des protons tout en évitant le mélange des substrats. 

Enfin, l'amélioration de la stabilité chimique et thermique de la PEM peut permettre de 

prévenir sa dégradation et de maintenir ses performances dans le temps. Il est également 

important de considérer ses coûts de fabrication et de remplacement pour assurer la viabilité 

économique des MFC. 

En résumé, l'optimisation des performances de la PEM est un enjeu clé pour 

l'amélioration de l'efficacité et de la durabilité des MFC. Ainsi, bien que les divers aspects 

abordés jusqu'ici jouent un rôle indéniable dans le rendement des MFC, la PEM se distingue 

par son importance cruciale dans ces systèmes. Passons maintenant à un examen détaillé de 

cette composante essentielle, en explorant ses caractéristiques, les défis à relever et les axes 

d'optimisation qu'elle présente.  

IV. La membrane échangeuse de protons 

IV.1. Rôle et importance des membranes échangeuses de protons 

IV.1.1. Fonctions principales 

Les membranes échangeuses de protons (ou PEM pour « proton-exchange membrane ») 

sont un des constituants importants des MFC. Dans les MFC à deux compartiments, elles 

séparent les compartiments anodique et cathodique, empêchent le mélange des espèces 

chimiques et donc la formation de produits indésirables, assurent le transfert des protons issus 

de l’oxydation du substrat par le micro-organisme, et permettent le maintien de la neutralité 

électrique et la continuité du circuit électrique [254].   

Plus précisément, la capacité d’une PEM à faciliter le transfert des protons 

(perméabilité) tout en les privilégiant par rapport à d’autres ions (sélectivité), conditionne les 

performances de la PEM, ce qui influence la tension électrique produite par la MFC et par 

conséquent, la puissance générée [164]. Autrement dit, les PEM influencent la résistance 

interne de la MFC, ce qui peut affecter la densité de courant maximale qui peut être générée 

([209] ; [255]). Elle est donc cruciale pour le bilan énergétique global du système.  

Les PEM ont une vulnérabilité au développement bactérien ou fongique sur leur surface. 

Ce phénomène est nommé biofouling. Le biofouling est susceptible d’augmenter la résistance 

interne de la MFC de façon significative et d’affecter ainsi la puissance générée ([209] ; [256]). 

Il constitue un des verrous les plus importants à relever lors de la montée en échelle de tous les 

systèmes à PEM, dont les MFC [257].  

IV.1.2. Critères de sélection et propriétés requises 

Les propriétés que doivent avoir les PEM pour être utilisées en MFC incluent une 

conductivité protonique élevée, une faible perméabilité aux gaz, une certaine résistance 

mécanique, chimique et thermique, et une faible résistance électrique [258]. Les coûts et la 

disponibilité des matériaux sont également des facteurs importants à considérer lors de la 

sélection des PEM [259]. 
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IV.1.3. Conductivité protonique 

La conductivité protonique est la capacité d’une PEM à transporter les protons H+. Une 

conductivité protonique élevée est essentielle pour assurer un transfert efficace des protons 

entre les compartiments anodique et cathodique, ce qui est crucial pour maintenir une efficacité 

énergétique élevée et la continuité du circuit électrique [259].  

IV.1.4. Perméabilité aux gaz 

La perméabilité aux gaz est un autre facteur clé pour les PEM. Elle peut influencer les 

performances des piles à combustible, des électrolyseurs ou des MFC pour plusieurs raisons. 

Une faible perméabilité aux gaz est nécessaire pour minimiser le passage des gaz produits ou 

réactifs, d’un compartiment à l’autre, car elle peut entraîner une réduction de la tension 

électrique et affecter négativement les performances de la MFC [260].  Dans des piles à 

combustibles ou les électrolyseurs, le passage du dihydrogène et du dioxygène peut entrainer 

leur rencontre avec une réaction explosive. Dans les MFC, le dioxygène étant parfois utilisé 

comme oxydant dans le compartiment cathodique, son passage par la PEM peut entrainer une 

réaction avec le substrat [261]. De plus, on peut observer la détérioration prématurée des 

électrodes par réaction avec un perméat indésirable ([262] ; [263]) ou bien la détérioration de 

la PEM par action de radicaux issus de gaz ([262] ; [264] ; [265] ; [266]). La dégradation des 

électrodes, nécessite leur remplacement plus fréquent et donc une augmentation de cout de la 

MFC [267].  

IV.1.5. Résistance mécanique 

La résistance mécanique d’une PEM est un paramètre essentiel qui peut influer les 

propriétés de conduction et de perméation gazeuse. L’usage d’une PEM en milieu aqueux 

entraine une absorption d’eau, et donc une plastification du matériau ainsi qu’un gonflement 

qu’il convient de surveiller et de contrôler [265]. Le gonflement peut être lié aux groupes 

sulfonates, lesquels sont hydrophiles. Ces phénomènes peuvent entrainer une perte des 

propriétés mécaniques [268]. Une PEM doit être assez robuste et résistante aux contraintes 

mécaniques (déformation, contraintes, fissures) occasionnées par des changements de 

température, de l’humidité ou des charges électrochimiques lorsqu’elle est sollicitée [265].  

L’utilisation de polymères à groupes réticulables a été envisagée pour améliorer les 

propriétés mécaniques des PEM (obtenus par polymérisation ou greffage). Des polymères 

perfluorés réticulables ont été ainsi synthétisés, avec des groupes sulfonimide ([269] ; [270]) 

ou bien des groupes sulfonamides avec des esters de fluorure de sulfuryle [271]. Un terpolymère 

avec des groupes sulfonate et des groupes bromés réticulables a été synthétisé par procédé 

radicalaire puis réticulé par procédés thermique et chimique avec un peroxyde et l’isocyanurate 

de triallyle [272]. D’autres groupes réticulables présents sur des polymères ont été étudiés 

comme les sulfonimides [273], sulfone ou nitrile [274]. Différentes méthodes de réticulation 

chimique ont fait l’objet de brevets [275]. Le 3-aminopropyltriethoxysilane peut être utilisé 

comme agent réticulant dans le cas du NafionTM sous forme d’ester de fluorure de sulfuryle 

[276]. Des réactions de greffage de styrène et de divinylbenzène par plasma ont été appliqués 

sur le NafionTM 117 [277]. La réticulation ou le greffage pour améliorer les propriétés 
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mécaniques sont des méthodes assez simples mais les produits employés comme agent 

réticulant peuvent être nocifs voire toxiques.  

Des méthodes thermiques ont été appliquées pour améliorer les propriétés mécaniques 

de PEM. Elles permettent une augmentation du degré de cristallinité et une réduction du volume 

libre [274]. La préparation de membranes par casting à haute température en utilisant des 

solvants à haut point d’ébullition [278] ou par recuit [279] a également été envisagé.  

Les PEM peuvent être renforcées mécaniquement par incorporation de polymère dans 

leur structure. Le poly(tetrafluoroéthylène) (PTFE) est le plus utilisé pour des raisons de 

stabilité, de tenue mécanique et d’affinité dans le cas de PEM perfluorosulfonées ([280] ; 

[281]), par exemple sous forme de feuillets de PTFE expansé ([282] ; [283]). Le renforcement 

par le PTFE a également été envisagé sur d’autres polymères, comme le polystyrène sulfoné 

[284] ou le poly(éther éther cétone) sulfoné (SPEEK) [285]. D’autres polymères peuvent être 

employés pour le renforcement, comme le polysulfone associé à des microfibres de verre [286].  

IV.1.6. Résistance chimique 

La résistance chimique d’une PEM est un autre point important. Dans une pile à 

combustible ou une MFC, ses capacités conductrices, ses propriétés mécaniques et de barrière 

au gaz ne doivent pas être affectées par une espèce chimique présente dans le milieu. Une PEM 

utilisée dans une pile doit résister à l’oxydation et aux réactions chimiques indésirables venant 

des réactifs, hydrogène et oxygène (dans le cas d’une pile à combustible), substrats, médiateurs 

de transfert électronique et ions (dans le cas d’une MFC).   

Une résistance chimique insuffisante peut mener à une usure prématurée de la PEM dans 

ses conditions normales d’utilisation et des coûts supplémentaire d’entretien ou de 

remplacement, mais aussi une perte de performance du système électrochimique dans lequel 

elle opère. L’amélioration de la résistance chimique des PEM est donc un point pour 

l’optimisation des performances et de la durabilité des piles à combustible et des MFC.   

Une PEM peut être particulièrement sensible aux radicaux hydrogène H•, hydroxyle 

OH•, hydroperoxyde OOH• qui peuvent être issus du dioxygène ou du peroxyde d’hydrogène 

([287] ; [288]). Les mécanismes de dégradation chimique des PEM perfluorosulfonées ont été 

décrits [289]. Ils impliquent la transformation du dioxygène en peroxyde d’hydrogène [287], 

lequel peut se décomposer en radicaux OH• ou en OOH•, en particulier en présence de métaux 

de transition [290]. Ces radicaux très réactifs attaquent les extrémités de chaines contenant des 

liaisons carbone – hydrogène. Les conséquences sont un amincissement de la PEM et la 

libération de composés fluorés ([291] ; [292]). Des méthodes de protection des PEM contre 

l’action de radicaux ont été mises au point et décrites dans la littérature [293]. Par exemples, 

des ions cérium et manganèse [294], le système redox ferrocyanure – ferricyanure [295], des 

oxydes de cérium [296], d’étain [297], de zirconium [298], des composés de type éther 

couronne [299], de l’yttrium stabilisé au zirconium [300], de l’alizarine associé au cérium [293], 

du cérium et du chrome fixés sur de la silice [301] ont fait l’objet de recherches, montrant la 

diversité des méthodes utilisables.  
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IV.1.7. Coût et disponibilité 

Enfin, les coûts et la disponibilité des matériaux sont des facteurs critiques pour la mise 

en œuvre à grande échelle des MFC et peuvent limiter leur développement [302]. Par exemples, 

les PEM NafionTM qui sont usuellement utilisées dans les MFC sont commercialisées par peu 

de fournisseurs et leur prix est donc élevé, par exemple la NafionTM 117 a un prix estimé entre 

1400 $ et 2200 $ par mètre carré [303]. La mise au point de PEM abordables et facilement 

accessibles peut contribuer à rendre la technologie des MFC plus compétitive sur le marché de 

l'énergie renouvelable.  

IV.2. Types de membranes échangeuses de protons 

IV.2.1.  Membranes organiques 

IV.2.1.1. Membranes à base de polymères sulfonés 

Le NafionTM est un polymère perfluorosulfonique développé par la société DuPont dans 

les années 1960 [264]. La membrane NafionTM constitue une figure de proue parmi les PEM en 

raison de ses propriétés d’échange ionique performantes [264], en plus de sa bonne stabilité 

thermique et électrique. Il est actuellement un des matériaux les plus utilisés dans les piles à 

combustible et les MFC [254].  

La structure chimique du NafionTM se compose d'une chaîne principale de 

tétrafluoroéthylène (TFE) avec des groupes sulfoniques reliés à des groupes éthers perfluorés 

[304]. Cette structure unique confère au NafionTM une excellente conductivité protonique, une 

résistance chimique et thermique élevée, ainsi qu'une bonne stabilité mécanique ([264] ; [303]). 

La Fig. 2 illustre la formule semi-développée générale du NafionTM [305]. Cependant il existe 

différents types de NafionTM.  

Fig. 2. Formule générale semi-développée du NafionTM : x est la proportion en monomère 

tétrafluoroéthylène (TFE) non substitué (non – polaire), y est la proportion en monomère TFE 

substitué par une chaîne latérale de type éther perfluoré (polaire), z est la longueur de la chaîne 

latérale (polaire) et n est le degré de polymérisation de la chaîne principale [306].  
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Les groupes sulfonates interagissent avec les molécules d’eau du milieu environnant 

(solvant aqueux ou atmosphère humidifiée) et en arrachent des protons, lesquels circulent d’un 

site acide à un autre, par un mécanisme facilité par les molécules d’eau et les liaisons hydrogène 

[264]. Les groupes sulfonates sont hydrophiles alors que le squelette et les ramifications sont 

hydrophobes.  

La structure générale du NafionTM est couramment assimilée à un modèle de réseaux de 

clusters ou de canaux ([307] ; [308]). Ces clusters sont constitués par les groupes sulfonates, et 

sont souvent comparés à des micelles inversées [264], dont le diamètre d’environ 4 nm est fixé 

et maintenu par le squelette et les ramifications de la structure du NafionTM ([307] ; [308]). Des 

interconnexions de 1 nm de diamètre relient ces clusters, favorisant les propriétés de transport 

protonique ([303] ; [264]).  

La fabrication du NafionTM implique généralement un procédé de copolymérisation 

radicalaire du TFE avec un monomère perfluoré contenant un groupe sulfonyl ([264]). Le 

polymère résultant est ensuite converti en une forme acide sulfonique, qui confère la capacité 

d'échange de protons [309]. Les PEM NafionTM peuvent être produites en différentes épaisseurs 

et degrés de sulfonation, ce qui permet de moduler leur conductivité protonique et certaines 

propriétés [310]. Par exemple le NafionTM 117 correspond à un polymère de masse équivalente 

de 1100 g (nombre de grammes de NafionTM sec par mole de groupes d'acide sulfonique lorsque 

le matériau est sous forme acide) et d’épaisseur 0,007 pouces.  

Malgré ses très bonnes performances, le NafionTM présente certains inconvénients, 

notamment son coût élevé et sa sensibilité au biofouling ([303] ; [256]). De plus, sa perméabilité 

aux gaz et son gonflement en présence d’eau peuvent entraîner une diminution des 

performances des MFC [311].  

Des recherches ont été menées pour développer des PEM alternatives qui pourraient 

surmonter ces limitations tout en conservant les avantages du NafionTM. En général, les PEM 

sulfonées sont préparées par sulfonation d’un polymère aromatique préexistant [313]. La 

sulfonation introduit des groupes sulfoniques dans la structure du polymère, ce qui confère une 

conductivité protonique élevée et une bonne stabilité thermique et mécanique [314].  

Parmi ces recherches, on trouve des travaux sur les poly(éthers éther cétones) sulfonées 

([314] ; [315]), les polysulfones [316], les poly(éthersulfones) ([317] ; [318]), les polyimides 

sulfonés ([319] ; [320]), le poly (aryl éther sulfone) sulfoné (SPAES) [321], le poly (phénylène 

sulfone) sulfoné (SPPSU) [322] et le poly (phénylène) sulfoné (SPP) [323], ainsi que sur des 

PEM composites NafionTM – poly(fluorure de vinylidène) [324]. 

Des polymères aliphatiques peuvent également être sulfonés comme poly(vinyl alcool), 

rendus ainsi aptes à la conduction de protons et additionnés de mordenite pour améliorer cette 

capacité [325]. Tous ces polymères ont subi une sulfonation dont le pourcentage influence 

fortement leur conductivité protonique [325]. 

Ces PEM utilisées dans les MFC ont montré des performances élevées, bien qu'elles 

restent généralement inférieures à celles des NafionTM en termes de production d'énergie et de 

durée de vie. Ceci explique la préférence marquée des concepteurs de MFC pour la PEM 

NafionTM, malgré sa susceptibilité au biofouling [326]. Les recherches futures pourraient se 
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concentrer sur l'amélioration des propriétés de ces PEM, notamment en améliorant leur 

résistance chimique et leur stabilité à long terme, par exemple en incorporant des éléments 

inorganiques [327].  

IV.2.1.2.  Autres types de membranes organiques 

Outre les PEM à base de polymères sulfonés, d'autres types de PEM organiques ont été 

envisagées pour leur utilisation dans les MFC. Les PEM à base de polymères cationiques, 

comme ceux porteurs de groupements ammonium quaternaire (QAPS), sont une alternative 

prometteuse en raison de leur faible coût et de leur bonne conductivité ionique [328]. 

Des PEM à base de polymères conducteurs, tels que la polyaniline en association avec 

le NafionTM [329] ont également été étudiées pour leur capacité à transporter les ions tout en 

étant électroconductrices. Cependant, leur conductivité ionique reste généralement inférieure à 

celle des PEM sulfonées, et des recherches supplémentaires sont nécessaires pour améliorer 

leurs performances. 

IV.2.2. Membranes inorganiques 

Les PEM inorganiques ont suscité un intérêt croissant pour les applications MFC en 

raison de leur excellente stabilité thermique et chimique et de leur résistance au biofouling 

[330]. Des PEM inorganiques à base d’oxydes métalliques peuvent fournir de hauts niveaux de 

conductivité protonique [331]. Elles peuvent servir dans des MFC quand elles sont en argile 

naturelles additionnées de goethite [332].  

Toutefois, les PEM inorganiques présentent des défis en termes de fragilité, de difficulté 

de fabrication et de coût qui en résulte [333]. De plus, des transitions de phase peuvent 

compromettre leur stabilité mécanique et leur conductivité [331].  

IV.2.3. Membranes hybrides et composites 

Les PEM hybrides et composites combinent les propriétés des matériaux organiques et 

inorganiques pour améliorer la conductivité protonique, la perméabilité au gaz, la résistance au 

biofouling et les résistances mécanique et chimique ([281] ; [334]). Ces PEM sont généralement 

composées d'une matrice polymère organique renforcée ou modifiée par des charges, qui 

peuvent être des particules inorganiques [334], des réseaux organométalliques [335] ou des 

fibres [336].  

Les charges inorganiques peuvent inclure du dioxyde de zirconium [337], du dioxyde 

de titane [338], de la silice [339], de l’oxyde de graphène [321], de l’imogolite [322]. Le 

polymère NafionTM a déjà été modifié avec l’ajout de sépiolites sulfo-fluorées [340], de 

montmorillonite [341], d’oxyde de tungstène [342] ou encore de dioxyde de cérium [343].  

Les charges ajoutées peuvent parfois écranter ou diluer les groupes sulfonates 

disponibles du NafionTM, ce qui limitent les bénéfices de leur utilisation [344]. Ces PEM ont 

été testées dans des MFC [345]. Les charges, ajoutées pour diminuer la perméabilité aux gaz, 

peuvent avoir un effet négatif sur la conductivité protonique, d’où la nécessité d’utiliser le 

meilleur compromis entre la quantité ajoutée et une bonne dispersion [346], surtout si les 

charges ne sont pas sulfonées. D’autres processus physiques peuvent diminuer ce phénomène, 

comme le recuit thermique [347] et le vieillissement. 
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Les réseaux organométalliques ou MOF (Metal-Organic Frameworks), sont une variété 

de matériaux cristallins hybrides formés par l'assemblage coordonné de ligands organiques 

multidentés comme connecteurs autour de centres métalliques ou d'agrégats de métaux comme 

nœuds. Les MOF ont une structure tridimensionnelle très ordonnée, une porosité intrinsèque et 

une surface spécifique élevée. La diversité des centres métalliques et des ligands organiques 

disponibles permet d’accéder à un large panel de MOF, avec différentes architectures, 

propriétés chimiques, fonctions et applications. Par exemple, le ZIF-8 a servi à servi à améliorer 

la conductivité protonique de PEM à base de poly (4-styrènesulfonate) [348]. Des travaux ont 

permis de diminuer la perméabilité au gaz de PEM NafionTM en plus d’augmenter leur 

conductivité protonique par ajout de charges sulfonées (MIL-101-SO3H) [349].  

Des PEM à base de poly(vinyl alcool) [350] ou en NafionTM [351] ont été renforcées 

par des polymères d’origine naturelle telle que le chitosane phosphorylé. Les propriétés 

mécaniques, conductrices et de biodégradation du NafionTM ont été améliorées par l’ajout de 

nanocristaux de cellulose pour des applications en pile à combustible ou en électrolyseur ([352] 

; [353]). 

Les PEM composites présentent un potentiel prometteur pour surmonter les limitations 

des PEM organiques et inorganiques traditionnelles, bien que des défis subsistent en termes de 

coût et de fabrication [354]. L'utilisation de PEM hybrides et composites dans les MFC est 

encore en cours de développement, et des recherches supplémentaires sont nécessaires pour 

optimiser leur performance et leur compatibilité avec les micro-organismes et les électrodes.  

IV.2.4. Résistance biologique 

La résistance biologique d'une PEM est une considération moins courante dans le 

contexte des piles à combustible, puisque ces systèmes fonctionnent typiquement dans des 

environnements où la présence de micro-organismes est limitée. Cependant, dans certaines 

applications spécifiques, comme les MFC, la résistance biologique devient un facteur 

important. La PEM doit ainsi être capable de résister au biofouling et aux biodégradations, car 

ces derniers pourraient compromettre son intégrité structurelle et ses performances. De plus, la 

résistance biologique est particulièrement pertinente dans les cas d'utilisation des PEM en 

extérieur, à température élevée (inférieure à 40 °C) et en milieu humide et riche en substrats.  

Ainsi, le développement de PEM avec une résistance biologique accrue pourrait s'avérer 

bénéfique pour les MFC.  
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IV.3. Conclusion 

En conclusion, les PEM jouent un rôle essentiel dans diverses applications, notamment 

dans les piles à combustible, les électrolyseurs, et les MFC. Leur principale fonction est 

d'assurer le passage des protons tout en empêchant le mélange des réactifs. Le choix de la PEM 

dépend des applications recherchées. Dans le cas des MFC, elles doivent avoir une bonne 

conductivité protonique, une faible perméabilité aux gaz, une résistance mécanique, chimique 

et thermique adéquate, ainsi qu'une résistance aux milieux biologiques. Il existe différents types 

de PEM mais les PEM organiques à base de polymères sulfonés, sont les plus utilisées en raison 

de leur forte conductivité protonique.  

Des améliorations sont toutefois nécessaires pour augmenter les performances des 

systèmes où les PEM sont utilisées. Dans le cas des MFC, ces améliorations pourraient avoir 

des impacts significatifs sur leur efficacité et leur durabilité, soulignant ainsi l'importance de la 

recherche dans ce domaine. 

Un de ces défis majeurs est de répondre aux phénomènes de "fouling" ou 

d’encrassement de la PEM, qui peut affecter significativement son efficacité et sa durée de vie. 

Ce problème est particulièrement pertinent dans le contexte des MFC où la membrane a un rôle 

important. Dans le chapitre suivant, nous allons approfondir cette problématique, explorer ses 

causes, ses effets sur les performances des MFC et les stratégies potentielles pour le minimiser 

ou le prévenir.  
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CHAPITRE 3. LE FOULING DE MEMBRANES DANS LES PILES MICROBIENNES 

I. Généralités 

 Le fouling, traduisible par « encrassement », est un phénomène complexe et nuisible 

relié au dépôt et à l’accumulation de matières indésirables sur les surfaces d’équipements 

industriels, comme les échangeurs thermiques ([1] ; [2]), les membranes de filtration et les 

membranes échangeuses d’ions [3].  

Le fouling de membrane est un phénomène courant et un problème majeur dans les 

applications industrielles (production d’énergie, industries alimentaire, pétrolière et gazière) et 

environnementales impliquant des systèmes de filtration ou de séparation membranaire, comme 

l’ultrafiltration ([4] ; [5]), la microfiltration ([6] ; [7]), la nanofiltration ([8] ; [9]), l’osmose 

inverse ([10] ; [11]) et la pervaporation ([12] ; [13]).  

Les membranes échangeuses d’ions sont également touchées, impactant certaines 

applications électrochimiques ([14] ; [15]). Le fouling est un phénomène délétère pour les 

performances et la durabilité des piles microbiennes (MFC) ([16] ; [17] ; [3]), des cellules 

d’électrolyse classiques ([18] ; [19]) ou microbiennes ([20] ; [21]), des cellules de dessalement 

microbiennes ([22] ; [23]), et des bioréacteurs à membranes (MBR) utilisés seuls ([24] ; [25]), 

couplés à une MFC ([26] ; [27]) ou à une cellule d’électrolyse microbienne ([28] ; [29]).  

Les membranes échangeuses de cations ([30] ; [22] ; [31]), de protons [32], d’anions 

([33] ; [23] ; [18]) ainsi que les cathodes pour les piles microbiennes ([34] ; [35]) sont des 

éléments particulièrement vulnérables. 

 Le fouling existe sous trois grandes formes : le fouling physique, le fouling chimique ou 

le fouling biologique, aussi nommé « biofouling ».  

Le fouling physique correspond à un dépôt de particules solides sur une surface. Il est 

favorisé par des forces physiques comme la gravité, la convection, l’hétérogénéité des flux, les 

forces de Van der Waals ou les liaisons hydrogène ou ioniques. Les particules peuvent être 

entrainées par un flux de fluide les apportant et les déposant par floculation ou coagulation. Ce 

type de fouling peut être évité avec des techniques d’ingénierie appropriées, par exemple en 

optimisant les débits ou en utilisant des surfaces antiadhésives.  

Le fouling chimique désigne un dépôt dû à des réactions chimiques ou à des 

changements d’état. Le fouling de précipitation correspond à la cristallisation de sels [36], 

d’oxydes [37] ou d’hydroxydes de solutions aqueuses [38] qui ont atteint leur concentration de 

saturation. Le fouling de corrosion concerne la formation d’une couche d’oxyde ou 

d’oxyhydroxyde à la suite d’une attaque de la surface par un composé (dioxygène) plus oxydant 

que le substrat constituant cette surface. Le fouling de réaction chimique survient à la suite 

d’une auto-oxydation, une polymérisation ou une décomposition thermique qui donne un ou 

plusieurs produits insolubles [39]. Enfin, le fouling de solidification correspond à la 

solidification d’un composant d’un fluide, comme une cire d’un mélange d’hydrocarbures [40].  

Le fouling biologique, aussi nommé biofouling, correspond au dépôt sur une surface, 

d’organismes vivants ou morts et de toutes molécules produites par eux, comme des 

exopolysaccharides [41]. Ces organismes peuvent être des animaux [42], des plantes, des 
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micro-organismes comme des microalgues [43], des bactéries [44] ou des champignons [45]. 

Certains micro-organismes étant électroactifs, leur dépôt peut favoriser la corrosion des 

surfaces, créant un croisement entre fouling chimique et biologique [46]. Le biofouling peut 

survenir partout où l’eau est présente, en particulier sur des surfaces immergées, par exemple 

les coques des bateaux. Un deuxième lieu propice est le milieu hospitalier, où le biofouling par 

des souches pathogènes bactériennes et/ou fongiques occasionne la survenue de maladies 

nosocomiales [47] souvent fatale sur des sujets affaiblis. Cela constitue un véritable problème 

de santé publique entraînant de nombreuses mesures dont la mise au point de surfaces inhibant 

le biofouling [48]. Enfin, la présence de biofouling dans l’industrie agro-alimentaire ou en 

cuisine est à éviter pour prévenir la survenue d’intoxication alimentaire [49].  

Les piles microbiennes sont particulièrement vulnérables car leur production électrique 

repose sur la présence d’un biofilm (positif) sur l’anode et/ou la cathode [50]. Les MFC à double 

compartiments possèdent une membrane échangeuse de protons (PEM) qui sépare le 

compartiment anodique et le compartiment cathodique afin d’assurer le transfert des protons, 

en particulier [51]. Cette membrane présente une susceptibilité au biofouling, lequel est souvent 

dû à la migration des micro-organismes présents sur le biofilm des électrodes [26].  

Le biofouling dans les MFC est dû à des micro-organismes se développant à des endroits 

inappropriés, sous forme de biofilms (négatifs) qui répondent à leurs propres définitions, 

mécanismes, causes, conséquences et recherches de résolutions. Ayant rencontré ce problème 

lors de nos expériences, nous avons fait un état de l’art des techniques mises en œuvre pour le 

limiter.  

I.1. Définition 

 Le biofouling est caractérisé par une croissance indésirable et généralement nuisible de 

bactéries ou de champignons, en particulier sur des surfaces immergées ou humides. En se 

développant, les micro-organismes forment une couche biologique nommée « biofilm », qui 

peut conduire à l’altération de la fonctionnalité et de l’efficacité de systèmes, comme les 

dispositifs médicaux et les piles microbiennes. 

 Un biofilm est constitué d’une communauté de micro-organismes homogènes [52] ou 

non ([53] ; [54]), intégrés dans une matrice de polysaccharides extracellulaires qu’ils produisent 

[55]. Cette matrice fournit une protection aux micro-organismes contre les environnements 

hostiles tout en facilitant leur communication et leur coopération [56]. Un biofilm peut être 

particulièrement résistant aux défenses immunitaires de l’hôte [57] et aux traitements 

antibiotiques [58] ou antifongiques [59].  

 Les bactéries sont des organismes unicellulaires et procaryotes se trouvant partout sur 

Terre y compris dans des conditions extrêmes comme la chaleur, le froid ou la forte salinité 

[60]. Les bactéries peuvent créer des biofilms en raison de leur capacité à adhérer aux surfaces 

[61] et à excréter des substances assurant cohésion et structure au biofilm.  

 Les champignons sont des organismes eucaryotes, unicellulaires pour les levures, et 

multicellulaire pour les moisissures, les ascomycètes et les basidiomycètes [62]. Les 

champignons peuvent aussi former des biofilms, bien que leur mode d’action diffère de celui 

des bactéries, par leur capacité d’adhésion aux surfaces et celle de créer un biofilm stable [63].  
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 La connaissance du mécanisme de formation du biofilm permet de connaitre ses causes 

et de proposer des stratégies de lutte pour prévenir et limiter ses conséquences, en particulier 

dans le cas des MFC.  

