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INTRODUCTION

Cette étude s’attache a décrire la «Réactivité Géomicrobiologique des matériaux et
minéraux ferriferes» dans le cadre du stockage géologique de déchets radioactifs de haute
activité et a vie longue (HAVL) en milieu argileux profond. L'introduction de matériaux
exogenes au sein d'un milieu argileux est susceptible de perturber ou de modifier
durablement les conditions physico-chimiques et géochimiques prévalant en profondeur.
Que ce soit lors des phases de creusement et d’exploitation du stockage ou bien au cours de
son évolution a long terme, l'interaction des différents matériaux présents va libérer des
especes chimiques (fer, soufre, silicium, magnésium...) et gazeuses (CO,, H,...). Ces
interactions, fluide/roche notamment, peuvent durablement modifier les conditions
géochimiques du milieu et engendrer progressivement une altération des composants
impliqués dans les différentes configurations de stockage. Ce processus d’altération pourrait
remettre en cause les capacités de confinement des différentes enveloppes ouvragés et
donc d'influer sur le relachement et la migration des radionucléides. Par conséquent, la
connaissance des propriétés chimiques et mécaniques des matériaux est nécessaire pour
évaluer la capacité de confinement du stockage sur le court et le long terme et sa pérennité.

L’existence de micro-organismes vivant profondément sous la surface de la terre est
maintenant bien établie. (Gold 1992 ; Parkes et al., 1994, 2000 ;
Pedersen,1996, 1997 ; Whitman et al. 1998 ). Cette biosphere souterraine (selon
les auteurs entre 5 % et 50 % de la biomasse terrestre totale) se retrouve principalement
dans les milieux sédimentaires, les gisements de pétrole, les aquiféres, les roches
volcaniqgues et basaltigues. Dans ces écosystemes profonds, méme si certains
métabolismes microbiens essentiellement hétérotrophes tirent leur énergie de la matiere
organique sédimentaire, d’autres autotrophes utilisent plutét des sources d’énergie d'origine
géochimique, comme I'hydrogéne ou le méthane. Ces modes de fonctionnement alternatifs
sont caractéristiques des systemes profonds. Néanmoins, comme tous les micro-organismes
pour survivre et vivre dans ces environnements profonds, ils doivent disposer de tous les
éléments nutritifs et oligo-éléments nécessaires pour leur développement tels que carbone,
azote, phosphore, soufre, magnésium, fer...).

Dans les environnements argileux profonds étudiés pour le stockage et malgré les

conditions hostiles (faible hydratation, faible porosité), la présence de microorganismes
endogenes a été démontrée par de multiples études récentes (Stroes Gascoyne et
al., 2007 ; Mauclaire et al.,, 2007 ; Pedersen et al., 2000;
Poulain, 2006) . Les apports nutritifs indispensables peuvent étre fournis par les produits
d’altérations mentionnés précédemment, qui sont susceptibles de favoriser, d'initier ou de
modifier I'activité bactérienne et qui peut en retour entretenir I'altération. Dans ce travail, il a
semblé pertinent d’étudier cette boucle altération/nutrition originale et de décrire les
paramétres qui la contrdlent, afin d’évaluer son impact sur les propriétés de confinement des
composants du stockage.

Méme si la nature endémique des microorganismes identifiés peut étre longuement
discutée (absence de contamination par des apports allochtones), I'impact des activités
microbiennes en milieu profond ne peut étre sous-estimé. Plusieurs études montrent
aujourd’hui, le réle important des microorganismes dans les cycles biogéochimiques ainsi
gue leurs capacités impressionnantes a survivre dans les environnements les plus extrémes.
Si le milieu argileux constitue une limite physique a la vie des microorganismes autochtones,
l'introduction de souches allochtones, dans un milieu argileux présentant une surface
d’exploitation de plusieurs kilométres carrés est certainement impossible a prévenir.

Ce parameétre microbiologique essentiel est & prendre en compte, quelle que soit son
origine (autochtone ou allochtone). Il est actuellement évalué par les différents acteurs des
projets de stockage notamment franco-frangais, tels que I'Andra et 'IRSN ainsi que de
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nombreux laboratoires académiques en France et a I'étranger, a travers des études
conduites sur les évolutions des matériaux de confinement (argileux et métalliques).

Dans la présente étude, un modeéle bactérien basé sur la ferri-réduction a été choisi pour
ses critéres de viabilité dans le systeme, et sa capacité a altérer les matériaux dans les
conditions du stockage (anoxie, quantité de fer importante, présence d’hydrogéne, milieu
argileux pouvant contenir du Fe(lll) structural). La description de la réactivé globale des
matériaux ferriferes du stockage au travers de [l'activité des bactéries ferriréductrices
constitue le principal objectif du présent travail. En effet, cette activité bactérienne est un des
plus importants processus réactionnels dans les sédiments profonds ou la présence de
phases ferriferes de type smectite et d’'oxydes est identifiée.

Cette these constitue une étude exploratoire soutenue par un volet expérimental
important. Elle s'attachera a décrire le concept dynamique d’'une activité microbiologique
viable et durable en conditions de stockage géologique profond. Il s’agira notamment de
déterminer si la capacité de réduction du Fe(lll) structural par les micro-organismes peut
avoir des conséquences importantes sur la pérennité des propriétés de confinement des
barriéres argileuses ou bien lors de l'implication de I'activité microbiologique dans les
processus de biocorrosion comme dans le contrble de ['évolution géochimique de
I'environnement du stockage.
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CHAPITRE I : OBJECTIFS ET CONTEXTE DE
L'ETUDE

1. CONTEXTE DU STOCKAGE GEOLOGIQUE ARGILEUX

1.1. OBJECTIFS ET FINALITE DU STOCKAGE : LES ENJEUX

Les déchets radioactifs sont issus d’un certain nombre d’activités industrielles comme la
production électronucléaire, médicale, la radiothérapie ou d'activités de recherche. En
France, prés de 85% de déchets radioactifs proviennent du fonctionnement des centrales
nucléaires civiles qui utilisent et générent des matiéres radioactives dans les différentes
étapes du cycle du combustible nucléaire.

Les déchets HAVL désignent une catégorie de déchets nucléaires a la fois a «Haute
Activité» (de l'ordre du Tera Becquerel par gramme, 10 Bg/g) et & « Vie Longue »
(supérieure au millier d'années). Ce sont les déchets ultimes de I'énergie nucléaire. lls sont
constitués des produits de fission du combustible, des actinides mineurs formés par capture
neutronique et le combustible nucléaire initial appauvri en isotope fissible, mais encore
intact. Aprés leur récupération, ces déchets subissent une premiére action de traitement
consistant a réduire au maximum leur volume et leur toxicité. Pour cela une séparation peut
étre réalisée entre les produits de fission et les actinides (3 - 5%), qui sont les déchets
nucléaires proprement dits, du combustible qui n'a pas encore réagi (95 - 97%), et qui peut
étre recyclé. Une deuxieme phase dite de conditionnement est ensuite entamée dans le but
de transformer les déchets en colis solides et stables. En France, ces déchets sont vitrifiés,
c'est-a-dire fixés dans une matrice de verre pour limiter le relachement des noyaux
radioactifs a I'échelle de temps géologique.

Compte tenu du besoin d'isoler les déchets HAVL (Haute Activité et a Vie Longue)
pendant de longues périodes de temps, les recherches ont été rapidement orientées vers le
stockage en formation profonde. En France, 'ANDRA (Agence Nationale pour la gestion des
Déchets RAdioactifs) a été chargée de la conception et de la démonstration de la faisabilité
de ce stockage, ceci sous le contrdle notamment de 'ASN (Autorité de Sdreté Nucléaire) et
de son appui technique I'IRSN (Institut de Radioprotection et de la Sdreté Nucléaire). Un
effort particulier a été entrepris suite a des décisions politiques ces vingt dernieres années :
tout d’abord, I'axe 2 de la loi Bataille du 30 décembre 1991 stipule que des études sur les
possibilités de stockage réversible ou irréversible en formation géologique doivent étre
menées. Apres examen du « dossier 2005 » de 'ANDRA, le parlement a demandé a I'Andra
d’étudier et de dimensionner la faisabilité industrielle d'un stockage réversible en couche
géologique, en vue d’'une mise en service en 2025.

Différents types de formations rocheuses sont actuellement étudiés dans le monde pour
servir d'encaissant, par exemple du granite en Suede et Finlande, des démes de sel en
Allemagne et des roches argileuses en Suisse, Belgique et France (OECD, 1999; ANDRA,
2005; OECD, 2006). Les travaux menés par I'Andra depuis une quinzaine d’années
visent a concevoir un stockage en profondeur dans une formation géologique capable
d’assurer le confinement des déchets sur de tres longues durées (plusieurs centaines de
milliers d’années). Ce concept de stockage mobilise les propriétés, notamment de
confinement, de la formation géologique retenue, choisie comme barriére pour s’opposer a la
dissémination des radionucléides contenus dans les déchets (Lebon, 2007).
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1.2. GEOMETRIE ET SPECIFICITES DES SYSTEMES PROFONDS : LES
CONCEPTS, LES MATERIAUX ET LE MILIEU GEOLOGIQUE

Le concept multi-barriéres :- Le confinement des déchets nucléaires en formation
géologique argileuse profonde repose sur un concept "multi-barriéres” (Figure 1). Ce dernier
consiste a interposer entre les éléments radioactifs et la biosphére des barriéeres
successives, en vue de minimiser le risque de relachement des radionucléides :

- Une matrice dans laquelle sont incorporés les radioéléments : le verre pour les
déchets HAVL.

- Le conteneur métallique dans lequel sont conditionnés le colis et son surconteneur. lls
ont pour réle majeur d’'éviter la pénétration de I'eau dans les colis et I'arrivée de I'eau
au contact du verredurant la phase thermique.

- Dans certaines options, une barriéere ouvragée probablement de nature argileuse et
compacte (bentonite).

- La formation argileuseen elle méme est considérée comme la derniére barriére
naturelle dans un stockage profond.

. | Produits de fission vitrifiés dans
C Eau souterraine leur conteneur métallique inox

{5 mm)

== limite le contact d= | '=au avec
I colis

= &cran & | ‘irradiation o et B

Surconteneur | tube guide
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20 em)

| Barriére ouvragée de voisinage

f' Milizu geéologique du site de
siockage

SYSTEME MULTIBARRIERES

n U LIMITER

Migration des lixiviatz et des radionucleides

Figure 1 : lllustration d’'un systéme multibarriéres (Perronnet et al, 2005)

Le milieu argileux.- Le site de Meuse/Haute-Marne appartient a la bordure orientale du
Bassin de Paris. Géologiquement, il est constitué d'une alternance de couches
sédimentaires a dominante argileuse et de couches calcaires. Au sein de la série
sédimentaire, la formation argileuse cible est celle des argilites du Callovo-Oxfordien. Elle
est encadré par deux grandes formations calcaires, le Dogger sous-jacent et I'oxfordien
carbonaté sus-jacent (Figure 2). Cette couche a pour origine la sédimentation de matériaux
détritiques (minéraux argileux jusqu’a 60% en masse, quartz fins) et de carbonates dans une
mer relativement calme. Les argilites se sont mises en place entre -158 et -152 millions
d'années. Les sédiments déposés ont été progressivement compactés, pendant une
guinzaine de millions d'années, sous le poids des dépbts ultérieurs; ce processus
diagénétique s’est accompagné d’'une expulsion d’eau. Les argilites ont dés lors acquis des
propriétés proches de celles qu’elles ont aujourd’hui, les mouvements de fluides et d’ions y
deviennent tres lents. Les propriétés texturales du Callovo-Oxfordien lui conférent une faible
perméabilité sur toute son épaisseur. La perméabilité est comprise entre 5.10™ m/s et
5.10™ m/s. Elle est due a une taille de pores de la roche trés petite (20-100 nm) ce qui
entraine un transport par diffusion dans I'eau porale. L'argilite peut étre décrite comme une
barriére argileuse naturelle.
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Figure 2 : Coupe géologique sur le site du laboratoire de recherche souterrain (ANDRA, 2005).

L’architecture actuellement retenue pour le stockage des colis de déchets est une répartition
par zones des différents types de colis, classée selon leurs degrés de radioactivité et leurs

Y

durées vie, dans les alvéoles de stockage a environ 500m de profondeur. Les colis de
moyenne activité (MAVL) et les colis de haute activité a vie longue (HAVL) sont décrits par

les zones B et zone C respectivement sur la Figure 3.

Installations
de surface

Installations souterraines

4.0263.C de stockage

Figure 3 : Schéma représentatif des zones de stockage de colis de déchets B et C en profondeur,

(ANDRA 2005).
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1.3. CONCEPT ET ORGANISATION DES ALVEOLES

Au sein des alvéoles de stockage des colis de déchets HAVL, différents matériaux sont
pressentis afin de préserver le confinement des déchets radioactifs en profondeur (Figure 4):

- Les colis de stockage qui sont déposés dans des alvéoles et sont séparés par des
intercalaires afin de limiter la charge thermique (température inférieure a 90°C dans la
roche hote).

- Un bouchon métallique qui a une fonctionde protection biologique pendant la phase
d’exploitation.

- Un bouchon d’argile qui a une fonction de confinement a I'échelle del’alvéole.

- Unbouchon en béton qui a une fonction de maintien mécanique du bouchon d’argile.

Bouchon métallique s
- Protection biologique ¥

Partie utile Téte d'alvécle

Bouchon d'argile Bouchon béton
- Barrigre de confinement en = Maintien mécanigue
continuité avec le terrain du bouchon d'argile
e
S
C.IM.0SES.04.0187.E P

Figure 4 : Schéma d’une alvéole de colis HAVL (ANDRA 2005).

1.4. POSITIONNEMENT DE LA PROBLEMATIQUE « ACTIVITE MICROBIENNE » EN
STOCKAGE PROFOND.

L'étude de faisabilité s’attache a évaluer les conditions dans lesquelles un stockage
pourrait étre construit et exploité le stockage tout en préservant la sécurité des travailleurs,
du public et de la protection de I'environnement que ce soit a court terme ou a long terme
(« dossier Argile, Andra 2005 »)

Afin de comprendre et de maitriser au mieux I'évolution du stockage, une identification et
une hiérarchisation des paramétres influants sont étudiés par les différents acteurs du
stockage. Parmi ces parameétres, on peut citer :

 Le site géologique et les propriétés de confinement de la barriere argileuse, en

considérant plus particulierement les aspects géomécaniques, les propriétés
physiques et de perméabilité de la roche argileuse afin de limiter le transport de I'eau
et a terme des radionucléides dans I’environnement.

« Larésistance physique (thermique, radioactive) ou la durabilité, des matériaux utilisés
dans le systeme multi-barriéres de confinement des radionucléides.
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e L’évolution géochimique des matériaux ainsi que les modifications chimiques de
I’environnement du stockage et les différents processus réactionnels (corrosion,
dissolution) qui vont prendre place entre les matériaux ainsi que l'influence des
produits de ces réactions sur le milieu (production de gaz, évolution physico-chimique
du milieu).

C’est sur ce dernier point que va porter I'essentiel de notre étude.

L'évaluation de la faisabilité du stockage géologique dans les séries argileuses du bassin
de Paris (argilite du Callovo-Oxfordien en Meuse Haute-Marne) a permis a I'Andra de
confirmer l'intérét des argilites comme barriére efficace pour le stockage géologique des
déchets a haute activité et a vie longue (HAVL). Cependant, afin d’évaluer I'évolution du
stockage et de ce fait de s’assurer de la pérennité de I'intégrité de la barriere argileuse, il est
nécessaire de déterminer les phases réactives dans le stockage susceptibles d’évoluer dans
le temps et d’altérer les performances des barrieres argileuses dans son rble de confinement
des radionucléides. D’autre part, ces phases réactives sont aussi celles qui vont étre le
moteur (autant énergétique que nutritif) des processus biogéochimiques prévalant dans ce
milieu de stockage profond. Ainsi I'évaluation de la réactivité des matériaux du stockage est
primordiale pour garantir la durabilité du confinement et donc la sureté du stockage.
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2. REACTIVITE DES MATERIAUX

Cette partie présente les deux systemes étudiés d’'un point de vue de leur réactivité : le
systéme argileux et le systéme métallique, ainsi qu'une revue synthétique des recherches
entreprises sur la réactivité fer/argile. Elle propose aussi une vision intégrée de la réactivité
du systeme fer-argile pour évaluer les performances a long terme des matériaux dans les
conditions d’'un stockage géologique des déchets radioactifs. La connaissance des conditions
physico-chimiques prévalant en profondeur ainsi que la réactivité globale du systéme sont cruciales
dans notre étude car ces phases et éléments réactifs gouverneront les réactions microbiennes. Ainsi
plusieurs questionnements doivent étre posés et identifiés :

» Dans quelle mesure les argilites peuvent-elles étre un systéme réactif ?
* Quelles phases supportent la réactivité ?

 Et quels sont les éléments qui permettent cette réactivité ?

2.1. LES BARRIERES ARGILEUSES : PROCESSUS DE FORMATION, PHASES ET
ELEMENTS CIBLES REACTIFS

2.1.1. Structure et classification des phyllosilicates

Les minéraux argileux sont des alumino-silicates en feuillets (phyllosilicates) plus ou
moins hydratés sous forme de particules finement divisées dont la taille est de I'ordre du
micrometre. Dans les interfaces et surfaces continentales, ils se forment a partir de
l'altération physico-chimique d’'une roche et sont, par exemple, un des constituants majeurs
des sols évolués. Le type d'argile produit dépend directement de la nature de la roche mere,
du climat et de la topographie du milieu. Ces phyllosilicates sont composés d’'une succession
de feuillets composés eux-mémes d'un empilement de couches tétraédriques (T)
principalement siliceuses, de couches octaédriques (O) principalement alumineuses et d’'un
espace interfoliaire, interface entre deux feuillets (Figure 5).

Le tétraédre est le module de base des minéraux silicatés (silicates). Il est formé par un
atome de silicium (Si*") tétravalent entouré de quatre atomes d’oxygéne (O,)

L’équilibre électrique est atteint par la compensation des charges positives de I'atome de
silicium avec les charges négatives des atomes d'oxygéne. Ces atomes d'oxygéne sont
également liés aux autres tétraedres voisins et aux couches octaédriques voisines. Une
substitution du silicium par un atome d’aluminium (AF**) et plus rarement de fer (Fe*") créé un
déficit de charge et un déséquilibre électrique au niveau de la couche tétraédrique (T).

L’octaédre est un module constitué d’'un atome central, A" ou Mg®* ou Fe*" ou Fe*,
entouré de 6 groupements hydroxyles (OHY). Un déficit de charge est aussi présent suite aux
substitutions des atomes centraux trivalents (AI** et Fe*") par des atomes centraux divalents
(Mg?* et Fe?") a lintérieur de la couche octaédrique (O). Ce déficit de charge permet de
distinguer les minéraux dioctaédriques (majorité de deux cations trivalents par maille
élémentaire) des minéraux trioctaédriques (majorité de trois cations divalents par maille
élémentaire). Plus rarement, des atomes de Ti, Ni, Cr, Mn, Zn peuvent aussi jouer le rble
d’atome central. La couche tétraédrique et la couche octaédrique sont liées par la mise en
commun d’atomes d’oxygene.

L’espace interfoliaire contient les cations monovalents (K, Na) ou divalents (Ca, Mg)
permettant d’équilibrer le déficit général de la structure tétraédre/octaédre (TO ou 1:1),
tétraeédre/octaedre/tétraédre (TOT ou 2:1) ou tétraédre/octaédre/tétraedre/octaédre (TOTO
ou 2:1:1). Sa taille varie suivant le type de cations intégrés ainsi que la quantité de molécule
d’eau présente.

La taille des feuillets est variable suivant le type de structure (TO, TOT, TOTO). Cependant,
les distances caractéristiques sont respectivement de 7, 10 et 14 A en prenant en compte
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'espace interfoliaire. Une variation de I'épaisseur du feuillet est principalement due a la
variation de la taille de I'espace interfoliaire.

*w -

»
—

Un feuillet de smectite =
Tétraédres de silicium (T)

*
Octaédres d'aluminium (O) | Taille:

+ 12A
Tétraédres de silicium (T) (1,2 nm)

+
Espace interfoliaire (El)

Figure 5: Représentation 3 D d’une smectite d’aprés Kohler (2005) et précision sur la composition d’un
feuillet TOT.

