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RÉSUMÉ 

L’utilisation importante d’énergie fossile dégage du CO2, principal composant des gaz à effet de 

serre. La transition vers des énergies renouvelables est une alternative nécessaire pour diminuer 

l’impact climatique de la pollution engendré par le rejet du CO2. Les systèmes de capture et de 

conversion du CO2 constituent une autre alternative parallèle aux énergies renouvelables.  Les 

systèmes bioélectrochimiques notamment les cellules d’électrosynthèses microbiennes (MESs) se 

présentent comme des dispositifs pouvant utiliser les énergies renouvelables pour la réduction du 

CO2 en produits à valeur ajoutée. Les MESs présentent cependant des limites telles que leur faible 

densité de courant, leur faible sélectivité des produits et le coût et la stabilité des matériaux 

d’électrode. L’étude des matériaux cathodiques stables pouvant améliorer la formation de biofilm 

conductif, efficace et sélectif constitue un champ de recherche promettant pour améliorer les 

performances des MESs.  Cette thèse explore des matériaux cathodiques à base d’oxydes 

bimétalliques non nobles pour la réduction bioélectrochimique du CO2 dans une MES. 

Cinq combinaisons d’oxydes bimétalliques non nobles (CuFeO, CuMnO, CuSnO, FeSnO et 

CoMnO) avec différents ratios métalliques molaires ont été étudiées. Les impacts de ces matériaux 

sur la réduction biochimique du CO2 ont d’abord été évalués par des tests batch en bouteilles en 

utilisant un mélange gazeux de CO2/H2 comme source de carbone et d’électrons. Les résultats 

montrent que ces oxydes bimétalliques non nobles affectent les activités métaboliques de 

microorganismes méthanogènes et acétogènes d’une culture mixte. Alors que les oxydes 

bimétalliques à base de Cu inhibent la réduction biochimique du CO2 par les méthanogènes et 

acétogènes, les oxydes bimétalliques FeSnO et CoMnO ont un effet diversifié. L’oxyde 

bimétallique FeSnO équimolaire affecte positivement la réduction du CO2 en méthane par les 

méthanogènes hydrogénotrophes et en acides gras volatils par les acétogènes et inhibe la 

production du méthane à partir de l’acétate par les méthanogènes acétoclastes. L’oxyde 

bimétallique CoMnO équimolaire a cependant un effet positif sur la réduction du CO2 en acides 

gras volatils par les acétogènes et sur la production du méthane à partir de l’acétate par les 

acétoclastes. 

Des expériences électrocatalytiques sur trois oxydes bimétalliques promettants (CuFeO, FeSnO et 

CoMnO) ont ensuite été réalisées dans une cellule électrochimique. Les résultats montrent que ces 

oxydes bimétalliques ne sont pas efficaces pour la réduction électrochimique du CO2 à des densités 
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de courants comprises entre 13 et 156 A m−2. La réduction du CO2 a conduit à la formation de 

méthanol et tertbutanol avec une efficacité coulombique totale inférieure à 20%. La formation 

d’hydrogène a été la réaction la plus favorable. L’oxyde bimétallique FeCuO a relativement été 

plus efficace entre 31 et 75 A m−2. 

L’utilisation d’une cathode à base de l’oxyde bimétallique FeSnO a permis de réduire le CO2 à plus 

de 85% et d’atteindre une vitesse de consommation de CO2 égale à 1,60 L (LC j)−1 dans une MES 

à des densités de courant égales à 5,2 à 8,3 A m−2. Le taux de conversion de CO2 dans une MES 

utilisant une cathode de feutre de carbone est également supérieur à 85% et la vitesse maximale de 

conversion égale à 1,54 L (LC j)−1. Sans courant imposé, la réduction biochimique du CO2 dans ces 

MESs est faible avec une vitesse de conversion inférieure à 0,67 L (LC j)−1. Les efficacités 

coulombiques en acides gras volatils des MESs utilisant une cathode de feutre de carbone sont 

comprises entre 53 et 86 % et celles correspondantes aux MESs utilisant une cathode de FeSnO se 

situent entre 48% et 93 %. La réduction du CO2 en butyrate et caproate dans la MES a été 

augmentée à plus de 4 fois en utilisant une cathode à base de FeSnO par rapport à l’utilisation d’une 

cathode de feutre de carbone. Les résultats voltamétriques et impédancemétriques montrent 

également que la cathode à base de FeSnO favorise le développement de biofilm conductif avec 

une faible résistance de transfert de charge.  

La bioaugmentation de l’inoculum par Clostridium kluyveri a permis d’accroître la réduction du 

CO2 en butyrate et caproate et d’atteindre une sélectivité totale de butyrate et caproate d’environ 

80 % dans la cellule à cathode à base de FeSnO. Une vitesse de conversion du CO2 égale à 2,36 L 

(LC j)−1 a été atteinte à densité de courant (14,6 A m−2) et débit de CO2 (500 mL par jour) plus 

élevés. 

Les résultats d’analyse biomoléculaire suggèrent que les bactéries BRH-c20a, Dysgomonas sp, 

sporanaerobacter acetigenes et Desulfovibrio desulfuricans sont responsables de l’amélioration de 

du transfert de charge des biofilms développés sur les électrodes. De plus, les bactéries 

Megasphaera sueciensis, Caproiciproducens galactitolivorans et C. kluyveri sont à l’origine de la 

production de butyrate et caproate. 

 

  

 



vii 
 

ABSTRACT 

The extensive use of fossil fuels releases CO2, the main component of greenhouse gases. The 

transition to renewable sources of energy is a necessary alternative to mitigate the pollution caused 

by CO2 emissions. Carbon capture and conversion systems serve as complementary approach to 

renewable sources of energy. Bioelectrochemical systems, particularly microbial electrosynthesis 

cells (MESs), are promising devices capable of utilizing renewable electricity to convert CO2 into 

valuable products. However, MESs face limitations such as low current density, limited product 

selectivity, as well as high costs and low stability of electrode materials. The study of stable cathode 

materials capable of enhancing the formation of conductive, efficient, and selective biofilms 

represents a promising research area to improve MES performance. This thesis explores cathode 

materials based on non-noble bimetallic oxides for bioelectrochemical reduction of CO2 in an MES. 

Five combinations of non-noble bimetallic oxides (CuFeO, CuMnO, CuSnO, FeSnO, and CoMnO) 

with different molar metal ratios were studied. The effects of these materials on the biochemical 

reduction of CO2 were initially evaluated through batch tests in bottles using a CO2/H2 gas mixture 

as a carbon and electron source. The results indicate that all tested non-noble bimetallic oxides 

influenced the metabolic activities of methanogenic and acetogenic microorganisms within a mixed 

culture. While Cu-based bimetallic oxides inhibited biochemical CO2 reduction by methanogens 

and acetogens, FeSnO and CoMnO exhibited diverse effects. Equimolar FeSnO positively 

influenced CO2 reduction into methane by hydrogenotrophic methanogens and into volatile fatty 

acids by acetogens, while simultaneously inhibiting methane production from acetate by 

acetoclastic methanogens. Conversely, equimolar CoMnO positively affects CO2 reduction into 

methane and volatile fatty acids by hydrogenotrophic methanogens and acetogens, respectively. It 

also demonstrated a positive effect on methane production from acetate. 

Electrocatalytic experiments with three promising bimetallic oxides (CuFeO, FeSnO, and CoMnO) 

were then conducted in an electrochemical cell. The results indicate that these bimetallic oxides 

are not highly effective for electrochemical CO2 reduction at current densities between 13 and 156 

A m−2. CO2 reduction produced methanol and tert-butanol, with a total Coulombic efficiency below 

20%. Hydrogen formation was the most favored reaction. Among them, FeCuO demonstrated 

relatively higher Coulombic efficiency at current densities between 31 and 75 A m−2. 
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Using a cathode based on FeSnO enabled over 85% reduction of CO2 and achieved a CO2 

consumption rate of 1.60 L (LC d)⁻¹ in an MES at current densities of 5.2 to 8.3 A m−2. The CO2 

conversion rate in an MES using a carbon felt cathode was also above 85%, reaching a maximum 

conversion rate of 1.54 L (LC d)⁻¹. Without an applied current, the biochemical reduction of CO2 

in these MESs is low, with a conversion rate below 0.67 L (LC d)⁻¹. Coulombic efficiencies into 

volatile fatty acids of MESs using a carbon felt cathode ranged from 53% to 86%, whereas those 

with an FeSnO cathode ranged from 48% to 93%. The production of butyrate and caproate from 

CO2 reduction in the MES increased by more than four times with an FeSnO-based cathode 

compared to a carbon felt cathode. Voltammogram and impedance measurements further indicate 

that the FeSnO-based cathode promotes the development of conductive biofilms with low charge 

transfer resistance. 

Bioaugmentation of the inoculum with Clostridium kluyveri enabled an increase in CO2 reduction 

to butyrate and caproate, achieving an overall selectivity of approximately 80% for butyrate and 

caproate in the FeSnO-based cathode MES cell. It also resulted in a higher CO2 conversion rate of 

2.36 L (LC d)⁻¹ at a current density of 14.6 A m−2 and a CO2 flow rate of 500 mL per day. 

Biomolecular analysis suggests that bacteria BRH-c20a, Dysgomonas mossii, Sporanaerobacter 

acetigenes, and Desulfovibrio desulfuricans are responsible for improving the charge transfer of 

the biofilms developed on the electrodes. Additionally, bacteria such as Megasphaera sueciensis, 

Caproiciproducens galactitolivorans, and C. kluyveri are involved in the production of butyrate 

and caproate. 
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION 

1.1 Introduction générale  

L’industrialisation grandissante et l’explosion démographique requièrent une consommation 

d’énergie importante. Entre 1980 et 2022, la consommation d’énergie a doublé et les estimations 

prévoient qu’elle va tripler d’ici 2030 selon l’Agence internationale de l’énergie (AIE) [1]. Cette 

demande importante en énergie est majoritairement assurée par l’énergie fossile qui représente plus 

de 80 % de cette demande [2]. Cependant, l’utilisation des énergies fossiles constitue la principale 

source de rejet des gaz à effet de serre (GES) dans l’atmosphère.  Le dioxyde de carbone (CO2) est 

l’un des principaux gaz à effet de serre contribuant au réchauffement climatique. Selon le rapport 

de l’AIE sur les émissions de CO2 de 2023, la concentration atmosphérique mondiale moyenne est 

passée de 388,7 ppm en 2010 à 419,3 ppm en 2023 [3]. Face à ce problème environnemental 

préoccupant, les énergies renouvelables constituent une alternative aux énergies fossiles. 

Parallèlement à la transition aux énergies renouvelables, le CO2 est une source de carbone 

abondante dont la capture et la conversion en d’autres produits constitue une approche visant à le 

valoriser et réduire la pollution [4] [5].  

La conversion du CO2 présente un défi important du fait de sa grande stabilité chimique due à la 

forte énergie de la double liaison carbone oxygène présente en son sein. Les dispositifs de 

conversion développés reposent sur divers processus dont les processus photochimique, 

thermochimique, électrochimique, biochimique et bioélectrochimique [5] [6] [7]. La réduction du 

CO2 par la méthode bioélectrochimique combine activité métabolique des microorganismes et 

énergie électrique pour catalyser la réduction du CO2. C’est une technologie d’avenir de plus en 

plus étudiée visant l’utilisation d’énergies renouvelables pour la conversion du CO2. En effet, les 

systèmes bioélectrochimiques (BESs) reposant sur ce processus bioélectrochimique offrent la 

possibilité de réduire le CO2 en composés polycarbonés à valeur ajoutée tels que les alcools [8], 

[9], les polyhydroxyalcanoates [10] et les acides gras volatiles [11], [12]. Ce qui s’avère difficile 

pour les méthodes abiotiques notamment les méthodes thermocatalytique et électrocatalytique.  

La technologie des BESs dépend de plusieurs facteurs notamment la configuration du réacteur, la 

source d’inoculum, la nature du substrat, le mécanisme de transfert d’électrons, le type de 

membrane, le mode et les conditions opératoires et la nature et configuration des matériaux 
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d’électrode [13] [14] [15]. Une meilleure compréhension des impacts de ces différents facteurs sur 

les performances des BESs permettra d’implémenter cette technologie à grande échelle.  

1.2 Contexte et problématique 

La technologie des BESs est confrontée en général à des défis majeurs tels que le coût et la stabilité 

des matériaux d’électrodes, les surtensions élevées, la faible densité de courant et la faible 

sélectivité des produits de réaction [16]. La réduction bioélectrochimique du CO2 dans la cellule 

d’électrosynthèse microbienne (MES) est donc confrontée à ces défis. 

Ainsi, pour faire face à ces défis, les recherches sont plus orientées vers le développement de 

matériaux cathodiques peu coûteux, stables, facilitant le développement de biofilm et le transfert 

rapide d’électrons [13], [17]. À cet effet, les matériaux en carbone commerciaux (feutre, tissu, 

brosse, papier, tige) sont largement utilisés pour leur coût relativement bas, leurs propriétés 

électroconductrices ainsi que leur biocompatibilité [18]. Dans l’objectif de réduire leur résistance 

aux transferts de charges, augmenter leurs surfaces spécifiques et améliorer leurs propriétés 

d’adhésion aux microorganismes, la modification de surface avec des nanomatériaux s’est 

présentée comme une alternative. Ainsi, les polymères organiques conductifs, les matériaux 

métalliques, les composés organométalliques ont été utilisés à cet effet [18] [19]  [20] [21]. Il en 

ressort que les matériaux d’électrode jouent un rôle important sur le processus de transfert 

d’électrons, la formation et la composition du biofilm [15]. Les transferts d’électrons entre la 

cathode et les microorganismes peuvent s’opérer directement ou indirectement à partir des produits 

intermédiaires tels que l’hydrogène (H2), le formate (HCOO−), le monoxyde de carbone (CO) [15]. 

Pour minimiser les pertes d’électrons, le mécanisme de transfert direct d’électrons est le plus 

souhaitable. Cependant, les paramètres contribuant à sa réalisation ne sont pas clairement maitrisés. 

En revanche, la formation des produits intermédiaires servant de sources d’électrons pour le 

mécanisme de transfert indirect d’électrons dépend de la nature et configuration du matériau 

cathodique ainsi que du potentiel cathodique. Certains métaux peuvent être sélectifs pour la 

production d’intermédiaires monocarbonés (Ag, Pd, In, Pb et Sn) et d’autres pour l’hydrogène (Ni, 

Fe, Pt, Ti) [22]. Cependant, la corrosion des métaux non nobles en solution aqueuse constitue un 

problème majeur pour leur biocompatibilité à longue terme [23] [24]. 

Les oxydes métalliques sont des matériaux relativement stables dont les propriétés surfaciques, la 

conductivité et les propriétés catalytiques pourraient faciliter la formation de biofilms conductifs 



3 
 

et actifs et les transferts d’électrons par les voies direct et indirect. D’ailleurs certains travaux 

utilisant des oxydes métalliques tels que MnO2 [25] et Co3O4 [26] comme matériaux d’électrodes 

ont conduit à l’amélioration de la réduction bioélectrochimique du CO2 en facilitant le transfert 

d’électrons et la formation de biofilm.  Les oxydes bimétalliques CuFe2O4 [27] et NiFe2O4 [28] ont 

également montré un impact positif sur la réduction bioélectrochimique du CO2. Les transferts 

d’électrons et les densités de courant ont été améliorés en utilisant ces matériaux comme cathodes. 

Les contributions électrochimiques de ces matériaux n’ont cependant pas été étudiées. De plus, ces 

expériences ont été réalisées en mode discontinue, condition d’opération au cours de laquelle les 

nutriments essentiels aux microorganismes ne sont pas apportés en permanence. Ce qui ne favorise 

pas une activité métabolique accrue des microorganismes et par conséquent une opération optimale 

des MESs. 

Ce présent travail propose d’étudier des oxydes bimétalliques non nobles comme matériaux 

cathodiques pour la réduction bioélectrochimique du CO2 dans une MES en opération continue. À 

partir de tests batch en bouteilles, les effets des oxydes bimétalliques à base de Fe, Cu, Mn, Sn, et 

Co seront d’abord évalués. Les performances de ces oxydes bimétalliques en tant que catalyseurs 

électrochimiques seront ensuite évaluées. Ces expériences conduiront enfin à la réduction 

bioélectrochimique du CO2 par des microorganismes dans une MES en utilisant une cathode à base 

d’oxyde bimétallique non noble.   

1.3 Contenu de la thèse 

Cette thèse comporte neuf chapitres dont les contenus sont décrits brièvement dans ce paragraphe. 

Le premier chapitre porte sur l’introduction qui s’étale sur le contexte et la problématique de la 

thèse.     

Le deuxième chapitre est consacré à la revue de littérature sur la réduction bioélectrochimique du 

CO2.   Le   principe de fonctionnement de la cellule d’électrosynthèse microbienne (MES) y est 

décrit. Les configurations et les conditions opératoires affectant ses performances sont également 

décrites.  Ce chapitre fait un aperçu des matériaux d’électrodes utilisées dans la MES et les 

performances de celle-ci en termes d’efficacité coulombique, de densité de courant et de sélectivité 

des produits de réaction. Les limites de cette méthode de réduction sont énumérées et des 

perspectives sont proposées. 
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Le troisième chapitre décline les objectifs de la thèse et présente la méthodologie adoptée pour les 

atteindre. L’hypothèse de recherche ainsi que l’originalité du sujet sont également présentées dans 

ce chapitre. 

Le chapitre 4 décrit les outils et techniques expérimentaux utilisés dans ce travail. Les techniques 

de caractérisation des oxydes bimétalliques non nobles et des électrodes, les techniques d’analyse 

des produits de réaction et les techniques d’analyse des populations microbiennes sont 

principalement décrites.  

Les chapitre 5, 6 et 7 présentent respectivement le premier, deuxième et troisième article de cette 

thèse. Le premier article porte sur les résultats de la réduction du CO2 sur les oxydes bimétalliques 

non nobles par la méthode électrochimique et les impacts des oxydes bimétalliques non nobles 

promettant sur la réduction biochimique du CO2. L’article 2 est consacré principalement aux 

résultats de la réduction du CO2 par la méthode bioélectrochimique dans des MESs utilisant d’une 

part une cathode à base d’oxyde bimétallique non noble et d’auttre part une cathode de feutre de 

carbone. Le dernier article porte sur l’amélioration de la réduction bioélectrochimique du CO2 en 

butyrate et caproate en ajoutant une culture pure à l’inoculum initial.  

L’ensemble des résultats obtenus sont discutés dans le huitième chapitre.  

Le neuvième et dernier chapitre porte sur la conclusion et les recommandations pour d’autres 

travaux.  
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CHAPITRE 2 REVUE DE LITTÉRATURE  

2.1 Principe de fonctionnement d’une cellule d’électrosynthèse microbienne 

Les systèmes bioélectrochimiques (BES) sont fondamentalement basés sur les microorganismes, 

les électrodes et les transferts d’électrons entre ceux-ci (Figure 2.1). Parmi ces BES nous avons la 

pile à combustible microbienne (MFC), la cellule d’électrolyse microbienne (MEC) et la cellule 

d’électrosynthèse microbienne (MES). La MFC a pour principale objectif de dépolluer les eaux en 

oxydant les composés organiques à l’anode (par des microorganiques) et en réduisant l’oxygène à 

la cathode tout en produisant de l’électricité. La MEC a également pour objectif de dépolluer les 

eaux à l’anode par oxydation microbienne des composés organiques. À la différence de la MFC, 

celle-ci nécessite de l’énergie pour fonctionner et produisent des composés tels que l’hydrogène 

(H2) ou le méthane (CH4) à la cathode à l’aide de microorganismes ou par électrocatalyse. Une 

différence de potentiel inférieure à celle de l’électrolyse de l’eau dans les conditions standard 

(1,2V) est appliquée à la cellule. La MES nécessitent également de l’énergie pour son 

fonctionnement et a pour objectif la réduction du CO2 en composés organiques, un gaz polluant à 

effet de serre. Elle comporte deux électrodes (anode et cathode) placées dans des compartiments 

différents et séparés par une membrane échangeuse d’ions. Chaque électrode baigne dans un 

électrolyte et sont reliées à l’aide d’un circuit externe à une source d’énergie qui peut être 

renouvelable.  À l’interface de chaque électrode se produit une réaction électrochimique : une 

oxydation à l’anode et une réduction à la cathode. Le CO2 est réduit en composés organiques à la 

cathode par des microorganismes anaérobiques et l’eau est oxydée à l’anode en oxygène (O2) selon 

les équations simplifiées ci-dessous.  Cathode: CO2 + n𝑒−  → composés organiques 2.1 Anode : H2O →  O2 + n𝑒− 2.2 

L’équation de réaction simplifiée de la MES s’écrit :  CO2 + H2O ∆𝐺>0→   composés organiques + O2 2.3 
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Figure 2.1 Représentation schématique des systèmes bioélectrochimiques. 

2.2 Population microbienne et réduction bioélectrochimique du dioxyde du 

carbone 

2.2.1 Population microbienne 

Les microorganismes autotrophes (bactéries, cyanobactéries, microalgues, archées) réduisent 

naturellement le CO2 en composés organiques via diverses voies métaboliques en utilisant l’énergie 

solaire (photoautotrophes) ou l’énergie chimique (chimioautotrophes) de certains composés 
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chimiques (H2, NO2
−, S2−, Fe2+, etc.) [29]. Leur utilisation dans les systèmes bioélectrochimiques 

constitue une des approches visant à améliorer l’efficacité de la réaction de réduction microbienne 

du CO2 par l’énergie électrique [29]. 

Les systèmes bioélectrochimiques peuvent être inoculés par des inocula à population mixte ou pure 

selon l’étude. Les inocula proviennent de diverses sources environnementales dont les eaux usées 

domestiques, les sédiments marins, les boues d’épuration et les déchets d’industrie agroalimentaire 

[30]. Les cultures pures ont l’avantage d’être plus sélectives et faciles à optimiser le taux et 

rendement de production de composés cibles mais requiert une préparation laborieuse [31]. Les 

inocula à population mixte sont disponibles, résistent mieux aux changements de conditions 

opératoires et à des contaminations d’oxygène [32]. Au sein des inocula à population mixtes des 

interactions inter espèces tels que les transferts d’électrons peuvent exister générant un consortium 

efficace [33], [34]. Ils peuvent cependant être moins sélectifs du fait de la compétition d’autres 

réactions indésirables. L’enrichissement de l’inoculum à population mixte dans des conditions 

déterminées ainsi que la bioaugmentation avec des cultures pures constituent des approches 

minimisant les réactions indésirables et orientant les réactions microbiennes vers des produits 

cibles [35], [36]. 

En raison de la diversité des microorganismes autotrophes ainsi que leurs voies métaboliques, la 

conversion du CO2 conduit à un large éventail de produits dont les composés gazeux (méthane, 

éthylène, …) les solvants (éthanol, butanol, glycérol, …), les acides carboxyliques (acides gras 

volatils, …) [37]. Ce travail porte une attention particulière à la réduction du CO2 en acides gras 

volatils dans la MES.  

2.2.2 Microorganismes et production des acides gras volatils 

Les acides gras volatils sont en général produits par la méthode thermochimique à partir des dérivés 

pétrochimiques [38]. La production microbienne est une alternative prometteuse plus écologique à 

cette méthode, particulièrement à partir du dioxyde de carbone, un gaz à effet de serre. Les acides 

gras volatils sont produits par voie microbienne à partir de la dégradation de composés organiques 

complexes par les microorganismes hétérotrophes ou partir de composés inorganiques simple tels 

que le dioxyde de carbone par les microorganismes autotrophes. Plus de 100 espèces microbiennes 

autotrophes appartenant à 26 familles ont été identifiés capables de convertir des composés 

carbonés simples (C1) en d’autres composés dont les acides gras volatils [39].  
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La production microbienne d’acide gras volatil à partir du CO2 a été observée pour la première fois 

en 1932 lorsque de l’acétate a été produit par une boue de digestion anaérobique à partir d’un 

mélange de H2 et CO2 [40]. Quelques années plus tard, des espèces acétogènes tels que Clostridium 

aceticum (en 1936) [41], [42] et Clostridium thermoaceticum (en 1942) [43] ont été isolées, ouvrant 

ainsi la porte à l’étude sur les microorganismes homoacetogènes ainsi que leurs voies métaboliques 

de production d’acides gras volatils par réduction du CO2. La fixation anaérobique du CO2 s’opère 

principalement par la voie de Wood-Ljungdahl, aussi connue sous le nom de voie réductive acétyl-

CoA [44], [45]. La fixation d’une mole de CO2 conduit à une mole d’acétyl-CoA qui est ensuite 

convertie en acétate. Divers microorganismes homoacetogènes convertissent le CO2 en acétate 

selon cette voie d’acétyl-CoA en utilisant l’hydrogène comme donneur d’électrons (Équation 2.4).  

Les plus représentatifs appartiennent aux genres Acetobacterium, Clostridium, Morella, 

Eubacterium, Sporomusa, ou Ruminococcus [46].  

Dans la MES, l’acétyl-CoA est également un composé intermédiaire pour la production de l’acétate 

à partir du CO2 par des microorganismes acétogènes électroactifs utilisant directement les électrons 

de la cathode (équation 2.5) [15]. Ainsi, l’acétyl-CoA est une molécule centrale pour la production 

d’autres acides gras volatils (butyrate, caproate, etc.), des alcools (éthanol, isopropanol, butanol, 

etc.), des cétones (acétone) et d’autres composés organiques [47].  2HCO3− + 4H2 → CH3COO− + 3H2O 2.4 2HCO3− + 9H+ + 8e− → CH3COO− + 4H2O 2.5 CH3COO− + C2H5OH → CH3CH2CH2COO− + H2O 2.6 CH3CH2CH2COO− + C2H5OH → CH3CH2CH2CH2CH2COO− + H2O 2.7 

La production de butyrate et caproate se fait par un processus de chaîne élongation ajoutant 

successivement deux carbones à l’acétate (Équation 2.6, 2.7). Ce processus s’opère selon deux 

voies notamment le cyle FAB (Fatty Acid Biosynthesis) et le cycle RBO (Reverse Beta Oxidation) 

comme le montre la figure 2.2 [48]. Le mécanisme de chaîne élongation est généralement initié par 

l’oxydation en acétyl-CoA de donneurs d’électrons tels que l’éthanol et le lactate. L’acétyl-CoA 

produit entre dans le cycle de RBO ou dans le cycle de FAB sous forme de malonyl-ACP pour 

convertir l’AGV Cn en AGV Cn+2 et ainsi de suite. Les microorganismes à chaîne carbonée 
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élongateurs couramment étudiés appartiennent au genres Clostridium, Caproiciproducens, 

Megasphaera, Eubacterium, and Ruminococcaceae [48]. 

 

Figure 2.2 Mécanismes de l'élongation de la chaîne carbonée des acides gras volatils [48]. 

2.2.3 Transfert d’électrons à l’interface cathodique 

Dans la MES, l’oxydation de l’eau à l’anode libère des électrons qui passent par le circuit extérieur 

pour réduire le CO2 à la cathode par les microorganismes. A l’interface du matériau cathodique, 

deux voies de transfert de ces électrons aux microorganismes sont proposées notamment un 

transfert direct et un transfert indirect nécessitant des intermédiaires [15]. Maitriser ce flux 

d’électrons permettrait d’améliorer les performances de la MES. 

2.2.3.1 Voies de transfert d’électrons direct 

Après inoculation des systèmes bioélectrochimiques, certains microorganismes s’attachent aux 

électrodes formant des biofilms. L’adhésion de ces microorganismes aux matériaux d’électrodes 

dépend non seulement des propriétés surfaciques de celles-ci mais également des caractéristiques 

intrinsèques microbienne. Les microorganismes ayant des nanofils (pili) [49] et des cytochromes 

membranaires de type C [50], [51], [52] sont désignés électroactifs pouvant échanger des électrons 
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avec les électrodes. Plusieurs espèces microbiennes ont été identifiées comme électroactives dont 

Geobacter sulfurreducens et Shewanella oneidensis ont été considérées comme espèces 

électroactives modèle [53]. Divers travaux ont mentionné l’amélioration des performances des 

MFCs en raison du développement de biofilms électroactifs sur des matériaux anodiques, oxydant 

les composants organiques et transférant les électrons aux matériaux anodiques [54], [55], [56], 

[57]. Ce phénomène a également suscité un intérêt pour le développement de biocathodes 

conductives et efficaces pour la réduction du CO2 dans les MESs. Nevin et al. ont publié pour la 

première fois la conversion du CO2 par Sporomusa ovata en acétate et 2-oxobutyrate en absence 

de production d’hydrogène [58]. Divers autres microorganismes ont été cités comme électroactifs 

incluant des espèces acétogènes (Clostridium ljungdahii, Clostridium aceticum et Morella 

thermoacetica) [15] et méthanogènes (Methanobactérium palustre, Methanobacterium briantii et 

Methanosarcina mazei) [13]. Plusieurs approches sont explorées tant au niveau des matériaux 

cathodiques qu’au niveau des microorganismes afin de favoriser le développement de biofilm 

conductif et améliorer l’efficacité du transfert d’électrons direct à l’interface électrode-biofilm. 

Parlant des microorganismes, les efforts sont orientés sur la modification génétique conduisant à 

l’augmentation de l’expression des cytochromes conductifs ainsi qu’à la formation de nanofils 

conductifs [59]. En ce qui concerne les matériaux d’électrodes, les approches visent à développer 

de matériaux à grandes surfaces spécifiques et compatibles aux microorganismes. Dans ce sens, 

les recherches sur les matériaux bi- et tridimensionnels [18], les matériaux poreux [60], les 

revêtements par des nanoparticules conductifs [61] [62], la modification de la morphologie et la 

charge [63]  des matériaux se sont montrées promettantes.  

2.2.3.2 Voies de transfert d’électrons indirect 

Les microorganismes dans le catholyte peuvent se procurer des électrons via divers intermédiaires. 

Certains microorganismes sécrètent naturellement des médiateurs redox tels que les phénazines et 

les riboflavines pour servir de vecteurs d’électrons. De multiples médiateurs redox artificiels ont 

alors été utilisés dans les systèmes bioélectrochimiques [64]. L’ajout du rouge neutre et de la 2-

hydroxy-1,4-naphthoquinone au milieu de culture microbienne d’une MES a permis d’accroître le 

transfert d’électrons entre la cathode et les microorganismes en suspension et augmenté la 

production d’acétate à partir du CO2   [65]. La modification de feutre de carbone comme cathode 

d’une MES avec du rouge neutre et l’anthraquinone-2,6-disulfonate comme médiateur redox a 

permis d’améliorer respectivement de 5,8 et 3,5 fois la production de méthane par une culture mixte 
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[66]. D’autres résultats ont également montré une amélioration de la réduction microbienne du CO2 

en butyrate [67] [68] en utilisant le rouge neutre et l’anthraquinone-2,6-disulfonate comme 

médiateurs redox. Le coût et la cytotoxicité peuvent cependant limiter leur usage.  

Les composés monocarbonés (monoxyde de carbone (CO), le formate (HCOO−), le méthanol 

(CH3OH)) et l’hydrogène peuvent être produits par électrocatalyse dépendamment du potentiel et 

de la nature du matériau cathodique (équation 2.8 à 2.11). Ils sont utilisables par les 

microorganismes comme intermédiaires pour le transfert d’électrons aux microorganismes 

planctoniques.  2H+ + 2e− → H2 2.8 CO2+ 2H+ + 2e− → CO + H2O 2.9 CO2+ 2H+ + 2e− → HCOOH 2.10 CO2+ 6H+ + 6e− → CH3OH 2.11
Il a été rapporté que la plupart des microorganismes méthylotrophes peuvent métaboliser les 

composés monocarbonés [69]. Zhu et al. ont exploré la réduction du CO2 par Clostridium 

ljungdahlii dans une MES par la voie indirecte en développant des catalyseurs 2D et 3D de 

phtalocyanine de cobalt (II) pour catalyser la formation du gaz de synthèse (CO + H2) [70]. Les 

résultats ont montré que le catalyseur 3D était plus efficace pour la formation du gaz de synthèse 

ainsi qu’à la production de d’acétate et d’éthanol par C. ljungdahlii. Jiang at al. ont plutôt utilisé 

des électrodes hybrides de feutre de carbone et plaques métalliques (In, Zn, Ti et Cu) pour la 

réduction du CO2 dans une MES inoculée par une culture à population mixte [24]. Les résultats ont 

indiqué la contribution des plaques métalliques à la formation de composés monocarbonés et de 

l’hydrogène indispensables à la production d’acétate par voie indirecte. L’électrode hybride de Zn 

a été la plus efficace pour la production d’acétate (1,23 grammes par litre par jour, g (L j)−1). 

Cependant, les performances de la MES ont diminué rapidement après 28 jours d’opération du fait 

de la corrosion du matériau et aussi de la formation de composés à trois carbones (C3) et cinq 

carbones (C5). Les travaux de Huang et al. ont aussi suggéré la contribution du formate produit sur 

une plaque d’étain à la production de méthane par Methanococcus maripaludis [71]. Qiu et al. ont 

déposé des nanoparticules d’étain (Sn) sur du feutre de carbone comme catalyseur pour la réduction 

bioélectrochimique du CO2 par voie indirecte [72]. La production d’acétate dans la MES a été 

multipliée d’environ trois fois en utilisant l’électrode à base nanoparticules de Sn supportées par 
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du feutre de carbone que l’électrode de feutre de carbone. Cette amélioration a été expliquée par la 

contribution des nanoparticules de Sn comme catalyseur pour la production de formate et comme 

support pour la formation de biofilm efficace enrichi par Acetobacterium. D’autres recherches ont 

également relaté l’implication de l’hydrogène comme source d’électrons pour la bioconversion du 

CO2. Les travaux de Zhang et al. ont évalué l’impact de la composition d’un mélange gazeux de 

H2/CO2 sur la production de méthane par une boue anaérobique [73]. Il a été montré que la 

production du méthane augmente avec le rapport volumique du mélange gazeux H2/CO2 jusqu’à 

un seuil de 20%. De même, Blanchet et al. ont montré l’apport de l’hydrogène comme donneur 

d’électrons pour la réduction du CO2 en acétate par une culture mixte et une culture pure de 

Sporomusa ovata en variant le débit de l’apport externe de l’hydrogène [74]. Bian et al. ont utilisé 

des cathodes hybrides de feutre de carbone et mousse de nickel ou grille d’acier inoxydable dans 

une MES pour la production d’acétate à partir du CO2 par une culture mixte enrichie [75]. Les 

résultats ont montré que l’électrode hybride de mousse de nickel a été plus efficace que l’électrode 

hybride de grille d’acier inoxydable et celle de feutre de carbone simple. L’hydrogène a été produit 

in situ et a servi d’intermédiaire pour le transfert d’électrons aux microorganismes planctoniques. 

Yao et collaborateurs ont utilisé CH3OH comme source de carbone en plus du CO2 dans une MES 

inoculée par une culture à population mixte et dont la cathode est composée de tiges et granules de 

graphite [76]. En plus de constituer une source de carbone CH3OH a été utilisé comme donneur 

d’électrons permettant d’améliorer la production de butyrate de la MES. La production de butyrate 

est passée de 0.20 ± 0.03 g (L j)−1 sans CH3OH à 0.36 ± 0.01 g (L j)−1 avec CH3OH en plus du CO2. 

Une électrode produisant CH3OH in situ pourrait donc augmenter la production de butyrate dans 

cette MES. 

2.3 Opération et configuration d’une cellule d’électrosynthèse microbienne 

2.3.1 Configurations  

La MES se présente en trois principales configurations notamment les configurations à une 

chambre, à deux chambres et à trois chambres (figure 2.3). La MES à une chambre est la plus 

pratique, simple et facile à construire [77]. Les électrodes partagent le même électrolyte sans 

séparation membranaire. L’absence de membrane diminue non seulement la résistance interne de 

la cellule mais aussi facilite l’échange de matières entres les électrodes et améliore les 

performances de la cellule [78]. Cette configuration est adaptée pour les recherches sur la 
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valorisation des déchets organiques dans la MES dont l’anode sert de réaction d’oxydation 

microbienne de composés organiques et la cathode pour la production de biogaz à partir de dioxyde 

de carbone, de gaz de synthèse ou également de composés organiques.  

 

Figure 2.3 Configurations des cellules d’électrosynthèse microbienne. 

Récemment, une étude [79] portée sur la fermentation de CO2 et H2 à potentiel négatif (-0.8 V 

versus (vs) Ag/AgCl) a abouti à un échec alors qu’une autre étude [80] similaire a conduit à la 

formation majoritaire de méthane et d’acétate en minorité. La fenêtre de potentiel à explorer dans 

cette configuration à chambre unique est restreinte, un potentiel cathodique très négatif pourrait 

engendrer l’oxydation de l’eau en oxygène à l’anode et compromettre la survie des 

microorganismes anaérobiques.  
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Contrairement aux configurations à chambre unique, les configurations à chambres doubles sont 

séparées par une membrane échangeuse d’ions servant de barrière à la diffusion de l’oxygène de 

l’anode vers la cathode, des espèces microbiennes et des produits de part et d’autre de la membrane. 

Ces configurations sont les plus utilisées malgré le coût, le gradient de pH et la résistance ohmique 

liés à l’intégration de la membrane [81]. Les MESs à deux compartiments existent sous différentes 

configurations dont celles de type H, celles autoassemblées et celles de forme tubulaire sont les 

plus répandues [82], [83]. La MES de type H constituée de deux bouteilles séparées par une 

membrane offre plusieurs avantages notamment la facilité d’assemblage et de stérilisation et la 

résistance à la diffusion de produits de réaction inter compartiments [82]. Elle est plus sollicitée à 

l’échelle laboratoire pour des recherches fondamentales sur les inocula, les matériaux d’électrode, 

les membranes ainsi que les mécanismes de transfert d’électrons [82]. Elle n’est pas adaptée pour 

des usages industriels en raison des difficultés d’agitation et barbotage, la résistance interne élevée 

et sa complexité de mise en œuvre [84]. Quant à la MES tubulaire avec une cathode concentrique 

recouverte d’une membrane tubulaire et une anode externe, elle se veut plus adéquate face aux 

défis d’optimisation de la surface des électrodes et de la membrane par rapport au volume de la 

cellule. La compacité de sa configuration permet de réduire la résistance interne ainsi que la 

résistance de transfert de masse [85]. Avec cette configuration, la cellule peut être opérée en mode 

continu et élaborée à grande échelle mais nécessite une énergie importante pour la recirculation 

[82]. La cellule autoassemblée a une configuration prédisposée pour une opération en continu, une 

réduction de la résistance interne en raison de la proximité des deux compartiments et de la 

flexibilité quant à la taille de la membrane et une implémentation à échelle pilote [82]. Elle est 

constituée par assemblage de deux plaques (ou plus) en forme rectangulaire ou de disque séparées 

par une membrane échangeuse d’ions [82], [86]. Ainsi, les volumes des compartiments de la MES 

peuvent est ajustés en ajustant le nombre et l’épaisseur des plaques ; ce qui rend son usage plus 

flexible [87]. Cependant, son assemblage peut s’avérer complexe comparativement à la cellule de 

type H. 

La configuration à trois chambres des systèmes bioélectrochimiques a été beaucoup plus 

expérimentée pour la désalinisation des eaux salines [83]. Elle est similaire à celle autoassemblée 

mais celle-ci utilise plus de plaques afin de constituer trois chambres différentes séparées par des 

membranes et dont les compartiments anodique et cathodique sont aux extrémités. Pour 

l’utilisation de cette configuration comme MES, la chambre du milieu est utilisée pour l’extraction 
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des produits de réaction tels que l’acétate et sert également de compartiment pour la conversion 

des AGVs à chaîne courte en AGVs à chaîne moyenne [88], [89], [90].  

2.3.2 Conditions opératoires 

Diverses conditions opératoires notamment le potentiel cathodique, le débit de dioxyde de carbone, 

le temps de rétention hydraulique (TRH) et la température et pH du catholyte peuvent affecter les 

performances de la MES. Pour optimiser l’efficacité de la MES, ces facteurs doivent être considérés 

et choisis conséquemment. 

2.3.2.1  Le temps de rétention hydraulique 

Selon la configuration d’une MES, elle peut être opérée en mode batch comme en mode continu. 

Le fonctionnement en mode batch est plus simple à réaliser mais présente cependant des 

inconvénients tels que la variation du pH et la limitation du transfert de masse en raison de la nature 

statique du milieu et du non-contrôle du pH. En revanche, le fonctionnement continu permet de 

contrôler le pH et de rafraichir constamment le milieu réactionnel en nutriments et matières 

importantes. Ce qui en conséquence, permet d’améliorer l’efficacité coulombienne et le taux de 

production de produits à valeur ajoutée. En effet, les travaux réalisés par Izadi et al. [91] sur un 

système fonctionnant en mode continu pour la réduction du CO2 leur ont permis de contrôler le pH 

et par conséquent améliorer le rendement faradique en acétate. En revanche, l’augmentation du 

temps de rétention hydraulique (TRH) de 3 à 7 jours a diminué le rendement faradique en acétate 

et occasionné la formation de produits à chaîne carbonée plus longue tels que l’isobutyrate, 

l'isovalérate, le caproate et l’hexanol. D’autres résultats ont également mentionné l’importance du 

contrôle du TRH sous condition d’alimentation suffisante de CO2 sur les performances de la MES 

[92]. Ces résultats ont montré que sous débit de CO2 élevé (173 L j−1), le TRH de 14 jours favorisait 

la chaîne élongation en butyrate et caproate atteignant une sélectivité en carbone de 53,6 ± 4,1%.  