I.2. Mécanismes 

La formation d'un biofilm bactérien ou fongique est un processus complexe qui se 

déroule généralement en cinq étapes principales : 

La première étape se nomme « attachement initial » et se fait par adsorption sur un 

support. Elle se produit lorsque des bactéries [64] ou des champignons sous forme planctonique 

[63], commencent à adhérer sur une surface propice à leur développement. Cette adhésion peut 

être influencée par des facteurs physiques, chimiques ou environnementaux, ainsi que par les 

caractéristiques intrinsèques des micro-organismes et de la surface. Ainsi, les interactions 

hydrophobes, de Van der Waals et électrostatiques jouent un rôle prépondérant ([65] ; [66]).  

Après l'attachement initial, les bactéries commencent à produire des substances 

extracellulaires adhésives, telles que des polysaccharides, des protéines et de l'ADN, qui les 

aident à se fixer de manière irréversible à la surface. Ce stade est parfois dicté par des protéines 

chaperonnes, comme par exemple chez P. aeruginosa [67]. À ce moment, les bactéries peuvent 

également commencer à communiquer entre elles par un processus appelé "quorum sensing", 

qui leur permet de coordonner leur comportement et de signaler une agression extérieure ([68] ; 

[69] ; [70]).  

Une fois fermement attachées, les bactéries ou les champignons commencent à se 

diviser et à se multiplier, formant une micro-colonie. La matrice extracellulaire continue de se 

développer, encapsulant les bactéries ou les champignons ce qui permet de structurer et de 

stabiliser le biofilm. 

À mesure que la micro-colonie grandit, le biofilm se développe en une structure 

tridimensionnelle complexe, avec des canaux d'eau qui permettent la circulation des nutriments 

et l'élimination des déchets. À ce stade, le biofilm peut abriter divers types de bactéries ou de 

champignons, pouvant également présenter une diversité génétique [71]. Les biofilms 

présentent souvent en leur sein des gradients d’oxygène, de nutriments ou de rejets. Les micro-

organismes peuvent privilégier certains endroits au sein de ces gradients suivant leurs besoins 

[71]. Pour les champignons, certains auteurs distinguent une étape de prématuration où des 

filaments commencent à être créés [63]. 

La dernière étape est une étape de dispersion des micro-organismes. Ils peuvent alors se 

détacher du biofilm et retourner à l’état planctonique, ce qui leur permet de se déplacer vers de 

nouvelles surfaces et former de nouveaux biofilms ([72] ; [65]). Ce processus peut être 

déclenché par divers facteurs, tels que des changements environnementaux, l'épuisement des 

nutriments, la dégradation de la matrice, la production de tensioactifs et la lyse cellulaire [73].  

Les biofilms de champignons filamenteux, tel que les ascomycètes dont fait partie T. 

harzianum, ont été étudiés en détail uniquement pour Aspergillus fumigatus ([74] ; [75]). Ils 

présentent néanmoins certaines spécificités ([76] ; [77]), comme une croissance apicale 

(comme les branches d’un arbre) ou une sécrétion d’enzymes extracellulaires ([78] ; [77]).  
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Les champignons ont plusieurs moyens pour coloniser les surfaces, avec leurs spores, 

leurs sporanges ou leurs hyphes [79]. Ils peuvent produire des mycotoxines [80], certaines étant 

cancérogènes pour l’humain [81]. Aujourd’hui, il n’y a pas de méthode fiable pour quantifier 

les biofilms des champignons filamenteux [82].  

I.3. Causes 

 La formation d’un biofilm est attribuable à de nombreux facteurs pouvant être physico-

chimiques, environnementales et génétiques.  

 Parmi les facteurs physico-chimiques, la rugosité des surfaces favorise la présence 

microbienne en raison de la diminution des forces de cisaillement et de l’augmentation de la 

surface disponible à l’adhésion [83]. L’hydrophobicité ou l’apolarité des surfaces, comme le 

Téflon, joue un rôle favorisant contrairement aux surfaces hydrophiles ([84] ; [85] ; [86]). Des 

modifications de la surface peuvent également apparaitre avant la formation du biofilm, avec 

l’apparition d’un film d’éléments nutritifs, contenant de l’albumine, des lysozymes, des 

glycoprotéines, des phosphoprotéines ou des lipides. Pour les biomatériaux, il peut s’agir de 

sang, de larmes, d’urine, de salive, de fluides interstitiels ou de sécrétions respiratoires [84]. 

[87].  

Quand le milieu de suspension est soumis à un régime d’écoulement, il existe une 

couche limite hydrodynamique entre le centre du flux et les bords en contact avec le matériau 

([88] ; [89]). Quand la vitesse augmente, cette couche s’affine et les micro-organismes ont plus 

de facilité à transiter au travers pour se déposer sur le matériau. Quand la vitesse impose des 

forces de cisaillements trop importantes, les micro-organismes sont détachés de la surface avant 

qu’ils n’aient pu former un biofilm [90]. C’est d’ailleurs une des stratégies antibiofilms 

possibles, en jouant sur les forces de cisaillement aux parois. 

Les caractéristiques du milieu environnant jouent également un rôle. Le pH, la quantité 

de nutriment [91], sa tension de surface, la force ionique et la température influent sur 

l’attachement du substrat ([88] ; [89]). La formation de biofilms en milieu naturel varie selon 

les saisons ([92] ; [83]). L’écrantage de charges négatives d’une surface par des cations peut 

favoriser l’attachement de Pseudomonas fluorescens [93]. La rareté en dioxygène peut pousser 

certaines bactéries ou champignons à former des biofilms pour survivre [71].  

Les gènes des micro-organismes jouent aussi un rôle. Ils permettent aux micro-

organismes de produire les protéines nécessaires à l’adhésion et les exopolysaccharides, et 

gouvernent les besoins nutritifs et le quorum sensing [94]. Ces facteurs génétiques expliquent 

la diversité des biofilms et de leur mode de formation, et leurs différentes capacités de résistance 

face à l’environnement.  

Ces facteurs concernent également les biofilms fongiques. Les champignons peuvent 

former facilement des biofilms en réponse à un stress, comme après une exposition à des 

antifongiques ou après un choc osmotique [95]. Leurs biofilms peuvent être plus résistants que 

leurs homologues bactériens, d’où une éradication particulièrement difficile ([96] ; [97]).  

 



Page 113 sur 224 
 

I.4. Conséquences 

 Une fois présent, un biofilm bactérien ou fongique peut avoir de multiples conséquences 

nuisibles en santé humaine, pour l’environnement, l’industrie, et pour les MFC.  

 Dans le domaine la santé, les biofilms provoquent souvent des infections persistantes, 

en raison de leur résistance accrue aux antibiotiques et antifongiques, rendant l’élimination des 

bactéries et des champignons compliquées [98]. De nombreux biomatériaux peuvent accueillir 

un biofilm, comme les cathéters, les prothèses ou les implants, avec pour conséquences des 

infections nosocomiales graves ([88] ; [89]). La bronchopneumopathie obstructive chronique, 

la fibrose kystique ou la mucoviscidose sont souvent liés à la survenue de biofilms dans les 

voies respiratoires, par exemple avec P. aeruginosa ([99] ; [100] ; [101]).  

Les biofilms contribuent à la dégradation de l’environnement. Ils sont, entre autres, 

responsables de la biodéterioration des monuments et des œuvres d’arts en pierre [102], des 

peintures rupestres sous le nom de « maladie verte » [103], de la dégradation des boiseries et 

des charpentes des maisons (mérule).  

 Dans l’industrie, les biofilms peuvent causer ou accélérer la corrosion de tuyaux, de 

pipelines et de réservoirs [104], la contamination de produits alimentaires [105] et réduire 

l’efficacité des système employés pour traiter les eaux.  

 Dans le cas des MFC, bien qu’ils soient utiles sur l’anode et/ou sur la cathode pour 

produire un courant, les biofilms peuvent nuire aux performances en s’installant sur la PEM ou 

sur la cathode [106]. Sur la cathode, le biofilm peut provoquer un vieillissement prématuré et 

perturber l’accès du dioxygène aux électrons [35]. Sur la membrane, un biofilm peut colmater 

les points de passage des protons en formant un « gâteau » [107] et ralentir leur transfert [108]. 

Ce phénomène entraine une augmentation de la résistance de la membrane [16], menant à la 

détérioration prématurée de ses performances [109] et la nécessité de son remplacement, 

augmentant ainsi le coût d’entretien de la MFC [32]. Le biofouling est pour ces raisons une des 

plus grandes problématiques empêchant la montée en échelle aujourd’hui des MFC ([106] ; 

[107]).  

II. Stratégies contre le fouling des membranes 

II.1. Méthodes physiques 

II.1.1. Utilisation d’ultrasons 

 Le recours aux ultrasons peut permettre de perturber la formation d’un biofilm, 

notamment par l’intermédiaire de phénomènes de cavitation (formation et effondrement de 

bulles dans un liquide) et de microcourants [110]. Les ultrasons ont été utilisés pour éliminer 

des biofilms marins ou alimentaires ([111] ; [112]), mais aussi sur des membranes polymères 

([113] ; [114]). Néanmoins, les paramètres doivent être soigneusement contrôler pour éviter 

leur endommagement.  
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II.1.2. Backwashing ou rétro-lavage 

 Cette méthode consiste à inverser le flux de liquide à travers la membrane par rapport à 

son sens habituel [115], le biofilm accumulé peut alors se détacher. Toutefois cette technique 

est consommatrice d’énergie [116], ne peut pas être utilisée pendant le processus de filtration 

et est impossible à appliquer sur les membranes PEM qui sont denses.  

II.1.3. Optimisation des conditions hydrodynamiques 

 Le contrôle des paramètres d’écoulement peut influencer la formation de biofilms [117]. 

Un flux rapide tend à inhiber leur formation [118], tandis qu’une forte turbulence les favorise 

[119]. Un changement d’un de ces paramètres peut rapidement avoir un effet sur la formation 

ou l’inhibition des biofilms [119].  

II.1.4. Champ électrique 

 L’utilisation de membranes conductrices a été étudiée [120], pour apporter un effet 

antibiofilm [121]. Le courant électrique peut induire des changements locaux de pH et une 

production de peroxyde d’hydrogène [120]. Il peut toutefois endommager les biofilms positifs 

des MFC.  

II.2. Méthodes biologiques 

II.2.1. Inhibition du quorum sensing 

Les micro-organismes utilisent le quorum sensing pour communiquer avec leur 

communauté, et coordonner leurs actions et leur défense contre des agressions extérieures 

[123]. Ce phénomène est rendu possible par la production et la détection de petites molécules 

nommées « auto-inducteurs » [123]. Ces molécules jouent un rôle important dans la formation 

et le maintien du biofilm. L’étude d’un biofilm présent sur les membranes d’osmose inverse, a 

montré que 60 % des bactéries produisaient ce type de molécules [124], comme le N-

acylhomosérine lactone (AHL) [125] ou l’auto-inducteur 2 (AI-2) [126]. L’inhibition de ces 

auto-inducteurs peut être une piste d’approche biochimique intéressante pour lutter contre la 

formation de biofilms [127]. Cette méthode a été appliquée en utilisant de 2(5-H) furanone 

[128] ou du 4-hydroxy-3-methoxybenzaldéhyde sur Aeromonas hydrophilia [129] ou l’Acylase 

I [130] sur Agrobacterium tumefaciens.  

II.2.2. Utilisation de compétiteurs 

L’usage de bactériophages (virus) peut inhiber la formation de biofilm en infectant les 

bactéries susceptibles d’en produire ([131] ; [132]). Ce sujet fait l’objet de nombreuses 

recherches [133]. Si plusieurs espèces de bactéries sont présentes, plusieurs espèces de 

bactériophages peuvent être nécessaires [134]. Cela peut constituer un obstacle à leur utilisation 

à une large échelle. Dans le cas des MFC, les bactériophages pourraient s’attaquer au biofilm 

positif présent sur l’anode.  
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II.3. Méthodes Chimiques 

II.3.1. Prétraitement du milieu environnant  

II.3.1.1. Action du monoxyde d’azote (NO) 

Le monoxyde d’azote (NO) a un effet sur la phase d’adhésion du biofilm sur la surface 

et peut réguler sa dispersion [123]. Il peut être efficace contre les biofilms de nombreuses 

bactéries [135], dont celui de P. aeruginosa [136]. Toutefois, il est peu soluble dans l’eau et est 

facilement oxydé ce qui limite son efficacité [137]. NO peut être apporté par des molécules 

précurseurs comme le nitroprussiate de sodium [138]. Des travaux plus récents ont été effectués 

en revêtant une surface par un polymère hydrophobe libérant NO, recouvert d’un polymère 

hydrophile inhibant l’adhésion microbienne [139] ou bien en recouvrant du silicone par un 

liquide ionique à base d’ammonium quaternaire [140], permettant dans les deux cas une 

libération de NO.  

II.3.1.2. Action du chlore 

Le chlore est employé comme désinfectant et comme traitement de l’eau sous sa forme 

dichlore ou hypochlorite ([141] ; [123]). Il peut être utilisé sur les membranes mais elles y sont 

souvent vulnérables [142]. Le dioxyde de chlore est une forme intéressante à utiliser pour son 

efficacité et sa tolérance envers les membranes [123]. Les chloramines, plus stables que le 

chlore libre, peuvent engendrer la formation de résidus post-désinfection cancérogènes 

probables [123].  

II.3.1.3. Action de l’ozone 

L’ozone est un autre oxydant connu, pouvant aussi servir pour la désinfection et le 

traitement de l’eau car il peut agir contre les bactéries et les virus [123]. Il peut être efficace 

contre des biofilms de Staphylococcus aureus et P. aeruginosa [143]. Il doit être produit in-situ 

puisqu’il est instable. De plus, il peut engendrer la formation d’ions bromates dans les eaux 

traitées, qui sont probablement cancérogènes [144].  

II.3.1.4. Autres produits oxydants 

Le ferrate de potassium est un oxydant très fort, utilisé comme alternative au chlore 

[145] et ne produit pas de résidus de post-désinfection cancérogènes [146]. L’iode sous forme 

de povidone iodée [147], le peroxyde d’hydrogène [148] ou l’acide peracétique [149] sont des 

alternatives possibles. Cependant, ces molécules sont susceptibles d’oxyder les membranes 

avec pour conséquence un vieillissement prématuré [123]. Le bisulfite de sodium est parfois 

utilisé [150].  

II.3.1.5. Autres produits non-oxydants 

Le formaldéhyde [151], le glutaraldéhyde [152] ou des ammoniums quaternaires [153] 

peuvent être utilisés pour le traitement des eaux, mais peuvent provoquer des phénomènes de 

résistance [152], en plus d’être toxique pour la santé et l’environnement. 
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II.3.2. Traitement de la surface des membranes 

II.3.2.1. Revêtement à base de polyaniline 

La polyaniline (PANI) est un polymère conducteur comportant dans sa structure des 

unités réduites et oxydées permettant des transferts de charges. Elle possède des propriétés 

anticorrosion exploitées dans des applications marines [154]. Elle possède également des 

propriétés antifouling en raison de son activité redox et de ses groupes ammonium, qui 

provoquent un stress oxydatif chez les bactéries conduisant à leur lyse [155]. Cependant, son 

efficacité est limitée quand le pH du milieu est supérieur à 3 [156].  

Le revêtement par des dérivés de PANI permet de dépasser cette limitation. Les dérivés 

organiques bromés se révèlent efficaces [156]. Les composites PANI/graphène ont de 

meilleures propriétés mécaniques, anticorrosion [157], antifouling [158]. Les composites 

PANI/oxyde de graphène et PANI/époxy ont aussi de bonnes propriétés antifouling ([159] ; 

[160]). Le poly(m-aminophénol) synthétisé et incorporé dans un époxy [161] a montré un effet 

antifouling prometteur.  

II.3.2.2. Revêtement cuivre – carbone amorphe 

 Le carbone amorphe est un allotrope du carbone possédant un long ordre cristallin et 

des propriétés anticorrosion [162]. Le cuivre ayant des propriétés antimicrobiennes connues 

([163] ; [164]), son utilisation peut apporter à un revêtement des propriétés antifouling. Ainsi, 

l’association des deux a montré des performances prometteuses contre la corrosion et le fouling 

([165] ; [166] ; [167]). Cependant, des recherches sont encore nécessaires pour déterminer le 

risque environnemental de ce type revêtement [155] du fait de la toxicité connue du cuivre 

([168] ; [169]).  

II.3.2.3. Revêtement par polymères hydrophiles 

Ces revêtements, constitués par exemple de poly(éthylène glycol) (PEG) ou 

d’hydrogels, forment une pellicule hydratée entre la surface et le milieu environnant, empêchant 

ainsi les micro-organismes de s’accrocher [168]. En revanche, le fouling progressif par des 

dépôts inorganiques amenuise leur efficacité dans le temps [170].  

Les hydrogels sont des réseaux de polymères hydrophiles riches en eau [168]. Ils sont 

non-toxiques, élastiques et empêchent la phase d’adhésion irréversible ([171] ; [172]). Les 

performances mécaniques et rhéologiques des hydrogels ont été améliorées avec des nano-

argiles [173], et leur propriétés antifouling en associant les nano-argiles à du carboxybétaine 

méthacrylamide et du 2-hydroxyéthylméthacrylate [173].  

Les polymères zwitterioniques, comprenant des charges positives et négatives 

produisent des liaisons plus fortes avec l’eau que les matériaux hydrophiles sans charge [174]. 

Le poly(4-(2-sulfoethyl)-1-(4-vinylbenzyl) pyridinium betaine) a ainsi été greffé sur une 

surface de polyamide pour lui apporter des propriétés antifouling ([175] ; [176]).  

 Les nanocomposites hyperbranchés avec des extrémités hydrophiles ont beaucoup été 

étudiés [168]. La diversité des groupements terminaux permet d’accéder à des propriétés 

ajustables (solubilité, viscosité, densité du greffage) [177]. Pour apporter des propriétés 
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antifouling, il est possible d’y intégrer des nanoparticules d’argent ([177] ; [178]) ou de dioxyde 

de titane [179].  

II.3.2.4. Revêtement par des polymères amphiphiles 

 L’objectif de ces revêtements est de combiner les avantages respectifs des revêtements 

hydrophiles et hydrophobe [180]. Un polyacrylate amphiphile a été synthétisé avec des 

groupements fluorés et silanisés, avec une quantité de groupements fluorés ajustée pour 

améliorer les propriétés antifouling et anticorrosives [181]. Une laque naturelle a été modifiée 

avec des polysiloxanes hyperbranchés à extrémités amines et avec des télomères amphiphiles à 

extrémités silanes, pour lui donner des propriétés antifouling et anticorrosive [182]. Les poly(3-

hydroxyalkanoate) (PHA) qui sont des polymères amphiphiles, ont également montré des 

propriétés antifouling [183]. Des membranes amphiphiles ont été préparées par un revêtement 

de polydopamine sur un support en polysulfone microporeux, suivi par un greffage de N, N – 

diméthyle éthylènediamine avec des propriétés antifouling [184].  

II.3.2.5. Greffage 

 Il est possible de former des « polymères brosses » en greffant un polymère sur un 

substrat, ce qui peut donner à ce dernier des propriétés antifouling [185]. Il existe la technique 

« grafting to » (greffage de chaînes déjà polymérisées) et « grafting from » (greffage de 

monomère ou de prépolymère suivi de la polymérisation). Une surface en poly [N-(2-

hydroxypropyle) méthacrylamide] a été greffé [186] par ces deux techniques, lui permettant 

d’améliorer ses propriétés antifouling. Le greffage d’un polymère, non spécifié par les auteurs 

mais de type sulfoxyde hautement hydrophile, sur du verre a permis d’inhiber l’adhésion de 

protéines et de micro-organismes [187]. Un copolymère contenant des unités [2-

(méthacryloyloxy)éthyle] triméthylammonium et méthacrylate de sulfopropyle a été greffé par 

plasma sur une surface de PVDF pour lui donner des propriétés antifouling [188]. Il est 

également possible de greffer du PEG sur une surface en poly (éther éther cétone) par irradiation 

UV [182].  

II.3.2.6. Revêtement contenant des charges inorganiques 

L’ajout de charges inorganiques, ou en complément d’une autre technique citée 

précédemment, peut améliorer les propriétés antifouling des membranes et l’efficacité des 

autres techniques prises indépendamment [123]. Le dioxyde de titane [189], l’alumine [190], le 

dioxyde de zirconium [191], la silice [192] sont des exemples de charges inorganiques qui ont 

été utilisées. Un rayonnement UV peut améliorer l’effet du dioxyde de titane [193]. Il faut 

toutefois surveiller l’éventuelle libération des charges au cours du temps, qui peut provoquer 

une pollution du milieu environnant.  

II.3.2.7. Revêtement par agents antimicrobiens 

 L’ajout de polymères antimicrobiens [194], de poly(oxyde d’éthylène) [195], de 

chitosane [196], de cuivre [197], d’argent [198] ou de nanoparticules d’argent [199] sont des 

pistes explorées pour conférer des propriétés antimicrobiennes aux matériaux.  
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 Les nanoparticules d’argent sont efficaces pour inhiber la croissance et l’activité de 

nombreux micro-organismes [200] y compris les champignons ([201] ; [202]). Les 

nanoparticules de cuivre ont également montré une efficacité contre des champignons ([203] ; 

[204]).  

Plusieurs travaux concernant T. harzianum ont montré une certaine résistance de sa part 

vis-à-vis des ions argent et cuivre ([205] ; [206]). De plus, il peut être utilisé pour synthétiser 

des nanoparticules d’argent ([207] ; [208]) ou de cuivre ([209] ; [210]). Cependant, sa résistance 

montre des limites, avec une inhibition de croissance apparaissant progressivement à mesure 

que la concentration en argent [211] ou en cuivre ([212] ; [213]) augmente.  

Mahdizadeh et al. ont montré que la croissance de T. harzianum était inhibée de 80%, 

84%, 90% au bout de 5 jours, par des nanoparticules d’argent en concentrations respectives de 

6, 8 et 10 ppm. L’inhibition était totale au-delà de 12 ppm [211]. Une autre expérience avec des 

nanoparticules d’argent a montré que la croissance de T. harzianum était inhibée au bout de 6 

jours de 29%, 67% et de 73% en présence de nanoparticules d’argent aux concentrations 

respectives de 50, 100 et 200 ppm. [214]. Ces résultats ont été confirmés par Gavanji et al. 

[215]. Un revêtement contenant des nanoparticules d’argent dans des MOF s’est révélé 

également efficace contre T. harzianum [216].  

L’effet du cuivre à différentes concentrations a été évalué sur la croissance de T. 

harzianum en suspension. Une concentration de 240 mg L-1 a inhibé respectivement de 79% et 

de 100% la croissance des souches « SZMC 20660 » et « SZMC 20969 » au bout de 96 heures 

[213], montrant ainsi la vulnérabilité de T. harzianum au cuivre. Plus généralement, la tolérance 

de Trichoderma spp. est variable selon la souche [206].  

Les nanoparticules suscitent un intérêt croissant [217]. Des voies de synthèse « vertes » 

existent pour les nanoparticules d’argent [218] et de cuivre [219] impliquant des bactéries, des 

champignons, des algues et des plantes. Ces voies de synthèse ont pour avantages l’usage de 

produits non toxique, un coût financier et énergétique relativement faible [220]. La réduction 

des ions cuivre et argent en particules par l’acide ascorbique constitue également une alternative 

verte, relativement simple à mettre en œuvre et peu toxique ([221] ; [21]).  

II.3.3. Revêtement en polydopamine 

II.3.3.1. Introduction 

Comme nous venons de le voir les revêtements utilisant les nanoparticules d’argent ou 

de cuivre sont intéressants à utiliser pour leur actions biocides contre les bactéries et les 

champignons filamenteux. Ces revêtements peuvent être associé à la polydopamine car elle est 

connue pour adhérer facilement sur les surfaces tout en inhibant l’adhésion des micro-

organismes. De plus, la polydopamine, par ses groupes catéchols, peut facilement immobiliser 

des biomolécules contenant des amines primaires ou des thiols.  

Le processus par lequel la polydopamine adhère sur une surface en milieu aqueux se fait 

en milieu alcalin, par auto-polymérisation de la dopamine. Cependant, le mécanisme exact reste 

inconnu. Comprendre ce phénomène pourrait permettre de mieux maîtriser l’application de ces 

revêtements sur différents matériaux comme les polymères, les métaux ou les céramiques.  
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II.3.3.2. Dopamine et polydopamine 

Une première méthode de polymérisation de la dopamine a été proposée, permettant de 

former des revêtements minces, adhérents et potentiellement multifonctionnels à la surface de 

matériaux organiques ou inorganiques, par simple trempage [222]. Depuis, cette méthode a 

permis développement de nombreux nanomatériaux. 

Plus récemment, des nanoparticules de polydopamine ont été synthétisées en utilisant la 

laccase, une enzyme redox présente dans certains champignons dont T. harzianum, comme 

catalyseur [223]. L'ajout d'additifs permet de leur apporter de nouvelles propriétés comme la 

fluorescence [224], la photothermie [225], la faculté à piéger les ions métalliques [226] et 

d'influer sur les liaisons cations – cycles aromatiques [227]. 

La structure de la polydopamine fait toujours l'objet de débats. On pense qu'elle est 

composée d'unités dihydroxyindole, d'indolédione et de dopamine non cyclisée, toutes reliées 

de manière covalente ([228] ; [229]). Des travaux confirment la présence de ces unités et 

suggèrent qu'elles peuvent également être liées par leurs cycles aromatiques, ce qui laisse 

supposer une coexistence de différents degrés d'insaturation [230]. Les voies de polymérisation 

et les structures de la polydopamine sont très diverses (linéaires, ramifiées, enchaînements de 

monomères, réticulation) [231]. Il a été aussi révélé que ce sont les fonctions amines qui 

apportent les propriétés adhésives et filmogènes à la polydopamine [232]. La formation d’un 

film de polydopamine implique une simultanéité entre le processus de condensation 

intermoléculaire amine-quinone et le dépôt du film. Ce dépôt s’accélère avec l’augmentation 

de la concentration en oxydant formant les quinones et la concentration en dopamine. Le dépôt 

est impossible avec des concentrations en dessous de 1mM [233].  

D’autre études ont analysé les mécanismes d'adhésion les plus probables et les 

propriétés physico-chimiques des films, et ont reporté les applications possibles de la 

polydopamine ([234] ; [235]). Par exemple, les groupes catéchols de la polydopamine sous 

forme de film peuvent réduire les ions de métaux précieux (Ag+, Au3+) en nanoparticules 

métalliques et les immobiliser, empêchant leur libération [236].  

II.3.3.3. Nanoparticules et nanorevêtements de polydopamine  

Les nanoparticules polydopamine sont utilisées dans divers domaines, notamment en 

chimiothérapie, pour convertir la lumière en chaleur [237] et en théranostique (détection et 

traitement simultané de cancer) [238].  Elles sont également utilisées en ingénierie tissulaire 

notamment pour la reconstruction osseuse [239], et dans des biosenseurs pour la détection de 

molécules comme le glutathion [240], les microARN [241] et l'acide ascorbique [242]. 

Initialement, les nanorevêtements de polydopamine ont été conçus pour accroître la 

mucopénétration (pénétration dans le mucus, utile pour les traitements contre des maladies 

comme la mucoviscidose) et l'absorption cellulaire de nanoparticules vectorisant des 

médicaments [243]. Il a également été découvert, par imagerie AFM, que la polydopamine 

pouvait diminuer les interactions entre les surfaces et les protéines, réduisant ainsi le risque de 

biofouling [244].  
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Les revêtements en polydopamine se caractérisent par une grande hydrophilie, une 

excellente durabilité dans des conditions physiologiques, une forte biocompatibilité et une 

facilité à être fonctionnalisé. Par conséquent, ils sont de bons candidats pour l'ingénierie 

tissulaire [245], pour faciliter l'ostéogenèse [246] et la régénération tissulaire.  

II.3.3.4. Propriétés antimicrobiennes 

La polydopamine est connue pour ses effets antibactériens et antifongiques. Elle 

présente des propriétés redox car elle peut agir comme agent oxydant ou antioxydant, selon les 

conditions. Elle peut absorber ou donner des électrons et peut capturer des radicaux ou libérer 

des espèces réactives de l'oxygène (radicaux libres, ions oxygénés, peroxydes). Ceci pourrait 

expliquer ses propriétés antimicrobiennes ([247] ; [248]). La chimie de la polydopamine 

implique deux transferts d'électrons entre des structures quinone (état oxydé) et hydroquinone 

(état réduit). Les groupes catéchols (hydroxyle) de la polydopamine peuvent donner des 

électrons aux molécules de dioxygène, produisant ainsi du peroxyde d'hydrogène. Ce dernier 

peut ensuite donner un radical hydroxyle, qui est un inhibiteur de la chaîne respiratoire des 

micro-organismes. Il apporte ainsi une activité antibactérienne localisée et instantanée. Ces 

propriétés peuvent être influencées par les ions métalliques et une irradiation dans le domaine 

infrarouge proche. 

  Une partie oxydée de la polydopamine induit la libération de fragments de quinone, 

augmentant la possibilité de liaison avec d'autres biomolécules pour accroître l'activité 

antimicrobienne. De plus, la formation de dérivés réactifs de l'oxygène, augmente l'activité de 

la superoxyde dismutase (SOD, une métalloenzyme) présente dans les bactéries [231]. Cela 

entraîne la formation de peroxyde d'hydrogène, puis d'ions hydroxyde, qui réagissent 

normalement avec le nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH), enrichissant la 

membrane bactérienne en quinone. L'irradiation et les liaisons métalliques intensifient ce 

phénomène [249]. 