Les minéraux argileux qui ont une composition chimique d'une extréme variété peuvent
étre classés (Tableau 1) a partir de 3 criteres :

» la valeur de la charge interfoliaire x par demi maille [O10(OH)2]. Elle est égale au bilan
des substitutions isomorphiques dans le feuillet (remplacement de cations de charge
différente créant un défaut ou un exces de charge dans le feuillet) ;

» la subdivision di et trioctaédrique ;

« l'origine de la charge négative en excés (couche T et/ ou O).

Feuillet Groupe Charge du Couche Exemples
feuillet par octaédrique
unité 0,,(0H),

TO Kaolins w=0 Dioctagdrigus | Kaolinite, dickite, nacrite
‘Serpentines Trioctaédrique | Chrysotile, antigorite, berthienne |
TOT Pyrophillites %= Dicctagdrigue | Pyrophillite
Taies | Trioctaédrique | Taic, willemseite ]

Smectites ¥ de 0.2 4 0.6 |Dicctagdrigus | Montmorillonite, beideliite, nontronite

Trinctagdrigue | Saponite, stevensite

Vermiculites | x de 0.6 4 0.9 | Dicctagdrigue

Trinctagdrique

Micas % de 0.53 1.0 | Dioctagdrigus | Muscovite, illite

Trinctagdrigue | Phlogopite, biotite

Micas durs ¥=2.0 Dicctagdrigus | Margarite

......... FrrEEE i E A R R G EEEE AR S S R R ——

Trioctaedrique | Anandite

TOT 2 | Chlorites ¥ variable Dioctagdrigus | Dombassite

......... o ———

Trioctagdriqgue | Clinochlore, chamosite

Tableau 1 : Classification des phyllosilicates. X représente la charge du feuillet par unité structurale,
d’aprés Bruno, G (1993).

19



CHAPITRE | : OBJECTIF ET CONTEXTE DE L'ETUDE

Afin de déterminer la réactivité de la barriere argileuse naturelle dans le stockage il
est nécessaire dans un premier temps de connaitre les processus chimiques et
géologiques qui ont amené a la formation des argilites, et qui de fait pourraient en
contrbler I'altérabilité.

2.1.2. Formation sédimentaire des argilites : un environnement stable ?

L'érosion des continents conduit au dépbt d'argiles détritiques dans les bassins
sédimentaires. Cette altération de surface, dite aussi supergene résulte de I'ensemble des
interactions fluide-roche a basse température. Les minéraux argileux se forment soit dans
les milieux superficiels par altération de minéraux préexistants qui ont cristallisé dans les
conditions de température-pression-composition des fluides, soit dans des milieux
magmatiques et métamorphiques ou sédimentaires. Les sédiments sont composés de
minéraux tres différents qui ne constituent pas nécessairement des assemblages stables. lls
peuvent étre composés de débris cristallisés dans des conditions de surface dans les
altérites et les sols (smectites, kaolinite, oxydes et hydroxydes de Fe, Mn,...) et forment des
assemblages hors d’équilibres dans les conditions nouvelles imposées (Meunier, 2003)

La diagenése des sédiments transforme leurs propriétés physiques et leur composition
minéralogique lors de I'enfouissement dans les bassins sédimentaires. Les conditions de
pression, température, perméabilité des ensembles rocheux sont modifiées au cours des
épisodes d’enfoncement progressif du socle des bassins sédimentaires. Ainsi au cours de
'enfouissement, se succédent, dans un méme volume de roche, des processus de
dissolution, de précipitation de phases minérales avec des apports d'éléments chimiques ou
d’appauvrissement par évacuation de certains de ces éléments (Force et al., 1991)

La diagenese commence juste aprés linterface sédiment-eau de mer; elle est dite
précoce lorsque cet enfouissement ne conduit pas a une augmentation de la température
notable (Chamley, 1999). La porosité tres élevée (supérieur a 50%) des sédiments
favorise leur capacité d’échange par diffusion chimique avec les ions K*, Na*, Mg de 'eau
de mer (Sayles et Mangelsdorf, 1977) . Ces échanges avec l'eau de mer par
diffusion favorisent la croissance cristalline de smectite de types beidellite Al-Fe ou de type
montmorillonite (Steinberg et al, 1987)

La transformation minéralogique des argiles est dépendante de la température dans les
bassins sédimentaires et n’est pas caractérisable pour des températures inférieures a 80 C
c'est-a-dire entre 1 et 2 km (Velde, 1995 ; Jeannings et Thompson, 1987) . La
smectite préalablement fabriquée par la réaction des fractions argileuses des sédiments peut
se transformer lorsque I'enfouissement progresse et que les échanges avec I'eau de mer
diminuent. Elle produit de I'illlite qui, dans les premiers stades de la transformation, forme des
inter-stratifies désordonnés avec la smectite (Hower, 1981 ; Srodon et Ebert,

1987) . La réaction progressant, I'empilement devient ordonné et le taux d’illite augmente
(Lanson, 1990)

Les chlorites magnésiennes et interstratifiees chlorite/smectite se forment soit en
contexte volcanique soit dans des séries sédimentaires détritiques ou carbonatées. Leur
formation dans les diagénéses sédimentaires se réalise pour des conditions particuliéres de
pH, d’activité en Mg et de quantité de Fe en solution (Hillier, 1993) . Les serpentines
ferro-magnésiennes de type berthierine se forment dés le début de la diagenése (Walker
et Thompson, 1990) et subsistent a des profondeurs (températures) variables suivant les
conditions imposées par le milieu (carbonate, sulfure, hydrocarbure etc).

La kaolinite, bien qu’elle puisse se former en début de diagénése, est considérée comme
une phase minérale stable (Lawrence et Taylor, 1972) , qQui est généralement le
produit final d’'une altération supergéne souvent continentale (lorsque les interactions eau-
roche sont fortes et que l'altération est importante).

Ainsi, les principaux types de roches composant les séries sédimentaires observées
dans les bassins sont les grés, les shales et les roches carbonatées (calcaires et dolomies).
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Les argiles sédimentaires sont retrouvées préférentiellement dans les shales et les grés.
Elles sont généralement composées de mélanges de plusieurs phases en proportions
variables : smectites, vermiculites, interstratifiés illite/smectite, kaolinites etc (Jeannings

et Thompson, 1987).

Ainsi, la formation des argilites est un processus lent, qui dépend de la température et
tend & former avec le temps des phases argileuses peu réactives (faible capacité
d’échange). Cependant la présence d'argile de type smectite, aux propriétés d'échange
importantes, permet au systéme de garder un potentiel réactif méme si les conditions
hydrauliques changent (cas de fissuration tectonique, de zone d’accrétion, et ou d’excavation
d’origine humaine comme lors d’'un stockage géologique).

2.1.3. Phases réactives des argilites : Les smectites

Une propriété fondamentale des argiles de type smectite est le défaut de charges que
présentent certaines unités cristallines élémentaires. Des substitutions en cations plus ou
moins chargés provoquent une perte de I'électro-neutralité du feuillet. La stabilité de I'édifice
cristallin est alors assurée par la présence de cations compensateurs dans l'espace
interfoliaire. Ces ions compensateurs qui font partie intégrante de la structure cristalline sont
aussi appelés "ions en position échangeable". La surface spécifique et la capacité d’échange
cationique importantes conditionnent les propriétés d'adsorption des minéraux argileux
substitués (figure 6).

“ Couche tétraédrique T

Feuillet charge (-) < «—— Couche octaédrique O

<+—— Couche tétraédrique T

cation interfoliaire )
remplagable par les radionucléides

L hydroxyle

Espace interfoliaire«
v

144-156 A tr

Smectites ef Vermiculites

molecule d'eau 2 gonflement

Figure 6 : Représentation de la structure en feuillets des phyllosilicates.

Les smectites sont donc des phyllosilicates hydratés et gonflants et qui selon leur état
d’hydratation, ne peuvent pas étre considérées comme un solide a part entiere mais plutét
comme un état smectique « mésomorphe ordonné » (Habert et al, 2006) . Leur
extréme réactivité provient de l'eau interfoliaire ainsi que des protons « libres ou
structuraux » qui la composent. En effet, les smectites sont définies par un pH
caractéristique, de l'ordre de 4, de leur espace interfoliaire, contrairement aux autres
minéraux qui sont définis par un pKa global déterminé en surface des solides (Hech et
al, 1966 ; Fripiat et al, 1965 ). Ceci proviendrait d’une source de protons libres
dans le systeme (Jullien et al., 2005) . D’autre part, la densité de I'eau interfoliaire
devient supérieure a 1 pour de faibles humidités relatives inférieures a 40% (Raynal et
Jullien, 2006) . Ainsi, les smectites sont entre autres une source de protons a l'origine
de leurs réactivités vis-a vis de l'eau et des processus de corrosion (Jullien, 2006),
phénomeéne essentiel qui sera développé plus tard.

En résumé, cette structure en feuillets et leur composition conferent des propriétés
physico-chimiques d'intérét environnemental aux argiles: surface spécifique, capacité
d’échange cationique, capacité de sorption, potentiel de gonflement, qui sont exploitées dans
la bentonite industrielle (Murray, 1977; Elzea et Murray, 1990 ). Pour ces raisons,
elle est pressentie comme un des matériaux des barriéres ouvragées dans les sites de
stockage des déchets radioactifs.
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Les smectites sont sans doute les phases minérales les plus réactives dans les
argilites. Cependant, lors de I'excavation/fermeture des galeries, des transitoires
d’oxydation-réduction du systeme argileux vont s'établir et des gradients vont
modifier les équilibres chimiques des phases et entrainer une nouvelle réactivité des
argilites. Ainsi I'étude des phases porteuses de fer (élément sensible au redox) dans
ces environnements profonds est déterminante pour comprendre le potentiel réactif
des argilites en condition de stockage. Cela constitue le cceur et le support de la
réactivité physico-chimique étudiée dans ce travail.

2.1.4. Le fer: élément cible de la réactivité des argilites

Aprés l'oxygéne, le silicium et I'aluminium, le fer est le 4°™ élément sur terre en termes
d’'abondance (4,7% en masse). Il est, d’autre part, un élément majeur dans les argilites et
ses propriétés chimiques en font un élément particulierement versatile dans les
environnements continentaux. Son comportement géochimique dépend de nombreux
processus physico-chimiques associés ou non avec des matrices argileuses
précipitation/dissolution, adsorption, complexation avec les anions des fluides interstitiels,
échange ionique et oxydoréduction.

Le fer dans les environnements diagénétiques

Les environnements diagénétiques présentent un grand intérét pour I'étude des
associations fer-argile d’autant qu’'un vaste domaine de conditions géochimiques peut étre
documenté. En particulier, celles attendues lors de I'évolution d'une zone de stockage : le pH
est compris entre 6,5 et 9, la température entre 20 et 100C et la pression varie entre la
valeur de la pression atmosphérique et plusieurs dizaines de bars.

Dans ces roches sédimentaires, les quantités et les taux de transformations du fer sont
importants. L'aptitude des especes porteuses de fer a étre oxydées ou réduites est
conditionnée par le cycle de I'oxygene, du carbone organique et du soufre ainsi que par
I'activité microbienne. Dans les premiers centimétres de sédiments ou dans toute autre zone
oxydante, les phases porteuses de fer sont de deux types :

» les oxydes et hydroxydes sous forme de ferrihydrite, de goethite et d’hématite
(Fernandez et al., 1998) ;

» les silicates tels la nontronite (smectite dioctaédrique Fe®"), la glauconite, I'odinite
(serpentine Fe2+/Fe3+) et les minéraux de type argiles vertes "green clays” dans les
faciés sédimentaires de type verdine (Odin, 1988 ; Bailey, 1988 ; Odin,

1990) . On trouve aussi ces phyllosilicates dans les « ironstones » diagénétiques de
type oolithiques (Bhattacharyya, 1983 , 1986) et dans les grés
(Hornibrook et Longstaffe, 1996 ; Aagaard et al., 2000 ;

Hillieret et Velde, 1992 ; Hillier, 1994).

Les phyllosilicates de fer ferrique se forment en présence d’'une quantité importante de
silice a des températures proche de 20C (Porrenga, 1967)

Meunier (2003 ) indigue que la glauconite se forme en milieu marin ouvert a faible taux
de sédimentation terrigéne (Porrenga, 1967) , en présence de matiére organigue au sein
de micro-milieux d’'une dimension inférieure au millimétre. A I'échelle des microsystemes, la
glauconite se forme par échange chimique entre des débris solides et I'eau de mer. Plus
précisément, ce minéral résulte de la dissolution-recristallisation de smectites riches en fer
(Buatier et al., 1989)

Le mécanisme invoqué pour la formation de I'odinite est différent. Ce minéral apparait
sur des plate-formes marines peu profondes ou bien dans des récifs de lagon, sous des
latitudes tropicales, au sein de microsystemes anoxiques réducteurs (Odin, 1988). Dans
de tels systémes des fronts redox se forment et les oxy-hydroxides de fer sont réduits. Le fer
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ferreux, ainsi produit, réagit avec les colloides et les gels issus de la déstabilisation des
smectites pour former de l'odinite. Cette transformation minéralogique s’obtient dans des
conditions physico-chimiques assez proches de celles que nous sommes en droit d’attendre
en milieu profond et de stockage HAVL.

Les transformations diagénétiques (eau/roche ; salinité) vont débuter dés I'enfouissement
des sédiments (Fairbridge, 1967 ; Dapples, 1979) par I'oxydation bactérienne de
la matiére organique en conditions aérobies et neutres (pH entre 7 et 8). Ces processus vont
libérer du dioxyde de carbone qui va se dissoudre dans I'eau et donner lieu a la formation
d’ions HCOj3 et de protons. Sous l'effet de la diminution du pH et de la fugacité en oxygéne,
le milieu va devenir de plus en plus réducteur. La réduction concomitante des oxydes et
hydroxides de fer par les bactéries ferri-réductrices, libére du Fe®" et des protons. Il se forme
alors de la magnétite ou des carbonates (sidérite FeCOz). En conditions réductrices plus
séveres, le fer(Il) se combine aux sulfures (HS™ et H,S) produits par I'action des bactéries
sulfato-réductrices (formation de pyrrhotite FeS et pyrite FeS,). Néanmoins on peut noter
qu’une concentration en Fe?* faible permet la formation de FeS alors qu'il faut une plus forte
concentration en Fe?* pour former FeCOj3invoquant une affinité du fer plus importante pour
les sulfures (Garrels et Christ, 1965) . L'affinité du soufre pour le fer est indéniable.
D’autres phases minérales, peuvent se former en I'absence de soufre dans le systeme. Ainsi
en présence de forte concentration en silicium et aluminium, les phylosilicates de type
berthierine pourront se former. La berthiérine évolue ensuite en chlorite avec 'augmentation
de la température du milieu.
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Figure 7 : Relations de stabilité entre les oxydes, les sulfures, les carbonates et les silicates de fer a 25°C
et a une pression totale de 1 atmosphére, en présence d’eau. La quantité totale de soufre dissous égale a
10 M et celle du carbonate égale a 102 M (Garrels et Christ, 1965).

Phases porteuses de fer dans les argilites

Les phases minérales ferriféres présentes dans les argilites sont constituées de pyrite,
sidérite, dolomite ferrifére, argile ferrifere, et oxyde de fer principalement.
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Dans les phases argileuses, le fer est un des éléments principaux intervenant dans les
substitutions cationiques des argiles. Il est présent dans ces structures sous deux états de
valence : sous forme ferrique (Fe®*) et sous forme ferreuse (Fe?"). Généralement Fe®'
remplace Mg* dans les trioctaédriques tandis que Fe** remplace A" dans les
dioctaédriques, mais les deux états de valence peuvent exister dans les argiles. Le rapport
(Fe?*/Fe®") est caractéristique des conditions redox du milieu au moment de la formation de
l'argile. Le fer(Ill) occupe essentiellement des sites octaédriques, méme s'il remplace parfois
AP** en substitution tétraédrique.

Dans les phyllosillicates de type 1:1, le Fe** est trés abondant, ce qui donne une diversité
plus grande des poles ferriféres dans cette famille. Quatre familles ferriferes ont été définies :
la greenalite, la berthierine, I'odinite et la cronstedtite.

Dans les smectites, le fer est essentiellement dans I'état Fe®* et se substitue a AP*. La
substitution dans les smectites trioctaédriques est majoritairement tétraédrique alors que
dans les dioctaédriques, la substitution est essentiellement octaédrique.

Ainsi, selon I'état d’évolution du processus diagénétique des argilites, le fer sera
majoritairement retrouvé, sous I'état de valence Fe  *. La présence de Fe *" structural
des smectites ainsi que la présence d’oxyde / hydroxyde de fer détermineront la forme
réactive du systeme en évolution. Cependant, cette stabilité des argilites caractérisée
par I'état rédox du systeme et la présence de fer sous I'état de valence (Fe #) va étre
perturbée par une phase transitoire oxydante lors du creusement des galeries
souterraines. Quelles sont les conséquences de cette phase d'oxydation sur la
stabilité des argilites ?

Oxydation dans les arqilites, une source de Fe3*

Lors du creusement d’'un ouvrage souterrain tel que le stockage de déchets radioactifs, la
mise a l'affleurement de sédiments naturels place les argiles dans des conditions différentes
de celles de leur gisement et entrainent des modifications de leurs propriétés. Il se produit en
particulier plusieurs changements importants dans les conditions physico-chimiques des
barriéres argileuses telles que: une variation de la teneur en eau, une variation de la
composition chimique de l'eau interstitielle au contact de largile, un changement de
'environnement biologique et enfin, un changement des conditions d’oxydoréduction
(Cabrera et al, 2001)

Au sein des dispositifs de stockage de déchets, la perturbation oxydante majeure
correspond dans un premier temps a l'intrusion et a la diffusion de I'O, atmosphérique dans
I'excavation. Dans les scénarios de référence (« dossier Andra 2005 »), cet épisode est trés
bref et précede, de quelques centaines d’années tout au plus, le retour a des conditions
réductrices qui vont prévaloir dans la suite de la vie du stockage.

Cependant cette perturbation oxydante peut modifier la nature des minéraux ferreux
réducteurs par l'oxydation du Fe®" structural en Fe®* tels que la pyrite, la sidérite et les
silicates de fer (chlorites, serpentine, berthiérine) présents dans l'argilite (Burt, 1989).
Ainsi, des échantillonnages ont été réalisées par I''lRSN sur le site de Tournemire (Aveyron,
France), afin d'établir [linventaire minéralogique dans la zone perturbée par
'excavation (EDZ), qui est la zone la plus soumise a des modifications des conditions
d’oxydo-réduction (Charpentier et al, 2001). Dans cet environnement pouvant contenir
jusqu’a 50% de minéraux argileux, les pyrites ont été observées dans lI'ensemble des
échantillons, en quantité significative (2 a 2,5%). Les cristaux de pyrite présentent deux
habitus, plus ou moins réactifs : automorphes cubiques (forme relativement stable) ou
framboides (tres réactive). Au contact de I'air, plusieurs mécanismes d’oxydation ont été

24



CHAPITRE | : OBJECTIF ET CONTEXTE DE L'ETUDE

décrits, soit par 'oxygene de l'air (Séveque, 1986) , soit par le fer ferrique (Garrels et
Thompson, 1960, Hofmann, 1999) soit par oxydation bactérienne (Mustin et al.,

1992) . Ainsi la pyrite est tres sensible aux conditions d’oxydoréduction, mais demeure
stable. Quel que soit le mécanisme d’oxydation des pyrites qui entre en jeu, I'équation
chimique peut étre représentée par (Panin et al. 1985) :

2 FeS, + 7,5 O, + H,0 --> 2Fe® + 450,% + 2H"

L’oxydation du fer et du soufre des pyrites provoque la génération d’eaux sulfatées
acides au voisinage des microsites d'altération. Ces eaux sont cependant rapidement
neutralisées par les carbonates et sont a l'origine d’'une paragénese secondaire typique :
sulfates (Fe, Ca), hydroxydes de fer entre autres. Ainsi, I'oxydation en présence d’eau
adsorbée se traduit par des transformations minéralogiques a la surface des parois du tunnel
et des galeries : corrosion des pyrites et néoformation de phases secondaires, telles que
gypse (CaS0O,, 2H,0), célestine (SrSQ,), jarosite (KFe3(SO,),, (OH)s) et oxydes / hydroxydes
de fer (Charpentier et al, 2001) . Bien que la teneur en eau des argilites de
Tournemire, particulierement dans la zone du tunnel, soit tres faible (Boisson, 1997) ,
I'oxydation des sulfures s’est produite car elle est particulierement efficace en présence de
films d’eau (condensation) et de I'oxygéne de I'air. Ces minéraux induisent une modification
significative des équilibres eau-roche de la zone endommagée par le creusement de
I'ouvrage souterrain (Figure 8).