2.3.2.2  L’apport de dio yde de carbone 

L’impact de la nature de la source de carbone inorganique ainsi que son mode d’alimentation sur 

les performances de la MES ont déjà fait l’objet d’études. Le bicarbonate (HCO3
−) est souvent 

utilisé au lieu du CO2 gazeux. Des travaux [93] ont porté un intérêt à l’impact de ces deux formes 

de carbone inorganique sur l’activité et le développement de biofilm sur un feutre de graphite dans 

une MES. Il en ressort qu’au potentiel cathodique égal à -1 V vs Ag/AgCl, un biofilm dense, 
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conductif et majoritairement composé de microorganismes acétogènes s’est mieux développé sur 

la cathode lorsque le CO2 gazeux est utilisé. De plus, la MES opérée sous barbotage de CO2 a 

produit plus de composés organiques, majoritairement l’acétate. De résultats similaires ont 

également été obtenus lorsque le CO2 gazeux et sous forme de bicarbonate ont été utilisés [94]. La 

meilleure production d’acétate (9,68 g m−2 j−1) a été obtenu sous l’apport continu de CO2 gazeux 

par rapport à l’apport de bicarbonate ainsi que l’apport discontinu de CO2. Cependant, la production 

la plus élevée en butyrate (0,39 g m−2 j−1) a été obtenu lors du barbotage discontinu de CO2. 

L’augmentation de l’apport de carbone augmente la production de composés organiques plus 

particulièrement l’acétate [95], [96]. Les résultats de Jourdin et al. [92] par exemple ont montré 

que la production des AGVs évoluait avec le débit de CO2 apporté. L’augmentation du débit de 

CO2 a non seulement augmenté la production d’acétate mais aussi celle de butyrate et de caproate. 

Il a également été montré que la production de butyrate et caproate augmentait lorsque l’acétate est 

ajouté dans une MES en plus du CO2 comme source de carbone et accepteur d’électrons. 

Cependant, cet ajout a conduit à une diminution de l’efficacité de conversion du CO2 [97].  

2.3.2.3  Le potentiel d’électrode 

Le potentiel cathodique imposé est un facteur important qui influence la nature et quantité des 

produits de réduction du CO2. En effet, des travaux réalisés dans des conditions de haute pression 

et de température (5 MPa, 55 °C) sur des microorganismes thermophiles ont montré une 

amélioration de la production de méthane de 34,9 à 168,4 mmol m−2 j−1 lorsque la tension de la 

MES appliquée est augmentée de 0,4 à 0,9 V [98]. D’autres travaux ont exploré l’effet de trois 

valeurs de potentiel de cellule (0.4 V, 0,8 V et 1.0 V) sur l’activité d’un inoculum à population 

mixte prétraité thermiquement pour la réduction de CO2 en AGVs [99]. Les résultats obtenus 

indiquent que l’acétate et l’isobutyrate ont été produits aux différentes conditions de potentiels. 

Cependant, les concentrations des produits ainsi que l’efficacité coulombique ou faradique 

maximales ont été obtenues à potentiel 0,8V. Les résultats de caractérisation microscopique et 

électrochimique ont montré un biofilm électroactif et solidement attaché à l’électrode à 0,8V. Des 

résultats similaires ont également été obtenus dans une MES dont le potentiel cathodique est 

controlé à -0.8 et -1 V vs Ag/AgCl [93]. Un biofilm dense, stable et électroactif a été formé à -1 V 

vs Ag/AgCl conduisant à la production maximale en acétate alors qu’aucun biofilm n’est formé à 

-0.8 V vs Ag/AgCl. Par ailleurs, l’impact du potentiel cathodique sur la sélectivité de la réduction 

du CO2 par un inoculum à population mixte a été étudié [100]. À potentiel cathodique entre -850 



17 
 

mV et -950 mV vs Ag/AgCl, le méthane et l’hydrogène ont été les produits de réaction formés. 

Cependant, au potentiel plus négatif (<-950 mV vs Ag/AgCl) l’acétate a été produit en plus du 

méthane et de l’hydrogène. Ce qui suggère que l’activité métabolique des espèces méthanogènes 

et acétogènes est impactée différemment selon la valeur du potentiel appliquée à la cathode.  

D’autres chercheurs ont plutôt exploré l’impact du potentiel cathodique sur la conversion de CO2 

et l’éthanol en AGVs à chaîne carbonée moyenne notamment le caproate [101]. En appliquant des 

valeurs de potentiel cathodique de -0,8 V, -1 V et -1.2 V vs Ag/AgCl, la production de caproate a 

été maximale à -1 V vs Ag/AgCl. La diminution de la production de caproate à potentiel plus 

négatif (-1.2 V vs Ag/AgCl) a été justifiée par une oxydation excessive de l’éthanol et la libération 

importante de H2 et d’électrons contribuant à produire de l’acétate par les microorganismes 

acétogènes. Ce potentiel a également été considéré comme inhibant l’activité des microorganismes 

ou causant la mort des cellules microbiennes. 

2.3.2.4  La température et le pH du catholyte 

La température et le pH sont des facteurs qui affectent la croissance et l’activité métabolique des 

microorganismes dépendamment de leurs biotopes d’origine. Les systèmes bioélectrochimiques 

particulièrement la MES sont généralement opérés dans des conditions de température moyenne 

(20-60) [102]. Les inocula à population microbienne mésophile sont par conséquent les plus 

appropriés pour l’inoculation de la MES. La résistance à la température des microorganismes est 

souvent exploitée pour éliminer certains microorganismes indésirables et enrichir d’autres afin 

d’améliorer l’efficacité et la sélectivité de la réaction désirable dans la MES. C’est le cas des 

populations microbiennes homoacétogènes et méthanogènes qui forment naturellement un 

consortium efficace pour la fixation du CO2 [46]. Les inocula à population mixte sont parfois traités 

thermiquement dans le but d’éliminer les espèces méthanogènes et enrichir celles acétogènes pour 

la production bioélectrochimique des AGVs dans la MES [93], [99]. 

Les microorganismes prospèrent différemment dans des conditions de pH acide, neutre ou 

alcalines. La distribution de la population microbienne dans un inoculum à population mixte peut 

donc varier considérablement en fonction des conditions de pH [103]. En conséquence, l’activité 

microbienne ainsi que la sélectivité des produits de réaction en dépendent. Nwanebu et al. ont tenté 

de supplanter la production de méthane à celle d’acétate à partir du CO2 par une boue de digesteur 

anaérobique en varier le pH du compartiment cathodique d’une MES entre conditions acide (pH 
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5,3), neutre (pH 7) et basique pH (8) [104]. Même si la production d’acétate a augmenté à pH acide, 

celle de méthane a persisté en ce milieu où les méthanogènes résisteraient moins. Il a été montré 

que les conditions de pH faible favorisent le processus solventogénique conduisant à la formation 

d’alcools [9], [105]. Ces conditions sont favorables au processus de chaîne élongation des AGVs 

puisque l’éthanol produit par ce processus solventogénique est utilisé comme donneur d’électrons 

par des bactéries tels que Clostridium kluyveri pour la conversion de l’acétate en d’autres AGVs à 

chaîne carbonée plus élevée par bêta oxydation inverse (RBO) [106]. Quintela et al. ont observé la 

réduction du CO2 en butyrate et caproate à pH 6 dans une MES dont l’inoculum est à population 

mixte [97]. De plus, la diminution du pH à 5 a facilité le processus solventogénique et favorisé la 

chaîne élongation. De même, les travaux de Vassilev et al. ont également abouti à des résultats 

similaires lorsque le pH du catholyte a été fixé à environ 5,2 [107]. Cependant, des conditions de 

pH très acide (inférieur à 4,5) pourraient être défavorables non seulement à la production d’éthanol 

mais également à la chaîne élongation des AGVs [9]. Certains résultats ont montré que la 

production de butyrate par une culture mixte dominée par le genre Eubactérium à partir du CO2 et 

du méthanol était plus élevé à pH 6 et 7 qu’à pH 5,5 [108]. Si le pH acide favorise la formation 

d’éthanol utilisé comme donneur d’électrons, les bactéries à chaîne élongation comme Clostridium 

kluyveri prospèrent optimalement dans des conditions de pH presque neutre [106]. Un compromis 

est donc parfois nécessaire pour favoriser ces deux voies métaboliques complémentaires. 

2.4  atériau  d’électrode 

Les électrodes sont des composants importants des systèmes bioélectrochimiques puisqu’elles 

constituent le siège des réactions qui régissent leur fonctionnement. 

2.4.1 Matériaux anodiques 

L’anode est le siège de la réaction d’oxydation dans la MES. L’oxydation de l’eau sur des 

matériaux catalytiques (anodique abiotique) est la réaction la plus privilégiée dans la MES même 

si d’autres recherches s’intéressent à l’oxydation de composés organiques par des microorganismes 

colonisant les matériaux anodiques (bioanodes) comme dans les MFCs. 

2.4.1.1  Anodes abiotiques 

L’oxydation de l’eau à l’anode est une réaction s’effectuant à potentiel positif. Des électrodes 

stables à potentiel anodique et ayant des propriétés électrocatalytiques sont alors requises à cet 
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effet. De nombreux catalyseurs sont étudiés dont les catalyseurs à base de métaux, d’oxyde 

métallique et d’(oxy)hydroxyde métallique [109], [110]. Ces catalyseurs sont généralement testés 

dans des milieux acides [111], alcalins [112] ou neutres [113]. Pour la MES dont le pH du 

compartiment cathodique est généralement proche de la neutralité ou légèrement acide, les 

catalyseurs anodiques efficaces en milieu acide sont mieux adaptés. Dans ces conditions, les 

catalyseurs à base d’oxyde d’iridium (IrO2) et de ruthénium (RuO2) sont les plus stables et efficaces  

[110], [111], [114].  

2.4.1.2  Bioanodes 

Les bioanodes sont plus étudiées dans les MFCs et MECs pour l’oxydation des composés 

organiques. L’oxydation anaérobique de composés organiques par les microorganismes constitue 

la réaction anodique dans ces systèmes. Le potentiel anodique nécessaire pour amorcer cette 

réaction est plus faible que celui de l’oxydation de l’eau et pouvant être négatif [115]. Pour le 

fonctionnement de la MEC, la tension de la cellule nécessaire est donc inférieure au potentiel 

standard d’oxydation de l’eau (1.23 V vs ENH). Les matériaux commerciaux à base de carbone ou 

de métaux sous diverses formes ont été initialement testés comme matériaux anodiques [116], 

[117], [118]. Il s’est avéré que le traitement de surface de ces matériaux pouvait améliorer leurs 

performances. Ainsi, des traitements thermiques [119] [120] et chimiques (à l’ammoniac, l’acide, 

etc.) [121], [122] ont été bénéfiques pour l’adhésion microbienne et par conséquent pour la 

conversion des composés organiques. Une autre approche pour améliorer leur biocompatibilité 

ainsi que leur conductivité a consisté à augmenter leur surface spécifique par des revêtements avec 

des nanomatériaux conducteurs notamment les nanotubes de carbone, les nanoparticules 

métalliques et organométalliques, de polymères conducteurs et les oxydes métalliques [123], [124], 

[125]. Ainsi, les oxydes SnO2 [126], Fe2O3 [127], TiO2 [128], Fe3O4 [129], Mn3O4 [129] et MnO2 

[130] ont été testés comme matériaux anodiques dans des MFCs. Dans la plupart, les performances 

des MFCs correspondantes ont été améliorées comparativement à celles utilisant les supports de 

carbone non modifiés. Des oxydes bimétalliques tels que CoMn2O4 [131], FeMoO4 [132] ont 

également montré de bonnes performances en tant que bioanodes dans une MFC. 

2.4.2 Matériaux cathodiques 

La conversion du CO2 est une tâche difficile du fait de son inertie chimique due à sa structure 

linéaire formée de deux doubles liaisons C=O ayant une énergie de liaison très élevée (750 kJ 
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mol−1) [133]. La réaction de réduction du CO2 nécessite donc d’être catalyser. Outre le 

développement de matériaux (cathodes abiotiques) pour la réduction électrochimique, d’autres 

recherches associent activités métaboliques microbiennes aux matériaux cathodiques (biocathodes) 

afin de réduire le CO2.  

2.4.2.1  Cathodes abiotiques 

La réduction électrochimique en milieu non microbien est l’une des méthodes utilisées pour 

convertir le CO2 en composés chimiques à valeur ajoutée en imposant un courant ou un potentiel 

de réduction. Le matériau cathodique est l’un des composant important du dispositif électrolytique 

devant contribuer à la diminution de l’énergie d’activation du CO2. Les métaux connus pour leurs 

propriétés conductrice et électrocatalytique sont les plus étudiés comme catalyseurs pour la 

réduction électrochimique du CO2.  

De façon générale, les produits de réduction du CO2 sont des composés monocarbonés (CO, CH4, 

HCOOH, CH3OH) dont la cinétique de formation est relativement favorable. En 1985, Hori et 

collaborateurs ont testé différents métaux (Cu, Au, Ag, Zn, Pb, In, Ni, Fe, Au et Sn) comme 

catalyseurs dans un électrolyte aqueux de KHCO3 saturé de CO2 [22]. Les métaux Pb, In, Sn et Cd 

étaient plus sélectifs pour le formate (HCOO−) alors que les métaux Au, Ag, Zn avaient tendance 

à catalyser la formation du monoxyde de carbone (CO). Ni et Fe étaient plutôt sélectifs vis-à-vis 

de l’hydrogène. Cu a été favorable à la formation de CH4 et moins favorable pour HCOO− et CO. 

Par ailleurs, Cu est le métal qui s’est avéré promettant pour la formation de composés polycarbonés. 

En effet, une autre recherche de Hori et al. sur le métal Cu dans différents électrolytes a conduit à 

la formation d’éthylène (C2H4) à 48% et d’éthanol (C2H5OH) et de propanol (C3H7OH) à des 

rendements appréciables [134]. La sélectivité des catalyseurs est en général faible à des densités 

de courant élevées. En effet, une étude a comparé l’activité, la sélectivité et la stabilité de certains 

métaux de transition (Au, Pd, Ag, Sn, Cu) sur une électrode à diffusion de gaz dans une plage de 

courant imposé de 10 à 200 mA cm−2 [135]. L’hydroxyde de potassium (KOH 1M) et le bicarbonate 

de potassium (KHCO3 1M) ont été utilisés comme électrolytes lors l’électrolyse pendant 1h de 

temps. Il en ressort que les métaux Au, Ag et Pd sont sélectifs pour la formation de CO à faible 

densité de courant (10 mA cm−2). Cependant, la sélectivité de Au et Pd diminue significativement 

lorsque la densité de courant est fixée à 200 mA cm−2. Les densités de courant limites pour Au et 

Pd obtenues sont respectivement 72 et 50 mA cm−2. Les analyses surfaciques ont montré des 
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modifications structurales des catalyseurs après les expériences électrolytiques. Le dépôt de Sn a 

été particulièrement dissout en milieu alcalin (KOH) mettant en évidence sa faible stabilité. 

Pour améliorer l’activité et la sélectivité des catalyseurs certaines approches ont consisté à préparer 

des alliages ou des matériaux tandems. Ainsi, des recherches ont montré que Ag a une synergie 

d’action catalytique avec certains métaux comme Pd [136], In [137] et Au [138] pour la formation 

de CO. Abdinejad et al. par exemple ont réalisé des aérogels de Ag-Pd sur des nanotubes de carbone 

[139].  A potentiel cathodique −0,7 V vs électrode normale à hydrogène (ENH), l’efficacité 

faradique (91%) et la densité de courant (−38 mA cm−2) sur l’alliage sont plus élevées que celles 

des catalyseurs monométalliques Ag et Pd à −0,8 V vs ENH. Par ailleurs, le dépôt de particules de 

Au sur une feuille de Cu a augmenté 100 fois son activité catalytique pour la formation de composés 

polycarbonés notamment l’éthanol et le propanol du fait de la synergie d’action de Au avec Cu 

[140]. En effet, Au a servi de site de formation d’intermédiaire CO et Cu pour le couplage des 

liaisons C−C. Un alliage de Zn et Cu a également permis de produire de l’éthylène (C2H4) avec un 

rendement faradique de 33,3% [141]. D’autre part le catalyseur tandem de Ag-Cu a été sélectif 

pour la formation de l’éthanol avec un rendement faradique atteignant 41% [142]. Hoang et 

collaborateurs ont développé un catalyseur nanoporeux d’alliage de Ag-Cu par électrodéposition 

[143]. L’utilisation de ce catalyseur dans la cellule électrochimique a conduit à la production de 

l’éthylène et de l’éthanol à des rendements faradiques respectifs 60 et 25 % à une densité de courant 

d’environ 300 mA cm−2. La formation d’une couche stable de Cu2O et d’intermédiaire de CO sur 

Ag a été suggérée étant à l’origine de production de ces composés. 

La modification de la valence des métaux ainsi la formation de composites peuvent impacter 

également propriétés électrocatalytiques des matériaux. Des recherches ont montré que les liaisons 

Ag−O [139] et Ag−S [144] au sein d’un catalyseur à base de particules de Ag améliorent son 

activité catalytique pour la réduction de CO2 en CO. Ding et al. ont développé un catalyseur tandem 

de sulfure et d’oxyde de d’étain (SnS2/Sn1-O3G) pour la réduction du CO2 en éthanol [145]. La 

cellule a atteint 82,5 % de sélectivité à -0,9V vs ENH avec ce catalyseur comme cathode.  Jiang et 

al. ont préparé un catalyseur de SnO2 stabilisé par un dopage à Cu, Bi ou Pt pour la réduction du 

CO2 en formate [146]. L’efficacité faradique atteinte est supérieure à 80% sur Cu-SnO2 à densité 

de courant supérieure à 500 mA cm-2. Hazarika et al. ont préparer des catalyseurs de nanoparticules 

de Cu et Cu2O pour réduire le CO2 en méthanol (CH3OH) [147]. Cu2O a été plus efficace pour la 
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formation de méthanol atteignant 49 % d’efficacité coulombique à -2,0 V vs électrode standard à 

hydrogène (ESH). CH4 et C2H4 ont été les produits majoritaires sur le catalyseur Cu. Chu et al. ont 

plutôt testé un catalyseur à base d’oxyde bimétallique (CuO-CeO2) pour la réduction du CO2 [148]. 

C2H4 a été produit majoritairement (maximum 50,0 % à -1,1V vs ENH) tandis que CO, CH4, 

HCOOH et C2H5OH ont été produit en minorité. De plus, la production de C2H4 a été améliorée 

2,6 fois par rapport à CuO. Paris et al. ont aussi préparé un autre catalyseur à base d’oxyde 

bimétallique (Cr2O3-Ga2O3) déposé sur une électrode de carbone vitreux [149]. L’oxalate a été 

produit à une efficacité coulombique de 49 % avec une surtension de 690 mV. CO, HCOOH et 

CH3OH ont été produits à des pourcentages faibles. Cependant l’oxalate n’a pas été produit lorsque 

les oxydes métalliques sont pris séparément. Ce qui suggère que le développement de couche 

d’oxydes bimétalliques sur des électrodes à base de carbone pourrait favoriser la formation de 

composés polycarbonés. Toutefois, les résultats sur les catalyseurs abiotiques présentent des 

rendements faradiques faibles et une stabilité généralement évaluée à quelques heures. Face à cette 

difficulté de réduire sélectivement le CO2 en composés polycarbonés, les microorganismes 

constituent une alternative à explorer. 

2.4.2.2  Biocathodes  

Les biocathodes sont des matériaux sur lesquels la réduction de CO2 par des microorgansismes 

électroactifs s’opère. Comme les bioanodes, les travaux de recherche s’accentuent sur la 

modification des matériaux commerciaux tels que les tissus, tiges et feutres de carbone comme 

matériaux cathodiques dans l’objectif d’accroitre leur conductivité, leur surface spécifique et leurs 

propriétés d’adhésion avec les microorganismes [18]. Ces modifications sont généralement de 

nature à rendre la surface tridimensionnelle et/ou poreuse, fonctionnalisée ou chargée (Figure 2.4). 

Ainsi, Yu et al. en modifiant un tissu de carbone par des nanoparticules de carbones imbibées de 

Morella thermoautotrophica ont remarqué une augmentation de la production de formate et 

d’acétate d’un facteur de 7,9 et 14 respectivement [62]. De même, Chen at al. ont obtenu une 

amélioration de la production d’acétate par Sporomusa ovata d’un facteur de 11,8 en modifiant du 

tissu de carbone par du graphène réduit fonctionnalisé par du tétraéthylène pentamine [63]. La 

présence de fonction amine sur le modifiant a probablement favorisé la formation de biofilm 

conductif de S. ovata, une espèce désignée électroactive.   Zhang et al. ont étudié l’impact de la 

modification d’un tissu de carbone par une série de composés organiques (chitosan, polyaniline, 

melanine, 3-aminopropyltriethoxysilane, 2,4,6-trichloro-1,3,5-triazine, ammoniac…) et de métaux 
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(Au, Pd, Ni) sur la production d’acétate par S. ovata [150]. Toutes les biocathodes formées ont 

occasionné une amélioration de la production d’acétate par un facteur allant de 3 à 7 hormis les 

biocathodes de mélanine et de l’ammoniac. La meilleure performance a été obtenue avec le 

chitosan, un polysaccharide riche en groupes fonctionnels amine et hydroxyle dont le dépôt a 

amélioré 9 fois la densité du biofilm développé. Ce qui suggère l’importance de groupements 

fonctionnels sur la formation de biofilm. Vidales et al. ont aussi mentionné un impact positif de 

l’électrodéposition de nanoparticules de Ni et Fe sur du feutre de carbone sur la production de 

méthane et d’acétate par une boue anaérobique [151]. Par ailleurs, l’étude du revêtement d’un bloc 

de graphite avec différents types de matériaux notamment le sulfure de fer (FeS) et de molybdène 

(MoS2), les particules d’acier (Fe), de nickel (Ni) et de platine (Pt), la ferrihydrite (Fe2O3.0,5H2O) 

et la magnétique (Fe3O4) sur la production de méthane par une boue anaérobique montre que seul 

le platine a démontré un effet positif significatif [23]. La caractérisation des électrodes en fin 

d’opération révèle la disparition de Fe2O3.0,5H2O, Fe3O4, FeS, et Ni. La stabilité des électrodes est 

donc capitale pour booster la performance des biocathodes. D’autre part, il a été démontrée que le 

traitement thermique d’un feutre d’acier améliore les performances de la biocathode 

correspondante pour la réduction du CO2 en méthane [152]. Une amélioration qui serait due à la 

formation d’oxyde de fer 3D lors du traitement thermique facilitant le développement de biofilm 

conductif. Par ailleurs, le dépôt de Fe2O3 sur du feutre de carbone par irradiation à la microonde 

d’une solution de ferrocène améliore d’environ 5 fois la production d’acétate par une culture pure 

de Sporomusa ovata [60]. L’électrodéposition de l’oxyde de manganèse (MnO2) sur du feutre de 

carbone a également montré un effet positif sur la production de l’acétate par une boue anaérobique 

[153]. Du et al. ont évalué l’effet du revêtement de feutre de carbone avec trois oxydes métalliques 

(MnO, Fe2O3 et MnFe2O4) sur la conversion du CO2 en acétate par une culture mixte enrichie [154]. 

L’électrode de feutre de carbone a présenté la plus faible production d’acétate suivie de celle à base 

de MnO, Fe2O3 et de MnFe2O4. L’amélioration de la production d’acétate sur la cathode de 

MnFe2O4 serait due aux propriétés redox des couples Mn(III)/(II) et Fe(III)/(II) facilitant le transfert 

d’électrons et l’enrichissement de Acetobacterium wieringae sur la cathode, une espèce 

homoacétogène convertissant le CO2 et H2 en acétate. De résultats similaires ont été obtenus avec 

un dépôt de Co3O4 sur du feutre de carbone. La production d’acétate a été multipliée par 2,1 avec 

l’électrode à base de Co3O4 [26]. Cet oxyde métallique a non seulement augmenté 4,4 fois la 

production d’hydrogène mais aussi amélioré la formation d’un biofilm enrichi par les genres 
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Acetobacterium et Arcobacter. Ce qui met en exergue les propriétés catalytiques de l’oxyde 

métallique vis-à-vis de l’hydrogène important pour les espèces en solution, mais aussi les propriétés 

surfaciques facilitant le développement de biofilm. Tahir et al. ont modifié du feutre de carbone 

avec l’oxyde bimétallique NiFe2O4 pour la conversion du CO2 en AGVs dans une MES [28]. Le 

revêtement de feutre de carbone par NiFe2O4 a en plus d’augmenter le courant cathodique, enrichi 

sélectivement des phyla Proteobacteria et Thermotogae produisant le butyrate. En conséquence, 

la sélectivité de butyrate a atteint 95 % et sa production a été multipliée par 1,2.  Au regard de ce 

qui précède, on peut conclure que la nature et les propriétés surfaciques du matériau cathodique 

ont donc un impact déterminant sur la composition microbienne du biofilm et sur les performances 

de la MES. 

 

Figure 2.4 Approche de modification de la surface des électrodes en A) une structure 3D, B) 

structure 3D fonctionnalisée et C) structure chargée positivement [18]. 

2.5 Produits de réduction du dioxyde de carbone 

2.5.1 Produits de réduction électrochimique 

La réduction électrochimique du CO2 conduit généralement aux composés monocarbonés 

notamment CO, HCOO−, CH3OH, et CH4. La sélectivité de CO et HCOO− est en général plus 

élevée en raison du mécanisme de formation nécessitant deux électrons. Pour la production de CO, 

les catalyseurs à base d’argent (Ag) sont les plus étudiés et promettants [155]. À pression élevée 
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(18.5 atm), plus de 80 % d’efficacité faradique a été obtenue sur un catalyseur à base de Ag à 225 

mA cm−2 [156]. Mieux, les résultats de Ma et al. ont atteint 95% d’efficacité faradique à 350 mA 

cm−2 sur une électrode composite de nanoparticules de Ag et de nanotubes de carbone [157]. Quant 

à HCOO−, les catalyseurs à base de In, Bi et Sn présentent une sélectivité favorable permettant 

d’atteindre des rendements faradiques appréciables [158] [159]. Par exemple, en déposant des 

particules de Bi sur un support à base de Ag comme catalyseur (Ag@Bi), Nguyen et ses collègues 

ont produit HCOO− à plus de 90 % de rendement faradique pendant 500 h à 100 mA cm−2 dans un 

électrolyte de KHCO3  [160]. Avec un alliage de Bi-In l’efficacité de la réduction de CO2 en 

HCOO− a atteint 83,5% ± 1.1% à 60 mA cm−2 puis diminué à 60,8 ± 0.6% lorsque la densité de 

courant a été augmentée à 400 mA cm−2 [161]. Zhu et collaborateurs ont obtenu 95 % d’efficacité 

faradique en HCOO− à 265,1 mA cm−2 en utilisant un catalyseur hétérogène à base de Sn (CeOx-

Sn) [162]. CH3OH, et CH4 sont cependant produits avec des rendements faradiques relativement 

faibles. Les catalyseurs à base de Cu sont les plus promettants pour la formation de ces composés. 

À -178,8 mA cm−2, un rendement coulombique de 47,6 % a été réalisé avec un catalyseur de Cu 

organométallique avec KOH comme électrolyte [163]. Un rendement coulombique plus élevé (81,2 

%) a été atteint en utilisant un autre catalyseur organométallique de Cu en imposant une densité de 

courant égal à -313 mA cm−2 [164]. Yang et al. ont préparé un catalyseur organométallique 

tétracoordiné (Cu-N4) pour la réduction de CO2 en CH3OH [165]. La cellule électrochimique a 

réalisé 100% de rendement faradique en composés monocarbonés dont 44 % correspond à la 

production de CH3OH avec une densité de courant partiel égale à -93 mA cm−2. GuO et al. ont 

atteint 88,6 % d’efficacité faradique en CH3OH à -67 mA cm−2 en utilisant un catalyseur composite 

de CuO et Sn atomique [166]. 

Outre les composés monocarbonés, les composés bicarbonés tels que l’éthanol (C2H5OH), 

l’éthylène (C2H4) et l’acétate sont d’autres produits de réduction électrochimique du CO2. Les 

catalyseurs à base de Cu sont également les plus promettants pour la réduction de CO2 en C2H5OH 

et C2H4. Le développement par exemple d’une couche de Cu2O/CuO sur une mousse de cuivre a 

permis à Daiyan et al. d’atteindre un rendement faradique en C2H5OH de 31 % à faible potentiel 

cathodique (-0,3 V vs ENH) [167]. Un rendement similaire (32 %) a été obtenu par Zhu et al. sur 

une couche dendritique de Cu/Cu2O à un potentiel cathodique de -0,4 V vs ENH [168]. L’utilisation 

d’un alliage Cu-Au a conduit également un rendement faradique faible (29 %) à un potentiel 

cathodique plus négatif (-0,8 V vs ENH) [169]. Un rendement faradique plus élevé (41,4%) a été 
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atteint en milieu alcalin sur un autre alliage Cu-Ag à une densité de courant égal à 250 mA cm−2 

[170]. En milieu neutre, 37 % de rendement faradique a été obtenu en utilisant le même catalyseur 

à une densité de courant relativement plus élevée (300 mA cm−2). C2H4 a été produit à des 

rendements faradiques égaux à 66, 65 et 63 % sur une nano couche de Cu lorsque la densité de 

courant a été respectivement fixée à 275, 500 et 750 mA cm−2 en milieu alcalin (KOH 3,5-10 M) 

[171]. Un alliage Cu-Ag a également favorisé la formation de C2H4 à -300 mA cm−2 avec un 

rendement faradique atteignant 60%. En ce qui concerne l’acétate, divers types de catalyseurs ont 

été développés ayant une sélectivité favorable [172]. Les résultats de Sun et al. ont montré par 

exemple qu’un catalyseur hétérogène à base de complexe organométallique de cuivre et de nitrure 

de bore pouvait atteindre un rendement faradique en acétate d’environ 80 % à une densité de 

courant égale à 13,9 mA cm−2 [173]. En revanche, les catalyseurs pris séparément n’ont aucune 

sélectivité vis-à-vis de l’acétate.  D’autres auteurs ont atteint une efficacité faradique de 97% et 

une sélectivité de l’acide acétique de 61% sur un catalyseur d’oxyhydroxyde de fer et de graphite 

dopé à l’azote soumis à un faible potentiel de -0,5 V vs Ag/AgCl [174]. À une densité de courant 

plus élevée (110 mA cm−2), une cellule électrochimique utilisant un catalyseur de Mo8-Cu a réalisé 

une efficacité faradique en acétate égale à 48,68 % [175]. 

En plus des composés mono et bicarbonés, certains composés de trois à quatre carbones peuvent 

également se produire par la réduction électrochimique du CO2. Le propanol, le propane, le butanol 

et tertbutanol font partie des composés de trois à quatre carbones qui sont souvent produits [176]. 

Cependant, les rendements faradiques sont en général faibles. L’utilisation des microorganismes 

comme catalyseurs peut en revanche faciliter la formation de composés polycarbonés à des 

rendements faradiques plus considérables. 

2.5.2 Produits de réduction bioélectrochimique 

Les microorganismes ont la possibilité de réduire le CO2 en divers composés dont les acides 

carboxyliques. Les acides gras volatils (C2-C6, C : carbone et 2-6 le nombre de carbone) sont les 

acides carboxyliques les plus étudiés par la MES.  La première étude portant sur la réduction 

bioélectrochimique du CO2 dans une MES a utilisé une culture pure de Sporomusa ovata comme 

biocatalyseur et obtenu l’acétate comme produit majoritaire et le 2-oxobutyrate en tant que produit 

minoritaire [58]. Sporomusa ovata a réduit le CO2 à -0,4 V vs ESH en utilisant les électrons à 

l’interface de la cathode en tige de graphite. À -0,6 V vs ESH, des traces d’hydrogène ont été 
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mesurées suggérant qu’à potentiel plus négatif, l’hydrogène peut être produit et utilisé comme 

donneur d’électrons par des espèces homoacétogènes. Les mêmes auteurs ont par la suite investigué 

sur d’autres microorganismes acétogènes (Sporomusa silvacetica, Sporomusa sphaeroides, 

Clostridium ljungdahlii, Clostridium aceticum, Moorella thermoacetica et Acetobacterium woodii) 

[177]. En imposant un potentiel cathodique égal à -0,4 V vs ESH, toutes ces espèces ont été 

capables de réduire le CO2 sauf Acetobacterium woodii, une espèce homoacétogène nécessitant H2 

comme donneur d’électrons pour réduire le CO2. Le formate, l’acétate et le 2-oxobutyrate ont été 

produits avec l’acétate comme produit majoritaire. Les auteurs ont également mentionné une 

prédominance de la formation du 2-oxobutyrate avec Clostridium aceticum. Les efficacités 

coulombiques les plus élevés (˃80%) ont été obtenues en utilisant S. sphaeroides, C. ljungdahlii, 

et M. thermoacetica. À ce jour, plusieurs travaux ont été menés afin d’améliorer la production 

d’acétate par la réduction bioélectrochimique du CO2 dans la MES. Ces efforts s’inscrivent sur la 

diversification des inocula, la variation des conditions opératoires et l’exploration de différents 

matériaux d’électrodes. 

En 2013, Marshall et collaborateurs ont opéré une MES à longue terme (150 jours) afin 

d’augmenter la production d’acétate par un inoculum à population mixte à -0,59V vs ESH [178]. 

Le 2-bromoethanesulfonate a été ajouté au milieu pour inhiber l’activité des méthanogènes présents 

au sein de la population microbienne. La cellule avait pour cathode une tige de graphite plongée 

dans 30 g de granules de graphite et opérait en mode batch. Après plusieurs cycles, la production 

d’acétate a atteint 1,04 g (L j)−1 et sa concentration maximale était égale à 10,5 g L−1. H2 a été 

produit dans ces conditions à 0,2 mentionné et a probablement contribué au processus de transfert 

d’électrons. L’efficacité coulombique totale a été évalué à 84.3 ± 7.6% incluant l’apport d’autres 

composés minoritaires (formate, propionate et butyrate). Les résultats d’analyse microbienne ont 

montré que les espèces d’Acetobacterium étaient prépondérantes dans le biofilm formé.  

Labelle et ses collègues ont plutôt combiné l’opération en mode continue sous condition 

galvanostatique et l’usage de cathode 3D poreux pour améliorer la production d’acétate par une 

culture mixte [179]. La cathode utilisée était une mousse de carbone vitreux réticulé et la densité 

de courant fixée à 83,3 A m−2, condition à laquelle la production de H2 était attendue. La production 

maximale d’acétate a été évaluée à 18,72 g (L j)−1 avec un rendement faradique maximal égal 35 

%. H2 a été le produit majoritaire et le rendement faradique total des deux produits était compris 

entre 80 et 100%. Malgré la production élevée d’acétate, la proportion importante de H2 suggère 
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que l’activité des microorganismes homoacétogènes en solution n’a pas été efficace face à la 

production de H2 in situ. 

Flexer et collaborateur se sont focalisés sur le développement de matériaux très conductifs et 

macroporeux permettant le développement d’un biofilm dense [180]. De nanotubes de carbone ont 

été déposées sur du carbone vitreux réticulé pour former une structure très poreuse et améliorer la 

conductivité électrique du matériau support.  L’utilisation de ces matériaux comme cathodes dans 

une MES opérant pendant 140 jours a conduit à la formation d’un biofilm dense délivrant une 

densité de courant égal à -200 A m−2 à -1,1 V vs ESH. L’efficacité de courant de la réduction du 

CO2 a été évaluée à environ 100% avec une production d’acétate maximale de 1330 g m−2 j−1. 

Selon les auteurs, la production d’acétate a été effective au sein du biofilm et les espèces du genre 

Acetoanaerobium étaient responsables de la conversion du CO2 et H2 produit en acétate.   

Deutzmann et collaborateurs ont quant à eux combiné l’utilisation d’un catalyseur efficace en 

production d’hydrogène et l’activité d’une espèce homoacétogène thermophile afin de produire 

spécifiquement l’acétate [181]. En effet, ces auteurs ont déposé une couche d’alliage NiMo par 

électrodéposition sur des plaques d’acier comme matériau d’électrode et utilisé une culture de 

Thermoanaerobacter kivui comme inoculum. La MES a été opérée en mode continu à pH 6,8 et le 

milieu de culture microbien a été ajouté à différent débit. Les résultats obtenus montrent que la 

production d’acétate était limitée par son accumulation et augmentait avec la dilution. La 

production (18,24 g (L j)−1) et le rendement faradique (95,7 %) les plus élevés ont été obtenus au 

taux de dilution plus élevé (0,76 j−1) alors que la concentration mesurée était plus élevée au faible 

taux de dilution (0,25 j−1).  

En plus des recherches sur l’amélioration de la production d’acétate à une densité de courant élevée 

pour une éventuelle application à grande échelle, d’autres s’orientent de plus en plus vers 

l’amélioration de la sélectivité des acides gras volatils à chaîne carbonée plus longue (C4 plus) tels 

que le butyrate, le valérate et le caproate dont les valeurs ajoutées sont considérées plus 

importantes. Diverses approches ont été examinées afin d’augmenter la sélectivité de la conversion 

microbienne du CO2 vers les composés à chaîne carbonée plus longue. Les conditions opératoires 

tels que le pH de catholyte [9], [182], le potentiel cathodique [99], le temps de rétention hydraulique 

[92], [182] sont autant de facteurs influençant l’élongation de la chaîne carbonée. Certains 

chercheurs suggèrent qu’un pH cathodique légèrement acide (environ 5) favorise la formation 
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d’éthanol nécessaire à la chaîne élongation et par conséquent améliore la production de composés 

tels que le butyrate et le caproate [97] [107]. Jourdin et collaborateurs ont opéré une MES en 

continue à pH 5,7 et à -100,8 A m−2. En augmentant le débit de CO2 de 8,6 L j−1 à 173,2 L j−1, la 

production moyenne d’acétate est passée de 2.3 ± 0.7 g (L j)−1 à 7.3 ± 1.8 g (L j)−1. En plus de 

l’augmentation de la production d’acétate, celles de butyrate et caproate ont également augmenté 

atteignant respectivement des valeurs maximales de 5.7 g (L j)−1 et 1.3 ± 0.3 g (L j)−1 [92]. 

Chaitanya et ses collègues ont étudié l’impact du potentiel cathodique sur la conversion du CO2 et 

l’éthanol externe en caproate [101]. Trois MESs opérant en mode batch ont été inoculées par un 

enrichissement à population mixte et leurs pH cathodiques initiaux fixés à 7,15. Les cathodes trois 

MESs étaient des feutres de carbone (3.5 cm ×5.7 cm). Cependant, les potentiels cathodiques 

imposés étaient tous différents (-0,8 V, -1V et 1,2 V vs Ag/AgCl). Les résultats montrent que 

Clostridium kluyveri, une espèce productrice de caproate s’était bien développée dans les MESs 

opérant à -0,8V et -1V vs Ag/AgCl. De plus, la MES opérant à -1V vs Ag/AgCl a présenté la 

meilleure sélectivité en caproate (68 ± 7 %). Cependant, la plus faible valeur de courant a été 

mesurée sur cette MES. Ce qui pourrait se justifier par la faible conductivité du biofilm formé à -

1V vs Ag/AgCl. Jiang et collègues ont étudié l’effet de la densité de courant et de l’ajout d’éthanol 

sur la conversion du CO2 dans une MES en opération en mode batch dont la cathode est à base de 

feutre de carbone [183]. Pour se faire, plusieurs MESs identiques ont été opérées sous différentes 

conditions. Une MES a été inoculée avec une boue anaérobique et opérée à 10 A m−2 en ajoutant 

initialement 5g/L d’éthanol au catholyte. Une deuxième MES a été opérée dans les même 

conditions sans ajout d’éthanol. Une troisième a été inoculée avec ajout initial d’éthanol mais 

opérant à circuit ouvert. Pour la dernière, l’éthanol a été ajouté au milieu de culture sans inoculation 

et le courant de 10 A m−2 a été appliqué. Les résultats montrent que la production de caproate 

mesurée dans la MES (0.51 ± 0.71 g (L j)−1) opérant à circuit ouvert, était 74 % plus faible que 

celle de la MES opérant sous courant imposé avec un ajout initial d’éthanol (2.09 ± 0.01 g (L j)−1). 

Ce qui met en exergue l’apport du courant pour booster l’activité microbienne. L’acétate et le 

butyrate ont été produit dans les deux MESs mais avec des concentrations plus élevées dans la 

dernière. Dans la MES opérant sous courant imposé sans ajout initial d’éthanol, l’acétate a été 

formé majoritairement avec de faible quantité de propionate, d’isobutyrate, de butyrate et de 

caproate. Ce qui témoigne du rôle que joue l’éthanol pour l’élongation de la chaîne carbonée des 

AGVs. La MES opérant en milieu abiotique n’a produit aucun de ces AGVs en absence de 
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microorganismes. La production de caproate dans la MES utilisant le courant ainsi que l’éthanol 

comme donneurs d’électrons en revanche a été inhibée lorsque la densité de courant a été 

augmentée à 20 A m−2 alors que la production d’acétate a doublé dans la MES similaire sans ajout 

d’éthanol. Cette inhibition a été justifiée par la non-résistance microbienne à l’effet toxic de 

l’éthanol à 20 A m−2 conduisant à une alcalinisation du catholyte.  La production de caproate a 

cependant augmenté lorsque la concentration d’éthanol initial a été doublée à 10 g L−1 dans la même 

MES. Ce qui laisse penser que la toxicité de l’éthanol à 5 g L−1 ne peut justifier l’inhibition de la 

production de caproate. Les espèces élongatrices de chaîne carbonée résistent probablement moins 

à un potentiel plus négatif auquel l’électrode est soumise à 20 A m−2.  