La morphologie et les propriétés physico-chimiques des revêtements polydopamine 

influencent ses propriétés antibactériennes et antifouling. En développant une série de 

revêtements rugueux en polydopamine sur divers substrats, Su et al ont constaté que la rugosité 

limitait les propriétés antifouling [250].   

Patel et al. ont montré que le tampon utilisé, donc le pH, lors de la polymérisation de la 

dopamine influençait la quantité de groupements hydroxyles sur un revêtement de 

polydopamine, et donc ses propriétés antibactériennes [251]. Ainsi, un tampon Tris apporte une 

activité antibactérienne plus importante qu’un tampon phosphate salin (PBS).  

Les revêtements nano-polydopamine ont un large spectre d'absorption lumineuse, allant 

du visible au proche infrarouge, ce qui leur permet d’avoir divers comportements 

photothermiques [252]. En outre, ils peuvent être fonctionnalisés et leur topographie peut être 

modifiée [231]. Ces revêtements sont applicables sur divers substrats comme le verre, le 

polycarbonate, ou les implants, pour inhiber la formation de biofilms et empêcher les infections 

microbiennes [231].  
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Des membranes d’osmose inverse ont été modifiées par un revêtement de polydopamine 

réticulé avec de l’oxyde de graphène [253]. Cette modification a rendu les membranes plus 

hydrophiles et moins rugueuses. De plus, l’oxyde de graphène leur a apporté des groupements 

carboxylates en surface. Ces groupements ont un effet de répulsion électrostatique envers les 

bactéries gram négatif. Les modifications ont donc apporté aux membranes des propriétés 

antibactériennes et antifouling. La polydopamine et l’oxyde de graphène ont montré des effets 

synergiques.  

Des membranes en polyuréthane revêtues de polydopamine ont été modifiées par ajout 

d’un chitooligosaccharide, qui contient des groupements ammoniums. Ces derniers, qui sont 

connus pour leur propriétés biocides, ont amélioré les propriétés antibactériennes des 

membranes [254].  

Des surfaces en polysulfone revêtues de polydopamine ont été modifiées par ajout de 

matières organiques naturelles hydrophiles pour inhiber l’adhésion bactérienne. Cette adhésion 

a été empêchée par inhibition de l’interaction entre les pilis et les flagelles des bactéries, et la 

polydopamine, par les matières organiques [255].  

III. Conclusion 

Le biofouling est un phénomène qui touche les membranes échangeuses de protons 

(PEM) des piles microbiennes (MFC). Il entraine une baisse prématurée des performances des 

piles et est un des principaux verrous à leur montée en échelle. Il est donc nécessaire de 

développer des techniques pour lutter contre ce biofouling. 

Dans le cadre de la thèse, nous prévoyons de mettre au point une MFC à deux 

compartiments, où nous risquons de rencontrer ce phénomène de biofouling, en particulier par 

notre biocatalyseur T. harzianum. Le traitement de la membrane avec un revêtement en 

polydopamine, suivi de l'incorporation de particules d'argent, est une technique qui a déjà 

prouvé son efficacité contre les bactéries [21]. Nous envisageons d’appliquer cette technique 

sur les membranes de nos MFC. Des particules de cuivre et d’argent qui sont connues pour leur 

effet biocide seront également testées. Différentes expériences seront nécessaires pour vérifier 

l'efficacité à long terme de ces traitements et leur impact sur les performances des MFC.  
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PARTIE II. RESULTATS ET DISCUSSIONS 

 

Cette partie, consacrée aux résultats obtenus et aux interprétations, contient trois 

chapitres. Les deux premiers sont présentés en anglais sous forme de publications. Ils 

concernent les expériences de piles microbiennes avec le bleu de méthylène, puis avec le cristal 

violet. Le troisième chapitre est rédigé en français, sous un format plus traditionnel. Il est 

consacré aux traitements antifouling de la membrane des piles. Chaque chapitre contient sa 

propre section « Matériels et méthodes ». 
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Methylene blue removal by a dual-chamber fungal-based microbial fuel cell 

with Trichoderma harzianum 

 

Abstract 

This study examines the removal of methylene blue (MB) from an aqueous solution by the 

application of a dual cell fungal-based microbial fuel cell (MFC). The choice of fungus 

(Trichoderma harzianum) was because of its metabolic ability to degrade organic chemical 

compounds, especially those containing aromatic rings. To do so, two types of carbon clothes 

were tested as electrodes and supports for fungi growth, KIP and CSV from Decarb company 

(France). These two electrodes, with various characteristics, have shown different performances 

in the removal and MFC efficiency. Kinetics of MB removal followed a pseudo-first-order 

model with a half-time of 4 h for CSV and 4.7 h for KIP with MB initial concentration of 100 

mg L-1. Considering the sorption experiments, it could be observed that the MB has been 

absorbed faster by the CSV electrode (a sorption half-time of 4.5 h) compared to the KIP (with 

a half-time of 29.6 h). Whereas the quantity of absorbed MB was higher in KIP due to its larger 

thickness (530 µm for KIP and 235 µm for CSV), and higher hydrophobicity. Moreover, KIP, 

being more hydrophobic than CSV, entrapped a larger quantity of fungal mass. Therefore, the 

MFC working with KIP electrodes was more efficient with higher maximum power density φ. 

The MFC was optimized by a previous step of MB saturation of the carbon clothes anode before 

use in MFC to eliminate MB sorption by carbon clothes. The obtained φ values for KIP were 

largely increased and were higher to those usually encountered in the bibliography: φs = 101 

mW m-2 of the electrode and φv’ = 1386 mW m-3 of treated volume in open circuit and φs = 68 

mW m-2 and φv’ = 1267 W m-3 in debiting mode (conditions R = 200 Ohm). These results 

provide new insight into the development of an effective MFC system, capable of extracting 

energy and promoting the bioremediation of dyes. 

I. Introduction 

Large volumes of polluted wastewater are released in the processing operations of the 

textile industries [1]. Dyes are the most pollutant molecules, and even in very small amounts, 

they degrade the drinkability of the water, its aesthetic, and the oxygen solubility necessary for 

plants.  

Many classes of dyes are used in textile industries, among them phenyl methane group 

is predominant in most dying applications [2] where methylene blue (MB) is one of the most 

common ones. MB is an aromatic heterocyclic that is being used in several applications such 

as medicine [3], biology [4], and textile industries [5]. MB is especially applied in dyeing wood, 

cotton, and silk [6]. It impedes light penetration in water necessary for aquatic plants, even at 

small concentrations and it is also suspected to interfere with photosynthetic activity and the 

growth of biota. MB produce also micro-toxicity to marine organisms by chelating metal ions 

[7].  
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There are different methods of dye removal from wastewater including physical-

chemical technics such as adsorption, flocculation, photolysis, chemical precipitation, chemical 

oxidation and reduction, electro-chemical treatments, and ion-pair extraction [8]. These 

methods were subsequently carried out but are not sufficient for the complete removal of dyes 

from wastewater as well as generating a large amount of sludge as secondary pollutants. 

Biological methods of water treatment associated with physical or chemical methods for dye 

removal are very useful and often low-cost. Bacterial and fungal strains [9] are able to absorb 

or degrade a wide range of organic compounds among them dyes. However, the comprehension 

of the metabolism and the enzymatic functioning of the microorganisms is crucial to improve 

the degradation processes. Thus, there is a real need to develop eco-friendly and cost-effective 

methods to remove pollutant dyes from wastewater for the safety of the environment and human 

and animal health.  

Research in the field of microbial fuel cells (MFC) is therefore very important and falls 

within the framework of green chemistry [10]. The current context of the fight against climate 

change also explains this enthusiasm. MFCs can produce electricity by degrading organic 

substrates coming from human activity, especially dyes [11, 12]. In 2009, Liu et al. prepared 

an MFC using the bacterium Klebsiella pneumoniae for methyl orange, orange I, and orange II 

degradation with a maximal surface power density of 34.8 mW m-2 [13]. Later, Cao et al. 

explored different co-substrate for Congo Red degradation [14]. The results showed that more 

than 98 % of Congo red was eliminated from wastewater and 103 mW m-2 were produced with 

glucose as a co-substrate.  

Bacteria served first as a biocatalyst, and now it is still the most used. Bacteria 

demonstrated their ability to degrade different pollutants, but they have some limits, especially 

for aromatic molecules. The use of fungi is innovative and slightly encountered in the literature 

[15]. Among microorganisms, filamentous fungi have a significant role in bioremediation 

because of their metabolic ability to degrade various recalcitrant toxic compounds, such as 

organics chemicals, textiles dyes and effluents, petroleum, polyaromatic hydrocarbons plastics, 

and pesticides [16, 17]. Few recent works reported MFCs using fungi as biocatalysts. In 2008, 

Gunawardena et al. worked out a yeast-based MFC containing Saccharomyces cerevisiae as a 

biocatalyst, MB as an electronic mediator in the anodic compartment, glucose as substrate, and 

potassium ferricyanide as an electron acceptor in the cathodic compartment [18]. Some works 

concerned Candida melibiosica 2491 yeast strain as a biocatalyst. Hubenova et al. demonstrated 

the electrogenic properties of this strain and reported two works on the phytate degradation [19, 

20] and Babanova et al. studied the influence of various electronic mediators on MFC efficiency 

[21]. Mbokou et al. developed a bioremediation technique of acetaminophen using 

Scedosporium dehoogii up to complete mineralization [22] and Pontié et al. highlighted the 

ability of fungi to degrade aromatic compounds like paracetamol, particularly by improving the 

MFC’s cathode [23]. In 2018, a combined system of phytoremediation with microbial fuel cell 

has been applied to enhance the treatment of textile effluent [11].  

T. harzianum is a saprophyte, aerobic and facultative anaerobic fungus. As an 

Ascomycota strain, it shows advantages over other fungi due to its fungicidal action, its absence 

of toxicity to humans, and its ability to degrade pollutants without harmful by-products [24]. 

Some previous studies have studied the use of T.  harzianum in MFC. Shabani et al. 2020 
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investigated the bioremediation of acetaminophen (APAP) and 4-aminophenol (PAP) 

associated with energy production in a dual-chamber fungal MFC with T. harzianum and T. 

harzianum associated in mixed biofilm with Pseudomonas fluorescens bacteria as bioanode 

[15]. APAP and PAP were removed in 7 h and the biodegradation rate with the bacterial-fungal 

biofilm was 5-fold higher than the one containing only T. harzianum.  

Most of the research using MB in MFC concerns their application as an electron 

mediator. Walker et al. studied a yeast-based MFC containing S. cerevisiae and MB as an 

electron mediator and glucose as a substrate in the anodic compartment [25]. In the same year, 

Wilkinson et al. used an MB and neutral red mixture to significantly improve the power density 

of a yeast-based MFC [26]. Gunawardena et al. used S. cerevisiae with MB as an electron 

mediator in the anodic compartment and potassium ferricyanide as an electron mediator in the 

cathodic compartment [18] and reach 28 % of MB removal and with a maximum solution 

volume power density of 146.7 mW m-3.  

In the current study, the removal of MB has been investigated using two different types 

of electrodes in a fungal-based microbial fuel cell. Various topics have been covered including 

the kinetics of MB sorption, MFC efficiency in MB removal, and finally the produced power 

density.  The microbial fuel cell has been tested in two modes of OCV (open circuit voltage) 

and CCV (closed circuit voltage) and the results have been compared. Finally, the influences 

of two types of carbon clothes, the additional step of carbon cloth saturation by MB, and the 

circuit mode have been investigated on the MB removal for optimization purposes.  

II. Experimental 

II.1. Micro-organism 

Trichoderma harzianum strain n° 1573 was isolated from wood samples in the vicinity of 

Angers (France) and was provided by IRHS-INRAE, Angers, France (Fig. 1). 

Fig. 1a 
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Fig. 1b 

 

Fig. 1c 

 

Fig. 1. a) T. harzianum on PDA petri dish (strain n°1573, IRHS, Angers, France); b) T. 

harzianum, filaments and spores (x 1000); c) T. harzianum’s biofilm on carbon cloth (x 2500).  

 

II.2. Chemical 

Methylene blue (C.I. 52015) of European pharmacopoeia grade was provided by Merck 

(Darmstadt, BW, Germany). Anhydrous citric acid was furnished by Fisher bioreagents (Fair 

Lawn, NJ, USA). Dihydrated trisodium citrate and hydrochloric acid were dispensed by Sigma-

Aldrich (St Louis, MO, USA). Potassium ferricyanide was ACS reagent grade and granted by 

MP Biomedicals (Solon, OH, USA). Anhydrous D (+)-glucose (dextrose) was ACS reagent 

grade and provided by Fisher Chemical (Loughborough, UK) 

II.3. Culture media 

Media for stock culture were prepared by dissolving 7.8 g of potato-dextrose agar (PDA) 

(Sigma-Aldrich, USA) in 200 mL of distilled water, sterilized by autoclaving, and poured into 

Petri dishes. T. harzianum was inoculated on 5 spots on the agar plates for stock and 1 spot for 

growth experiments with and without MB.  

The toxicity of MB towards T. harzianum was studied on agar plates containing 3.4 

wt.% potato dextrose agar (PDA) (St Louis, MO, USA) with or without 100 mg L-1 of dye. T. 

harzianum was inoculated by one spot in the center of the plate using a platinum inoculation 

loop. T. Harzianum growth was monitored at room temperature by measuring the growth 
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diameter on 2 orthogonal axes. Each experiment was quadruplicated and the average of 

obtained results was reported. The pH of the media was 5 considering that is the optimum pH 

for T. harzianum [27]. A suspension containing approximately 106 spores per milliliter was 

used to form a biofilm. After three days, the resulting mature biofilm was utilized as a bioanode 

in an MFC. 

II.4. MFC construction  

In the current study, a glassy dual-chamber MFC (V = 100 mL) has been sealed by two 

Teflon gaskets and separated by a 3 x 3 cm (9 cm²) Nafion 117 cation exchange membrane 

(provided by Ion Power GmBH, Munich, Germany) (Fig. 2). Each element of the MFC was 

previously sterilized by autoclaving and assembled under a microbiological safety cabinet. 

Carbon clothes used as electrodes were gracefully purchased by Dacarb Company (France) 

(KIP and CSV reference). Electrodes were connected to an electrical circuit by platinum rods 

(1,5 mm diameter, 99.95% purity, purchased by ThermoFisher, Kandel, Germany) as electron 

collectors, and alligator clips. The electrical circuit consisted in a multimeter and a resistance 

decade box (Elc, DR06, France) connected in parallel. The electron collectors of the respective 

compartments of the MFC passed through collars, closed with carded cotton and parafilm (PM-

999, Bemis, Neenah, WI, USA). The anodic compartment had an additional neck to collect 

samples. The carbon cloth anode (3 x 3 cm2) was previously inoculated on Petri dish containing 

T. harzianum mat for 3 days at room temperature (1. 106 spores mL-1). 20 mL of citrate buffer 

were added to submerge the anode and to create a suspension with a plastic cell spreader.  The 

MFC was filled with 90 mL of sterilized electrolytes in each compartment. MB solution (C0 = 

100 mg L-1) and dextrose (10 mg L-1 in 0.1M ionic strength citrate buffer at pH = 5.0) were 

used as anolyte solution in the upstream compartment.  In the downstream compartment 

potassium ferricyanide (PF) was used as catholyte solution (31.9 g L-1) in 0.1 M citrate buffer 

for dioxygen reduction (filtrated air bulling) and to improve the electrical performance of the 

MFC. The experiments were carried out at room temperature (22 +/- 2 ° C), under magnetic 

stirring (130 rpm) for 7 days.  

 

Fig. 2. Scheme of MFC with T. harzianum entrapped in carbon cloth anode for MB oxidation.  
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The reactions at electrodes were: 

oxide reduction of the MB in the MFC (with the hypothesis of total mineralization):  

C16H18ClN3S + 43/2 O2 <=> 9 H2O + 16 CO2 + 3/2 N2 + ½ Cl2 + 1 SO2    

Half-reaction of the PF reduction at the cathode: 

Fe (CN)6
3- + e- <=> Fe (CN)6

4-            

Half-reaction of the reduction of oxygen at the cathode (with the hypothesis that dioxygen plays 

also a role in the regeneration of the ferrocyanide into PF): 

O2 + 4 e- <=> 2 H2O             

To complete the results, one experiment was performed without T. harzianum as the 

control experiment (MB - CSV) and one experiment was also carried out with MB as substrate 

without potassium ferricyanide. In order to eliminate the sorption phenomenon of dyes by the 

anode during the experiment, MFC was as well tested with carbon clothes previously saturated 

with MB (500 mg L-1).  

Samples of 0.25 ml of anolyte were regularly collected and diluted with 3.75 mL of 

deionized water and then stored in a freezer (at a temperature of -5 C) to prevent further T. 

harzianum growth and MB biodegradation. At the end of each experiment, the samples were 

unfrozen, homogenized, and the change of absorbance at 664 nm (maximum absorption 

wavelength of MB) was measured with a UV-Visible spectrophotometer (Agilent 

Technologies, Cary 100). The MB concentration Ct (mg L-1) was obtained using a calibration 

range vs MB concentration previously performed. MB removal ratio f (%) vs time was 

determined:  

𝑓 =  
𝐶0− 𝐶𝑡

𝐶0
  x 100              (1) 

 

The mass qe (or qt) of MB removed at equilibrium (or t time) per g of carbon cloth (mg 

g-1) was calculated as follows:  

𝑞𝑒 =  
(𝐶0− 𝐶𝑒𝑞) 𝑉

𝑚
                   (2) 

where C0 and Ceq are respectively the initial and equilibrium concentrations of MB in 

the solution (g L-1), V is the volume of solution (L), and m is the mass of carbon cloth (g). 

When the pseudo-first-order was applied to estimate the MB biodegradation, ln (qe – qt) 

= f (t) curves were plotted. k rate constants (h-1) were determined with the negative values of 

the slopes and half-times of removal (t1/2 in h) were determined as follows:  

𝑡1/2 =
ln(2)

𝑘
                                                             (3) 

The external resistance was fixed at 1 MOhm value (in OCV mode) during the experiment. 

Twice a day during MFC running, the potential values between electrodes E (V) were collected 

for different external R (Ω) fixed with a decade box. Then, the current intensity I (A) values 

were deduced from the Ohms law and power values (W) was calculated at the optimum 
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resistance. The performances of the MFC, namely optimal resistance, maximum current 

density, and maximum power density were deduced from the measurements. The performances 

of the MFC were also tested in a CCV mode at the measured optimal external R of 200 ohms. 

II.5. Carbon cloth characterization 

Averaged thicknesses and volumes of the KIP and CSV carbon clothes used as anode 

were measured using a caliper before each MFC experiment. They were also weighted, and 

their density was determined. 

T. harzianum and carbon cloth electrodes with biofilm were observed by scanning 

electron microscopy (SEM) (SEM EVO40EP from Zeiss). The sample was prepared in three 

steps. First, all enzymatic activities were stopped with a sodium cacodylate buffer (0.1 M, pH 

= 7.4) solution containing 2.5 wt. % of glutaraldehyde and 4 wt. % of paraformaldehydes. Then, 

the fixation of the lipidic compounds was performed into sodium cacodylate buffer (0.1 M, pH 

= 7.0) with 1 wt.% of osmium tetroxide for 2 h. Finally, the progressive dehydration of the 

samples was performed by water-ethanol mixtures with an increasing volume percentage of 

ethanol and a last treatment with hexamethyldisiloxane. The samples were covered with a 12 

nm platinum layer to ensure electronic conductivity of the surface before observation.  

Contact angle θ between the surface of the carbon cloth and the anolyte solution (MB 

100 mg L-1 and dextrose 10 mg L-1 in 0.1 M ionic strength citrate buffer at pH = 5.0) were 

determined at room temperature (23 °C) using the drop shape analyzer DSA 25 from Krüss 

(Hamburg - Germany) with sessile drop technic. The size of the droplet was controlled to 3 µL 

and the photo time was 500 ms. Each result was averaged from at least five measurements. 

Sorption experiments on carbon clothes were carried out to determine the sorption 

phenomenon's role in MB removal and its kinetics. They were performed on CSV and KIP 

carbon cloth (3 x 3 cm2) in MB solution (500 mg L-1) in citrate buffer, at pH=5, at room T= 

23±1°C (volume 150 mL). Samples were collected over time and the concentration was 

determined with a UV-Visible spectrophotometer.  

III. Results and discussions  

III.1. Stability of MB  

The light stability of MB over time is an important factor to be considered because if 

MB was light sensitive, it would not be possible to distinguish the light-induced degradation 

from the fungi-induced degradation. UV-Visible spectroscopy provides a solution to clear this 

point. The spectra (wavelength from 500 to 750 nm) of 100 mg L-1 MB solution in citrate buffer 

(pH = 5.0) after 24 days of daylight exposure were like the spectrum before exposure. The 

absorbance at the maximum absorption wavelength (664 nm for MB) did not show a significant 

decrease. Thus, light exposure will not influence the dye concentration in the anodic 

compartment during the MFC experiments.  

In the same way, the stability of MB after autoclaving treatment for sterilization (20 

min, 120 °C, P = 1.4 bar) was also checked by UV-Vis measurements. No influence of the 

treatment was observed (results not shown).  
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III.2. The growth of T. harzianum  

 First, the influence of MB on T. harzianum growth was checked on the PDA plate. 

MB did not inhibit the fungus growth (Fig. 3). An increase in growth was even observed in the 

presence of MB, which could be explained by its use as a substrate. The growth characteristics 

with MB (growth diameters and rate values) were higher with than without MB (Table 1).  This 

lack of toxicity of MB against T. harzianum makes it possible to use it as a substrate in MFC.  

 

 

Fig. 3. Growth of T. harzianum on PDA plates with or without MB (room T°, CMB = 100 mg L-

1).  

 

Tab. 1. T. harzianum growth characteristics on PDA and PDA + MB plates (room T°, CMB = 

100 mg L-1).  

Culture media 

Initial 

diameter 

(mm) 

Diameter at 1536 

h (mm) 

Growth rate 

(mm h-1) 

Doubling time 

(h) 

PDA 3.0 91 0.06 312 

PDA + MB 3.2 107 0.07 304 

 

III.3. MB removal by MFC 

The MB removal rate by the MFC was studied using two types of carbon cloth anode, 

KIP and CSV. The changes in MB concentrations over time in the anolyte compartment were 

quantified by UV-Vis spectrometry (Fig 4a). The spectrum of MB showed one principal 

absorption band with a maximum at λ = 664 nm (where MB concentration was determined), 

with a shoulder at λ = 610 nm while four other bands with a maximum at λ = 215, 250, 300, 

and 420 nm were in the UV domain. The conjugation system between the dimethylamines 

through nitrogen and sulfur atoms in substituted aromatic rings was accountable for 
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chromophores and auxochromes existing in MB structure. The shoulder at λ = 610 nm is the 

notorious effect of MB dimer (Rauf et al. 2010). The peaks observed at λ = 250 nm and λ = 300 

nm were associated with conjugated system of benzene ring structures and phenothiazine 

species [28].  

The MFC working with CSV carbon cloth showed a slightly faster MB consummation 

rate than with KIP (Fig. 4b). For both, the disappearance of 100 mg L-1 MB was quick, reaching 

a plateau in 25 h, and was total with CSV anode but not complete with KIP anode. For a better 

assessment of results, Fig. 4c depicted the MB removal ratio f vs time. It highlighted 9 % 

residual MB in MFC using the KIP anode. The higher MB removal with CSV is probably due 

to its more hydrophilic properties that improve the contact and facilitated the transfer with the 

anolyte solution. Measured contact angles with the anolyte showed the instantaneous 

penetration of the drop for CSV carbon cloth, and so a total moistening. The contact angle was 

102° for KIP in the same conditions.  

The kinetics of removal seems to follow a pseudo-first order with respect to MB, as 

demonstrated by a linear plot of ln (qe - qt) = f(t) (Fig. 4d). For CSV, the rate constant k = 0.18 

h-1 and the half-reaction time t1/2 = 4 h were consistent with a complete removal in 25 h (k = 

0.15 h-1 and t1/2 = 4.7 h for KIP). A pseudo-first order is usually observed for metal ion sorption 

by complex membranes [29]. It means that the proportion of occupied sites by MB on carbon 

cloth or on fungi was small and then almost unchanged in concentration during the removal.  

As highlighted in Fig 4b, the starting concentration of MB is different from the expected 

concentration of 100 mg L-1 (85 mg L-1 for KIP, 80 mg L-1 for CSV). This is probably due to 

the fast sorption of MB by the carbon cloth because carbon black and carbon fibers are known 

to allow the sorption of organic molecules such as dyes.  
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Fig. 4b 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4c 
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Fig. 4d 

 

Fig. 4. MB removal by MFC: a) Absorbance spectra of anolyte samples vs time t (with KIP 

carbon cloth anode);  b) Kinetics of consumption of MB: concentration Ct vs t; c) Removal of 

MB : f vs t; d) Pseudo-first order model plot of MB removal.  
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KIP carbon cloth (3 x 3 cm2) in MB solution (650 mg L-1) in citrate buffer, at pH = 5, at room 

T = 23 ±1 °C. The results showed that carbon clothes really sorbed MB, 380 mg g-1 for CSV, 

and 470 mg g-1 for KIP at saturation.  CSV and KIP were saturated in 3 days and 10 days, 

respectively. The MB quantity was larger in KIP and was slower saturated due to its larger 

thickness (950 µm for KIP and 450 µm for CSV). KIP showed a larger affinity with MB than 

CSV after long sorption. It was not observed during MFC working because the MB 

concentration was not enough to reach the saturation of the carbon cloth and T. harzianum 

included in the carbon cloth anode probably obstructs the MB sorption. Moreover, KIP being 

more hydrophobic than CSV, it probably entrapped a larger quantity of hydrophobic T. 

harzianum biomass. These results prove that one significant part of the MB is sorbed by the 

carbon cloth during MFC working (7 days). The MB sorption was quicker by CSV, as 

previously observed on MFC. The obstruction of the sorption sites of the carbon cloth by the 

fungi is not measurable and that makes it difficult to estimate the part of MB indeed available 

during MFC working.  

In order to reduce this sorption phenomenon by the anode during the experiment, carbon 

clothes were previously saturated with MB (500 mg L-1) before their use in MFC. Fig. 5 
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Fig. 5a 

 

 

Fig. 5b 

 

Fig. 5. MB removal by the MFC: influence of the MB saturation of carbon cloth. Kinetics of 

consumption of MB vs t: a) KIP anode; b) CSV anode.  
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desorption of MB from the carbon cloth. After curves modeling, the calculated rate constants 

were k = 0.14 h-1 and k = 0.04 h-1, and the half-reaction times t1/2 = 4.9 h and 18.1 h for CSV 

and KIP, respectively. These results proved the influence of the carbon cloth during the removal 

of MB by the MFC, by sorption - desorption phenomenon. T. harzianum used also MB for its 
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growth and maintenance during MFC working, which agrees with the increase of the growth 

rate in presence of MB (Fig. 3). In absence of fungi biofilm in the carbon cloth anode, the loss 

rate of MB is much lower (Fig. 6a), and a zero-value potential was measured. This result proves 

that the presence of T. harzianum is essential for a better performance of the MFC.  

 

Fig. 6a 

 

Fig. 6b 

 

Fig. 6. MB removal by the MFC (CSV carbon cloth as anode): a) Influence of T. harzianum 

biofilm on anode; b) Influence of potassium ferricyanide in the cathodic compartment. 
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Cathode is also a key component of MFC as it has an important effect on electricity 

generation performance. Research is mainly focused on studies of the nature and type of the 

cathode, the catalyst on the cathode, and the effect of different cathodic electron acceptors. 

Ferricyanide, permanganate, manganese dioxide, and dissolved oxygen have been used as 

cathodic electron acceptors in MFCs [30, 31]. Potassium ferricyanide (PF) is commonly used 

as a cathodic electron acceptor two-chambered MFC because it eliminates the need for 

continuous sparging with air, improves the cathodic performance, and then increases the energy 

efficiency, for a low cost. Finally, potassium ferricyanide is non-effective in continuous cathode 

reactions. Thus, PF is promising to improve wastewater treatment with MFC. The influence of 

PF was studied by performing experiments with or without PF in the cathodic compartments of 

the MFC.  

The evolutions of concentration of MB vs time were illustrated in Fig 6b only for KIP 

carbon cloth because the results were similar for CSV. The removal of MB appeared quicker in 

the presence of PF, MB concentration reached 50 mg L-1 in less than 3h with PF and in around 

10 h without PF. The kinetics of the MB removal was modelized using the first-order 

hypothesis. The k value was 2 times higher with PF (k = 0.17 h-1 instead of 0.07 h-1) and t1/2 

was nearly divided by two (4.1 h instead 9.7 h without PF). As previously seen in Fig 4b, it 

remains MB at the end of the experiment with PF in the cathodic compartment (6.5 mg L-1 after 

160 h) but was less than 1 mg L-1 without PF.  In a conclusion, PF did not show a real influence 

on the MB removal by the MFC but significantly improved the kinetic parameters of the process 

and the obtained power density.  

III.4. Power production by MFC.  