MICRO-SITE
D 'ALTERATION Condensation

pyrite

- e
Hydroxydes de fer O

[llite, IS, biotite, feldspath

Evaporation

calcite

Figure 8 : Schéma synthétique des mécanismes d’oxydation a la surface des blocs (zone « EDZ »)
d’aprés Charpentier et al. (2001).

Bien que les argilites soient des environnements stables, gouvernés par des
conditions réductrices, certaines phases telles que les smectites peuvent étre des
phases support de la réactivité via leur capacité importante d’interaction (échanges
ioniques et gonflement) avec I'eau interstitielle du site. D’autre part, durant I'évolution
des conditions physico-chimiques du stockage, le fer, et plus précisément son état de
valence, pourra étre un des éléments majeurs de la réactivité du systéme argileux.
L'identification des éléments cibles porteurs de la réactivité minérale est cruciale pour
la détermination de I'impact bactérien sur le stockage. En effet, selon les conditions
redox et énergétiques du systeme, les activités microbiennes seront sélectionnées
par I'environnement du stockage. Ainsi le Fe(lll) des phases minérales présentes peut
étre le moteur des activités bactériennes ferriréductrices dans ces environnements
profonds.

D’autre part, lintroduction de matériaux exogenes tels que les conteneurs
métalliques de déchets radioactifs dans les argilites peut aussi étre une nouvelle
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source de réactivité dans le stockage. En quoi et comment les colis métalliques
interviennent dans cette réactivité ?

2.2. FER METALLIQUE : PROCESSUS DE CORROSION ET CONDITIONS
PHYSICO-CHIMIQUES ASSOCIEES

2.2.1. Corrosion métallique

Quand un métal est soumis a un milieu oxydant (aqueux ou gazeux), il a tendance a
évoluer vers sa forme la plus stable thermodynamiquement : la forme oxydée. La corrosion
des métaux est un processus électrochimique. La réaction impliguée est une réaction
d’oxydation ou le métal (réducteur) perd des électrons et passe de son état de valence zéro
a une forme ionique M™. Ainsi, en milieu aqueux, I'oxydation se traduit par la réaction
anodique suivante : M --> M™ + n e’(Féron et al., 2008).

Par exemple, I'oxydation du fer en ion ferreux a un potentiel de — 0,44 V.
Fe -»  Fe* +2e
Ainsi que la réaction cathodique associée qui, en milieu acide, est :

H"+e - %H,

Pour avoir une réaction de corrosion, il faut que le métal soit en présence d’'un oxydant
ayant un potentiel plus éleve.

Il existe plusieurs types d’oxydants dans les environnements aqueux: le dioxygéne
(02) aqueux ou gazeux; les protons (H*) de I'eau, l'ion ferrique (Fe*), les nitrates (NO3), les sulfates
(8042) et la matiére organique/ CO..

En présence de dioxygene dissous dans de l'eau, I'oxydation conduit a la formation
d’oxyde ferrique :

4 Fe°+30, --> 2Fe,03

L'oxydation du métal peut également se produire avec d'autres espéces ioniques
agissant comme accepteur d’électrons.

En milieu aqueux, en présence de protons (H;O" dans I'eau), quelque soit le pH, la
corrosion du fer métallique peut s’écrire :

Fe°+ 2H ;0" - Fe* +2H,0 + H,

Cette réaction consomme 2H', donc la concentration en OH ~ augmente et le pH
devient plus basique. Cette corrosion aqueuse produit aussi du dihydrogene (H,) qui tend a
rendre le systeme plus réducteur en consommant les oxydants présents dans le systeme.

En présence de plusieurs oxydants, les processus d’oxydo-réduction sont concomitants
mais leur cinétique différe. Elle est dépendante du potentiel redox des couples (I'oxydant le
plus fort O, >NO;>Fe*>S0,>>H") ainsi que de la concentration de I'oxydant au contact du
métal.

La réaction d’oxydation se produit soit par dissolution du matériau dans le milieu, soit par
la formation d’oxydes, d’hydroxydes, d’oxy-hydroxydes ou d’autres composés oxydés dont la
stoechiométrie est plus ou moins complexe. lls sont adhérents ou non aux surfaces
corrodées. Dans la majorité des cas, les métaux et alliages ne doivent leur longévité qu'a la
formation en surface d’une couche d’oxyde (appelée couche de passivation) qui joue un role
de barriere entre le milieu oxydant et la surface du matériau (McDonald, 1992) , réduisant
ainsi la vitesse d’'oxydation a une valeur négligeable et permettant de stabiliser I'épaisseur
de la couche d’oxyde et donc la durée de vie du matériau.
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Cas de la corrosion d’'un colis de stockage

Dans les conditions de pH et de potentiel redox attendues (pH 8-9 et Eh -400 & -600mV)
dans un stockage aprées sa fermeture, la formation d’oxydes de fer de type magnétite est
pressentie. C'est la phase la plus stable thermodynamiquement (Figure 9).
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Figure 9 : Diagrammes de phases Eh/pH du fer. (Taylor, K. G. et Curtis, C. D. 1995).

Cette corrosion métallique concerne toute la durée de vie de I'ouvrage puisqu’elle n'est
limitée que par la quantité d’eau disponible dans l'argile et I'environnement des colis. En
contact avec le milieu argileux humide, le conteneur métallique du stockage se corrode sous
des conditions anoxiques et produit en I'absence de tous autres éléments chimiques de
'hydrogéne ainsi que des oxydes de fer. En plus de la chimie du milieu, la cinétique de cette
dégradation dépendra des vitesses de circulation des espéces oxydantes dans la porosité de
largile.

2.2.2. Formation d’ H, de corrosion : état et transport en milieu argileux

Que le concept de stockage prévoit I'emploi ou non d'une barriere ouvragée, le
conteneur métallique contenant le colis primaire se retrouvera toujours en contact d'un milieu
argileux totalement ou partiellement saturé. Sa corrosion au contact de I'eau interstitielle est
donc inévitable. Ainsi, la perturbation anthropique due au stockage des déchets radioactifs
au sein de la couche argileuse entrainera notamment, en phase réductrice saturée, une
production significative d’hydrogéne (par corrosion du fer ou radiolyse de I'eau) diffusant
dans le milieu poral. D’autre part, il est probable que le systéme argileux se fissure ce qui va
induire des circulations préférentielles de fluides accentuant la réactivité.

De nombreuses études ont essayé de quantifier la production possible d'H, au cours du
stockage géologique, ainsi que les paramétres géomécaniques (surpression du gaz au
contact de l'argile, migration dans la porosité, fracturation des macroporosités...) et de
sOreté qui pourraient intervenir (Talandier, 2005) . Les quantités d’H, produites par
alvéole lors du stockage, par exemple pour les colis C, sont trées importantes, supérieures a 10°
moles d’Hz / alvéole.

L’'un des principaux problemes lié & ce gaz est son devenir dans l'alvéole : I'hydrogéne
va progressivement migrer dans le milieu, soit au travers de l'alvéole jusqu’a la galerie, soit
directement au travers de I'argilite (Figure 10).
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Figure 10 : Représentation schématique de la migration du transfert des gaz dans une alvéole de déchets
C (Talandier, 2005).

Ainsi deux modes de migration sont a considérer :
» Une migration d’hydrogene sous forme dissoute.

e une migration d’hydrogéne a I'état gazeux.

D’aprés Tallandier ( 2005) , la part d’hydrogéne pouvant migrer sous forme dissoute
par diffusion dans le milieu géologique sur la période de corrosion est comprise entre 7% et
20% pour des vitesses de corrosion variant entre 2 et 4um/an.

Ensuite, la poche de gaz formée en surpression peut vaincre les barrieres capillaires de
la formation géologique. L’augmentation de pression pourrait la fissurer et créer des chemins
préférentiels facilitant la migration des radionucléides. Des premiéres études couplant
expérimentation et modélisation sur le transfert de I'H, dans les argilites ( Boulin, 2008)
ont permis de mettre en évidence que les argilites proches de la saturation ont une porosité
accessible au gaz, certes inférieure a 1% voire 0,1% de la porosité totale, mais suffisante
pour laisser passer le gaz. Cette porosité est composée de pores de l'ordre de 50 & 200 nm
de diameétre, mis en évidence lors de la caractérisation des réseaux. A partir des mesures de
perméabilité au gaz (de 102> m? a 10%° m?), la pression maximale atteinte au sein d’'une
alvéole de stockage serait de 83 bars (8,3 MPa), inférieur a la limite de pression de
fracturation de la porosité dans I'argilite du Callovo-Oxfordien estimé a 12MPa. D’autre part,
elle serait aussi inférieure a la pression effective de gaz conduisant a une microfissuration
estimée a 9 MPa (Andra, 2005).

Ainsi, I'H , sera un produit réactionnel majeur de la réactivité des matériaux au
cours du stockage profond. En conditions anoxiques, la corrosion du fer métal
produira 1 mole de d'H , par mole de fer corrodé :

Fe(s) + 2HO --> Fe*" + 20H + H(g)
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2.3. REACTIVITE FER/ARGILE : PRINCIPES ET PROCESSUS

2.3.1. Corrosion argileuse : réactivité des smectites

En plus d'une corrosion aqueuse faisant intervenir les protons de I'eau, I'oxydation du fer métal peut
faire intervenir des agents oxydants provenant des argiles et plus précisément des smectites.

Toutes les études conduites au laboratoire, (Mosser-Ruck et al., 2010 ;
Perronnet et al., 2007 ; 2008, Lantenois et al. 2005, Papillon et
al. 2003, Habert et al. 2001 ; 2005; Guillaume 2003 ; 2004 et
Latrille et al. 2001) ont systématiqguement mis en évidence une forte réactivité au
cours des interactions fer / argiles avec la formation de phyllosilicates a 7A riches en fer
dans les conditions représentatives des scénarios de référence d’enfouissement de déchets
radioactifs HAVL (Figure 11).

Phase a 7A ferrifére

Figure 11 : Réactivité fer/argile (Lantenois, 2003) : formation de phase ferrifére a 7 A riches en fer.

De méme, les expériences en milieux argileux compactées ont mis en évidence la
formation d’'un front de réactivité, marqué par la diffusion du fer, depuis les conteneurs
jusqu’a la barriere ouvragée (Papillon et al., 1999) . Cette réactivité est dépendante
de la proximité entre le métal et les matériaux argileux, elle est accentuée par I'effet du
gradient thermique sur les migrations élémentaires observées dans I'expérimentation in-situ
de Stripa (Latrille et al., 2001) . Ainsi, le fer produit (réduit ou oxydé) va migrer
dans la barriere argileuse.

En effet, la smectite peut libérer des agents oxydants puissants comme le cation Fe®"
structural et les protons (structuraux ou dans linterfoliaire) qui peuvent entrer en contact
avec la surface du métal.

Le premier processus qui peut étre décrit est la corrosion du Fer métal (Fe®) au contact
du Fe* qui produit du Fe*". Les demi-équations rédox couplées donnent :
Fe¥+ 2 Fe¥* g -» 3 Fe™ (4 puis formation d’hydroxyde de fer (Fe(OH)ys)
Ainsi cette réaction est seulement possible s’il y a contact entre les deux matériaux.

Cette réaction débute dés que la température est supérieure a 40T et devient
significative si T> 80C (Papillon et al. 2003) . Ainsi dés que la consommation des
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oxydants présents dans le systeme, autres que ceux apportés par la smectite, est effective
(oxygene occlus, protons de la solution), les processus de corrosion se poursuivent au
dépens des smectites cette fois-ci (Lantenois et al. 2005)

Méme si le processus de transformation est commun a toutes les smectites étudiées,

celles-ci ont un degré de sensibilité différent au fer métal : I'altération des phyllosilicates
débute pour des seuils en rapport massique Fe(0)/argile différents (Perronnet, 2008)
De méme, les propriétés cristallochimiques des smectites ont une forte influence sur la
réactivité. Ainsi, les études de Lantenois (2003 ), ont montré que seules les smectites
dioctaédriques sont réactives. Elles le sont d’autant plus que l'ouverture de l'espace
interfoliaire est grande, que le contenu en Fe®*" octaédrique est élevé, qu'il est clustérisé et
gue leur déficit de charge est tétraédrique (beidellite).

D’autres parameétres doivent étre pris aussi en compte afin de comprendre ce potentiel
oxydant des smectites. En effet, il existe une corrélation entre I'hétérogénéité énergétique
des sites d'interaction des surfaces latérales et le degré d’avancement de la réactivité Fe©-
smectite. Perronnet et al , (2007) ont montré aussi que le contact Fe®-smectite n'a pas
lieu dans I'espace interfoliaire. C'est donc du fait d’interactions a distance que l'ouverture de
I'espace interfoliaire influence la sensibilité de la smectite au Fe. Ainsi les auteurs mettent
en avant le mécanisme capital du contact du fer métal sur les faces latérales, qui
déclencherait le processus de corrosion et le caractere réactif des smectites dioctaédriques.

Le second processus décrit est la corrosion par le proton de la smectite. En effet la
smectite posséde des protons dans sa structure ainsi que dans linterfoliaire. 3 types de
réactions possibles sont décrites: FeIH™ de bords de feuillets, FeYH™ structuraux des
feuillets et FeH ™ de I'espace interfoliaire ( Lantenois, 2003) . Cette hypothese met en
avant le réle du H* comme un agent de la corrosion. En effet, Habert (2001) décrivit en
premier une réaction directe entre le fer et I'argile en absence d’eau libre, le métal est oxydé
au contact de la smectite par son «eau constitutive ». Cette réaction impliquerait le
prélevement de protons de la smectite par le fer métal. Lantenois (2003) a mis en
évidence, la corrosion a pH basique (faible quantité de H') en présence de smectites
dioctaédriques. Ainsi I'hypothése décrite dans cette corrosion argileuse est que les protons
de la smectite peuvent étre délocalisés, mobilisables et accessibles (H" bordure et
structuraux) au contact de fer métallique ; ce qui favoriserait l'interaction du Fe® réducteur
sur les oxydants de la smectite, dont le Fe** octaédrique. Ce mécanisme implique que le
milieu réactionnel se localise dans la smectite (Habert, 2001) et met en avant I'état
particulier des smectites qui peuvent étre représentées sous la forme d’un électrolyte.

En résumé, la réactivité entre le Fe  © et la smectite est gérée par une réaction redox
impliquant les agents oxydants de l'argile : H ¥, Fe**, qui sont transformés en H , et Fe?".
Elle conduit a la déstabilisation des smectites en gels réticulés a I'intérieur desquels
peuvent nucléer des serpentines riches en fer. Par une réaction d’échange d’ions, le
Fe?", libéré par la réaction de corrosion du Fe © peut rester soluble en solution
uniquement dans I'espace interfoliaire ou les H  * délocalisés générent un pH de 4.

2.3.2. Vision intégrée de la réactivité : Retour sur les modélisations Fer/Argile

La mise en ceuvre de ces schémas réactionnels dans des simulations quantitatives est
une approche déterminante dans la compréhension de la phénoménologie d’ordre global.

Des études couplant expérimentation et modélisation d’expérience de réactivité Fer/Argile en
batch ont permis de mettre en évidence la bonne représentation des phénoménes observés
(Figure 12). La magnétite, la greenalite et la chlorite-Fe sont les principales phases
néoformées de la réactivité Fe/Argile (De Combarieu et al., 2007)
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Figure 12 : 1. Résultats de simulation de I'évolution du fer et des produits de réaction au cours de
I'expérience Fer/argilite (quantité de minéral en g). 2. Observation au MEB de la corrosion de poudre de
fer en présence d’argilite aprés 6 mois de réactivité : Agrégat de silicate riche en fer de type greenalite et

de cristaux de magnétite (De Combarieu et al., 2007).

A une plus grande échelle, des modeles couplés chimie-transport, ont été utilisés afin de
simuler en plus de l'interface fer-argile, la dynamique du systeme comprenant I'eau du site le
fer métal la bentonite et l'argilite, ceci sur des échelles allant de 10000 ans (Bildstein et

al., 2006) jusqu’a 100000 ans (Marty et al., 2010) ; (Figure 13).
bartonite
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Figure 13 : Schéma du modéle 1D des interactions Fer/Argile (Bildstein et al., 2006).

Quel que soit le code de calcul utilisé, CRUNCH (Bildstein et al., 2006) ou
KARMAT (Marty et al., 2010) , les calculs prédisent une évolution du systéme assez
similaire :

» Ala surface du fer métal, des oxydes de fer de type magnétite (80% en I'absence de
bentonite et 35% en présence de bentonite) se forment préférentiellement par
corrosion. La sidérite est formée en trés faible quantité. Les oxydes ont tendance a
diminuer la porosité du systeme.

« Dans la zone proche de linterface coté argile, la réactivité fer/argile entraine la
formation de saponite et chlorite ferriferes (Marty et al., 2010) et de
cronstedtite (Bildstein et al., 2006) . L'intensité de ce processus dépend de
la quantité en smectite (bentonite ou provenant de l'argilite).
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« La dissolution des smectites présentes dans les matériaux (bentonite et argilites) se
produit toujours aux interfaces fer/argile et s’accompagne d’'une augmentation de la

porosité.

Ainsi, la formation d’'une couche d’'oxyde de type magnétite, stable dans le temps,
en surface des conteneurs est pressentie quelles que soient les modélisations et
expériences de réactivité Fer/Argiles.

En résumé, la réactivité des matériaux est un processus dont I'estimation est essentielle
pour évaluer les performances des composants du stockage géologique des déchets
radioactifs. Cette partie & permis d’identifier différents paramétres pouvant engendrer une
réactivité des matériaux.

L’aspect réactif des argilites peut étre activé par différents processus tels que : I'oxydation
des minéraux, la température, la pression d’H,, les contraintes mécaniques avec I'ouverture
de la porosité. D'autre part, différentes phases ont pu étre identifi€es comme support de la
réactivité telle que : les smectites, le fer métallique et I'eau interstitielle. Enfin, le Fe(lll) et les
protons sont identifiés comme les éléments qui permettent cette réactivité.

Ainsi, I'apport anthropique de colis de déchets radioactifs en formation de stockage
profond tend a rendre le systéme argilite de plus en plus réactif. En effet, des processus de
corrosion métallique aqueuse ou argileuse vont étre le moteur de la réactivité dans le
stockage et initier la formation de produits, notamment les oxydes de fer et H,, dont les
réactions sont a fort potentiel énergétique.

Un autre paramétre pourrait cependant intervenir dans la réactivité de ce systéme de
stockage. En effet, les activités bactériennes sont dépendantes des conditions physico-
chimiques et des équilibres géochimiques du systeme. Ainsi, afin de déterminer I'impact des
microorganismes il est nécessaire de définir :

* Quels sont les parameétres indispensables pour le développement
bactérien dans ces environnements profonds et parfois hostiles ?

* Quelles especes bactériennes peuvent se développer et étre
sélectionnées par le milieu de stockage?

* Quelles sont enfin les réactions bactériennes mise en jeu ?
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3. ACTIVITE BACTERIENNE DANS LE STOCKAGE

Tous les étres vivants utilisent les différentes formes d'énergie disponibles dans leur
environnement immeédiat afin de croitre, de maintenir un état d'équilibre métabolique, ou tout
simplement de préserver leur viabilité. La disponibilité des sources d'énergie est un facteur
clé pour déterminer la taille, la distribution et I'activité des populations biologiques, et, a
terme, les limites pour la vie elle-méme. Afin de comprendre linteraction entre les
microorganismes et leur habitat, la demande biologique en énergie doit étre comprise et
guantifiee. Un ensemble de contraintes - théoriques, biochimiques, fondées sur la
composition des milieux de cultures, sur les paramétres physico-chimiques doit étre pris en
compte pour essayer de répondre a ces questions.

Les recherches aux frontiéres de la microbiologie environnementale - en particulier, la
découverte de microorganismes dans des sédiments de plusieurs millions d'années, ou
méme dans les environnements profonds du sous-sol, a profondément modifié notre point de
vue sur les limites de la vie des organismes et notre compréhension face a leurs besoins en
énergie. Les cellules procaryotiques dans les environnements de subsurface terrestre ou
sous-marins peuvent représenter jusqu’a 10% des étres vivants de la biomasse (micro-
organismes sur terre).