Le matériau cathodique peut également impacter l’enrichissement du biofilm et en conséquence 

sur la sélectivité des produits de réaction. Les modifications des supports de carbone (feutre ou 

tissu de carbone) par des matériaux composites d’oxyde de graphène réduit et MnO2 [25] ou 

CuFe2O4  [27] se sont montrées bénéfiques pour formation de biofilms denses conductif conduisant 

à l’amélioration de la production des AGVs notamment l’acétate et l’isobutyrate et de la résistance 

de transfert de charge des supports en carbone. De résultats similaires pour la production de 

butyrate ont également été obtenu dans une MES utilisant une cathode à base de NiFe2O4 déposé 

sur du feutre de carbone [28]. Malgré les améliorations de performances de ces MESs utilisant ces 

différents oxydes métalliques, les densités de courant sont inférieures à 4 A m−2. Une opération de 

ces différentes MESs en continu permettrait de renouveler le milieu de culture pour les 

microorganismes et contrôler les pH des catholytes, ce qui pourrait améliorer le développement 

des microorganismes et améliorer les performances globales des MESs. 

2.6 Limites et perspectives 

La viabilité de la réduction bioélectrochimique du CO2 en produits à valeur ajoutée dans une MES 

dépend principalement du coût et l’efficacité de la technologie. Tous les différents composants de 

la MES (design, électrodes, membranes), les conditions opératoires et les microorganismes sont 

sujets à amélioration. La recherche sur la MES est actuellement plus focalisée sur l’amélioration de 

la sélectivité de la réaction, du rendement faradique et de la densité de courant. Les efforts dans ce 

sens se concentrent sur la préparation d’inocula plus efficaces, de cathodes biocompatibles 

favorisant la formation de biofilms denses, conductifs et actifs et la maitrise de l’impact des modes 

et conditions opératoires sur les performances de la MES. Le taux de conversion du CO2 est en 
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général ignoré dans les travaux de recherche, pourtant l’objectif principal est sa réduction. La 

recherche devrait inclure en plus de l’efficacité de la conversion du CO2, son taux de conversion. 

Pour l’inoculation des MESs, les inocula à population pure ou mixte sont étudiés. Les inocula à 

population pure sont en général plus sélective mais nécessitent une préparation laborieuse et 

résistent moins aux changements de conditions opératoires. En revanche, ceux à population mixte 

sont plus résistantes mais peuvent être moins sélectifs en raison de l’activité de certains 

microorganismes indésirables [104]. Les alternatives consistent à enrichir préalablement 

l’inoculum, utiliser des produits chimiques [184] ou des traitements thermiques [185] pour éliminer 

l’activité des microorganismes indésirables ou procéder à la bioaugmentation [36] avec des 

microorganismes dont leurs fonctions métaboliques sont désirables.   

Quant aux conditions opératoires, les températures moyennes (30-40), les valeurs pH non extrêmes, 

le potentiel cathodique moins négatif semblent plus raisonnables pour la survie et l’activité de la 

plupart des microorganismes. Les valeurs de pH légèrement acides sont considérées favorables à la 

formation des alcools alors que les conditions de pH proches de la neutralité sont propices à la 

production des AGVs [9]. Les potentiels cathodiques inférieurs à -1 V vs Ag/AgCl sont parfois 

considérés défavorables au développement de biofilms efficaces [101], [186]. La réponse 

microbienne à ces différentes conditions opératoires peut cependant varier en fonction de 

l’inoculum. 

Les densités de courant les plus élevées obtenues dans les MESs sont encore évaluées à quelques 

dizaines de mA cm−2 [32], [180]. Pour améliorer la densité de courant ainsi que l’efficacité de la 

réduction bioélectrochimique du CO2 une importance particulière est portée au développement de 

matériaux cathodiques stables et biocompatibles permettant le développement de biofilm dense et 

conductif et ou catalysant la formation d’intermédiaires réactionnels utilisés comme donneurs 

d’électrons pour des microorganismes planctoniques. Les matériaux conducteurs à grande surface 

spécifique tels que les matériaux 3D poreux et les nanoparticules se sont illustrés de meilleurs 

candidats à cet effet [102], [180], [187], [188]. Les recherches sont plus orientées sur les 

modifications de leurs surfaces par des nanoparticules de polymères conductifs, de métaux et 

alliages ou d’oxydes métalliques [189], [190]. Dans la plupart des cas ces modifications conduisent 

à l’amélioration de la conductivité des biocathodes ainsi qu’au développement de biofilm plus actif. 

L’utilisation des électrodes à base des oxydes métalliques MnFe2O4 [154] et Co3O4 [26] dans des 
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MESs a conduit à l’amélioration de la production d’acétate en induisant l’enrichissement d’espèces 

acétogènes dans les biofilms formés. Par ailleurs, d’autres résultats avec les électrodes à base des 

oxydes CuFe2O4 [27] et NiFe2O4 [28] montrent une amélioration de la production d’isobutyrate et 

de butyrate, respectivement. Bien vrai que les conditions d’opération et les inocula utilisés ne sont 

pas identiques, en raison de la nature mixte des inocula utilisés l’enrichissement des différents 

microorganismes au sein des biofilms pourrait dépendre de la nature et propriétés surfaciques 

matériaux cathodiques. Une meilleure compréhension sur l’impact des matériaux cathodiques sur 

la formation et l’activité métabolique microbienne pourrait contribuer à améliorer la sélectivité de 

la réduction bioélectrochimique du CO2. Étant donné que les microorganismes sont présents dans 

la MES sous forme planctonique ou en biofilm, une solution objective pour maximiser la réduction 

bioélectrochimique du CO2 serait de développer un matériau cathodique facilitant la formation de 

biofilm conductif et actif et également la formation d’intermédiaires réactionnels utilisables comme 

donneurs d’électrons par les microorganismes planctoniques.  

Dans l’optique de favoriser la production des AGVs à valeurs ajoutée plus élevée notamment les 

acides gras chaîne carbonée plus longue comme le butyrate, valerate et caproate, une cathode 

catalysant la formation de méthanol ou d’éthanol serait utile étant donné que ces composés sont des 

donneurs d’électrons dont se servent des microorganismes pour la chaîne élongation des AGVs. Les 

matériaux à base de Cu semblent démontrer plus de performances catalytiques pour la formation de 

méthanol et d’éthanol [166], [170], [191].  
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CHAPITRE 3 OBJECTIFS, METHODOLOGIE ET ORGANISATION 

DE LA THÈSE 

Ce chapitre décline les objectifs de la thèse ainsi que la méthodologie adoptée pour les atteindre. Il 

présente également l’hypothèse de recherche et l’originalité de la thèse. 

3.1 Hypothèse de recherche 

Le développement de couche d’oxyde bimétallique non noble sur des supports de carbone améliore 

la réduction du CO2 par synergie des processus électrocatalytique et bioélectrocatalytique dans une 

cellule d’électrosynthèse microbienne. 

3.2 Originalité et impacts du sujet 

L’originalité de cette thèse réside sur l’étude de l’effet des oxydes bimétalliques non nobles sur la 

réduction bioélectrochimique du CO2 par des microorganismes dans une cellule d’électrosynthèse 

microbienne. L’impact des oxydes bimétalliques non nobles sur l’activité métabolique des 

microorganismes méthanogènes, acétogènes et élongateurs de chaîne carbonée dans une culture 

microbienne à population mixte sera démontré pour la première fois. 

Par ce projet de recherche, les performances électrocatalytiques des oxydes bimétalliques non 

nobles seront évaluées en milieu aqueux non agressif. Il est attendu également mettre en évidence 

l’impact de ces matériaux sur la réduction biochimique du CO2 par des microorganismes mixtes 

ainsi que sur les propriétés de biofilm. Ce travail contribuera de plus à l’étude du rôle des matériaux 

cathodiques inorganiques particulièrement les oxydes bimétalliques non nobles sur la 

bioélectroconversion du CO2. Il permettra de faire une comparaison entre la réduction 

électrochimique et bioélectrochimique du CO2 sur des oxydes bimétalliques non nobles. 

3.3 Objectifs de la thèse 

Ce travail vise à réduire le CO2 par la méthode bioélectrochimique en privilégiant les deux voies 

de transfert d’électrons entre cathode et microorganismes notamment la voie directe et la voie 

indirect pour laquelle des produits intermédiaires servent de vecteurs pour le transfert d’électrons 

aux microorganismes. Les oxydes bimétalliques non nobles par leur propriétés électrocatalytiques 

et leurs grandes surfaces spécifiques peuvent contribuer à réduire le CO2 en tant que matériaux 

cathodiques. Les propriétés électrocatalytiques des oxydes bimétalliques non nobles seront 
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évaluées ainsi que leur impact sur les activités métaboliques des microorganismes convertissant le 

CO2. Ce qui permettra d’identifier une cathode pouvant servir de catalyseur électrochimique et de 

support biocompatible aux microorganismes pour une formation de biofilm conductif efficace. La 

figure 3.1 ci-dessous schématise l’approche à adopter pour atteindre l’objectif général. 

 

Figure 3.1 Représentation schématique des objectifs de la thèse. 

3.3.1 Objectif général 

L’objectif général de ce projet consiste à réduire le CO2 dans une cellule d’électrosynthèse 

microbienne dont la cathode est à base d’oxyde bimétallique non noble. L’atteinte de cet objectif 

passe nécessairement par la réalisation d’un certain nombre d’objectifs spécifiques. 

3.3.2 Objectifs spécifiques 

Objectif spécifique 1 : Préparer des électrodes cathodiques à base d’oxydes bimétalliques non 

nobles sur un support de carbone 
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Objectif spécifique 2 : Évaluer la réduction électrochimique du CO2 sur les cathodes à base des 

oxydes bimétalliques non nobles. 

Objectif spécifique 3 :  Étudier l’effet des oxydes bimétalliques non nobles sur la réduction 

biochimique du CO2 par une culture mixte à l’aide de tests en mode batch et identifier les oxydes 

bimétalliques non nobles ayant un effet positif sur l’activité métabolique du CO2 des 

microorganismes. 

Objectif spécifique 4 : Évaluer la réduction bioélectrochimique du CO2 sur une cathode à base 

d’oxyde bimétallique non noble prometteur pour la catalyse électrochimique du CO2 et ayant un 

effet positif sur la réduction biochimique. 

3.4 Méthodologie 

Ce travail vise à réduire le CO2 par la méthode bioélectrochimique dans une MES en utilisant des 

cathodes à base d’oxydes bimétalliques non nobles. Cet objectif a été scindé en objectifs 

spécifiques à atteindre. Pour se faire une méthodologie est adoptée et repartie en tâches à réaliser. 

3.4.1  éthodologie liée à l’objectif spécifique 1 

Pour élaborer les électrodes, la démarche est de préparer et caractériser les oxydes bimétalliques 

non nobles puis choisir le support de carbone et procéder au dépôt des oxydes bimétalliques non 

nobles. 

3.4.1.1  Synthèse et caractérisation des oxydes bimétalliques non nobles 

Plusieurs techniques sont utilisées pour la préparation des oxydes métalliques dont la méthode par 

électrodéposition, sol gel et hydrothermal. L’électrodéposition permet le dépôt de couche d’oxyde 

métallique sur des supports, cependant cette méthode est inadaptée pour des oxydes bimétalliques 

du fait de la difficulté de contrôler la composition métallique et la taille des particules. La méthode 

hydrothermale quant à elle est énergivore par rapport à la méthode sol gel du fait de la température 

élevée de synthèse. La méthode sol gel à l’avantage d’être réalisée à température basse, de produire 

un bon rendement et également de contrôler la taille des particules et la structure des oxydes par la 

concentration des précurseurs métalliques et par la température de cuisson [192]. Les oxydes 

bimétalliques dans ce présent travail sont synthétisés par la méthode sol gel en trois principales 

étapes successives à savoir la formation du gel, le séchage du gel obtenu et la cuisson du produit 

séché. L’acide citrique est utilisé comme agent complexant dont le rôle est de faciliter la formation 
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d’un gel homogène. Une série d’oxydes bimétalliques composée de métaux non nobles Fe, Cu, Sn, 

Co et Mn est synthétisée suivant trois rapports molaires (1/2, 1/1 et 2/1). Étant donné que Cu 

favorise la formation de liaison C-C [193], il est couplé avec Sn, Fe et Mn dans le but de favoriser 

la réduction CO2 en composés polycarbonés. D’autres combinaisons Fe-Sn et Co-Mn sont faites 

pour éviter Cu qui pourrait présenter des propriétés antimicrobiennes [194].  

Les oxydes bimétalliques non nobles préparés sont caractérisés par la diffraction des rayons X 

(DRX) pour déterminer les phases cristallines formés et par microscopie électronique à balayage 

couplé à la spectroscopie des rayons X à énergie dispersive (MEB-EDS) pour déterminer la 

composition chimique élémentaire des différents métaux contenus dans les oxydes bimétalliques. 

3.4.1.2  Choix du support en carbone 

Le choix du support repose principalement sur son accessibilité, sa stabilité chimique, sa 

conductivité électrique, sa surface spécifique, sa porosité, sa flexibilité à la modification surfacique 

et sa biocompatibilité. Les matériaux carbonés bi et tridimensionnels sont les plus utilisés puisqu’ils 

répondent mieux à ces caractéristiques. Le feutre de carbone est particulièrement intéressant en 

raison de sa flexibilité, porosité, adhésion bactérienne et sa facilité à la modification [18]. Il est par 

conséquent utilisé comme support pour le dépôt des oxydes bimétalliques non nobles. 

3.4.1.3  Dépôt des oxydes bimétalliques non nobles sur le support 

Le feutre de carbone est un support poreux. Un dépôt uniforme de couche d’oxyde bimétallique 

non noble sur ce support sans obstruer sa porosité nécessite une technique adaptée. Une solution 

semi-pâteuse de poudre d’oxyde bimétallique non noble a été préparée et déposée sur le feutre de 

carbone par absorption dans un moule convenable. Une solution de nafion 5% (pourcentage 

massique) a servi de liant. 

3.4.2  éthodologie liée à l’objectif spécifique 2 

Les électrodes de travail à base des oxydes bimétalliques non nobles élaborées sont utilisées dans 

un dispositif expérimental à trois électrodes pour la réduction électrochimique du CO2. Il convient 

tout d’abord de choisir une cellule électrolytique puis réaliser l’électrolyse du CO2 dans différentes 

conditions opératoires et évaluer l’efficacité de la réduction électrochimique. 
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3.4.2.1  Choix de la configuration de la cellule électrolytique 

Des cellules électrochimiques de configuration identique sont utilisées pour la réduction 

électrochimique et bioélectrochimique. La réduction bioélectrochimique nécessite une séparation 

du compartiment cathodique contenant les microorganismes anaérobiques du compartiment 

anodique où l’oxygène est libéré. Cette séparation minimise également des risques d’explosion du 

fait de la présence simultanée de l’oxygène et de l’hydrogène qui peut être produit sur le matériau 

cathodique. Les cellules à deux chambres séparées par une membrane sont de ce fait adaptées pour 

la réduction du CO2. La configuration de type H et celle autoassemblée sont principalement utilisée 

pour ces types d’expérience. La distance élevée entre les électrodes augmente la résistance interne 

de la cellule de type H. Ce qui constitue le principal inconvénient de la configuration de type H 

[102]. Dans ce présent travail, des cellules autoassemblées sont utilisées pour la réduction 

électrochimique et bioélectrochimique.  

3.4.2.2 Réduction électrochimique du CO2 

La cellule électrolytique autoassemblée est utilisée pour la réduction du CO2 sur les cathodes 

élaborées. Un dispositif à trois électrodes est utilisé pour une réduction en mode galvanostatique 

permettant d’évaluer facilement l’efficacité faradique de la réaction. Les différentes électrodes sont 

soumises à un texte de stabilité afin d’identifier les plus stables et actifs pour d’éventuelles 

expériences sous différentes valeurs de densité de courant. Les électrodes identifiées sont par la 

suite utilisées pour la réduction électrochimique du CO2 sous différentes valeurs de densité de 

courant afin de déterminer la sélectivité de la réaction de réduction du CO2 sous diverses conditions 

de courant. Le catholyte et l’anolyte sont respectivement des solutions de bicarbonate de sodium 

(NaHCO3, 0,5M) et de tampon phosphate (0,5M). Le CO2 est flushé à débit constant de 1L par jour 

et le pH du catholyte est contrôlé à 6,5. La contre électrode est une grille de titane supportant par 

les oxydes d’iridium et de ruthénium (IrO2-RuO2) et l’électrode de référence est une électrode de 

chlorure d’argent (Ag/AgCl, KCl 1M). Lors des expériences électrolytiques, les produits de 

réduction gazeux et liquide sont analysés périodiquement par des méthodes chromatographiques 

gazeuses. 
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3.4.2.3  Évaluation des performances des catalyseurs 

Les performances des matériaux cathodiques sont évaluées selon la nature des produits de réaction 

et le rendement faradique. Le rendement coulombique de la conversion du CO2 est évalué à partir 

de l’équation 3.1.  

CE (%) = F∑ (χj njj )∫ Idtt+1t ∙ 100 3.1 

Avec χj le nombre de moles de l’espèce i produit, nj le nombre d’électrons requis pour la formation 

de l’espèce j, F la constante de Faraday (96485 C/mole), I le courant dans le circuit (A) et t le temps 

de réaction (s). 

3.4.3  éthodologie liée à l’objectif spécifique 3 

Parallèlement à l’évaluation des propriétés électrocatalytiques des oxydes bimétalliques non nobles 

sur la réduction du CO2 en milieu abiotique, il convient d’étudier leurs impacts sur la réduction 

biochimique et préparer une culture efficace pour la réduction bioélectrochimique. 

3.4.3.1  Choix de la source de microorganismes 

La réduction microbienne du CO2 s’opère par plusieurs populations microbiennes dont les 

méthanogènes, les acétogènes et les solventogènes. Une source de populations microbiennes 

mixtes disponible est idéale pour non seulement évaluer l’effet des oxydes bimétalliques non 

nobles sur la réduction biochimique du CO2 mais aussi préparer une culture mixte efficace pour la 

réduction bioélectrochimique du CO2 en produits spécifiques. Une boue anaérobique d’un réacteur 

traitant de déchets agricole est donc choisie comme source de populations microbiennes mixtes. 

3.4.3.2  Tests d’activité en mode batch 

Les tests en bouteilles sont un moyen plus simple et rapide pour vérifier la biocompatibilité des 

oxydes bimétalliques vis-à-vis des microorganismes. Au regard du nombre élevé des oxydes 

bimétalliques non nobles, l’approche consiste à tester les oxydes bimétalliques non nobles 

équimolaires afin d’éliminer certains types d’oxydes bimétalliques. Cette première série de tests 

avec la boue anaérobique a pour but d’évaluer l’effet général des cinq types d’oxydes bimétalliques 

non nobles sur les microorganismes méthanogènes et acétogènes et de réduire le nombre à utiliser 

pour la réduction électrochimique du CO2. La boue anaérobique est utilisée dans des bouteilles 
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sérologiques et H2 et CO2 sont barbotés comme source d’électrons et de carbone pour les 

microorganismes présents dans la boue anaérobique. Pour ce premier test un tampon phosphate 

(pH 7,5) est utilisé comme milieu microbien et la poudre des oxydes bimétalliques non nobles 

équimolaires y est ajoutée à 2,5 g/L. Des bouteilles sans oxyde bimétallique non noble servent de 

contrôle négatif.  Les méthodes chromatographiques sont utilisées pour analyser périodiquement 

les produits de réaction gazeux et liquides. Les activités des méthanogènes sont évaluées par la 

production périodique de méthane et celles des acétogènes sont évaluées en mesurant les 

concentrations finales des AGVs en fin de tests. À des résultats de ce premier test, un autre test est 

réalisé avec l’acétate source de carbone et d’électrons pour évaluer l’effet des oxydes bimétalliques 

non nobles sur l’activité des méthanogènes acétoclastes qui dégradent l’acétate pour produire du 

méthane. Ce deuxième test est réalisé dans les mêmes conditions que précédemment en remplaçant 

le mélange de H2/CO2 par N2/CO2. Les activités des méthanogènes acétoclastes sont évaluées à 

partir de la production périodique de méthane. La boue anaérobique étant fortement méthanogènes 

un troisième visant à évaluer spécifiquement l’effet des oxydes bimétalliques sur les acétogènes 

est réalisé en inhibant les activités des méthanogènes par d’acide 2-bromoéthanesulfonique. Les 

activités des acétogènes sont alors évaluées à partir de la consommation périodique de CO2 et les 

concentrations finales des AGVs produits. Les trois premiers tests avec les oxydes bimétalliques 

non nobles équimolaires permettent d’évaluer les 5 combinaisons d’oxydes bimétalliques et choisir 

les plus prométtant pour des expériences électrocatalytiques. Ils permettent également d’évaluer la 

boue anaérobique afin de trouver une culture permettant de réduire efficacement le CO2.  

Le dernier test en bouteilles est réalisé en utilisant les oxydes bimétalliques non nobles promettant 

après la réduction électrochimique du CO2. Il vise à préparer une culture mixte acétogène et évaluer 

l’effet des oxydes bimétalliques non nobles sur les activités des acétogènes au sein de cette culture. 

La première partie de ce test consiste à préparer la culture mixte acétogène. La boue anaérobique 

est traité thermiquement afin d’éliminer les méthanogènes et mélangé à équivolume avec le liquide 

d’un autre réacteur fermentant les déchets organiques alimentaires riches en microorganismes 

acétogènes. Pour enrichir le mélange obtenu en microorganismes acétogènes, il est alors 

maintenant dans une bouteille sérologique sous pression de mélange de H2/CO2. Un milieu de 

culture spécifique composé sel minéraux, d’éléments trace et de vitamines est utilisé à la place de 

la solution de phosphate précédente. Le mélange gazeux est remplacé périodiquement et le liquide 

est transféré periodiquement dans un milieu de culture frais pour assurer la croissance microbienne. 
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La culture mixte acétogène obtenue est enfin utilisée comme inoculum pour le test en bouteille en 

présence de pièces des électrodes préparées avec les oxydes bimétalliques promettants. Le mélange 

de H2/CO2 est encore utilisé comme source d’électrons et de carbone pour les microorganismes. 

La consommation du mélange gazeux est suivie périodiquement et les concentrations des AGVs 

mesurées en fin de test. Les résultats de ce test permettent d’identifier l’électrode promettante pour 

la réduction bioélectrochimique du CO2 dans la MES. Durant tous ces différents tests, les bouteilles 

sont placés dans un incubateur sous agitation. 

3.4.4  éthodologie liée à l’objectif spécifique 4 

Après avoir évalué l’effet des différents oxydes bimétalliques non nobles sur la réduction 

microbienne du CO2 et évalué leurs propriétés catalytiques, il est question de réduire le CO2 par la 

méthode bioélectrochimique en combinant propriétés des oxydes bimétalliques non nobles et celles 

métaboliques des microorganismes de la culture mixte acétogène préparée.  

3.4.4.1   hoi  de l’inoculum et du matériau cathodique 

Les tests en bouteilles conduisent finalement à la préparation de culture mixte acétogène qui sert 

d’inoculum pour la MES. Également, sur la base de ces tests et les expériences électrocatalytiques 

l’oxyde bimétallique non noble impactant positivement la réduction microbienne et démontrant de 

performances électrocatalytiques pour la réduction électrochimique est choisi comme matériau 

cathodique pour la MES. 

3.4.4.2  Réduction bioélectrochimique du CO2 dans la MES 

L’électrode promettante est utilisée comme cathode dans la MES pour une opération selon un 

dispositif à deux électrodes. Une électrode de feutre de carbone est également comme cathode pour 

une autre opération servant de contrôle négatif. La MES est opérée en mode continu afin de 

contrôler le pH du compartiment cathodique et apporter des nutriments nécessaires aux 

microorganismes. Ce mode d’opération permet également la recirculation du catholyte et une 

amélioration de la dissolution du CO2 et du transfert de masse. Le pH et la température du catholyte 

sont fixés dans les conditions modérées pour permettre une bonne croissance et activité des 

populations microbiennes de l’inoculum. La stratégie adoptée de débuter l’opération de chaque 

MES par une phase d’acclimatation durant laquelle le mélange de H2/CO2 est apporté au catholyte 

sans courant imposé. Après cette phase d’acclimatation des microorganismes, le courant est imposé 
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et le CO2 apporté. La densité de courant et le débit de CO2 sont augmentés de façon progressive 

pour non seulement ajuster ces paramètres à la croissance progressives des microorganismes mais 

aussi évaluer l’efficacité de la conversion du CO2 apporté en fonction de la densité de courant.  

Cette approche a également pour but de déterminer les limites d’opération de la MES. Les gaz 

sortant du compartiment cathodique et les produits de réduction liquides (alcools et AGVs) sont 

analysés périodiquement par les méthodes chromatographiques.  Afin d’évaluer le taux de 

conversion du CO2, le CO2 dissout est également analysé périodiquement et le débit de gaz sortant 

au compartiment cathodiquement mesuré par un compteur de gaz.  

Les analyses périodiques des produits de réaction permettent d’évaluer périodiquement le 

rendement faradique de la MES. En plus du rendement faradique, la production de chaque produit 

de réaction est évaluée en grammes par unité de volume de catholyte et par unité de temps (g (Lc 

j)−1). Le suivi de la concentration de CO2 dissous et du CO2 sortant du compartiment cathodique 

permet également de calculer le taux de conversion et la consommation de CO2.  Les méthodes 

voltamétriques et impédancemetrique sont utilisées pour déterminer l’évolution des propriétés 

électrochimiques des cathodes au cours de l’opération de chaque MES. Le courant mesuré par la 

caractérisation voltamétrique et la résistance de transfert de charge déterminée à partir des résultats 

de caractérisation impédancemétrique permettent d’évaluer la biocathode formée. Les analyses de 

la population microbienne de l’inoculum, du catholyte ainsi que du biofilm développé sur la 

cathode ont pour objectif d’étudier l’impact des matériaux d’électrode sur les microorganismes et 

comprendre les implications de la composition microbienne à la réduction du CO2 en produits à 

valeur ajoutée. Le séquençage du gène de l’ARNr 16S et la PCR numérique en gouttelettes 

(ddPCR) sont utilisées pour l’analyse de la communauté microbienne. 

3.4.4.3  Optimisation des performances de la MES 

L’inoculum utilisé est pour la réduction bioélectrochimique dans la MES est un enrichissement 

acétogène à population mixte. Pour améliorer la sélectivité de la réduction du CO2 vers des produits 

de réaction à valeur ajoutée, cet inoculum initial est amélioré par l’ajout d’espèce microbienne 

pure. L’apport de nutriments aux microorganismes est donc adapté en tenant compte des conditions 

optimales de prolifération de l’espèce microbienne ajoutée afin de favoriser le développement d’un 

consortium efficace. Cette bioaugmentation vise en plus d’améliorer la sélectivité, d’augmenter la 

conversion du CO2. Dans ce sens, le débit de CO2 et le courant imposé à la MES sont également 
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augmentés. Les performances de la MES sont également évaluées à partir du taux de consommation 

de CO2, du rendement faradique, de la production des produits de réduction, des résultats de 

caractérisation voltamétrique et impédancemétrique et de l’analyse de la composition microbienne 

dans le catholyte et le biofilm.   
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CHAPITRE 4 TECHNIQUES EXPÉRIMENTALES  

Différentes techniques de caractérisation et d’analyse sont utilisées pour caractériser les matériaux 

utilisés, analyser les produits de réaction et analyser la composition des populations microbiennes. 

Ce chapitre décrit leurs principes de fonctionnement, leurs modes opératoires et les informations 

qu’elles peuvent fournir.  

4.1 Caractérisation structurale et de la composition chimique des oxydes 

bimétalliques non nobles 

4.1.1 Diffraction des rayons X (DRX) 

La diffraction des rayons X (DRX) est une technique de caractérisation des matériaux cristallins 

réalisée par un diffractomètre. Elle offre de nombreuses applications dont l’identification et la 

quantification de phases cristallines, la détermination de la taille des cristaux, des paramètres de 

réseaux cristallins et des contraintes/déformations résiduelles [195] [196]. Cette technique est 

basée sur l’interférence constructive des rayons X monochromatiques et la structure cristalline d'un 

échantillon. Les rayons X sont générés par un tube cathodique, filtrés par un monochromateur, 

collimatés et orientés sur l’échantillon (Figure 4.1).  

 

Figure 4.1 Représentation schématique d'un diffractomètre et son fonctionnement [197]. 

nλ = 2d sin θ 4.1 

Le paramètre n est l’ordre de réflexion, λ est la longueur d'onde des rayons X, d est l'espacement 

interplanaire, et θ est l'angle de diffraction. 
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Les interférences constructives entre les rayons incidents et l’échantillon sont celles qui satisfont à 

la loi de Bragg (Équation 4.1) [197]. Dépendamment des différentes familles de plans réticulaires 

(hkl) au sein de l’échantillon, les rayons X sont diffractés selon un angle θ sur le détecteur (Figure 

4.1). L’analyse de ces résultats permet de générer un diffractogramme (Figure 4.2) présentant des 

pics dont les positions, les formes et les intensités renseignent sur l’échantillon. Les positions de 

réflexion déterminent les phases cristallines de l’échantillon alors que les intensités et formes de 

pics renseignent sur les tailles des cristaux et des microdéformations [198]. Les diffactogrammes 

sont des empreintes des phases cristallines permettant de les identifier en comparant les positions 

et intensités relatives des pics constitutifs à celles des diffractogrammes compilés dans des bases 

de données [195].  La figure 4.2 par exemple présente un diffractogramme illustratif correspondant 

à la phase cubique de l’oxyde bimétallique NiCo2O4 identifiée à partir de la base de données JCPDS 

(Joint Committee on Powder Diffraction Standards). 

 

Figure 4.2 Le diffractogramme de la phase cubique de NiCo2O4 [199]. 

Les diffractogrammes présentés dans cette thèse ont été obtenus à l’aide du diffractomètre Bruker 

AXS D8 Advance utilisant une anode de Cu (Kα1) comme source de rayons X de longueur d’onde 

1,54056 Å. L’appareil est muni d’un détecteur linéaire X'Celerator et les données acquises sont 

analysées par le logiciel EVA et utilise la base de données JCPDS pour l’identification des phases. 
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Les données ont été enregistrées sur une plage angulaire de 15 à 90°(2θ), avec un pas angulaire de 

0,02°.  

 

4.1.2 Microscopie électronique à balayage (MEB)-Spectroscopie à énergie 

dispersive des rayons X (EDS) 

La microscopie électronique à balayage (MEB) est une technique de caractérisation puissante 

utilisée pour diverses applications dont l’étude de la morphologie de surface, la composition et la 

topographie de matériaux. Elle peut produire une image avec un grossissement atteignant 500.000 

fois et une résolution atteignant 0,6 nm. Elle est fréquemment couplée à la spectroscopie à énergie 

dispersive des rayons X (EDS) pour l’analyse de la composition chimique des matériaux [200].  

Le fonctionnement de la MEB repose principalement sur le balayage de la surface du matériau par 

un faisceau d’électrons et la détection des électrons secondaires résultant de l’interaction entre le 

faisceau d’électrons et le matériau. Elle est constituée principalement d’un canon électrons, d’une 

colonne sous vide, de lentilles pour la condensation, la focalisation et le balayage du faisceau 

d’électrons, de chambre à échantillon, de détecteurs de signaux et de système de traitement et de 

visualisation des images [201], [202]. La figure 4.3 présente les composants principaux de la MEB. 

Le canon à électrons produit les électrons et les accélère jusqu'à un niveau d'énergie de 0,1 à 30 

keV. Le faisceau d’électrons est ensuite condensé et focalisé sur l’échantillon. Lorsque le faisceau 

d'électrons frappe l'échantillon, l'interaction avec les atomes de l'échantillon génère divers signaux 

provenant des électrons secondaires, des électrons rétrodiffusés, des rayons X, des photons ou 

électrons transmis [200].  Le détecteur d'électrons secondaires détecte les électrons à faible énergie 

(<50 eV) produits par le matériau et sont traités pour constituer une image de surface de 

l’échantillon. Toutes les MEBs disposent d’ailleurs de détecteur d’électrons secondaires. Les 

électrons rétrodiffusés sont formés lors de la diffusion élastique, et leurs énergies sont proches de 

celles des électrons incidents et peuvent provenir d'une profondeur de 1 à 2 μm. L'image constituée 

à partir des électrons rétrodiffusés permet une vue en profondeur de l'échantillon [200]. La présence 

d’un détecteur à énergie dispersive de rayons X permet d’analyser la composition chimique 

élémentaire de l’échantillon [202]. Les échantillons doivent cependant être non volatiles et 

conducteurs électriques, les échantillons non conducteurs comme certains polymères nécessitent 

un renforcement de conductivité par un revêtement avec des métaux tels que l’or [200], [203].   
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Figure 4.3 Schéma de principe du MEB et coupe d’une colonne Jeol 35CF [204]. 

Les échantillons d’oxydes bimétalliques non nobles ont été visualisés et leur composition chimique 

analysés par une MEB couplé à un détecteur à énergie dispersive de rayons X.   

4.2 Caractérisation électrochimique des électrodes 

Les techniques électrochimiques telles que la voltamétrie et la spectroscopie d’impédance 

électrochimique (EIS) sont fréquemment utilisées pour analyser le comportement électrochimique 

des électrodes en milieu abiotique comme biotique. Les mesures sont en général réalisées dans une 

cellule à trois électrodes par un potentiostat (Figure 4.3). Une analyse complémentaire des résultats 

de ces différentes mesures électrochimiques permet une meilleure compréhension des propriétés 

électrochimiques des électrodes ainsi que des électrolytes.  
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Figure 4.4 Assemblage du système à trois électrodes: WE, CE et RE [205]. 

4.2.1 Mesures voltamétriques 

Les voltamétries cyclique (CV) et linéaire (LV) sont des techniques électrochimiques fréquemment 

utilisées pour l’étude des réactions redox ainsi que des propriétés électrochimiques des électrodes 

et électrolytes. Comme mentionné précédemment, ces techniques utilisent un montage à trois 

électrodes notamment une électrode de travail (WE), une contre électrode (CE) et une électrode de 

référence (RE). Ce sont des techniques potentiodynamiques pour lesquelles le potentiel entre WE 

et RE est varié à vitesse constante et le courant résultant est mesuré. Pour la LV, le balayage de 

potentiel est unidirectionnel tandis que pour la CV, il est bidirectionnel. Le courant mesuré est une 

résultante de courant capacitif et faradique. Le courant capacitif est dû à l’accumulation de charge 

à l’interface de l’électrode alors que le courant faradique est le résultat de réaction rédox à 

l’interface de l’électrode (Figure 4.5).  

CE 
WE RE 

Potentiostat 
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Figure 4.5 Un voltamogramme cyclique montrant la présence d'une réaction redox 

électrochimique caractérisée par des pics de réduction (cathodique) et d'oxydation (anodique) à 

Epc et Epa respectivement, ainsi que par les courants cathodique (Ipc) et anodique (Ipa) associés 

[206]. 

Le courant faradique dépend du potentiel standard de la réaction, des vitesses de réaction, et du 

transport de masse des espèces redox vers la surface de l'électrode [205]. Lorsque le balayage de 

potentiel est bidirectionnel (CV), le voltammogramme enregistré peut présenter plusieurs pics tant 

sur la partie cathodique (vers les potentiels négatifs) que sur la partie anodique (vers les potentiels 

positifs). Ces pics correspondent à des réactions de réduction (Équation 4.2) d’une espèce oxydante 

(Ox) ou d’oxydation (Équation 4.3) d’une espèce réductrice (Red). Pour une réaction réversible, 

les pics cathodique et anodique sont symétriques. La relation entre les espèces redox notamment 

l’oxydant (Ox) et le réducteur (Red) est donnée par l’équation de Nernst (Équation 4.4) [205]. Ox + ne− → Red 4.2 Red → Ox + ne− 4.3 

ET = E0 − RTnF ln [Ox][Red] 4.4 
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ET et E0 représentent respectivement le potentiel réversible à la température T et le potentiel 

standard de la réaction, R la constante des gaz parfaits, F la constante de Faraday et n le nombre 

d’électrons. 

A 25°C, le courant de crête (ip) mesuré par voltamétrie linéaire (unidirectionnel) ou cyclique 

(bidirectionnel) dépend de la concentration de l’espèce réactive (C) et la vitesse de balayage (v) 

selon l’équation de Randles-Sevcik (équation 4.5) [205]. ip = 2,69 x 105ACn3 2⁄ D1 2⁄ v1 2⁄ 4.5 

 La voltamétrie cyclique permet de déterminer le type de réaction (réversible ou irréversible), le 

nombre d’électrons impliqués et le nombre d’étapes de réaction en se basant des caractéristiques 

des voltamogrammes enregistrés. La cinétique de réaction spécifique peut être évaluée par 

voltamétrie linéaire à partir du courant mesuré en fonction du potentiel. Dans le cadre de la 

réduction électrochimique du CO2, ces méthodes voltamétriques sont utilisées pour déterminer 

l’électroactivité des électrodes et évaluer leurs propriétés catalytiques sur la réaction de réduction 

à partir de la présence de pics redox et de l’intensité de courant mesuré.  Ces méthodes sont 

également utilisées pour étudier le développement de biofilm sur une électrode et évaluer son 

électroactivité [13] [73] lors de la réduction bioélectrochimique du CO2.  

Dans le cadre des travaux de cette thèse, ces techniques voltamétriques sont utilisées en 

complémentarité avec d’autres techniques notamment la spectroscopie d’impédance 

électrochimique pour analyser les propriétés électrochimiques des électrodes. Les mesures ont été 

réalisées par un potentiostat de type CHI 760C (CH Instruments, Bee Cave, TX, USA). Une 

électrode de référence de chlorure d’argent (Ag/AgCl, KCl 1M) a été utilisée.  

4.2.2 Mesures impédancemétriques 

La spectroscopie d’impédance électrochimique (EIS) est une technique d’analyse électrochimique 

utilisée en générale pour étudier les phénomènes à l’interface électrode/électrolyte tels que la 

cinétique de corrosion, les réactions de surface et le dépôt électrochimique et la synthèse d'une 

large gamme de matériaux. Elle est utilisée dans les systèmes bioélectrochimiques pour le suivi de 

la formation de biofilm sur les électrodes, déterminer les caractéristiques des biofilms et étudier les 

mécanismes de transfert d’électrons entre matériaux d’électrode et microorganismes [207], [208], 

[209], [210], [211], [212]. 
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Figure 4.6 Configuration expérimentale simplifiée pour l'EIS potentiostatique et principe de 

fonctionnement d'un analyseur de réponse en fréquence. « X » représente les multiplicateurs et « ∫ 

» les intégrateurs [213].  

La technique EIS repose sur l'application d'un signal électrique de faible amplitude (potentiel ou 

courant), ainsi que sur la mesure de la réponse résultante (courant ou potentiel) sur une large gamme 

de fréquences (0,01 Hz à 1MHz). Une représentation schématique du dispositif utilisé incluant un 

potentiostat et la cellule électrochimique est présentée par la figure 4.5. Pour un potentiel sinusoïdal 

appliqué Et, son expression est une fonction du temps t selon l’équation 4.6. Les équations 4.7 et 

4.8 représentent respectivement le courant It et l’impédance Z correspondants [214]. L’impédance 

Z est composée d’une composante réelle Z’ et d’une composante imaginaire Z’’. Ces deux 

composantes réelle et imaginaire sont respectivement représentées en abscisse et en ordonnée dans 

un diagramme de Nyquist comme le montre la figure 4.7.  Et = E0 sin(ωt) 4.6 It = I0 sin(ωt + φ) 4.7 Z = E I⁄ = Z0 exp(iφ) = Z0 cosφ + i sinφ 4.8 

Z, E, I, ω et ϕ sont respectivement l'impédance, le potentiel, le courant, la fréquence et le déphasage 

entre E et I. 



51 
 

 

Figure 4.7 Diagramme de Nyquist et le circuit électrique équivalent de Randles [213].  

Ce diagramme est généralement composé d’une partie semi-circulaire (moyenne fréquence) 

contrôlée des phénomènes de transfert de charge à l’interface électrode-électrolyte et une partie 

linéaire (basse fréquence) contrôlée par le transfert de masse du volume de solution vers la surface 

de l’électrode. Une exploitation du diagramme de Nyquist consiste à simuler un circuit équivalent 

constitué de résistance, de capacitance et ou d’inductance selon le modèle de Randles [214]. Ce 

circuit équivalent permet de déterminer la résistance de transfert de charge (Rct), la résistance de la 

solution (Ru), la résistance de transfert de masse (RW) ainsi que la capacitance de la double couche 

(Cdl) formée à l’interface de l’électrode [214].  

Dans le cadre des expériences avec la MES, des mesures impédancemétriques ont été réalisées 

périodiquement pour évaluer l’évolution des propriétés des biocathodes au cours de la réduction 

bioélectrochimique du CO2. Ces expériences ont été menées en utilisant le postententiostat de type 

CHI 760C (CH Instruments, Bee Cave, TX, USA). Les diagrammes de Nyquist ainsi que les 

circuits équivalents correspondant ont été tracés à l’aide de ce potentiostat. 

4.3 Réduction du dioxyde de carbone 

La réduction électrochimique et bioélectrochimique sont réalisables à courant imposé 

(galvanostatique) ou à potentiel imposé (potentiostatique). Le contrôle de courant ou de potentiel 

peut se faire avec un dispositif à deux électrodes, une anode sur laquelle la réaction d’oxydation a 

lieu et une cathode sur laquelle se fait la réaction de réduction. Pour étude de catalyseur, une 
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électrode de référence (Ag/AgCl par exemple) est nécessaire afin de mesurer le potentiel de 

l’électrode de travail (Figure 4.7). Ainsi, le courant d’électrolyse passe à travers la cathode et 

l’anode pendant que l’électrode de référence sert de soude pour le potentiel de l’électrode de travail. 

Pendant l'électrolyse en mode potentiostatique, le potentiostat compare le potentiel entre les 

électrodes de travail et de référence avec le potentiel de contrôle souhaité et minimise cette 

différence en contrôlant la tension appliquée à la contre-électrode [215]. Le courant passant à 

travers l’électrode de travail est mesuré en fonction du temps (I=f(t)). En mode galvanostatique, le 

potentiostat régule le courant traversant la cathode et le potentiel de l’électrode de travail est mesuré 

en fonction du temps (E=f(t)). 