All the performance results are shown in Tab. 2. and Tab. 3. The performance of the 

MFCs was first tested in an OCV mode. The evolution of potentials as a function of time during 

the operation of the MFCs is illustrated for the KIP and CSV bioanodes in Fig. 7a. The potential 

values were higher with KIP during the first hours of the experiment, then were higher with 

CSV. This result was explained by the different characteristics of the carbon cloth. The average 

characteristics of KIP and CSV were, respectively, thicknesses of 530 μm and 235 µm, volumes 

of 4.77 x 10-7 m3 and 2.12 x 107 m-3, weights of 162 mg and 62 mg and mass densities of 0.34 

g.cm-3 and 0.29 g. cm-3. Thus, the larger volume and density of KIP improved its ability to 

collect and concentrate charges from substrate oxidation and to polarize more than CSV. After 

5 h of operation, when the amount of substrate decreased, charge collection slowed and its 

concentration decreased in the anode, causing a decrease in potential.  
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Fig. 7a 

 

Fig. 7b 

 

Fig. 7. Performances of MFC with KIP or CSV anode: a) Potential E at optimum R vs t; b) 

Power density φv vs t.  

Tab. 2. Performances of MFCs: carbon clothes, saturation level, OCV and CCV operating 

mode, maximum electromotive force (emf), maximum electrode surface power density φs, 

maximum electrode volume power density φv and solution volume power density φv’.  

Carbon 

cloth 
Saturation 

Operating 

mode 

emf 

(mV) 

Maximum φs 

(mW m-2) 

Maximum φv 

(W m-3) 

Maximum φv’ 

(mW m-3) 

CSV Non-saturated. OCV 211.2 4.53 39.1 82.8 

CSV Saturated. OCV 166.7 3.6 30.7 65.8 

KIP Non-saturated. OCV 203.0 16.8 70.3 313.1 

KIP Saturated. OCV 224.6 45.6 178.3 849.8 

KIP Saturated. CCV 278.0 68.0 265.7 1267.2 
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The power densities expressed in W m-2 (φS), in W m-3 (φv) of carbon cloth and in W m-

3 of anolyte solution (φv’) were measured at the optimal resistance for various time periods 

during the experiment. Fig. 7b shows the evolution of φv over time for the KIP and CSV anode. 

The maximum φv values were 70.3 W m-3 for KIP and 39.1 W m-3 for CSV as illustrated in Tab. 

2. During the experiments, different patterns of power evolution were observed. For the KIP 

anode, a significant increase at the beginning of the experiment was observed, which was not 

observed for the CSV anode. When the MFC was assembled and started, it typically went 

through a transient phase before reaching a steady state. The degradation process caused the 

power density to increase until it reached its maximum level before decreasing due to substrate 

depletion. This phase was much quicker and less measurable for the CSV anode, which may 

have been due to lower stirring efficiency at the start of the process. Both MFCs experienced a 

decrease in power density of about 80% after 25 h of operation, due to the consumption of MB 

substrate by T. harzianum (Fig. 4b). The MFC with KIP anode had higher φv values than the 

CSV anode, which can be attributed to the difference in density between the KIP and CSV 

carbon cloth (0.34 g cm-3 and 0.29 g cm-3, respectively). The KIP optimal resistance was 

consistently lower than the CSV due to its higher density and more closely packed fibers, 

allowing for more efficient electron flow and lower optimal resistance. As a result, for a given 

potential value, the power and power density values increased for the KIP anode.  

Saturating the KIP and CSV carbon cloth before using it in the MFC is critical for 

eliminating MB sorption and isolating MB degradation as the sole factor in MB disappearance. 

Fig. 8a and 8b show the evolution of power density in MFCs containing KIP or CSV with and 

without prior saturation with MB, respectively. The maximum power densities φv were 30.7 W 

m-3 for CSV and 178.3 W m-3 for KIP as illustrated in Tab. 2. The value for the saturated KIP 

anode was three times higher than the non-saturated value. As previously mentioned, the KIP 

anode performed better due to the higher amount of entrapped and available MB (due to its 

larger thickness) and its more hydrophobic properties, which are compatible with T. harzianum 

biomass. The initial saturation step greatly reduced the adsorption of MB by the carbon cloth. 

As a result, the MB previously adsorbed by the anode was then available for biodegradation by 

T. harzianum. This means that a larger amount of MB could be used to generate power when 

the saturation step was applied, significantly increasing the overall yield of the MFC regardless 

of the type of bioanode used. 
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Fig. 8a 

 

 

Fig. 8b 

 

Fig. 8. Influence of the MB saturation of carbon cloth on the MFC performances:  power density 

φv vs t: a) KIP anode; b) CSV anode.  

 

As previously noted, the non-saturated KIP anode experienced an increase in power 

during the first few hours of operation. Similarly, the saturated KIP anode also showed an 

increase in power during this time period. This transient phase was likely due to stirring and 
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 Finally, the most effective MFC, equipped with a saturated KIP anode, was tested in 

CCV mode. Fig. 9a and 9b show the evolution of potential E and power density φv over time in 

CCV mode compared to OCV mode. The applied resistance was 1 MΩ in OCV mode and fixed 

at 200 Ω (optimal resistance) in CCV mode. During the first few hours of the experiment, the 

potential was higher in CCV mode than in OCV mode (159 mV and 123 mV, respectively) as 

illustrated in Tab. 2. Similarly, φv was higher in CCV mode than in OCV mode (178.3 W m-3 

and 265.7 W m-3, respectively) as illustrated in Tab. 2. The half-life of degradation was shorter 

in CCV mode than in OCV mode (10.5 h and 18 h, respectively), indicating that the degradation 

rate was increased in CCV mode.  

In the CCV mode, the MFC stopped producing power after about 40 h due to the 

complete depletion of MB. With OCV mode, there was always some residual current present 

at the end of the experiment, even when there is no more MB (Fig. 9a and 9b). In an OCV 

mode, the high external resistance applied (1 MΩ) prevented some of the electrons generated 

by oxidation from being transferred to the cathode through the electrical wire, causing a build-

up of electrons at the anode and resulting in polarization between the anode and cathode. This 

led to a potential difference and a small power density. In contrast, in CCV mode, all the 

electrons generated by the oxidation reaction were transferred to the cathode.  
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Fig. 9b 

 

Fig. 9. Performances of MFC with saturated KIP anode in OCV mode or CCV mode: a) 

Potential at optimum R vs t; b) Power density φv vs t.  

 

The influence of PF in the cathodic compartment as an electron acceptor on MFC 

performance was also studied (Fig. 10 and Fig. A1 given in Annexe). After 48 h of operation, 

the voltage values of the MFC with PF were 11 times higher, reaching a maximum of 258 mV 

and output power density of of 101 mW m-2 (compared to a maximum voltage output of 92 mV 

and output power density of of 8.9 mW m-2 without PF) as illustrated in Tab. 3. Wei et al. 

observed similar results when adding 0.1M PF to an MFC containing Clostridium pasteurianum 
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Fig. 10. Influence of potassium ferricyanide (PF) in the cathodic compartment on the MFC 

performances:  polarization curves with and without PF after 48 h of installation.  

 

Tab. 3. Performances of MFCs with saturated KIP electrode OCV mode with and without PF: 

maximum values of electromotive force, electrode surface power density φs, electrode volume 

power density φv and solution volume power density φv’.  

Presence of PF 
emf 

(mV) 

Maximum φs 

(mW m-2)  

Maximum φv 

(W m-3) 

Maximum φv’ 

(mW m-3) 

No. 48.3 8.9 23.4 122.1 

Yes. 258.0 101.0 265.7 1385.7 

 

Maximum E, φs and φv’ values were compared to those already obtained with cloth 

design MFC (batch) and published in the bibliography. Babanova et al. observed similar 

performance than with non-saturated KIP carbon cloth (φs  = 17 mW m-2) using Candida 

melibiosica yeast on a carbon felt (φs  = 20 mW m-2) [21]. With breweries waters as substrate, 

Çetinkaya et al. obtained φs  = 18 mW m-2 in a continuous flow MFC with a tin-coated copper 

mesh as the anode [33]. Some authors obtained higher performances. Cao et al. worked on 

Congo red bioremediation with glucose, sodium acetate, and ethanol as co-substrate and 

obtained respectively a potential of 420 mV, 500 mV, and 500 mV for respective φs values 103, 

85.9, and 63.2 mW m-2 with 98% bioremediation yield in 36 h [14].  Gunawardena et al. 

performed an MFC with S. cerevisiae yeast with glucose and MB as a carbon source and PF as 

a mediator. They obtained an electromotive force of 383.6 mV for a maximum φv’  = 147 mW 

m-3 [18]. The very good performances obtained by this MFC were probably due to the 

reticulated vitreous carbon electrodes used. In some cases, the obtained performances were less 

than the results obtained in the current work. Kebaili et al. developed MFC for fruit waste 

leachate wastewater treatment with a graphite rod inoculated with fruit leachate as a bioanode 
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[34]. Graphite carbon felt was tested as biofilm support with V =140 mV and 260 mV and φs = 

24.2 mW m-2 and 19.1 mW m-2, respectively after 21 days of the experiment. Mbokou et al. 

developed an MFC Scedosporium dehoogii filamentous fungi as bioanode on carbon felt 

modified with poly-Ni(II)-tetra sulfonated phthalocyanine for the replacement of the platinum 

used as dioxygen reduction catalyst [22]. The performances were promising with a highly stable 

power density at 6.5 mW m-2 associated with a potential of 450 mV. Pontié et al. studied the 

bioremediation of acetaminophen by the same stain of T. harzianum MFC and obtained V = 

550 mV and φs = 50 mW m-2 [23]. The use of the same MFC with Scedosporium dehoogii with 

lignin as a degradation substrate gave φs = 16 mW m-2.  

IV. Conclusion 

MFC are simple, accessible, renewable, inexpensive, and promising methods for 

treating wastewater. In this work, an MFC has been applied to investigate the feasibility of MB 

removal by the fungal metabolic activity of T. harzianum. The results confirmed the absence of 

inhibition of T. harzianum in presence of MB (concentration of 100 mg L-1).  

Two types of carbon clothes were tested as electrodes and revealed that the kinetics of 

MB removal followed a pseudo-first-order model with a half-time of 4 h for CSV and 4.7 h for 

KIP. Considering the sorption experiments, it could be observed that the MB has been absorbed 

faster by the CSV electrode (a sorption half-time of 4.5 h) compared to the KIP (with a half-

time of 29.6 h). In terms of MFC efficiency for power density, the results released the final 

higher power density produced by KIP as anode compared to CSV due its thicker and denser 

structure (70.3 W m-3 for KIP and 39.1 W m-3 for CSV). 

Therefore, this study brought up interesting opportunities for the use of the fungal-based 

MFC for various phenolic compounds as the carbon source use as substrate. Further studies will 

be performed to improve the electrode, e.g., cathode treatment in order to improve the reduction 

reaction or the substitution of carbon clothes by carbon felts.  
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Crystal Violet biodegradation study in a dual-chamber fungal microbial fuel 

cell with Trichoderma harzianum 

Abstract 

In the present study and for the first time VC dye known as a recalcitrant dye was tested for its 

bioremediation by Trichoderma harzianum in a dual-chamber MFC. To do so, two types of 

carbon clothes KIP and CSV from Decarb company (France) were tested as electrodes and 

supports for fungi growth. We observed first that 52 % and 55 % of the VC was removed by 

the MFC using KIP and CSV anodes, respectively. The uncomplete removal of VC was 

explained by the relative toxicity of VC for T. harzianum, and correlated with the IC50 

determined at 0.97 ± 0.28 mg L-1 at 25°C. Furthermore, the MFC working with KIP electrodes 

was more efficient with higher maximum power density of 1096 mW m-3 and only 14.1 mW m-

3 for CSV. The MFC experiments conducted with KIP without T. harzianum biofilm exhibited 

significantly lower potential and lower power density values, which proves the electrocatalytic 

effect of this fungus. These results provide new insight into the development of an effective 

MFC system, capable of energy generation and promoting the bioremediation of the persistent 

pollutant VC.  

I. Introduction  

Many classes of dyes are used in textile industries, and triphenyl methane group is the 

predominant in most dying applications [1]. Among this group, violet crystal (VC) has been 

used for a long time as biological stain and as textile dye [2] but it is now classified as potent 

carcinogen [3]. VC is also reported as a recalcitrant dye molecule because it persists in 

environment for a long period. It is a mitotic poison, with potent clastogen effects and promotes 

tumor growth on some fish species.  

In the literature, the use of fungi and their enzymes for dye degradation has been well 

appreciated, especially for detoxification of wastewaters [4]. Studies have proved the ability of 

fungal biomass or their purified enzymes to degrade different types of organic pollutants [5]. 

Among the enzymes, laccase, a copper containing oxidase, showed an ability to oxidize a large 

range of chemicals compounds among them polyphenols, diphenols, diamines, aromatic 

amines, benzenethiol, substituted phenols [6], [7], [8] as well as colored pollutants [9]. The 

removal of VC from polluted soils by fungi has been tested by Moturi et al. by white rot fungi 

Polyporus elegans, Trametes versicolor, Lenzites betulina and soil fungus Mucor mucedo [10]. 

The soils were sampled from textile dye industries wastes and used as substrate. After 15 days 

of incubation, between 63 and 78 % of VC was decolorized without toxic effect on the fungi. 

The degradation of dyes was explained by the production of a significant quantity of lignin 

peroxidase, manganese peroxidase and laccase enzymes. The degradation of VC by 

Trichoderma asperellum laccase has been also reported [11].  

MFC came straight from the discovery of electricity production by Escherichia coli and 

Saccharomyces spp in the early 20th century [12]. Microbial half fuel cells were first connected 

in series and were able to produce over 35 volts and 2 milliamperes [13]. MFC can produce 

electricity by degrading organic substrates coming from human activity like phenol from 

coconuts husk retting effluents [14], leachates substrates like fruits waste and landfill leachates 
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[15], [16]. MFC allow also the decrease of nitrogen or phosphorus compounds and therefore 

the chemical oxygen demand of wastewaters from agro-food industry [17] like brewery [18], 

from paper industries [19], kitchens [20], swine breedings [21], and organic acid fermentations 

[22].  

The employment of fungi, specifically filamentous species, as electrode in MFC is 

gaining an increasing interest due to their ability to degrade an array of substrates including 

persistent and complex pollutants [23] [24]. Scedosporium dehoogii was used as bioanode for 

the acetaminophen degradation with a power produced of 50 mW m-2 [25]. Fungi can be used 

for dyes degradation in MFC. In particular, Pleurotus ostreatus was able to degrade brilliant 

blue remazol R during multiple functioning cycles with a removal between 80 % and 90 % in 

the three first cycles and at 60 % for the last, due to the declining laccase activity [26]. 

Aspergillus nigger and T. harzianum have been experimented as bioanodes within MFC to 

evaluate their ability to degrade Acid Red 399, Acid Yellow 235, Acid Yellow 218, Acid Blue 

296, and Acid Black 172 [27]. A. niger demonstrated the ability to remove between 70 and 90 

% of each dye, whereas T. harzianum eradicated 90 % of Acid Black 172 and between 30 and 

40 % of the remaining dyes.  

In this work, MFC were tuned up using T. harzianum cultivated biofilm in two types of 

carbon cloth material as electrode for VC removal. The experiments were conducted in open 

circuit voltage mode (OCV) and then in closed circuit voltage (CCV). The obtained results were 

analyzed in order to optimize the VC removal and the power production in MFC, considering 

the influence of the carbon cloth electrode, the saturation step, and the circuit mode.  

II. Experimental 

II.1. Micro-organism and culture media 

T. harzianum strain 1573 used in this study was collected from tree barks near Angers, 

France and was gracefully provided by the IRHS-INRAE (Angers, France). T. harzianum stock 

cultures were prepared on potato dextrose agar plates (PDA) (3.9 wt.%) (Sigma-Aldrich, USA).  

II.2. Chemicals 

The following chemicals were used in this study: crystal violet (Aldrich Chemical 

Compagny, Milwaukee, WI, USA), anhydrous citric acid (Fisher bioreagents, Fair Lawn, NJ, 

USA), dihydrated trisodium citrate (Sigma-Aldrich Produktions GmbH, Steinheim, Germany), 

potassium ferricyanide (ACS reagent grade, MP Biomedicals, Solon, OH, USA), anhydrous D 

(+)-glucose (ACS reagent grade, Acros Organics, NJ, USA), and hydrochloric acid (Analytical 

reagent grade, Acros Organics, Geel, Belgium).  

II.3. Toxicity of VC 

The toxicity of VC towards T. harzianum was investigated on plates containing 3.4 wt.% 

PDA and between 0 to 2.5 mg L-1 of VC, for 140 h. T. harzianum was inoculated onto the plates 

using a platinum inoculation loop, with a single spot placed in the center of each plate. The 

growth of T. harzianum was monitored by measuring the diameter of the growth on two 

orthogonal axes and maintaining a temperature constant at 25°C in an oven. Each experiment 

was conducted in triplicate and the results were averaged.  
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II.4. MFC 

The MFC was composed of two glass compartments (100 mL volume) separated by a 3 

x 3 cm Nafion 117 cation exchange membrane (provided by Ion Power GmbH, Munich, 

Germany). Both compartments were sealed with Teflon gaskets and sterilized via autoclaving. 

The setup was assembled in a microbiological safety cabinet. Carbon cloth used as electrodes 

were supplied by Darcarb (France) and connected to the electrical circuit via platinum rods (1.5 

mm diameter, 99.95 % purity, ThermoFisher, Kandel, Germany) and alligator clips. The circuit 

consisted in a multimeter and a resistance decade box (Elc, DR06, France) arranged in parallel. 

The carbon cloth anode (3 x 3 cm) was inoculated with T. harzianum spores (1.106 spores mL-

1) for 3 days at room temperature before being placed in the MFC. The anodic compartment 

was filled with a solution of VC (100 mg L-1) and D (+) glucose (10 mg L-1) as co-substrate, in 

citrate buffer (pH 5.0, 0.1 M ionic strength). The cathodic compartment contained potassium 

ferricyanide (PF, 31.9 g/L) in citrate buffer (0.1 M ionic strength) for dioxygen reduction and 

to improve the electrical performance of the MFC. The MFC was operated at room temperature 

(22 +/- 2 °C) with magnetic stirring (130 rpm) for 7 days. As a control experiment, a MFC was 

run without T. harzianum. To eliminate the effect of dye sorption on the anode, a MFC was also 

tested with carbon cloth previously saturated with VC (300 mg L-1). For all experiments, 

samples of the anolyte (0.25 mL) were collected at regular intervals, diluted with 3.75 mL of 

deionized water, and stored in a freezer to prevent further T. harzianum growth. At the end of 

the experiment, the samples were thawed, homogenized, and analyzed with a UV-Visible 

spectrophotometer (Agilent Technologies, Cary 100) to measure the change in absorbance at 

590 nm (the maximum absorption wavelength of VC). The VC concentrations (initial C0, and 

at t time Ct expressed in mg L-1) were determined using a previously established calibration 

curve. The VC removal ratio (f %) was calculated from the changes in VC concentrations over 

time as followed:  

𝑓 =  
𝐶0− 𝐶𝑡

𝐶0
  x 100     (1) 

The mass of VC removed per gram of carbon cloth at equilibrium (qe) and at a given 

time (qt), expressed in mg g-1, were calculated using the following equations: 

 𝑞𝑒 =  
(𝐶0− 𝐶𝑒𝑞) 𝑉

𝑚
      𝑞𝑡 =  

(𝐶0− 𝐶𝑡) 𝑉

𝑚
   (2) 

with Ceq the VC concentrations in solution at equilibrium (mg L-1), V the volume of 

solution (L) and m the mass of carbon cloth (g).  

During the experiment, the external resistance of the MFC was fixed at 1 MOhm in open 

circuit conditions (OCV). The potential between the electrodes (E, in V) was measured twice 

daily at different values of external resistance (R, in Ω) set with a decade box. The current 

intensity (I, in A) was then calculated using Ohm's law, and the power output (P, in W) was 

determined at the optimal resistance. The optimal resistance, maximum current density (J, in 

mA m-2), maximum power density (φs, in mW m-2 of electrode) and maximum volume power 

density (φv, in W m-3 of electrode volume and φv’ in mW m-3 of anolyte volume) of the MFC 

were deduced from these measurements (see Fig. A2 in the supplementary material). In 
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addition, the performance of the MFC was tested in the closed-circuit voltage mode (CCV) at 

the measured optimal external resistance R [28].  

II.5. Carbon cloth characterization 

Prior to initiating each microbial fuel cell (MFC) trial, a series of dimensional and 

physical property measurements were conducted on the utilized KIP and CSV carbon cloth 

anodes. These metrics included an evaluation of the cloth's average thickness and volume, 

obtained through the use of precision calipers, as well as determinations of the cloth's weight 

and density.  

The contact angle (θ) between the carbon cloth surface and the anolyte solution—

comprising VC (100 mg L-1) and D (+) glucose (10 mg L-1) within a citrate buffer of pH 5.0 

and 0.1 M ionic strength—was measured at a standard room temperature of 23 °C. This was 

accomplished utilizing the sessile drop technique contact angle determination mode of the DSA 

25 drop shape analyzer from Krüss (Hamburg, Germany). The droplet's size was regulated to 3 

µL and the exposure duration was kept at 500 ms. A minimum of five measurements were taken 

and averaged to attain each result.  

III. Results and discussions  

III.1. Stability of VC  

The stability of VC in light over time is a crucial consideration, as light sensitivity could 

make it difficult to differentiate degradation caused by fungi and degradation caused by light. 

To address this issue, UV-Visible spectroscopy was used. The spectra of a VC solution (100 

mg L-1) in citrate buffer (pH = 5.0) after 24 days of exposure to daylight were found to be 

similar to the spectra before exposure, with no significant decrease in absorbance at the 

maximum absorption wavelength (590 nm for VC). This suggests that light exposure will not 

significantly affect VC concentration in the upstream compartment during MFC experiments.  

The stability of VC after autoclaving for sterilization (20 min, 120 °C, P = 1.4 bar) was 

also assessed using UV-Visible spectroscopy. No effect of the treatment on VC concentration 

was observed (results not shown).  

III.2. VC removal by MFC 

The performance of the MFC in terms of VC removal was evaluated using KIP and CSV 

carbon cloth anodes. The evolution of the UV-visible spectra of the VC anolyte solution over 

time is shown in Fig. 1a. Initially, prior to the oxidation reaction, the absorption spectrum of 

VC in water exhibited a main peak at 584 nm in the visible region, and two peaks at 250 and 

300 nm in the UV region. These peaks were attributed to aromatic structures in the molecule, 

with the peak at 590 nm arising from the chromophore [29]. The gradual decrease of the visible 

peaks with time was due to the cleavage of aromatic rings through oxidation. In addition to the 

rapid decolorization of the solution, the decrease in absorbance at 250 or 300 nm was taken as 

an indication of aromatic fragment degradation of the dye molecules and its by-products [30] 

[31].  
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Fig. 1a 

 

 

The MFC equipped with a KIP carbon cloth anode exhibited a faster rate of VC 

consumption compared to the MFC with a CSV anode (Fig. 1b). For both systems, the 

disappearance of 100 mg L-1 VC was rapid, reaching a plateau within 25 h, but complete 

removal was not achieved whatever the anode. Additionally, Fig. 1b shows that a slightly larger 

amount of VC was removed using the KIP anode. This higher VC removal with KIP may be 

due to its more hydrophobic properties, which enhance contact with T. harzianum, which is 

also hydrophobic [32]. Measured contact angles with the anolyte indicated that the drop 

instantly penetrated the CSV carbon cloth, resulting in complete wetting. In contrast, the contact 

angle for the KIP anode was 102° ± 2° under the same conditions. 
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For a more comprehensive evaluation of the results, Fig. 1c shows the VC removal ratio 

f  vs. time. It indicates that 52 % and 55 % of the VC was removed at 40 h in the MFC using 

KIP and CSV anodes, respectively. This was attributed to the production of VC degradation 

by-products and the VC toxicity that could inhibit VC removal.  

Fig. 1c 

 

The degradation kinetics of VC in MFC was modelized. The first, second and pseudo-

first order were evaluated and the pseudo-first order was found to best fit with respective R² of 
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Fig. 1d 

 

Fig. 1. VC removal by MFC: a) Absorbance spectra of anolyte samples vs. time t (with KIP 

carbon cloth anode);  b) Kinetics of consumption of VC: concentration Ct vs. t; c) Removal of 

VC : f vs t; d) Pseudo-first order model plot of VC removal.  
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MFC. Fig. 2a and Fig. 2b compare the evolution of VC concentration in the MFC with KIP and 

CSV, with and without the VC saturation step.  

Fig. 2a 

 

Fig. 2b 

 

Fig. 2. VC removal by the MFC: influence of the VC saturation of carbon cloth. Kinetics of 

consumption of VC vs. t: a) KIP anode; b) CSV anode.  
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the influence of the carbon cloth during VC removal by the MFC through a sorption-desorption 

phenomenon. T. harzianum also uses VC for its growth and maintenance during MFC 

operation. In the absence of a fungi biofilm on the carbon cloth anode, the removal rate of VC 

was much lower (k = 0.16 h-1 and t1/2 = 4.4 h instead of k = 0.25 h-1 and t1/2 = 2.7 h) for KIP 

(Fig. 3). This result demonstrates that T. harzianum plays a significant biocatalytic role in the 

MFC.  

 

Fig. 3. Influence of T. harzianum on VC removal (KIP carbon cloth as anode): Pseudo-first 

order model plot of VC removal.  

 

Indeed, literature displays a few reports on VC bioremoval from aqueous solutions by 

MFC using fungi to allow comparisons with our results. Bumpus et al. studied the 

biodegradation of VC in ligninolytic cultures of the white rot fungus Phanerochaete 

chrysosporium [1]. The disappearance of VC was demonstrated and three metabolites 
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trimethylpararosaniline) formed by sequential N-demethylation were identified as by-product 

of degradation of the original compound. Another work reports a maximum of 66.6 % 
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Nocardia coralline IAM 12121 [37]. Roy et al. used bacteria from Enterobacter family to 

perform VC degradation and complete removal was obtained in a mineral salt medium 

containing up to 150 mg L-1 of VC dye [38]. Cheng et al. 2014 investigated the feasibility of 

VC bioremoval from wastewater in a single-chamber MFC with Aeromonas hydrophila YC 57 

[39]. This work resulted in removal rates of 82.5 % at initial VC concentration of 100 mg L-1.  
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III.3. Power production by MFC.  

The power production results in MFC are summarized in Tab. 1. The performance of 

the MFC was initially evaluated under open circuit voltage mode (OCV). The evolution of 

potential over time during MFC operation is shown for KIP and CSV bioanodes in Fig. 4a.  

Tab. 1. Performances of MFCs: carbon cloth used, presence of T. harzianum, saturation level, 

OCV and CCV operating mode, maximum electromotive force (emf) at t = 0, maximum 

electrode surface power density φs, and maximum anolyte volume power density φv’, maximum 

electrode volume power density φv. 

 

Carbon 

cloth 

T. 

harzianum 
Saturation 

Operating 

mode 

emf 

(mV) 

Maximum φs 

(mW m-2) 

Maximum φv’ 

(mW m-3) 

Maximum φv 

(W m-3) 

CSV Yes Non-saturated OCV* 111.6 0.8 14.1 0.6 

CSV Yes Saturated OCV* 178.5 2.7 49.9 23.6 

KIP Yes Non-saturated OCV* 270.1 58.8 1095.8 229.6 

KIP No Non-saturated OCV* 153.0 1.4 162.7 5.5 

KIP Yes Saturated OCV* 300.1 62.8 1170.3 245.4 

KIP Yes Saturated CCV** 143.7 15.5 288.8 60.7 

 

* Entrance impedance = 10 MOhms; ** Optimum resistance: R = 200 Ohms (KIP); 2000 Ohms 

(CSV).  

Fig. 4a 
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Fig. 4b 

 

Fig. 4. Performances of MFC with KIP or CSV anode: a) Potential E at optimum resistance R 

vs. t; b) Power density φv vs. t.  
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optimal resistance was consistently lower than the CSV due to its higher density and more 

closely packed fibers, enabling more efficient electron flow and lower optimal resistance. As a 

result, for a given potential value, the power and power density values increased for the KIP 

anode. Another explanation comes from the hydrophobicity of KIP. As previously seen, T. 

harzianum is also hydrophobic [32], which enhanced interactions with KIP and the fungi 
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biomass. Ultimately, VC is more quickly degraded and more power density is produced. 

Moreover, usual power densities parameters (φv’ and φs) highlight the electrical performances 

differences between KIP and CSV (φv’ = 1095.8 and 14.1 mW m-3 ; φs = 58.8 and 0.8 mW m-2 

for KIP and CSV respectively) (Tab. 1).  

As previously explained, it is essential to saturate KIP and CSV carbon clothes before 

using it in the MFC in order to separate VC sorption and bioremoval phenomenon. As shown 

in Fig. 5a, Fig. 5b and Tab. 1, the power density in MFC containing KIP or CSV with prior 

saturation with VC was 23.6 W m-3 (0.6 W m-3 without saturation) for CSV and  245.3 W m-3 

(229.6 W m-3 without saturation) for KIP. The power density for the saturated KIP and CSV 

anode were higher than the value obtained without saturation. The initial saturation step 

significantly reduced VC sorption by the carbon cloth, making more available VC for the 

biodegradation by T. harzianum. This resulted in an increased overall yield of the MFC, 

regardless of the type of bioanode used.  