La diversité des espéces bactériennes et des minéraux présents sur terre offre un
énorme potentiel aux interactions dans les environnements hydriques. Les premiers travaux
liant les domaines de la géologie et de la microbiologie ont été publiés au début du siecle
dernier, traitant notamment de I'implication de microorganismes dans la formation de sulfure
d'hydrogene et de carbonates de calcium (Nadson, 1903). Depuis, I'étude des
interactions microbe-minéral est devenu un sujet de premiere importance dans la thématique
des sciences de l'environnement et de la vie. Il a été montré que les bactéries ont des effets
prononcés sur la croissance cristalline (Gorshkov, 1992; Kohler, 1994; Ehrlich

1999; Kawano et Tomita, 2001) et la dissolution des minéraux (Bennett, 1996
; Liermann et al., 2000b; Rosenberg et Maurice, 2003; Aouad et al.,
2006; O'Reilly et al., 2006) . L'association de minéraux avec des bactéries et/ou

des exsudats bactériens provoque souvent une augmentation des taux d'altération a
l'interface minéral/bactéries et plusieurs mécanismes ont été suggérés afin d’expliquer cet
effet (Marshall et al., 1971; Van Loosdrecht et al., 1990; Maurice et

Warren, 2006). Il a été, par ailleurs, observé que les interactions minéral/bactéries
peuvent modifier la composition chimique de I'eau environnante, notamment son pH et son
état d'oxydoréduction. De plus, il est maintenant admis que la connaissance détaillée de ces
interactions est essentielle afin de mieux comprendre la chimie de I'hydrosphere et de la
lithosphere (Ehrlich, 1996; Liermann et al., 2000a; Haas, 2004)

L'interaction entre I'activité bactérienne et les argiles, en particulier la smectite, a été
abordée dans des études pionniéres publiées par Stotzky (1966a; 1966b) et Stotzky et
Rem (1966; 1967). L'impact des propriétés caractéristiques de la montmorillonite (i.e.
capacité d'échange cationique et surface spécifique) sur l'activité et ['écologie des
microorganismes du sol a surtout été regardé au sein des micro-habitats microbiens.
Récemment, les modifications induites par I'activité bactérienne sur la charge des feuillets de
smectite riche en fer (nontronite) ont été principalement étudiées. Il est aujourd’hui admis
gu'une réduction (anaérobique), chimique ou biologique, du fer(lll) structural provoque une
déstabilisation de la smectite en augmentant la charge de surface et une diminution de la
capacité d'hydratation (Kim et al, 2005; 2006; Stucki et Kostka, 2006)

Malgré les nombreuses études sur ce sujet, I'amélioration des connaissances sur les
interactions microbe/minéral reste au premier plan, spécialement en ce qui concerne la
complexité des réactions chimiques dans le systéme bactérie/smectite.
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3.1. PRESENCE MICROBIENNE DANS LES SITES DE STOCKAGE PROFOND

Depuis la découverte dans les années 80, des écosystémes hydrothermaux océaniques,
I'existence d’'une biosphére profonde active marine ou continentale suscite un grand intérét
tant chez les biologistes que chez les géologues. Les approches microbiologiques
conventionnelles ont rapidement permis de décrire un nombre significatif de nouveaux
genres et de nouvelles especes microbiennes appartenant a des types métaboliques variés :
hydrogénotrophes, thermophiles et hyperthermophiles aérobies et anaérobies,
méthanogenes, méthanotrophes, sulfato et sulfo-réducteurs, etc... Plus récemment, les
approches moléculaires (pyroséquencage) ont confirmé l'existence d'une diversité
phylogénétique trés importante et bien supérieure a celle envisagée auparavant. Elles
montrent la capacité d’adaptation des microorganismes a des environnements tres variés et
singuliers, dont les caractéristiques physico-chimiques différent assez fortement de celles
rencontrées dans leur niche écologique habituelle. Ces résultats posent aussi ouvertement la
question de l'existence d’activités microbiennes en milieux profonds et confinés et de leur
durabilité.

La question d’'une activité bactérienne au sein d’'un site de stockage reste encore
largement ouverte. D’'une part, l'activité des bactéries indigénes peut étre indirectement
stimulée par les perturbations physiques et hydriques engendrées par la mise en place des
ouvrages (galeries, puits...) ou I'apport de nutriments par les matériaux employés. En effet,
lintroduction de matériaux exogéenes au sein d’'un milieu argileux profond est susceptible de
modifier significativement les conditions géochimiques de ce milieu réducteur et d’induire
progressivement la libération de composés chimiques (comme I'hydrogene, le fer et des
nutriments) pouvant initier ou modifier certaines activités microbiennes. D’autre part, les
circulations non contrélées d’engins de ventilation et d’hommes peuvent contribuer a I'apport
de bactéries allochtones.

Ainsi, au sein de formations géologiques profondes, notamment en milieu granitique et
malgré des conditions hostiles (pression lithostatique et hydrostatique, hydratation réduite,
présence de composés toxiques), la présence de microorganismes endogénes a été
démontrée (Pedersen, 1996 ; 2000a ; Pedersen at al., 2000a ; West et
al, 2002 ; Stroes-Gascoyne et West, 1997 ). Plus récemment, dans un contexte
argileux, des recherches ont mis en évidence la présence de bactéries sulfato-réductrices
dans des argiles commerciales (bentonite MX 80) identifiées comme matériau potentiel pour
le stockage géologique. Ces bactéries présentes dans la bentonite commerciale ont la
capacité de survivre a la dessiccation de la bentonite, a de hautes températures et a une
haute teneur en salinité (Masurat et al., 2008 ; Stroes Gascoyne et al.,

2010). D’autre part, le role de l'activité de I'eau (<0,96) sur la croissance bactérienne fait
toujours débat (Motamedi et al, 1996 ; Pedersen et al., 2000b ).

Dans les milieux argileux naturels, des analyses par génotypage ont permis d’identifier
différentes especes de microorganismes dans le site du Callovo-Oxfordien de Meuse/Haute-
Marne ainsi que dans l'argile a Opalinus du Mont Terri et I'argilite de Tournemire (Poulain,
2006 ; Stroes-Gascoyne et al., 2007 ; Mauclaire et al., 2006 ; Urios
et al., 2010 ). Dans ces études, les auteurs expliquent que la présence de bactéries
Gram-négatives et d’'espéces sulfato-réductrices révéle la quantité suffisante d’éléments
nutritifs pour soutenir la croissance des communautés autochtones et non autochtones dans
cet environnement. Mais, peu de communautés microbiennes viables ont été retrouvées.
Ceci est probablement d0 a un métabolisme en « sommeil », en raison des restrictions
d’espace et d'eau.

Cependant, des perturbations comme lors de [I'excavation des galeries
souterraines avec la formation d’'une zone faillée (de 0, 5 & 1m de profondeur) nommée
EDZ (Excavation Damaged Zone) autour des galeries et des alvéoles et lors de
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I'exploitation du stockage pourraient fournir de I'espace, de l'eau et des nutriments
pour relancer I'activité des microorganismes.

3.2. EXIGENCE DE LA VIE MICROBIENNE ET LIMITES DANS LES
ENVIRONNEMENTS EXTREMES

3.2.1. Métabolisme bactérien : substrats nutritifs et énergétiques

Les bactéries sont relativement petites avec une taille moyenne de 0,5 a 5 ym de

longueur. Les plus petites tailles retrouvées vont de 0,1a 0,2um (Mycoplasme sp) mais
peuvent atteindre 750um pour les plus grandes (Thiomargarita namibiensis). En
conséquence, elles ont une grande surface spécifigue comparée a leur volume (par
exemple, 55m?/g pour Shewanella putrefaciens, Haas 2004). Comme la surface contréle le
taux de transport d'éléments nutritifs dans une cellule ainsi que le taux de déchets éliminés ;
la taille bactérienne affecte a la fois les cellules du métabolisme et de la croissance. Pour
réussir une croissance que ce soit dans la nature ou en laboratoire, les bactéries ont besoin
d'eau, d’'une source d'énergie, de carbone et d'une gamme d'autres nutriments (Figure 14).

substrats nutritifs
sources de C,H,O,N,P,S

l @bstrats énergétiques j
@nneurs d'électrons j
assmiabled

Gccepteurs d'électrons j

LN 4

SRl

l électrons
AG-= ATP

récurseurs de synthése v
G s

| matériau cellulaire |

multiplication
cellulaire

Figure 14 : Le métabolisme bactérien

Les bactéries puisent dans leur milieu nutritif les substrats a partir desquels elles
synthétisent leurs propres constituants (Figure 15). Cette synthése s’effectue a partir de
monomeres précurseurs : les métabolites essentiels, auxquels s’ajoutent des vitamines et
des molécules résultant de l'activité externe des exoenzymes bactériennes. Selon les
groupes bactériens, différentes sources d'énergie et de substrats carbonés sont utilisées,
définissant le type trophique de la bactérie. D'un point de vue chimique, la biomasse
microbienne est principalement constituée de Carbone 50%, Hydrogene 8%, Oxygéene 20%,
Azote 12%, Phosphore 3%. Le reste des éléments (Na, Ca, S, K, Mg...) représente environ
4%. La formule brute suivante, C4;2HgO125N116P01, S0z €St une maniére de représenter la
composition moyenne d’'une bactérie. Elle est nécessairement variable d’'une espéce a
l'autre en fonction de I'état physiologique (Pelmont, 1993).

Le carbone est le principal constituant de tous les matériaux cellulaires et donc le
principal élément nutritif des bactéries (Madigan et al., 2003; Konhauser, 2007 )-
Aprés le carbone, le deuxiéme élément le plus abondant dans une cellule est I'azote. Cet
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élément est un constituant majeur des acides aminés, des nucléotides, des acides
nucléigues et des coenzymes. Le phosphore est surtout nécessaire comme un constituant
des acides nucléiques et des phospholipides, alors que le soufre est un élément constitutif
d'amino - acides (cystéine, méthionine) et plusieurs co-enzymes. Le potassium est le
principal cation inorganique et agit comme un cofacteur de certaines enzymes. Les autres
cations inorganiques cellulaires sont le magnésium et le calcium qui sont des cofacteurs de
réactions enzymatiques. Le fer est I'élément clé des cytochromes et joue donc un role
majeur dans le transfert d’électrons et donc la respiration cellulaire.

Element % of dry Source Function
weight
Carbon (C) ~50 organic compounds or CO, Main constituent of cellular material
Nitrogen (N) ~12 NHaz, NO;, organic compounds. Constituent of amino acids, nucleic acids
N, nucleotides, and coenzymes
Phosphorous ~3 morganic phosphates (POy) Constituent of nucleic acids, nucleotides,
(P) phospholipids, LPS, teichoic acids
Sulphur (S) ~1 S0y, H,S, §°, organic sulphur Constituent of cysteine, methiomne, glutathione,
compounds several coenzymes
Potassium ~1 Potassium salts Main cellular mmorganic cation and cofactor for
(K) certain enzymes
Magnesium ~0.5 Magnesinm salts Inorganic cellular cation, cofactor for certain
(Mg) eNzymaric reactions
Sodium (Na) ~0.5 Sodmum salts Mostly required by marine bacteria
Caletum (Ca) ~0.5 Calcrum salts Inorganic cellular cation, cofactor for certain
eNzZymes
Iron (Fe) ~0.2 Iron salts Component of cytochromes and certain nonheme

won-proteins and a cofactor for some enzymatic
reactions

Figure 15 : Nutriments bactériens selon les sources et leurs fonctions (Todar, 2006).

Pour fonctionner correctement, le métabolisme bactérien doit disposer d'une source
d'énergie. Pour les bactéries, cette source d’énergie est d'origine soit photonique, soit
chimique. Dans le premier cas, le processus de récupération d’énergie correspond a une
conversion de I'énergie lumineuse (photons incidents) en énergie électrique puis en liaisons
chimiques (photosynthése, phototrophe). Dans le second, il s’agit d’'un transfert d’énergie
électrique (par oxydation d’'un donneur d’électrons) en liaisons chimiques (chimiosynthése,
chimiotrophe) l'oxydation-réduction des réactions faisant intervenir des molécules
inorganiques ou organiques.

Les bactéries phototrophes ou chimiotrophes, peuvent utiliser, pour se développer et
croitre des sources de carbone organiques ou inorganiques, elles sont dites alors
organotrophes et lithotrophes respectivement.

Les bactéries chimio-lithotrophes puisant leur énergie dans I'oxydation de substances
minérales (hydrogéne, composés azotés ou soufrés, fer ou oxyde de carbone) sont
gualifiées d'autotrophes et peuvent vivre dans un environnement purement minéral. A
l'inverse, l'activité des bactéries chimio-organotrophes dépend de la présence et de la qualité
de composés organiques élaborés dans leur environnement, elles sont qualifiées
d’hétérotrophes. Ce dernier type trophique est le plus commun dans le monde bactérien
comme dans la majorité des cellules eucaryotes.

Leur métabolisme dépend aussi et de maniére trés spécifique (fonction de I'espece), des
conditions physico-chimiques environnantes : température, pression, pH, salinité, pO,.... Cette
diversité métabolique est a I'origine de I'ubiquité des microorganismes dans un large éventail
d’habitats. Les bactéries thermophiles et hyperthermophiles, par exemple, sont adaptées aux
températures trés élevées (de 40C a 80T en moyenn e) et ont été identifiées dans des
échantillons provenant des grands fonds marins et des évents hydrothermaux (Huber et
al., 1989) alors que d'autres ont été retrouvées dans le permafrost sibérien a des
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températures de -20C (Rivkina et al., 2000) . Les bactéries acidophiles peuvent
vivre dans des environnements particulierement acides (en-dessous de pH 2) et chargés en
métaux comme dans les eaux issues de drainage minier. Les alkalinophiles peuvent croitre a
des valeurs de pH de 11 et sont souvent associées a des sols riches en carbonates
(Konhauser, 2007) . Elles sont aussi présentes dans les constructions en béton
(Diercks et al., 1991 ; Jestin et al., 2004) , ou elles perturbent la stabilité
mécanique des ouvrages.

3.2.2. Activité microbienne en milieu argileux profond

Métabolismes sélectifs et adaptables

Dans les environnements argileux profonds, les ressources eénergétiques et
nutritionnelles sont limitées. En effet, malgré les teneurs non négligeables en matiére
organique présente dans le systeme, leur biodisponibilité et leur biodégradabilité sont souvent
réduites en raison de la chimie plus ou moins complexe et du degré de maturité des
composants organiques présents (matiere réfractaire). En effet, plus cette matiére organique
est mature (degré d’oxydabilité faible) plus la récupération d’énergie sera difficile. Si on
compare différentes argilites étudiées pour un éventuel stockage géologique des déchets
nucléaires, on s’apercoit que la nature de la matiére organique et sa proportion dans les
argilites sont trés variées (Deniau et al., 2007 ). Ainsi la matiére organique retrouvée
dans l'argilite de Tournemire est mature, de I'ordre de 1% et est composée principalement
d'un hydrocarbure aromatique : I'acide benzoique. L’argilite du Callovo-Oxfordien est plus
riche en composés organiques (environ 1,5%) et est moins mature que celle de Tournemire.
Enfin, I'argilite de Boom (Belgique) contient une plus grande quantité de matiére organique,
1 a 5% et est immature (début de la diagénese). Par ailleurs, lors de I'excavation et de la
mise en place des colis, des composés organiques -actuellement non quantifiable- vont étre
introduits dans le systeme a partir des colis de déchets HAVL et des poussieres
d’exploitation adhérentes aux parois des galeries.

Cependant, lors du stockage géologique des déchets radioactifs, une seconde et
nouvelle source énergétique apparait dans le systeme et peut permettre le développement
bactérien a travers des réactions d’oxydo-réduction : I'hydrogene (H,). Ce gaz, produit par
corrosion aqueuse des colis métalliques ainsi que par radiolyse de I'eau, va pouvoir pénétrer
dans la barriére argileuse, soit par diffusion soit par convection au travers des fractures des
argilites produites de facon anthropigue. Les quantités d’H, produites sont dépendantes de la
composition en déchets radioactifs contenus dans les alvéoles, mais seront de I'ordre de 10°
moles par alvéole dans le cas des colis HAVL (Andra, 2005). Le di-hydrogéne circule dans
la porosité et sa fraction dissoute dans I'eau porale, est, de fait, biodisponible. Enfin, cette
source d'énergie est facilement utilisable par les bactéries, car sa diffusion a travers la
membrane et le cytoplasme des cellules est purement passive (colt énergétique faible pour
les cellules).

En conditions réductrices, les bactéries chimio-organotrophes ou chimio-lithotrophes
peuvent utiliser différents éléments, ions ou substances minérales (NOs/, Fe*, SO,%, CO,)
comme accepteurs d’électrons. Le transfert d'électrons ne s’effectue que si la variation
d’enthalpie libre a pression constante (AG) de la réaction d'oxydo-réduction est négative
(réaction exergonique). L'énergie libérée est proportionnelle a la différence des deux

potentiels de deux couples d’oxydo-réduction.

Ainsi, en fonction des potentiels redox des couples impliqués, les quantités d’énergie
récupérées sont plus ou moins importantes. Ces processus d’oxydo-réduction ont lieu dans
les processus de diagénese précoce des sédiments a partir de la dégradation progressive
de la matiére organique en fonction de la profondeur et des substances minérales
disponibles (Figure 16).
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Figure 16 : Bio-minéralisation de la matiére organique dans les systémes redox, avec les quantités
d’énergies AG° résultantes.

L’énergie libre de ces réactions d’oxydoréductions est récupérée sous forme biochimique
par les bactéries, I'ATP, par synthese couplée. L'énergie nécessaire a la synthése et
lactivité de 1g de cellules demandent 64 kJ (Thauer et al., 1977 ; 1984 ). Cette
valeur, déterminée a la fois de maniére théorique et expérimentale est utilisée comme
référence dans les calculs d’estimation de la biomasse bactérienne. Ces réactions se font de
lla facon la plus rentable énergétiquement pour les bactéries, selon [l'utilisation des
substances minérales présentes. Ainsi, les accepteurs d’électrons les plus énergétiques pour
les bactéries sont dans l'ordre: 'O, > NO3 > MnO, > Fe** > SO,?.

Dans un systéme naturel de couche argileuse, les oxydants disponibles dans le milieu
pour la réduction bactérienne ne sont pas nombreux du fait de la nature du matériau.
Cependant, une proportion significative de fer de valence Ill sera présent au cours du
stockage : dans la structure des argiles, notamment des smectites, dans les oxydes et
hydroxydes de fer et dans les produits de corrosion (magnétite et hématite). Ainsi, le milieu
argileux pourrait étre le siege d'une réduction bactérienne du Fe(lll) structural des phases
minérales présentes. Ces réactions de réductions bio-induites peuvent avoir des
conséquences plus ou moins néfastes sur l'argile et ses minéraux accessoires, dissolution,
transformation, et notamment sur les vitesses de corrosion des conteneurs métalliques. Plus
précisement, la durabilité des matériaux argileux est primordiale pour la sreté du stockage,
notamment sur les propriétés de confinement comme le scellement (bentonite) ou la barriére
argileuse (argilite).
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D’autre part, le milieu poral peut contenir une quantité de sulfate qui peut aussi étre
utilisée par les microorganismes comme accepteur d’électrons. La réduction des sulfates a
beaucoup été étudiée au travers des bactéries sulfato-réductrices car elles sont susceptibles
d’engendrer un impact significatif dans les processus de biocorrosion des matériaux
métalligues. On estime que 20% des problemes de corrosion sont dus a lactivité
microbienne. Cette seconde réaction a cependant une conséquence moindre sur le matériau
argileux. En effet, la réduction des sulfates entraine la formation d’HS" qui, en présence de
fer, précipite sous forme de sulfure de fer (pyrite, pyrrhotite).

En conclusion, la sélection d’espéces microbiennes adaptées aux conditions de stockage
de déchets radioactifs peut ainsi entrainer et causer de nombreuses modifications de
'environnement proche du stockage.

Survie ou vie en milieu extréme

Interaction radioéléments-microorganismes.