 

Figure 4.8 Représentation schématique des cellules électrochimiques à 2 électrodes et à 3 

électrodes [216].  

La réduction électrochimique du CO2 a été menée en utilisant un dispositif à trois électrodes en 

mode galvanostatique. En ce qui concerne la réduction bioélectrochimique, les expériences ont été 

réalisées en utilisant un dispositif à deux électrodes en contrôlant également le courant. Des 

mesures périodiques de potentiel cathodique ont été réalisées en insérant l’électrode de référence 

d’argent (Ag/AgCl, KCl 1M) dans le compartiment cathodique.  
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4.4 Analyse des produits de réduction du dioxyde de carbone par 

chromatographie gazeuse 

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est une technique analytique puissante qui peut être 

utilisée pour séparer, identifier et quantifier des composés chimiques volatils dans des mélanges 

complexes. Le principe de la CPG repose sur la répartition différentielle des constituants volatils 

d’un échantillon liquide ou gazeux entre une phase mobile gazeuse (gaz vecteur) et une phase 

stationnaire (liquide ou solide) dans une colonne chauffée. La séparation des composés dans la 

phase gazeuse se fait selon leur affinité avec la phase stationnaire et leur volatilité [217]. Les 

molécules présentes dans l’échantillon doivent cependant être volatiles et stables thermiquement.  

Les analyses par la CPG se font par un chromatographe gazeux dont les principaux composants 

sont représentés dans la figure 4.9. Lorsque l’échantillon est injecté dans la colonne à partir du port 

d’injection, il est acheminé à travers la colonne vers le détecteur à la sortie de celle-ci. Les 

molécules de l’échantillon se répartissent entre la phase gazeuse et la phase stationnaire selon leur 

affinité avec la phase stationnaire. Dépendamment des interactions spécifiques des différentes 

molécules avec la phase stationnaire, elles arrivent séparément au niveau du détecteur dont le rôle 

est l’identification et la quantification. Le temps écoulé entre l’injection et la sortie de la colonne 

est appelé temps de rétention Rt, une caractéristique importance pour chaque composé [217]. La 

colonne constitue donc le cœur de la CPG en raison du rôle que joue la phase stationnaire dans la 

séparation des molécules constituant l’échantillon. À cela s'ajoutent la source et le contrôle du débit 

du gaz vecteur à travers la colonne, le port d'introduction des échantillons et le détecteur des 

molécules éluées. Les détecteurs utilisés dans les chromatographes sont de natures diverses, les 

plus courants sont les détecteurs de conductivité thermique et les détecteurs à ionisation de flamme 

[217]. Le détecteur de conductivité thermique est basé sur la variation de la conductivité du gaz 

vecteur selon sa composition. Le détecteur à ionisation de flamme beaucoup plus sensible et utilisé 

pour les composés organiques, mesure un signal électrique dû à la formation d’ions résultants de 

la combustion du gaz vecteur dans un mélange d’hydrogène et d’air. Cependant, l’efficacité de la 

CPG dépendant de plusieurs paramètres dont le type d’injecteur, la température et le volume 

d’injection, le type et débit de gaz vecteur, le type de colonne, son diamètre interne et sa 

température, et type de détecteur et sa température [217].  
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Selon la composition des échantillons, certains composants peuvent avoir le même temps de 

rétention et leurs pics apparaissent superposés sur le spectrogramme. Un couplage 

multidimensionnel de chromatographes sert à séparer d’avantage les pics superposés. Ce couplage 

se fait entre chromatographe gazeux ainsi qu’avec d’autres techniques chromatographiques 

notamment la chromatographie liquide à haute performance (HPLC), la chromatographie à fluide 

supercritique (SFC) et la chromatographie à couche mince (TLC) [218], [219], [220]. La CPG est 

souvent couplé à d’autres techniques d’analyse physico-chimiques telles que la spectrométrie de 

masse (SM), la spectrométrie à mobilité d’ions et la spectrométrie infrarouge à transformer de 

Fourier (FT-IR) [220]. 

 

Figure 4.9 Chromatographe gazeux et ses principaux composants [221]. 

Dans le cadre des expériences de cette thèse, les composés gazeux (N2, H2, CO2, CO, CH4), les 

alcools (C1-C4) et les acides gras volatils (C2-C6) ont été analysés par la chromatographie en phase 

gazeuse. Trois chromatographes gazeux de marque Agilent Technologies ont été utilisés pour les 

analyses de ces différents types de composés. Ces chromatographes disposent de colonnes en acier 

inoxydable ou en silice fondu et de détecteurs à ionisation de flamme ou à conductivité thermique. 

L’hélium et l’argon ont été utilisés comme gaz vecteur. 
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4.5 Caractérisation biomoléculaire des microorganismes  

Pour comprendre et améliorer les résultats de réduction du CO2 par les microorganismes, il est 

nécessaire d’analyser la composition microbienne de l’inoculum, des catholytes ainsi que des 

biocathodes des MESs. Le séquençage du gène de l’ARNr 16S et la PCR numérique à gouttelettes 

(ddPCR) ont été utilisés à cet effet.  

4.5.1 La réaction en chaîne par polymérase numérique à gouttelettes (ddPCR) 

La PCR numérique à gouttelettes est une technique de quantification très précise et ultrasensible 

des acides nucléiques utilisée pour diverses applications dont la détection et quantification 

microbienne [222], [223], [224]. Elle repose sur le partitionnement d’extrait d’ADN en plus de 

20000 gouttelettes de l’ordre du nanolitre, l’amplification par PCR d’un fragment spécifique de 

l’ADN contenu dans chaque gouttelette, la détection par fluorescence de la séquence amplifiée et 

sa quantification sur la base du modèle statistique de Poisson. La figure 4.10 donne un aperçu des 

principales étapes de réalisation de cette technique.  

 

Figure 4.10 Les étapes principales de la technique ddPCR [225]. 

L’ADN de l’échantillon est extrait et purifié avant d’être mélangé aux réactifs de la réaction en 

chaîne par polymérase (PCR) dont deux amorces spécifiques. Un générateur de gouttelettes permet 
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de partitionner le mélange obtenu en des milliers de gouttelettes dans différents puits. Un 

thermocycleur permet d’amplifier par PCR un gène spécifique (par exemple l’ARNr 16S) de 

l’ADN contenu dans chaque gouttelette. Ce processus se fait en trois phases principales notamment 

la dénaturation, l’hybridation et l’extension (Figure 4.11) [226]. Après cette phase d’amplification, 

les échantillons sont transférés à un lecteur de gouttelettes par fluorescence des séquences 

amplifiées. Les gouttelettes contenant la séquence cible sont comptées positivement tandis que 

gouttelettes dans lesquelles la séquence est absente sont comptées négativement. Le traitement de 

ces résultats par des logiciels spécifiques permet de générer un spectre comme l’illustre la figure 

4.12. Sur la base du modèle de poisson, les équations 4.9 et 4.10 permettent de calculer la 

concentration C de l’ADN [222]. 

 

Figure 4.11 Présentation schématique du principe de la réaction en chaîne par polymérase [226]. 

𝐶 = 𝜆𝑉 4.9 

λ représente le nombre moyen de copies par partition et V, le volume de réactifs PCR dans chaque 

gouttelette. 𝜆 = − ln ( 𝑧 𝑛⁄ ) 4.10 



57 
 

z est le nombre de gouttelettes présentant une fluorescence négative, n est le nombre total de 

gouttelettes. 

La technique ddPCR est donc une technique de détection et de quantification d’ADN comme la 

technique conventionnelle PCR quantitative (qPCR) [227], [228], [229], [230]. D’ailleurs, de 

nombreux travaux comparant ces deux méthodes ont soutenu que la ddPCR est plus efficace que 

la qPCR. Dans le cadre des travaux de cette thèse, la technique ddPCR a été utilisée pour détecter 

et quantifier une souche pure de Clostridium kluyveri utilisée pour la bioaugmentation de 

l’inoculum de la MES. Le générateur et lecteur de gouttelettes QX200 ainsi que l’analyseur de 

données QantasoftTM de BioRad Technologies ont été utilisés. Les amorces (sens : 5′-

CAAGCCTGGTAGTTGATACG-3′ ; antisens : 5′-TTAAAGGCCCTCTGTACTCC-3′) ciblant C. 

kluyveri ont été utilisées pour l’amplification par PCR.   

 

Figure 4.12 Spectre ddPCR d'un écahntillon contenant le viroïde responsable de la chlorose des 

fruits du pommier [231]. 
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4.5.2 Séquençage du gène de l’ARNr 16S 

Le séquençage du gène de l’ARNr 16S est couramment utilisé pour l’analyse des communautés 

microbiennes dans des échantillons environnements. Elle permet de déterminer la composition des 

espèces, la diversité et la structure des communautés dans les échantillons. L’ARNr 16S est une 

macromolécule et sous unité ribosomale présente dans tous les microorganismes procaryotes avec 

dix régions (C1-C10) conservées et 9 régions variables (V1-V9), d’où son importance pour les 

études phylogénétiques et taxonomiques (Figure 4.10) [232]. Le principe de séquençage repose sur 

l’analyse de la séquence nucléotidique de cette macromolécule. Il existe trois principales méthodes 

de séquençage notamment les séquençages de première, deuxième et troisième génération. Le 

séquençage de première génération ou séquençage Sanger développé en 1977 permet un 

séquençage précis de fragments du gène de l’ARNr 16S, cependant il est limité par le faible débit 

(capacité de séquencer plusieurs fragments à la fois) et le temps de séquençage [232]. Le 

séquençage de deuxième génération permet un séquençage massif et à haut débit de nombreux 

fragments. Les technologies de deuxième génération les plus utilisées sont le pyroséquençage 

Roche 454, Illumina et Ion Torent [232]. Ces technologies sont plus coûteuses et sont limitées par 

la courte longueur de lecture (600-800 pb). Les technologies de séquençage de troisième génération 

ou technologies de séquençage de longue lecture actuellement développées par Oxford Nanopore 

Technology (ONT) et Pacific Biosciences (PacBio) permettent une lecture intégrale du gène de 

l’ARNr 16S (~1 500 pb) avec un délai de traitement des échantillons plus réduit [232]. Ce qui offre 

une résolution taxonomique plus élevée conduisant à la classification microbienne au niveau des 

espèces ou des souches. La technologie de séquençage PacBio a d’ailleurs été utilisée pour le 

séquençage des échantillons microbiens préparés dans le cadre des expériences de cette thèse. 
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Figure 4.13 Les régions de l'acide ribonucléique ribosomal (ANRr16S) [232]. 

Le processus de séquençage de gène comprend plusieurs étapes successives dont l’extraction et la 

purification de l’ADN, l’amplification de la région 16S, le séquençage des amplicons et l’analyse 

bioinformatique des séquences obtenues. La précision et la fiabilité des résultats de séquençage 

dépendent en grande partie de l’extraction de l’ADN. Les méthodes d’extraction d’ADN sont des 

méthodes physiques ou chimiques. Parmi les méthodes développées, les méthodes d’extraction sur 

colonne de silice et sur billes de silice sont les plus couramment utilisées. Après la lyse 

membranaire des cellules, l’ADN libéré s’adsorbe sur la silice et des étapes de lavage et d’élution 

permettent d’obtenir l’ADN [233].  

Après extraction de l’ADN, le gène16S est amplifiée par la réaction en chaîne par polymérase 

(PCR) en utilisant des amorces spécifiques ou universelles. Pour le séquençage de Sanger, les 

amorces universelles telles que 27F et 1492R sont utilisées pour cibler les régions conservées du 

gène 16S et amplifier des fragments longs. Les amorces spécifiques (515F et 806R par exemple) 

sont beaucoup plus utilisées pour amplifier de régions spécifiques du gène 16S pour un séquençage 

haut débit de deuxième génération. Pour les technologies de troisième génération, des amorces 
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universelles permettant une amplification complète du gène 16S sont également choisies. 

D’ailleurs, cette étape d’amplification peut être omise avec les technologies de troisième 

génération. L’amplification du gène de l’ARNr 16S prend fin avec la purification visant à éliminer 

les excès de nucléotides et d’amorces et assurer la qualité du séquençage éventuel. 

Les fragments du gène ARNr 16S sont utilisés pour le séquençage selon la technologie adoptée. 

Pour le séquençage Sanger, une PCR de terminaison de chaîne est réalisée similairement à la PCR 

précédente mais ajoutant des didéoxynucléotides (ddNTPs) fluorescents. Les fragments obtenus 

sont ensuite séparés par électrophorèse capillaire afin de déterminer l’ordre des nucléotides (A, T, 

C, G) [234]. Pour ce qui concerne les séquençages de deuxième et troisième génération, des 

bibliothèques sont constituées à partir des amplicons du gène ARNr 16S. Une fragmentation 

supplémentaire peut être réalisée pour les technologies de deuxième génération. Les séquences des 

fragments sont enregistrées sur des plateformes de deuxième génération (Illumina par exemple) 

par un séquençage par synthèse basée par la lecture par fluorescence de nucléotides fluorescentes 

ajoutée individuellement. Pour le séquençage de troisième génération, les plateformes PacBio et 

Oxford Nanopore font une lecture unique des fragments entiers du gène ARNr 16S constitués. 

Cette lecture de fragments de fait par synthèse continue (PacBio) ou par détection de changement 

de de signal (Oxford Nanopore). 

Après séquençage, les données obtenues sont analysées par des outils bioinformatiques. Les 

électrophorégrammes obtenus du séquençage Sanger sont analysés et les séquences 

correspondantes comparées avec celles existantes en utilisant des logiciels comme BLAST ayant 

accès à des bases de données.  Les séquences des amplicons de séquençage haut débit sont 

analysées à l’aide de divers pipelines de bioinformatique tels que mothur, USEARCH, dada2, 

QIIME et QIIME2 [232] [235]. Les étapes d’analyse conduisant à la classification taxonomique 

des données de séquençage sont illustrées par la figure 4.11. 
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Figure 4.14 Flux de travail suivi par les pipelines bioinformatiques pour le traitement des 

données d’amplicons du gène de l’ARN ribosomal 16S (ARNr 16S). ASVs, variantes de 

séquences d’amplicons ; no., nombre ; OTUs, unités taxonomiques opérationnelles ; PCR, 

réaction en chaîne par polymérase [232].  
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Abstract  

In this study, FeCuO, CoMnO, and FeSnO bimetallic oxides, were synthesized in three distinct 

molar ratios (1:2, 1:1, and 2:1) using sol-gel method. These oxides were subsequently evaluated 

for the first time as electrocatalysts for the electrochemical reduction of carbon dioxide (CO2) under 

ambient conditions. Furthermore, their effects on the biochemical reduction of CO2 were assessed 

through bottle tests conducted with an enriched acetogenic mixed culture. The results indicated 

that less than 20% of the applied current contributed to the conversion of CO2 into methanol and 

tert-butanol. Notably, the hydrolysis of water to hydrogen emerged as the predominant reaction 

facilitated by these bimetallic oxides. Additionally, certain oxides, such as CoMnO (2:1) and 

FeCuO (1:2), exhibited an inhibitory effect on bacterial activity. In contrast, bimetallic oxide 

FeSnO (1:1) demonstrated a significant positive influence on the metabolic activity of 

microorganisms involved in volatile fatty acids production. 

 

Keywords: Synthesis, non-noble bimetallic oxide, electrochemical, microbial, reduction, CO2, 

mixed culture. 
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5.1 Introduction 

The global atmospheric concentration of carbon dioxide (CO2) is rising due to increasing 

industrialization driven by the growing demand for energy and consumer products from an 

expanding global population. Due to energy utilization based mostly on fossil fuels, between 2000 

and 2024, greenhouse gas emissions increased by 34.6%, leading to a rise in atmospheric CO2 from 

25.2 to 37.41 GtCO2 (Gigatons of CO2) [236]. This accumulation of CO2 presents a significant 

global environmental concern. Consequently, research efforts are intensifying to develop efficient 

and sustainable technologies for the capture and recycling of CO2  [4], [18], [37], [237], [238], 

[239]. 

Challenges related to the reduction of CO2 are related to its high chemical stability, which is 

attributed to the strong carbon-oxygen bond. Among the various methods for CO2 conversion, 

electrocatalytic reduction using electrochemical cells has emerged as a promising approach [7], 

[240], [241]. This method utilizes electrical energy to activate the carbon-oxygen double bond, 

allowing the transformation of CO2 to by-products including value-added compounds. However, 

the performance of electrolytic cells is hindered by several factors such as system configuration, 

CO2 solubility, electrode overpotentials, reaction selectivity, the stability of device components, 

and the catalytic activity of cathode materials. The development of effective cathode materials is 

particularly critical, as the cathode is the site of the reduction reaction, and its stability and catalytic 

efficiency are essential for successful CO2 reduction [240] . 

Various materials, including metallic and organometallic compounds, are being tested as catalysts 

at the cathode [242]. Monocarbon compounds are typically produced in the highest yields, while 

some polycarbon compounds are generated with lower Coulombic efficiency [239], [243], [244]. 

Despite significant advancements, challenges such as the stability of electrolytic cell components, 

selectivity at high current densities, and low Faradaic and energy yields persist, rendering the 

conversion method currently unviable. Therefore, prioritizing the search for new electrocatalysts 

and exploring the coupling of this method with other techniques is essential [241], [245].  

Heterometallic oxides, known for their chemical stability and favorable electrochemical and 

electrocatalytic properties, are being investigated as promising materials for CO2 reduction. These 

oxides serve as potential alternatives to graphite anodes in Li-ion batteries, owing to their 

considerable electrochemical performance [246], [247], [248], [249], [250]. Furthermore, they may 
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act as catalysts that could replace noble metals like platinum, ruthenium (RuO2), and iridium (IrO2), 

which are commonly used in reactions governing the operation of devices such as fuel cells, water 

electrolyzers, and metal-air batteries [251], [252], [253], [254], [255], [256], [257]. Additionally, 

bimetallic oxides are being explored as future materials capable of substituting platinum for 

catalyzing hydrogen production in alkaline water electrolyzers [258], [259], [260]. 

In this study, bimetallic oxides are proposed as electrocatalysts for CO2 reduction in electrolytic 

cells, followed by an evaluation of their effects on microbial reduction of CO2 through bottle 

activity tests conducted with an enriched acetogenic mixed culture. 

5.2 Materials and Methods 

5.2.1 Synthesis and characterization of non noble bimetallic oxides 

Three types of bimetallic oxides are synthesized using the sol-gel method, employing a 

combination of five metals: SnFe, CuFe, and CoMn. These metals are mixed in three distinct molar 

ratios: 1:2, 1:1, and 2:1. To prepare the solutions, a total of 0.04 mol of metal precursors (SnSO4, 

Fe(NO3)3, Cu(CH3COO)2, CoCl2, and Mn(CH3COO)2) is dissolved in 200 mL of distilled water. 

This mixture is subjected to vigorous stirring and heated to approximately 80 °C. Subsequently, 

0.06 mol of citric acid is incorporated as a complexing agent. The pH of the solution is adjusted to 

10 through the gradual addition of a 2M sodium hydroxide solution, facilitating the formation of 

the colloidal solution. Following a six-hour reaction period, the resulting gel is filtered and 

thoroughly washed with distilled water, followed by rinsing with ethanol. The isolated product is 

then dried in an oven at 120 °C for 12 hours. After drying, the product undergoes a calcination 

process in an oven at 450 °C for 5 hours. X-ray diffractometry (XRD) analysis is performed to 

determine the crystalline structure of the product, using a 1.5406 Å CuKα1 radiation source. 

Additionally, the product is deposited onto carbon felt with Nafion serving as a binder and is further 

characterized by scanning electron microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy 

(EDS) for elemental composition. 

5.2.2 Preparation of the electrodes 

Carbon felts are used as a support for bimetallic oxides. Before any use, a pretreatment of the cut 

carbon felts (6cm x 9cm x 0.5 cm) is carried out to eliminate residual impurities. The carbon felts 

are then sonicated in absolute ethanol then in acetone for 30 minutes for each step. They are then 
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heated slightly (60 °C) in hydrogen peroxide (10%) then in 10% hydrochloric acid for 15 minutes. 

The carbon felts are finally rinsed abundantly with distilled water then dried at 120 °C for 12 h. 

A mixture consisting of 540 mg of bimetallic oxide, 10 mL of a 5% Nafion solution, and 20 mL of 

isopropanol was prepared in a beaker and subjected to ultrasonic treatment for 1.5 hours. Following 

sonication, the homogeneous mixture was carefully transferred into a suitable mold, ensuring it 

was absorbed on one side of the carbon felt. The carbon felt was then placed in an oven and dried 

at 120 °C for 12 hours. Subsequently, the dried felt was cut into electrodes measuring 4 cm x 4 cm 

x 0.5 cm. 

5.2.3 Configuration and operation of the electrochemical cell 

The electrochemical device used is a three-electrode cell with a total volume of 350 mL (150 mL 

cathode compartment and 200 mL anodic compartment). The cathode electrode is a carbon felt 

supporting bimetallic oxides and the anodic electrode is a titanium mesh coated with iridium oxides 

(10 cm x 5 cm x 1 mm). A silver chloride electrode Ag/AgCl (KCl, 1M) is used as a reference 

electrode in the cathode chamber. A 0.5M sodium bicarbonate (NaHCO3) solution (pH 6.5) serves 

as a catholyte and a 0.5M phosphate buffer solution (pH 2.5) is used as an anolyte. The cathode 

compartment is flushed with pure carbon dioxide at a flow rate of 1 L per day. The pH of the 

cathode is continuously controlled at 6.5 using a phosphoric acid solution H3PO4 (0.5M) and a pH 

controller equipped with a pH probe. 

5.2.4 Analytical methods 

The flow rate of the cathode off-gas is measured using a flowmeter (MilliGascounter, PMMA, 

Ritter, Germany) and its composition is analyzed by a gas chromatograph (HP 6890 GC, Hewlett 

Packard, Palo Atlo, CA, USA). Volatile fatty acids and alcohols are analyzed by gas 

chromatography (Agilent 6890 N, Santa Clara, CA, USA) and Agilent 6890 N, Wilmington, CA, 

USA), respectively. Voltammetric and impedancemetric characterizations are performed by a CHI 

760C potentiostat (CH Instruments, Bee Cave, TX, USA). 

5.2.5 Electrochemical experiments and calculations 

Before any other experiment, open circuit potential, impedancemetric and voltammetric 

characterizations are successively carried out. After this characterization of the electrode, a current 

density of 156 A m−2 is applied for 20 hours to access catalysts’ stabilities. Different current density 
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values were successively applied for 06 hours to the electrolytic cell using the most stable catalysts: 

13 A m−2, 31 A m−2, 50 A m−2, 75 A m−2, 100 A m−2 and 156 A m−2. Coulombic Efficiency (CE) 

was calculated using the following equation: 

CE (%) = F∑ (χj njj )∫ Idtt+1t ∙ 100 5.1 

where F is the Faraday constant (984,851 C/mol), χj is the amount of chemical j (mol), nj is the 

number of electrons required for production of j-th chemical production, and I is the applied 

current. 

5.2.6 Batch bottle tests 

Several types of electrodes specifically CF, CF-CoMnO (2:1), CF-CuFeO (2:1), and CF-FeSnO 

(1:1) were utilized for activity tests conducted in serum bottles. The electrodes were cut into three 

parts for triplicate tests. Each piece is further cut into small pieces of approximately 4 mm on each 

side. The small pieces of electrodes were introduced into 60 mL serum bottles then flushed with 

pure nitrogen for 5 min to eliminate oxygen. 15 mL of culture medium were sequentially introduced 

into closed bottles, followed by the addition of 5 mL of the enriched acetogenic mixed culture, 

using syringes. The bottles were then flushed with a gas mixture of H2/CO2 (80:20 vol%) for 5 

minutes before being pressurized. Subsequently, the bottles were placed in an incubator maintained 

at 35 °C and agitated at 125 RPM. Periodic analysis of the gaseous compositions in the bottle 

headers was performed using a gas chromatograph. At the conclusion of the experiment, the 

compositions of volatile fatty acids and alcohols in the liquid phase were assessed using high-

performance liquid chromatography and gas chromatography, respectively. 

The medium for microbial culture growth, was prepared as follows: 15 mL of a mineral solution, 

10 mL of trace metals solution, 0.5 g of yeast extract and 1 mL of resazurin 0.1% (w/v) were added 

to distilled water for a total volume egal to 1L. Serum bottles containing this solution were placed 

in a microwave for 5 to 10 min and then flushed with gas containing N2 /CO2 (80/20 v/v) for 15 

min. The bottles were then autoclaved for 20 min at 121 psi. After cooling, 1 mL of a vitamin 

solution, 1.3 mL of cysteine 30 g L−1, 1 ml of Na2S.9H2O 2.5% (w/v) and 5 ml of MES 200 g L−1 

were added to 100 mL autoclaved solution.The vitamin solution is obtained by introducing in 1L 

of distilled water these chemicals: biotin (2mg), folic acid (2mg), pyridoxine-HCl (10mg), 

thiamine-HCl.2H2O (5mg), riboflavin (5mg) nicotinic acid (5mg) and D-ca-pantothenate (5mg). 



67 
 

The mineral aqueous solution contains NH4Cl (100 g L−1), NaCl (80 g L−1), KCl (10 g L−1), 

KH2PO4 (10 g L−1), MgSO4.7H2O (20 g L−1), CaCl2.H2O (4 g L−1). 

Trace elements solution is an aqueous solution of those chemicals: Na-EDTA (0,5 g L−1), 

FeCl2.4H2O (2 g L−1), H3BO3 (0,05 g L−1), ZnCl2 (0,05 g L−1), CuCl2.2H2O (0,04 g L−1), 

MnCl2.4H2O (0,5 g L−1), (NH4)6Mo7O24.4H2O (0,05 g L−1), AlCl3.7H2O (0,054 g L−1), CoCl2.6H2O 

(0,15 g L−1), NiCl2.6H2O (0,1 g L−1), MgCl2.6H2O (1 g L−1), Na2Se3O3  (0,05 g L−1). 

5.3 Results and discussions 

5.3.1 Characterization of non noble bimetallic oxides 

5.3.1.1  Physicochemical properties of non noble bimetallic oxides 

The Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) spectra of various bimetallic oxides synthesized at 

three distinct molar ratios (1:2, 1:1, and 2:1) are illustrated in Figures 5.1-5.3. Analysis of the 

results indicates that the expected molar ratios are not consistently achieved in the final products. 

The average molar ratios calculated from three separate points for the oxides FeCuO, CoMnO, and 

FeSnO are as follows: FeCuO (1:1.9, 1.3:1, 2.8:1), CoMnO (1:2.1, 1:1.1, 1.9:1), and FeSnO (1.3:1, 

1.8:1, 3.3:1). Notably, the molar ratios of the Fe and Sn based oxides deviate significantly from the 

initial synthesis ratios, primarily due to the low solubility of tin sulfate (SnSO4). 

Figures 5.4 show the X-ray diffraction (XRD) spectra of three distinct bimetallic oxides: FeCuO 

(1:2), CoMnO (2:1), and FeSnO (1:1). In Figure 5.4B, the peaks observed at diffraction angles of 

18.9°, 31.1°, 36.6°, 44.5°, 55.3°, 58.9°, 64.8°, and 76.8° correspond to the (111), (220), (311), 

(400), (422), (511), (440), and (533) crystallographic planes of the cubic spinel phase of MnCo2O4. 

The crystalline phase is estimated at 100% according to the Debye Scherrer method. In contrast, 

the bimetallic oxide FeSnO (1:1) exhibits an amorphous content of 80%. Around 92% of the 

crystalline phase corresponds to iron oxyhydroxide (δ-Fe0.5O0.5(OH)0.5) characterized by a 

hexagonal structure, with its significant planes (100), (011), (012), and (003) appearing at 35.1°, 

40.2°, 53.2°, and 59.6° respectively, as illustrated in Figure 5.4C. The remaining 8% of crystallinity 

is attributed to the tetragonal phase of Fe0.02Sn0.98O1.98, whose key crystallographic planes (110), 

(101), (211) are found at 26.4°, 33.8°, and 51.5°. Additionally, the peaks at 32.5°, 35.4°, 38.7°, 

48.7°, 53.5°, 58.2°, 61.5°, 66.2°, 68.1°, 72.3°, and 75.2° correspond to the (110), (002), (111), (-

202), (020), (202), (-113), (-311), (220), (311), and (-222) planes of Cu0.70Fe0.20O, which 
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crystallizes in a monoclinic structure, as depicted in Figure 5.4A. This oxide demonstrates a 

crystallinity estimated at 100%. 

 

Figure 5.1 EDS spectra of the bimetallic oxides A) FeCuO (1:2) B) FeCuO (1:1) and C) FeCuO 

(2:1). 

 

Figure 5.2 EDS spectra of the bimetallic oxides A) CoMn(1:2) B) CoMnO (1:1) and C) CoMnO 

(2:1). 
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Figure 5.3 EDS spectra of the bimetallic oxides A) FeSnO (1:2) B) FeSnO (1:1) and C) FeSnO 

(2:1). 
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Figure 5.4 XRD spectra of the bimetallic oxides A) FeCuO (1:2) B) CoMnO (2:1) and C) FeSnO 

(1:1). 

5.3.1.2  Electrochemical properties of non noble bimetallic oxides 

Linear voltammograms recorded on electrodes based on different bimetallic oxides are presented 

in Figures 5.5A-C. Current densities are similar for different types of bimetallic oxides. No 

significant difference is observed depending on the variations of the molar metal ratios. CO2 

reduction peaks are not clearly observed on the recorded voltammograms except on those recorded 

on electrodes based on FeCuO bimetallic oxides where a low intensity reduction peak is observed 

at -0.2 V vs Ag/AgCl. This reduction peak is attributable to the formation of tertbutanol. 
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Figure 5.5 Linear voltammograms measured at 5 mV/s using A) FeCuO B) CoMnO and C) 

FeSnO electrodes. 

A first stability test was previously carried out to eliminate non-stable bimetallic oxides and reduce 

the number of oxides to be tested at different current values. Figures 5.6A-C present the 

chronopotentiograms recorded at 156 A m−2 of applied current density for 20 hours. This chosen 

current density is within the range of current densities of recent laboratory-scale systems, ranging 

from less than 10 A m−2 to more than 1000 A m−2 [261]. Accordingly, one electrode per type of 

bimetallic oxide is chosen based on the stability of cathodic potential over time and of the lowest 

overvoltage for further experiments at different current densities. The CF-FeCuO (1:2), CF-

CoMnO (2:1) and CF-FeSnO (1:1) electrodes are then chosen for the electrocatalytic tests. 

Effectively Figure 5.6A-C shows non-important variation of the cathodic potential during the 20 

hours of reaction at 156 A m−2 of current density for these 3 electrodes supports the above results. 
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Figure 5.6 Variation of the cathodic potential during 20 h of reaction at 156 A m2 using the 

electrodes based on oxides A) FeCuO B) CoMnO C) FeSnO. 

5.3.2 Electrocatalytic performances of non noble bimetallic oxides for the CO2 

electrochemical reduction 

The electrochemical reduction of CO2 to carbon-based products use hydrogen. For example, in the 

cases of CO2 reduction reaction to methanol and tertbutanol are respectively illustrated by: CO2 + 3H2  → CH3OH + H2O 5.2 4CO2 + 12H2  → (CH3)3C(OH) + 7H2O 5.3 

These reactions which involve hydrogen consumption use 3 moles of hydrogen and one mole of 

CO2 to produce one mole of methanol and 12 moles of hydrogen with 4 moles of CO2 to give one 
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mole of tertbutanol. Accordingly, the current efficiency of carbon-based by-products production 

might be related to those of the hydrogen production on the same surface electrode. As both 

reactions are dependent on the same applied current density, it is important to determine the effect 

of the current density on the current efficiency of the carbon by-products and the hydrogen 

production of CO2 reduction.  

Different current densities of 13 A m−2, 31 A m−2, 50 A m−2, 75 A m−2 ,100 A m−2 and 156 A m−2 

were applied over a reaction period of 6 hours. Figures 5.7A-C illustrate the variations of the 

respective cathodic potential of each of these current densities as a function of time. The results 

indicate that the cathodic overpotential increases, of course, with the current applied to the various 

electrodes. Notably, for the same current density, the CF-FeCuO (1:2) electrode exhibits slightly 

lower overpotentials compared to the CF-CoMnO (2:1) and CF-FeSnO (1:1) electrodes, suggesting 

that FeCuO (1:2) is more active for the electrochemical reduction of CO2. This behaviour might be 

related to the current efficiency. 

The gaseous and liquid reaction products were subsequently analyzed, and the respective 

Coulombic efficiencies (CE) or Faradic efficiencies (FE) of CO2 reduction and hydrogen 

production on these electrodes are summarized in Table 5.1. Generally, for each of the 3 electrodes, 

the   highest Coulombic efficiency of the methanol or the terbutanol formation, is obtained for the 

current density of 31 A m−2. The higher total Coulombic efficiencies of the CO2 reduction to 

methanol plus terbutanol were observed at the two low current densities e.g. the current density of 

13 A m−2 or 31 A m−2, with a coulombic efficiency of 11.8 or 12.5 %, respectively. This efficiency 

of the CO2 reduction to methanol or therbutanol decreases when the current density increases. This 

is probably related to the competition between CO2 reduction and hydrogen production. Hydrogen 

production increases, of course, with cathodic current density. Accordingly, the ratio of the current 

density used for the CO2 reduction to carbon-based by-products may decrease when the electrolytic 

current density increases. This is an indication that the electrode material may, of course, affect the 

current of the CO2 reduction for a given applied current.  

At a current density of 13 A m−2, tertbutanol was produced on all three electrodes: CF-FeCuO (1:2), 

CF-CoMnO (2:1), and CF-FeSnO (1:1), with corresponding Coulombic efficiencies of 11.8 %, 7.3 

%, and 10.3 %, respectively. These efficiencies declined with increasing current density. Methanol 

production was initiated only at a current density of 31 A m−2, yielding Coulombic efficiencies of 



74 
 

2.0 %, 7.0 %, and 0.4 % for the CF-FeCuO (1:2), CF-CoMnO (2:1), and CF-FeSnO (1:1) 

electrodes, respectively. These Coulombic efficiencies have not exceeded 8 % across the different 

current densities. Overall, the Coulombic efficiencies for CO2 reduction were consistently below 

20% under ambiant operating conditions, indicating that these materials are not efficient for CO₂ 

reduction in this context. The optimal conditions for CO2 reduction correspond to current densities 

between 31 and 75 A m−2.  

On the other hand, the hydrogen evolution, of course, increases with the current density. The total 

efficiency of the CO2 reduction and the water reduction to hydrogen increases with the electrolytic 

current density. For example, this total Coulombic efficiency increases from 86.9% at the current 

density of low current density to 98.0 at high current from the CF-FeCuO (1:2) based electrode. 

Among the reaction products hydrogen, methanol, and tert-butanol, hydrogen was identified as the 

predominant component. The hydrogen Coulombic Efficiency exhibited an increasing trend with 

higher current densities across the electrodes tested. Specifically, the lowest hydrogen. Coulombic 

efficiency of approximately 75 % was recorded at 13 A m−2 for the CF-FeCuO electrode. Given 

this high minimum efficiency, it can be concluded that these electrodes demonstrate enhanced 

activity for the hydrolysis of water into hydrogen. 
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Figure 5.7 Variation of the cathodic potential at different applied current densities (13, 31, 50, 75, 

100, 156 A m−2) using A) CF-FeCuO (1:2) B) CF-CoMnO (2:1) and  C) CF-FeSnO (1:1) 

electrodes. 
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Table 5.1 Coulombic efficiency (%) of the electrochemical reduction of CO2 to by-products on 

bimetallic oxides electro-catalysts deposited on carbon felt. 

Catalyst  Current (A m-2) 13 31 50 75 100 156 

 

 

FeCuO (1:2) 

Methanol 0.0 2.0 6.9 2.7 0.6 0 

Tertbutanol 11.8 12.5 6.5 4.4 3.4 0 

H2 75.1 84.4 85.4 89.2 88.1 98.2 

Analyzed products  86.9 98.9 98.8 96.3 92.1 98.2 

± 0.6 0.9 2.8 0.8 1.0 - 

 

 

 

CoMnO (2:1) 

Methanol 0.0 7.0 0.7 0.5 0.0 0 

Tertbutanol 7.3 7.0 3.7 0.6 0.3 0.1 

H2 80.4 85.6 94.9 98.3 97.9 99.5 

Analyzed products 87.8 99.6 99.3 99.4 98.2 99.5 

± 2.1 2.9 1.1 1.6 1.5 - 

 

 

FeSnO (1:1) 

Methanol 0.0 0.4 7.6 0.0 0.0 0 

Tertbutanol 10.3 4.6 3.0 2.1 0.0 0.1 

H2 84.0 87.6 89.0 93.1 96.0 98.8 

Analyzed products 94.4 92.6 99.6 95.2 96.0 98.9 

± 0.5 0.7 2.4 0.6 0.4 - 

 

 

 

 

 



77 
 

Table 5.2 Comparison parameters of the CO2 reduction on various electrode materials.C1, C2, C3 and C4   refer, respectively, to 1 

carbon, 2 carbons, 3 carbons and 4 carbons reduced by- products. CE = Coulombic efficiency. 

Catalysts Ecath 

(V/RHE) 

Current 

(mA/cm2) 

Stability 

(h) 

CE (%) Ref. 

H2 C1 C2 C3 et C4 Total 

CeO2/In2O3 -0.80 - ˃ 10h 1.3 ± 

0.3 

HCOO- and CO 

98.7 ± 0.3 

- - - [262] 

Pd85Cu15/C −0.89 6.9  -  HCOO- (1.6); CO 

(86) 

- - - [263] 

3D-h Cu-

Sn 

-0.45 3.65 - 1.3 CO (98.6) - - - [264] 

Cu 

nanowires 

- −45 2h 14.7 

± 

4.67 

CH3OH (66.1 ± 1.9) 

HCOO- (14.9 ± 2.2) 

CO (0.6 ± 0.46) 

C2H5OH (3.2 ± 

0.4) 

- - [265] 

Porous Cu  -0.67 653 2h - CO (14.7)  C2H4 (38.6)  

C2H5OH (16.6)  

nPrOH (4.5) 79 [266] 
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Ni enriched 

(Cr2O3)3 

Ga2O3 

-1.48 vs 

Ag/AgCl 

- - 37 CH3OH (1.6) 

HCOOH (0.57) 

AcOH (9.2) 

Acetone (0.4.1) 

Acetaldehyde (0-

5.1) 

3-hydroxy-

butanal (5.2) 

nBuOH 

(42.0) 

- [267] 

Ag-S-

C3N4/CNT 

-0.6 - - 12.1 

± 

0.02 

CO:69.5 ± 0.01 - - - [268] 

Ag/Co3O4 -1V vs 

SCE 

- 10h 80 CO:19.9 - - - [269] 

Ag/TiO2 − 0.35 to 

− 0.56 V 

- - 40 CO:60 - - - [270] 

Ag@ZnO

@rGO 

-1.6V vs 

SCE 

- - 19.9 CO:69.9 - - - [271] 

FeCuO -0.9 vs 

Ag/AgCl 

5 20h 84.4 CH3OH  (2.0) - tBuOH (12.5) 98.9 This 

work 
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5.3.3 Influence of non noble bimetallic oxides on biochemical conversion of CO2 

Carbon dioxide is a molecule that autotrophic microorganisms naturally convert into organic 

compounds including organic acids and corresponding alcohols [272]. This conversion process 

requires electrons that can be provided by other compounds such as hydrogen. Many studies have 

reported that the addition of particles of various materials in an anaerobic digester affects positively 

as well as negatively the activities of methanogenic microorganisms for the conversion of carbon 

dioxide into methane [273], [274], [275], [276], [277], [278]. The same remarks are observed when 

the electrodes of bioelectrochemical systems are modified by particles of various materials [279], 

[280], [281], [282], [283], [284], [285], [286], [287], [288], [289], [290]. 

The effect of the three bimetallic oxides and the carbon felt on the activities of microorganisms is 

presented by the curves of consumption of CO2 and H2 (Figure 5.8A, B). After three days of testing, 

the quantities of H2 and CO2 decreased progressively, synonymous with their consumption by the 

microorganisms. The corresponding curves for the bottles containing the bimetallic oxide FeSnO 

(1:1) show a more decreasing slope than the others. This means that the presence of the carbon felt 

pieces supporting the oxide FeSnO (1:1) positively affects the activities of the microorganisms. 

The opposite effect is observed on the curves corresponding to the bottles containing the carbon 

felts supporting the bimetallic oxides FeCuO (1:2) and CoMnO (2:1). These materials therefore 

have an inhibitory effect on the activity of microorganisms. The presence of simple carbon felt 

pieces has no significant impact on their activities. CO2 consumption rates are shown in Figure 5.9. 

It is obvious that the presence of the oxides FeCuO (1:2) and CoMnO (2:1) slow down the activities 

of the microorganisms. As for the presence of FeSnO (1:1), it improves CO2 consumption by 4.3 

times. 
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Figure 5.8 Consumption of A) H2 and B) CO2 by a enriched acetogenic mixed culture in the 

presence of bimetallic oxides, tests carried out in triplicate. Error bars represent standard 

deviation. 

 

Figure 5.9 CO2 consumption rate by acetogenic enrichment in the presence of bimetallic oxides, 

tests carried out in triplicate. Error bars represent standard deviation. 

The effect of bimetallic oxide particles is not significant on the production of alcohol at the end of 

the tests (Table 5.4). On the other hand, this effect is visible on the concentrations of volatile fatty 

acids at the end of the tests (Table 5.3). The concentrations of the different volatile fatty acids 

decreased with the presence of bimetallic oxide particles FeCuO (1:2). Likewise with bimetallic 
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oxide CoMnO (2:1) except the concentrations of acetate and propionate which were not affected. 