Fig. 5a 
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Fig. 5b 

 

Fig. 5. Influence of the carbon cloth MB saturation on the MFC performances: power density 

φv vs. t: a) KIP anode; b) CSV anode.   

 

 Additionally, for saturated carbon clothes, the potential values and the power densities 

vs. time show the same behavior with significantly higher values for KIP (Tab. 1). As previously 

mentioned, this was attributed to the properties of KIP compared to CSV for power production.  

The effect of T. harzianum on the anode as a biocatalyst on MFC performances was also 

investigated. The MFC with T. harzianum exhibited significantly higher potential values, 

reaching a maximum of 270.1 mV and an output power of 229.6 W m-3 (compared to a 

maximum potential output of 153 mV and an output power of 5.5 W m-3 without T. harzianum), 

as shown in Tab. 1.  

 Finally, the most effective MFC, equipped with a saturated KIP anode, was tested in 

CCV vs. OCV modes. Fig. 6a and Fig. 6b show the evolution of the potential E at optimum 

resistance and the power density φv, vs. t, respectively. The power density and emf values in 

OCV mode a t = 0 are also reported in Tab. 1. The potential was higher in OCV than in CCV 

mode. Similarly, φv was higher in OCV than in CCV mode (245.5 W m-3 and 60.7 W m-3, 

respectively). Furthermore, the half-life time of degradation was longer in CCV mode than in 

OCV mode (14.7 h and 5 h, respectively, curves not shown), indicating that the degradation 

rate was lower in CCV mode. In OCV, the removal rate reached 54 % with a plateau in 80 h 

and 46 % in CCV mode for the same time (Fig. 6c). However, after 260 h the removal of CCV 

mode did not reach a plateau as observed for OCV mode. This could be attributed to a stationary 

mass transfer regime in CCV mode (electron production and protons migration through PEM), 

which could better manage the inhibition effect of VC by-products on T. harzianum than the 

transitory OCV mode. Moreover, in CCV mode, the MFC stopped the power production after 

about 25 h due to the end of VC removal. In contrast, in OCV mode, there was always some 

residual potential at the end of the experiment, even when the removal stopped (Fig. 6a and Fig. 
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6b). In OCV, the high external resistance applied (1 MΩ) prevents the transfer of the electrons, 

causing a build-up of electrons at the anode and then in a larger potential difference and a small 

power density. In CCV mode, a large part of the electrons generated by the oxidation reaction 

was transferred to the cathode and consumed with H+ for O2 reduction in water form. 

Fig. 6a 

 

Fig. 6b 

 

 

 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

E
(m

V
)

t (h)

OCV

CCV

0

50

100

150

200

250

300

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

φ
v

(W
 m

-3
)

t (h)

OCV

CCV



Page 170 sur 224 
 

Fig. 6c 

 

Fig. 6. Performances of MFC with saturated KIP anode in open circuit potential (OCV) or 

closed-circuit mode (CCV): a) Potential E at optimum R vs. t; b) Power density φv vs. t; c) VC 

removal: f vs t.  

 

Maximum E, φs and φv’ values were compared to those already obtained with cloth 

design MFC (batch) and published in the bibliography. Babanova et al. observed similar 

performance than with saturated KIP carbon cloth in debiting mode (φs  = 15.5 mW m-2) using 

Candida melibiosica yeast on a carbon felt (φs  = 20 mW m-2) [40]. Some authors reported 

higher performances. Gunawardena et al. performed an MFC with S. cerevisiae yeast with 

glucose as carbon source and MB, and obtained E = 383.6 mV for a maximum φv’  = 147 mW 

m-3 [41]. The very good performances obtained by this MFC were probably linked to a 

microporous vitreous carbon electrode employed. Using breweries waters as substrate, 

Çetinkaya et al. obtained φs  = 80  mW m-2 in a continuous flow MFC with a tin coated copper 

mesh as anode [18].  

Other results have been published, but it is not easy to compare the performances, 

because the functioning mode is not always reported. Kebaili et al. developed MFC for fruit 

waste leachate wastewater treatment consisting in graphite and felt carbon rods as leachate 

biofilm support. They obtained potentials of 140 mV and 260 mV and power densities of 24.2 

mW m-2 and 19.1 mW m-2, respectively [15]. Mbokou et al. developed a MFC Scedosporium 

dehoogii filamentous ascomycota fungus as bioanode [42]. The performances were promising 

with a highly stable power density at 6.5 mW m-2 associated with a potential of 450 mV. Pontié 

et al. studied the bioremediation of acetaminophen by the same strain of T. harzianum as us in 

a similar dual chamber MFC as us and obtained V = 550 mV and φs = 50 mW m-2 [25]. The use 

of the same MFC with S. dehoogii with lignin as substrate gave φs = 16 mW m-2.  
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III.4. IC50 of VC for T. harzianum 

 

In order to better understand the VC inhibition effect on T. harzianum, the inhibition on 

its growth was studied in PDA plates with VC concentrations (CVC) between 0 to 2.5 mg L-1 

(Fig. 7).  

 

 

Fig. 7. T. harzianum growth curves in the presence of increasing CVC (from top to bottom: 0 

(i.e., control) (□), 0.25 (■), 0.5 (◊), 1 (♦), 1.25 (Δ), 1.5 (▲), 1.75 (○), 2.25 (●) and 2.5 mg L-1 

(X), respectively). 

 

Slopes values were obtained from each growth curves determined during the 

exponential growth phase at different CVC, slopecontrol being the one measured in the absence of 

VC. The percentage of inhibition was then calculated as follows:  

Inhibition (%) =  (
slope 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 − slope 𝐶𝑉𝐶

slope 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
) x 100                 (3) 

The percentage of inhibition was plotted as a function of VC concentration (Fig. 8).  
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Fig. 8. T. harzianum inhibition rate at different CVC. 

 

From the curve percentage inhibition vs. CVC (Fig. 8), IC50 for VC towards T. harzianum 

was determined using the following equation [43]:  

Inhibition (%) =  I𝑚𝑎𝑥  x [1 − (
I𝑚𝑖𝑛 x 𝐶𝑉𝐶 Hill

IC50 + 𝐶𝑉𝐶
Hill)]                        (4) 

Imin and Imax are the extrema of the curve; CVC are the VC concentrations; IC50 is the 

inhibitor concentration corresponding to the I mean value between Imin and Imax; Hill is a 

constant reflecting the sigmoidicity of the curve (Hill constant = 1.8 ± 0.7). From Eq. 4, IC50 = 

0.97 ± 0.28 mg L-1 or 2.34 ± 0.66 mmol L-1. There is few information about IC50 values for T. 

harzianum to make comparisons with other molecules, but it seems very resistant toward 

aromatic molecules like coumarin as shown by Deng et al. (Deng et al. 2004). Furthermore, in 

our MFC experiments, T. harzianum was still able to degrade VC even at large concentration 

(100 mg L-1), because it is in a biofilm form.  

III.1. Dyes biodegradation by T. harzianum: a short overview 

As few ascomycota fungi species, T. harzianum contain numerous genes encoding for 

various classes of enzymes from diverse families (Tab. 2). This panoply of specific catalytic 

activities allows fungi to survive in an environment where they are confronted to biotic stresses 

and abiotic agents. 
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Tab. 2. T. harzianum genes and depolluting enzymes [45].  

 

T. harzianum’s strains Number of genes 

T. harzianum T22 v1.0 12 762 

T. harzianum M10 v1.0 12 842 

T. harzianum TR274 v1.0 13 932 

T. harzianum CBS 226.95 v1.0 14 095 

Enzyme families Enzymes 

Multicopper oxidases 6 laccases, 2 tyrosinases 

Monooxygenases From 41 to 71 P450 mono-oxygenases, 1 benzoate-specific 

mono-oxygenase, 2 phenol 2-mono-oxygenases 

Flavin-dependent 

monooxygenases 

From 9 to 10 flavoprotein monooxygenases, from 0 to 2  

meta-dichlorophenol 6-mono-oxygenases, from 17 to 26 flavin-

binding monooxygenases-like, 2 nitroreductases 

 

Laccase from Trichoderma asperellum is known to catalyse oxidative degradation of 

VC [11]. Moreover, synthesis of laccase in Trichoderma is stimulated by alachlor (an aromatic 

compound from the chloroacetanilide family, a pesticide) or by guaiacol (a phenolic compound 

with a methoxy group) [46]. The structures of these two compounds exhibit some similarities 

with those of the degradation by-products of VC by T. asperellum (Fig. 9).  

One can make the following hypothesis. The inhibition of the growth of T. harzianum 

could be due to VC itself. In parallel, the transcription of the gene encoding laccase could be 

increased by VC degradation by-products. Therefore, the more by-products of VC degradation 

formed by laccase there would be, the more this enzyme would be synthesized, the more the 

VC would be degraded in the long term, since, at the same time, the concentration of the VC 

decreasing, the inhibition would decrease also. However, this was not observed in our MFC 

experiments. 

Indeed, few is known about the actual mechanisms of dyes biodegradation (in particular 

VC) by Trichoderma (in particular T. harzianum) and there are probably several. For example, 

Trichoderma tomentosum degrades azo-dye Acid Red 3R mainly with manganese peroxidase 

and lignin peroxidase enzymes working: no aromatic amine products, neither laccase activity 

are detected suggesting a possible oxidative degradation pathway [47].  

 



Page 174 sur 224 
 

 

Fig. 9. Hypothesis on VC biodegradation: a) Possible degradation by-products of VC by laccase 

from T. asperellum [11]; b) Structure of alachlor and guaiacol.  

 

IV. Conclusion 

Microbial fuel cells (MFC) are a cost-effective and sustainable option for treating 

wastewaters. In addition, fungal MFC utilize biological techniques to effectively remove 

recalcitrant compounds that remain after traditional physical-chemical treatments. Dyes, 

particularly polyaromatic compounds, are commonly found in wastewater and can be 

challenging to remove using conventional methods. In this study, we used the dye model VC, 

which contains three aromatic rings and dimethylamine/dimethylammonium groups.  

Fungi possess a diverse range of enzymes giving them an ability to degrade aromatic 

compounds. Specifically, laccase has been shown to be able of oxidizing a wide range of 

chemical compounds, including aromatic compounds. In this work, the fungus T. harzianum, 

which produces laccase, was used.  

In this study, two different carbon cloths were used as electrodes in the MFC (KIP and 

CSV) with T. harzianum as biocatalyst on the anode. As results, the removal of VC ceased at 

55 % with CSV, and at 52 % with KIP after 40 h run with respective power densities of 0.6 W 

m-3 and 229.6 W m-3. The KIP anode showed more effective power production compared to the 

CSV anode due its thicker, denser structure and hydrophobicity. This structure allowed a higher 

concentration of charges leading to higher potential, lower resistance and ultimately higher 

power density.  

An experiment without T. harzianum highlighted a sorption phenomenon of VC 

occurred by the carbon cloth. As a consequence, the anode was saturated with VC prior to MFC 

experiments to make degradation by T. harzianum the only factor of VC removal. An increase 

in power density production was observed (23.6 W m-3 with CSV and for 245.4 W m-3 with 

KIP) explained by the larger quantity of VC was disposable for degradation by T. harzianum.   
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In OCV experiments, VC removal was faster and higher than in CCV. In CCV mode, 

the degradation should be accelerated due to the lower resistance applied which stimulate the 

degradation process. The contrary was observed attributed to the challenging nature of VC for 

biodegradation by T. harzianum. Power densities were also lower, with 60.7 W m-3 in CCV 

mode and 245.4 W m-3 in OCV mode.  

VC inhibition effect on T. harzianum was quantified by IC50 measurement. The value 

of 0.97 ± 0.28 mg, highlighted the strong inhibition effect of VC on T. harzianum growth even 

at low concentration. Furthermore, in the biofilm environment of the anode in the MFC, we 

noticed that T. harzianum remained able to produce a current under 100 mg L-1 of VC.  

This study presents promising opportunities for the use of this MFC to treat various 

phenolic compounds as carbon source substrates. Further researches will be conducted to 

optimize the electrodes, such as treating the cathode surface to improve the reduction reaction 

efficiency and attain higher power densities of our MFC.  
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CONCLUSION CHAPITRE 1 ET 2 : BIOREMEDIATION DU MB ET DU VC 

 

Les deux chapitres précédents ont présenté les résultats de nos travaux sur la 

bioremédiation de MB et de VC par T. harzianum en MFC. Afin de pleinement conclure cette 

étude, il est nécessaire de comparer les résultats obtenus avec les deux colorants.  

En MFC, l’élimination du MB a atteint plus de 90 %, tandis que celle de VC n’a pas 

dépassé 60 %. Cette différence a été attribuée à la difficulté rencontrée par T. harzianum pour 

dégrader VC, du fait de sa structure plus complexe et de l’inhibition qu’il apporte (IC50 = 0,97 

± 0,28 mg L-1). La Fig. 1 illustre cette différence, avec l’électrode KIP sans saturation et en 

circuit ouvert.  

 

Fig. 1. Elimination de MB et de VC f vs t pour les expériences de MFC avec KIP sans saturation.  

 

La puissance initiale produite par la MFC est apparue supérieure avec VC. La Fig. 2 

illustre cette différence, avec l’électrode KIP sans saturation et en circuit ouvert.  

Dans l’hypothèse d’une minéralisation totale des deux molécules, cette différence aurait 

pu être expliquée par le plus grand nombre d’électrons libérés par mole de VC (65 e-) par rapport 

à une mole de MB (43 e-).  
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Fig. 2. Courbe de polarisation pour les expériences de MFC en circuit ouvert, avec KIP sans 

saturation  

 

Les plus faibles résultats concernant la bioremédiation du VC par T. harzianum ont été 

expliqués par la forte inhibition du champignon. Cependant sa dégradation a été effective, 

puisqu’elle a permis d’obtenir des puissances supérieures à MB, ce qui prouve la capacité de T. 

harzianum à s’adapter à la nocivité du colorant.  

En conclusion, les expériences de bioremédiation en MFC ont montré de meilleurs 

résultats pour MB. Ce substrat sera donc intéressant à utiliser pour envisager des améliorations 

de la MFC, en particulier par un traitement antifouling de la PEM.  
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CHAPITRE 3. MODIFICATION D'UNE MEMBRANE ECHANGEUSE DE PROTON 

(PEM) POUR LIMITER LE PHÉNOMÈNE DE BIOFOULING 

I. Introduction  

Ce chapitre a pour but d’optimiser l’efficacité des biopiles vis-à-vis du bleu de 

méthylène (MB) en modifiant la PEM NafionTM 117 pour lui apporter des propriétés 

« antibiofilms ». Deux stratégies sont envisagées, le dépôt chimique de particules de cuivre et 

le dépôt chimique de particules d’argent. Les PEM seront d’abord traitées en polymérisant de 

la dopamine sur leur surface. Ensuite, des ions argent (Ag+) ou des ions cuivre (Cu2+) seront 

déposés sur cette couche, à deux concentrations différentes (0,35 g L-1 et 0,035 g L-1) et seront 

réduits en particules métalliques par action de l’acide ascorbique. Comme nous l’avons montré 

précédemment dans l’étude bibliographique du chapitre III, la polydopamine, les particules de 

cuivre et d’argent ont une action antimicrobienne.  

Au cours de nos travaux, les PEM modifiées seront observées par MEB et par AFM afin 

d’étudier leurs variations de morphologie et de topographie. Puis, des mesures d’angles de 

contact seront réalisées pour savoir comment les modifications changent leurs propriétés 

hydrophile/hydrophobe. Des mesures de diffusion de protons sur les PEM seront également 

faites pour savoir comment les modifications influencent leur conductivité protonique. D’autre 

part des mesures de diamètre d’inhibition sur tapis microbiens nous permettrons de déterminer 

quelle modification apporte les meilleures propriétés antimicrobiennes. Enfin, la PEM modifiée 

la plus prometteuse sera utilisée en MFC et la présence de biofilm sera vérifiée par MEB après 

un mois d’utilisation.  

II. Matériel et méthodes 

II.1. Micro-organisme  

La souche de Trichoderma harzianum, désignée sous le numéro 1573, a été fournie 

gracieusement de la banque de souches de l'Institut de recherche horticole et semencière à 

l'Institut national de recherche pour l'agriculture, l'alimentation et l'environnement (IRHS-

INRAE), d’Angers, en France.  

II.2. Produits chimiques  

Le bleu de méthylène (MB) (C.I. 52015) est de qualité pharmacopée européenne, il a 

été fourni par la société Merck (Darmstadt, BW, Allemagne). L'acide citrique anhydre a été 

fourni par Fisher (Fair Lawn, NJ, USA). Le citrate trisodique dihydraté, l'acide chlorhydrique, 

l’hexaméthyldisilazane, l’acide L-ascorbique pur à 99%, le tampon Tris-HCl de qualité réactive 

ont été achetés chez Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Le ferricyanure de potassium était 

de qualité réactif ACS et a été fourni par MP Biomedicals (Solon, OH, États-Unis). Le D (+) –

glucose anhydre (dextrose) était de qualité réactif ACS et fourni par Acros Organics (NJ, USA). 

Le chlorhydrate de dopamine a été acheté auprès de Sigma-Aldrich (Steinheim, NW, 

Allemagne). Le nitrate d'argent était de qualité réactif ACS a été acquis auprès de Riedel-de 

Haën (Seelze, NI, Allemagne). Le sulfate de cuivre pentahydraté a été acheté chez Acros 

organics (NJ, USA). Le glutaraldéhyde (2%), le paraformaldéhyde (2%), le tampon cacodylate 

(0.1M), le tétraoxyde d’osmium (2%), l’éthanol ont été fournis par Electron Microscopy 
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Science (Hatfield, PA, USA). La membrane échangeuse de protons (PEM) est une NafionTM 

117 et a été fourni par Sigma-Aldrich (actuellement Merck) (St Louis, MO, USA). 

II.3. Milieux de culture  

Les milieux de culture mères ont été préparés en solubilisant 7,8 grammes de gélose 

« potato dextrose agar » (PDA) (obtenue de Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) dans 200 mL 

d'eau distillée. La stérilisation a été réalisée par autoclavage, après quoi la solution a été 

distribuée dans des boîtes de Pétri. Cinq points d'inoculation T. harzianum sont réalisés sur 

chaque plaque de gélose à l’aide d’une boucle d'inoculation de platine. Ces boites servent de 

culture mère pour inoculer les boites servant aux expériences de croissance (avec et sans MB) 

et à la préparation des anodes. Les boites mères sont renouvelées toutes les semaines. 

Le biofilm utilisé comme bioanode dans une pile microbienne (MFC) a été préparé à 

partir d’une boîte mère âgée d’une semaine. 20 ml de tampon citrate stérile à 0,1 M et à pH = 5 

(pH optimal de croissance de T. harzianum [1]), sont ajoutés sur le tapis microbien et étalés à 

l’aide d’un râteau. Une suspension fongique d’environ 106 spores par millilitre est ainsi obtenue 

[2]. Le tissu de carbone (KIP) préalablement stérilisé en autoclave est placé au centre de la 

suspension. La boite est agitée à l’aide d’une table d’agitation (50 tours par minute) pendant 

quatre jours. Le tissu est retourné après deux jours pour permettre une colonisation homogène 

des deux faces du tissus de carbone. 

II.4. Modification de la PEM 

Dans cette étude, les modifications apportées à la PEM NafionTM 117 sont conçues pour 

modifier ses propriétés de surface, et donc les interactions avec les éventuels micro-organismes 

présents dans les compartiments de la MFC.  

Des travaux menés sur les protéines adhésives utilisées par les moules pour se fixer 

solidement sur un support, ont conduit à découvrir en 2007 que la dopamine à pH légèrement 

basique pouvait se polymériser facilement à la surface de nombreux matériaux [3].  

La Fig. 1 illustre une des hypothèses de réarrangement et de polymérisation de la 

dopamine en polydopamine. Des objets, allant des échelles macroscopiques à nanométrique, 

peuvent ainsi être recouverts de polydopamine. Comme nous l’avons vu précédemment dans la 

partie bibliographique, les propriétés qu’elle apporte aux surfaces ont ouvert la voie à de 

nombreux travaux de recherche, notamment dans le domaine des revêtements anti-microbiens.  
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Fig. 1. Hypothèse de mécanisme de transformation et de polymérisation de la dopamine sur une 

surface de NafionTM 117.  

 

La polydopamine a ainsi été utilisée pour apporter des propriétés antibactériennes et 

antifongiques vis-à-vis de nombreux micro-organismes [4]. Ses propriétés redox la rendent à la 

fois antioxydante et pro-oxydante car elle peut échanger des électrons. Cela lui permet par 

exemple de contribuer à la génération d’espèces oxygénées réactives [5], qui peuvent avoir un 

effet antimicrobien.  

De plus, la polydopamine, contient des groupes catéchols qui peuvent former des 

liaisons de coordination avec des ions métalliques (Fig. 2). Ces ions peuvent être réduits en 

particules métalliques par réaction de réduction. 

 

Fig. 2. Interactions entre les ions métalliques (argent et cuivre) et la polydopamine lors de 

l’étape de fixation de ces ions.  

 

Certains métaux (sous forme ionique et métallique) comme le cuivre et l’argent étant 

connus pour avoir des propriétés antimicrobiennes, leur présence à la surface des PEM doit 

permettre de leur apporter des propriétés antifouling (cf. partie bibliographique).  
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Les échantillons de PEM ont été découpés en morceaux à l’aide d’une lame de scalpel, 

avec des formes et des tailles variant en fonction de l'expérience réalisée. Les PEM ont d’abord 

été immergées dans une solution de HCl 0,1 M (100 ml) et agitées pendant 4 h sous agitation 

magnétique à 200 tr/min pour garantir leur forme acide. Puis, les PEM ont été rincées dans de 

l'eau désionisée pendant 24 h sous agitation avec un remplacement de l'eau toutes les 4 h jusqu'à 

neutralisation du pH.   

Le tampon Tris-HCl (15 mM) a été préparé en dissolvant 1,182 g dans 400 mL d'eau 

désionisée et en ajustant le pH à 8,5 avec des granules de NaOH, puis en complétant à 500 mL. 

Ensuite, 1 g de dopamine a été versé dans la solution et rapidement, les échantillons 

membranaires ont été immergés. La solution prend une couleur saumon, virant au brun et au 

noir lorsque la polymérisation de la dopamine s’effectue. L’expérience dure 24 heures sous 

agitation magnétique à 400 tr/min, ces conditions d’agitation permettant d’empêcher que la 

PEM se dépose sur le fond du récipient. 

Une solution de nitrate d'argent à 1 g L-1 dans 100 ml d’eau désionisée a d’abord été 

préparée, puis diluée à 0,35 g L-1 et à 0,035 g L-1 dans 200 mL d'eau désionisée. Les solutions 

de sulfate de cuivre à 0,35 g L-1 et 0,035 g L-1 ont été préparée de la même manière en 

considérant sa nature pentahydratée.  

Les PEM modifiées par la polydopamine ont été ensuite placés dans des solutions de 

0,35 ou 0,035 g L-1 AgNO3 ou CuSO4 afin de déposer des ions métalliques sur leur surface. 

Cette étape dure 4 h sous agitation magnétique de 400 tr/min.  

Les PEM sont ensuite placées individuellement dans une solution d'acide ascorbique à 

2 g L-1 afin de réduire les ions en particules métalliques. Cette étape dure 2 heures sous agitation 

magnétique (200 tr min-1) à température ambiante et 2 heures à 70 °C dans un étuve. La Fig. 3 

illustre le phénomène de réduction, aboutissant à l’obtention de particules métalliques fixées 

sur la polydopamine recouvrant la surface des PEM.  

 

Fig. 3. Réaction de réduction des ions métalliques en particules métalliques par action de l’acide 

ascorbique.  

 

Les PEM modifiées sont ensuite soigneusement déposées et séchées sur du papier 

absorbant doux et recouvertes d’une boite en verre pour les protéger. Les volumes des solutions 

préparées ou les dimensions des récipients ont été adaptés en fonction de la forme, de la taille 

ou du nombre d'échantillons membranaires nécessaires aux différentes expériences, mais les 

concentrations sont restées strictement les mêmes.  
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II.5. Mesures d’angles de contact  

La mesure des angles de contact est une méthode largement utilisée pour évaluer la 

nature hydrophile ou hydrophobe d'une surface. L'angle de contact est défini comme l'angle 

auquel une interface liquide/vapeur rencontre une surface solide. Si le liquide est de l’eau, un 

petit angle de contact indique une forte interaction entre l’eau et le solide, c'est-à-dire que la 

surface est hydrophile, tandis qu'un angle de contact plus grand suggère une interaction faible, 

ce qui dénote une surface hydrophobe. Dans le contexte des PEM, la modification de leurs 

propriétés de surface peut avoir des implications significatives pour leurs performances dans 

diverses applications telles que les piles à combustible et les systèmes d'électrolyse de l'eau.  

En comparant les angles de contact en milieu aqueux des PEM non modifiées et 

modifiées par la polydopamine et les particules métalliques, nous pourrons corréler 

changements d'hydrophilie ou d'hydrophobicité aux modifications. Cela nous aidera à 

comprendre l'effet des modifications sur les performances des PEM, ouvrant la voie à leur 

utilisation optimisée en MFC.  

Au total, vingt-sept carrés de 1 cm x 1 cm de PEM ont été coupés et testés, divisés en 

neuf groupes distincts. Quatre de ces groupes de PEM ont été modifiés de la manière suivante, 

d'abord en déposant de la polydopamine, puis en déposant de l'argent ou du cuivre à deux 

concentrations différentes (0,35 g L-1 et 0,035 g L-1). Un cinquième groupe comprend des PEM 

modifiées uniquement par dépôt de polydopamine. Enfin, le sixième groupe est constitué de 

PEM non modifiées, servant de témoins. Pour chaque groupe, trois échantillons ont été analysés 

pour assurer la fiabilité et la reproductibilité des résultats.  

Les mesures d'angles de contact noté θ entre la surface des PEM et l'eau ou un tampon 

citrate (C = 0,1 M ; pH = 5,0) ont été réalisées à température ambiante (23 °C) à l'aide d’un 

appareil DSA 25 commercialisé par Krüss (Hambourg - Allemagne), en utilisant la technique 

de la goutte posée. La taille de la gouttelette a été contrôlée à 3 mL et le temps de photographie 

de la goutte était de 500 ms. La moyenne de chaque résultat a été calculée à partir d'au moins 

cinq mesures. Les incertitudes de mesure ont donné une valeur de 2°. 

II.6. Observation par microscopie électronique à balayage  

La microscopie électronique à balayage (MEB) est une technique non destructive 

puissante largement utilisée pour obtenir des informations, morphologiques, compositionnelles 

et cristallines d’échantillons à l'échelle micro et nanométrique. Dans cette étude, le MEB nous 

a servi à visualiser les morphologies de surface et à déterminer la distribution des dépôts de 

polydopamine et des particules métalliques formées sur la PEM.  

Le principe de fonctionnement du MEB consiste à scanner l'échantillon avec un faisceau 

focalisé d'électrons de haute énergie. Ces électrons interagissent avec les atomes de l'échantillon 

et produisent divers signaux qui fournissent des informations sur la topographie de surface et 

la composition de l'échantillon. Notamment, les électrons secondaires générés jouent un rôle 

déterminant dans la création d'images à haute résolution, offrant des détails précis sur la texture 

et la forme de la surface de la PEM.  
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Pour notre étude, les images MEB pourront apporter des informations sur la façon dont 

la couche de polydopamine adhère à la PEM, et comment les dépôts métalliques ultérieurs se 

distribuent sur cette couche. Ces observations sont essentielles pour corroborer l'efficacité des 

modifications et relier ces changements physiques aux variations observées des propriétés 

fonctionnelles des PEM. Les observations MEB ont été réalisées sur des échantillons de 

dimension 1 cm x 1 cm et modifiées de quatre manières différentes : deux avec des dépôts 

d'argent à des concentrations de 0,35 g L-1 et 0,035 g L-1, et deux avec des dépôts de cuivre aux 

mêmes concentrations. Avant les dépôts métalliques, toutes les PEM ont été modifiées par la 

polydopamine. Ces dernières ont également été étudiées par MEB ainsi que la PEM non 

modifiée, pour servir d’échantillons témoins.  

À la fin des expériences réalisées en MFC, les PEM ont été récupérées et observées au 

MEB pour observer l’éventuelle présence de biofilm. Ces observations nous permettront de 

vérifier l’efficacité des traitements envisagés contre l’encrassement biologique, une 

considération essentielle pour maintenir l'efficacité des MFC dans les applications pratiques. 

Ces observations ont nécessité une préparation particulière réalisée en trois étapes. Tout 

d'abord, toutes les activités enzymatiques de T. harzianum ont été arrêtées avec une solution de 

tampon de cacodylate de sodium (0,1 M, pH = 7,4) contenant 2% en poids de glutaraldéhyde et 

2% en poids de paraformaldéhyde. Ensuite, la fixation des composés lipidiques présents dans 

T. harzianum a été effectuée dans un tampon de cacodylate de sodium (0,1 M, pH = 7,0) 

contenant 1% en poids de tétraoxyde d'osmium pendant 2 heures. Enfin, la déshydratation 

progressive des échantillons a été réalisée par des mélanges eau-éthanol avec un pourcentage 

en volume croissant d'éthanol. Un dernier traitement à l'hexaméthyldisilazane a permis une 

déshydratation ménagée finale.  