Durant le stockage, les microorganismes, qui seront situés proches des colis métalliques,
subiront une radioactivité intense du fait de la présence des déchets. Cela peut exercer une
pression sélective sur les espéces bactériennes.

Dans cette partie «interaction radioéléments-microorganismes », deux points sont
discutés :

 La résistance des bactéries aux radiations

e Une revue sur les impacts des activités microbiennes sur la mobilité des
radionucléides.

La présence de microorganismes dans des sites radioactifs n'a été que récemment
étudiée. Les premiéres études se sont focalisées sur les anciens sites miniers ou
d’armement nucléaire ou des bactéries viables ont été retrouvées (Landa, 2004 ;
Fredrickson et al., 2004) . Cette activité bactérienne a été retrouvée en présence
d’'une forte concentration en éléments radioactifs, 10 a 20 pCi **'Cs.g™. Différentes espéces
ont pu étre isolées dont Arthrobacter species, Rhodococcus et Nocardia. Ces espéces ont
des caractéristiques proches de Deinococcus radiodurans et sont capables de survivre a de
fortes doses de radiation ~20 KGy et a la dessiccation. D’autre part des microorganismes
anaérobies ont été retrouvés dans des eaux collectées a plus de 160 m de profondeur d’'un
site de stockage de déchets radioactifs de faible activité en Sibérie, Russie (Nazina et
al., 2004). De méme, des bactéries ont été retrouvées dans des piscines d’entreposage
de déchets nucléaires de la Hague, France (Galés et al. 2004) ainsi qu’en Espagne
(Chicote et al., 2004) . Dans le premier site, les bactéries retrouvées (Ralstonia sp,
Burkholderia sp) pouvaient survivre sous de trés hautes activités et directement en présence
d’hydrogéne (produit par la radiolyse de l'eau) et de CO, comme seuls substrats
énergétiques. Les caractéristiques sélectives du milieu ont entrainé une adaptation et une
sélection d’espéces hydrogénotrophes capables de se développer et de persister dans le
milieu. Certaines propriétés métaboliques des microorganismes peuvent leur permettre de
modifier les milieux environnants, & partir de nouvelles sources énergétiques, telles que I'H,
(produit de radiolyse ou de corrosion). Ces résultats montrent que la radioactivité de sites des
déchets nucléaires n’est pas inhibitrice de la vie microbienne. Les produits de radiolyse peuvent étre
aussi une source énergétique de certaines espéces microbiennes (cas de bactéries hydrogénotrophes).

Le destin des radionucléides dans I'environnement est dépendant des conditions
physico-chimiques du milieu ainsi que de la présence des microorganismes. En effet, ceux-ci
peuvent affecter les radionucléides en changeant directement leur état d’oxydation ou en
produisant indirectement des composés réduits (H,S, Fe", ligands).

Cette activité microbienne va entrainer un changement de solubilité des radionucléides
par différents mécanismes tels que la biosorption (Lloyd et Macaskie, 2000) , la
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bioaccumulation (Suzuki et Banfield 1999) , la biotransformation (Lovley et al.,
1996 ; Lloyd, 2003) et la bio-minéralisation par ligands (Posgate, 1979)

Dans des conditions extrémes : températures élevées et fortes radiations, plusieurs
microorganismes extrémophiles ont la capacité de réduire des produits de fission tels que :
technétium”" (Deinococcus radiodurans, Thermoterrabacterium ferrireducens...). De méme
le sélenium"' (Rhodobacter sphaeroides), le cesium, le strontium peuvent aussi étre réduits
ou bio-minéralisés par les microorganismes. Les actinides tels que l'uranium peuvent étre
réduits par les bactéries, soit lorsque ce mécanisme est couplé a la réduction du Fe(lll) telles
Shewanella putrefaciens (Frederickson, 2000) , Soit quand il est utilisé comme substrat
énergétique pour les bactéries (Sulfatoréductrice SRB, D.radiodurans) (Abdelouas,
2000 ; Frederickson, 2000) . L'UY! forme oxydée de l'uranium, est soluble et mobile
dans les milieux aqueux. La réduction bactérienne de I'U"' en U" provoque sa précipitation et
donc son immobilisation dans les sols. S. putrefaciens peut se développer en tirant son
énergie de l'oxydation de I'H, par le chlorure d'uranyle. D’autre part, I'action biologique
apparait comme responsable en grande partie des dépdts d'uranium dans les sédiments
marins, et certains gisements d’uranium pourraient avoir été batis par accumulation d’origine
biologique (Lovley et Coll, 1991 )

En d'autres termes, la migration des radionucléides dans les environnements proches
d'un stockage de déchets nucléaires peut étre fortement dépendante des microorganismes.
Leur solubilité et mobilité sont dirigées par des mécanismes de biotransformation des
radionucléides, réduction des métalloides (uranium, technétium). Ainsi, dans ces conditions
extrémes, les microorganismes peuvent aider au confinement pour finalement limiter la
dispersion des radionucléides dans I'environnement. Cependant, les radionucléides sont
souvent retrouvés sorbés a la surface des oxydes et hydroxydes de fer et manganese dans
les sols et dans les environnements de subsurfaces (Nealson et Little, 1997 ;

Lovley, 1995). L’altération des oxydes de fer par les microorganismes peut aussi
favoriser la migration des radionucléides.

La porosité du milieu argileux : limite au développement bactérien ?

Les différentes études de diversités microbiennes (partie 3) démontrent de multiples
potentialités de développement de la vie microbiologique dans les environnements argileux
naturels (Poulain, 2006 ; Stroes-Gascoyne et al., 2007) . Cependant, ces
études ont mis en évidence une faible activité bactérienne dans le milieu argileux et la
présence de nombreuses bactéries sous forme sporulée. Ces spores sont des formes de
résistance aux conditions hostiles ou défavorables du milieu comme la dessiccation ou la
raréfaction des sources de carbone et d’énergie.

Un autre facteur limitant pour I'activité bactérienne dans ces roches de couvertures
argileuses est la porosité du milieu. Elle évolue selon les argilites et la pression de
compaction mais en milieu homogene, la taille des pores est de I'ordre 10 nm (Andra,
2005) . Il existe cependant des hétérogénéités dans ces couvertures argileuses, avec la
présence de macropores (supérieur & 100 nm) et de microfissurations souvent d’origine
tectonique.

Malgré tout cette porosité reste inaccessible, méme aux bactéries de petites tailles (entre
0,1 et 2 um). Les bactéries retrouvées sont probablement dans des macroporosités afin de
persister sous forme de spores. Dans ces conditions, leur activité est trés ralentie mais
suffisante pour préserver leur ADN ce que confirme les analyses de biologie moléculaire.

Ainsi, dans un milieu argileux homogéne, le développement bactérien est fortement limité
par un espace poral faible et par les conditions du milieu qui peuvent étre limitantes pour leur
métabolisme.

Cependant, une augmentation de cette porosité, par exemple lors de I'excavation
(formation de 'EDZ) et la mise en place du stockage, peut favoriser, au moins localement, le
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développement microbien. Les microorganismes sous forme de spores vont pouvoir, a un
moment donné, dans des conditions favorables, se développer de nouveau et coloniser le
milieu.

Gradient de température : réle sur les cinétiques bactériennes.

Lors du stockage géologique des déchets radioactifs, une importante source de
rayonnements ionisants avec dégagement de chaleur, appelé la charge thermique, va se
produire dans le champ proche du stockage. La propagation de la chaleur dans le systeme
se fait par conduction (transmission de chaleur par vibration des atomes de proche en
proche). La température moyenne de l'argilite du site a 500m de profondeur est de I'ordre de
20C. Le maximum de température (pic thermique) a I’interface chemisage/argilite sera
(selon les prédictions actuelles) inférieur a 90C a environ 10-15 ans apres l'introduction des
colis de déchets radioactifs (ASN, 2010). Une température uniforme du site de l'ordre de
45-50<C est obtenue aprés 1000 ans au sein du modul e de déchets HAVL. Une modélisation
de ces phénoménes a été réalisée (figure 17) concernant le pic thermique des colis C
(Andra, 2005).

[ (VN |

Figure 17 : Modélisation lors du pic thermique des températures attendues dans le champ proche d’une
alvéole des colis C (Andra, 2005).

En considérant, les prédictions de températures et les propriétés de diffusivité
thermique (10° m?s™) dans l'argilite, ici du Callovo Oxfordien, on peut observer que ce
gradient thermique influencera une zone maximum de 40m de diameétre autour des alvéoles
et que dans une zone de 20m de diametre autour de l'alvéole des températures supérieures
a 35T seront présentes.

Dans ces zones impactées la température peut avoir un réle non négligeable sur la croissance
bactérienne et donc sur les cinétiques d’altération des minéraux argileux. En effet, la température est
un élément clé sur le développement microbien et une trés grande majorité des bactéries
connues et cultivables ont une activité maximale entre 30 et 40C. D’autre part, la diversité
microbienne implique une résistance aux conditions extrémes et notamment a des
températures élevées. C'est le cas des bactéries thermophiles, qui n'ont une activité qu'a
haute température, allant de 50-60C jusqu’a 100<C.

Ainsi 'augmentation de la température du site de stockage n’'est pas un parameétre
inhibant l'activité bactérienne, bien au contraire : il peut favoriser tres rapidement le
développement des microorganismes si la disponibilité des sources d’énergie et de
nutriments au sein du milieu est garantie.
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Ces différentes études montrent que la disponibilité des ressources dans les
environnements profonds du stockage, ainsi que la présence d’une forte radioactivité
ne sont pas des facteurs limitants pour le développement et la croissance
bactérienne. Dans des conditions d’espace et d’eau plus favorables, le développement
bactérien est fortement pressenti. Mais la question qui demeure est le réle de I'activité
microbienne sur cet habitat et son impact (positif ou négatif) sur la résistance des
matériaux de confinement et les propriétés des barriéres argileuses. Beaucoup de
travaux se bornent a la description de figures de corrosion ou la caractérisation de
biofilms, sans réels appuis expérimentaux permettant de mesurer les conséquences
du métabolisme bactérien sur les matériaux. Cependant, ['utilisation du Fe(lll)
structural des matériaux argileux et des produits de corrosion, comme accepteur
d’électrons dans des réactions énergétiques de croissance bactérienne, peut avoir un
effet fondamental sur le comportement a long terme de la barriére argileuse et sur les
propriétés de confinement des radionucléides dans I'environnement.

3.3. REVUE DES IMPACTS MICROBIENS SUR LA REACTIVITE IMPLIQUANT LES
MATERIAUX

3.3.1. Fonctions d’altération microbienne

L’activité microbiologique peut favoriser ou engendrer des processus d'altération des
matériaux ou des phases minérales. La nature de ces altérations dépend des espéces
bactériennes, des phases minérales présentes ainsi que des conditions géochimiques du
milieu.

Quatre types de processus d’altérations peuvent étres décrits :

I'acidolyse (dissolution par I'action des H")
la complexolyse (dissolution par action des ligands, chélatant bio-induits)
I'immobilisation (formation de précipité diminuant la dissolution)

I'oxydoréduction (dissolution par déstabilisation des charges de la structure cristalline)

Un modéle d'altération microbienne en fonction du pH a été décrit par Balland et al.,
2010 (Figure 18).

pH
1.00 2,00 300 400 500 6.00 7.00

Log r,, (mol.m™s™)

Figure 18 : Vitesse de dissolution d’une phase minérale de type biotite selon les fonctions d’altération

microbienne. Domaine I (acidolyse) ; domaine Il (complexolyse) et domaine Ill (immobilisation).

D'autre part, la nature des phases minérales et les conditions géochimiques
sélectionnent non seulement les especes bactériennes mais aussi leurs fonctions
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d’altération. En effet selon la nature des sols, les différentes especes bactériennes présentes
ont une fonction d’altération principale commune (Figure 19).
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Figure 19 : Sélection des fonctions d’altérations des espéces bactériennes selon la nature des sols
(Balland, 2010). Chaque point correspond a une espéce bactérienne extraite des sols.

La fonctionnalité d'altération des phases minérales par des mécanismes
d’oxydoréduction peut avoir des impacts plus importants. Le changement de valence des
éléments oxydables ou réductibles entraine une déstabilisation de I'édifice cristallin par un
changement de la charge structurale et donc une dissolution importante des phases initiales.
Cette fonction microbienne est étudiée via la réduction du Fe(lll) ou des sulfates.

3.3.2. Interaction microbienne sur le Fe(lll) structural

Il a été démontré que dans les réseaux d’adduction d’eaux potables, la présence de
phases ferriféres pouvaient favoriser le développement de bactéries (Appenzeler et
al., 2005), notamment par la présence de Fe (lll). En effet, le Fe(lll) est insoluble dans
l'eau pure a pH neutre et, en conséquence, les bactéries peuvent ['utiliser a travers le fer
porté par les minéraux comme la ferrihydrite, 'hématite, la goethite et les minéraux argileux
(Stucki et al., 1987; Roden et Zachara, 1996; Bonneville et al.,

2004; Stucki et Kotska, 2006) . De méme, les bactéries sont impliquées dans de
nombreuses intéractions avec les différentes formes du fer (aqueux ou sous forme minérale).
Elles sont décrites dans la littérature comme des agents essentiels et efficaces dans la
formation de minéraux ferriféres tels que lors des processus de bio-minéralisation (Miot et
al., 2009).

Réduction des oxydes de Fe(lll)

De nombreuses études antérieures ont porté sur la réduction des oxydes de fer dans les
sols par les bactéries (Thamdrup et al., 2000 ; Cornell et al., 2003 ). La
réduction de ces minéraux dépend du nombre de sites réactifs disponibles a la surface du
minéral, c'est-a-dire des surface-OH réactives dans le cas des hydroxydes de fer (Roben,
2003). Le Fer (lIl) est utilisé par les bactéries comme accepteur d’électrons afin d’obtenir de
I'‘énergie. Ceci influence la géochimie de nombreux environnements (Lovley, 1997,
Thamdrup, 2000 ). Selon les conditions physico-chimiques du milieu, le mode d’action de
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réduction des oxydes de fer peut étre différent. En milieu acide, la dissolution du fer ferrique
peut se réaliser sans contact des bactéries. (Bridge et al., 2000 )

Dans des conditions de neutralité, le fer ferrique est souvent l'accepteur d’électrons
dominant bien qu'il soit peu soluble. Différentes stratégies microbiennes (Figure 20) sont
proposées pour expliquer la réduction du Fe(lll) (Hernandez et al., 2001 ; Lovley
et al., 2004):

» Le contact physique entre la surface des bactéries et la surface du minéral permet de
libérer directement les électrons.

» Des chélateurs du fer augmentent la solubilité du Fe(lll) et favorisent la réduction du
Fe(lll).

« Des composés « transporteurs d’électrons » transférent les électrons de la cellule au
Fe(lll), sans nécessité de contact physique.

A

g

/TFe(u)

B [cneiatod-Fe(i)

Fe(ll) C
e )
>
S )

Figure 20: lllustration schématique des différentes stratégies de transfert d’électrons au fer ferrique
(Kappler, 2005)

Plusieurs especes microbiennes ferri-réductrices ont la capacité d’oxyder des composés
aromatiques tels que le benzéne, le toluene, le phénol, que 'on retrouve dans la matiere
organique des argilites et dans les zones contaminées (Lovley et al., 1991 ; Jahn
et al., 2005). Ces espéces peuvent aussi oxyder des composés plus simples et dont le
suivi et le rendement sont plus exploitables en laboratoire (acides organiques).

Cas des smectites.

Des études récentes sur les Fe-smectites ont également montré que les bactéries
peuvent induire des modifications, comme par exemple la dissolution partielle des particules
d'argile (Kostka et al., 1999; Dong et al., 2003a) . On peut penser que la
réduction du Fe (lll) entraine un déséquilibre de charges des smectites qui peut déclencher
une dissolution des minéraux (Lantenois, 2005). Des substances métaboliques, tels
que les acides organiques ou des chélateurs, peuvent dissoudre les minéraux avant la
réduction du Fe (O'Reilly et al., 2006) . Dans ce dernier cas, le Fe (lll) serait libéré
en solution avant la réduction microbienne. Ici, la production de certains chélateurs du fer
(sidérophores) est un processus commun afin de rendre plus biodisponible le fer
(Neilands et al., 1989; Gram et al., 1994; Hersman et al, 2000)
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Il a été montré que la réduction du Fe (Ill) des smectites, en particulier dans la nontronite,
a modifié radicalement les propriétés de l'argile. Kim et al., (2004) ont observé, par
exemple que Shewanella sp déclenche la transformation de la smectite en illite. La réduction
du Fe (Ill) dans les sites octaédriques des smectites conduit & une plus grande divergence
des charges et a une nette augmentation des couches négatives libres. Cette charge
favorise ensuite la réduction de I'épaisseur de l'espace interfoliaire hydraté et la fixation du
cation (K").

Modification physique des argiles par réduction microbienne du Fe(lll)

Il est aujourd'hui admis qu'une réduction (anaérobique), chimique ou biologique, du
Fe(lll) dans la structure de la smectite provoque une augmentation de la charge de surface.
Il a également été montré que de telles modifications diminuent la capacité d'hydratation de
la smectite riche en fer (Kostka et al., 1996, 1999; Lee et al., 2006;) . Dans
une expérience réalisée en conditions anaérobies par Kim et al., (2004), il a méme été
décrit que l'activité de Shewanella oneidensis induisait la transformation de la smectite en
illite par la fixation de potassium dans l'espace interfoliaire (Figure 21). Dans cette
expérience, la réaction a lieu a 25 en seulement 2 semaines. Les auteurs suggerent donc que
I'interaction "smectite riche en fer — bactéries" peut jouer un réle clé en tant qu’initiateur des réactions
argilo-minérales dans les environnements anaérobies.
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Figure 21 : Observation au DRX (A) et au MET (B) sur l'illitisation d’une smectite ferrifére par Shewanella
oneidensis (Kim, 2004).

Des études sur le comportement d’hydratation des argiles en présence de bactéries
montrent de nombreux changements texturaux.

En conditions de volume confiné (figure 22), une smectite sodique en présence de

bactéries montre que l'augmentation de I'épaisseur totale des couches d'eau observée est
due a 'augmentation de la porosité de I'échantillon induite par les bactéries.

D'autre part, la présence de bactéries ferri-réductrices au cours de I'hydratation en
condition réductrice d’'une nontronite ferrifere conduit a une réduction du Fe(lll) structural du
minéral argileux, ainsi que la diminution de l'ordre des couches d'eau au sein des feuillets
avec une augmentation des hétérogénéités (Berger, 2008).

45



CHAPITRE | : OBJECTIF ET CONTEXTE DE L'ETUDE

I — b)

— I\_\-\_\_\_""
= " —
e —

QT_"‘"D'—"{?':‘T_E

=
—-—1‘—“‘__'1-_’_ lrr}i“ Q‘::D e

|
|

Figure 22: Schéma de bactéries en milieu argileux compacté.

Les bactéries présentes dans la porosité liberent des substances organiques qui
agregent la proximité. Puis aprés la lyse cellulaire, il y a augmentation de I'hétérogénéité
avec espace disponible pour le gonflement (Berger, 2008).

Donc, dans ces milieux confinés, les bactéries peuvent interagir avec les surfaces des
argiles et entrainer une modification de I'arrangement des feuillets et donc une modification
des propriétés d’échange des argiles.

3.3.3. Bio-corrosion des matériaux métalliques

La corrosion induite par les microorganismes ou bio-corrosion est un probléme majeur
qui peut représenter jusqu’a 10 % des co(ts totaux de la corrosion (lverson, 1986).

Les microorganismes n'interviennent, dans la plupart des cas, que de facon indirecte sur
la bio-détérioration des matériaux. En effet, l'activité microbienne peut provoquer une
modification des conditions au niveau de linterface matériau/solution en produisant des
substances corrosives ou des catalyseurs ainsi qu'’en consommant des ions métalliques ou
l'oxygéne du milieu. Cette activité engendre un changement des conditions physico-
chimiques a la surface du matériau et peut favoriser les réactions de corrosion (Kivisakk
et al., 2010).