Bimetallic oxide CoMnO (2:1) is therefore not active on the activity of microorganisms that extend 

carbon chains into medium-chain volatile fatty acids (butyrate, valerate, caproate). The positive 

effect of the bimetallic oxide particles FeSnO (1:1) is visible on the concentrations of acetate and 

butyrate. The concentration of acetate increased from 1541 ± 46 mg/L in the control bottles without 

bimetallic oxide particles to 2039 ± 83 with the presence of FeSnO (1:1) particles supported on 

carbon felt. That of butyrate increased analogously from 858 ± 69 to 1232 ± 72. 

Table 5.3 The impact of bimetallic oxides on the production of volatile fatty acids from CO2 and 

H2 by acetogenic enrichment, tests carried out in triplicate. 

Tests Acetate Propionate Butyrate Valerate Caproate 

Control 1541 ± 46 28 ± 3 858 ± 69 52 ± 1 101 ± 6 

Carbon felt 1723 ± 69 19 ± 1 760 ± 23 48 ± 1 88 ± 2 

FeCuO (1:2) 431 ± 10 19 ± 4 653 ± 8 10 ± 1 68 ± 1 

CoMnO (2:1) 1480 ± 63 31 ± 3 672 ± 5 41 ± 1 71.3 ± 0.3 

FeSnO (1:1) 2039 ± 83 20 ± 2 1232 ± 72 55 ± 2 100 ± 7 

Table 5.4 The impact of bimetallic oxides on the production of alcohols from CO2 and H2 by an 

enriched acetogenic mixed culture, tests carried out in triplicate. 

Tests Methanol Ethanol C3 alcohols C4 alcohols 

Control 8.7 ± 0.2 15.3 ± 1.5 0.8 ± 0.1 23.5 ± 1.2 

Carbon felt 8.4 ± 0.5 14.1 ± 0.2 0.6 ± 0.1 23.1 ± 1.1 

FeCuO (1:2) 8.5 ± 0.5 10.1 ± 0.5 0.54 ± 0.02 19.4 ± 1.0 

CoMnO (2:1) 8.9 ± 0.3 15.4 ± 1.9 0.7 ± 0.1 20.9 ± 1.2 

FeSnO (1:1) 8.7 ± 0.5 14.4 ± 1.0 0.8 ± 0.2 21.6 ± 1.6 
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5.3.4 Importance of electrocatalytic reaction products for bioelectrochemical 

reduction of CO2 

In addition to functioning as supports and anchor points for microorganisms, cathode materials 

play a crucial role in catalyzing the production of compounds that serve as intermediates for 

indirect electron transfer to microorganisms developed in biofilms on the cathode or suspended in 

solution [15], [237]. Single-carbon compounds (CH3OH, CO, HCOO-) resulting from CO2 

reduction and hydrogen produced by water hydrolysis have been identified in various studies as 

key intermediates facilitating the indirect electron transfer process [15], [61], [237], [291], [292], 

[293], [294], [295]. Ethanol is another significant compound used by microorganisms for volatile 

fatty acids carbon chain elongation [296], [297]. 

Hydrogen produced mainly on the different electrodes has been referenced in literature as an 

essential intermediate product, enhancing the performance of microbial electrosynthesis cells [61], 

[298], [299]. The methanol produced at low coulombic efficiency is also a compound used by 

autotrophic microorganisms to produce organic compounds such as volatile fatty acids [293], 

[294], [295]. The bimetallic oxide FeSnO (1:1) that has improved the production of volatile fatty 

acids in batch bottle tests can be used for the development of an efficient cathode to produce volatile 

fatty acids. The specific surface area of these particles may facilitate microbial growth and promote 

direct electron transfer between microbial species. In this context, hydrogen and methanol could 

serve as intermediates in an indirect electron transfer mechanism, further contributing to the overall 

efficiency of the microbial electrosynthesis process. Furthermore, pH conditions (pH=6.5) close to 

neutrality are favorable to microbial proliferation and metabolic activity. 

5.4 Conclusion 

Electrochemical reduction of CO2 was studied on three bimetallic oxides catalysts (FeCuO, CoMn 

and FeSnO) synthesized with three molar metal ratios (1:2, 1:1 and 2:1). It was found that the initial 

metal ratios 1:2, 2:1 and 1:1 for FeCu, CoMn and FeSn based oxides respectively are more stable 

and exhibit the lowest cathodic overpotentials. The reduction of CO2 on these bimetallic oxides led 

to methanol and tertbutanol at a total coulombic efficiency lower than 20%. Hydrogen was the 

major product produced at a minimum efficiency of 75%. Batch bottle tests with an enriched 

acetogenic mixed culture in the presence of the most stable catalysts showed that the bimetallic 

oxide FeSnO (1:1) has an activating effect on the activity of microorganisms producing volatile 
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fatty acids. This is an important result for biochemical and bioelectrochemical systems for CO2 

reduction. Further research should focus on CO2 reduction in microbial electrosynthesis cell using 

FeSnO (1:1) based cathode. 
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Abstract 

The conversion of CO2 into value-added chemicals via microbial electrosynthesis (MES) offers a 

promising route for sustainable production of high-value chemicals. The study evaluates five 

bimetallic oxides (FeCuO, FeSnO, SnCuO, MnCuO, and CoMnO) for their impact on mixed 

microbial cultures capable of CO2 utilization. FeSnO significantly enhanced acetogenic and chain-

elongating activity while suppressing acetoclastic methanogenesis. When used to coat carbon felt 

cathodes in microbial electrosynthesis (MES) cells, FeSnO increased CO₂ conversion efficiency to 

over 90%, and enabled the production of butyrate and caproate at rates up to 566 mg (Lc d)−1 and 

89 mg (Lc d)−1, respectively. Maximum product selectivity reached 53% for butyrate and 10% for 

caproate, surpassing by 4-fold those achieved with unmodified cathodes. Electrochemical 

impedance spectroscopy revealed that FeSnO coatings decreased charge transfer resistance from 

209.4 Ω to 0.9 Ω, while promoting biofilm formation. These findings suggest that FeSnO coating 

not only enhances electrochemical performance but also facilitates microbial chain elongation 

critical for successful CO2 conversion to medium-chain fatty acids.  

 

Keywords: microbial electrosynthesis; non-noble bimetallic oxide; volatile fatty acids, CO2 

utilization; mixed culture. 
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6.1 Introduction 

The rising concentration of carbon dioxide (CO2) in the atmosphere remains a global environmental 

concern [300]. Consequently, the development of sustainable technologies for CO2 capture and 

utilization has become a focus of many studies, [4], [301], [302], [303], [304]. Among various 

approaches for CO2 utilization, such as photocatalytic, thermocatalytic, biocatalytic, 

electrocatalytic, and bioelectrocatalytic methods, electrocatalytic cells (ECs) and microbial 

electrosynthesis cells (MES) cells have attracted significant attention [7]. Both ECs and MES cells 

offer promising solutions for producing renewable chemicals from CO2 [19]. 

In ECs, CO2 reduction takes place at the cathode within a system typically comprising an anode 

and cathode compartments separated by an ion-exchange membrane. The cathode material plays a 

key role in determining the efficiency of CO2 reduction. This process generally yields mono-carbon 

compounds including formate (HCOO-), carbon monoxide (CO), methanol (CH3OH), and methane 

(CH4) [238], [239], [305], [306]. Multi-carbon compounds, such as ethanol (C2H2OH), ethylene 

(C2H4) and propanol (C3H7OH), can also be produced on heterogeneous cathodes, including 

bimetallic alloys (e.g. Au-Cu, Zn-Cu, Ag-Cu) [169], [238], [307]. However, electrochemical CO2 

reduction faces several limitations, including the high cost and low stability of cathode materials, 

as well as low rate and efficiency of CO2 conversion, particularly at high current densities  [240], 

[241].  

Bioelectrochemical catalysis in MES cells involves living microorganisms that catalyze the 

reduction of CO2 into various chemicals. This process has attracted increasing interest due to its 

ability to produce a broad range of short and medium chain carboxylic acids, and their 

corresponding alcohols [187], although production of acetate is more common [184], [308]. 

Nevertheless, several recent studies demonstrated production of butyrate and caproate through 

microbial electrosynthesis [108], [309]. Additionally, a two-phase (tandem) process combining 

CO2 conversion to carbon monoxide (CO) followed by the microbial CO conversion to medium 

chain fatty acids was recently proposed [310].  

The performance of MES cells depends on factors such as the microorganisms inhabiting the 

cathode compartment and forming electroactive biofilms, the electrode materials, and the overall 

cell design [311]. Key challenges in MES cell applications include much lower current densities 

compared to ECs and low yields of multi-carbon products, partly due to the wide spectrum of 
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carboxylic acids produced by the microorganisms. Additionally, improving MES cell performance 

is hindered by limited understanding of the electron transfer mechanism [187]. Despite these 

challenges, the MES approach is considered a promising pathway for developing scalable 

processes for CO₂ reduction into high value chemicals such as carboxylic acids and biofuels. 

Overall, electricity-driven microbial metabolism can be used for the valorization of CO2 and a 

broad range of organic wastes, as highlighted in recent reviews [312], [313]. 

The rate of CO2 reduction in a MES cell and the spectrum of resulting products can be significantly 

affected by the cathodic microbial populations and the cathode surface properties, as well as such 

operating conditions as cathode potential, partial pressure of CO2 and H2, hydraulic retention time 

and other factors [314]. As far as microbial populations are concerned, the presence of 

methanogenic microorganisms, hydrogenotrophic methanogens in particular, leads to extensive 

CH4 production [315]. Acetoclastic bacteria can successfully compete with the hydrogenotrophic 

methanogens leading to the production of acetate [316]. Furthermore, if chain – elongating bacteria 

are also present in the mixed microbial population, short and medium chain fatty acids (SCFAs and 

MCFAs), such as butyrate and caproate, can be produced, although long hydraulic retention times 

are required [92], [317], [318].  

Developing low-cost, highly stable cathode materials that facilitate microbial adhesion and electron 

transfer at the cathode-biofilm interface is a critical research area for overcoming the challenges of 

CO₂ reduction in MES cells [17], [319]. Commercial two- and three-dimensional carbon materials, 

such as carbon paper, carbon felt, carbon fiber, granular graphite, etc, are widely used due to their 

relatively low cost, good conductivity and large specific surface area [18]. Modifying the surface 

of these materials with metal-based nanoparticles offers a promising approach, as it increases the 

available surface area for electroactive biofilm formation and reduces charge transfer resistance. 

Several studies have demonstrated enhanced MES cell performance using cathodes with metal 

oxides (Fe2O3, MnO2) deposited on carbon materials [60], [153]. 

Furthermore, mixed metal oxides are widely used in electrochemical cells due to their conductive 

and electrocatalytic properties as well as their high stability [246], [252], [255], [256], [260], [286].  

These materials exhibit good catalytic properties for CO2 reduction and may facilitate biofilm 

formation and microbial activity. Moreover, they may produce intermediate products that serve as 
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electron sources and organic carbon substrates for microbial transformations, such as chain 

elongation [15].  

Accordingly, this study focuses on estimating the impact of five bimetallic oxides on methanogenic 

(hydrogenotrophic and acetoclastic) and acetogenic mixed microbial populations. Following these 

initial assays, the best performing FeSnO bimetallic oxide deposited onto carbon felt cathode was 

used for enhancing CO2 reduction in a MES cell inoculated with a mixed anaerobic acetogenic 

microbial enrichment lacking methanogenic populations and capable of combining CO2 reduction 

to acetate with microbial chain elongation of acetate into butyrate and caproate.  

6.2 Materials and Methods 

6.2.1 Analytical methods, electrochemical characterization and calculations 

The bottle headspace, MES cell’s cathode and anode off-gas composition were analyzed using a 

gas chromatograph (HP 6890 C, Hewlett Packard, Palo Atlo, CA, USA). Volatile fatty acids 

(VFAs) and alcohols were also analyzed by gas chromatography (Agilent 6890 N, Santa Clara, 

CA, USA) and Agilent 6890 N, Wilmington, CA, USA), respectively. Method details can be found 

elsewhere [320]. The flow rate of the cathode compartment off-gas was measured using gas 

flowmeter (MilliGascounter, PMMA, Ritter, Germany).  

Catholyte, which also served as a medium for microbial culture growth, was prepared as follows: 

15 mL of a mineral solution, 10 mL of trace metals solution, 0.5 g of yeast extract and 1 mL of 

resazurin 0.1% (w/v) were added to distilled water for a total volume egal to 1L. Serum bottles 

containing this solution were placed in a microwave for 5 to 10 min and then flushed with gas 

containing N2 /CO2 (80/20 v/v) for 15 min. The bottles were then autoclaved for 20 min at 121 psi. 

After cooling, 1 mL of a vitamin solution, 1.3 mL of cysteine 30 g L−1, 1 ml of Na2S.9H2O 2.5% 

(w/v) and 5 ml of MES 200 g L−1 were added to 100 mL autoclaved solution. The anolyte consisted 

of 0.05M phosphate (pH 6.2) solution containing 1.20 g of K2HPO4 and 5.87 g of KH2PO4. Mineral, 

trace element, and vitamin solution compositions are provided in Annexe A. 

Biomolecular analysis of microbial communities was carried out using amplicon sequencing of 

nearly full-length 16S rRNA genes as detailed in Annexe A (Section A-4. 

Voltammetric and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) characterization was performed 

using a CHI 760C potentiostat (CH Instruments, Bee Cave, TX, USA). An Ag/AgCl (KCl, 1M) 
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electrode was inserted into the MES cell cathode compartment during electrochemical tests and 

served as a reference, while a dimensionally stable anode located in the anode compartment was 

used as a counter-electrode. 

Coulombic Efficiency (CE) was calculated as: 

CE (%) = F∑ (χj njj )∫ Idtt+1t ∙ 100 6.1 

where F is the Faraday constant (984,851 C/mol), χj is the amount of chemical j (mol), nj is the 

number of electrons required for production of j-th chemical from CO2, and I is the current. 

Selectivity (Se) was defined as the fraction of total electrons used for the production of a 

specific VFA relative to the total number of electrons in VFAs: Se (%) = χj nj∑ (χj njj ) ∙ 100 6.2 

where χj is the amount of j-th VFA (mol), nj is the number of electrons required for production of 

j-th VFA from CO2. 

The CO2 removal efficiency (ECO2) was calculated as follows: ECO2 = FCO2in −FcatCCO2FCO2in ∙ 100 6.3  

where 𝐹𝐶𝑂2𝑖𝑛  is the flow rate of pure CO2 supplied to the cathode (mL d-1), Fcat is the cathode off-

gas flow (mL d-1), and CCO2 is the concentration of CO2 in the cathode off-gas. 

6.2.2 Synthesis of bimetallic oxides 

Bimetallic oxides were prepared using the sol-gel method with different combinations of Fe, Cu, 

Sn, Mn, and Co salts. The following five bimetallic oxides were prepared: FeCuO, FeSnO, SnCuO, 

MnCuO, and CoMnO. Each oxide was prepared at equimolar metal ratio (1:1), unless specified 

otherwise. The procedure involved dissolving 0.04 mol of metal precursors (SnSO4, Fe(NO3)3, 

Cu(CH3COO)2, CoCl2, Mn(CH3 COO)2) in 200 mL of distilled water followed by adding 0.06 mol 

of citric acid. The solution was heated to approximately 80°C and kept under vigorous stirring on 

a hot plate. The pH of the solution was adjusted to 10 by slowly adding 2M NaOH. After 6 hours, 

the formed product was filtered, washed with distilled water, and rinsed with ethanol. The resulting 

product was dried at 120°C for 12 hours and calcinated at 450°C for 5 hours. 
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6.2.3 Preparation of electrodes and electrolytes 

Carbon felt pieces (6 cm x 9 cm x 0.5 cm) were pretreated by sonication for 30 min in pure ethanol 

and then for additional 30 min in acetone to eliminate residual impurities, then heated to 60°C in 

10% H2O2 solution, and then in 10% HCl solution for 15 min. The felt pieces were rinsed 

thoroughly with distilled water and dried in an oven at 120 °C for 12 h. 

For cathode preparation, 540 mg of bimetallic oxide, 10 mL of 5% Nafion (w/v) solution and 20 

mL of isopropanol were mixed and sonicated for 1.5 h. This mixture was transferred into a suitable 

mold for absorption on one side of the pretreated carbon felt. The carbon felt was then dried in an 

oven at 120 °C for 12h. The same procedure was repeated for the other side of the carbon felt. The 

dried material was cut into 4 cm x 4 cm x 0.5 cm pieces. The cathode was assembled by connecting 

three sandwiched pieces of carbon felt with titanium wire, which served as a current collector. The 

anode was made using two 7 cm × 5 cm × 0.1 cm Ti/mixed metal oxide mesh pieces with a titanium 

wire current collector. 

6.2.4 Microbial cultures 

Granular anaerobic sludge from an upflow sludge bed (UASB) reactor treating agricultural wastes 

(Lassonde Inc, Rougemont, QC, Canada) was used as a source of mixed microbial population in 

batch activity tests aimed at evaluating CO2 / H2 and acetate consumption. Acetogenic enrichment 

was prepared from a mixture containing equal volumes of sludge collected from a laboratory-scale 

fermenter fed with organic food waste and heat-treated anaerobic sludge from the UASB reactor. 

The anaerobic sludge was heat-treated (80°C for 20 min) and then combined with the fermenter 

sludge. To adapt this inoculum for CO2 conversion to volatile fatty acids (VFAs), the culture was 

maintained in serum bottles flushed with CO2 and H2 (20/80 v/v). Bottle headspace was re-flushed 

once a week. Periodic (approximately every 3 weeks) culture transfers were performed to enrich 

this culture in acetogenic and chain elongating bacteria. A total of 5 transfers was performed. The 

resulting mixed microbial culture was capable of efficient CO2 conversion to acetate and microbial 

chain elongation to butyrate and caproate.  

6.2.5 Batch tests 

Batch microbial activity tests were conducted in 60 mL serum bottles containing 0.05 M phosphate 

buffer solution at pH 7.5 (details provided in Annexe A) and microbial culture.  Bottles were 
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flushed with either H2/CO2 (80/20 v/v) or N2/CO2 (80/20 v/v). After inoculation, the bottles were 

incubated at 35°C and 120 rpm (Innova 42R, New Brunswick).  Bimetallic oxides were tested at 

concentrations 1-2.5 g L−1 with bimetallic oxide-free bottles swerving as controls. All tests were 

carried out in triplicate. Table 6.1 summarizes batch test conditions.  

Table 6.1 Batch tests conditions. 

Inoculum (amount) Metabolic activity Carbon 
source 

Headspace BES Bimetallic oxide 
amount (g L−1) 

Anaerobic sludge 
(0.55 g) 

Hydrogenotrophic 

methanogenic 

CO2 H2/CO2 No 2.5 

Anaerobic sludge 
(1.4 g) 

Acetoclastic 
methanogenic 

Acetate N2/CO2 No 2.5 

Anaerobic sludge 
(0.55 g) 

acetogenic CO2 H2/CO2 Yes 1 

acetogenic 
enrichment (5 mL) 

acetogenic CO2 H2/CO2 No 1 

 

6.2.5.1 Anaerobic sludge tests 

In these tests, the impact of bimetallic oxides on the hydrogenotrophic methanogenic, acetoclastic 

methanogenic, and acetogenic activities was evaluated. To study H2/CO2 consumption 

(hydrogenotrophic activity), each test bottle contained 0.55 g of anaerobic sludge, corresponding 

to a concentration of 2 g L−1 of volatile suspended solids (VSS), 50 mg of bimetallic oxide powder 

(2.5 g L−1), and 19.5 mL of 0.05M phosphate buffer solution. To initiate the test, the bottles were 

flushed with H2/CO2 for five minutes and pressurized to 15 psi.  

To investigate the impact of bimetallic oxides on the acetoclastic methanogenic activity, 1.4 g of 

the anaerobic sludge (5 g L−1 of VSS), 50 mg powder of a bimetallic oxide (2.5 g L−1) and 18.5 mL 

of 0.05 M phosphate buffer (pH=7.5) were added to each bottle. Each bottle was flushed with 

N2/CO2 for 5 minutes. Finally, 0.2 mL of nutrients solution containing 300 g L−1 of acetate was 

added to provide carbon source for the acetoclastic methanogens. 
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To study the impact of bimetallic oxides on acetogenic microorganisms, same experimental 

conditions as in the H2/CO2 consumption tests were used. However, 2-bromo-ethanesulfonic acid 

(BES) at 5 mmol L−1 as an inhibitor of methanogenic activity was added to each bottle. Also, the 

amount of bimetallic oxides added to each bottle was reduced to 20 mg (1 g L−1) and only FeSnO, 

FeCuO, and CoMnO oxides were used for this test.  

6.2.5.2 Acetogenic enrichment tests 

The batch H2/CO2 consumption tests described above were repeated using a mixed enrichment 

culture. The tests were conducted with FeSnO (1:1), FeCuO (1:2), and CoMnO (2:1). For each test, 

0.7 g of coated carbon felt pieces (0.5 cm per side), 15 mL of medium used as the catholyte, as 

described above, and 5 mL of the acetogenic enrichment were introduced into each bottle. The 

bottles were flushed with H2/CO2 (80/20 v/v) following the procedure described for other bottle 

tests.  

6.2.6 MES design and operation 

Two MES cells were simultaneously operated, each with a 180 mL cathode compartment and 50 

mL anode compartment separated by a Nafion® 211 membrane (Nafion® NR-211, DuPont) 

covered by nylon cloth, as described elsewhere [321]. In total, four MES experiments were 

conducted. Two experiments used carbon felt cathodes (CF-1, CF-2), and two used FeSnO-coated 

carbon felt cathodes (FeSnO-1, FeSnO-2). The catholyte solution was supplied using a 50 mL 

syringe at a flow rate of 10 mL d−1, while the anolyte solution was fed by a peristaltic pump at 22 

mL d-1. Catholyte pH was maintained at pH 6 ± 0.1 by a pH controller using a pH probe installed 

in the external recirculation line and a peristaltic pump, which added 0.5M phosphoric acid. The 

temperature was maintained at 32.5 ± 1 °C by a temperature controller using a rope heater attached 

to the external recirculation loop and a temperature probe placed inside the compartment. Gaseous 

CO2 was continuously supplied into the cathode compartment through a sparger using a peristaltic 

pump. The MES cells were operated under a constant current mode using a power supply (DC 

Power supply, PW18–1.8AQ, TEXIO Kenwood, Japan). Table 6.2 summarizes all operating 

phases. 
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Table 6.2 Phases and operating parameters of MES experiments. 

Phase Duration 

(day) 

Current 

(mA) 

Current 
density  

(mA L−1) 

H2 flow rate  

(mL d−1) 

CO2 flow rate  

(mL d−1) 

1 14 0 0 800 200 

2 14 50 278 0 200 

3* 14 50 278 0 300 

4 7-10 80 444 0 300 

* This phase was not used during the CF-1 experiment. 

6.3 Results and discussion 

To evaluate the impact of bimetallic oxides on CO₂ reduction to short chain fatty acids (SCFAs), 

followed by microbial chain elongation, this study began with a series of bottle tests aimed at 

assessing the effects of various bimetallic oxides on methanogenic and acetogenic mixed microbial 

populations. Based on this comparison, the best-performing bimetallic oxide was selected for MES 

experiments. In these experiments, the CO₂ flow rate supplied to the cathode compartment, and the 

current density were progressively increased to determine the maximum attainable rate of CO₂ 

consumption and the resulting conversion products. Additionally, experimental results from MES 

cells equipped with carbon felt cathodes were used to assess the impact of the bimetallic oxide on 

CO₂ conversion. 

6.3.1 Impact of bimetallic oxides on anaerobic and acetogenic cultures 

6.3.1.1 Batch tests with anaerobic sludge 

In several recent MES studies, anaerobic sludge was used as an inoculum for the conversion of 

CO2 and H2 into CH4 or acetate due to its diverse microbial community and metabolic capabilities 

[151], [322]. Anaerobic sludge contains complex microbial consortium of various anaerobic 

microorganisms including hydrogenotrophic and acetoclastic archaea, and acetogenic bacteria. The 

hydrogenotrophic methanogens and acetogens can efficiently utilize CO2 as a carbon source with 

H2 acting as an electron donor to produce CH4 through hydrogenotrophic methanogenesis or 

acetate via acetogenesis, respectively. Additionally, anaerobic sludge is readily available as a by-
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product of anaerobic wastewater treatment, potentially making it a cost-effective and sustainable 

inoculum for MES cells.  

Some transition metals, like Fe, Co, and Mn, exhibit low-toxicity towards acetogenic activity, but 

are vital for acetogenic metabolism, likely impacting dehydrogenases and electron carriers. 

Considering that methanogenic and acetogenic microorganisms use different metabolic pathways 

for CO2 conversion, it was hypothesized that these microorganisms react differently to the presence 

of trace levels of metal ions and that certain bimetallic oxides can enhance acetogenesis since these 

metals can act as redox mediators and facilitate extracellular electron transfer from a cathode to 

acetogenic bacteria, while suppressing hydrogenotrophic and acetoclastic methanogenesis. 

Previous studies have shown that Fe and Ni ions increase acetogenic activity [323]. At the same 

time, inhibition of methanogenic activity in the presence of Ni and Cu ions was observed, while 

acetogenic activity was suppressed to a lesser degree [321]. Interestingly, electrochemical CO2 

reduction on a Cu-based cathode can lead to ethanol production from CO2 [169], [238].  Also, 

homoacetogenic CO2 reduction can be enhanced because the Wood-Ljungdahl pathway is affected 

by the presence of transition metals or metal oxides. Finally, acetogens and methanogens compete 

for the same electron donors (e.g. H2 or electrons) and the presence of metal oxides or 

corresponding metals can change the equilibrium between these two populations. Consequently, 

the impact of bimetallic oxides on CO2 reduction was assessed in a series of batch activity tests 

conducted using five different bimetallic oxides. 

Figure 1 presents the rates of H2 consumption and CH4 production in batch tests designed to 

evaluate hydrogenotrophic and acetoclastic methanogenic activities, respectively, in the presence 

of five bimetallic oxides. By comparing these rates with those observed in control bottles without 

bimetallic oxides, the impact of the bimetallic oxides on the two trophic groups becomes evident.  
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Figure 6.1 Rates of A) H2 consumption and CH4 production from CO2 and H2 and B) CH4 

production from acetate using anaerobic sludge inoculum. Error bars represent standard 

deviation. 

Notably, both acetoclastic and hydrogenotrophic activities were significantly lower in the presence 

of copper-based bimetallic oxides (FeCuO, SnCuO and MnCuO), suggesting an inhibitory effect 

of Cu on methanogenic populations. Hydrogenotrophic activity can be inhibited through enzyme 

inhibition or electron competition. In particular, Cu can substitute essential metals like Ni or Fe in 

the active centers of enzymes [324]. Some transition metals, like Fe, Co, and Mn, exhibit low 

toxicity towards acetogenic activity, but are vital for acetogenic metabolism, impacting enzymatic 

activity and electron transport [321], [325], [326]. Considering that methanogenic and acetogenic 

microorganisms use different metabolic pathways for CO2 conversion, it was expected that these 

microorganisms react differently to the presence of metals and/or metal oxides. 

In contrast, the presence of FeSnO and CoMnO in the test bottles did not significantly affect 

hydrogenotrophic or acetoclastic methanogenesis (Figure 6.1). However, a reduction in the acetate 

conversion rate to CH4 by acetoclastic methanogens was observed in the presence of FeSnO. These 

observations suggest that FeSnO negatively affects acetoclastic methanogens, while enhancing 

hydrogenotrophic methanogenic activity.  



95 
 

Additionally, product analysis at the end of the test showed low concentrations of all VFAs (below 

10 mg L−1, Table A.6.1 in Annexe A). However, the appearance of butyrate and valerate in bottles 

containing FeSnO and CoMnO (as compared to the control bottles lacking bimetallic oxides) 

suggest that acetate and propionate chain elongation was enhanced in the presence of these 

bimetallic oxides.  

Low VFA concentrations could be attributed to hydrogenotrophic archaea outcompeting 

acetogenic bacteria for the common carbon source (CO2). Additionally, conversion of acetate to 

CH4 by the acetoclastic archaea likely contributed to the low VFA levels.  Fast CO2 consumption 

by hydrogenotrophic methanogens appeared to be the most plausible explanation, as the H2 

consumption to CH4 production ratio was close to the stoichiometric ratio of 4 mol/mol (Table 

6.2B), agreeing with the material balance for CH4 production from H2. In contrast, a two-step 

process of CO2 conversion to acetate followed by its consumption for CH4 production, would be 

expected to result in a higher microbial maintenance requirement, leading to increased H2 

consumption and, consequently, a higher H2 consumption to CH4 production ratio. Furthermore, 

CH4 production in the presence of bimetallic oxides (except CoMnO) was inhibited compared to 

the control test (Figure A.6.1).  

Overall, results of these tests suggested a significant effect of bimetallic oxides on the activity of 

the methanogenic microorganisms. However, none of the tested bimetallic oxides suppressed the 

hydrogenotrophic methanogenic activity to a degree, which would be sufficient for extensive 

production of acetate and other VFAs. Accordingly, in the following test the methanogenic activity 

was inhibited by the addition of 2-bromoethanesulfonic acid (BES), a well-known methanogenesis 

inhibitor [327], at 5 mmol L−1. CoMnO, FeSnO, and FeCuO bimetallic oxides were used in these 

tests. The choice of these bimetallic oxides was based on the observed production of VFAs in the 

first test (Table A.6.1 in Annexe A), where butyrate and valerate were produced in the presence of 

FeSnO and CoMnO, while FeCuO resulted in a higher concentration of acetate.  

In the test using BES, methanogenic activity was completely inhibited, as evidenced from the 

absence of CH4 production after approximately 24 h from the test startup (Figure A.6.1). The 

inhibition of methanogenic activities resulted in a substantial increase in acetate concentration in 

the bottles, compared to previous tests without the inhibitor. In particular, results given in Table 

6.3 demonstrate that VFA production increased with the presence of bimetallic oxides FeSnO and 
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FeCuO compared to the control test. Despite the improvement in acetate production, the 

concentrations of butyrate, valerate and caproate remained low indicating a lack of chain-

elongating microorganisms, although in the bottles with FeSnO powder butyrate concentration 

increased to 29 ± 1 mg L−1 (Table 6.3). Microbial chain elongation proceeds by adding two carbon 

atoms per step via reverse β-oxidation [328]. Accordingly, acetate is elongated to butyrate and 

further to caproate. It can be hypothesized that FeSnO facilitated microbial chain elongation 

resulting in improved acetate conversion to butyrate. In addition to limited population of bacteria 

capable of chain elongation, acetate conversion to butyrate and caproate requires the availability 

of suitable electron donors, such as ethanol. Under anaerobic conditions, acetogenic bacteria such 

as Clostridium ljungdahlii, can produce ethanol from CO2 and H2 through the Wood-Ljungdahl 

pathway [329]. A lack of ethanol or another electron donor could have been another factor limiting 

microbial chain elongation in test bottles. Overall, batch tests using anaerobic sludge showed that 

while it can be used for acetate production, microbial chain-elongating populations required for 

successful acetate conversion to butyrate and caproate are lacking, limiting formation of chain 

elongation products from SCFAs. 

Table 6.3 Production of VFAs by anaerobic sludge in the presence of bimetallic oxides and BES 

(methanogenesis inhibitor). 

VFA (mg L−1) Acetate Propionate Butyrate Valerate Caproate 

Initial (t=0) 0 0 0 0 0 

Control 54 ± 2 11.0 ± 0.6 17 ± 4 5 ± 1 0 

CoMnO 118 ± 8 14 ± 1 9 ± 1 10 ± 1 0 

FeSnO 1723 ± 38 15 ± 3 29 ± 1 5 ± 1 0 

FeCuO 1544 ± 141 18 ± 2 11 ± 1 7.8 ± 0.2 0 

 

6.3.1.2 Batch tests with acetogenic enrichment 

Based on the results of batch tests with anaerobic sludge, it became clear that to successfully 

combine CO2 conversion with microbial chain elongation the development of a specialized 

microbial consortium is required. Accordingly, efficient mixed microbial consortium capable of 
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combing CO2 conversion and chain elongation for butyrate and caproate production was developed 

following the enrichment procedure outlined in Materials and Methods. This microbial consortium 

was used for a series of batch activity tests in the presence of different bimetallic oxides. 

For these experiments bimetallic oxides FeSnO (1:1), CoMnO (2:1) and FeCuO (1:2) were used. 

The selection of ratios was based on the improved stability of these oxides in electrocatalytic tests 

(results not shown).  Figure 6.2A compares the rates of CO2 conversion by the acetogenic 

microorganisms in the presence of these oxides coating carbon felt. CO2 consumption increased 

4.4 times in the presence of FeSnO (1:1), while CoMnO (2:1) and FeCuO (1:2) have a negative 

impact on CO2 consumption. Indeed, CO2 consumption decreased by 21.8 % and 61.6 % in the 

presence of CoMnO (2:1) and FeCuO (1:2), respectively.  VFA concentrations in all bottles 

measured after 8 days of the test showed significant production of acetate and butyrate, while 

propionate, valerate and caproate concentrations remained low (Figure 6.2B). The presence of 

FeCuO (1:2) and CoMnO (2:1) led to a decrease in VFA production, while concentrations of 

acetate and butyrate were somewhat increased in the presence of FeSnO (1:1). However, valerate 

and caproate concentrations were low all test bottles. Such relatively low difference could be 

explained by the short test time (8 days) to observe chain elongation to these VFAs. Also, liquid 

pH was observed to decrease to 4.5 – 4.8 in all bottles. While formation of alcohols by acetogenic 

bacteria at pH values below 5 can be hypothesized, no significant impact on the production of 

alcohols was observed with ethanol concentrations at around 30 mg L−1 in all test bottles (Table 

A.6.3). 
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Figure 6.2 A) CO2 consumption rate and B) Production of VFAs from CO2 by the acetogenic 

enrichment. Error bars represent standard deviation. 

Overall, batch test results suggest that bimetallic oxides can influence microbial metabolic 

activities both positively and negatively, corroborating literature findings that highlight the impact 

of metal nanoparticles on the activity of mixed microbial populations in anaerobic digesters [330].  

Cu-based bimetallic oxides inhibited both methanogenic and acetogenic microorganisms. In 

contrast, FeSnO and CoMnO particles positively affected acetogenic populations, thus enhancing 

CO2 conversion. Unlike CoMnO, FeSnO was observed to inhibit acetoclastic methanogens while 

leading to a higher rate of CO2 consumption in the acetogenic culture test. Based on these results, 

FeSnO was selected for further testing as a cathode coating for MES cells. 

6.3.2 Microbial electrosynthesis experiments  

Batch activity tests helped to select the microbial inoculum and the bimetallic oxide most suitable 

for the efficient conversion of CO2 to VFAs under bioelectrochemical conditions. Based on these 

results, MES cells were inoculated with a mixed acetogenic microbial enrichment and used FeSnO 

– coated carbon felt cathodes. To access FeSnO impact, on CO2 conversion, experiments were 

conducted using both plain carbon felt cathode (CF-1 and CF-2 experiments) and FeSnO cathode 

(FeSnO-1 and FeSnO-2 experiments) under varying CO2 flow rates and current densities (Table 

6.2). The following discussion focusses on the best performing experiments in each series (CF-2 

and FeSnO-2), with reproducibility discussion also referring to CF-1 and FeSnO-1 experiments. 
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6.3.2.1 Operation of the MES cell with carbon felt cathode 

Figure 6.3A shows steady state values of VFA concentrations at the end of each experimental phase 

of CF-2 operation, while the corresponding CO2 conversion efficiencies are shown in Figure 6.3B. 

Additionally, results of the CF-1 experiment, which showed significantly lower production of 

butyrate and caproate, are shown in Figure B.6.3 and Table A.6.5 (Annexe A).  

During Phase 1 (zero applied voltage), of the CF-2 experiment, CO2 and H2 were continuously 

supplied at flow rates of 200 mL d−1 and 800 mL d−1, respectively (Table 6.2). Under these 

operating conditions, VFA concentrations stabilized after first 7 days of operation with moderate 

concentrations of all measurable VFAs. Notably, the CF-2 inoculum had low pH of 4.5 and, 

accordingly, contained 1,880 mg L−1 of ethanol, produced from acetate via solventogenesis [331]. 

In contrast, all other inoculum bottles containing the same mixed anaerobic enrichment prepared 

for inoculating MES cells, had a final pH between 5.0 - 5.2, with ethanol concentration below 150 

mg L−1. As a consequence of high initial ethanol concentration in the bottle containing the CF-2 

inoculum, valerate and caproate concentrations reached 250 mg L−1 and 550 mg L−1, respectively, 

by the end of Phase 1, likely due to microbial chain elongation in the presence of ethanol [92], 

[318]. However, in the CF-1 experiment, which had low initial ethanol concentration (7 mg L−1), 

the valerate and caproate concentration at the end of Phase 1 were below 20 mg L-1 (Figure A.6.3 

in Annexe A). Importantly, by the end of Phase 1 ethanol concentration in CF-2 declined to 1-2 

mg L−1, suggesting limited solventogenesis at pH 6 (Figure A.6.2).   

In Phase 2, applying 50 mA current and removing H2 from the gas stream (Table 6.2) resulted in 

increased CO2 consumption and acetate production, with CO2 conversion efficiency stabilizing at 

98% (Figure 3B).  Caproate and valerate concentration declined (Figure 6.3A), while ethanol 

concentration remained low (Figure A.6.2A).   

In Phase 3 the same current density was maintained, but CO2 supply was increased to 300 mL d−1. 

The high CO2 conversion efficiency (> 91%) and increased acetate production confirmed improved 

availability of dissolved H2 under bioelectrochemical conditions. Propionate concentration also 

increased, suggesting that its formation occurred in the cathodic biofilm receiving higher influx of 

dissolved H2/CO2. At the same time valerate and caproate concentrations continued to decline with 

caproate concentration decreasing below 200 mg L−1 (Figure 6.3A, B).   
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Figure 6.3 VFA concentrations (A, C) and CO2 conversion efficiencies (B, D) corresponding to 

steady state performance at the end of each operating phase of CF-2 (A, B) and FeSnO-2 (C, D). 

Experimental conditions corresponding to each phase are provided in Table 1. 

Phase 4 involved the highest applied current of 80 mA, while maintaining CO2 flow at 300 mL d−1. 

CO2 consumption remained nearly unchanged, while acetate and propionate continued to 

accumulate. Additionally, butyrate, valerate and caproate concentrations slightly increased 

compared to Phase 3 (Figure 6.3A).   

Overall, CF-2 demonstrated effective CO2 conversion into SCFAs, primarily acetate and 

propionate.  High initial ethanol concentration led to butyrate and caproate production in Phase 1, 

but low ethanol levels in Phases 2-4 reduced their production. Even at the highest tested current 
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and CO2 flow low chain elongation activity was observed.  A similar pattern of low butyrate and 

caproate production was observed in the CF-1 experiment (Figure A.6.3 in Annexe A). 

Low concentration of ethanol in Phases 2-4, was likely due to the catholyte pH of 6, optimal for 

acetogens but limiting solventogenesis. It is well established that substantial production of alcohols 

in a MES cell requires pH values below 6 [331]. At the same time, microbial elongation of SCFAs 

to butyrate and caproate requires higher pH values. For example, Clostridium kluyveri, a well-

known chain elongating microorganism, has an optimal pH of 7 [36], [332]. To maintain both 

acetogenic and chain elongating microbial activities pH 6 was chosen for the experiment. However, 

in a future study, this value may be optimized to maximize butyrate and caproate selectivity.    

Interestingly, removal of H2 from the feed stream in Phase 3 did not reduce VFA production. This 

observation suggests that a sufficient amount of H2 was produced at the cathode surface by a 

combination of electrochemical and microbially catalyzed activities to ensure efficient CO2 

conversion to acetate and propionate. It can be hypothesized that in addition to indirect (through 

H2) pathway of CO2 conversion to SCFAs, direct conversion of CO2, protons and electrons to 

SCFAs by electroactive acetogens, also contributed to the overall rate of acetate production [58], 

[99], [177], [333]. 

Table 6.4 Production of volatile fatty acids and H2 during CF-2 experiment. 

          Products / Phase 1 2 3 4 

Acetate Production rate           
(mg (L d)−1) 

65 ± 1 832 ± 73 1115 ± 131 1151 ± 130 

Selectivity (%) 

 

80 ± 7 69 ± 8 73 ± 8 

Propionate Production rate           
(mg (L d)−1) 

11.8 ± 0.2 5 ± 2 132 ± 12 73 ± 6 

Selectivity (%) 

 

0.7 ± 0.2 12 ± 1 6.5 ± 0.6 

Butyrate Production rate            
(mg (L d)−1) 

49 ± 1 49 ± 5 132 ± 1 141 ± 2 

Selectivity (%) 

 

8.0 ± 0.8 15 ± 1  15.3 ± 0.2 
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Valerate Production rate           
(mg (L d)−1) 

20 ± 1 19 ± 3 15.5 ± 0.3 16.9 ± 0.3 

Selectivity (%) 

 

3.5 ± 0.5 1.85 ± 0.04 2.05 ± 0.02 

Caproate Production rate           
(mg (L d)−1) 

50 ± 6 38 ± 7 20 ± 2 23 ± 2 

Selectivity (%) 

 

7.2 ± 1 2.5 ± 0.3 2.2 ± 0.2 

All VFAs Production rate           
(mg (L d)−1) 

196 ± 9 943 ± 89 1415 ± 147 1404 ± 141 

CE(%) 

 

56 ± 6 86 ± 9 53 ± 5 

H2 CE(%) 

 

3 ± 0.3 5 ± 1 20 ± 2 

All products CE(%) 

 

59 ± 6 90 ± 10 72 ± 7 

Measurements of the anolyte composition showed that almost 50% of the organic compounds 

diffused towards the anode through the proton exchange membrane. Thus, transport of VFAs to 

the anode had to be accounted for in VFA production rates and Coulombic Efficiency calculations 

(Table 6.4). Additionally, this table presents the corresponding selectivity values estimated for each 

phase of operation using Eq (6.2). Acetate remained the predominant product throughout the 

operation of CF-2 accounting for more than 60% of all produced VFAs.  