Les observations des PEM modifiées et non modifiées ont été réalisées avec un MEB 

environnemental SEM EVO40EP commercialisé par Zeiss. Les échantillons ont été 

préalablement recouverts d'une couche de carbone de 5 nm pour assurer la conductivité de la 

surface. Les observations des PEM après leur utilisation en biopile ont été faites avec un MEB 

SEM EV0LS10 de Zeiss après un recouvrement d'une couche de platine de 12 nm. 

II.7.  Observations par microscopie à force atomique  

La microscopie à force atomique (AFM) est un outil essentiel dans le domaine de la 

science et de la technologie à l'échelle nanométrique, et est largement utilisée pour l'imagerie 

et l’étude des surfaces. Le principe de fonctionnement de l'AFM est basé sur l'interaction entre 

une sonde pointue (généralement un levier microfabriqué avec une pointe à son extrémité) et la 

surface de l'échantillon. Cette interaction, qu'elle soit de forces attractives ou répulsives, 

provoque la déviation du levier lorsqu'il est balayé à travers la surface. Un faisceau laser, 

réfléchi par l'arrière du levier et dans une photodiode, enregistre ces déviations. Le signal 

collecté est ensuite converti en une image à l'aide de mécanismes de rétroaction.  

Dans cette étude, l'utilisation de l’AFM en complément du MEB est indispensable pour 

caractériser les PEM. Bien que le MEB excelle dans la réalisation d’images à haute résolution 

de la morphologie et de la structure des surfaces, il n'a pas la capacité d'analyser efficacement 

les propriétés physiques de la surface à l'échelle nanométrique, ce qui est indispensable pour 

comprendre l'influence du dépôt de polydopamine et de métal sur les PEM. 
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La microscopie AFM quant à elle, permet la caractérisation approfondie des 

changements topographiques à l'échelle nanométrique et apporte des informations détaillées sur 

les propriétés physiques telles que la rugosité de surface, les propriétés mécaniques et les forces 

d'adhésion, qui ne sont pas accessibles par MEB. De plus, l'AFM fonctionne dans des conditions 

ambiantes ou liquides, ce qui permet d'étudier les PEM dans des environnements plus proches 

de leurs conditions d'application, et d’avoir des informations plus réalistes sur les changements 

de surface. 

Par conséquent, l’association MEB / AFM permet une interprétation holistique des 

relations structure-propriété de surface, essentielles pour optimiser les performances de la PEM. 

II.8. Analyses par spectroscopie de rayons X à dispersion d'énergie  

La spectroscopie de rayons X à dispersion d'énergie (EDX) est une méthode analytique 

utile pour identifier et quantifier des éléments chimiques sur un échantillon. Elle repose sur 

l'excitation des atomes par un faisceau d'électrons et l'émission de rayons X.  

Cette technique a été utilisée sur les PEM modifiées par un dépôt de particules de cuivre 

ou d’argent.  Les analyses ont été réalisées à l’aide d’un canon d’EDX (Oxford Instrument X-

Max).  

II.9. Tests de conductivité protonique 

Le dépôt de polydopamine, de cuivre ou d’argent sont susceptibles d’altérer la 

conductivité protonique de la PEM. C’est pourquoi, des tests de conductivité protoniques ont 

été effectués sur chaque PEM modifiée et sur une membrane témoin. 

Les tests de conductivité protonique ont été réalisés en utilisant une cellule à double 

compartiment (appelée cellule de Ilkovič) similaire à celle utilisée pour les expériences de 

MFC, afin de conserver des paramètres importants tels que le flux hydrodynamique et la couche 

de diffusion. La PEM testée a été placée entre les deux compartiments. Dans le compartiment 

amont, nous avons introduit de l'acide chlorhydrique à différentes concentrations (pH 1, pH 2, 

pH 5), et de l'eau ajustée à pH 7 par de l’hydroxyde sodium 0,1M, dans le compartiment aval. 

Nous avons également effectué une expérience supplémentaire en présence de tampon citrate, 

à pH 5 dans le compartiment amont et à pH 7 dans compartiment aval. La cellule a été placée 

dans un bain thermostaté à une température de 25 °C ± 1 et agitée à l'aide d'un agitateur 

magnétique multi-stations à 300 tr/min, vitesse suffisante pour limiter les couches limites de 

diffusion. L’évolution du pH dans le compartiment aval a été mesurée à l'aide d'une électrode 

de calomel saturée, connectée à un pH-mètre (Metrohm 632) préalablement calibré, et les 

mesures effectuées toutes les minutes pendant deux heures. Les valeurs de pH ont été 

enregistrées et converties en concentration d'ions H+ (CH+). Ainsi, pour chaque type de 

modification et chaque pH, nous avons tracé une courbe CH+ = f (t) Les expériences ont été 

répétées deux fois et les résultats ont été moyennés. 

Les courbes CH+ = f (t) obtenues sont divisibles en deux domaines. Le premier 

correspond à l’état transitoire, où des protons commencent à traverser la PEM et au cours duquel 

des chemins préférentiels de diffusion sont établis. Le second correspond à l’établissement d’un 

régime quasi-stationnaire, où le flux molaire des protons JC(H+) atteint une valeur stable au cours 

du temps. Ce régime se maintient jusqu’à ce que le pH s’équilibre de part de d’autre de la PEM 
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et que le flux molaire diminue. On observe parfois une rupture de pente. Si la pente augmente, 

cela signifie que le revêtement appliqué a subi une altération et si la pente diminue, cela signifie 

un colmatage de la PEM.  

La pente en mmol cm-3 s-1 correspond à la variation de la concentration en protons en 

fonction du temps :  

 𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒 =
∆𝐶𝐻+

∆𝑡
 (1) 

où ΔCH+ est la variation infinitésimale de concentration en mmol.cm-3
 et Δt est la variation 

infinitésimale du temps en s.  

La pente permet de calculer le flux molaire des protons à une concentration donnée 

Jc(H+) en mmol cm-2 s-1 :  

 𝐽𝐶(𝐻+) = 𝑃𝑒𝑛𝑡𝑒 x 
𝑉

𝐴
=

∆𝐶𝐻+

∆𝑡
 x 

𝑉

𝐴
  (2) 

où V est le volume de la cellule en cm3 et A l’aire de la PEM en cm2.  

À partir du flux molaire JC(H+), nous pouvons calculer le coefficient de perméabilité 

intégral (ou usuel) de la PEM aux protons à une concentration donnée PC(H+) en cm2 s-1 :  

 𝑃𝐶(𝐻+) =
𝐽𝐶(𝐻+) x  𝑒

𝐶𝐻+
  (3) 

où e est l’épaisseur de la PEM en cm.  

Le graphe log (JC(H+)) = f (log (CH+) est tracé et sa pente P’ permet d’accéder au facteur 

d’hétérogénéité z, grandeur sans unité :  

 𝑧 = 2 − 𝑃′  (4) 

Le facteur d’hétérogénéité z permet d’accéder à la perméabilité locale de la PEM aux 

protons P*
C(H+) à une concentration donnée : 

 𝑃𝐶(𝐻+)
∗ = 𝑃𝐶(𝐻+) x (2 − 𝑧)  (5) 

Enfin, le coefficient de diffusion DC(H+), respectivement de 3,05 x 10-5 et de 3,44 x 10-5 

cm2 s-1 pour des concentrations en protons respectives de 1M et de 0.1M [6], permet d’accéder 

au paramètre d’exclusion de Donnan : 

 𝐸𝑥𝑐𝑙𝑢𝑠𝑖𝑜𝑛 𝑑𝑒 𝐷𝑜𝑛𝑛𝑎𝑛 =
𝑃𝐶(𝐻+)

∗

𝐷𝐶(𝐻+)
  (6) 

Ce rapport prend en compte deux phénomènes, à savoir le facteur de tortuosité et 

d’obstruction, lié à la structure de la PEM, aux modifications appliquées et à la taille des ions, 

mais aussi du coefficient de diffusion des protons DC(H+), qui diminue avec la concentration en 

protons.  
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II.10. Tests antimicrobiens sur les PEM 

Les expériences réalisées dans ce chapitre ont pour but d’optimiser les performances de 

la MFC. Les PEM, utilisées, servent de milieux d'échange de protons et également de barrière 

pour empêcher le shunt d'électrons. Cependant, elles peuvent être sensibles à l'encrassement 

biologique, ce qui réduit leur efficacité et leur longévité. En modifiant leur surface par la 

polydopamine et des particules métalliques (argent ou cuivre), nous visons à améliorer leurs 

propriétés antimicrobiennes, et ainsi atténuer le problème d'encrassement biologique. En cas de 

succès, cela pourrait améliorer les performances de MFC, avec une puissance de sortie plus 

élevée et une durée de vie opérationnelle plus longue. En outre, cette approche pourrait 

également offrir des informations sur la modification d'autres types de PEM utilisées dans les 

systèmes bioélectrochimiques, ouvrant la voie à des applications plus larges dans le secteur des 

énergies renouvelables. 

Dans cette étude, nous avons testé les propriétés antimicrobiennes des PEM modifiées 

par la polydopamine et par la polydopamine associée à de l'argent ou du cuivre à deux 

concentrations différentes (0,35 g L-1 et 0,035 g L-1). La PEM non modifiée, a également été 

testée comme témoin. Les expériences ont été réalisées en triplicata. Les PEM ont 

préalablement été stérilisées de chaque côté, sous rayonnement UV dans un poste de sécurité 

microbiologique (PSM) pendant 15 minutes. 

Nous avons réalisé les expériences de la manière suivante. Trois plaques de gélose PDA 

ont été inoculées en cinq points avec T. harzianum et laisser pousser à température ambiante. 

Après 7 jours, 10 ml de tampon de citrate (C = 0,1 M, pH = 5) stérile sont ajoutés dans chacune 

des boites. Les champignons ont ensuite été détachés et mis en suspension à l’aide d’un râteau. 

Les trois suspensions ont été récupérées dans un flacon Falcon de 50 ml puis vigoureusement 

agitées sous vortex. 0,5 ml de suspension ont ensuite été déposés et étalés sur des boites de 

géloses PDA (106 cellules par mL), en conditions stériles (flamme). Les échantillons de PEM 

ont été déposés au centre des axes préalablement dessinés sur les boites. Ces PEM ont 

également été humidifiées avec du tampon citrate stérile avant de les déposer, pour éviter tout 

effet de capillarité qui affecterait la physionomie microbienne du tapis et pour empêcher le 

repliement de la PEM quand elle est humidifiée que d’un seul côté. Les plaques ont été mises 

dans un incubateur à 25°C et les diamètres d'inhibition ont été régulièrement mesurés. Des 

photographies ont été prises pour avoir une appréciation visuelle de l'évolution. Cela nous a 

permis d'avoir un aperçu des effets antimicrobiens des modifications de la PEM et de l'effet 

potentiel sur notre MFC  

II.11. Configuration MFC  

Les expériences en configuration biopile ont été réalisées dans les mêmes conditions 

que celles décrites pour la bioremédiation du bleu de méthylène (Chapitre 1). Seule la PEM 

NafionTM 117 qui sépare les deux compartiments diffère car elle a été préalablement modifiée 

par la polydopamine associé au cuivre ou à l’argent. Une expérience avec la PEM non modifiée 

a également été réalisée pour comparaison.  
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Pour rappel, nous avons utilisé une cellule à double compartiment de volume de 100 mL 

dont les deux compartiments ont été séparés par une PEM NafionTM 117 modifiée ou vierge. 

Chaque composant de la MFC a été stérilisé par autoclavage avant d'être assemblé sous PSM. 

Des électrodes, composées de tissu de carbone (Dacarb Company – France - de noms 

commerciaux KIP et CSV), ont été intégrées dans la MFC. Des collecteurs d'électrons, 

constitués de tiges de platine ont servi à relier les électrodes à un circuit électrique via des pinces 

crocodiles. Le circuit électrique était composé d'un multimètre et d'un boîtier décade de 

résistance connectés en parallèle. L'anode en tissu de carbone (3 x 3 cm), a été préalablement 

incubée dans 20 mL d’une suspension de T. harzianum. Pour éviter le phénomène de sorption 

de colorant par l'anode au cours de l’expérience, l’anode en tissu de carbone a été préalablement 

saturées de MB (500 mg L⁻¹).  

Pour permettre le fonctionnement de la MFC, 90 mL d'électrolytes stérilisés ont été 

ajoutés dans chaque compartiment. Une solution de MB (C₀ = 100 mg L⁻¹) et de dextrose (10 

mg L⁻¹ dans un tampon de citrate 0,1M à pH = 5,0) a constitué la solution de l’anolyte dans le 

compartiment amont. Le compartiment cathodique a été rempli par une solution de ferricyanure 

de potassium (PF) à 31,9 g L⁻¹ dans un tampon citrate 0,1 M, l’ensemble étant sous barbotage 

d'air filtré (filtre 0,2 µm). Les expériences ont été menées à température ambiante (22 ± 2 °C) 

sous agitation magnétique à 130 tr/min pendant une durée de trente jours. Tous les sept jours, 

les compartiments ont été vidés et remplis à nouveau d'anolyte et de catholyte stérilisés pour 

effectuer des cycles successifs. 

Les échantillons d'anolyte prélevés, de volume de 0,25 ml, ont été dilués dans l’eau et 

conservés au congélateur à -5 °C pour inhiber la croissance de T. harzianum et la biodégradation 

subséquente du MB. À la fin de chaque expérience, les échantillons décongelés, ont été analysés 

par spectrophotométrie UV-Visible. La mesure à la longueur d'onde de 664 nm, qui est la 

longueur d'onde d'absorption maximale du MB, a permis la détermination des concentrations 

de MB (C0 et Ct exprimée en mg L⁻¹). Le taux d'élimination du MB f (%) en fonction du temps 

a ensuite été calculé :  

𝑓 =  
𝐶0− 𝐶𝑡

𝐶0
  x 100    (7)      

La masse qe (ou qt) de MB éliminée à l'équilibre (ou temps t) par g de tissu de carbone 

(mg g-1) a été calculée comme suit :   

𝑞𝑒 =  
(𝐶0− 𝐶𝑒𝑞) 𝑋 𝑉

𝑚
            (8)          

où V est le volume de solution (L) et m est la masse de tissu de carbone (g).   

Dans cette étude, la résistance externe a été constamment maintenue en circuit fermé 

avec une résistance externe optimale déterminée d’environ 200 ohms. Les mesures de potentiel 

entre les électrodes E (V) ont été mesurées deux fois par jour en circuit ouvert en diminuant 

peu à peu la résistance à l’aide d'une boîte de décade.  

Les valeurs d'intensité de courant correspondantes I (A) ont été calculées en utilisant la 

loi d'Ohm, ce qui a permis de déterminer les valeurs de puissance P (W) et la résistance optimale 

R. Ces valeurs, ainsi que la densité de puissance maximale sont caractéristiques des 

performances de la MFC. 
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III.  Résultats et discussions  

III.1. Observations macroscopiques des revêtements 

Pour chaque expérience, 6 PEM Nafion 117 ont été étudiées :  

- Une PEM non modifiée, appelée « Témoin » ;  

- Une PEM avec revêtement en polydopamine, nommée « Polydopamine » ;  

- Une PEM avec revêtement en polydopamine suivi d’un dépôt d’ions argent par une 

solution d’AgNO3 à 0,35 g L-1 puis réduction, nommée « Ag 0.35 » ;  

- Une PEM avec revêtement en polydopamine suivi d’un dépôt d’ions argent par une 

solution d’AgNO3 à 0,035 g L-1 puis réduction, nommée « Ag 0.035 » ;  

- Une PEM avec revêtement en polydopamine suivi d’un dépôt d’ions cuivre par une 

solution CuSO4 à 0,35 g L-1 puis réduction, nommée « Cu 0.35 » ;  

- Une PEM avec revêtement en polydopamine suivi d’un dépôt d’ions cuivre par une 

solution CuSO4 à 0,035 g L-1 puis réduction, nommée « Cu 0.035 ».  

La Fig. 4 donne un aperçu des PEM modifiées ce qui permet d’apprécier la qualité des 

revêtements. Une coloration brune apparait sur certaines PEM et plus particulièrement en 

présence uniquement de polydopamine. Les membranes modifiées par des particules d’argent 

apparaissent logiquement argentées. 

a)  b)  c)  

 
d)  e)  f)  

Fig. 4. Photographies des PEM NafionTM 117 modifiées : a) PEM sans modification « Témoin 

» ; b) PEM « Ag 0.35 » ; c) PEM « Cu 0.35 » ; d) PEM « Polydopamine » ; e) PEM « Ag 0.035 

» ; f) PEM « Cu 0.035 »  
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III.2. Observations des revêtements par MEB 

Des images MEB des échantillons, obtenues avec un grandissement de 1000 sont 

présentées Fig. 5.  

              a)                b)  

  

              c)                d)  

  

              e)                f)  

  

Fig. 5. Images MEB des PEM NafionTM 117 modifiées : a) PEM sans modification « Témoin 

» ; b) PEM « Polydopamine » c) PEM « Ag 0.035 » ; d) PEM « Ag 0.35 » ; e) PEM « Cu 

0.035 » ; f) PEM « Cu 0.35 » (grandissement x 1000) 

 

La PEM NafionTM « Témoin » (Fig. 5a) montre une surface uniforme, avec quelques 

imperfections dues à son usinage et au traitement avant l’observation.  

La PEM « Polydopamine » présente une surface écailleuse, due à un excès de 

polydopamine déposée. Une cartographie AFM sera réalisée pour vérifier si la surface est 

entièrement recouverte [7].  

La PEM « Ag 0.035 » montre une surface recouverte partiellement de grains clairs de 

taille comprise en 1,2 et 1,3 µm. Leur répartition à la surface n’est pas très homogène. La 

couverture est plus complète sur la PEM « Ag 0.35 », du fait de la quantité plus importante 

d’argent déposée. Quelques rayures sont visibles certainement dues à la manipulation des 



Page 192 sur 224 
 

échantillons. Les analyses EDX ont confirmé la présence d’argent sur les surfaces de ces PEM 

(Fig 6a et 6b). 

Les PEM « Cu 0.035 » et « Cu 0.35 » ne montrent pas la présence de particules de cuivre 

et ont une morphologie proche des PEM revêtues uniquement de polydopamine (Fig. 5e et 5f). 

Les analyses EDX ont cependant confirmé la présence de cuivre sur les surfaces de ces PEM 

(Fig 6c et 6d).  

a)  b)  

  
c)  d)  

  

Fig. 6. Spectres EDX des PEM NafionTM 117 modifiées avec des particules métalliques : a) 

PEM « Ag 0.035 » ; b) PEM « Ag 0.35 » ; c) PEM « Cu 0.035 » ; d) PEM « Cu 0.35 ». 

 

III.3. Observations des revêtements par AFM 

L’AFM qui permet de faire des cartographies de hauteur et des mesures de module 

d’adhésion a été utilisée ici pour améliorer les observations des dépôts et en particulier vérifier 

la présence de particules de cuivre. Des cartographies AFM des différentes membranes sur une 

échelle d’observation de 50 µm x 50 µm sont visibles Fig. 7.  
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                   a)                     b)  

  

                   c)                     d)  

  

                   e)                     f)  

  

Fig. 7. Cartographie AFM de hauteur des PEM NafionTM 117 modifiées, avec une échelle de 

50µm x 50µm : a) PEM sans modification « Témoin » ; b) PEM « Polydopamine » c) PEM « 

Ag 0.035 » ; d) PEM « Ag 0.35 » ; e) PEM « Cu 0.0335 » ; f) PEM « Cu 0.35 ».   

 

Les hauteurs observées sur la PEM non modifiée sont assez uniformes et ponctuées par 

des irrégularités dues à l’usinage et au conditionnement. La PEM « Polydopamine » présente 

également une surface dont les hauteurs sont homogènes. Les écailles observées en MEB ne 

sont pas présentes. La surface est relativement lisse, en dépit des poussières fines représentées 

par les points blancs.  

La PEM « Ag 0.035 » montre une surface en grande partie recouverte par les particules 

d’argent, avec une répartition homogène sur la polydopamine qui les supporte, et un aspect 

pommelé. La PEM « Ag 0.35 » montre une couverture complète et dense des particules d’argent 

avec du relief au sein même de la couche qu’ils constituent. Comme les images MEB, les 

cartographies AFM prouvent le dépôt effectif des particules d’argent sur les PEM.  

La PEM « Cu 0.035 » montre une couverture fine sur la surface de polydopamine, avec 

la présence de rayures certainement apportées lors de la manipulation. La PEM « Cu 0.35 » 

présente une couverture plus dense et complète, avec des particules de cuivre visibles. Cette 

observation prouve la présence des particules de cuivre contrairement aux images MEB.   
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La rugosité d’un échantillon se réfère au supplément de surface apportée par le relief de 

l’échantillon par rapport à une surface parfaitement plane. En AFM, elle dépend beaucoup de 

la fenêtre d’observation utilisée pour la déterminer, car la resserrer ou l’étendre peut 

respectivement exclure ou inclure des éléments qui la feraient augmenter ou diminuer. Ici, la 

fenêtre de 50 µm x 50 µm permet d’apprécier les rugosités sur les images AFM présentées Fig. 

7. Les valeurs de rugosités mesurées sur les différentes PEM sont rassemblées dans le Tab. 1. 

 

Tab. 1. Rugosités moyennes déduites des observations AFM des PEM NafionTM 117 modifiées. 

Fenêtre d’observation de 50 µm x 50 µm. 

PEM Rugosité moyenne (nm) 

Témoin 5 +/- 1 

Dopamine 46 +/- 3 

Argent 0.035 90 +/- 2 

Argent 0.35 438 +/-21 

Cuivre 0.035 26 +/- 0 

Cuivre 0.35 21 +/- 1 

 

Les membranes non modifiées ont la rugosité la plus faible, avec 5,2 nm comme 

rapporté dans le Tab. 1 et observé Fig. 7. Cette valeur est surtout dictée par les conditions de 

fabrication de la NafionTM 117 ainsi que son conditionnement avant l’expérience. Il convient 

de noter que les PEM testées ici sont sèches et que la rugosité peut changer une fois hydratées, 

du fait du gonflement.  

L’ajout de polydopamine augmente la rugosité de presque dix fois la valeur initiale, 

avec 46 nm. La structure écailleuse déjà observée par MEB explique cette augmentation.  

Le recouvrement par l’argent présente la rugosité de loin la plus importante, en 

particulier pour « Ag 0.35 », avec une valeur de 438 nm, et une valeur moindre de 91 nm pour 

« Ag 0.035 ». Celle-ci est due à la forte taille des particules d’argent (environ 1,2 µm). Les 

particules d’argent imposent par leur présence une forte rugosité à l’échantillon, sans forcément 

se loger entre les écailles ou dans les craquelures de la polydopamine. Cette hypothèse est 

appuyée par les observations MEB préalablement effectuées, montrant des particules de forte 

taille, qui formant un relief marqué caractéristique.  

Le recouvrement par le cuivre présente une rugosité relativement peu importante, à 

peine plus que l’échantillon témoin, avec 27 nm et 21 nm respectivement pour « Cu 0.035 » et 

« Cu 0.35 ». Nous observons ici une rugosité moins importante que celle de l’échantillon 

« Polydopamine ». L’hypothèse émise ici est que les particules de cuivre se répartissent 

préférentiellement entre les écailles ou dans les craquelures du revêtement en polydopamine, 

lissant ainsi les échantillons et réduisant de ce fait la rugosité. Cet effet est plus prononcé avec 

« Cu 0.35 », où on observe également une diminution de l’adhésion par rapport à « Cu 0.035 ».  

Les valeurs données dans le Tab. 2, de module DMT, d’adhésion et de dissipation 

déduites des observations, permettent d’obtenir une description plus quantitative des 

échantillons. La Fig. 8 représente les valeurs sous forme graphique.  
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Le module DMT fait référence au modèle développé indépendamment par B.V. 

Derjaguin, V.M. Muller et Y.P. Toporov (DMT), qui est un modèle utilisé pour décrire les 

interactions entre deux surfaces solides en contact [8]. Ce modèle est souvent utilisé en AFM 

pour analyser les courbes de force et pour déterminer les propriétés mécaniques des 

échantillons, telles que la dureté et le module d'élasticité. 

L’adhérence est la force d'attraction entre la pointe de l'AFM et l'échantillon lorsqu'ils 

sont séparés. L'adhérence est généralement causée par des forces van der Waals, capillaires, 

magnétiques, et peut être mesurées par la déflexion négative de la pointe de l'AFM lorsque 

celle-ci est retirée de l'échantillon. 

La dissipation dans l'AFM est une mesure de l'énergie perdue au cours d'un cycle 

d'oscillation de la pointe de l'AFM. Elle est généralement due à la viscosité et à l’élasticité de 

l'échantillon. Dans le mode tapping de l'AFM, la dissipation peut être utilisée pour obtenir des 

informations supplémentaires sur les propriétés viscoélastiques de l'échantillon. Une valeur de 

dissipation élevée indique que l'échantillon est plus visqueux, tandis qu'une faible dissipation 

indique qu'il est plus élastique. 

 

Tab. 2. Module DMT, d’adhésion et de dissipation déduites des observations AFM des PEM 

NafionTM 117 modifiées.  

Echantillon Module DMT (GPa) Adhésion (nPa) Dissipation (kPa) 

Témoin 1.5 176 13 

Polydopamine 3.3 70 30 

Cu 0.035 (Zone 1) 3.7 205 26 

Cu 0.035 (Zone 2) 4.0 140 23 

Cu 0.35 (Zone 1) 3.8 110 25 

Cu 0.35 (Zone 2) 4.1 80 19 

Ag 0.035 3.6 72 30 

Ag 0.35 4.0 80 20 
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Fig. 8. Histogramme des Module DMT, d’adhésion et de dissipation déduites des observations 

AFM des PEM NafionTM 117 modifiées. 

La Fig. 8 met en évidence un phénomène d’adhésion important entre la pointe (Si3N4 

recouverte de SiO2) et les surfaces recouvertes de cuivre, mais aussi la présence de deux 

domaines distincts (zone 1 et zone 2), avec 205 et 140 n’a pour les deux zones de « Cu 0.035 » 

et 110 et 80 nPa pour les deux zones de « Cu 0.35 ». Ces valeurs augmentent fortement par 

rapport à la surface « polydopamine » qui a une adhésion mesurée de 70 nPa, mais sont pour la 

plupart plus faibles (sauf Cu 0,035 zone 1) que celle du « Témoin » NafionTM, qui est de 176 

nPa. L'adhérence fait référence à la force d'attraction exercée par la pointe vis-à-vis de 

l'échantillon. Elle peut être influencée par des charges présentes à la surface de l'échantillon 

mais aussi par un simple phénomène d'affinité spécifique avec la pointe. La pointe étant faite 

de nitrure de silicium recouvert d'oxyde de silicium SiO2, il pourrait y avoir une affinité entre 

SiO2, et certains oxydes métalliques (dans notre cas le cuivre). Cela pourrait expliquer 

l'adhérence particulière du cuivre par rapport à l'argent. La présence de deux zones distinctes 

d'adhérence pour le cuivre pourrait s’expliquer par un recouvrement non homogène de la 

surface mais aussi par la présence d’oxyde de cuivre. SiO2 est donneur au sens de Lewis car il 

possède 4 doublets non liants. Le cuivre oxydé a une case quantique vide (oxyde de cuivre 

Cu2O, de l'ion cuivre Cu+) ou deux (oxyde cuivrique ou sesquioxyde de cuivre Cu2O3, de l'ion 

cuivre Cu2+). Le cuivre oxydé est donc un accepteur au sens Lewis. Les atomes de cuivre 

peuvent certainement s’orienter différemment à la surface de la PEM, certains présentant leurs 

cases vides à la surface tandis que d'autres pas, ce qui pourrait également expliquer les résultats. 

Les valeurs d’adhésion obtenues avec « Ag 0.035 » et « Ag 0.35 » sont respectivement de 72 

et de 80 nPa et montrent un seul domaine, ce qui ne semble pas indiquer la présence d’un oxyde 

d’argent Ag2O.  

L’adhésion est caractéristique de l’affinité entre la surface et la pointe en oxyde de 

silicium. Nos résultats nous ont ainsi permis de détecter la présence d’oxyde sur la surface de 

certaines PEM.  
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Cependant, nous aurions pu chercher à connaitre l’adhésion potentielle de T. harzianum 

sur chacune des surfaces de PEM. Cela nous aurait permis d’anticiper lesquelles avaient le plus 

de risque de biofouling. Ainsi, pour se rapprocher au plus près du phénomène d’adhésion de T. 

harzianum à la surface des PEM, il aurait fallu immobiliser le champignon sur la pointe. Bowen 

et al. ont ainsi placé une cellule de S. cerevisiae sur l’extrémité d’un levier d’AFM, à la place 

de la pointe [9]. Ainsi, ils ont pu connaitre l’adhérence de S. cerevisiae sur une surface de mica 

hydrophile, de mica avec un revêtement hydrophobe et de mica recouvert d’albumine bovine.  