Quand un métal est immergé dans un milieu non-stérile, des microorganismes peuvent
adhérer a la surface du métal et former un biofilm. Les biofilms sont, en général des
structures complexes avec une épaisseur non uniforme. lls sont constituées par les cellules
des microorganismes morts ou vivants, par les substances polymériques extracellulaires
(SPE), et par les produits organiques et inorganiques issus de leur activité biologique. Parmi
ces substances, il peut y avoir des acides aminés, des acides organiques, des enzymes, des
sucres, des alcools, etc. Certaines de ces substances peuvent étre a l'origine des problemes
de corrosion (Heitz, 1996 ; Flemming et al. 1996). Le biofilm offre des avantages aux
microbes qui le forment. Il offre une protection contre les substances toxiques dans le milieu
et contre la déshydratation, il peut stocker les nutriments et facilite I'interaction symbiotique
entre différentes espéces de microorganismes. L’activité des microorganismes dans le
biofilm peut favoriser la corrosion du métal.
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Cas des bactéries sulfato et thiosulfato-réductrices : Modéle de bio-corrosion

| WY W . W . VORI . WIS W

Milieu liquide aérobie matiére organique
0, S04”
Interface milieu liquide / biofilm [
Biofilm aérobie &
+—— FeOQOH
8°, 80

Interface biotilm aérobie / anaérobie
Biofilm anaérobie I
FeS; FeS

Interface biofilm anaérobie / métal
Dépét de sulfure de fer

Métal

Figure 23 : Mécanisme de bio-corrosion métallique (Lee, 1995)

La production de sulfures dans le milieu, par I'activité des bactéries sulfato-réductrices,
peut étre trés importante dans le processus de corrosion. Les sulfures produits par réduction
des sulfates peuvent tout d’'abord catalyser les réactions anodiques par sulfuration de
I'anode. Puis, le produit de corrosion (Fe**) présent en solution est précipité sous forme de
sulfure de fer (FeS) (Figure 23). Ceci provoque un transfert d’électrons du fer métal vers le
sulfure de fer formant une pile galvanique tout en accélérant la corrosion gqu’elle soit
généralisée ou perforante. Mais ceci n'explique pas les vitesses enregistrées. Les activités
des bactéries sulfato et thiosulfato-réductrices, peuvent réguler localement le pH et conduire
a une production ou une consommation d’acidité. Sur les zones anodigues, la précipitation
du sulfure de fer produit de l'acidité, alors que le pH reste stable et neutre sur les zones
cathodiques. Ces modifications du pH sont retrouvées localement a l'interface biofilm-métal.
Le métabolisme bactérien induit donc un couplage galvanique anode/cathode par
acidification différentielle (Campaignolle, 1996) . De plus, le thiosulfate apparait étre
'accepteur d’électrons le plus performant pour les phénoménes de bio-corrosion (Crolet,
1998) . Les vitesses de corrosion peuvent atteindre jusqu’a 1cm/an, alors qu’elles atteignent
seulement 1mm/an pour les sulfates.

Cas des bactéries ferri-réductrices (IRB : Iron Reducing Bacteria)

Les processus de biocorrosion par des especes IRB ont été moins étudiés que les
bactéries sulfato-réductrices (Castaneda et Benetton, 2008; Rainha et
Fonseca, 1997; Féron et al. 1997) . Toutefois, la réduction bactérienne des
composés d'ions ferriques insolubles en ion ferreux solubles a déja été proposée pour
faciliter la dissolution de la couche protectrice des produits de corrosion formés sur des
surfaces des alliages de fer (Videla, 1996). Il a également été signalé que les espéces
IRB sont impliqguées dans la formation de biofilms qui favorisent la corrosion (Geesey,
1991) . Néanmoins, le r6le des IRB en biocorrosion est encore sujet a débat : en effet des
études suggerent qu'elles peuvent, en formant un biofilm, constituer une protection pour
l'acier au carbone (Dubiel et al. 2002; Lee et Newman, 2003; Herrera et
Videla, 2009).

Dans tous les cas, les processus de bio-corrosion sont retrouvés dans différents milieux
aquatiques (eaux salines, eaux douces). Derniérement, certains auteurs ont mis en évidence
la présence de bactéries (les especes IRB en forte concentration et des especes SRB dans
une moindre mesure) qui ont engendrés des processus de corrosion dans les pipelines
( Elshawesh et al., 2008) . D’autre part des auteurs (Rajasekar et al., 2007)
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montrent que les especes présentes dans les pipelines ont la capacité de dégrader les
composeés aliphatiques et aromatiques du pétrole, tout en ayant une capacité oxydante, donc
corrosive, des oxydes de fer et de manganese

4. ORGANISATION DE L’ETUDE

4.1. SYSTEMES DE STOCKAGE : ENVIRONNEMENT PROPICE A UNE ACTIVITE
BACTERIENNE ?

L’environnement du stockage va étre modifié au contact des colis de déchets radioactifs.
Ces modifications vont entrainer des changements physiques et chimiques du milieu qui
influenceront positivement ou négativement les communautés bactériennes endogénes ou
exogeénes (Figure 24).
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=== ‘ 7 ; - 4——%'.. -
Diffision o+ g
- =1 = =
—>
e iys
Bactéries = Argilite
5 =

Flux d'eau  Fhuxdieatiaéaur

Figure 24 : Schéma d’une alvéole de stockage et des phénomeénes pouvant augmenter I'activité
bactérienne.

On peut évoquer différents phénoménes pouvant se produire dans l'alvéole et dans le
champ proche du stockage :

Désaturation du milieu par excavation
Gradient thermique

Corrosion métallique en milieu saturé

o
N Pe

Réactivité a l'interface fer/argile

Malgré les conditions difficiles d'un environnement de stockage profond, nous venons de
voir qu’une activité bactérienne pouvait étre pressentie au cours de I'évolution du stockage.
En effet, ni la radioactivité, ni la température et ni les faibles porosités ne peuvent étre des
paramétres capables d’'inhiber totalement le développement bactérien. Un autre parametre
trés important pour le développement de l'activité microbienne dans le stockage est la
disponibilité des ressources nutritives et énergétiques. En effet, les argilites sont appauvries
(environ 1%) en substrat carboné tel que la matiere organigue pouvant constituer une source
énergétique et nutritive efficace pour la croissance bactérienne. Cependant il a été décrit
précédemment que la genese du stockage entrainerait la formation de nouveaux produits de
corrosion tel que de I'H, et des oxydes de fer qui constituent des composés énergétiques.
C'est le cas aussi d’autres éléments provenant de l'altération des colis et de la barriére
argileuse et qui peuvent donc étre potentiellement des substrats pour les activités
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bactériennes. D’autre part, 'augmentation de la température peut favoriser la disponibilité en
substrat bactérien et augmenter les cinétiques d’altération ou microbiologiques.

Ainsi I'environnement et les produits de dégradation de composants du stockage peuvent
étre considérés comme une source énergétique proprement dite pour favoriser les réactions
microbiennes.

Un des objectifs de cette étude est de déterminer et de quantifier dans quelle
mesure cette nouvelle source énergétique issue du stockage pourrait favoriser le
développement microbien et quel impact les activités bactériennes pourraient
engendrer sur I'évolution des matériaux.

4.2. CHOIX D'UN MODELE BACTERIEN

L'estimation de la diversité microbiologique (autochtone ou allochtone) pouvant se
retrouver dans ces environnements modifiés est tres difficile a obtenir. Il est en effet
impossible de prévenir les perturbations d’ordre anthropiques, dont I'introduction de souches
exogénes, dans un milieu argileux présentant un volume d’exploitation de plusieurs
kilometres cubes. Il est donc plus facile d’'admettre, la présence d'une diversité bactérienne
importante au sein du stockage, quelle que soit son origine.

Ainsi, partant de l'idée gu'il est bien trop réducteur de prédire les espéeces bactériennes
présentes lors du stockage a partir des seules espéces indigénes, le choix d’'un modéle
microbien global est indispensable. Cette population microbienne sera décrite par sa
capacité a se développer dans cet environnement argileux profond et pour sa faculté a
altérer des matériaux. Ce choix est dépendant des conditions géochimiques prévalant dans
ces environnements anaérobies, notamment en termes d'accepteur et de donneur
d’électrons, Dans ces conditions, le choix d'un modéle bactérien ferri-réducteur s'impose
comme étant le plus adapté pour décrire la dynamique des conditions du stockage (anoxie,
quantité importante en fer, présence de H,, milieu argileux pouvant contenir du Fe(lll)
structural). En effet, ces microorganismes ferri-réducteurs sont toujours retrouvés dans les
environnements riches en fer (Vargas et al., 1998 ; Gold, 1992 ). Le Fe(lll) est
identifié¢ comme étant un des tous premiers accepteurs d’électrons pour la respiration
microbienne anaérobie. De plus, l'activité ferri-réductrice est un des plus importants
processus réactionnels dans les sédiments profonds ou la présence de phases ferriferes de
type smectite et d’'oxydes est identifiee (Dong et al., 2000 ).

Il s'agira de déterminer dans cette étude si les capacités de réduction du Fe(lll)
structural par les micro-organismes peuvent avoir des conséquences importantes
dans la pérennité des propriétés de la barriére argileuse en termes de confinement, de
rétention des radionucléides, ou dans leurs implications dans les processus de bio-
corrosion comme dans le contrdle de I'évolution géochimique de I'environnement du
stockage.

4.3. QUESTIONS POSEES DANS CETTE ETUDE

D’'un point de vue plus fondamental, cette étude s’efforcera de répondre a différentes
guestions actuellement en suspens et pourtant essentielles pour caractériser et définir les
mécanismes réactionnels qui surviennent lors des interactions bactéries/minéraux ferriferes
dans le cas d'un stockage en milieu géologique profond:
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a) Sur les matériaux argileux

* Quelle est I'activité bactérienne ferri-réductrice en milieu argileux profond, notamment
en termes de disponibilité des ressources en nutriments et en énergie ?

* Quelle est la réactivité associée a l'interaction bactérie/argilite et ses conséquences ?

 Quelles sont les phases réactives dans les argilites qui sont affectées par cette
réactivité microbienne ?

* Quelles sont les parameétres qui contrdlent la réduction du Fe(lll) structural des
smectites et les transformations minéralogiques associées ?

 Quelles sont les conséquences de cette activité ferri-réductrice sur les propriétés
d’'une barriere argileuse et ses limites en terme d’accessibilité au Fe(lll) en milieu
poreux ?

b) Sur les matériaux métalligues

 Quelles sont les conséquences de cette activité sur les processus de corrosion des
matériaux métalliques ?

* Quelle peut étre I'influence de cette activité microbienne sur la durabilité des éléments
métalliques dans le stockage ?

¢) Sur la réactivité microbienne globale

* Quelle est I'activité bactérienne ferri-réductrice en condition de stockage (réactivité
fer/argile) et les limites fonctionnelles associées ?

4.4. LA DEMARCHE DE L'ETUDE

BN

Pour répondre a ces questions et décrire globalement la dynamique de [Iactivité
géomocrobiologique au sein d’'un stockage géologique, une approche tres exploratoire a été
entreprise, avec une composante expérimentale forte. Aprés une introduction générale,
suivie d’'une étude bibliographique du systéme réactionnel dans son ensemble, les travaux
sont présentés selon trois parties principales :

» Partie |1: Développement bactérien ferriréeducteur en milieu géologique
profond

Le but de cette premiére partie est de caractériser les conditions géochimiques des
environnements argileux profonds du point de vue de leur capacité a permettre le
développement des espéces microbiennes. Pour cela, un bilan des espéces chimiques
nutritives et énergétiques présentes dans le systéme pour ce développement bactérien a été
dressé. Il s’est agit notamment de déterminer les phases ferriféres réactives et de décrire la
dynamique initiale des échanges au sein du stockage. (Chapitre 3)

« Partie Il : (Bio)-disponibilité et impact sur les matériaux ferriferes du
stockage

Cette seconde partie a pour objectif de caractériser la disponibilité du Fe(lll) structural au
sein des phases ferriferes (argiles et oxydes) pour les activités bactériennes ferriréductrices.
Les résultats sont décrits sous la forme de cing articles acceptés ou en cours de
soumission.
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Dans le Chapitre 4, la (bio)-disponibilité du fer a été étudiée dans les matériaux argileux.
Ce chapitre est structuré en trois sous parties. Tout d’abord, la disponibilité du fer est décrite
au sein de structures argileuses complexes, cas de l'argilite de Tournemire, afin d’étre
représentative des milieux argileux profonds. Ensuite, la réactivité propre des minéraux
argileux constitutifs des argilites (smectite, illite et kaolinite) a été décrite afin de déterminer
et de hiérarchiser les phases argileuses les plus réactives dans le cas d'une réduction
bactérienne. Enfin, la derniére étape a été d’identifier les parameétres contrélant I'altération
de ces minéraux, notamment en termes de dissolution et de transformation des smectites.

L’influence des activités bactériennes ferriréductrices sur les processus de biocorrosion
du fer métallique est présentée au Chapitre 5. La disponibilité du Fe(lll) des produits de
corrosion (magnétite et hématite) a été investiguée dans un contexte de corrosion active.

Dans les deux chapitres précédents, la réactivité des matériaux ferriferes a été décrite a
partir de milieu dispersé et sur des phases purifiées. Or dans la réalité, cette réactivité
intervient dans un milieu poreux. Ainsi, dans le Chapitre 6, nous avons déterminé quels
pourraient étre les parametres qui vont influer sur la biodisponibilité du fer dans un milieu
poreux. Pour cela un milieu poreux simplifié incorporant des smectites ferriferes a été
synthétisé et I'impact de I'activité bactérienne ferri-réductrice a été quantifié.

Dans tous les cas, les processus réactionnels majeurs seront décrits pour chaque
matériau (métallique et argileux) impliqué dans la pérennité du confinement du stockage.

» Partie Ill : Capacité de développement des bactéries ferri-réductrices en
condition de stockage géologique

L'objectif de cette derniére partie est de déterminer les paramétres qui pourront controler
le développement d’'une activité bactérienne ferriréductrice au sein d’'un stockage. Ceux-ci
sont étudiés au travers de couplages réactionnels au sein d’une réactivité globale fer/argiles.
Le but étant de définir les limites de I'activité microbienne et ses conséquences dans un

systéme couplé. (Chapitre 7).

Finalement, 'ensemble de ces travaux sera analysé et intégré dans une discussion
générale avant que cette étude exploratoire ne puisse étre conclue dans une derniere partie
qui ouvrira les perspectives en termes de prédiction du comportement de [linterface
bactérie/minéral et d'ingénierie géomicrobiologique.
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CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

1. MATERIAUX

1.1. LES PHASES ARGILEUSES

1.1.1. Argilite de Tournemire

Site de Tournemire

Figure 25 : Photo du site de Tournemire et localisation de I’ancien tunnel ferroviaire traversant I'argilite
du Toarcien. (Source IRSN).

Contexte géologique

Le site de Tournemire (Figure 25) est situé dans un bassin marin mésozoique a la
frontiere sud du Massif central francais et correspond a une structure sub-horizontale
monoclinale faillée traversée par la faille de Cernon (80 km de longueur). C’est une faille
inverse d'orientation E-W (Boisson, 1996). Une formation argileuse massive est
intercalée entre deux aquiféres calcaires : I'aquifere de I'’Aalénien dans la partie supérieure
(Jurassique moyen) et I'aquifére régional du Carixien dans la partie inférieure. La couche
argileuse est constituée dargilite du Toarcien (200m d’épaisseur) et de marnes
subhorizontales indurées du Domérien (50m d’épaisseur) de formations jurassiques
(Cabrera et al., 2001; Patriarche et al., 2004 ). L'argilite de Tournemire
affiche une texture typique anisotrope induite par la diagénése et I'alternance stratigraphique
de niveaux carbonatés massifs et de couches détritiques riches en argile (Charpentier et
al., 2001).
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Le site de Tournemire a été choisi comme laboratoire d’expérimentation dans le milieu
argileux par I'IRSN, pour la facilité d’acces que procure un ancien tunnel ferroviaire de prés
d'un siécle, de 1885 m de long traversant une épaisse couche argileuse de plus de 200 m
d’épaisseur (Figure 26). Ce tunnel donne acces directement a la formation du Toarcien,
permettant ainsi la réalisation d’expérimentations in situ ou de forages par le prélevement
d’échantillons au sein de la couche argileuse.
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Figure 26 : Coupe géologique du tunnel de Tournemire avec en renfort une carte montrant I'emplacement
de Tournemire (d’aprés Boisson, 1996) et la localisation des échantillons étudiés. Les échantillons
d’argiles ont été prélevés dans des conditions séches avec du gaz argon comprimé. Le forage MB2 est
représenté par des lignes noires dans le croquis .Les zones géologiques sont décrites ci —contre : 1:
Hettangian, calcaire et dolomite; 2: Sinemurian, calcaire et dolomite, 3: Carixian, calcaire; 4: Domerian,
marls; 5: Toarcian, schistes et marnes; 6: Aalenian, Calcaire; 7: Bajocian, calcaire et dolomite; 8:
Bathonian, calcaire et dolomite

Echantillonnage de 'arqilite de Tournemire

Le prélevement de la roche argileuse a été réalisé lors d'un forage (hommé MB2 de 6,6
m de long réalisé a 1 m de hauteur du sol du tunnel) horizontal avec de l'argon comprimé,
perpendiculaire a la galerie Est en Octobre 2007. La carotte d’argilite récupérée traverse une
alternance de zones ayant des caractéristiques bien précises : une zone argileuse fracturée
(de O jusgu'a 1m) classiqguement nommée EDZ (Excavation Damaged Zone) qui est une
conséquence de la perturbation causée par I'excavation de la galerie. Puis une zone saine
de 4,7m a 5, 5m et enfin une zone traversant une fracture tectonique humide. Trois
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échantillons de base (une carotte de 30 cm de longueur et 10,1 cm de diamétre) de l'argilite
de Tournemire des zones distinctes ont été prélevés. Les échantillons ont été introduits dans
des sacs aluminisés et conservés a 4C de maniére & minimiser autant que possible
l'oxydation des minéraux argileux et de la matiére organique. Des conditions d'anaérobiose
et de stérilité stricte ont été appliquées au cours du forage ainsi que lors de toutes les étapes
des études en laboratoire. Un sous-carottage dans une chambre anaérobie (90% N,, 5% H,
et 5% CO,) a permis d’obtenir des échantillons d’étude qui ont été broyés dans un mortier en
agate. Une poudre homogene d’argilite est tamisée a 2um et conservée a I'abri de la lumiére
et de 'humidité dans des bacs de sillica-gel.

Cette fraction argileuse utilisée pour les expériences dans cette thése, a été caractérisée
de maniere a connaitre la surface spécifique des grains d’argilite par une analyse BET a
l'azote.

1.1.2. Argiles purifiées

Cing types d’argiles ferriferes ont été utilisés dans cette étude afin d’étudier la réactivité
de ces phases vis-a-vis des activités bactériennes ferriréductrices.

Beidellite ferrifére de Ward’s : Cette smectite riche en Fe®* structural est dénommée ainsi
car commercialisée par Ward’s. Le lot utilisé dans la présente étude est référencé 49 F 5108.

lllite du Puy PyOr2: Ce lot correspond a un échantillonnage du BRGM des horizons
inférieurs du gisement du bassin Oligocéne du Velay situé a proximité du Puy. Elle est
particulierement riche en Fe* structural.

Kaolinite BT : Elle est extraite dans la carriere de Fumel a 50 km a I'ouest de Cahors (Lot et
Garonne, France). Elle est exploitée par la société CTE Libos en vue de son utilisation dans
la fabrication de matériaux réfractaires. Elle est contient du Fe*" structural.

Montmorillonite MX80 : C’est un matériau argileux commercialisé dont les smectites sont
sodi-calciques et de type Wyoming. Cette bentonite est préssentie comme matériaux argileux
de la barriere ouvragée dans les alvéoles du stockage géologique des déchets radioactifs.

Nontronite Nau2 : Elle provient de la collection de minerais d'argiles (université de Purdue,
U.S). Elle est trés riche en Fe®* structural.

L'objectif est de décrire I'évolution des phases argileuses seules et isolées des minéraux
accessoires pouvant perturber la lecture de la réactivité physico-chimique. Pour cela une
purification est indispensable. Une phase d’échange ionique a été réalisée pour les phases
gonflantes de types smectites (Beidellite, Montmorillonite et Nontronite) afin d’homogénéiser
la réponse chimique des argiles vis-a-vis de I'altération.

1.1.2.1. Protocole de purification des phases argileuses échangées au sodium ou au
magnésium

L'objectif de cette phase est triple : La décarbonatation de matériaux argileux (roche
argileuse, bentonite), I'extraction de la fraction < 2um et I'’échange au sodium ou au
magnésium pour les phases argileuses de types smectites.