Similar VFA distribution was observed throughout CF-1 operation (Table A.6.5), which also 

showed progressive increase in acetate and propionate production at increasing current and CO2 

supply values. As mentioned previously, in this experiment initial ethanol concentration was below 

15 mg L−1. Accordingly, at the end of Phase 1 of the CF-1 experiment only 15 mg L−1 of valerate 

and 6 mg L−1 of caproate was measured.  While by the end of Phase 4 valerate and caproate 

concentrations somewhat increased, once again the chain elongating microbial activity was 

lacking. 

6.3.2.2 Operation of the MES cell with FeSnO cathode 

Experimental conditions used for the CF-1 and CF-2 experiments were replicated during FeSnO 

experiments. However, FeSnO-1 experienced O2 contamination of the CO2 stream with 0.5 – 10% 

of oxygen detected in the cathode headspace due to a defective gas bag for CO2 storage. This 
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problem was not encountered throughout the FeSnO-2 experiment, which showed zero O2 

concentration in the cathode off-gas. Although the presence of O2 in the CO2 stream fed to FeSnO-

1 had no observable impact on the rate of CO2 consumption, VFA distribution was significantly 

affected, as compared to FeSnO-2. While the mixed microbial consortium of the acetogenic 

enrichment is expected to contain facultative anaerobic bacteria capable of consuming dissolved 

oxygen thus protecting strictly anaerobic species from oxygen toxicity, the chain elongating 

microbial population was apparently affected. Accordingly, the following discussion is focused on 

the FeSnO-2 results.  

In Phase 1 (zero current) FeSnO-2 exhibited low CO2 conversion efficiency, similar to CF-2 

(Figure 6.3B, D), likely due to H2 gas-to-liquid transfer limitation. Once current was applied in 

Phase 2, CO2 conversion sharply increased to 96% and remained above 90% in subsequent phases. 

At a current of 80 mA (Phase 4), CO2 Conversion slightly declined (Figure 6.3D).  

A comparison of VFA concentrations in the CF-2 and FeSnO-2 experiments showed that VFA 

production trends differed between the two cells. In FeSnO-2, acetate production increased rapidly 

from Phase 2 to Phase 3 (Figure 6.3A, C). Unlike CF-2, where acetate continued to accumulate, 

FeSnO-2 showed increased butyrate and caproate production in Phase 4, which reduced acetate 

concentration, while propionate concentration remained stable. Valerate increased slightly with 

butyrate and caproate reaching 2800 mg L−1 and 400 mg L−1, respectively. Production rates, 

accounting for VFA’s transport to anolyte, are given in Table 6.5. Also, Figure 6.4 highlights 

FeSnO’s impact on VFA production. Notably, even FeSnO-1, despite O2 contamination, 

outperformed CF-1 and CF-2 in butyrate and caproate production. 

Table 6.5 Production of volatile fatty acids and H2 during the FeSnO-2 experiment. 

         Products / Phase 1 2 3 4 

Acetate Production rate 

(mg (L d)−1) 

93 ± 14 865 ± 69 1054 ± 128 754 ± 46 

Selectivity (%) 

 

87 ± 7 72 ± 8 37 ± 3 

Propionate Production rate 

(mg (L d)−1) 

31 ± 7 26 ± 5 22 ± 4 26 ± 6 
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Selectivity (%) 

 

3.8 ± 0.7 2.2 ± 0.4 1.8 ± 0.4 

Butyrate Production rate 

(mg (L d)−1) 

26 ± 1 47 ± 3 201 ± 33 566 ± 38 

Selectivity (%) 

 

8.1 ± 0.4 23 ± 3 48 ± 3 

Valerate Production rate 

(mg (L d)−1) 

1.23 ± 0.02 5.8 ± 0.3 9.5 ± 0.1 42 ± 7 

Selectivity (%) 

 

1.11 ± 0.05 1.24 ± 0.01 3.1 ± 0.7 

Caproate Production rate 

(mg (L d)−1) 

3.8 ± 0.5 2.9 ± 0.4 16 ± 1 89 ± 7 

Selectivity (%) 

 

0.8 ± 0.2 2.3 ± 0.1 9.3 ± 0.7 

All VFAs Production rate           

 (mg (L d)−1) 

155 ± 4 946 ± 15 1303 ± 33 1478 ± 21 

CE (%) 

 

53 ± 5 79 ± 10 67 ± 5 

H2 CE (%) 

 

10 ± 1 2.5 ± 0.1 21 ± 1 

All products CE (%) 

 

63 ± 6 82 ± 10 88 ± 6 

 

Compared to other studies cited in Table 6.6, the FeSnO-2 MES cell exhibited higher CO₂ uptake 

rates and demonstrated long-term, continuous production of acetate, butyrate, and caproate. MnO₂ 

[63] and TiO₂ [64] cathodes were previously demonstrated to enhance acetogenic activity, leading 

to increased acetate production. In another study, carbon cloth modified with a bimetallic oxide, 

FexMnOy, increased the Coulombic efficiency of acetate production in a MES cell [65]. 

Additionally, the charge transfer resistance of the electrode was reduced by approximately 70%, 

and the current density increased by a factor of 7.2. Furthermore, modifying a carbon felt cathode 

with the bimetallic oxide NiFe₂O₄ improved butyrate production and increased the MES cell’s 

current density by factors of 1.2 and 2.7, respectively [66]. In addition to increasing acetate 

production, Fe oxides have been experimentally confirmed to increase the rate of chain elongation 

to medium chain fatty acids from waste activated sludge [334], [335]. 
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Table 6.6 Performance of MES cells equipped with metal oxide-based cathodes and fed with CO2. Cathode potentials (Ecath) are 

provided vs an Ag/AgCl reference electrode. 

a MES cell voltage 

Notations: CF - carbon felt; CC - carbon cloth. 

Inoculum  athode    urrent 

 

A m−2 

 cath /Ag/Ag l 

 

V 

 oncentration 

mg L−1 

 lectron  

Recovery 

% 

Reference 

acetate butyrate caproate 

Anaerobic sludge MnO2 CF 0.0037  1.15 2205     82.3 [336] 

Enriched mixed  

culture 

TiO2 CF 

 

   0.9 8860     72.76 [337] 

Anaerobic mix  

consortium 

FexMnOy 
CC 

10.6 0.8a 381 199   58.6 [338] 

Mixed culture NiFe2O4 CF  0.14  0.8 50 958     [28] 

Acetogenic  

enrichment 

FeSnO CF 8.3  1.1 4459 2819 400 88 This work 

(FeSnO 2) 

Acetogenic  

enrichment 

CF 8.3  1.3 6330 856 155 72 This work 

(CF 2) 
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Importantly, Sn-based materials can act as effective biocathodes as well as an electrochemical 

catalyst, e.g. for the production of formate from CO2 [339], [340], [341]. Formate can be used as 

an electron donor, facilitating microbial chain elongation. While formate was not detected in the 

catholyte, it may have been rapidly consumed by the cathodic biofilm, resulting in a near-zero 

formate concentration in the cathodic liquid. In addition, the deposition of FeSnO particles on the 

carbon felt support is expected to increase the cathode’s specific surface area, providing more 

anchoring points for biofilm formation. Although direct comparisons with other studies mentioned 

in Table 6.6 are limited due to differences in MES cell design and operating conditions, the 

observed production rates are comparable to, or exceed values reported for MES systems fed solely 

with CO₂ [312], [342]. 



107 
 

 

Figure 6.4 A comparison of VFA production rates in all MES experiments. In the CF-1 

experiment phase 3 was omitted. Error bars show standard deviation. 

6.3.2.3 Impact of current density and FeSnO cathode on CO2 conversion to 

MCFAs 

The impact of applied current on CO2 conversion to SCFAs and chain elongation can be inferred 

from the comparison of Phase 1 (zero current) and Phase 2 (i = 50 mA). As can be clearly seen 

from the VFA concentrations and CO2 consumption in Figure 6.3, bioelectrochemical conditions 

led to higher acetate production in all experiments.  
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The positive impact of current on MCFA production became evident at increased CO2 supply and 

higher current density in Phase 4, where CO2 conversion efficiency remained above 90%, while 

selectivity for butyrate and caproate production increased (Tables 6.5 and 6.6). For CF-2, 

selectivity values at the end of Phase 4 were 15.3 ± 0.2% for butyrate and 2.2 ± 0.2% for caproate. 

In the FeSnO-2 experiment, the highest selectivity for butyrate (48 ± 3%) and caproate (9.3 ± 

0.7%), was observed. Additionally, during Phase 4, alcohol concentrations increased somewhat in 

both FeSnO experiments (Figure A.6.2), although ethanol concentration remained low. Since 

ethanol can be produced electrochemically [343], [344], [345], [346], it could be hypothesized that 

this increase resulted from the electrocatalytic reduction of CO2 on FeSnO to ethanol at a current 

density of 444 mA L−1.  

The significant production of H2 under bioelectrochemical conditions in all experiments suggests 

that it served as a main intermediate in the two-step pathway for CO2 conversion. This pathway 

likely benefited from H2 production at the cathode surface. Indeed, electrochemically and 

bioelectrochemically - catalyzed production of H2 at the cathode surface facilitates H2 transport to 

H2 – consuming acetogenic bacteria in both the cathodic biofilm and bulk liquid. This explains the 

significant improvement in CO2 conversion efficiency observed in all experiments starting from 

Phase 2. Nevertheless, direct production of acetate by electroactive acetogens cannot be excluded. 

The existence of both direct and indirect pathways for acetate formation from CO2 has been 

extensively discussed in several previous studies, with the direct pathway being considered more 

energy-efficient [58], [177], [333].  

In addition to acetogenic bacteria, the cathodic mixed microbial population included chain 

elongating microorganisms [347], [348], [349]. These species are expected to benefit from the 

abundance of dissolved H2 under bioelectrochemical conditions. Also, the presence of cathode-

respiring chain-elongating bacteria in the cathodic biofilm cannot be excluded [92].           

A comparison of the CF and FeSnO experiments shown in Figure 6.4 also highlights the impact of 

FeSn bimetallic oxide on CO2 reduction products.  While CO2 consumption rates were statistically 

similar across all experiments at each phase of operation (Figure 6.4D), product selectivity differed 

significantly. In particular, butyrate and caproate production rates in FeSnO-2 were 4.0- and 3.9-

fold higher, respectively, compared to CF-2 in Phase 4. This increase can be attributed to the 

proliferation of chain elongating bacteria in the catholyte and biofilm detected using 16S 
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sequencing (Table A.6.7). Indeed, Anaeroglobus sp900240295 (82.5%) and Caproiciproducens 

galactitolivorans proliferated in the FeSnO-2 catholyte, while Caproiciproducens 

galactitolivorans and Anaerosalibacter_A sp900155565 constituted 26.5% and 32.3%, 

respectively, in the cathodic biofilm. It is likely that these species were responsible for the 

production of butyrate and caproate in the FeSnO-2 cell  [350], [351], [352], [353]. 

Anaerosalibacter_A sp900155565 and Anaeroglobus sp900240295 had higher relative abundances 

in the biofilm and catholyte of the FeSnO-2 cell than in the CF-2 cell, where these species 

constituted less than 3% of the microbial population. Overall, substantial differences in microbial 

populations of FeSnO-2 and CF-2 cells   suggest a significant positive impact of FeSnO on the 

chain-elongating microbial community.  

Figure 6.5 (A) Cathodic cyclic voltammogram, (B) Nyquist plot and (C) equivalent Nyquist 

circuit for CF-2 and FeSnO-2 cells. 

Further confirmation of the positive impact of the FeSnO on cathodic microbial populations was 

observed based on the electrochemical characterization of the cells. The electrochemical properties 
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of the electrodes were evaluated through cyclic voltammetry and impedance tests conducted after 

inoculation (t=0) and at the end of the operation (t=49 days) of the MES cells. Figure 6.5 presents 

the recorded voltammograms, the Nyquist plots, and the resulting equivalent circuit. The data 

fitting error for the equivalent circuits was less than 9% (Table A.6.4). The higher currents observed 

on the FeSnO-2 cathode compared to the CF-2 cathode immediately after inoculation and at the 

end of the experiment indicate that the deposition of FeSnO on carbon felt enhanced both 

electrochemical and bioelectrochemical activities of the carbon felt and reduced overpotentials 

(Figure 6.5A). However, this deposition reduced the porosity of the carbon felt, as evidenced by 

the lower values of diffusion resistance obtained with CF-2 (Table A.6.4). A more porous 3-

dimensional cathode, such as recently introduced 3D-printable conductive polylactic acid (PLA) 

lattice [354], is expected to resolve this limitation and provide further increase in the volumetric 

rate of CO2 conversion.  

The presence of an inductive component (L) in the equivalent circuits of the Nyquist curves is 

attributable to the contact resistance between the titanium wire current collector and the electrodes 

[355]. The increase in diffusion resistance values RW at the end of the operation (8-fold and 16-

fold increase for CF-2 and FeSnO-2, respectively) could be attributed to biofilm development on 

the cathode surface. This increase is more pronounced in the FeSnO-2 experiment, suggesting that 

a thicker biofilm has developed on the FeSnO-2 cathode. Furthermore, the capacitance of the 

double layer, which was initially similar for both cathodes (0.11 F and 0.09 F for CF-2 and FeSnO-

2, respectively) became significantly lower for FeSnO-2 at the end of the operation (97 µF and 

28.7 µF, for CF-2 and FeSnO-2, respectively). Since double layer capacitance is inversely 

proportional to its thickness, a lower value corresponds to a thicker double layer [356]. This 

corroborates the greater increase in diffusion resistance for FeSnO-2 and supports the hypothesis 

of a thicker biofilm on the FeSnO-2 electrode. Finally, the charge transfer resistance (RCT) of the 

FeSnO-2 cathode, initially close to that of CF-2 (239.0 Ω and 209.4 Ω, for CF-2 and FeSnO-2, 

respectively), also significantly decreased by the end of the experiment (118.5 Ω and 0.9 Ω for CF-

2 and FeSnO-2, respectively). This decrease can be attributed to the electrochemical activity of 

electroactive bacteria. The prevalence of Anaerosalibacter_A sp900155565 within the microbial 

community of the FeSnO-2 biofilm (Table A.6.7) suggests its affinity for FeSnO particles. Several 

studies have shown that iron-based materials enhance electron transfer through the Fe(III)/Fe(II) 

redox couple [357], [358].  
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The lower charge transfer resistance of FeSnO-2 suggests that the biofilm developed on the FeSnO-

2 cathode is more active than the biofilm formed on the CF-2 cathode. The decrease in solution 

resistance (RS) for both CF-2 and FeSnO-2 cells during the experiments is probably due to 

improved solution conductivity resulting from carboxylic acids. 

To emphasize, the results presented in Figure 6.5 show that the FeSnO coating reduced charge 

transfer resistance compared to the uncoated CF cathode with electrochemical performance 

improved over time. The FeSnO-2 cell exhibited significantly higher current than the CF-2 cell by 

the end of the experiment (Figure 6.5A). Based on these observations, it can be hypothesized that 

the formation of a conductive biofilm on the cathode surface decreased activation losses and 

facilitated CO2 reduction to acetate and microbial chain elongation. Moreover, the FeSnO coating 

may have further reduced activation losses, thereby enhancing overall electronic conductivity 

compared to the CF cathode.   

Notably, in bioelectrochemical systems, charge transfer resistance is not necessarily correlated with 

electronic conductivity of the cathode. Accordingly, a highly conductive material is not always an 

effective catalyst for CO2 reduction, as the catalytic activity of transition metals depends on factors 

such as their ability to absorb CO2, the binding strength of reaction intermediates, and the metal’s 

electronic structure. Additionally, the cathode surface must support electroactive biofilm formation 

and promote direct electron exchange with electroactive microorganisms. 

6.4 Conclusion 

This study demonstrates that bimetallic oxides significantly influence the metabolic activities of 

microbial populations, including methanogenic, acetogenic, and chain-elongating microorganisms. 

In particular, experimental results show that FeSnO bimetallic oxide significantly enhances the 

production of carboxylic acids by stimulating the metabolic activity of acetogenic and chain-

elongating microorganisms. In H2/CO2 bottle tests, FeSnO promoted the activity of these 

populations. In the MES cell equipped with carbon felt-supported FeSnO cathode a 4-fold increase 

in butyrate and caproate production was observed, with maximum selectivities of 53% and 10%, 

respectively. These improvements are attributed to FeSnO ability to facilitate electroactive biofilm 

formation, enhance interspecies electron transfer, and catalyze production of H2 and, potentially, 

ethanol, which serve as key intermediates in chain elongation. FeSnO cathode coating likely 

facilitated direct CO₂ reduction to acetate by electroactive acetogens. Overall, this work highlights 
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the potential of bimetallic oxides to direct microbial metabolism and improve the efficiency of CO2 

to multi-carbon compounds conversion. Further research should focus on detailed characterization 

of microbial populations in the biofilm colonizing the cathode and in the catholyte to clarify the 

role of FeSn bimetallic oxide on microbial populations. An increase in butyrate and caproate 

selectivity might be achieved by optimizing CO2 supply, catholyte pH, and cathode potential. 
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Abstract 

This study evaluated the impact of bioaugmenting a mixed acetogenic enrichment with Clostridium 

kluyveri on CO2 reduction to fatty acids, specifically butyrate and caproate, in a microbial 

electrosynthesis (MES) cell equipped with an FeSn oxide - coated cathode. Without 

bioaugmentation, at a volumetric CO2 inflow of 1.67 LCO2 (LC d)−1 (per cathode chamber volume) 

approximately 86% of the CO2 was converted to the target products leading to maximum 

production rates of butyrate and caproate of  875 mg (Lc d)−1 and 94 mg (Lc d)−1, respectively. With 

inoculum bioaugmentation and ethanol supplementation, CO2 conversion reached 85% at a higher 

inflow rate of 2.78 LCO2 (Lc d)−1 and the production of butyrate and caproate reached 733 mg (Lc 

d)−1 and 792 mg (Lc d)−1 respectively. Biomolecular analysis of microbial populations confirmed 

the proliferation of the bioaugmented C. kluyveri in cathodic biofilms and liquid, however only 

under an external ethanol supply. In addition, the MES cells also featured a significant quantity of 

the chain-elongating bacterium Megasphaera sueciensis. Initial microbial conversion of H2 and 

CO2 in the cells was most likely carried out by a so-far undescribed representative of the Bacillota 

BRH-c20a clade. Overall, this study demonstrates that by combining advanced cathode materials, 

such as FeSn bimetallic oxide, with a specialized bioaugmented microbial consortium a high rate 

of butyrate and caproate production from CO2 can be achieved. 

Keywords: Microbial Electrosynthesis; Bioaugmentation; Clostridium kluyveri; chain elongation, 

FeSn bimetallic oxide.  
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7.1 Introduction 

Microbial electrosynthesis (MES) has emerged as a promising carbon capture and utilisation 

technology for the bioelectrochemical conversion of CO₂ into value-added chemicals [359]. MES 

uses electroactive (cathodophilic) microorganisms to catalyze the reduction of CO2 using electrons 

supplied by a cathode. Compared to electrochemical and thermochemical CO2 reduction processes, 

MES operates under milder temperature and pH conditions. Furthermore, the Faradaic and CO2 

conversion efficiencies of MES cells are significantly higher. Most interestingly, MES enables the 

integration of CO2 reduction with microbial chain elongation to produce upper chain fatty acids 

(UCFAs), such as butyric and caproic acids, which are used in various applications including 

chemical precursors for antimicrobial agents, bioplastics, biofuels, food additives [38], [360]. 

Despite its potential, MES faces several challenges that limit process scale-up. Key limitations 

include low current density, slow bioreaction rates, and a broad spectrum of products resulting 

from the metabolic diversity of mixed microbial communities commonly used in MES cells. Recent 

attempts to address these limitations include studies dedicated to optimizing cathode materials [11], 

[361], [362], [363], [364] and developing microbial populations capable of efficient electron 

transfer and improved product specificity [365], [366], [367]. In this context, the development of 

biocompatible and highly conductive cathode materials, such as carbon-based electrodes modified 

with metal oxides, has shown promise in improving biofilm formation and electron transfer 

efficiency [28], [368], [369], [370]. 

In addition to cathode material selection, the composition of the microbial community plays a 

crucial role in determining MES performance. Strategies such as bioaugmentation in which specific 

microbial strains are introduced, have been explored to enrich acetogenic populations and suppress 

methanogenic activity, thereby enhancing the production of target compounds, like acetate and 

UCFAs  [12], [36], [183], [371], [372], [373], [374] . Introducing a pure strain of chain-elongating 

bacteria to a mixed acetogenic population can improve chain elongating efficiency and product 

yield, as the newly introduced strain might have higher specificity for elongation pathways, leading 

to more consistent and predictable production of UCFAs [36]. The resulting bioaugmented 

microbial community may become more efficient, with enhanced key metabolic functions. 

However, the introduced strain could outcompete native species or disrupt syntrophic interactions 

essential for CO2 conversion, thereby disturbing the natural microbial population balance. 
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Additionally, maintaining the added strain under mixed-culture conditions requires careful control 

of environmental parameters (e.g., pH) and nutrient availability to sustain its desired activity. As a 

result, the activity of the acetogenic population may be negatively affected. Overall, the success of 

bioaugmentation is not guaranteed, as it strongly depends on the compatibility of the introduced 

strain with the existing microbial community and the operational conditions of the MES system 

[35]. 

Our recent study has shown the positive impact of an FeSn bimetallic oxide cathode on the 

reduction of CO2 to fatty acids, especially butyrate and caproate, by an acetogenic enrichment 

[370]. To further improve MES performance, the present study investigated bioaugmentation of 

this enrichment with Clostridium kluyveri [106]. Unlike other members of the genus Clostridium, 

C. kluyveri lacks the genetic repertoire for CO2 fixation via the Wood–Ljungdahl pathway and 

therefore cannot grow autotrophically using H2 and CO2 as sole substrates [375]. Although 

frequently detected in MES systems targeting UCFA production (e.g. [36], [376]), its role in these 

systems is typically restricted to chain elongation, as it cannot obtain electrons directly from the 

cathode [377]. Importantly, C. kluyveri requires both ethanol and acetate as substrates for growth 

and energy generation, carrying out reverse β‑oxidation that converts these precursors to butyrate 

and caproate [378]. By integrating advancements in cathode material design, particularly FeSn 

bimetallic oxide coating, and microbial community engineering, this study aims to contribute to 

the optimization of MES systems for efficient and selective CO₂ conversion to UCFAs. 

7.2 Materials and methods 

7.2.1 MES setup and operating conditions  

Three MES cells were operated (MES1, MES2 and MES3), each with a 180 mL cathode 

compartment volume and a 50 mL anode compartment volume. The cells had a flat plate design 

with the anode and cathode compartments separated by a Nafion® 211 membrane (Nafion 211, 

IonPower, Tyrone, PA, USA) with a surface area of 35 cm2. The membrane was covered by nylon 

cloth on both sides to provide protection from accidental damage during electrode installation, as 

described elsewhere [321]. All MES cells used FeSn bimetallic oxide (FeSnO)-coated carbon felt 

cathodes and Ti/mixed metal oxide mesh anode as described previously [370]. The cells were 

operated with a continuous supply of catholyte and anolyte solutions, and gaseous CO2. The 

catholyte was continuously supplied using a 50 mL syringe pump at a flow rate of 10 mL d−1, while 
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the anolyte solution was fed by a peristaltic pump at an average flow rate of 22 mL d−1. Catholyte 

fed to MES2 and MES3 cells contained variable ethanol concentrations as specified in Table 7.1.  

Catholyte pH was maintained at 6 ± 0.1 for MES1 and at 6.5 ± 0.1 for MES2, MES3 cells using a 

pH probe installed in the external recirculation loop, a pH controller, and a peristaltic pump, which 

added 2 - 5 mL d−1 of 0.5M phosphoric acid. Based on the catholyte and pH control streams, an 

average retention time (HRT) of 13 ± 1 days was maintained in the cathode compartments of all 

MES cells. The catholyte temperature was maintained at 32.5 ± 1 °C by a temperature controller 

using a rope heater attached to the external recirculation loop and a temperature probe placed inside 

the cathode compartment. Gaseous CO2 was continuously supplied into the cathode compartment 

through a sparger using a peristaltic pump. Additionally, H2 was supplied during the startup phase 

to obtain a H2/CO2 ratio of 4:1.  

The MES cells were operated in constant current mode using a power supply (DC Power supply, 

PW18–1.8AQ, TEXIO Kenwood, Japan).  MES1 was inoculated with 100 mL of an acetogenic 

enrichment described below. For MES2 and MES3, the same acetogenic enrichment was 

bioaugmented with C. kluyveri culture at approximately 25 % of the total inoculum volume. The 

MES2 and MES3 cells were started after the completion of the MES1 cell and were operated under 

identical conditions to evaluate the reproducibility of the bioaugmentation approach. Table 7.1 

summarizes the phases of operation for all MES cells, including the corresponding H2, ethanol, and 

CO2 flow rates, and the applied current. 
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Table 7.1 Phases and operating parameters of MES cells. 

 

MES 

cell 
Phase 

Interva

l 

(day) 

Current CO2 

(mL 

d−1) 

H2 

(mL 

d−1) 

Ethanol 

(mg (Lc 

d)−1) 
mA A m−2 

 

 

 

 

MES1 

Acclimatizati

on 
1 0-8 0 0 200 800 0 

Switch to 

current supply 
2 8-15 30 3.1 200 0 0 

Ramp-up of 

CO2 and 

current supply 

3 15-22 50 5.2 200 0 0 

4 22-29 50 5.2 300 0 0 

5 29-45 80 8.3 300 0 0 

 

 

 

 

MES2 

and 

MES3 

Acclimatizati

on 
1 0-8 0 0 200 800 300 

Switch to 

current supply 

2 8-15 50 5.2 300 0 300 

3 15-22 50 5.2 300 0 0 

Ramp-up of 

CO2 and 

current supply 

4 22-34 80 8.3 300 0 0 

5 34-50 80 8.3 300 0 900 

6 50-59 120 12.5 400 0 900 

7 59-69 140 14.6 500 0 900 
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7.2.2 Microbial enrichment and pure culture preparation 

A mixed microbial enrichment containing acetogenic and chain elongating microorganisms was 

used as an inoculum. The development of this enrichment is described elsewhere [370]. The 

enrichment was maintained at 35 °C on a rotary shaker in 120 mL serum bottles with H2/CO2 

headspace. The bottle headspace was flushed with H2/CO2 (80:20 vol/vol) once a week. To 

maintain the mixed microbial consortium of acetogenic and chain elongating bacteria, the culture 

was transferred to a new set of bottles containing P7 growth medium (pH 6.0) once a month.  

A culture of C. kluyveri DSM 555 obtained from the Leibniz Institute DSMZ (Braunschweig, 

Germany) was used to bioaugment the acetogenic inoculum of the MES2 and MES3 cells. A 60 

mL serum bottle of this culture was carefully maintained in a Brunswick shaker incubator at 35 °C, 

with continuous agitation at 120 rpm to ensure optimal growth conditions and metabolic activity. 

A volume of 20 mL of this culture was added under a biological hood to 100 mL of C. kluyveri 

medium then flushed with N2/CO2 (80:20 vol/vol) for 5 min. The 500 mL serum bottles were placed 

in a Brunswick shaker at 35°C with shaking at 120 RPM. P7 and C. kluyveri culture media 

composition are provided in Annexe B. 

7.2.3 Electrochemical measurements 

Electrochemical characterization, including voltammetry and electrochemical impedance 

spectroscopy (EIS), was conducted using a CHI 760C potentiostat (CH Instruments, Bee Cave, 

TX, USA). Data acquisition and analysis were performed with the CHI version 20.01 software. An 

Ag/AgCl (+0.199 V vs. reversible hydrogen electrode, RHE, CH Instrument, Bee Cave, TX, USA) 

electrode was inserted into the cathode compartment during electrochemical characterization and 

served as a reference, while a dimensionally stable anode located in the anode compartment was 

used as a counter-electrode. 

7.2.4 Analytical methods and calculations 

The composition of the cathode and anode off-gas of the MES cells was analyzed using a gas 

chromatograph (HP 6890 C, Hewlett Packard, Palo Atlo, CA, USA). Volatile fatty acids (VFAs) 

and alcohols were also analyzed by gas chromatographs (Agilent 6890 N, Santa Clara, CA, USA) 

and (Agilent 6890 N, Wilmington, CA, USA), respectively. Method details can be found elsewhere 

[320]. The flow rate of the cathode compartment off-gas was measured using gas flowmeter 
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(MilliGascounter, PMMA, Ritter, Germany). Dissolved CO2 concentration was measured by a 

headspace method after sample acidification as described in the Annexe B. 

The catholyte solution consisted of mineral compounds, trace metals, vitamins, and yeast extract. 

A 0.05 M potassium phosphate solution was used as the anolyte. Detailed composition of all 

solutions is provided in the Annexe B.  

Coulombic Efficiency (CE) was calculated as: 

CE (%) = F∑ (χj njj )𝐹 χE nE + ∫ Idtt+1t ∙ 100 7.1 

where F is the Faraday constant (984,851 C/mol), χj is the amount of chemical j (mol) (χE 

corresponds to ethanol), nj is the number of electrons required for the production of j-th chemical 

(nE corresponds to ethanol) from CO2, and I is the current. 

Production rates (P, in mg (Lc d)−1) of each measurable VFA were calculated based on their 

concentrations in the anode and cathode compartments and the corresponding liquid flow rates for 

each compartment. 

Pj = CcjQc + CajQa + ΔCcjVc + ΔCajVaVc 7.2 

where Ccj and Caj are the concentrations of jth VFA in the cathode and anode compartments, 

respectively (mg L−1); Qc and Qa are the flow rates of the catholyte and anolyte, respectively (L 

d−1); Vc and Va are the cathode and anode compartment volumes (L); ΔCc,j and ΔCa,j  are the 

concentration difference between two last measurements of jth VFA  in the cathode and anode 

compartments, respectively.      

VFA production selectivity (Se) was defined as the fraction of total electrons used for the 

production of a specific VFA relative to the total number of electrons in VFAs: Se (%) = χj nj∑ (χj njj ) ∙ 100 7.3 

where χj is the amount of j-th VFA (mol), nj is the number of electrons required for production of 

j-th VFA from CO2. 

The CO2 removal efficiency (ECO2) was calculated as follows: 
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 ECO2 = FCO2in −FcatCCO2−𝐶𝐶𝑂2𝑎𝑞FCO2in ∙ 100 7.4  

where FCO2in  is the flow rate of pure CO2 supplied to the cathode (mL d−1), Fcat is the cathode off-

gas flow (mL d−1), CCO2aq  is dissolved CO2 in solution (mL d−1), and CCO2 is the fraction of CO2 in 

the cathode off-gas. 

7.2.5 Microbial community analysis 

The acetogenic inocula, the catholytes, and the cathodic biofilms samples were kept frozen at -

30°C until biological analysis. Microbial genomic DNA was extracted using the DNeasy 

PowerLyzer PowerSoil Kits from Qiagen (Hilden, Germany) following the manufacturer’s guide. 

Genomic DNAs were quantified using the Qubit 1X dsDNA HS assay kit (ThermoFisher 

Scientific). Microbial community of the samples was characterized by amplicon sequencing of 

nearly full-length 16S rRNA genes, amplified using the primers 27F (5'-

AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3') [379] and 1492R (5'-RGYTACCTTGTTACGACTT-3') 

[380]. Amplicons were sequenced by Circular Consensus Sequencing (CCS) on a PacBio 

sequencing platform. Amplicon generation and sequencing were carried out at the Integrated 

Microbiome Resource facility (Dalhousie University, Canada). Amplicon sequences were analyzed 

following the longread workflow of the DADA2 pipeline (version 1.32) [381]. Amplicon sequence 

variants (ASVs) generated through the pipeline were taxonomically classified using the dada2-

internal implementation of the RDP Naive Bayesian Classifier [382], and using representative 16S 

rRNA gene sequences of the SILVA database (NR99 v138.2; [383]).  

Downstream analyses of ASV count tables were carried out in R (v4.4.1; http://www.r-project.org) 

using (i) the tidyverse package read (v2.1.5 and v1.3.1) [384], and the Bioconductor 

(www.bioconductor.org) package ShortRead (v1.62.0) [385] for data wrangling; and (ii) the 

tidyverse package ggplot2 (v2.5.2) for visualizing prominent ASVs. The obtained ASVs were 

aggregated at the species level using PhyloSeq (v1.48.0) [386] using prior to data analysis.  

The sequencing data for this study have been deposited in the European Nucleotide Archive (ENA) 

at EMBL-EBI under accession number PRJEB106961 (https: 

//www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/PRJEB106961). 

The catholytes of MES2 and MES3 were periodically sampled to quantify the C. kluyveri 

population by droplet digital PCR (ddPCR). To this end, genomic DNA was extracted and 
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quantified as before. ddPCR reactions were prepared with primers targeting C. kluyveri (forward: 

5′-CAAGCCTGGTAGTTGATACG-3′; reverse: 5′-TTAAAGGCCCTCTGTACTCC-3′) [387], 

along with ddPCR supermix (BioRad Laboratories), and DNA templates. Reactions were 

partitioned into droplets using QX200 droplet generator, followed by thermal cycling under 

standard cycling conditions (initial denaturation at 95°C for 5 min followed by 40 cycles of 95°C 

for 30 sec, 59°C for 60 sec, 72°C for 30 sec; cooling at 4°C for 5 min followed by a final extension 

at 90°C for 5 min then a 4°C hold; ramp rate = 50% (2°C/sec)). Droplets were read using the 

QX200 Droplet Digital reader, and data was analyzed with QuantasoftTM software (Bio-Rad) to 

determine the absolute abundance of C. kluyveri genome copies on Poisson statistics. Additional 

details are provided in Annexe B. 

7.3 Results and discussion 

7.3.1 Impact of CO2 flow and applied current 

Throughout the experiments, the impacts of CO2 flow and applied current were investigated by a 

stepwise increase of the CO2 inflow and a simultaneous increase in the applied current to provide 

a sufficient supply of electrons for microbial metabolic activities leading to CO2 reduction to VFAs 

(Table 7.1). The experiments were carried out in distinct phases. Immediately after inoculation, H2 

(800 mL d−1) and CO₂ (200 mL d−1) were supplied to all MES cells to serve as sources of electrons 

and inorganic carbon, respectively, and promote initial microbial growth (Phase 1). During this 

acclimation and biofilm growth phase, the current was set to zero. In Phase 2, a current was applied 

to all MES cells, replacing H2 as the electron donor. For MES1, the current density was fixed at 

3.1 A m−² and the CO2 flow rate was maintained at 200 mL d−1. In Phases 3 – 5, the current was 

gradually increased to 8.3 A m−² and the CO2 flow rate was increased to 300 mL d−1. Such gradual 

increase in CO2 supply and applied current was implemented to allow the acetogenic enrichment 

(inoculum) to gradually adapt to the changing cathodic conditions, where the cathode provides 

electrons and/or H2, and avoid inhibition of acetogenic and chain-elongating microbial activity by 

excessive cathode potential and high concentrations of dissolved CO2 and H2 [101]. This approach 

also enabled the evaluation of steady-state performance at the end of each phase, facilitating the 

analysis of product selectivity in relation to operating conditions.   

For MES2 and MES3, based on the fast adaptation to current during Phase 1 observed for MES1 

(which was operated earlier), the current density was set to    5.2 A m−² and the CO₂ flow rate to 
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300 mL d−1 (Phase 2). The current and CO₂ flow rate were then gradually increased reaching 14.6 

A m−² and 500 mL d−1, respectively in Phase 7. In contrast to MES1, MES2 and MES3 were fed 

with ethanol during Phases 1, 2 and then Phases 5 - 7 to support chain-elongation by C. kluyveri. 

The impact of ethanol and C. kluyveri on VFA production will be discussed later. Notably, the 

MES1 inoculum was not bioaugmented with C. kluyveri and provided with ethanol, as it was 

intended to be used as a “negative control” to evaluate the impact of this chain-elongating strain 

on butyrate and caproate formation and assess whether the native microbial community alone could 

accomplish CO2 reduction and chain elongation to caproate. Thus, MES1 provided a baseline for 

comparison with MES2 and MES3.  

In the absence of current, the CO2 consumption rate was low for all three MES cells (< 60 %; 

Figure 7.1A). For MES1, when current was applied and the CO2 flow rate was set to 200 mL d−1 

(1.11 L (Lc d)−1), over 90% CO2 was consumed, corresponding to a CO2 consumption rate of 1.0 

L (Lc d)−1. However, CO2 consumption decreased to 86 % when the CO2 flow rate was increased 

to 300 mL d−1 (1.67 L (Lc d)−1) and the current density was increased to 8.3 A m−2 (Phase 5). This 

decrease in CO2 removal suggests that under these operating conditions the maximum rate of CO2 

uptake for MES1 had been reached, corresponding to 1.43 L (Lc d)−1), and that CO2 reduction 

became limited by microbial metabolism.  

It should be noted that CO2 transfer to liquid could also have limited its rate of uptake. Indeed, 

dissolved inorganic carbon (CO2 and carbonate) measurements (detailed method description 

provided in Annexe B) showed low concentration (< 0.2 g L−1) of inorganic carbon in liquid at all 

tested CO2 flow rates and in all MES cells. Such low concentration can be attributed to fast 

CO2/carbonate consumption by acetogenic bacteria. At the same time, as will be emphasized later 

in the discussion, higher CO2 uptake rates were observed for MES2 and MES3, while dissolved 

CO2 and bicarbonate concentrations were similar, thus suggesting that microbial metabolism was 

the main limiting factor in CO2 uptake. For MES2 and MES3, the CO₂ consumption rate was 

relatively higher (1.57 L (Lc d)−1) at a flow rate of 300 mL d−1 and current density of 8.3 A m−2. 

However, the CO2 removal efficiency decreased from 94 % to 85 % (2.36 L (Lc d)−1) at the highest 

CO2 inflow rate of 2.78 L (Lc d)−1 (500 mL d−1), indicating a similar limitation due to bacterial 

activity. Nevertheless, this CO2 uptake rate was 14 % higher than that of MES1. 
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Figure 7.1 A) CO2 removal efficiency and B) carbon balance in the MES cells under different 

operating conditions. 

The Coulombic efficiencies (CE) were calculated for each phase of operation of the MES cells 

except for Phase 1 during which no current was applied (Figure 7.2). These calculations took into 

account the electrons supplied by the ethanol for MES2 and MES3 operation. During the operation 

phases 2 and 3 of MES1 (Figure 7.2A), the Coulombic efficiency remained relatively low (60 ± 

6% and 63 ± 1%, respectively). CE values increased during the following two operational phases, 

reaching 88 ± 1% in the final Phase 5, while the CO2 consumption rate decreased during this phase, 

as mentioned above. Additionally, the corresponding VFA carbon balance showed less than 50% 

carbon recovery (Figure 7.1B), suggesting that other unmeasured compounds may have been 

produced. 

Since MES2 and MES3 demonstrated above 90% CO2 consumption at a CO2 supply of 300 mL 

d−1, the CO2 flow and current density in Phase 7 were increased to 500 mL d−1 (2.78 L (Lc d)−1) 

and 14.6 A m−2, respectively. Overall, MES2 and MES3 showed similar performance, with minor 

differences observed during Phases 2 (days 8–15) and 4 (days 22–34) (Figures 7.2B, C). The 

Coulombic efficiencies of these cells were relatively higher compared to MES1 at the same 

operating conditions. During operation phases 3 and 4, MES2 and MES3 were maintained at 

current densities of 5.2 A m−2 and 8.3 A m−2 (CO₂ flow of 300 mL d−1) and with no external ethanol 

supply. These operating conditions correspond to phases 4 and 5 of MES1 (Table 7.1). CE values 

of MES3 during Phases 3 and 4 were 99 ± 6% and 99 ± 10%, respectively, while corresponding 
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CE values (Phase 4 and 5) for MES1 were lower (82 ± 2% and 88 ± 2%, respectively). However, 

when the current density was increased to 12.5 A m−2 (120 mA) (days 50–59; Figures 2B, C), a 

significant CE decrease was observed suggesting that microbial metabolic activity is not always 

proportional to the applied current density or that unidentified compounds were produced based on 

the low value of carbon recovery (< 66 %, Figure 7.1B). 

 

Figure 7.2 Coulombic efficiency of A) MES1, B) MES2 and C) MES3 in different operating 

conditions. Error bars show standard deviation of periodic analysis. 

7.3.2 Distribution of VFAs 

The measurable CO2 reduction products included alcohols and VFAs in the anolyte and catholyte 

effluent streams. Based on analytical measurements, nearly 50% of all produced compounds were 

recovered in the anolyte, indicating significant diffusion of CO2 reduction products through the 

Nafion membrane, most likely due to VFA concentration and pH gradients. Indeed, the anolyte pH 

of 1.5 – 2 might lead to VFAs protonation near the membrane thus increasing the transport of 
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undissociated molecules. Since the acetogenic enrichment used to inoculate the MES cells did not 

contain detectable methanogenic populations, CH4 was not detected in the cathode off-gas, while 

C2-C6 VFAs represented the majority of recovered products, as demonstrated by the CE 

calculations (Figure 7.2). Measured alcohol concentrations were low (including methanol, ethanol, 

propanol, butanol, tertbutanol), always below 80 mg L−1, although actual production may have 

been higher due to rapid bacterial consumption. Therefore, alcohol production was not included in 

the electron efficiency calculations. Hydrogen was generated in all MES cells. The Coulombic 

efficiency corresponding to the hydrogen released from the cathode compartment generally 

increased with current density but remained low compared to that of VFAs (Figure 7.2).  