La dissipation montre également deux domaines pour le cuivre, avec 26 et 23 kPa pour 

« Cu 0.035 » et 25 et 19 kPa pour « Cu 0.35 », bien que la différence entre les deux soit moins 

flagrante. Elle indique pour les deux concentrations en Cu une zone plus visqueuse que l’autre, 

probablement la zone oxydée, nommée zone 1, en opposition à la zone non oxydée, nommée 

zone 2. Les échantillons avec les particules d’argent montrent une disparité plus marquée des 

valeurs de dissipation, avec 20 kPa pour « Ag 0.35 » et 30 kPa pour « Ag 0.035 », cette dernière 

étant proche de la valeur obtenue pour la surface « Polydopamine » qui est de 30 kPa. Cela 

confirme le recouvrement homogène de « Ag 0.35 » observée sur les images de la surface (Fig.  

7). La PEM « Témoin » a une dissipation de 13,2 kPa, montrant l’élasticité la plus importante. 

L’ajout de couches supplémentaires tend à augmenter la viscosité.  

Le module DMT reflète la propension à la fracture d’une surface sur laquelle une force 

est appliquée, en d’autres termes à sa fragilité. L’échantillon témoin a un module de 1,51 GPa, 

augmentant à 3,35 GPa avec l’ajout de polydopamine. Pour le cuivre, la zone 1, supposée 

oxydée possède des modules DMT de 3,76 et 3,81 GPa pour respectivement « Cu 0.035 » et 

« Cu 0.35 », tandis que la zone 2 possède des modules DMT de 4 et 4,1 GPa pour 

respectivement « Cu 0.035 » et « Cu 0.35 ». Pour comparaison, les modules DMT obtenus avec 

l’argent sont de 3,6 et 4 avec « Ag 0.035 » et « Ag 0.35 », montrant une déformabilité un peu 

plus importante.  
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III.4. Angles de contact 

Les résultats des mesures d’angles de contact sont résumés Fig. 9.  

 

Fig. 9. Effet des modifications appliquées sur les PEM sur les angles de contact eau déionisée 

– PEM et tampon citrate – PEM.  

Le dépôt de polydopamine provoque une diminution de l'angle de contact par rapport à 

la PEM NafionTM témoin quel que soit le milieu liquide testé. La PEM NafionTM possède des 

groupes fluorés hydrophobes qui expliquent ses plus forts angles de contact avec l’eau et le 

tampon. La polydopamine possède des groupes hydroxyles qui forment des liaisons hydrogène 

avec les molécules d'eau, provoquant une augmentation de l'hydrophilie de la surface.  

L'ajout de particules métalliques à la polydopamine entraîne une augmentation des 

angles de contact, quelle que soit la nature de la particule (argent ou cuivre). Les métaux étant 

hydrophobes, ils écrantent les liaisons hydrogène entre la polydopamine et l’eau. De plus, 

d’après les observations AFM, la surface est rendue plus rugueuse ce qui empêche la 

propagation de la goutte sur la surface. Cet effet est plus important lorsque la concentration en 

particules métalliques utilisée pour modifier la PEM augmente.  

L'ajout d'argent entraîne un angle de contact plus élevé que l'ajout de cuivre, quelle que 

soit la concentration ajoutée. La théorie de Pearson ou HSAB (hard and soft acids and bases) 

peut fournir un indice d'explication [10]. Une base dure est une base de Lewis dont le centre 

donneur d'électrons n'est pas très polarisable. Il s'agit généralement d'une petite molécule très 

chargée qui contient des atomes très électronégatifs et peu polarisables. L'oxygène dans la 

molécule d'eau est une base relativement dure. Un acide dur est un acide de Lewis dont le centre 

accepteur d'électrons n'est pas très polarisable. Un acide dur est donc généralement une 

molécule de petite taille et très chargée, formée d'atomes très électropositifs et peu polarisables. 

Le contraire d'un acide dur est un acide mou dont le centre accepteur est au contraire très 

polarisable. Le cuivre est un acide mou et l'argent est encore plus mou. Une base dure est plus 

susceptible de réagir avec un acide dur qu'avec un acide mou. Ainsi, l'oxygène a plus d'affinité 

avec le cuivre qu'avec l'argent. Ceci explique le plus grand angle de contact entre l’eau et 
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l'argent qu'avec le cuivre. De plus, la présence d’oxydes de cuivre pourrait expliquer cette 

différence d’angle de contact car l’oxygène de l’eau a des affinités avec l’oxygène des oxydes.  

L'angle de contact mesuré entre le tampon de citrate et la PEM non modifiée augmente 

légèrement par rapport à l'eau, et beaucoup plus avec la PEM recouverte de polydopamine. 

D'autre part, l'effet inverse est observé quand des particules métalliques sont déposées. Les 

molécules de citrate sont plus grosses que les molécules d'eau, elles ont donc un contact moins 

facile avec la surface (qui est écailleuse, comme l’ont montré les images MEB Fig. 6). Bien 

qu’elles contiennent trois groupes polaires, leur squelette carboné hydrophobe semble favoriser 

les interactions avec les particules métalliques hydrophobes. Park et al. ont obtenus des résultats 

similaires en étudiant les propriétés de surface de membranes, dont la composition n’est pas 

précisée, modifiées par des particules d’argent [11]. Leurs résultats montrent des angles de 

contact accrus en présence de particules d'argent et encore plus à mesure que leur concentration 

augmente.  

En conclusion, le tampon citrate présent dans la MFC aura plus d’interactions avec la 

surface de la PEM NafionTM quand celle-ci sera modifiée par la polydopamine et les particules 

métalliques.   

III.5. Mesures de diffusion de protons 

Dans le cadre des expériences de diffusion des protons à travers les PEM modifiées, 

plusieurs paramètres ont été étudiés, dont le flux molaire, le facteur d'hétérogénéité, la 

perméabilité intégrale, la perméabilité locale, le coefficient de diffusion et le facteur d'exclusion 

de Donnan. 

Le flux molaire JC(H+) est une mesure du taux de transport des molécules à travers une 

surface unitaire. Lors de nos expériences, le flux molaire correspond à la quantité de protons 

traversant la PEM échangeuse par unité de temps et de surface. Il est généralement exprimé en 

mole par mètre carré par seconde (mol m-2 s-1). 

Le facteur d'hétérogénéité z fait référence à la variabilité de la distribution des protons 

au sein de la PEM. Dans une PEM idéale, on s'attendrait à ce que cette distribution soit 

uniforme, mais dans la réalité, des variations peuvent survenir en raison de la structure de la 

PEM et des propriétés physicochimiques du soluté. 

La perméabilité intégrale PC(H+) et locale P*
C(H+) sont deux concepts clés pour 

comprendre le comportement d'une PEM. La perméabilité intégrale se réfère à la capacité 

globale de la PEM à permettre le passage des protons, tandis que la perméabilité locale se réfère 

à la perméabilité à un point précis de la PEM. En raison de l'hétérogénéité de la PEM, la 

perméabilité locale peut varier significativement. 

Le coefficient de diffusion DC(H+) est une mesure de la vitesse à laquelle les protons 

diffusent à travers la PEM. Il est influencé par de nombreux facteurs, y compris la température, 

la pression, le gradient de pH et les caractéristiques de la PEM (épaisseur, capacité 

d’échange…). 
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Enfin, le facteur d'exclusion de Donnan fait référence au rapport entre la perméabilité 

locale et le coefficient de diffusion. Ce paramètre est crucial pour comprendre comment la PEM 

sélectionne les ions pour le transport. Il prend en compte les interactions électrostatiques et les 

effets de taille qui peuvent affecter le passage des ions à travers la PEM.  

Dans cette série d'expériences, l'impact de la modification de la PEM par la 

polydopamine, et par les particules d'argent et de cuivre sur la diffusion des protons a été étudié 

dans quatre systèmes se différenciant par leur gradient de pH. Les compartiments aval et amont 

des cellules de diffusion ont été respectivement placés à pH 1 et 7, 2 et 7, 5 et 7 (par HCl ou 

NaOH) et à pH 5 et 7 par un tampon citrate. 

Le Tab. 3 regroupe les données obtenues lors des mesures de diffusion de protons à 

travers les PEM modifiées en comparaison avec la PEM sans modification. Les valeurs de 

JC(H+), PC(H+) et P*
C(H+) de la PEM NafionTM 117 sont en accord avec celles préalablement 

publiées et avec celles déjà obtenues par notre équipe sur des PEM synthétisées au laboratoire 

[12].  

 

Tab. 3. Résultats des mesures de diffusion de protons à travers les PEM NafionTM 117 non 

modifiées et modifiées. Les valeurs en italique ont été obtenues avec le tampon citrate. 

 CH+ en amont 

(mmol cm-3) 

JC(H+) 

(mmol cm-2 s-1) 
z 

PC(H+) 

(cm2 s-1) 

P*
C(H+) 

(cm2 s-1) 

DC(H+) 

(cm2 s-1) 
P*

C(H+) / DC(H+) 

N
a

fi
o

n
T

M
 1E-05 3,3E-09  6,7E-06    

1E-05 7,9E-09  1,6E-05    

1E-02 1,5E-07 0,77 3,0E-07 3,7E-07 3,0E-05 1,2E-02 

1E-01 2,5E-06 0,77 5,1E-07 6,2E-07 3,0E-05 2,0E-02 

P
o

ly
- 

d
o

p
a
m

in
e 1E-05 4,2E-09  8,6E-06    

1E-05 1,8E-08  3,7E-05    

1E-02 2,7E-07 0,82 5,6E-07 6,5E-07 3,0E-05 2,1E-02 

1E-01 4,0E-06 0,82 8,3E-07 9,8E-07 3,0E-05 3,2E-02 

A
g

 0
.0

3
5
 1E-05 4,0E-09  8,3E-06    

1E-05 1,6E-08  3,3E-05    

1E-02 2,4E-07 0,78 5,1E-07 6,2E-07 3,0E-05 2,0E-02 

1E-01 4,0E-06 0,78 8,4E-07 1,0E-06 3,0E-05 3,4E-02 

C
u

 0
.0

3
5
 1E-05 3,7E-09  7,8E-06    

1E-05 1,2E-08  2,4E-05    

1E-02 2,3E-07 0,77 4,7E-07 5,8E-07 3,0E-05 1,9E-02 

1E-01 3,9E-06 0,77 8,1E-07 10,0E-07 3,0E-05 3,2E-02 

A
g

 0
.3

5
 1E-05 3,8E-09  8,0E-06    

1E-05 8,4E-09  1,8E-05    

1E-02 2,1E-07 0,79 4,3E-07 5,3E-07 3,0E-05 1,7E-02 

1E-01 3,4E-06 0,79 7,1E-07 8,5E-07 3,0E-05 2,8E-01 

C
u

 0
.3

5
 1E-05 3,5E-09  7,3E-06    

1E-05 7,7E-09  1,6E-05    

1E-02 2,3E-07 0,97 4,8E-07 4,9E-07 3,0E-05 1,6E-02 

1E-01 2,5E-06 0,97 5,1E-07 5,3E-07 3,0E-05 1,7E-02 
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Suivant la modification apportée à la surface de la PEM, des différences significatives 

sont observées entre les valeurs de JC(H+), PC(H+) et P*
C(H+). La modification par la 

polydopamine, augmente significativement les valeurs de JC(H+), PC(H+) et P*
C(H+). La 

polydopamine, en raison de sa forte adhésivité à la surface de la PEM, pourrait favoriser 

l'affinité vis-à-vis des protons. En effet, la polydopamine apporte des groupements hydroxyles 

en surface, qui peuvent former des liaisons hydrogène avec les protons. Ces protons peuvent 

ensuite diffuser au sein de la PEM attirés par les groupes sulfonates de la PEM.  

Par contre, l'introduction de particules d'argent ou de cuivre à la surface des PEM 

NafionTM entraîne une diminution de JC(H+), PC(H+) et P*C(H+). Les particules métalliques 

pourraient gêner l'adhérence des protons à la PEM, limitant ainsi leur transport, notamment en 

empêchant les groupements hydroxyles du revêtement en polydopamine d’interagir 

favorablement avec les protons par écrantage. Le cuivre présente un impact plus significatif que 

l'argent, probablement en raison de la plus petite taille de ses particules. Il pourrait ainsi obstruer 

les canaux ioniques en formant une couche plus fine mais plus dense à la surface des PEM que 

l’argent, comme les résultats d’AFM l’ont montré. Les effets respectifs de l’argent et du cuivre 

sont d’autant plus prononcés que la concentration des solutions utilisées pour le dépôt 

augmente.  

Enfin, le remplacement de l'eau par du tampon citrate entraîne une diminution de JCH+, 

PC(H+) et P*C(H+), quelle que soit la PEM utilisée. Le tampon citrate pourrait stabiliser le pH à 

l'intérieur des compartiments, ce qui pourrait diminuer le gradient de concentration de protons 

et, par conséquent, réduire JC(H+). En outre, le tampon citrate pourrait également interagir par 

ses charges avec la PEM, affectant ainsi PC(H+) et P*C(H+). Il est possible que le tampon citrate 

entre en compétition avec les groupes sulfonates de la PEM et les groupes hydroxyles du 

revêtement en polydopamine pour attirer les protons, entrainant une mobilité moins importante.  

Le facteur d’hétérogénéité z se situe entre 0,76 et 0,82, avec une valeur plus importante 

pour les PEM « Cu 0.35 », avec une valeur de 0,97. Ce dernier résultat confirme l’hypothèse 

que le cuivre a des effets négatifs sur JC(H+), PC(H+) et surtout sur P*C(H+), car z se rapporte à 

l’hétérogénéité du flux de protons. La quantité de cuivre doit donc être ajustée afin de limiter 

ce phénomène.  

La Fig. 10 illustre la diffusion des protons avec le temps à travers les différentes PEM 

pour le système pH 1 // pH 7. Les courbes ont toutes le même profil sauf celle correspondant à 

la PEM « Cu 0.35 », qui montre une inflexion aux alentours de t = 70 min. Ce ralentissement 

dans la diffusion pourrait s’expliquer par un colmatage des pores de la PEM, accompagnant un 

retard de diffusion plus important qu’avec les autres PEM testées.  
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Fig. 10. Évolution de la concentration en protons dans le compartiment aval au cours du temps, 

en fonction de la modification appliquée à la PEM NafionTM 117 dans le système pH 1 // pH 7.  

 

Les facteurs d’exclusion de Donnan PC(H+) /DC(H+) sont d’autant plus petits que 

l’exclusion est élevée. Ici, la valeur la plus petite est pour l’échantillon « Cu 0.35 ». Cela 

confirme l’encombrement de la PEM par les particules de cuivre quand leur concentration est 

trop élevée.  

Ces résultats mettent en évidence les mécanismes complexes par lesquels la 

polydopamine, les particules métalliques et le tampon citrate peuvent influencer le transport des 

protons à travers une PEM. Ils permettent aussi d’affiner le choix de la PEM modifiée qui devra 

être utilisée dans la MFC. En considérant uniquement les valeurs de perméabilité aux protons, 

il semble que les PEM modifiées Ag 0.035 et polydopamine sont les plus adaptées à la MFC 

(comparaison faite par rapport à la PEM NafionTM).  

Cependant, ce choix devra également tenir compte des propriétés antimicrobiennes 

apportées par différentes modifications, ce qui est l’objectif final de notre étude.  

III.6. Tests antimicrobiens sur cultures de T. harzianum 

Dans le cadre de nos expériences, les mesures des diamètres d’inhibition nous ont 

permis d’évaluer l’efficacité de nos membranes modifiées contre T. harzianum. Si leurs 

propriétés antimicrobiennes sont suffisamment fortes, elles devraient inhiber la croissance de 

T. harzianum dans une zone circulaire autour des PEM (sous forme de disque).  

Le cuivre et l'argent sont connus pour induire un stress oxydatif chez de nombreux 

micro-organismes. Cela pourrait entraîner des dommages cellulaires chez T. harzianum, et donc 

inhiber la croissance ou entraîner la mort du champignon. Il est aussi possible que T. harzianum 

s’adapte à ce stress et continue à pousser sur la boite, voire accélérer sa croissance, comme si 

le stress oxydatif n’avait jamais eu lieu.  
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La Fig. 11 présente l’évolution des diamètres d’inhibition autour des PEM testées 

(diamètre des échantillons = 10 mm) en fonction du temps. Les échantillons « Cu 0.35 » ont 

induit la zone d’inhibition la plus importante avec un diamètre moyen maximal de 14,3 mm 

mesuré après 100 h d’expérience, et restant constant jusqu’à 500 h. Les PEM « Ag 0.35 » ont 

montré une zone moins importante de 12,3 mm, après 100 h et restant constante jusqu’à 500 h. 

Les PEM « Ag 0.035 » et « Polydopamine » n’ont pas montré de zone d’inhibition. Les 

PEM « Cu 0.035 » montrent une évolution rapide de 24 h à 100 h, avec un diamètre d’inhibition 

se stabilisant à 13.2 mm. La concentration en cuivre utilisée étant plus faible, sa diffusion est 

plus ralentie dans le gel, entrainant une croissance initiale de T. harzianum suivie d’une 

inhibition. Les diamètres d’inhibition ne s’étendent pas au-delà de 100 h, puisque la diffusion 

des particules d’argent et de cuivre est ralentie par la présence de l’agar. Une diffusion très 

importante des particules n’est pas souhaitable pour les applications MFC car elles pourraient 

s’attaquer au biofilm de l’anode.  

Le cuivre apparait efficace contre la croissance de T. harzianum, ce qui a été confirmé 

dans la littérature [13], [14]. Dans d’autre études, il a été mis en évidence que la croissance de 

T. harzianum pouvait être inhibée de manière significative par des concentrations croissantes 

de particules d'argent et de cuivre [15], [16]. D’autres études ont montré que la croissance de 

T. harzianum était fortement inhibée avec des particules d'argent [17], [18], [19], [20].  

Ces propriétés antimicrobiennes devront être confirmées dans une MFC.  

 

Fig. 11. Evolution des diamètres d’inhibition au cours du temps selon les modifications 

appliquées aux PEM (incluant les échantillons témoins).  

 

La Fig. 12 met en évidence un phénomène de brunissement du champignon sur les 

boites. Il est lié à la présence de polydopamine et est influencé par la nature et la concentration 

des particules ajoutées. En absence de champignon, le brunissement dû à la polydopamine 

n’apparait pas (pas montré sur la Fig. 12). Ce brunissement peut être dû à plusieurs facteurs, 
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comme la production de métabolites secondaires en réaction à un stress oxydatif, la production 

de spores de couleur plus foncés, mais encore à une modification de structure du mycélium.  

Chez le champignon, le brunissement est provoqué par un stress. Un stress peut 

apparaitre quand un champignon est confronté à un composé chimique ou même à un autre 

champignon. Dans les deux cas, un champignon engage un mécanisme de défense qui stimule 

des voies métaboliques complexes, conduisant à la production de divers produits bioactifs [21]. 

Ces produits peuvent être des alcools, des aldéhydes ou des espèces réactives de l'oxygène 

(ROS) [22]. Les ROS entraînent une augmentation des enzymes oxydatives, comme la 

manganèse peroxydase et la laccase [23]. La laccase est impliquée dans la production de 

mélanine [24], qui provoque le brunissement.  

L’ajout de particules d’argent ou de cuivre fait diminuer ce brunissement. Ce 

phénomène est plus marqué quand la concentration en particules métallique augmente, mais 

également en présence de cuivre. La réaction du champignon au stress est donc diminuée. Pour 

expliquer cette observation, trois hypothèses peuvent être formulées.  

Selon une première hypothèse, la diminution du brunissement observée peut être 

expliquée par une diminution de la vitalité du champignon provoquée par les particules, ou 

même par une mort cellulaire accrue. Si on considère qu’une concentration plus élevée en 

cuivre est plus efficace contre les champignons, il y aura moins de champignons vivants pour 

réagir avec la polydopamine et donc brunir. Si cette hypothèse est vraie, le cuivre devrait inhiber 

la formation de biofilm de T. harzianum sur les PEM.  

 Cependant, une autre hypothèse peut être posée. T. harzianum brunit plus au contact des 

échantillons « PEM Polydopamine », ce qui prouve une réaction de stress plus importante. La 

présence de particules d’argent et de cuivre pourraient diminuer la surface de contact entre T. 

harzianum et la polydopamine. La réaction de stress de T. harzianum serait alors moins 

importante, expliquant le brunissement moins marqué quand les particules d’argent ou de cuivre 

sont présentes. Quand la concentration en particules augmente, le recouvrement par les 

particules est plus important et donc le brunissement de T. harzianum diminue. D’après les 

observations AFM, le revêtement par les particules de cuivre est plus dense que celui obtenu 

avec l’argent. La surface de contact entre T. harzianum et la polydopamine est donc plus petite 

qu’en présence d’argent, et donc la réaction de stress provoquée par la polydopamine est moins 

importante. Cela pourrait expliquer pourquoi T. harzianum brunit moins avec le cuivre qu’avec 

l’argent.  

 Une troisième hypothèse pour expliquer le brunissement moins important de T. 

harzianum dans le cas de l’échantillon « Cu 0.35 » serait que le cuivre stimulerait l’activité de 

l’enzyme laccase ce qui permettrait au champignon de mieux résister au stress. En effet, la 

laccase est une oxydase utilisant le cuivre comme cofacteur [25]. Son activité a pu être accrue 

avec le cuivre disponible. Si cette hypothèse est vraie, le cuivre pourrait en réalité favoriser la 

formation de biofilm de T. harzianum sur les PEM plutôt que de l’inhiber.  
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 Dans le but d’apporter à la PEM des propriétés contre le biofouling, nous avons donc 

testé les effets d’un recouvrement par la polydopamine seule, ou associé à des particules 

d'argent et le cuivre. Les résultats obtenus ont soulevé des interrogations quant à l'effet du 

cuivre. Trois hypothèses distinctes ont été formulées. La première suggère que le cuivre a 

effectivement un effet antifouling, la seconde ne confirme pas son effet, et la dernière qu’il 

pourrait en réalité favoriser le biofouling. Ces trois hypothèses seront vérifiées en utilisant la 

PEM modifiée par le cuivre dans une MFC.  

 

a)  b)  c)  d)  e)  f)  g)  h)  

 

Fig. 12. Influence de la PEM sur un tapis de T. harzianum après un mois d’expérience. De 

gauche à droite : a) Sans PEM et sans tapis microbien ; b) Sans PEM ; c) Avec PEM témoin ; 

d) Avec PEM « Polydopamine » ; e) Avec PEM « Ag 0.035 » ; f) Avec PEM « Cu 0.035 » ; g) 

Avec PEM « Ag 0.35 » ; h) Avec PEM « Cu 0.35 ».  

 

III.7. Expériences en MFC 

Les expériences en MFC ont été réalisées avec la PEM « Cu 0.035 » (MFC B), car elle 

montre à la fois une activité antimicrobienne et une diminution modérée de la conductivité 

protonique. Une MFC témoins a été testé en parallèle avec une PEM en NafionTM non modifiée 

(MFC A). Nous avons choisi le substrat bleu de méthylène (MB) car il se dégrade plus 

facilement que le cristal violet (voir chapitre 1 et 2). 

La Fig. 13 illustre l’évolution de la concentration en MB au cours du temps lors de 

quatre cycles successifs de fonctionnement. On observe lors du premier cycle, une élimination 

très rapide du MB dans la MFC B, suivie d’un ralentissement quand l’élimination a atteint 80 

%. L’élimination est plus lente mais un peu plus efficace avec la MFC A (stable à 94 % au bout 

de 50 heures). Cette différence entre les 2 MFC, pourrait s’expliquer par une diminution de 

l’activité de T. harzianum en présence de cuivre du fait sa libération et de son effet inhibiteur 

en solution. Une autre hypothèse serait que le cuivre stimule l’activité de l’enzyme laccase dans 

la MFC B, permettant une élimination rapide de MB au début de l’expérience, mais aussi une 

formation plus rapide de biofilm sur la PEM, provoquant un arrêt prématuré de l’élimination 

de MB. Ces deux hypothèses ont déjà été formulées précédemment lors des expériences de 

mesures des diamètres d’inhibition.  
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Fig. 13a 

 

Fig. 13b 

 

Fig. 13. Élimination de MB au cours du temps par MFC lors de 4 cycles successifs de 

fonctionnement : a) MFC A avec PEM en NafionTM ; b) MFC B avec PEM « Cu 0.035 ».  

 

Au deuxième cycle de fonctionnement, l’élimination de MB dans la MFC A est plus 

lente qu’au premier cycle. Cela est dû à un vieillissement du biofilm de l’anode, les 

champignons perdant une partie de leur capacité à dégrader le MB. Cela peut également 

s’expliquer par la formation de biofilm sur la PEM, ce qui peut entraver le passage des protons. 

Lors des troisième et quatrième cycle, l’élimination de MB continue de ralentir, montrant la 

baisse progressive de la performance de la MFC A. Concernant la MFC B, l’élimination de MB 

ne se fait plus pour les raisons évoquées précédemment.  
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La Fig. 14 montre l’évolution de la puissance produite par les MFC lors des 4 cycles de 

fonctionnement.   

 

Fig. 14. Evolution de la puissance produite par les MFC lors des 4 cycles de fonctionnement.  

Nous constatons une puissance moins importante pour la MFC B par rapport à la MFC 

A lors du premier cycle, avec une différence d’un facteur 10. Cela est certainement dû à la gêne 

provoquée par les particules de cuivre lors du passage des protons, provoquant une 

augmentation de la résistance interne de la pile. Ce résultat est confirmé par ceux obtenus lors 

des expériences de diffusion de protons (Tab. 3).  

En revanche, lors du deuxième cycle de fonctionnement, la puissance de la MFC B 

devient plus importante que pour la MFC A, avec une augmentation d’un facteur 3, malgré une 

consommation en MB toujours plus lente. Cela signifie que la MFC B a conservé la possibilité 

de conversion du MB en production d’électricité malgré la présence de cuivre. Ce 

comportement pourrait s’expliquer par la présence du biofilm sur la PEM qui recouvre le cuivre, 

apportant ainsi un effet antifongique moins important.  

Lors du troisième et du quatrième cycle de fonctionnement, la MFC B continue de 

générer plus de densité de puissance malgré l’élimination plus lente du MB.  

En résumé, l'ajout de cuivre à la PEM en NafionTM 117 n’a pas amélioré la durabilité et 

l'efficacité des MFC. Des observations MEB de l’état des membranes après utilisation ont été 

réalisées afin de comprendre l’effet du cuivre sur T. harzianum en MFC. 
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III.8. Observations MEB des PEM après utilisation en MFC 

La Fig. 15 rassemble les images MEB d’une PEM NafionTM 117 neuve (1), de la PEM 

NafionTM 117 qui a servi dans la MFC A et de la PEM « Cu 0.035 » qui a servi dans la MFC B.  

a)  

 
b)  

 
c)  

 

Fig. 15. Images MEB (grandissement x 1000) de PEM : a) PEM NafionTM 117 neuve ; b) PEM 

provenant de la MFC A ; c) PEM « Cu 0.035 » de la MFC B. 
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Nous constatons la présence d’un biofilm sur la PEM provenant de la MFC A, avec des 

spores visibles (Fig. 15b). Néanmoins, le biofilm ne recouvre pas toute la PEM. En revanche, 

le biofilm s’est beaucoup plus développé sur la PEM « Cu 0.035 », sous forme d’un « gâteau » 

qui s’est craquelé sous l’effet du faisceau MEB (Fig. 15c). On observe aussi de nombreuses 

spores. Sa présence explique les résultats obtenus en MFC : il ralentit le passage des protons, 

et par conséquent la dégradation du MB, ce qui entraine la baisse rapide de la puissance produite 

par la pile.  

Cette formation accrue de biofilm sur la PEM de la MFC B est due à la stimulation de 

l’enzyme laccase par la présence de cuivre. Cela permet à T. harzianum de mieux résister en 

milieu hostile et de se développer plus vite. C’est donc la troisième hypothèse formulée pour 

expliquer les résultats obtenus lors des mesures des diamètres d’inhibition qui est vérifiée. Le 

cuivre a donc eu l’effet inverse de celui espéré. Une concentration en cuivre plus importante 

aurait peut-être davantage empêché la formation de biofilm mais avec, c’est probable, un effet 

plus délétère vis-à-vis de T. harzianum.  

IV. Conclusion 

Ce chapitre avait pour but d’optimiser l’efficacité des biopiles vis-à-vis du MB en 

modifiant la PEM NafionTM 117 pour lui apporter des propriétés antibiofilms. Deux stratégies 

ont été envisagées, l’une avec des particules de cuivre, l’autre avec des particules d’argent.   

Des observations MEB ont permis d’avoir une première appréciation de la qualité des 

dépôts. La PEM modifiée avec des ions argent à 0,035 g L-1 (« Ag 0.035 ») a montré une surface 

partiellement recouverte de particules. L’augmentation de la concentration en ions argent a 

permis d’augmenter le recouvrement. Les observations des PEM modifiée avec des ions cuivre 

n’ont pas montré de particules mais les analyses EDX ont confirmé la présence de cuivre. 

Les images AFM ont quant à elles permis d’observer la présence de particules de cuivre 

sur les PEM « Cu 0.035 » et « Cu 0.35 », avec une répartition assez homogène. La couche de 

cuivre est apparue plus fine et dense que la couche d’argent, avec une plus forte adhésion sur 

la pointe d’oxyde de silice, qui a suggéré la présence d’oxyde de cuivre. Les mesures de 

dissipation ont révélé une viscosité plus importante des surfaces en présence de particules et 

celles des modules DMT une plus grande fragilité. Les mesures de rugosité ont montré de plus 

fortes valeurs avec l’argent du fait de la plus grande taille des particules (entre 1 et 3 µm) 

comparé au cuivre (0,5 µm) et la tendance de ces dernières à se placer dans les craquelures du 

revêtement de polydopamine, lissant la surface. L’AFM nous a donc permis de confirmer la 

présence de cuivre sur les PEM, mais aussi d’avoir des informations sur la morphologie des 

surfaces.  