Cas des phases argileuses : Beidellite — lllite — Kaolinite — Montmorillonite

Décarbonatation :
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Le but de cette opération est d’éliminer les minéraux carbonatés présents dans la
roche.

On introduit dans un bécherde 1 L :

100 g de matériau réduit en poudre
600 mL d’eau déionisée

On rajoute ensuite progressivement du HCI, & 1 mol.L™. On veille & ne pas descendre en
dessous de pH 4 afin d’éviter d’altérer les minéraux argileux

On maintient en agitation en contrélant le pH pendant 10 heures

On compléte ensuite a 1L avec de I'eau déionisée

On centrifuge ensuite a 2000 tr/min pendant 5 min.

On élimine le surnageant apres avoir vérifié sa limpidité, sinon on réitére autant de fois que

nécessaire.

Dispersion et séparation granulométrique

Le but de cette étape est d'extraire la fraction argileuse < 2um des fractions
granulométriques plus importantes ainsi que d’échanger la fraction argileuse au sodium ou
au magnésium (beidellite ferrifere de ward’s) d’apres Crédoz (2009).

On récupere le culot de centrifugation et on le remet en suspension avec de l'eau
déionisée dans le méme bécher de 1L que précédemment. On peut utiliser les ultrasons
pour disperser les agrégats par une séquence de 30 secondes au maximum afin de ne pas
déstabiliser la structure des phases argileuses

On ajoute NaOH, a 0,1M ou (MgOH,) a 0,1M pour amener le pH a 8-9 et saturer la
solution en cations sodiques ou magnésiens et ainsi favoriser I'échange d’ions.

On agite 10 heures pour avoir une suspension homogene.

On verse la solution dans des flacons de centrifugation de 1L jusqu’au trait de graduation =
600 mL.

On centrifuge 1 min 55s a 750 tr/min.

On récupere ensuite le surnageant entre les repéeres 600 et 400 mL.
Caractéristiques :
Axe-surface de la suspension (repére 600 mL) = 9,3 cm
Axe-coupure (repére empirique 400 mL) = 12,1 cm
Durée =1 min 55 sec & 750 trs/min

Coupure granulométrique : 2 um.

Ces opérations de remise en suspension et de centrifugation sont réitérées afin de récupérer
le maximum de suspension argileuse.

La suspension argileuse (< 2 pm) est ensuite rincée a I’eau déionisée deux fois.

Les suspensions argileuses récupérées sont ensuite déposées dans des coupelles afin
d’'étre séchées a 25T par simple évaporation dans une étuve ventilée, puis broyées et
conservées dans des flacons « NALGENE » en polyéthylene haute densité.
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Cas de la phase argileuse : Nontronite Nau2

La préparation des nontronites Nau2 a été réalisée par le LEM (Laboratoire
Environnement et Minéralurgie, Nancy Université) comme décrit par Michot et al (2006).

Les échantillons de nontronites (NAu2) utilisés dans cette étude, proviennent de la collection
de minerais d'argiles (I'université de Purdue, U.S). La fraction argileuse est échangée trois
fois dans une solution 1M de NaCl et lavée par dialyse en utilisant une eau ultra-pure (Milli-
Q), jusqu'a obtenir une conductivité de la solution < 5uS. une telle procédure permet
d’enlever efficacement les résidus de minéraux solubles, (c.-a-d. la calcite) qui ont pu étre
dissous dans les échantillons lavés. Les suspensions ont ensuite été placées dans des
cbnes Imhoff® pendant 24h pour enlever par précipitation les impuretés minéralogiques
majeures (principalement des oxydes de fer, quartz et des feldspaths). La pureté
minéralogique (>99.9%) des particules traitées a été vérifiée par Diffraction des Rayons X
(XRD) et spectrométrie infrarouge. La sélection de la taille des particules colloidales a été
réalisée par centrifugations successives de 7000 a 17.000g. La taille sélectionnée dans cette
étude est celle qui a subi une centrifugation a 7000g. Cette procédure a permis de
sélectionner des tailles de particules colloidales de nontronite. Sur la base de plus de 150
analyses d'images au microscope électronique a Transmission (MET, Philips®), Les
caractéristiques de la taille des particules de nontronite ont pu étre déterminées avec
précision : longueur : 705 nm ; largeur : 138nm ; épaisseur : 1.05nm, (Grybos et al.,
2010).

1.1.2.2. Formule structurale des argiles purifiées

La beidellite de Ward's : Elle a été purifiée et échangée au magnésium et a pour formule
structurale :

(Si3.7Al 0.3) (Al 0.7 Mg 0.1 Fe 1.2) Mg 9.2 O10 (OH)2

L’illite du Puy PyOr2 : L'analyse en MET-EDS des illites de l'illite PyOr2 révele qu’elles
ont pour formule structurale :

(Si 3,52 Al 0.48) (Al 1,17 Fe 0.49 Mg 0.33) (Ca 0.04 Na 0.12 K 0.64) O10 (OH)2

La kaolinite BT : Dans cette étude, on l'utilise purifiée de ses minéraux accessoires avec
pour formule structurale :

Si2 oAl 1,87Fe,13(0OH)4

La bentonite MX-80 : Dans cette étude, elle a été purifiée et échangée au sodium et a
pour formule structurale :

(Si 3.98 Al 0.02)(Al 1,55 Mg ¢.28 Fe3+ g.09 Fe2+ g .0g) Na g.18 Ca .10 O10 (OH)2

La Nontronite Nau2 : Dans cette étude, elle a été purifiée et échangée au sodium et a
pour formule structurale (Michot et al., 2006 ):

(Si 3.77 Al g.08 Fe 0.15) (Al 0.17 Fe 1.77 Mg 0.05) Na g.36 O10 (OH)2
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1.1.2.3. Analyse texturale des matériaux argileux aprés purification

. Surface spécifique
Echantillons 2
(BET) m’/g

Beidellite 55
lllite 122
Kaolinite 32
MX 80 23
Nau2 80
Tournemire 63

Tableau 2 : Surface spécifique des matériaux argileux mesurée par BET a 'azote (Cerege, centre de
recherche et d’enseignement en géosciences de I’environnement).

1.2. LE METAL ET LES OXYDES

1.2.1. Le fer métal

C’est un réactif chimique de la marque Merck. Sa faible granulométrie, < 10 ym, est
utilisée afin d’activer les réactions. Il est pur a 99.9778 % en pourcentage massique. Les
éléments N, ClI, S, Pb, Cu, Mn, Zn et As sont présents en traces.

1.2.2. L’hématite

L’oxyde provient de la marque Rectapur Prolabo : Fe,03;99%, Ref : 24193.188.

1.2.3. La magnétite

L’oxyde provient de la marque Aldrich : FesO4 98% <5um, Cat N°: 31,006-9.

1.3. LE MILIEU REACTIONNEL : DE L'EAU INTERSTITIELLE DU SITE A UN
MILIEU REPRESENTATIF EN LABORATOIRE

Le choix d’'un milieu réactionnel a la fois représentatif du site et non limitant en besoin
nutritif pour le développement bactérien est crucial pour le systeme d’étude « interaction
bactéries — minéraux ferriferes ».

Pour cela, un milieu synthétique appelé MClay, a été préparé en se basant :
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- Sur la composition des milieux de culture bactériens minimum dans la littérature (milieu
M1 ; Kostka et Nealson, 1998 ) en tenant compte de la composition en éléments
nutritifs essentiels: carbone, azote, phosphore, soufre ; des éléments a I'état de traces ainsi
gue des acides aminés et des vitamines comme agents de croissance ou co-facteur du
métabolisme.

- Sur la composition chimique de I'eau interstitielle de sites argileux (Tournemire ou du
Callovo-Oxfordien) afin de respecter les ordres de grandeur (en mmol) qui y sont retrouvés.

Un tableau récapitulatif des expériences est décrit ci-dessous (Tableau 3).

Remarque :
L’absence de fer aqueux ainsi que de Silicium et Aluminium dans le milieu MClay, est
justifiée afin de caractériser au mieux l'altération des minéraux argileux ferriféres.

Le pH initial du milieu a 7 est contr6lé par I'ajout d’'un tampon organique : 'HEPES.

L’ajout d'un donneur d'électrons organique: le lactate de sodium entraine une
augmentation de la concentration en Na" ce qui permet de se rapprocher de la valeur initiale
en Na dans les eaux interstitielles de site. Cependant la concentration en CI- reste faible
comparée a sa concentration dans le milieu naturel profond. Cela n’a toutefois aucune
conséquence sur les activités bactériennes et les mécanismes induits sauf sur la corrosion
(Abd El Wanees et al., 2008 ; Zhou et al., 2007) ou les chlorures sont connus comme des
agents de corrosion. Cependant, le but de notre étude étant de caractériser l'influence
bactérienne sur les processus d'altération des phases argileuses ou des produits de
corrosion, I'absence volontaire d’une concentration en chlorure comparable a celle en milieu
profond est négligeable dans notre étude et est aussi plus pratique pour la fabrication du
milieu MClay.

La présence d’acides aminés en faible concentration ou d’éléments a I'état de traces est
tout a fait justifiée dans les milieux naturels bien qu’ils ne soient pas mesurés dans les eaux
de sites référencées.
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- o Callovo-Oxfordi Tournemire [ Expérience | Expérience Ex&ri Expérience
Composition chimique allovo-Oxiordien g q caire et abiotique abiotique -Xperience biotique
eaux (mmol.L ) Vinsot et al, 2008 al. 2009 minerale organigue biotique H2 organique
pH 7.20 8.20 7.00 7.00 7.00 7.00
Eh -200.00
Na+ 45 - 55 9.50 2.00 12.00 2.00 12.00
Cl- 28 - 47 6.15 0.97 0.97 0.97 0.97
S042- 11.1-19 0.01-20 10.10 10.10 10.10 10.10
Ca2+ 6.5-8.1 0.09 0.49 0.49 0.49 0.49
Mg2+ 5-6.9 0.38 1.01 1.01 1.01 1.01
HCO3- 4.50 2.00 2.00 2.00 2.00
K+ 0.65-1.1 0.22 0.99 0.99 0.99 0.99
TIC 4.2-4.5 - - - - -
TOC mg.L-1 ou lactate =iy 0) = 10.00 = 10.00
Si 0.12 - 0,16 0.10 - - - -
Fe2+ 0.093 2.00E-07 - - - -
Fe3+ 6.00E-09 - - - - -
PO42- 6.50E-03 0.0033 0.6 0.6 0.6 0.6
NH4+ 2.11E-04 0.2 9 9 9 9
Zn2+ 1.00E-06 1.00E-06 1.00E-06 1.00E-06
Cu2+ 2.00E-07 2.00E-07 2.00E-07 2.00E-07
Mn2+ 1.26E-06 1.26E-06 1.26E-06 1.26E-06
Se4d+ 1.50E-06 1.50E-06 1.50E-06 1.50E-06
Mo4+ 3.80E-06 3.80E-06 3.80E-06 3.80E-06
Co 5.00E-06 5.00E-06 5.00E-06 5.00E-06
Bo 5.60E-05 5.60E-05 5.60E-05 5.60E-05
L-arginine 1.15E-04 1.15E-04 1.15E-04 1.15E-04
DL-serine 1.90E-04 1.90E-04 1.90E-04 1.90E-04
L-glutamine 1.18E-04 1.18E-04 1.18E-04 1.18E-04
Acide nicotinigue 1.00E-04 1.00E-04 1.00E-04 1.00E-04
Thiamine-HCI 5.00E-06 5.00E-06 5.00E-06 5.00E-06
Biotine 1.00E-06 1.00E-06 1.00E-06 1.00E-06
Tampon HEPES - 1,68E+01 1,68E+01 1,68E+01

Culot bactérien

X

X

Tableau 3 : Composition chimique du milieu synthétique MClay utilisé lors des expériences bactéries —
minéraux ferriféres. Comparaison avec les milieux naturels.

1.4.

Afin d’étudier l'activité des bactéries vis-a-vis du fer qu'il soit dans la structure des

LES BACTERIES

matériaux ou soluble, deux modéles bactériens ont été choisis :

- Le modele ferri-réducteur pour caractériser la réaction de réduction du Fe(lll)
structural des matériaux. Pour cela trois types de bactéries ferriréductrices (IRB) ont
été sélectionnés comme modele pour les expériences bactéries — minéral dans ce

mémoire.

- Le modele biosenseur, qui utilise des bactéries transformées génétiquement, est
utilisé afin de pouvoir mesurer spécifiquement le besoin en fer comme nutriment pour
le développement des bactéries, a savoir les effets de carence et les effets de toxicité

de leur métabolisme.

1.4.1. Les bactéries ferriréductrices

Deux bactéries dites « mésophiles » : Activité entre 25 a 50°C

La bactérie Shewanella oneidensis strain MR1 (CIP* 106686), provient d’'un isolement
bactérien des sédiments anoxiques du lac Oneida, NY (Myers et Nealson, 1988

), eta

fait I'objet de plusieurs études génétiques et phylogéniques (Saffarini et al., 1994
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Shewanella oneidensis est une bactérie Gram négatif a respiration obligatoire pour son
métabolisme, elle ne peut pas réaliser la fermentation (Scott et Nealson, 1994 ). Les
espéces du genre Shewanella sont des bactéries anaérobies facultatives, capables de
réduire une importante variété de composés comme accepteur d’électrons terminal, incluant
I'O,, les nitrates (NO3), les nitrites (NO,), les oxydes de Fe(lll) et de manganese. Les
conditions optimales de croissance de température et de pH de S. oneidensis sont décrites
ci-dessous (Figure 27).
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Figure 27 : Optimum de bio-réduction/dissolution du Fe de la smectite en fonction du pH et de la
température pour la bactérie Shewanella oneidensis (Kotska et al., 1996).

Shewanella oneidensis MR1 a la capacité d'utiliser des substrats organiques comme
donneur d’électrons ainsi que d'utiliser I'H, moléculaire. Elle possede en effet des
hydrogénases au niveau de sa membrane externe, permettant de fixer et d’oxyder I'H, afin
de récupérer les électrons de la réaction. Ce métabolisme hydrogénotrophe sera notamment
utilisé dans les processus de biocorrosion dans cette étude.

La bactérie Clostridium aurantibutyricum  provient d’'un isolement de boues résiduaires
polluées (Véglia, 1996) et fut utilisée dans un procédé de dépollution de sols et de
déchets contenant des hydroxydes de fer et de métaux lourds (Véglia et al., 1996 ).
C’est une bactérie strictement fermentaire possédant un métabolisme trés efficace (Tableau
4) qui peut produire, lors de I'oxydation de molécules organiques riches énergétiquement
(glucose), des acides organiques (acide butyrique et acétique) et du gaz (H, et CO.,). Elle est
aussi connue pour avoir une action importante comme agent de réduction du Fe(lll) dans les
sols (Stemmler et al., 2004 ), et notamment sur la réduction des goethites (Dominik

et al., 2002).
Acides organiques produits Fe solubilisé | CO, produit
Substrat (mol/mol de substrat) (g/mol de (mol/mol de
Acétique Butyrique substrat) substrat)
Glucose 0.222 0.200 >5,090 2,718

Tableau 4 : Produits du métabolisme de la souche Clostridium aurantibutyricum (Véglia, 1996)
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Une bactérie dite « thermophile » : Activité entre 50 & 80°C

La bactérie Thermotoga subterranea strain SL1T provient d’'un isolement d’un réservoir
continental de pétrole dans le bassin Est de Paris, France (Jeanthon et al., 1995 ) et
fait partie de la collection de la station biologique de Roscoff. C’est une bactérie thermophile
capable d'utiliser le Fe(lll) pour sa respiration (Slobodkin et al., 1999 ). L'ordre des
thermotogales est strictement anaérobie, thermophile et chimiohétérotrophique. Leur
dénomination provient de leur caractéristique morphologique : la présence d'une gaine
externe appelée «toga ». Sa température optimale de croissance est de 70C et son pH
optimum est compris entre 6,5 et 7,5 (Figure 28).
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Figure 28 : Evolution du taux de croissance moyen de T.subterranea en fonction de la température et du
PpH (Jeanthon et al., 1995).

Préparation des inoculums bactériens pour les expériences de réduction du Fe(lll)
structural des arqgiles ou des oxydes.

Avant d’introduire un inoculum bactérien dans les réacteurs, il est nécessaire de
conditionner et de quantifier les bactéries. . Pour cela, on pré-cultive les bactéries dans des
réacteurs en présence de Fe(lll)-citrate. Ensuite, on détermine la quantité de bactéries
présentes aprés réduction bactérienne du Fe(lll)-citrate, par l'association de deux
techniques : un comptage bactérien sur boite de pétri et une mesure d’absorbance de la
densité bactérienne par spectrophotométrie UV-VIS dans le milieu de culture incolore. Le
protocole détaillé est explicité ci-dessous :

» Shewanella oneidensis MR-1 est initialement préparée dans un milieu de culture MClay
contenant 20 mM Fe(lll)-citrate et 10 mM de lactate comme accepteur et donneur
d’électrons.

e Clostridium aurantibutyricum est initialement préparée dans un milieu de culture riche
« LB (Luria Broth)» contenant du NaCl a 5g/l avec du glucose comme donneur
d’électrons (10mM) en condition anaérobiose.

 Thermotoga subterranea est initialement préparée dans un milieu de culture MClay
contenant 20 mM Fe(lll)-citrate et 2mM de peptone comme source de carbone.

Les cultures bactériennes sont centrifugées 4500 tours/min et lavées 3 fois avec du
milieu Mclay en respectant les conditions d’anaérobiose stricte sous hotte anaérobie. Une
mesure de la densité bactérienne est réalisée. Ensuite les culots bactériens sont re-
suspendus dans le milieu Mclay avant d'étre introduits (4% V/V) dans les réacteurs
expérimentaux. La re-suspension dans le milieu Mclay nécessite de respecter une
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population bactérienne de ~10" bactéries / ml dans les réacteurs afin d’étre homogéne pour
chaque expérience.

1.4.2. Biosenseurs bactériens

Une description détaillée du principe de fonctionnement d'un biosenseur est décrite au
chapitre VII, partie 3.

Souches et plasmides

L’ensemble, des souches bactériennes et vecteurs utilisés et/ou construits au cours de
cette étude, est listé dans le tableau ci-dessous.

Souche / e Référence /
. Caractéristiques -

plasmide origine

P. aeruginosa

PAO1 P. aeruginosa sauvage (WT) ggg'sn etal.,

dérivé de PAOL, pyoverdine et pyochéline déficient (ApvdD | Ghysels et

PAOL (24) ApchEF) al., 2004

LIMO5 fusion bfrB ::gfp (CTX) intégrée au chromosome de PAO1 | cette étude

LIMO7 f2uA3|on bfrB ::gfp (CTX) intégrée au chromosome de PAO1 cette étude

LIMO8 fusion pvdA::gfp (CTX) intégrée au chromosome de PAOL | cette étude

Souche FTPA fusion ftpA ::lux (Tn5) intégrée au chromosome de PAO1, ;g\g:*nza

PAO1-lux-39-H3

LIM10 oA

Plasmides

pUC18T-mini- ApR; oriT; Gm® sur mini-Tn7 Choi et al.,
Tn7T-Gm 2005
mini-CTX-pvdA- R. — R. g B - Banin et al.,
GEP Ap~; Tc™; fusion pvdA ::gfp dans mini-CTX-lacZ 2005
pUC18T-mini- . , : Choi et al.,
Tn7T-Gm-lux mini-Tn7 pour la construction de fusions luxCDABE 2005
pPROBE-GT Gm~; gfp; pour la construction de fusions gfp g/lal(l)%r etal.,
pTNS1 Plasmide helper pour la transposition de Tn7 gggéet al,
anll?FL CTX-bfrB- ApR; TcR; fusion bfrB ::gfp dans mini-CTX-lacZ Cette étude

Récepteur de la ferripyocheline (complexe fer pyochéline)

fusion pvdA::gfp (CTX) intégrée au chromosome de PAO1

cette étude
cette étude

Tableau 5 : Construction des biosenseurs

! Résistance : Gentamycine (GmR), Ampicilline (ApR), Tetracycline (TCR)
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Préparation des milieux et conditions de culture

Les cultures bactériennes ont été réalisées en milieu Luriani Broth (10 g/l NaCl, 10 g/l
bacto-tryptone, 5 g/l extrait de levure, pH=7) a 37<C. Si nécessaire, le milieu est additionné
d'ampicilline (100 mg/l) et/ou de gentamycine (30 mg/l) et/ou de tétracycline (100 mg/ml)
pour les cultures de P. aeruginosa.