VFA production showed an increasing trend during almost all phases of operation of the MES1, 

MES2, and MES3 cells (Figure 7.3). This suggests that in response to increasing CO2 and current 

supply, microbial activity increased both in the cathodic biofilm and the catholyte. In MES1, VFA 

production was low (< 100 mg (Lc d)−1) after inoculation. Acetate production gradually increased 

from the start of current application, reaching a peak of 1,145 mg (Lc d)−1. This highlights the 

impact of current (electron availability) on microbially catalyzed CO2 reduction. After day 22 

(Phase 3), the measured acetate concentration and, accordingly, acetate production decreased over 

time, while butyrate production, initially low, significantly increased. A maximum production rate 

of 875 mg (Lc d)−1 was achieved on day 45 (Phase 5), indicating that chain-elongating 

microorganisms, which proliferated in the bulk liquid and cathodic biofilm, utilized acetate to 

produce butyrate (Figure 7.3A). Subsequently, caproate production increased suggesting the 

conversion of butyrate into caproate through the chain elongation process [388]. A maximum 

caproate production of 94 mg (Lc d)−1 was reached on day 43 (Phase 5).  

Coating of carbon-based materials is a promising approach for improving the charge transfer of 

biocathodes as well as the selectivity of reaction products. Several studies have demonstrated the 

positive impact of modifying carbon supports with various metal-based materials (CuO/g–

C3N4/rGO, Fex,MnOy, Mo2C/N, TiO2, MnO2) on the bioelectrochemical reduction of CO2 by mixed 

microbial consortia to VFAs, especially acetate (Table 7.2) [61], [336], [338], [389], [390]. 

Additionally, an engineered Clostridium ljungdahlii used in MES cell with a Ni-P coated cathode 

was shown to enhance butyrate production [391]. The achieved butyrate production in that work 

was 100 mg (L d)−1, which is much lower than that of MES1 (875 mg (Lc d)−1) of the current study.   



127 
 

 

Figure 7.3 Production of VFAs in A) MES1, B) MES2 and C) MES3 under different operating 

conditions. 
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Another study demonstrated that coating a carbon felt cathode with a bimetallic oxide NiFe₂O₄ in 

a MES cell, improves butyrate selectivity from 37% to 95% [28]. The associated butyrate 

production with this cathode was 191.5 mg (Lc d)−1, which is still lower compared to the 

performance of MES1. 

The FeSnO catalyst played a crucial role in facilitating both electrochemical and 

bioelectrochemical reactions in the MES2 and MES3 cells. Under abiotic conditions, FeSnO 

primarily catalyzed hydrogen production, while after inoculation with the acetogenic enrichment 

it enhanced electron transfer between the cathode and the electroactive biofilm. This improved 

electron flow supported acetogenic activity, leading to efficient acetate formation and chain 

elongation. Overall, FeSnO not only promoted hydrogen evolution, but also accelerated bioreaction 

rates by facilitating the interaction between the electrode and microbial cells, e.g. through reduced 

activation looses. 

The trends of VFA production in MES2 and MES3 differed from those of MES1 (Figure 7.3B and 

C). Similar to MES1, after current application acetate production rate rapidly increased to 1,559 

mg (Lc d)−1 and 1,561 mg (Lc d)−1 in MES2 and MES3, respectively. Unlike MES1, the production 

rate of butyrate and caproate increased simultaneously suggesting efficient acetate chain elongation 

by C. kluyveri, using ethanol as an electron donor [378] [318]. From day 15 (end of Phase 2), 

ethanol addition was stopped, causing a sharp decrease in butyrate and caproate production and 

confirming that, as expected, ethanol was the main electron donor for acetate conversion by C. 

kluyveri. Compared to similar phases during the operation of MES1, butyrate and caproate 

production remained low in the absence of ethanol despite an increase in current density to 8.3 A 

m−2. Upon resumption of ethanol feeding at a higher flow rate (900 mg (Lc d)−1), in Phase 5 (days 

34–50), butyrate and caproate production rapidly increased. The butyrate production rate reached 

733 mg (Lc d)−1 in MES2 and 713 mg (Lc d)−1 in MES3 by day 38. Subsequently, caproate 

production rate peaked at the end of Phase 6 (day 59), reaching 676 mg (Lc d)−1 in MES2 and 792 

mg (Lc d)−1 in MES3. Importantly, in both cells ethanol feed did not affect the rate of CO2 uptake.  

By the end of the last operational Phase 7, corresponding to a current density of 14.6 A m−2, the 

caproate production rate decreased, while the butyrate production rate minimally increased. Also, 

acetate production (and therefore steady-state concentration) somewhat increased. 
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7.3.3 The impact of bioaugmentation with C. kluyveri and ethanol addition on 

butyrate and caproate production 

In the MES1, acetate was the main VFA produced during the first 29 days of operation (Phases 1-

4). Subsequently, increased chain elongation was observed between days 29-45 (Phase 5), where 

the production rate of butyrate and caproate reached 875 mg (Lc d)−1 and 94 mg (Lc d)−1, 

respectively.  The corresponding average selectivities for butyrate and caproate were estimated at 

49 ± 2% and 9 ± 2%, respectively (Figure 7.4A). Also, the maximum ethanol concentration 

observed during this period was 72 mg L−1. Phase 5 corresponded to MES1 operation at an 

increased current density of 8.3 A m−2 (Table 7.1). It can be hypothesized that in this phase ethanol 

produced through solventogenesis from acetate and/or electrochemically from CO2 was used as an 

electron source for the conversion of acetate to butyrate and caproate.  
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Figure 7.4 Selectivity of VFAs in A) MES1, B) MES2 and C) MES3 experiments under different 

operating conditions. 

 

The impact of bioaugmentation with C. kluyveri and ethanol addition on CO2 reduction to butyrate 

and caproate was assessed during the operation of MES2 and MES3. Unlike MES1, butyrate and 

caproate production was already significant from the start of the MES2 and MES3 operation and 

during Phases 1 and 2. However, when the ethanol supply was stopped (Phases 3 and 4), the 

concentrations (and therefore the production) of these VFAs immediately declined. Accordingly, 

during Phase 4 (days 22–34), the production rates of butyrate and caproate in MES2 and MES3 
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were lower than in MES1. This decline suggests that the chain elongating microbial populations in 

MES1 evolved to be less dependent on ethanol. In the absence of ethanol supplied to MES2 and 

MES3, the population of C. kluyveri declined compared to its initial density (Figure 7.5), 

confirming its dependence on exogeneous ethanol. These observations indicate that ethanol 

production by the mixed acetogenic consortium and/or through the electrocatalytic activity of the 

FeSnO cathode coating was insufficient to sustain the metabolic activities of C. kluyveri. At the 

same time, chain-elongating bacteria within the mixed microbial consortium were likely better 

adapted to low ethanol availability and/or capable of using the cathode as an electron source [376].     

To support growth and metabolic activity, between days 34 – 69 (Phases 5-7), ethanol supply to 

MES2 and MES3 resumed at a load of 900 mg (Lc d)−1, resulting in renewed in chain elongation 

and, consequently, higher concentrations of butyrate and caproate. Also, based on ddPCR 

monitoring of catholyte, proliferation of C. kluyveri was confirmed throughout these phases (Figure 

7.5). Notably, caproate production in MES2 and MES3 increased 6 and 5-fold, respectively, 

compared to a similar period of MES1 operation (days 29–45). The highest average selectivities 

were achieved during Phase 7 (days 50–59) and were estimated at 32 ± 1% (butyrate) and 48 ± 4% 

(caproate) for MES2, and 30 ± 1% (butyrate) and 51.0 ± 0.1% (caproate) for MES3 (Figures 7.4B 

and C). However, the CE calculated for VFA production remained below 50% (Figure 7.2 B and 

C). During phase 7 (days 59-69), the caproate production rate was decreasing, while the acetate 

production rate was increasing. Considering the progressively increasing density of C. kluyveri, 

which has been shown to also produce caprylate [392], caproate conversion into caprylate (C8 fatty 

acid) can be hypothesized [392]. However, analytical methods used in this study did not include 

caprylate measurements. A decrease in caproate production when the cathode potential changed 

from -1 V to -1.1 V/Ag/AgCl has been previously demonstrated [101] and can explain a lower 

caproate concentration in Phase 7. Similar results were also obtained in another study at a more 

negative potential of -1.2 V vs Ag/AgCl [186]. At a current density of 14.6 A m−2 (Phase 7), a 

cathodic potential of -1.29 ± 0.03 V vs Ag/AgCl, could either result in decreased caproate 

production or caproate conversion into caprylate (or both), thus explaining the decrease in caproate 

production. In this phase, the low CE (< 65%) and incomplete carbon balance suggest that reaction 

products other than C2-C6 VFAs and H2 were produced by other members of the mixed microbial 

consortium. 
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The addition of external electron sources like methanol and ethanol to enhance chain elongation of 

short and medium chain fatty acids in MES cells has been explored in various studies (Table 7.2). 

The conversion of CO2 and ethanol into caproate in a MES cell using mixed microbial consortium 

and a carbon felt cathode has previously been demonstrated. The results showed a caproate 

production of 2410 ± 690 mg (Lc d)−1 with a very high selectivity of 91.47 ± 0.58% [183]. However, 

the CE in this MES cell was low (12.23 ± 0.02%) because of high ethanol utilization. Similarly, 

another study examined the use of methanol as an additional electron donor in a MES cell to reduce 

CO2 using a mixed microbial culture predominantly consisting of Eubacterium genus [76]. In this 

case, butyrate was the main product, reaching a production rate of 360 ± 10 mg (Lc d)−1. It can be 

hypothesized that methanol produced by electrochemical catalysis on FeSn bimetallic oxide 

probably contributed to butyrate production in the three MES cells. Table 7.2 compares the 

performance of MES cells with that of recent work using modified electrodes. 
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Figure 7.5 Number of genome copies of C. kluyveri in cathode off liquid of MES2 and MES3 as 

determined by ddPCR. 
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Table 7.2 Comparison of acetate, butyrate and caproate performance of MES cells using CO2 as a carbon source. 

Inoculum 
Cathode 
materials 

Subs-
tracts 

Curren
t 

Ecath 
VFAs production  

(mg (L d)−1) 
VFAs Titer (mg L−1) 

CE 
(%) 

Ref. 

   A m−2 V C2 C4 C6 C2 C4 C6 %  

Mixed 
culture 

CuO/g–
C3N4/ 

rGO-CF 
CO2 -14.8 -0.9 270 - - 

3800 ± 
50 

- - - [390] 

Enriched 
mixed 

culture 

Mo2C/N-
LS 

 

CO2 - -1.05 150 - - 6080 - - 68 [389] 

Enriched 
mixed 

culture 

TiO2-CF 

 
CO2 - -0.9 

2150 
± 150 

- - 8860 - - 
72.76 
± 6.28 

[61] 

C. ljung-
dahlii 

Ni–P-CF CO2 - -1.05 1700 100 - 
1180 ± 

10 
670 ± 10 - 81.7 [391] 

Mixed 
culture 

NiFe2O4-
CF 

CO2 -0.14 -0.8 - 191.52 - 50 958 - - [28] 

Mixed 
culture 

Graphite 
granules 

CO2 + 

methan
ol 

1.3 -1.0 
60 ± 
20 

280 ± 
40 

- 
1300-
2100 

7000 ± 
1000 

- 
77.2 ± 
10.0 

[76] 
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Raw 
activated 
sludge 

CF 
CO2 + 

Ethanol 
10 - - - 

2410 ± 
690 

1150 ± 
770 

1220 ± 
730 

7660 ± 
1380 

12,23 
± 0,02 

[183] 

Enriched 
mixed 

culture 

FeSnO-
CF 

CO2 8.3 -0.95 
754 ± 

46 
566 ± 

38 
89 ± 7 

4459 ± 
103 

2819 ± 
137 

400 ± 37 88 ± 2 

This 
work 

(MES1) 

Enriched 
mixed 

culture 

FeSnO-
CF 

CO2 + 

Ethanol 
12.5 -1.05 

515 ± 
12 

550 ± 
34 

768 ± 
35 

2343 ± 
46 

2845 ± 
12 

2519 ± 
87 

64 ± 2 

This 
work 

(MES3) 
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7.3.4 Microbial community analysis 

 In order to characterize the microbial communities associated with the individual MES cells, the 

inocula, catholytes and cathode-associated biofilms were collected at the end of the experiment and 

were analyzed by 16S rRNA gene amplicon long-read sequencing (Figure 7.6).  

The enrichment used as inoculum, originally sourced from combined dark‑fermentation and 

anaerobic‑digestion sludges, underwent successive transfers in serological bottles under a H2 and 

CO2 atmosphere, promoting a metabolic shift from chemoorganotrophy to chemolithotrophy, and 

thereby enriching microorganisms capable of carbon dioxide fixation. The resulting microbial 

community was able to produce significant concentrations of acetate and butyrate, as well as 

smaller amounts of propionate, valerate, and caproate. This enrichment culture primarily consisted 

of bacteria classified as Megasphaera sueciensis (ASV1; 53%), Clostridium aciditolerans 

(ASV14; 15%), Prevotellaceae sp. (ASV3; 13%), Clostridium autoethanogenum (ASV9; 13%) 

and a minor population of C. ljungdahlii (ASV23; 2%). Megasphaera sueciensis is a known chain 

elongator that has been shown to produce butyrate and caproate from acetate [393], [394]. 

Clostridium aciditolerans is an acid-tolerant fermentative bacterium that is unable to grow by 

homoacetogenesis [395]. Clostridium autoethanogenum is a well-characterized homoacetogen 

capable of producing acetate and ethanol from CO2 and H2 [396]. C. ljungdahlii [397] is another 

homoacetogen with metabolic capabilities similar to those of C. autoethanogenum; however, the 

two species differ in key physiological traits, including the ratios of produced end products (e.g., 

[398], [399]. The detected Prevotellaceae sp. sequence is most closely affiliated (99.93% sequence 

identity over a length of 1453 basepairs) with Segatella asaccharophila - a species showing 

enhanced growth in the presence of CO2 and being capable of producing succinate and acetate by 

fermentation [400].  
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Figure 7.6 Relative abundances of the most abundant ASVs (based on the mean abundance 

across samples) in the base enrichment, the inoculum of MES2/MES3, and the catholyte and 

biofilm samples. Taxonomic identity of ASVs is color-coded. ASV identifiers and predicted 

function (EA-AG, electroactive acetogen; EA-HG, electroactive hydrogenogen; HAG, 

homoacetogen; CE, chain-elongator) within the MES cells are provided in parentheses. ASVs 

with a function prediction are emphasized in bold print. Please note that the presence of C. 

kluyveri in the inoculum of MES2 and MES3 represents the bioaugmentation. 

Despite efforts to maintain identical enrichment conditions, the microbial composition of the 

enrichment culture had somewhat shifted by the time it was used to inoculate the MES2 and MES3 

cells, nearly 8 months after the operation of MES1. The relative abundances of Megasphaera 

sueciensis (55%), Prevotellaceae sp. (16%) and C. ljungdahlii (1%) remained similar to the initial 

enrichment culture, however the population of Clostridium aciditolerans had been greatly reduced 

(1%) and Clostridium autoethanogenum was no longer detectable. Instead, this evolved enrichment 

contained a significant proportion of bacteria classified as Clostridium luticellarii (ASV7; 21%). 

Clostridium luticellarii is a known chain elongator that has been shown to produce butyrate, 

isobutyrate, and caproate from methanol and acetate [401]. It is also able to grow on H2 and CO2 

with acetate and butyrate being the main products, and caproate being produced in trace amounts 

[401]. 
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Of the bacteria dominating the inocula, only M. sueciensis thrived under the operating conditions 

of the MES cells, being detectable in all but one of the collected MES samples, and representing 

up to 83% of the individual microbial communities (Figure 7.6). In addition to M. sueciensis 

already enriched in the inoculum and the bioaugmentation strain C. kluyveri, microbial 

communities at the end of the experiment consisted primarily of bacterial species that were not 

detectable in the initial inoculum. Furthermore, the composition of the microbial communities 

varied considerably not only between the bioaugmented MES cells and the control, but also 

between the two bioaugmented replicates. 

At the end of the experiment, the cathodic biofilm of the control MES1 cell was dominated 

primarily by Sporanaerobacter acetigenes (ASV40; 33%), Caproiciproducens galactitolivorans 

(ASV28; formerly Clostridium sp. BS-1; 18%), the aforementioned M. sueciensis (9%) and a 

bacterium identified as Dysgonomonas mossii (ASV41; 6%). Caproiciproducens galactitolivorans 

has previously been shown to produce H2, CO2, ethanol, acetate, butyrate, and caproate through 

fermentation of sugars and alcohols [353]. It has also been reported that this bacterium exhibits 

enhanced growth when co-cultured with ethanol, acetate, and butyrate producers [353]. Based on 

these observations, it can be hypothesized that C. galactitolivorans is capable of producing 

caproate from ethanol, acetate, and butyrate; however, experimental evidence for this metabolic 

capability is currently lacking. Representatives of the genus Dysgonomonas have previously been 

detected in other bioelectrical systems  [402], [403], [404] suggesting that bacteria of this clade are 

electroactive. However, their exact role in these systems is currently still unknown. Finally, S. 

acetigenes has also previously been suggested to be electroactive [274] and has been associated 

with ethanol consumption in CO2-supplemented carboxylate-fed bioreactors [405]. The microbial 

community of the corresponding catholyte of MES1 consisted primarily of M. sueciensis (88%). 

The composition of the cathode biofilms between the bioaugmented MES2 and MES3 cells 

differed considerably despite same operating conditions for both cells. The MES2 biofilm consisted 

primarily of a bacterium closely affiliated with Microvirgula aerodenitrificans (ASV2; 88%) and 

the added C. kluyveri (ASV10; 3%). Both of these bacteria were also present in the MES3 biofilm, 

albeit with notably different relative abundances: M. aerodenitrificans (18%), C. kluyveri (23%). 

Additional noteworthy bacteria detected in the MES3 biofilm include a bacterium identified as 

Rummeliibacillus sp. (ASV16; 11%) and a bacterium identified as Comamonadaceae sp. (ASV6; 

16%). Representatives of M. aerodenitrificans [406] and Rummeliibacillus sp. [407] have 
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previously been detected in bioelectrochemical systems, however their exact role in these systems 

remains unclear. The closest cultured relative of the Comamonadaceae-affiliated bacterium is 

Saezia sanguinis. S. sanguinis has been isolated from blood [408], and there have so far not been 

any reports regarding the presence of these bacteria in a bioelectrochemical or biotechnological 

systems. 

Despite the significant differences between the cathode biofilms of the MES2 and MES3 cells, the 

microbial communities of the corresponding catholyte samples were surprisingly similar. Both 

catholyte samples were dominated by a bacterium affiliated with the Lysobacteraceae SN8 clade 

(ASV4; relative abundances: MES2, 49%; MES3, 27%), a clade characterized by the presence of 

Xanthomonas massiliensis SN8. Interestingly, this bacterium only represented a negligible portion 

(<1% relative abundance) of all the other collected samples, and can therefore be considered 

specific to the catholytes of the two bioaugmented MES cells. Representatives of the genus 

Xanthomonas are primarily known as plant pathogens [409], although some representatives have 

also been detected in engineered systems such as microbial fuel cells [410] or bioreactors [411]. 

The species Xanthomonas campestris has been shown to grow under anaerobic conditions by using 

extracellular electron transfer mechanisms [412]. Despite this, the role of Xanthomonas species in 

engineered systems currently unknown. Interestingly, while Xanthomonas in engineered systems 

are typically encountered in the form of biofilms (e.g.  [410], [413], the Xanthomonas sp. detected 

in the present study appeared to thrive predominantly in planktonic form. In addition to 

Xanthomonas, the microbial communities of the MES2 and MES3 catholytes consisted primarily 

of bacterial populations also detected in cathode biofilms, such as M. aerodenitrificans (MES2: 

3%; MES3: 3%), Rummeliibacillus sp. (9%; 24%), M. sueciensis (10%; 11%), Comamonadaceae 

sp. (7%; 5%), and C. kluyveri (2%; 10%). 

7.3.5 Microbial production of caproate 

Based on a simplified conceptual model for the production of the medium-chain fatty acid caproate 

(Figure 7.7) and the composition of the individual microbial communities, it can be attempted to 

reconstruct how caproate was produced in the different setups: In the base enrichment culture, C. 

autoethanogenum may have been primarily responsible for the initial conversion of H2 and CO2, 

as suggested by its elevated relative abundance. In the evolved enrichment culture used to inoculate 

the MES2 and MES3 cells, this initial conversion appears to have been mainly taken over by C. 
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luticellarii. Minor populations of C. ljungdahlii were detected at both stages and could have 

contributed to the conversion of H2 and CO2 throughout the enrichment process. The acetate, 

ethanol, and butyrate produced during both stages of the enrichment were most likely utilized by 

M. sueciensis for chain elongation, resulting in the production of caproate. The role of the detected 

Prevotellaceae sp. in the inoculum remains unresolved. 

Notably, acetate conversion to caproate required the presence of ethanol. It can be hypothesized 

that electrochemical and microbial pathways for ethanol production coexisted (Figure 7.7). 

Electrochemically catalyzed ethanol production is plausible, while acetate conversion to ethanol 

through solventogenesis is a well-established microbial process, typically involving species such 

as C. ljungdahlii and Clostridium autoethanogenum [414]. However, abiotic operation of MES 

cells demonstrated that electrochemical CO2 reduction resulted in very low production rates, with 

ethanol concentration at around 1 mg L−1 at a current of 30 mA. Under these conditions 

electrochemical production of acetate was also observed, yet acetate production was also low with 

a concentration of 20 - 45 mg L−1. Based on these results the solventogenesis pathway appears to 

be the more likely mechanism. Nevertheless, the conceptual model in Figure 7.7 includes both 

electrochemical and microbial pathways of ethanol production.    
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Figure 7.7 Simplified conceptual model of microbial caproate production in the MES cells. 

(Created with BioRender (https://BioRender.com). 

Desulfovibrio desulfuricans (ASV54) accounted for approximately 1% of the bacterial community 

in all MES cells. Known for its electroactive hydrogen production [415], this species likely 

catalyzed hydrogen generation, complementing the predominantly abiotic electrochemical 

production expected at the applied voltages. 

In the MES1 cell, it is not immediately clear how the initial CO2 conversion to more reduced 

organic compounds such as acetate or ethanol proceeded. The microbial communities of MES1 did 

not include representatives of common homoacetogenic genera such as Acetobacterium, 

Clostridium, Morella, Eubacterium, Sporomusa, or Ruminococcus [46]. Furthermore, none of the 

dominant genera in the MES1 cell – bacteria of the genera Sporanaerobacter, Caproiciproducens, 

Megasphaera, and Dysgonomonas - have previously been shown to carry out H2/CO2 conversion. 

The only possible candidate capable of CO2 conversion in the MES1 cell is a bacterium (ASV26) 

that was identified belonging to the BRH-c20a clade, and representing 4% of the biofilm 

https://biorender.com/
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community of the MES1 cathode. The BRH-c20a clade has frequently been suggested as being a 

key player in the electrochemical reduction of CO2 to acetate [183], [291], [416]. Interestingly, the 

closest known relative within the BRH‑c20a clade - a bacterium detected in a syngas‑based 

acetate‑producing bioreactor (KF956436; [417] - shares only 95% 16S rRNA gene sequence 

identity with the bacterium detected in the present study, suggesting that ASV18 may represent a 

new genus or even a new family within this clade. Downstream chain-elongation to butyrate and 

caproate was likely carried out by populations of Megasphaera and, possibly, Caproiciproducens 

detected in the MES1 cell. 

In the absence of other possible homoacetogens, the initial CO2 reduction in the MES2 and MES3 

cells was likely also carried out by the detected BRH‑c20a bacterium (ASV26) similarly to MES1. 

However, this bacterium represented only a small fraction (1–2%) of the microbial communities in 

these cells (Figure 7.6). Clostridium luticellarii, the dominant homoacetogenic species in the 

inoculum, was not detected in MES2 and MES3. In the MES2 and MES3 cells, chain elongation 

to butyrate was likely carried out by populations of Megasphaera (ASV1) and the introduced C. 

kluyveri (ASV10). 

Overall, the initial conversion of CO2 through homoacetogenesis appears to have been carried out 

by bacterial populations present at comparatively low abundance, indicating that this group was 

the most sensitive to the experimental conditions. Based on this observation, follow‑up 

experiments could be designed to further improve the efficiency and stability of the MES system. 

The homoacetogens in the original inoculum (C. luticellarii) and those eventually detectable in the 

MES cells (the BRH‑c20a bacterium) exhibited very limited growth under the MES operating 

conditions, as evidenced by their low relative abundance in the microbial communities. In fact, it 

has been shown that C. luticellarii grows very poorly in bioreactors with CO2 loading rates as were 

used in this study, thriving best at loading rates nearly an order of magnitude higher [405]. It has 

also been shown that bacteria associated with BRH‑c20a exhibit lower relative abundances in 

ethanol-fed MES cells (such as the MES2 and MES3 cells in this study) compared to those supplied 

exclusively with reducing equivalents from an electrode [183]. Given that the low abundance of 

homoacetogens suggests microbial acetate production could represent a bottleneck in caproate 

synthesis under the tested MES configuration, enriching or increasing the abundance of the 

homoacetogenic population may enhance overall caproate yields. Such enrichment could be 

achieved by increasing the CO2 loading rate of the MES cells, which might promote the 
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establishment of C. luticellarii (from the inoculum) within the system. Alternatively, the 

homoacetogenic population could be strengthened through bioaugmentation with known 

electroactive homoacetogens, such as representatives of the genera Acetobacterium or Sporomusa   

[418], which may be better adapted to the conditions of the tested MES setup.  

7.3.6 Electroactivity of cathodic biofilms 

To confirm the presence of electroactive bacteria in the catholytes and biofilms of the MES cells, 

the electrodes were characterized by cyclic voltammetry and electrochemical impedance 

spectroscopy (i) immediately after inoculation (t=0), and (ii) at the end of the experiment (t=45 or 

69 day) for the MES1 and MES2 cells. The current at the startup of MES1 was more negative than 

that of MES2 (Figure 7.8A). The more negative current observed in MES1 can most likely be 

attributed to its lower pH (6.0), which promotes the electrochemical hydrogen evolution reaction 

(HER), relative to MES2 (pH 6.5). For both cells, the observed currents were lower at the end of 

the experiments than at the beginning, indicating the development of electroactive (i.e. electron-

consuming) biofilms on the cathodes. This conclusion is consistent with the obtained 

electrochemical impedance spectroscopy results (Figure 7.8B). There, the charge transfer 

resistance obtained from Nyquist plot fitting decreased from an initial 209 Ω to 0.9 Ω in MES1 and 

from 302 Ω to 2.3 Ω in MES2 by the end of the experiment. Corresponding microbial community 

data suggests that the increased cathodic current is a result of the cathode being colonized by the 

electroactive hydrogenogen D. desulfuricans [415] and electroactive homoacetogens associated 

with the Bacillota-affiliated BRH-c20a clade [183]. 
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Figure 7.8 A) Linear voltammograms (sweep rate 5 mV s−1) and B) Nyquist plot recorded during 

MES1 and MES2 experiments at open circuit voltage. 

7.4 Conclusion 

This study demonstrates the effect of bioaugmenting MES cells, inoculated with a mixed 

acetogenic enrichment, with Clostridium kluyveri. Importantly, bioaugmentation with this strain of 

chain elongating bacteria was combined with the deposition of FeSn bimetallic oxide on the 

cathode surface resulting in high acetogenic and chain elongating microbial activities. 

Electrochemical impedance spectroscopy and voltammetry results confirmed the development of 

electroactive biofilms on cathodes coated with FeSn bimetallic oxide. In the MES1 control cell 

inoculated solely with the acetogenic enrichment, the main CO2 reduction products included 

acetate and butyrate and only small quantities of caproate. In the MES2 and MES3 cells 

bioaugmented with C. kluyveri, caproate production increased more than 8-fold. However, the 

proliferation and metabolic activity of this chain-elongating bacterium are highly dependent on 

ethanol supply, implying that further research is needed to overcome this limitation. It can be 

hypothesized that enhancing ethanol availability - either through the development of a bimetallic 

oxide cathode for efficient electrochemical ethanol production or through the promotion of 

microbial ethanol synthesis – can increase the rate of chain elongation. This approach could 

eliminate the need for an external electron donor and improve selectivity toward caproate 

production. 
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CHAPITRE 8 DISCUSSIONS GÉNÉRALES  

Ce travail s’est consacré à l’étude de l’impact des oxydes bimétalliques non nobles en tant que 

matériaux cathodiques sur la réduction bioélectrochimique du CO2. Cinq combinaisons d’oxydes 

bimétalliques non nobles (CuFeO, CuSnO, CuMnO, CoMnO et FeSnO) avec trois différents ratios 

molaires ont fait l’objet d’étude (1 :1, 1 :2, 1 :1). Les effets de ces oxydes bimétalliques ont été 

évalués par des tests en bouteilles. Les résultats de ces tests ont orienté la recherche sur trois types 

oxydes bimétalliques notamment CuFeO, CoMnO et FeSnO. Ces derniers ont été testés en tant que 

catalyseurs électrochimiques dans un milieu non agressif. Dans le but de favoriser la réduction 

synergique électrochimique et bioélectrochimique, l’analyse de ces résultats a permis de choisir 

FeSnO (1 :1) comme matériau d’électrode pour la réduction bioélectrochimique du CO2. Ce 

chapitre se consacre à discuter l’ensemble de ces résultats obtenus. 

8.1 Effet des oxydes bimétalliques non nobles sur la réduction biochimique du 

CO2 par les microorganismes méthanogènes et acétogènes 

Il a été beaucoup rapporté que les particules de matériaux particulièrement les matériaux conductifs 

de carbone et d’oxyde de fer influencent positivement la fermentation de déchets organiques ou le 

CO2 en méthane [273], [274], [275], [276], [277], [278]. Afin d’évaluer l’influence des oxydes 

bimétalliques synthétisés sur la conversion microbienne du CO2, des tests batch en bouteilles ont 

constitué un moyen rapide et simple pour aboutir à cette fin dans ce travail. Les tests batch en 

bouteilles ont été réalisés en introduisant des poudres ou des pièces d’électrodes d’oxydes 

bimétalliques dans les bouteilles contenant une culture à base de boue anaérobique, source de 

population microbienne mixte. À cet effet, un mélange gazeux de CO2 et H2 (80/20, vol/vol) a servi 

de source de carbone et d’électrons pour les microorganismes. Pour l’étude de l’activité des 

méthanogènes acétoclastes l’acétate a servi de source de carbone et d’électrons pour les 

microorganismes. Les résultats montrent que les oxydes bimétalliques à base de cuivre (CuFeO, 

CuMnO et CuSnO, ratio molaire 1 :1) ont un effet inhibiteur sur les méthanogènes 

hydrogénotrophes et acétoclastes (Figure 8.1) et les acétogènes (Tableau 8.1) présents dans la boue 

anaérobique. Quant aux oxydes bimétalliques CoMnO et FeSnO, leurs influences sont plutôt 

positives. L’analyse des concentrations des AGVs en fin de tests a montré la formation de butyrate 

et de valérate en plus de l’acétate en présence de CoMnO et FeSnO (Tableau 8.1). Il faut noter que 

les concentrations des AGVs étaient inférieurs à 20 mg/L en raison de la prédominance des espèces 
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méthanogènes dans l’inoculum. Pour les oxydes à base de cuivre, CuFeO a montré une influence 

relativement positive sur la production d’acétate. En ce qui concerne la conversion de l’acétate en 

méthane, la présence de FeSnO a induit un effet inhibiteur sur les méthanogènes acétoclastes. Ceci 

présente un intérêt pour la conversion du CO2 en AGVs par une culture à population mixte dans le 

sens de l’amélioration de la sélectivité de la réaction.  

Au regard de ces premiers résultats, étudier exclusivement l’effet des oxydes bimétalliques plus 

promettant en particulier CoMnO, FeSnO et CuFeO sur la conversion du CO2 par les acétogènes a 

consisté à inhiber les méthanogènes par l’acide 2-bromoéthanesulfonique. Les résultats montrent 

que l’acétate était le produit majoritaire parmi le propionate, le butyrate et le valérate (Tableau 8.2). 

La présence de FeSnO a été particulièrement intéressante dans ce sens qu’elle a plus favorisé la 

réduction du CO2 en acétate et la chaîne élongation en butyrate et valérate. Malgré l’amélioration 

globale de la réduction du CO2 en AGVs, la production des AGVs à valeurs ajoutée tels que le 

butyrate, le valérate et caproate était inférieure à 60 mg/L.  Cela souligne la faible présence des 

microorganismes élongateurs de chaîne carbonée des AGVs. Néanmoins ces premiers résultats ont 

permis de porter dorénavant l’intérêt sur les trois types d’oxydes bimétalliques notamment 

CoMnO, FeSnO et CuFeO et d’enrichir la culture par des microorganismes acétogènes. Des 

électrodes à base de ces trois oxydes bimétalliques ont par conséquent été préparées et utilisés pour 

évaluer leurs propriétés électrocatalytiques dans une cellule électrochimique.  
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Figure 8.1 Vitesses de A) consommation de H2 et de production de CH4 à partir du CO2 et B) 

production de CH4 à partir de l’acétate en utilisant la boue anaérobique. Les barres d’erreur 

représentent l’écart type. 

Tableau 8.1 Production des AGVs par la boue anaérobique à partir du CO2 et H2. 

 GVs  mg/L   cetate Propionate  utyrate Valerate Caproate 

Contrôle  1.0 ± 0.1 0 1.9 ± 0.2 0.6 ± 0.2 1.1 ± 0.0 

FeCuO 3 ± 1 0 0 0 1.3 ± 0.2 

SnCuO 2.7 ± 0.6 0 1.1 ± 0.1 0 1.1 ± 0.1 

MnCuO 1.6 ± 0.2 0 1.1 ± 0.1 0 0.9 ± 0.1 

CoMnO 1.6 ± 0.2 0 6.0 ± 0.4 5 ± 1 1.2 ± 0.2 

FeSnO 1.3 ± 0.0 0 5.4 ± 0.6 2.8 ± 0.3 1.0 ± 0.1 

 

Tableau 8.2 Production des AGVs à partir du CO2 et H2 par la boue anaérobique en présence des 

oxydes bimétalliques et l’acide 2-bromoéthanesulfonique (inhibiteur de méthanogènes). 

AGVs (mg L−1) Acetate Propionate Butyrate Valérate Caproate 

Contrôle  54 ± 2 11.0 ± 0.6 17 ± 4 5 ± 1 0 

CoMnO 118 ± 8 14 ± 1 9 ± 1 10 ± 1 0 

FeSnO 1723 ± 38 15 ± 3 29 ± 1 5 ± 1 0 

FeCuO 1544 ± 141 18 ± 2 11 ± 1 7.8 ± 0.2 0 

 

Au regard des premiers résultats, il était donc impératif d’enrichir la culture avec des 

microorganismes acétogènes afin de favoriser la réduction du CO2 en AGVs. Ce qui a justifié le 

mélange à équivolume de la boue anaérobique avec le liquide d’un réacteur traitant les déchets 

organiques alimentaires beaucoup plus riche en espèces acétogènes. Ce mélange a été traité 

thermiquement dans le but d’éliminer les méthanogènes. Le mélange obtenu est enrichi sous 

atmosphère de CO2/H2 dans un incubateur à 35°C.  Après les tests de performances 
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électrocatalytiques des différents oxydes bimétalliques de CoMnO, FeSnO et CuFeO, les oxydes 

bimétalliques CoMnO (2 :1), FeSnO (1 :1) et CuFeO (2 :1) se sont montrés plus stables et actifs 

pour la réduction électrochimique du CO2. Plus de détails sont apportés dans le paragraphe ci-

après. Les électrodes préparées sur la base de ces derniers oxydes bimétalliques ont été découpées 

en petites pièces et introduites dans des bouteilles pour d’autres tests avec l’enrichissement 

acétogène ainsi préparé. Cette fois-ci, la réduction du CO2 en AGVs a été améliorée dans 

l’ensemble avec une production plus importante de butyrate, de valérate et de caproate (Tableau 

8.3). Cependant, les présences de CoMnO (2 :1) et CuFeO (2 :1) dans les bouteilles ont conduit à 

la réduction de la consommation du CO2 par comparaison aux résultats des bouteilles sans oxydes 

bimétalliques (Figure 8.2). La présence de l’oxyde bimétallique FeSnO (1 :1) a augmenté la 

consommation de CO2 par rapport au contrôle négatif et en conséquence amélioré la production 

des AGVs. De plus, la production de butyrate a été particulièrement améliorée, suggérant une 

conversion de l’acétate en butyrate par chaîne élongation (Tableau 8.3).  

Tableau 8.3 Production des AGVs par l’enrichissement acétogène à partir du CO2 et H2 en 

présence des oxydes bimétalliques non nobles. 

AGVs (mg L−1) Acetate Propionate Butyrate Valerate Caproate 

Contrôle  1541 ± 46 28 ± 3 858 ± 69 52 ± 1 101 ± 6 

FeCuO (1:2) 431 ± 10 19 ± 4 653 ± 8 10 ± 1 68 ± 1 

CoMnO (2:1) 1480 ± 63 31 ± 3 672 ± 5 41 ± 1 71.3 ± 0.3 

FeSnO (1:1) 2039 ± 83 20 ± 2 1232 ± 72 55 ± 2 100 ± 7 
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Figure 8.2 Consommation de CO2 par l'enrichissement acétogène en présence des oxydes 

bimétalliques non nobles. Les barres d’erreur représentent l’écart type. 

8.2 Effet des oxydes bimétalliques non nobles sur la réduction électrochimique 

du CO2 

Sur la base des tests en bouteilles avec les oxydes bimétalliques équimolaires (ratio 1 :1), les trois 

combinaisons CuFeO, CoMnO et FeSnO ont relativement influencé positivement la réduction du 

CO2 en acides gras volatils par les microorganismes. Les électrodes ont été préparées en utilisant 

ces oxydes bimétalliques incluant les trois différents ratios métalliques. En se basant sur les 

voltamogrammes et la stabilité des courbes de polarisation à 156 A m−2 enregistrés en solution 

saturée de CO2, il a été possible de réduire l’étude des propriétés électrocatalytiques aux oxydes 

bimétalliques CuFeO (2 :1), CoMnO (2 :1) et FeSnO (1 :1). Ces catalyseurs se sont montrés non 

efficaces pour réduire le CO2 à courant imposé compris entre 13 et 156 A m−2. En effet, l’efficacité 

coulombique de la réduction du CO2 est évaluée entre 0 et 15 % sur ces différents catalyseurs avec 

pour produits de réduction le méthanol et le tertbutanol (Tableau 8.4). La production d’hydrogène 

a été bien évidemment la réaction favorisée avec une efficacité coulombique supérieure à 75 %. Le 

catalyseur CuFeO (2 :1) s’est illustré relativement plus efficace pour réduire le CO2 que les deux 

autres. L’inefficacité des différents catalyseurs pourrait s’expliquer par la valeur de pH presque 
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neutre qui ne favoriserait pas la réduction du CO2. Toutefois, ce choix de pH est basée la stabilité 

des électrodes et les conditions de prolifération microbienne.  

Tableau 8.4 Efficacité coulombique (%) de la réduction électrochimique du CO2 sur les oxydes 

bimétalliques non nobles. 

Cathode Current  

(A m−2) 

13 31 50 75 100 156 

FeCuO  

(1:2) 

Produits  11,8 14,5 13,4 7,1 4,0 0 

Total  86,9 ± 0,6 98,9 ± 0,9 98,8 ± 2,8 96,3 ± 0,8 92,1 ± 1,0 98 

CoMnO  

(2:1) 

Produits 7,3 14,0 4,4 1,1 0,3 0,1 

Total 87,8 ± 2,1 99,6 ± 2,9 99,3 ± 1,1  99,4 ± 1,6 98,2 ± 1,5 99 

FeSnO  

(1:1) 

Produits  10,3 5,0 10,6 2,1 0 0,1 

Total 94,4 ± 0,5 92,6 ± 0,7 99,6 ± 2,4 95,2 ± 0,6 96,0 ± 0,4 99 

 

Si ces oxydes bimétalliques sont inefficaces pour catalyser la réduction électrochimique du CO2, 

leurs propriétés de surfaces ainsi que la formation de l’hydrogène et le méthanol peuvent 

néanmoins servir aux microorganismes pour la réduction par la voie bioélectrochimique du CO2. 

Dans ce sens, l’oxyde bimétallique FeSnO (1 :1) s’est montré promettant sur la base des tests en 

bouteilles et des expériences électrochimiques. 

 

8.3 Effet des oxydes bimétalliques non nobles sur la réduction 

bioélectrochimique du CO2 en AGVs 

Les résultats des réductions biochimique et électrochimique du CO2 réalisées respectivement par 

des tests en bouteilles et électrochimiques ont suggéré que l’oxyde bimétallique FeSnO (1 :1) était 

le meilleur candidat pour favoriser la réduction synergique du CO2 par électrocatalyse et 

bioélectrocatalyse. Des expériences ont été réalisées dans la MES en utilisant une électrode de 

FeSnO (1 :1) comme cathode (MESs dénommées FeSnO-1 et FeSnO-2). Le CO2 et le catholyte 
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ont été apportés de façon continue. Pour servir de contrôle, une cathode de feutre de carbone sans 

revêtement d’oxyde bimétallique a également été utilisée (MESs dénommées CF-1 et CF-2). 