Les mesures d’angles de contact entre la surface des PEM et l’eau (ou un tampon citrate) 

ont été réalisées pour étudier l’effet des modifications sur les propriétés hydrophile/hydrophobe 

des surfaces. Par la présence de ses groupements hydroxyles, la polydopamine initialement 

déposée a rendu plus hydrophile la surface des PEM. En revanche, les particules de cuivre et 

d’argent ont rendu les surfaces plus hydrophobes. L’argent a eu plus d’effet sur les angles car 

il apporte de la rugosité aux surfaces modifiées. Le citrate, dont le squelette carboné est 
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hydrophobe a montré des interactions moins importantes avec la polydopamine, et plus forte 

avec les particules métalliques.  

Ces études structurelles ont permis d’avoir une appréciation sur la qualité des dépôts et 

de valider nos méthodes. Des études fonctionnelles ont ensuite été réalisé afin de déterminer 

quelle PEM était la plus adaptée pour une utilisation en MFC.  

Les mesures de diffusion protoniques ont montré que le dépôt de polydopamine 

augmentait significativement la perméabilité de la PEM aux protons, en raison de sa capacité à 

les attirer grâce à ses groupements hydroxyles. Cependant, l'ajout de particules d'argent ou de 

cuivre réduit les perméabilités, avec un effet plus marqué pour le cuivre et en présence de 

tampon citrate. Ces résultats suggèrent que les PEM « Polydopamine » et « Ag 0.035 » sont les 

moins impactées par le traitement de surface.  

L'efficacité des revêtements contre T. harzianum a été évaluée par mesures des 

diamètres d'inhibition. Le revêtement « Cu 0.35 » semble être le plus efficace pour inhiber la 

croissance du champignon. De plus, les observations ont montré que T. harzianum réagissait au 

stress oxydatif en brunissant, mais ce brunissement était réduit en présence de particules et plus 

particulièrement avec le cuivre. Trois hypothèses ont été formulées pour expliquer ce 

phénomène : la mort cellulaire, la réduction de la surface de contact avec la polydopamine, et 

l'augmentation de l'activité de l'enzyme laccase.  

À la suite de ces expériences, il est apparu que les PEM « Polydopamine » et « Ag 0.035 

» avaient les meilleures propriétés de conduction protonique, mais de faibles propriétés 

antimicrobiennes. A l’inverse, la PEM « Cu 0.35 » a montré de meilleures propriétés 

antimicrobiennes, mais de plus faibles propriétés de transport. Pour ces raisons, ces trois 

membranes n’ont pas été étudiées en MFC.  

Les PEM « Cu 0.035 » et « Ag 0.35 » ont semblé être un bon compromis entre efficacité 

antimicrobienne et transport des protons. Pour l’expérience en MFC, nous avons choisi la PEM 

modifiée « Cu 0.035 » car nous avons voulu vérifier les hypothèses formulées à propos de 

l’effet du cuivre. La PEM « Ag 0.35 » sera étudiée ultérieurement. 

La MFC contenant la PEM « Cu 0.035 » a montré une élimination efficace du MB (80 

%) et plus rapide par rapport à une MFC témoin sans modification. Ceci a été expliqué par 

l’apport du cuivre qui a stimulé l’activité de l’enzyme laccase. Dans le même temps la puissance 

électrique initiale produite est apparue plus faible certainement due à l'entrave des particules de 

cuivre au passage des protons. 

 Quatre cycles successifs de fonctionnement ont été appliqués aux piles. L’élimination 

du MB au cours des cycles est restée efficace mais plus lente pour la MFC à PEM non modifiée, 

contrairement à celle contenant la PEM « Cu 0.035 ». De plus, la puissance des deux MFC a 

fortement diminué, à cause de la formation d’un biofilm sur la PEM. L'ajout de cuivre à la PEM 

à partir d’une solution à 0,035 g L-1 n’a pas donc amélioré les propriétés antifouling. 

Ces résultats ont été confirmés par observation MEB des membranes après utilisation, 

avec un développement de biofilm plus important sur la membrane modifiée. Cette formation 

de biofilm accrue a été attribuée à la stimulation de l'enzyme laccase par le cuivre, permettant 

aux champignons relarguée par l’anode à mieux résister au milieu environnant et de se 
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développer à la surface de la PEM. Par conséquent, l'ajout de cuivre a eu un effet contraire à 

l'objectif initial, favorisant la formation de biofilm plutôt que de le prévenir. Une concentration 

en cuivre plus importante aurait peut-être été plus adéquate, malgré son effet négatif sur la 

conductivité protonique. 

 Très récemment, une MFC contenant la PEM « Ag 0.35 » a été mise en fonctionnement 

mais sans suivre l’élimination de MB et les performances électriques. Seules des observations 

MEB ont été réalisées sur la PEM après un mois de fonctionnement. Les images obtenues 

montrent l’absence de biofilm, ce qui prouve l’efficacité du traitement « Ag 0.35» contre le 

biofouling de T. harzianum (Fig. 16).  

a)                                                                         b) 

 

Fig. 16. Images MEB (grandissement x2000) de la PEM « Ag 0.35 » après un mois de 

fonctionnement en MFC : a) Dépôt d’argent ; b) Reste de filament de T. harzianum (rare).  

 

 

 

 

 

 

  



Page 212 sur 224 
 

Références  
 

1.  Ranimol G, Venugopal T, Gopalakrishnan S, Sunkar S (2018) Production of laccase from Trichoderma harzianum 

and its application in dye decolourisation. Biocatal Agric Biotechnol 16:400–404. 

https://doi.org/10.1016/j.bcab.2018.09.003 

2.  Shabani M, Pontié M, Younesi H, et al (2021) Biodegradation of acetaminophen and its main by-product 4-

aminophenol by Trichoderma harzianum versus mixed biofilm of Trichoderma harzianum/Pseudomonas 

fluorescens in a fungal microbial fuel cell. J Appl Electrochem 51:581–596. https://doi.org/10.1007/s10800-020-

01518-w 

3.  Lee H, Dellatore SM, Miller WM, Messersmith PB (2007) Mussel-inspired surface chemistry for multifunctional 

coatings. Science (1979) 318:426–430. https://doi.org/10.1126/science.1147241 

4.  Su L, Yu Y, Zhao Y, et al (2016) Strong Antibacterial Polydopamine Coatings Prepared by a Shaking-assisted 

Method. Sci Rep 6. https://doi.org/10.1038/srep24420 

5.  Liu H, Qu X, Tan H, et al (2019) Role of polydopamine’s redox-activity on its pro-oxidant, radical-scavenging, 

and antimicrobial activities. Acta Biomater 88:181–196. https://doi.org/10.1016/j.actbio.2019.02.032 

6.       Da Silva, E. (2002). Elaboration de membranes homopolaires par la technique des réseaux de polymères semi-

interpénétrés : Caractérisation et application à l’élaboration de membranes à comportement bipolaire. 

7.  Wang J, Xiao L, Zhao Y, et al (2009) A facile surface modification of Nafion membrane by the formation of self-

polymerized dopamine nano-layer to enhance the methanol barrier property. J Power Sources 192:336–343. 

https://doi.org/10.1016/j.jpowsour.2009.03.014 

8.  Derjaguin B V, Muller VM, Toporov YP (1975) Effect of Contact Deformations on the Adhesion of Particles. J 

Colloid Interface Sci 53:314–326 

9.  Bowen WR, Lovitt RW, Wright CJ (2001) Atomic force microscopy study of the adhesion of Saccharomyces 

cerevisiae. J Colloid Interface Sci 237:54–61. https://doi.org/10.1006/jcis.2001.7437 

10.  Pearson R (1963) Hard and Soft Acids and Bases. J Am Chem Soc 85:3533–3539 

11.  Park SG, Rajesh PP, Hwang MH, et al (2021) Long-term effects of anti-biofouling proton exchange membrane 

using silver nanoparticles and polydopamine on the performance of microbial electrolysis cells. Int J Hydrogen 

Energy 46:11345–11356. https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2020.04.059 

12.  Lebrun L, Da Silva E, Pourcelly G, Métayer M (2003) Elaboration and characterisation of ion-exchange films used 

in the fabrication of bipolar membranes. J Memb Sci 227:95–111. https://doi.org/10.1016/j.memsci.2003.07.022 

13.  Siddiquee S, Aishah SN, Azad SA, et al (2013) Tolerance and biosorption capacity of Zn2+ , Pb2+ , Ni3+ and 

Cu2+ by filamentous fungi (Trichoderma harzianum, T. aureoviride and T. virens). Advances in Bioscience and 

Biotechnology 04:570–583. https://doi.org/10.4236/abb.2013.44075 

14.  Racić G, Vukelić I, Kordić B, et al (2023) Screening of Native Trichoderma Species for Nickel and Copper 

Bioremediation Potential Determined by FTIR and XRF. Microorganisms 11. 

https://doi.org/10.3390/microorganisms11030815 

15.  Küpper V, Steiner U, Kortekamp A (2022) Trichoderma species isolated from grapevine with tolerance towards 

common copper fungicides used in viticulture for plant protection. Pest Manag Sci 78:3266–3276. 

https://doi.org/10.1002/ps.6951 

16.  Petrović JJ, Danilović G, Ćurčić N, et al (2014) Copper tolerance of trichoderma species. Arch Biol Sci 66:137–

142. https://doi.org/10.2298/ABS1401137J 

17.  Gavanji S, Shams M, Shafagh N, et al (2012) Destructive Effect of Silver Nanoparticles on Biocontrol Agent 

Fungi Trichoderma Viride and T. Harzianum. Caspian Journal of Applied Sciences Research 1:83–90 

18.  Ganash M (2017) Genotoxicity and Molecular Response of Biotechnological Agent Trichoderma harzianum as a 

Result of Silver Nanoparticles Application. J Pure Appl Microbiol 11:821–827. 

https://doi.org/10.22207/JPAM.11.2.21 

19.  Machado GE, Pereyra AM, Rosato VG, et al (2019) Improving the biocidal activity of outdoor coating 

formulations by using zeolite-supported silver nanoparticles. Materials Science and Engineering C 98:789–799. 

https://doi.org/10.1016/j.msec.2019.01.040 

20.  Mahdizadeh V, Safaie N, Khelghatibana F (2015) Evaluation of antifungal activity of silver nanoparticles against 

some phytopathogenic fungi and Trichoderma harzianum. J Crop Prot 4:291–300 

21.  Bertrand S, Bohni N, Schnee S, et al (2014) Metabolite induction via microorganism co-culture: A potential way 

to enhance chemical diversity for drug discovery. Biotechnol Adv 32:1180–1204 

22.  Evans JA, Eyre CA, Rogers HJ, et al (2008) Changes in volatile production during interspecific interactions 

between four wood rotting fungi growing in artificial media. Fungal Ecol 1:57–68. 

https://doi.org/10.1016/j.funeco.2008.06.001 

23.  Ferreira Gregorio AP, Da Silva IR, Sedarati MR, Hedger JN (2006) Changes in production of lignin degrading 

enzymes during interactions between mycelia of the tropical decomposer basidiomycetes Marasmiellus troyanus 

and Marasmius pallescens. Mycol Res 110:161–168. https://doi.org/10.1016/j.mycres.2005.10.002 



Page 213 sur 224 
 

24.  Boddy L, Hiscox J (2016) Fungal Ecology: Principles and Mechanisms of Colonization and Competition by 

Saprotrophic Fungi. Microbiol Spectr 4. https://doi.org/10.1128/microbiolspec.funk-0019-2016 

25.  Riva S (2006) Laccases: blue enzymes for green chemistry. Trends Biotechnol 24:219–226 

 

  



Page 214 sur 224 
 

PARTIE III. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 

 

Ce travail a montré qu’il était possible d’utiliser T. harzianum comme biocatalyseur 

dans une MFC pour éliminer deux colorants polluants, MB et VC, tout en produisant de 

l’électricité. Les résultats obtenus diffèrent selon les colorants et les électrodes utilisés (KIP et 

CSV).  

Les premières expériences ont montré une élimination quasi-complète du MB (à plus de 

90 %) et incomplète du VC (inférieure à 60 %). Ceci a été expliqué par la structure du colorant. 

Le BM s’est avéré plus facile à assimiler par T. harzianum car il ne contient que deux noyaux 

aromatiques contrairement au VC qui en contient trois. De plus, le MB s’est révélé peu toxique 

pour le champignon contrairement au VC (IC50 = 0,97 ± 0,28 mg L-1). Par contre, la puissance 

électrique produite a été plus importante avec VC ce qui prouve la capacité de T. harzianum à 

s’adapter à la nocivité du colorant.  

Les électrodes ont également influencé la puissance produite. Cette dernière est apparue 

toujours plus élevée avec KIP du fait de sa structure plus épaisse et plus dense, ce qui lui a 

permis d’avoir une plus grande accumulation de charges menant à un potentiel électrique plus 

élevé, ainsi qu’à une plus faible résistance et donc une plus forte densité de puissance. De plus 

le caractère hydrophobe de KIP lui a permis de piéger une plus forte quantité de T. harzianum, 

qui est lui-même hydrophobe. La densité de puissance a atteint pour le VC  229,6 W m-3 d’anode 

avec KIP et seulement 0,6 W m-3 pour CSV, et pour BM 70 W m-3 avec KIP et 39 W m-3 avec 

CSV.  

Lors des premières expériences, nous avons constaté qu’une partie du colorant (surtout 

MB) était adsorbée par l’anode (surtout KIP). Une étape de pré-saturation de l’anode en 

colorant a donc été appliquée avant de poursuivre les expériences de MFC. Cela a permis une 

augmentation de la puissance produite, en raison de la quantité plus importante de colorant 

disponible. Le fonctionnement des MFC en circuit fermé, a également permis une augmentation 

de la puissance en particulier avec MB.  

Cette étude a donc permis de mettre au point une MFC efficace avec T. harzianum 

comme biocatalyseur pour l’élimination du MB et de VC.  

 La deuxième partie de la thèse a été consacrée à la modification de la PEM NafionTM 

présente dans la MFC afin de lui apporter des propriétés antifouling. Deux traitements ont été 

envisagés, avec un revêtement de particules de cuivre, ou d’argent, sur une couche de 

polydopamine. Des observations MEB ont montré un dépôt partiel de particules d’argent, et 

l’AFM a été nécessaire pour détecter les particules de cuivre sous la forme d’un dépôt plus fin 

et plus dense.  

Des mesures d’angles de contact avec le tampon citrate, ont révélé le caractère 

hydrophile du revêtement de polydopamine, et hydrophobe des particules métalliques. La 

structure du citrate étant hydrophobe, le tampon citrate présent dans la MFC aura plus 

d’interactions avec la surface de la PEM NafionTM quand celle-ci sera recouverte de particules 

métalliques.   
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Des études fonctionnelles ont ensuite été réalisées afin de déterminer quelle PEM était 

la plus adaptée pour une utilisation en MFC.  

Les mesures de diffusion protoniques ont montré que la polydopamine facilitait le 

transfert des protons, tandis que les particules métalliques le rendaient plus difficile. Le cuivre 

a eu un effet plus marqué en raison de sa couche plus dense sur la PEM. Ces résultats ont 

suggéré que les membranes « Polydopamine » et « Ag 0.035 » étaient les moins affectées pour 

le transport des protons. 

Les mesures de diamètre d’inhibition ont révélé que le revêtement « Cu 0.35 » semblait 

le plus efficace pour inhiber la croissance de T. harzianum. Par ailleurs, le champignon 

réagissait au stress oxydatif par brunissement, mais cette réaction était réduite en présence de 

particules et plus particulièrement avec le cuivre. Trois hypothèses ont été formulées pour 

expliquer ce comportement : la mort cellulaire, la réduction de la surface de contact avec la 

polydopamine, et l'augmentation de l'activité de l'enzyme laccase.  

Pour résumer, les PEM « Polydopamine » et « Ag 0.035 » ont montré les meilleures 

conductivités protoniques mais des propriétés antimicrobiennes faibles. En revanche, la PEM 

« Cu 0.35 » a montré la meilleure efficacité antimicrobienne, mais la plus faible conductivité 

protonique. Les PEM « Cu 0.035 » et « Ag 0.35 » nous ont semblé offrir le meilleur compromis 

entre ces deux propriétés clés pour une utilisation en MFC. La PEM « Cu 0.035 » a été choisie 

dans premier temps, afin de vérifier les hypothèses à propos de l’effet antimicrobien du cuivre.   

La MFC à PEM « Cu 0.035 » a montré une élimination efficace du MB (80 %) et plus 

rapide qu’une MFC à PEM non modifiée. Nous avons expliqué ces résultats par l’apport du 

cuivre qui a probablement stimulé l’activité de l’enzyme laccase vis-à-vis du MB.  En revanche, 

la puissance électrique initiale produite est apparue plus faible, du fait de l'entrave probable des 

particules de cuivre au passage des protons. 

 Quatre cycles successifs de fonctionnement ont été appliqué aux MFC. L’élimination 

du MB au cours des cycles est restée efficace mais de plus en plus lente pour la MFC à PEM 

non modifiée, contrairement à celle contenant la PEM « Cu 0.035 ». De plus, la puissance 

produite par les deux piles a fortement diminué à cause de la formation d’un biofilm sur la PEM 

que nous avons détecté par MEB après démontage. La PEM « Cu 0.035 » n’a donc pas été 

efficace pour empêcher le biofouling. 

 Le développement du biofilm est apparu plus important sur la membrane modifiée. Ceci 

a été expliqué par la stimulation de l'enzyme laccase par le cuivre, permettant aux champignons 

relarguée de l’anode de se développer à la surface de la PEM. Par conséquent, l'ajout de cuivre 

a eu un effet contraire à l'objectif initial, et n’a pas répondu à la problématique du biofouling.  

Une ultime expérience en MFC avec la PEM « Ag 0.35 » a montré l’absence de biofilm 

après quatre cycles de fonctionnement, ce qui a prouvé l’efficacité de ce traitement. 

  

 

 

 



Page 216 sur 224 
 

Sur la base de ces résultats, plusieurs perspectives peuvent être proposées.  

 

Pour les expériences de MFC, plusieurs pistes sont intéressantes à explorer.  

Le mélange de MB et de VC pourrait être utilisé comme substrat pour étudier quel 

colorant est éliminé le plus facilement. D’autres colorants aromatiques comme le rouge Congo 

ou le vert malachite, pourraient être testés. D’autres co-substrats que le glucose pourraient être 

utilisés, comme l’acétate.  

Au niveau des électrode, des essais avec une cathode en tissus de carbone de surface 

plus importante que celle de l’anode pourraient être réalisée afin d’optimiser la réduction du 

dioxygène. Dans le même but, le médiateur ferricyanure de potassium pourrait être remplacé 

par une molécule moins toxique et à une concentration plus faible. Il est aussi envisageable de 

modifier la cathode par un dépôt de nickel ou d’oxyde de graphène. Enfin, d’autres tissus de 

carbone, comme les références NSC et MRV commercialisées par Dacarb S.A.S. pourraient 

être testés. 

Une expérience avec un biofilm mixte à l’anode, par exemple T. harzianum associé à 

Pseudomonas fluorescens, pourrait aussi améliorer les performances de la MFC.  

Enfin, il serait intéressant de connaitre précisément les produits de dégradation de MB 

et VC après les expériences de MFC. Pour ce faire, nous envisageons dans un futur proche 

d’analyser les anolytes par spectrométrie de masse.   

 

Plusieurs orientations sont envisageables pour améliorer les propriétés antifouling des PEM.  

Il serait pertinent de tester la PEM « Ag 0.035 » afin d’étudier l’influence de la 

concentration en argent sur les performances de la MFC et la présence de biofilm après quatre 

cycles de fonctionnement. Les performances électriques de la MFC à PEM « Ag 0.35 » 

devraient être testées dans les mêmes conditions. 

Comme nous avons montré que le VC avait un effet inhibiteur sur la croissance de T. 

harzianum, il serait intéressant de fixer VC sur la PEM afin de lui apporter des propriétés 

antifouling ciblées contre ce champignon.  

 

 

  



Page 217 sur 224 
 

ANNEXES 

Fig A1. Influence of operative parameters on the MFC potential and power density at start of 

operation: potential E vs current density J and power density φs vs current density J: a) Non 

saturated CSV anode in OCV mode; b) Saturated CSV anode in OCV mode; c) Non saturated 

KIP anode in OCV mode; d) Saturated KIP anode in OCV mode; e) Saturated KIP anode in 

CCV mode.  

Fig. A1a 

 

Fig. A1b 
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Fig. A1c 

 

Fig. A1d 
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Fig. A1e 
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Fig A2. Influence of operative parameters on the MFC potential and power density at start of 

operation: potential E vs. current density J , and power density φs vs. current density J : a) Non 

saturated KIP anode in OCV mode, without biofilm ; b) Non saturated CSV anode in OCV 

mode; c) Saturated CSV anode in OCV mode; d) Non saturated KIP anode in OCV mode; e) 

Saturated KIP anode in OCV mode; f) Saturated KIP anode in CCV mode.  
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Fig. A2c 

 

Fig. A2d 
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Fig. A2e 

 

Fig. A2f 
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Mise au point de biopiles microbiennes 

Résumé 
L’objectif de ce travail a été d’utiliser les capacités qu’ont les champignons filamenteux pour dégrader les molécules organiques 

aromatiques par des réactions redox enzymatiques et les immobiliser dans une pile pour générer un courant électrique. Nous avons 

ainsi conçu une pile microbienne (MFC) qui utilisait le champignon Trichoderma harzianum pour éliminer le bleu de méthylène (MB) 

et le cristal violet (VC), qui sont deux colorants aromatiques nocifs pour l’environnement et la santé. Les électrodes employées (KIP 

et CSV) provenaient de la société Dacarb - France et étaient constituées de tissu de carbone. L'anode de notre MFC était revêtue d'un 

biofilm de T. harzianum. Nos expériences ont montré à la fois une influence de l’anode et du type de colorant testé. Par exemple, le 

bleu de méthylène (BM) a été éliminé beaucoup plus rapidement et complètement que le cristal violet (VC), ce qui pourrait être dû à 

sa structure chimique plus simple. Néanmoins, nous avons constaté que la MFC génère plus d'électricité avec VC en raison d'une 

libération d'électrons plus importante pendant sa dégradation. Les électrodes ont aussi une influence sur la puissance produite. Elle 

était toujours plus forte avec KIP, du fait de sa structure plus dense et plus épaisse, ainsi que son caractère hydrophobe plus marqué à 

l’égard du caractère lui-même hydrophobe de T. harzianum : pour VC, elle atteignait 229,6 W m-3 avec KIP et seulement 0,6 W m-3 

pour CSV, et pour MB, elle était de 70 W m-3 avec KIP et de 39 W m-3 avec CSV. Une pré-saturation de l’anode en colorant a permis 

d’éliminer un phénomène de sorption et a montré une puissance électrique produite plus importante. Des expériences en faisant débiter 

la MFC ont permis d’augmenter la puissance produite avec MB. Pour optimiser les MFC, des modifications des membranes échangeuse 

de protons (PEM) ont été faites avec un revêtement de polydopamine seule (« Polydopamine ») ou associée à des particules d’argent 

et de cuivre à deux concentrations différentes (« Ag 0.35 », « Ag 0.035 », « Cu 0.35 », « Cu 0.035 »), afin de donner aux PEM des 

propriétés antifouling. Des observations MEB ont confirmé la présence d’argent, tandis que l’EDX a été nécessaire pour prouver la 

présence de cuivre. L’AFM a montré que le cuivre formait une couche plus fine et dense que l’argent. Des mesures d’angle de contact 

ont montré le caractère hydrophile de la polydopamine et hydrophobe des particules métalliques. Les mesures de diffusion protonique 

ont montré que la polydopamine facilitait le transfert de protons, tandis que les particules métalliques le rendaient plus difficile, avec 

un effet plus marqué pour le cuivre en raison de sa couche plus dense sur les PEM. Ces résultats ont suggéré que les PEM 

« Polydopamine » et « Ag 0.035 » étaient les moins impactées par le traitement de surface. Les mesures de diamètre d’inhibition ont 

révélé que le revêtement « Cu 0.35 » semblait le plus efficace pour inhiber la croissance de T. harzianum. Les PEM « Cu 0.035 » et 

« Ag 0.35 » semblaient offrir un équilibre favorable entre conduction protonique et propriétés antifouling pour notre MFC. La PEM « 

Cu 0.035 » a été choisie, afin de vérifier les hypothèses à propos de l’effet antimicrobien du cuivre. Elle a montré une élimination 

efficace de MB (80 %) et plus rapide par rapport à une MFC à PEM non modifiée. Ceci a été expliqué par l’apport du cuivre qui a 

probablement stimulé l’activité de l’enzyme laccase. Les MFC ont fonctionné pendant 4 cycles successifs. L’élimination du MB au 

cours des cycles est restée efficace mais de plus en plus lente pour la MFC à PEM non modifiée, contrairement à celle contenant la 

PEM « Cu 0.035 ». De plus, la puissance des deux MFC a fortement diminué, à cause de la formation d’un biofilm sur la PEM. La 

PEM « Cu 0.035 » n’a donc pas été efficace contre le biofouling. Des observation MEB des PEM après utilisation ont confirmé ces 

résultats, avec un développement de biofilm accru sur la PEM (« Cu 0.035 »). Une expérience de MFC avec la PEM « Ag 0.35 » ont 

montré l’absence de fouling, ouvrant une perspective intéressante.  
 

Mots clés : Trichoderma harzianum, pile microbienne, bleu de méthylène, cristal violet, bioremédiation, membrane échangeuse de 

proton, antifouling, cuivre, argent, polydopamine.  

 

Abstract 

The aim of this work was to utilize the capabilities of filamentous fungi to degrade aromatic organic molecules through enzymatic 

redox reactions and to immobilize them in a cell to generate electric current. We designed a microbial fuel cell (MFC) that used the 

fungus Trichoderma harzianum to eliminate methylene blue (MB) and violet crystal (VC), which are two aromatic dyes harmful to 

both the environment and health. The electrodes used (KIP and CSV) were provided by Dacarb - France and were made of carbon 

fabric. The anode of our MFC was coated with a biofilm of T. harzianum. Our experiments showed both an influence of the anode and 

the type of dye tested. For example, MB was eliminated much more quickly and completely than VC, which may be due to its simpler 

chemical structure. Nevertheless, we found that the MFC generated more electricity with VC due to a greater release of electrons 

during its degradation. The electrodes also had an impact on the power output. It was always higher with KIP, due to its denser and 

thicker structure, as well as its more pronounced hydrophobic character compared to the inherently hydrophobic nature of T. 

harzianum: for VC, it reached 229.6 W m-3 with KIP and only 0.6 W m-3 for CSV, and for MB, it was 70 W m-3 with KIP and 39 W 

m-3 with CSV. Pre-saturating the anode with dye eliminated a sorption phenomenon and showed a higher electrical power output. 

Experiments by running the MFC increased the power output with MB. To optimize the MFC, modifications of the proton exchange 

membranes (PEM) were made with a coating of polydopamine only ("Polydopamine") or combined with silver and copper particles 

at two different concentrations ("Ag 0.35", "Ag 0.035", "Cu 0.35", "Cu 0.035"), to give the PEM antifouling properties. SEM 

observations confirmed the presence of silver, while EDX was necessary to prove the presence of copper. AFM showed that copper 

formed a thinner and denser layer than silver. Contact angle measurements revealed the hydrophilic nature of polydopamine and 

hydrophobic nature of the metallic particles. Proton diffusion measurements showed that polydopamine facilitated proton transfer, 

while the metallic particles made it more difficult, with a more pronounced effect for copper due to its denser layer on the PEM. These 

results suggested that the "Polydopamine" and "Ag 0.035" PEM were the least impacted by surface treatment. Diameter of inhibition 

measurements revealed that the "Cu 0.35" coating seemed the most effective in inhibiting the growth of T. harzianum. The "Cu 0.035" 

and "Ag 0.35" PEM appeared to offer a favorable balance between proton conduction and antifouling properties for our MFC. The 

"Cu 0.035" PEM was chosen to verify hypotheses about the antimicrobial effect of copper. It showed effective and faster elimination 

of MB (80%) compared to an unmodified PEM MFC. This was explained by the contribution of copper, which likely stimulated the 

activity of the laccase enzyme. The MFCs operated for four successive cycles. The elimination of MB during the cycles remained 

effective but increasingly slower for the MFC with the unmodified PEM, unlike the one containing the "Cu 0.035" PEM. Moreover, 

the power of both MFCs decreased significantly due to the formation of a biofilm on the PEM. The "Cu 0.035" PEM was therefore 

not effective against biofouling. SEM observations of the used PEM confirmed these results, with increased biofilm development on 

the "Cu 0.035" PEM. An MFC experiment with the "Ag 0.35" PEM showed the absence of fouling, opening an interesting perspective.  

 

Keywords: Trichoderma harzianum, microbial fuel cell, methylene blue, violet crystal, bioremediation, proton-exchange membrane, 

antifouling, copper, silver, polydopamine.   