Ces différentes MESs ont été opérées en augmentant progressivement le débit de CO2 (200 à 300 

mL j−1) et la densité de courant appliquée (0 à 8,3 A m−2) avec une première phase d’acclimatation 

(Tableau 8.5). Cette approche a permis d’assurer une prolifération graduelle des microorganismes 

adaptée aux conditions opérationnelles des MESs et d’évaluer les performances des MESs dans 

différentes conditions d’opération. Les taux de conversion du CO2 ont été faibles (<60%) lors de 

la phase d’acclimatation (phase 1) à circuit ouvert pour les différentes MESs (Figure 8.3). Ces 

valeurs ont nettement amélioré avec l’imposition du courant atteignant des valeurs proches de 100 

% durant les phases 2 et 3 d’opération. Elles ont légèrement diminué à la densité de courant la plus 

élevée 8,3 A m−2 mais restent supérieurs à 85 %. Il faut souligner également que les différences des 

efficacités de conversion du CO2 des MESs avec la cathode de FeSnO (1 :1) et celles utilisant le 

feutre de carbone simple ne sont pas importantes. En effet, les valeurs maximales de conversion 

du CO2 pour les MESs les plus performantes sont évaluées à 1541 ± 5 mL (LC j)−1 et 1599 ± 2 mL 

(LC j)−1, respectivement pour CF-2 et FeSnO-2. Cela suggère que les MESs ont été limitées par le 

débit de CO2, chose utile pour limiter la réduction du CO2 en acétate au profit de la chaîne 

élongation.  

Tableau 8.5 Phases et paramètres d’opération des MESs. 

Phase Durée 

(jours) 

Courant Débit de H2   

(mL j−1) 

Débit de CO2  

(mL j−1) mA mA L−1 mA m−2 

1 14 0 0 0 800 200 

2 14 50 278 5,2 0 200 

3 14 50 278 5,2 0 300 

4 7-10 80 444 8,3 0 300 
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Figure 8.3 Efficacité de conversion du CO2 dans les cellules CF-2 et FeSnO-2. 

En termes d’efficacité coulombique, les valeurs moyennes des différentes MESs sont comprises 

entre 52 et 96 % et celles correspondantes à la formation des AGVs sont comprises entre 48 et 93 

%. Pour la cellule CF-2 ces valeurs vont de 53 à 86 % tandis que celles de la cellule FeSnO-2 sont 

comprises entre 48 et 93 % (tableau 8.4). Ces résultats sont en accord avec ceux correspondants 

aux taux de conversion de CO2 indiquant une légère différence entre les MESs avec cathode de 

feutre de carbone et celles ayant une cathode à base d’oxyde bimétallique FeSnO. Comme les 

efficacités de conversion de CO2, les CEs en AGVs ont diminué à densité de courant égale à 8,3 A 

m-2. Simultanément les CEs en H2 sortant des compartiments ont augmenté (Tableau 8.4). Ce qui 

suggère une activité microbienne moins importante dans ces conditions et l’implication de H2 sur 

le transfert d’électrons aux microorganismes. La CE minimale de réduction de CO2 en AGVs 

obtenue avec les MESs à cathode de FeSnO (1 :1) est égale à 48 % (phase 2) tandis que la CE 

maximale obtenue lors de la réduction par la méthode électrochimique est inférieure à 20% (tableau 

4). Cela montre l’importance de mener plus d’investigations sur la réduction du CO2 par la méthode 

bioélectrochimique. Ceci est la première fois à notre connaissance qu’une telle comparaison est 

établie. 
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L’imposition du courant à la phase 2 conduit à une brusque augmentation de la production d’acétate 

dans les différentes MESs. En considérant les MESs CF-2 et FeSnO-2, la production d’acétate a 

été augmentée plus de 9 fois avec l’imposition du courant (Tableau 8.4). Cela s’explique par 

l’importance du courant comme source d’électrons pour les microorganismes acétogènes. Ces 

électrons sont transférés aux microorganismes par la voie directe et par la voie indirecte par 

l’intermédiaire de l’hydrogène et le méthanol. L’hydrogène qui a été le produit majoritaire pendant 

la réduction électrochimique (CE ˃75 %, Tableau 8.4) a cependant été libéré à la cathode avec une 

CE inférieure à 25 % dans toutes les MESs. Ce qui suggère son utilisation par les microorganismes 

homoacétogènes pour la production d’acétate. 

Pendant les expériences des MESs dans les différentes conditions d’opération, l’acétate a été le 

produit majoritaire. La chaîne élongation a été plus considérable lors des phases d’opération 3 et 4 

où la densité de courant était respectivement fixée à 5,2 et 8,3 A m−2 et le débit de CO2 égal à 300 

mL j−1. Le butyrate et le caproate sont les AGVs à chaîne carbonée longue qui ont été produit 

considérablement.   Leurs productions ont été impactées par l’utilisation de la cathode à base de 

FeSnO (1 :1) dans les MESs. En effet, les productions maximales de butyrate et caproate dans 

FeSnO-2 dépassent d’environ 4 fois celles obtenue dans CF-2 (Tableau 8.4). Ce qui corrobore les 

résultats de tests en bouteilles avec l’enrichissement acétogène montrant un effet positif de FeSnO 

sur la chaîne élongation. Les utilisations des cathodes de MnO2/rGO (graphène réduit) [25] et de 

NiFe2O4 [28] dans des MESs ont également augmenté respectivement les productions d’isobutyrate 

et de butyrate par 2,09 et 1,2. Cependant, la production de caproate n’a été rapportée.  

Tableau 8.1 Production des AGVs et les efficacités coulombiques des cellules CF-2 et FeSnO-2. 

          Phase 1 2 3 4 

Acetate      
(mg (L j)−1) 

CF-2 65 ± 1 832 ± 73 1115 ± 131 1151 ± 130 

FeSnO-2 93 ± 14 865 ± 69 1054 ± 128 754 ± 46 

Propionate         
(mg (L j)−1) 

CF-2 11.8 ± 0.2 5 ± 2 132 ± 12 73 ± 6 

FeSnO-2 26 ± 1 47 ± 3 201 ± 33 566 ± 38 

CF-2 49 ± 1 49 ± 5 132 ± 1 141 ± 2 
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Butyrate              
(mg (L j)−1) 

FeSnO-2 26 ± 1 47 ± 3 201 ± 33 566 ± 38 

Valerate               
(mg (L j)−1) 

CF-2 20 ± 1 19 ± 3 15.5 ± 0.3 16.9 ± 0.3 

FeSnO-2 1.23 ± 0.02 5.8 ± 0.3 9.5 ± 0.1 42 ± 7 

Caproate                   
(mg (L j)−1) 

CF-2 50 ± 6 38 ± 7 20 ± 2 23 ± 2 

FeSnO-2 3.8 ± 0.5 2.9 ± 0.4 16 ± 1 89 ± 7 

CE (AGVs)        
(%) 

CF-2 - 56 ± 6 86 ± 9 53 ± 5 

FeSnO-2 - 53 ± 5 79 ± 10 67 ± 5 

CE (H2)             
(%) 

CF-2 - 3 ± 0.3 5 ± 1 20 ± 2 

FeSnO-2 - 10 ± 1 2.5 ± 0.1 21 ± 1 

CE (Produits)       
(%) 

CF-2 

 

59 ± 6 90 ± 10 72 ± 7 

FeSnO-2  63 ± 6 82 ± 10 88 ± 6 

 

8.4 Effet des oxydes bimétalliques non nobles sur la distribution de la 

communauté microbienne et la formation de biofilm 

Les différences observées sur la sélectivité des produits de réaction dans les MESs à cathode de 

feutre de carbone simple et celles à cathode à base de FeSnO ne sauraient être dissociées de la 

composition et distribution des populations microbiennes au sein des biofilms et des catholytes. 

Dans l’enrichissement acétogène, les espèces homoacétogènes tels que C. ljungdahlii et C. 

autoethanogenum sont responsables de la réduction du CO2 en acétate et sa conversion en éthanol, 

source d’électrons pour la chaîne élongation (Figure 8.4) [396] [397] [414]. Dans les MESs, ces 

espèces homoacétogènes n’ont pas été détectées. Le clade BRH-c20a souvent présenté comme un 

acteur clé de la réduction du CO2 en acétate ne représente que moins de 5% des communautés 

microbiennes dans les MESs [183], [291], [416]. Ce qui laisse entrevoir que d’autres espèces non 

connues comme acétogènes se seraient développées dans les MESs. M. sueciensis représente 

majoritairement la population microbienne dans l’enrichissement acétogène, elle est connue 

comme élongatrice de chaîne carbonée produisant le butyrate et caproate. Cette espèce s’est 
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proliférée dans les catholytes ainsi que les biofilms des MESs (Figure 8.4). Sa présence majoritaire 

dans le catholyte de la cellule FeSnO-2 (88%) pourrait justifier l’augmentation de la production de 

butyrate et caproate par rapport à la cellule CF-2. De plus, l’enrichissement spécifique de S. 

acetigenes (33%) dans le biofilm de la cathode de FeSnO pourrait jouer un rôle important dans la 

production de caproate. Elle a déjà été corrélée à l’oxydation d’éthanol [405] et la production de 

caproate dans des bioréacteurs contenant l’éthanol  [35], [419]. C. galactitolivorans représentant 

moins de 1% de la population microbienne de l’enrichissement acétogène s’est enrichie dans les 

catholytes et biofilms des MESs (Figure 8.4). Cette espèce connue pour fermenter les sucres et 

alcools en caproate a probablement contribué à la production de caproate dans les différentes MESs 

particulièrement dans la cellule CF-2 où elle est plus représentative [353].  

 

Figure 8.4 Abondances relatives des communautés microbiennes des échantillons de 

l’enrichissement acétogène, de la cellule à cathode de feutre de carbone (CF-2) et de la cellule à 

cathode de FeSnO (FeSnO-2).  

Au-delà des propriétés catalytiques de l’oxyde bimétallique FeSnO, son utilisation comme 

matériau cathodique dans la MES a également un effet sur la formation et les propriétés 

électrochimiques du biofilm. Les résultats des mesures voltamétriques et impédancemétriques en 
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début et en fin d’expérience montrent une augmentation du courant (Figure 8.4) et une diminution 

des résistances de transfert de charge (Tableau 8.5) au cours des expériences des MESs. Cela 

suggère que les biofilms développés sont conductifs en raison de la formation de sites de transfert 

d’électrons. Le courant enregistré sur la cathode de la cellule FeSnO-2 est plus élevé à celui 

enregistré sur la cathode de la cellule CF-2 (Figure 8.4). De plus les résultats impédancemétriques 

montrent également une diminution considérable de la résistance de transfert de charge (RCT) de la 

cathode de FeSnO-2 en fin d’expérience (Tableau 8.5). Cela suggère une amélioration du transfert 

d’électrons à l’interface de la cathode de FeSnO par rapport à l’électrode de feutre de carbone 

simple. Cette amélioration s’explique par la présence de bactéries électroactives au sein du biofilm 

formé.  Les présences relativement faibles dans les biofilms des espèces des genres Dysgonomonas 

[402], [403], [404], Sporanaerobacter [274], Desulfovibrio [415] et du clade BRH-C20a [183] qui 

ont déjà été identifiés comme électroactifs sont fortement associables aux propriétés 

électroconductives des biocathodes. Sporanaerobacter acetigenes a relativement été enrichie 

(33%) sur la biocathode FeSnO. Cette espèce a été suggérée comme électroactive, participant aux 

transferts directs d’électrons inter espèces et pouvant effectuer des transferts d’électrons 

extracellulaires aux oxydes de fer (III) [274] [33], [420], [421]. Cela conforte l’hypothèse que son 

affinité avec la cathode FeSnO est à l’origine de l’augmentation du courant et la diminution 

significative de la résistance de transfert de charge (RCT) de la biocathode de la cellule FeSnO-2. 

L’augmentation de la résistance de Warburg (RW) et la capacitance de la double couche (Cdl) 

formée sur la cathode de la cellule FeSnO-2 au cours du temps suggèrent la formation d’un biofilm 

dense sur la cathode à base de FeSnO.  



158 
 

 

Figure 8.5 Voltamogrammes enregistrés sur les biocathodes des cellules CF-2 et FeSnO-2. 

Table 8.6 Les caractéristiques électrochimiques des biocathodes obtenues par simulation des 

circuits équivalents des courbes de Nyquist (erreurs de simulation inférieures à 9 %). 

Temps Début Fin 

 

RW(Ω) Cdl (F) RCT(Ω) RW(Ω) Cdl (F) RCT(Ω) 

CF-2 0.027 0.110 239 0.24 0.097 118.5 

FeSnO-2 0.047 0.089 209 0.75 2.87 10−5 0.87 

 

8.5 Effet de la bioaugmentation de l’enrichissement acétogène par Clostridium 

kluyveri sur la réduction bioélectrochimique du CO2 en AGVs 

Les premières expériences avec les cellules FeSnO-1 et FeSnO-2 ayant une cathode à base de 

FeSnO (1 :1) ont conduit à une réduction du CO2 avec une efficacité supérieure à 85 % à densité 

de courant comprise entre 5,2 et 8,3 A m−2. Les efficacités coulombiques en AGVs sont comprises 

entre 48 et 93 %. L’acétate a été produit majoritairement avec une sélectivité minimale de 50%. La 
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production des AGVs à chaîne carbonée plus longue notamment le butyrate et le caproate a été 

néanmoins plus importante dans ces MESs par rapport à celle des cellules CF-1 et CF-2. D’autres 

expériences ont donc été réalisées afin d’améliorer la réduction du CO2 en AGVs à chaîne carbonée 

plus longue notamment le butyrate et le caproate. La bioaugmentation de l’inoculum a été l’option 

choisie à cet effet. C. kluyveri, une bactérie connue pour sa capacité à convertir l’acétate 

successivement en butyrate et caproate en utilisant de l’éthanol comme source d’électrons a été 

utilisée comme bactérie élongatrice de chaîne carbonée. Deux MESs (MES2 et MES3) ont été 

inoculées par l’enrichissement acétogène comportant 25 % de culture pure de C. kluyveri et 

comparées avec une MES sans bioaugmentation (MES1). Les résultats des analyses ddPCR 

confirment la prolifération de cette bactérie dans les deux MESs (Figure 8.4). Comme les 

expériences précédentes, la méthode d’augmentation progressive de la densité de courant et du 

débit de CO2 a été adoptée (Tableau 8.5). L’élongation de la chaîne carbonée des AGVs par C. 

kluyveri requiert de l’éthanol dont la production in situ est insuffisante. L’éthanol a donc été ajouté 

dans le catholyte des cellules MES2 et MES3. Son impact sur les performances de MES2 et MES3 

a été évalué en variant sa concentration de 0 et 900 mg (LC j)−1.  

Tableau 8.2 Phases et paramètres d’opération des MESs. 

MES  Phase 
Durée  

(jours) 

Courant CO2 

(mL j−1) 

H2 

(mL j−1) 

Ethanol 

(mg (Lc j) −1) mA mA L−1 A m−2 

 

 

 

 

MES1 

1 0-8 0 0 0 200 800 0 

2 8-15 30 167 3.1 200 0 0 

3 15-22 50 278 5.2 200 0 0 

4 22-29 50 278 5.2 300 0 0 

5 29-45 80 444 8.3 300 0 0 

MES2 and  

MES3 

1 0-8 0 0 0 200 800 300 

2 8-15 50 278 5.2 300 0 300 

3 15-22 50 278 5.2 300 0 0 
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4 22-34 80 444 8.3 300 0 0 

5 34-50 80 444 8.3 300 0 900 

6 50-59 120 667 12.5 400 0 900 

7 59-69 140 778 14.6 500 0 900 

 

Les taux de conversion de CO2 dans les trois MESs sont supérieurs à 86 % à 200 et 300 mL j−1 de 

CO2. Ces taux diminuent légèrement dans les cellules MES2 et MES3 lorsque le débit de CO2 a 

été augmenté à 500 mL j−1 mais restent supérieurs à 80 %. Le bilan de carbone en AGVs a 

cependant été évalué à moins de 70 % dans les trois MESs. Cela suggère que d’autres composés 

différents des AGVs et alcools analysés ont été formés. Les CEs moyennes calculées sur la base 

des AGVs produits sont comprises entre 59 et 79% dans la cellule MES1. Celles obtenues dans les 

cellules MES2 et MES3 sont comprises entre 59 et 96 % dans les mêmes intervalles de densité de 

courant (5,2 à 8,3 A m−2). Ces valeurs ont diminué à moins de 50% lorsque les densités de courant 

ont été successivement augmentées à 12,5 et 14,6 A m−2 dans les cellules MES2 et MES3. Cette 

diminution pourrait s’expliquer par la limitation des activités métaboliques bactériennes et la 

sensibilité des biofilms formés à des densités de courant plus élevées. 

En comparant les productions des AGVs dans les cellules MES2 et MES3 avec celles de la cellule 

MES1, on remarque une amélioration de la production de butyrate et caproate en raison de la 

bioaugmentation. En effet, la production de butyrate dans les cellules MES2 et MES3 est similaire 

à celle de la cellule MES1 à 8,3 A m−2 mais celle de caproate a été multipliée par un facteur de 6 

(Figure 8.5). De plus, lorsque la densité de courant a été augmentée à 12,5 A m−2 dans les cellules 

MES2 et MES3, la production de caproate s’évalue à plus de 8 fois celle obtenue dans la cellule 

MES1 à 8,3 A m−2. Il faut cependant souligner que cette amélioration a nécessité un apport 

d’éthanol dans le catholyte à 900 mg (LC j)−1. En l’absence de l’éthanol, la croissance de C. kluyveri 

baisse dans le catholyte (Figure 8.4) ainsi que la production de butyrate et caproate (Figure 8.5).  
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Figure 8.6 Évolution de la concentration du génome de Clostridium kluyveri dans les cellules 

MES2 et MES3. 
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Figure 8.7 Production des AGVs dans les cellules A) MES1 et B) MES2. 

 



163 
 

CHAPITRE 9 CONCLUSION 

9.1 Conclusion 

La réduction bioélectrochimique est une méthode prometteuse pour réduire le CO2 en divers 

produits. Cette méthode associant le courant électrique et les activités métaboliques des 

microorganismes connait cependant de nombreux défis tant au niveau des constituants 

fondamentaux de la cellule électrochimique qu’au niveau des microorganismes. Une importance 

est de plus en plus portée sur le développement de matériaux cathodiques offrant une interface 

compatible à la formation de biofilm conductif et efficace pour la réduction bioélectrochimique du 

CO2.  Cette étude portant sur l’évaluation de l’effet de matériaux cathodiques à base d’oxydes 

bimétalliques non nobles sur la réduction bioélectrochimique du CO2 s’est inscrit dans ce sens.  

Cinq combinaisons d’oxydes bimétalliques non nobles (CuFeO, CuMnO, CuSnO, FeSnO et 

CoMnO) avec différentes ratios métalliques molaires ont été étudiées. Des tests en mode batch en 

bouteilles avec les poudres des oxydes bimétalliques non nobles équimolaires ont montré que les 

oxydes bimétalliques à base de Cu ont un effet inhibiteur sur l’activité métabolique de réduction 

du CO2 des microorgansimes méthanogènes ainsi que les microorganismes acétogènes. Les oxydes 

bimétalliques FeSnO et CoMnO ont en revanche un effet positif sur leurs activités métaboliques. 

L’oxyde bimétallique FeSnO a un effet inhibiteur sur les méthanogènes acétoclastes contrairement 

aux méthanogènes hydrogénotrophes. L’oxyde bimétallique CoMnO avec un ratio Co : Mn égal à 

2 :1 a cependant montré un effet inhibiteur sur les microorganismes acétogènes suggérant que Co 

a un effet inhibiteur pour ces microorganismes. Aucun oxyde bimétallique n’a montré un effet 

inhibiteur total sur les microorganismes dans les conditions de test. L’oxyde bimétallique FeSnO 

s’est illustré promettant pour la réduction du CO2 par les microorganismes acétogènes et 

élongateurs de chaîne carbonée. Ces tests batch ont montré que les microorganismes interagissent 

différemment avec les oxydes bimétalliques non nobles selon leur composition.  

Des expériences électrochimiques ont montré que les oxydes bimétalliques CuFeO, FeSnO et 

CoMnO catalysent la réduction du CO2 en méthanol et tertbutanol à des rendements coulombiques 

faibles (<20%). La formation d’hydrogène a été la réaction la plus favorisée. Les performances 

catalytiques de l’oxyde bimétallique CuFeO ont relativement été plus élevées que les autres oxydes 

bimétalliques non nobles.  
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L’oxyde bimétallique FeSnO a été déposé sur du feutre de carbone et utilisé comme matériau 

cathodique pour la réduction bioélectrochimique du CO2 dans une MES. Avec des débits de CO2 

de 200 et 300 mL par jour, l’efficacité de la réduction du CO2 par un enrichissement acétogène 

était supérieure à 85% à des densités de courant égales à 5,2 à 8,3 A m−2. Les rendements 

coulombiques de réduction du CO2 obtenus sont compris entre 48% et 93 %. En comparaison aux 

MESs utilisant une cathode en feutre de carbone simple, les MESs avec la cathode à base de FeSnO 

ont amélioré la réduction du CO2 en butyrate et caproate à plus de 4 fois alors que les MESs à 

cathode en feutre de carbone favorise la production de l’acétate. Les résultats de caractérisation 

voltamétrique et impédancemétrique ont montré également que la cathode à base de FeSnO 

favorise le développement de biofilm conductif ayant une faible résistance de transfert de charge.  

La bioaugmentation de l’enrichissement acétogène par une culture pure élongatrice de chaîne 

carbonée (C. kluyveri) a permis d’accroître la réduction du CO2 en butyrate et caproate et atteindre 

une sélectivité totale de butyrate et caproate d’environ 80 %. La production de caproate a été 

multipliée à plus de 8 fois à 12,5 A m−2 avec un ajout d’éthanol au catholyte. En augmentant la 

densité de courant à 14,6 A m−2 et le débit de CO2 à 500 mL par jour, le taux de conversion du CO2 

a chuté en dessous de 85 % et l’efficacité coulombique en AGVs a diminué à moins de 50%. Le 

bilan de carbone était inférieur à 80 % suggérant que d’autres produits de réaction n’ont pas été 

analysés.  

Les analyses biomoléculaires de l’enrichissement acétogène, des biofilms et des catholytes des 

MESs ont permis de représenter les abondances relatives des communautés microbiennes des 

différents échantillons. Les résultats obtenus suggèrent que les bactéries BRH-c20a, Dysgomonas 

mossii, sporanaerobacter acetigenes et Desulfovibrio desulfuricans sont probablement 

responsables de l’amélioration des propiétés électrochimiques des biofilms formés et les bactéries 

Megasphaera sueciensis, Caproiciproducens galactitolivorans et C. kluyveri sont à l’origine de la 

production de butyrate et caproate. Ces résultats ne donnent pas d’informations suffisantes sur les 

bactéries réduisant le CO2 en acétate, le produit majoritaire. Des espèces appartenant au groupe 

BRH-c20a sont susceptibles de réduire le CO2 en utilisant l’hydrogène comme donneur d’électrons 

mais elles ne représentent que moins de 5% des populations microbiennes. L’espèce Megasphaera 

sueciensis dominante dans l’enrichissement acétogène et présente dans toutes les MESs est 

probablement capable de réduire le CO2 en AGVs. 
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9.2 Recommandations 

Les résultats de cette étude démontrent que les oxydes bimétalliques non nobles influencent 

positivement ou négativement l’activité métabolique des microorgansimes méthanogènes, 

acétogènes et élongateurs de chaîne carbonée dépendamment de leur composition. L’oxyde 

bimétallique FeSnO équimolaire s’est montré promettante pour la réduction bioélectrochimique du 

CO2 en butyrate et caproate. Cependant plusieurs aspects méritent d’être étudiés d’avantage. Les 

recommandations suivantes contribueront à créer plus de connaissances pour l’amélioration des 

performances des systèmes bioélectrochimiques: 

-Étudier l’impact de l’oxyde bimétallique FeSnO sur les voies métaboliques de microorganismes 

acétogènes et méthanogènes pures permettra de comprendre les interactions entre les particules de 

cet oxydes bimétalliques et les microorganismes. 

-Bioaugmenter l’enrichissement acétogène avec des microorganismes homoacétogènes et 

électroactifs tels que Sporomusa ovata et des microorganismes solventogéènes comme Clostridium 

autoethanogenum permettrait d’augmenter la réduction du CO2 en acétate par voie direct et indirect 

et par conséquent faciliter la réaction de chaîne élongation des AGVs. Le contrôle de pH 

légèrement plus acide permettrait d’améliorer le processus solventogène et par conséquent 

l’élongation de chaîne carbonée. 

-Explorer une autre voie d’élaboration de cathode à base de l’oxyde bimétallique FeSnO telles que 

l’électrodéposition pour augmenter la surface spécifique des électrodes ainsi que leur porosité afin 

de stimuler le développement de biofilm tridimensionnel plus efficace. 

-Explorer les oxydes bimétalliques de CoMnO avec un ratio de Co faible comme support de 

microorganismes dans un digesteur anaérobique pour la production de méthane. 

-Développer d’autres catalyseurs efficaces pour la production d’éthanol in situ dans la MES 

permettrait d’améliorer la sélectivité de la réduction bioélectrochimique du CO2 en AGVs à chaîne 

carbonée moyenne.   
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ANNEXE A INFORMATION S PPLÉ  NTAIR     L’ARTI L 2 

A-1 Figures 

 

Figure A.6.1 A) Hydrogen consumption and B) methane production by anaerobic sludge using 

BES as inhibitor, tests carried out in triplicate. 
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Figure A.6.2 Concentrations of alcohols produced at the cathode of A) CF-1 cell, B) CF-2 cell, 

C) FeSnO-1 cell and D) FeSnO-2 cell.  
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Figure A.6.3 Cathodic concentrations of volatile fatty acids during the different operating phases 

of A) CF-1 and E) FeSnO-1 and Carbon dioxide conversion efficiency during operation of B) 

CF-1, D) FeSnO-1. Experimental conditions corresponding to each phase are provided in Table 

6. 1. 
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A-2 Tables 

Table A.6.1 Production of volatile fatty acids by anaerobic sludge. 

VFA (mg/L) Acetate Propionate Butyrate Valerate Caproate 

Control 1.0 ± 0.1 0 1.9 ± 0.2 0.6 ± 0.2 1.1 ± 0.0 

FeCuO 3 ± 1 0 0 0 1.3 ± 0.2 

CuSnO 2.7 ± 0.6 0 1.1 ± 0.1 0 1.1 ± 0.1 

CuMnO 1.6 ± 0.2 0 1.1 ± 0.1 0 0.9 ± 0.1 

CoMnO 1.6 ± 0.2 0 6.0 ± 0.4 5 ± 1 1.2 ± 0.2 

FeSnO 1.3 ± 0.0 0 5.4 ± 0.6 2.8 ± 0.3 1.0 ± 0.1 

 

Table A.6.2 Hydrogen consumption and methane production rates observed in the anaerobic 

sludge batch tests. 

Tests Control FeCuO FeSnO CuSnO CuMnO CoMnO 

H2 consumption rate (mmol d−1) 147 ± 9 90 ±13 152 ± 3 89 ± 5 55 ± 5 128 ± 5 

CH4 production rate (mmol d−1) 36 ± 2 20 ± 2 36 ± 0 19 ± 0 12 ± 3 31 ± 0 

H2 to CH4 ratio  4.0 4.4 4.2 4.8 4.6 4.1 
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Table A.6.3 Alcohol production in the acetogenic mixed culture batch test. 

Alcohols (mg L−1) Methanol Ethanol C3 alcohols C4 alcohols 

T=0 2 6 0 7 

Control 8.7 ± 0.2 15.3 ± 1.5 0.8 ± 0.1 23.5 ± 1.2 

FeCuO (1:2) 8.5 ± 0.5 10.1 ± 0.5 0.54 ± 0.02 19.4 ± 1.0 

CoMnO (2:1) 8.9 ± 0.3 15.4 ± 1.9 0.7 ± 0.1 20.9 ± 1.2 

FeSnO (1:1) 8.7 ± 0.5 14.4 ± 1.0 0.8 ± 0.2 21.6 ± 1.6 
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Table A.6.4 The results of Nyquist curves fitting with equivalent circuits of the of the CF-2 and FeSnO-2 cells. 

Time Initial Final 

MES OCP (V) L (µH) RW (Ω) Cdl (F) RS (Ω) RCT (Ω) OCP (V) L (µH) RW (Ω) Cdl (F) RS (Ω) RCT (Ω) 

CF-2 0.05 1.77 0.027 0.110 2.50 239 -0.64 1.51 0.24 0.097 1.81 118.5 

FeSnO-2 0.24 1.33 0.047 0.089 3.70 209.4 -0.67 2.30 0.75 2.87 10-5 1.38 0.87 
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Table A.6.5 VFA production rates and selectivity observed during CF-1 cell operation. 

     Products / Operation phase 1 2 4 

Acetate Production rate  

(mg (L d) −1) 

35 ± 5 1088 ± 50 1329 ± 112 

Selectivity (%) - 75 ± 4 69.2 ± 6 

Propionate Production rate  

(mg (L d) −1) 

6 ± 3 107 ± 4 105 ± 2 

Selectivity (%) - 10 ± 2 7.7 ± 0.2 

Butyrate Production rate  

(mg (L d) −1) 

11 ± 1 48 ± 8 117 ± 22 

Selectivity (%) - 10 ± 1 11 ± 1 

Valérate Production rate  

(mg (L d) −1) 

1.3 ± 0.2 19 ± 1 23 ± 3 

Selectivity (%) 

 

2.3 ± 0.1 10.3 ± 0.3 

Caproate Production rate  

(mg (L d) −1) 

0.8 ± 0.2 8 ± 1 23 ± 2 

Selectivity (%) - 0.9 ± 0.2 2.5 ± 0.1 

All VFAs Production rate  

(mg (L d)-1) 

54 ± 9 1306 ± 64 1597 ± 141 

CE (%) - 77 ± 6 65 ± 5 

H2 CE (%) - 10 ± 1 16 ± 4 

All products CE (%) - 87 ± 7 81 ± 9 
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Table A.6.6 VFA production rates and selectivity observed during FeSnO-1 cell operation. 

Products / Operation phase 1 2 3 4 

Acetate Production rate 
(mg (L d)−1) 

33 ± 2 656± 87 1348 ± 123 1210 ± 24 

Selectivity (%) 
 

81 ± 10 77 ± 7 68 ± 2 

Propionate Production rate 
(mg (L d)−1) 

3.3 ± 0.3 60 ± 10 114 ± 14 88 ± 1 

Selectivity (%) 
 

10 ± 1 10 ± 1 8 ± 2 

Butyrate Production rate 
(mg (L d)−1) 

24 ± 5 34 ± 4 100.3 194 ± 18 

Selectivity (%) 
 

6.5 ± 0.6 9.9 18 ± 2 

Valerate Production rate 
(mg (L d)−1) 

1.52 ± 0.03 4 ± 1 15.1 25 ± 1 

Selectivity (%) 
 

0.8 ± 0.2 1.6 2.7 ± 0.2 

Caproate Production rate 
(mg (L d)−1) 

5 ± 1 4 ± 1 10.7 33 ± 3 

Selectivity (%) 
 

0.8 ± 0.2 1.6 3.8 ± 0.3 

All VFAs Production rate 
(mg (L d)−1) 

68 ± 2 758 ± 103 1589 ± 69 1550 ± 9 

CE (%) 
 

48 ± 6 93 ± 8 60 ± 3 

H2 CE (%) 
 

4.4 ± 0.1 2.5 ± 0.3 17 ± 3 

All products CE (%) CE (%) 52 ± 6 96 ± 8 77 ± 6 
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Table A.6.7 Relative abundance of predominant amplicon sequence variants (ASVs) merged at 

the species in the inoculum, catholyte and biofilm samples. Only ASVs of more than 5% relative 

abundance in at least one sample are shown. 

Species Inoculum CF 2 
Liquid 

FeSnO 2 
Liquid 

CF 2 
Biofilm 

FeSnO 2 
Biofilm 

Microvirgula 
aerodenitrificans 

< 0.1 5.6 0.3 3.5 2.3 

Anaeroglobus sp900240295 56.1 0.8 82.5 2.1 8.3 

Clostridium_B sp902809985 21.9 0.0 0.0 0.0 0.0 

Pectinatus frisingensis 0.1 4.3 0.5 10.0 0.6 

Anaerosalibacter_A 
sp900155565 

< 0.1 0.3 0.6 0.5 32.3 

Caproiciproducens 
galactitolivorans 

< 0.1 49.6 3.1 51.5 26.5 

Unclassified 17.1 30.1 5.7 10.6 5.0 

Other 4.8 9.2 7.4 21.9 24.9 
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A-3. Solution composition 

Phosphate buffer 0.05 M 

Dissolve in 500 mL of water 2 g of K2HPO4, 2.55 g of Na2HPO4*7H2O and 0.55 g of 

NaH2PO4*H2O. Add 1 mL of resazurin 0.1% solution (w/v). Boil the solution under flushing and 

agitation of N2/CO2 for 30 minutes. Dispatch 300 mL of buffer in 500 mL serum bottles and cap 

hermetically with rubber stopper and aluminum seal. Inject through rubber stopper 1mL of Cystein-

Na2S solution (1.25 %, w/v) of phosphate Buffer. Wait until buffer turns pink, then colorless and 

store at 4°C. 

Acetate solution 300 g/L  

Weigh 12.4 g of ammonium acetate, 16.4 g of potassium acetate, 18.3 g of sodium acetate and 6.64 

g of glacial acetic acid in a beaker. Complete the weight to 150 g with distilled water. Add 2-5 

drops of 0.1% resazurin (w/v) and transfer the solution in several 60 mL serum vials. Flush vial 

with N2/CO2 gas for 2 minutes. Cap the serum bottles and seal. Inject through rubber stopper 0.1 

mL Na2S solution (2.5%, w/v) per 10 mL of substrate and wait until solution turns colorless. Store 

the solution at 4°C. 

Vitamin solution 

The vitamin solution is obtained by introducing in 1L of distilled water these chemicals: biotin 

(2mg), folic acid (2mg), pyridoxine-HCl (10mg), thiamine-HCl.2H2O (5mg), riboflavin (5mg) 

nicotinic acid (5mg) and D-ca-pantothenate (5mg). 

Mineral solution 

The mineral aqueous solution contains NH4Cl (100 g L-1), NaCl (80 g L-1), KCl (10 g L-1), KH2PO4 

(10 g L-1), MgSO4.7H2O (20 g L-1), CaCl2.H2O (4 g L-1). 

Trace elements solution 

Trace elements solution is an aqueous solution of those chemicals: Na-EDTA (0,5 g L−1), 

FeCl2.4H2O (2 g L−1), H3BO3 (0,05 g L−1), ZnCl2 (0,05 g L−1), CuCl2.2H2O (0,04 g L−1), 

MnCl2.4H2O (0,5 g L−1), (NH4)6Mo7O24.4H2O (0,05 g L−1), AlCl3.7H2O (0,054 g L−1), CoCl2.6H2O 

(0,15 g L−1), NiCl2.6H2O (0,1 g L−1), MgCl2.6H2O (1 g L−1), Na2Se3O3  (0,05 g L−1). 
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A-4. Microbial community analysis 

DNA was extracted from the microbial inoculum, catholyte, and biofilm samples using a DNeasy 

PowerSoil Pro kit (Qiagen, USA) and following the manufacturer’s instructions. DNA quality and 

quantity assessments were carried out using the Quant-iT PicoGreen assay (Fisher Scientific Ltd). 

Analysis was performed by 16S rRNA gene amplicon sequencing of nearly full-length 16S rRNA 

genes, amplified using the primers 27F (5'-AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3' and 1492R (5'-

RGYTACCTTGTTACGACTT-3'.  Amplicons were sequenced by Circular Consensus Sequencing 

(CCS) on a PacBio sequencing platform. Amplicon generation and sequencing were carried out at 

the Integrated Microbiome Resource facility (Dalhousie University, Canada). Amplicon sequences 

were analyzed following the longread workflow of the DADA2 pipeline (version 1.32; Callahan et 

al. 2019 [doi:10.1093/nar/gkz569]; https://github.com/benjjneb/dada2/). For ease of interpretation, 

amplicon sequence variants (ASVs) with identical classifications were merged. 
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ANNEXE B INFORMATION S PPLÉ  NTAIR     L’ARTI L 3 

B.1 Solution preparation for MES operation 

P7 culture medium 

The P7 medium was composed of MgSO4 x 7 H2O (0.2 g), KH2PO4 (0.1 g), KCl (0.1 g), NaCl (0.8 

g), NH4Cl (1 g), CaCl2 x 2 H2O (0.02 g), Yeast Extract (1 g), NaHCO3 (1 g). All medium 

compounds were dissolved in a total volume of 1 L of deionized water. A volume of 0.5 mL of 

resazurin (0.1% w/w) was then added as an indicator of redox state. The solution was distributed 

into 100 mL serological bottles, and these bottles were then heated for 5 minutes in a microwave. 

Each bottle was then flushed with N2/CO2 (80:20 vol/vol) for 5 minutes. Vitamin stock solution (1 

mL; for composition see below), cysteine 30 g/L (1 mL), and 2-(N-morpholino) ethanesulfonic 

acid (MES) buffer 200 g/L (5 mL), were also added into each bottle. 

Clostridium kluyveri culture medium 

Clostridium kluyveri culture medium was composed of MgSO4 x 7 H2O (0.2 g), KH2PO4 (0.1 g), 

KCl (0.1 g), NaCl (0.8 g), NH4Cl (1 g), CaCl2 x 2 H2O (0.02 g), Yeast Extract (1 g), NaHCO3 (1 

g) dissolved in a total volume of 1 L of deionized water. A volume of 0.5 mL of resazurin (0.1% 

w/w) was added as an indicator of redox state. The solution was distributed into 100 mL serological 

bottles, and these bottles were then sterilized by heating for 5-10 minutes in a microwave. Each 

bottle was then flushed with N2/CO2 (80:20 vol/vol) for 5 minutes to establish anaerobic conditions. 

Vitamin stock solution (1 mL; for composition see below), cysteine 30 g/L (1 mL), MES 200 g/L 

(10 mL), sodium acetate 300 g/L (1 mL), absolute ethanol (0.6 mL) and NaHCO3 50 g/L (2 mL) 

were added into each bottle. 

Vitamin solution 

The vitamin solution was prepared by introducing in 1L of distilled water biotin (2 mg), folic acid 

(2 mg), pyridoxine-HCl (10 mg), thiamine-HCl 2 H2O (5 mg), riboflavin (5 mg) nicotinic acid (5 

mg) and D-ca-pantothenate (5 mg). 

Minerals solution 

The mineral aqueous solution contains NH4Cl (100 g L-1), NaCl (80 g L-1), KCl (10 g L-1), KH2PO4 

(10 g L-1), MgSO4.7H2O (20 g L-1), CaCl2.H2O (4 g L-1). 
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Trace elements solution 

Trace elements solution consisted of the following chemicals: Na-EDTA (0,5 g L-1), FeCl2.4H2O 

(2 g L-1), H3BO3 (0,05 g L-1), ZnCl2 (0,05 g L-1), CuCl2.2H2O (0,04 g L-1), MnCl2.4H2O (0,5 g L-

1), (NH4)6Mo7O24.4H2O (0,05 g L-1), AlCl3.7H2O (0,054 g L-1), CoCl2.6H2O (0,15 g L-1), 

NiCl2.6H2O (0,1 g L-1), MgCl2.6H2O (1 g L-1), Na2Se3O3  (0,05 g L-1). 

B.2 Droplet Digital PCR (ddPCR) method 

The PCR mixture consisted of 12.5 uL Bio-Rad 2x QX200 ddPCR EvaGreenR Supermix (SM) 

(BioRad Laboratories Ltd, Mississauga, ON), primers at a final concentration of 0.1 µM, 0.2 

mg/mL BSA and genomic DNA input concentrations 1 ng DNA per 25 µL ddPCR reaction. 

Sample mixtures were gently vortexed avoiding the formation of bubbles, centrifuged for 20 sec, 

then kept on ice until droplet generation. Samples were packaged into droplets by adding 20 µL of 

the PCR mixture to each sample well of the single-use DG8 cartridge followed by addition of 70 

µL of droplet generation oil for EvaGreenR to each of the corresponding oil wells. The cartridge 

was then placed into the QX200 droplet generator for droplet production. Forty microliters of 

generated droplets were transferred from the cartridge to a semi-skirted ddPCR 96-well plate (Bio-

Rad). Samples were successively prepared in cartridges in groups of eight, transferred to the PCR 

plate and subsequently heat sealed with a pierceable foil seal. The plate was transferred to a thermal 

cycler, and reactions were run under the following standard cycling conditions: 95°C for 5 min 

followed by 40 cycles of 95°C for 30 sec, 59°C for 60 sec, 72°C for 30 sec. The cooling step was 

performed at 4°C for 5 min followed by a final extension at 90°C for 5 min then a 4°C hold; ramp 

rate = 50% (2°C/sec). Upon completion of the PCR phase, plates were loaded onto the QX200 

Droplet Digital reader, which automatically reads the droplets from each well of the plate. Data 

analysis was performed using QuantasoftTM software (Bio-Rad). Negative droplets, lacking target 

and/or reference gene DNA, as well as positive droplets containing at least one copy of the target 

were counted. The concentration of target DNA was determined using Poisson distribution 

analysis.  

B.3 Dissolved CO2 analysis method 

An equimolar aqueous solution of potassium carbonate and sodium carbonate was prepared at 10 

g/L. Different solutions (5 g/L; 2.5 g/L; 1.25 g/L) were prepared by successive dilution of this stock 

solution. 
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For each solution prepared, 0.4 mL was introduced into a 10 mL vial and sealed. A volume of 0.5 

mL of 3 M HCl solution was added using a syringe. The carbon dioxide evolved after this 

acidification of the solution was analyzed using a gas chromatograph. A curve between the 

chromatographic peak of carbon dioxide and the concentration of carbonate was then plotted. The 

resulting linear correlation is used to determine the concentration of CO2 dissolved in the MES cell 

samples. 