Pour les mesures de fluorescence, P. aeruginosa a été cultivée dans du milieu DCAA (5
g/l casamino-acid traité par Chelex 100 pendant 24h, filtré, stérilisé, puis additionné de
MgCl, (0,4 mM) et le cas échéant d’aliquotes fabriquées a partir d’'une solution mére FeCl;
(0,12 M). Alternativement, les mesures ont été réalisées en milieu minimum (KCI 50 mM,
MgS0O,0,8 mM, CaCl, 0,8 mM, KH,PO,0,3 mM, (NH,),SO, 8 mM, citrate de sodium 2 mM,
MOPS 50 mM pH6,5, FeSO,4 30 uM, glucose 2 g/l).

Manipulation d’ADN et techniques génétiques

Toutes les techniques de biologie moléculaire utilisées au cours de cette étude
(techniques de PCR, purification de fragments d’ADN, extraction et purification d’ADN
plasmidique et génomique, digestion par des enzymes de restriction, de phosphorylation,
ligation, transformation et électroporation d’E. coli) ont été réalisées selon des protocoles
standards (Sambrook et al., 1974 ). P. aeruginosa a été transformée par
électroporation selon la méthode de Choi et al., (2006). L’insertion de dérivés de mini-

Tn7 dans le chromosome de P. putida a été réalisée par conjugaison tétraparentale selon la
méthode décrite par Choi et Schweizer (2006).

2. MATERIELS
2.1.  MATERIELS EXPERIMENTAUX

L’approche expérimentale est basée sur l'utilisation de « Batch » agités. Le systéeme
permet de favoriser les interactions entre les matériaux ainsi que de quantifier les faibles
altérations en solution (effet de concentration dans un volume fermé). D’autre part, ce choix
expérimental a été fait pour mieux caractériser les effets en milieu géologique profond ou les
processus de transport sont faibles (diffusion trés lente ~10"m.s™) d’ou la non utilisation
« lourde » de systemes en cinétique en présence de bactéries.

Deux types de réacteurs sont utilisés selon les expériences recherchées (Figure 29).
» Reéacteurs en téflon: expériences altération argileuse

» Réacteurs en verre: expériences d’altération des oxydes ou seulement
observation de la réduction du Fe(lll).

La presence de silice dans le verre empeche [l'utilisation de ces réacteurs pour les
expériences d’altération avec les matériaux phyllosilicatés tels que les argiles. Les réacteurs
en verre sont utilisés seulement pour les expériences de corrosion (les oxydes de fer ou le
fer métal).
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Figure 29 : Photos des deux réacteurs en téflon et en verre. 2 sorties avec septum permettent de créer
des conditions réductrices (balayage gazeux) et de réaliser des prélévements de gaz et de solution au
cours du temps, de fagon stérile.

Le matériel argileux soit en poudre dispersée (chapitre 3, partie A) soit en volume
compartimenté « GIH-Nontronite », (chapitre 3, partie B) est utilisé dans les expériences
d’altérations argileuses.

» Largile sous forme de poudre :

* Argilite de Tournemire

* Smectite : Beidellite férrifére ; Montmorillonite MX80.
e lllite du Puy PyOR2

* Kaolinite BT

» L’argile sous forme volumique compartimentée.

*« Nontronite Nau2

Synthése GIH - nontronite (protocole + caractéristique) :

La suspension de nontronite Nau2 a été immobilisée dans une matrice inorganique
réticulée de silice utilisant une technique sol-gel. Pour cela, un précurseur liquide
(généralement alkoxysilane) est tout d’abord hydrolysé. L'hydrolyse est alors suivie d'une
polycondensation, ce qui méne a une transition sol-gel. Cet état souple, permet le mélange
de composants divers a l'intérieur avec des concentrations variées de particules minérales
dans ce gel. Cependant les particules minérales doivent étre a I'état soluble afin de favoriser
’homogénéisation lors de la polymérisation du gel. Dans cette étude, le
tetraethylorthosilicate (TEOS, 99,99%, Fluka) a été employé comme précurseur liquide
en raison de son taux de réaction relativement lent et contrélable. La solution silicatée a été
préparée par sonication (55 kilohertz) d'un mélange de TEOS, d' H,0 et d’ HCI (0,1 N) avec
un rapport de volume de 1: 0.2 : 0,12 a 40 jusqu 'a ce qu’une solution claire soit obtenue.
La suspension de nontronite a été ensuite mélangée a une solution de silice de rapport
volumique (4.35:10) afin d'avoir une concentration de particules 4.35g/l de nontronite dans
chaque Gel Inorganique Hybride (GIH) de 1ml volumique. Ceci correspond a une quantité de
Fe dans chaque GIH-nontronite égale a 45umol. Avant l'incorporation de nontronite, le pH
de la solution de silice a été ajusté a pH 4 utilisant une solution de NaOH (0,1 N) pour éviter
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la dissolution minérale des nontronites, et a été ensuite augmenté a pH 5 pour accélérer
l'auto-condensation et la transition sol-gel. La solution de silice hybride de nontronite (300ml)
a été distribuée dans les plaques stériles de 96 puits de 1.5ml chacun (Deepwell) et laissée
pendant 10 minutes a la température ambiante pour la condensation des gels. Les silica-gels
hybrides ont été alors stérilisés par autoclave dans la solution synthétigue pendant 30
minutes a 110<C, et stockés dans I'eau pour éviter le rétrécissement jusqu'a leur utilisation.
La coloration homogéne des GlIH-nontronite (Figure 30, photo B) montre que les particules
de nontronites sont bien dispersées dans le gel de silice. Les observations microscopiques
des gels (hon montrées) n'ont indiqué aucun agrégat des particules de nontronite. L'état des
nontronites peut étre considéré comme une suspension colloidale a I'échelle du pore. La
caractéristique de gel de silice du GIH-Nontronite lui donne d’excellentes propriétés optiques
et une porosité homogene (40 a 100nm) empéchant toute possibilité de migration aux
bactéries dans le GIH. La synthése d’internalisation d’un GIH-nontronite dans un second GIH
se fait de la méme maniere sauf que le pH n’est pas augmenté a 5 mais a 4, 2 afin de
permettre une condensation plus lente favorisant le maintien d’'une structure unique par la
formation de liaisons entre la phase liquide et le solide (Figure 30, photo C).

A B c

Figure 30 : La photo A représente la synthése d’un Gel Inorganique Hybride (GIH) sans incorporation de
nontronite, la photo B représente le GIH synthétisé en présence de nontronite Nau2 et la photo C
représente une coupe transversale du GIH - nontronite encapsulé dans un second GIH afin d’enlever
I'accessibilité du Fe(lll) nontronite pour les bactéries par simple contact de surface du matériau.

66



CHAPITRE Il : MATERIELS ET METHODES

Schématisation des expériences « Batchs » : Bactéries — Argile — Fe(0), (Figure 31)

Bouchon a septum pour .
. garder les conditions Activités
Expériences anoxiques du milieu bactériennes Analyses
- - — 1A Lactate HPLC
1- Argile + solution minérale Prélevement gaz .
— H2 Chromatographie gaz
2- Argile + solution organique
. . . Fer (Il) sorbe HCI /Ferrozine
3- Argile + solution organique +
bactéries vivantes
4- Bactéries vivantes + solution \ Ciel gazeux
EIETIEIS AP i e 9 | Comptages bactériens
5- Argile + solution organique + e — // (épifluorescence)
bactéries irradiées + fer métal Milieu Mclay
Lo ] pH, Eh, COT
6- Argile + solution organique + // + bactéries [ Spéciation Fe(Il)/Fe(lll);
S 2 A ;
bactéries vivantes + fer métal B - analyses cations (ICP AES)
Fer métal | R
21 H . DRX
Prélévement 1| Argiles (poudres _||- )
. . C— ou GIH) <L MEB, MET, Mdssbhauer
liquide L ~ e

Réacteur Nalgéne
Utilisé & 37C et 70C Durée

| | Etudecinétijue ——— 0-15jours

|:| Etude altération ———» 1 et 3 mois

Figure 31 : Schéma expérimental général des expériences d’interaction entre des phases argileuses et
des bactéries et/ou du Fe(0). Le donneur d’électrons, I'acide organique, peut étre remplacé par I’'H, selon
les expériences. Dans les expériences de biocorrosion, I'argile est enlevée ou substituée par des oxydes

de fer de type magnétite ou hématite.

2.2. MATERIELS ANALYTIQUES

Les moyens mis en ceuvre ont pour finalité l'identification et le suivi de I'impact de
I'activité microbiologique et de ses conséquences sur la réponse géochimique du milieu.

2.2.1. Mesures des activités microbiologiques

L'évolution de I'activité microbiologique est décrite dans cette étude comme un catalyseur
réactionnel de la réactivité globale du systéme. L’activité de ce catalyseur est suivie par :

Comptages bactériens

L'évolution de la densité cellulaire a été déterminée par des comptages de
dénombrement de colonies sur boite (milieu LB agar) ainsi que par des mesures de densité
optique de la turbidité bactérienne des milieux expérimentaux. Une calibration de la quantité
de bactéries déterminée par comptage sur boite et la densité optique correspondante pour
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chaque espece bactérienne est réalisée. Ceci dans le but d'introduire une quantité de
bactéries homogéne ~10’ bactéries/ml dans les réacteurs expérimentaux.

La viabilité et le comptage des cellules bactériennes ont été vérifiés en utilisant un
dénombrement direct par épifluorescence. Ce mode d'observation en lumiére incidente au
microscope requiert l'utilisation d'un mélange de deux fluorochromes spécifiques qui se
fixent sur le matériel génétique de la bactérie. Le fluorochrome Syto® 9 (sondes moléculaire,
Eugene, OR, Etats-Unis) qui se fixe aux acides nucléiques des bactéries (vivantes et mortes)
fluoresce en vert et liodure de propidium (Sigma-Aldrich, Steinheim, Allemagne) qui pénétre
seulement dans les bactéries ayant des membranes endommagées (cellules mortes)
fluoresce en orange. L’iodure de propidium réduit I'action du Syto 9 permettant ainsi de
discriminer les bactéries vivantes de celles qui sont mortes. Cette méthode a été plus
particulierement utilisée afin de suivre la viabilité des bactéries dans nos expériences
(en présence d’argile ou de fer métallique-oxyde, ou en fonction de la concentration
en Fe? en solution).

Le protocole est basé sur les kits bactériens de viabilité de LIVE/DEAD® BacLight™

Il s’agit de mélanger 20 pL du mélange de fluorochromes et 20 yL de I'échantillon. Le
mélange est ensuite incubé a I'obscurité pendant 15 minutes. 20 uL du mélange sont placés
entre lame et lamelle (méthode état frais), et sont observés directement au microscope a
épifluorescence (filtres spéciaux) a l'objectif 40. Le comptage des bactéries s’effectue sur
plusieurs champs afin de faire une moyenne statistique de la population bactérienne (environ
10 champs). Le nombre de bactéries par mL d’échantillon est déterminé a partir du volume
(20 pL) nécessaire pour recouvrir toute la surface de la lamelle ainsi qu’en prenant en
compte la surface d’un champ au microscope optique et le hombre moyen de bactéries par
champ.

Mesure du donneur d’électrons : substrat organique

¢ Glucose

Si le glucose est utilisé comme donneur d’électrons, sa consommation peut étre suivie
grace a un « glucose-métre » (EBIO Compact Eppendorf®), la technique de dosage utilisée
repose sur une méthode enzymatique par dosage de I'eau oxygénée apres action d'une
enzyme, la glucose-oxydase. Celle-ci est fixée sur une membrane (Biosen®), I'eau oxygénée
est dosée par conductimétrie, le courant est proportionnel a la concentration en glucose.
20pL d’échantillon liquide sont nécessaires pour le dosage.

e Lactate

Si le lactate est utilisé comme donneur d’électrons, sa consommation par les bactéries
est suivie par chromatographie liquide a haute performance, HPLC, (Varian® 9050). La
solution de l'échantillon est éluée via une solution H,SO, 0.01N a travers une colonne
MetaCarb 67H qui permet de séparer les acides organiques selon leur taille et leur charge
puis la détection des acides présents est réalisée par absorbance UV visible.

Mesure des gaz par chromatoqgraphie phase qazeuse (CPG)

La composition en gaz de H,, N,, CO, est suivie au cours du temps par chromatographie
en phase gazeuse. Le suivi de I'hydrogéne, consommé ou produit par la bactérie est un des
parameétres clés de notre étude. Un contrdle de I'absence d’oxygéne est également effectué.

L’appareil utilisé est un chromatographe phase gazeuse composé de trois colonnes (voie
1: tamis moléculaire, détection de l'azote et I'oxygéne, voie 2: porapak, détection du
dioxyde de carbone, voie 3 : tamis moléculaire, détection de I'hydrogéne). Le gaz porteur est
composé d'azote (voie 3) ou d’hélium (voie 1 et 2). La détection est effectuée par une
méthode catharométrique (comparaison des conductivités).
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Mesure de l'activité hydrogénase : échanqe Ho/D», activité du biocatalyseur

L'activité hydrogénase est déterminée grace a la technique de I'échange hydrogene-
deutérium. (Vignais et al, 2002 ). Le deutérium est utilisé ici comme substrat des
activités enzymatiques bactériennes. Le but est de suivre la consommation du D, et
production de H, et HD au cours du temps. Cette technique utilise un spectrophotométre de
masse, les pics suivants sont observés pour les différents gaz présents: [HD] : m/e=3, [H,] :
m/e=2, [D,]: mle=4, [O,] : m/e=32, [CO,] : m/e=44. L'amplitude du signal mesurée en
ampeéres est directement proportionnelle a la concentration des gaz présents. La
consommation de H, peut étre superposée a I'’échange Hydrogene-Deutérium.

Au coeur de I'enzyme, on assiste aux réactions suivantes (E représente I'enzyme) :
D,+E<¢>ED+D"
E-D+H'€-> E+HD
HD + H'¢-> H, + D*
E+H, €>EH+H

Chaque échange isotopique avec D, comme substrat conduit a la formation d'une
molécule de HD, et chaque échange isotopique avec une molécule de HD conduit a la
formation d’une molécule de HD ou H, avec une probabilité 0,5.

Soit = [HD] + [H,] + [D,] la concentration totale en hydrogene moléculaire. E

. , . f o dE
représente la consommation en « Hydrogene » des bactéries (; <0).

Soit T, le ratio isotopique de D dans le gaz en pourcentage est calculé comme suit:
_ [D2]+0,5[HD]
([D2] +[HD] +[H2])

La dérivée du ratio isotopique est proportionnelle a la vitesse d’échange et donc a
l'activité hydrogénase. Cette valeur est utilisée afin de caractériser I'activité hydrogénase
dans les expériences.

+ Protocole :

Les réacteurs sont, dans un premier temps, balayés au gaz avec 100% de deutérium
[D,]. Une surpression de 120 mbar est appliquée sur chaque réacteur dés que I'équilibre de
solubilité de D, est atteint. L’analyse des gaz de chaque réacteur est réalisée par un
spectrométre de masse qui est initialement balayé a l'argon avant l'injection des gaz
échantillonnés. Ensuite, 0,5 mL de gaz sont prélevés dans chaque réacteur et injectés a
travers le septum du spectrometre de masse pour ionisation des éléments et détection de la
masse des éléments présents.

2.2.2. Altération des phases minérales : mesures chimiques

Mesure des cations en solution

Les solutions ont été analysées en utilisant la Spectroscopie d'Emission Atomique a
Plasma couplée inductible (ICP-AES Jobin Yvon® ultra-trace 2000) avec une incertitude de
5%, afin de déterminer les concentrations en cations existant initialement dans les matériaux
argileux et en solution ainsi qu’aprés réaction microbiologique tels que : Si, Al, Fe, Ca, Mg,
Na, K. La solution expérimentale est prélevée (2 ml) et filtrée a 0.2uM afin d’éliminer les
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particules solides et biologiques de la suspension puis acidifiee (3% V/V d’HNOj3) avant
d’étre analysée.

* Bilan sur le fer

La réduction bactérienne du Fe(lll) structural des matériaux argileux ou des oxydes va
entrainer une repartition du fer dans différents réservoirs, tels que le fer en solution, le fer
précipité en de nouvelles phases minérales, le fer adsorbé sur des surfaces minérales
principalement sur les argiles ou encore absorbé comme nutriment par les bactéries. Le fer
ingéré par les bactéries n'a pas été quantifié mais il est non significatif comparé aux autres
réservoirs de fer. Différentes techniques sont décrites ci-dessous afin de déterminer la
proportion de Fe**/Fe** dans les phases minérales argileuses ansi que la part du fer réduit
(Fe?") aprés réduction par les activités bactériennes ferriréductrices :

Minéralisation HF et spéciation du fer dans les phases minérales argileuses

Le but est de mesurer dans les argiles et argilites le ratio Fe**/Fe®" et le Fetot

La solution de minéralisation est composée: 1ml de 48% de HF, 6ml de 3.6N H,SO, et 1 ml
de 10% 1,10 phenanthroline dans 95% d’éthanol.

Gamme étalon utilisée : Sel de Mohr Fe(NH,)»(S0,4), 6H,0 calibration de 0 & 8ug/ml
Nombres d’échantillons : 5 réplicas
Protocole: D'apres Stucki and Anderson (1981) et Komadel and Stucki (1988)

Les échantillons sont dissous et chauffés pendant 30 min a ébullition dans une solution
contenant 1ml de 48% de HF, 6ml de 3.6N H,SO,4 et 1 ml de 10% 1,10 phenanthroline dans
95% d’éthanol. Quand la dissolution est terminée, 10 ml d’une solution d’acide borique 5%
sont ajoutés afin d’éliminer I'excés d’HF. La solution résultante est ensuite diluée dans une
fiole de 100ml d’eau, portée a ébullition et ensuite agitée. Le Fe?* est déterminé en
transférant 10ml d’aliquote dans une seconde fiole de 100ml en ajoutant 4ml d’une solution a
10% de citrate de sodium. La fiole est mise ensuite a l'obscurité afin d'éviter la photo
réduction de phen-Fe**. L’absorbance est déterminée aprés 30 a 60 min de réaction a
510nm et référée & une gamme standard préparée dans les mémes conditions.

Le Fe(tot) est déterminé en transférant 5ml d’aliquote de la lere fiole dans une troisieme
fiole de 100ml contenant 2ml de citrate de sodium 10%. 2ml NH,OH-HCI sont ajoutés et le
reste est dilué dans de I'eau portée a ébullition. L’absorbance est mesurée par ICP-AES
équipé d’'une chambre de nébulisation en téflon.

Mesure de la spéciation du fer total en solution (Fe3*/Fe?*)

La méthode décrite par Stookey (1970) permet de mesurer la quantité de Fe®*" réduit. Il
s'agit d'une méthode colorimétrique (coloration a la ferrozine), qui permet de différencier la
part de Fe?* (réduction bactérienne) de la part de Fe** (dissolution du minéral) en solution.
Elle est quantifiée par une mesure au spectrophotométre UV a 562 nm. Le protocole utilisé
provient d’une madification par Viollier et al (2000 ).

Mesure du fer réduit adsorbé ou précipité : méthode colorimétrique, (spéciation et

extraction HCI)

Cette méthode est décrite par Kostka et al (1999). Elle permet d’extraire le Fe?" qui a été
réduit biologiquement et qui est précipité ou sorbé sur les surfaces minérales argileuses. En
effet, la précipitation des ions en solution est favorisée par les échanges d’'ions au sein de la
structure de l'argile. Les Fe®" précipités sur le matériau argileux sont remis en solution par
un traitement avec 0.5N HCI et peuvent ensuite étre dosés avec la méthode précédemment
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décrite. Les opérations de traitement et de mesure du Fe sont réalisées sous hotte
anaérobie afin d’éviter la réoxydation des Fe?* en conditions aérobies.

La quantité totale de fer réduit est donnée par la relation :
Fe réduit total = Fe réduit en solution + Fe réduit apres précipitation

Mesure des anions en solution

Les espéces en solutions anioniques (PO42', S0,%, NOjs et HCO3) essentielles au
développement bactérien sont dosées par colorimétrie par spectrométrie UV-Vis.

- Le dosage colorimétrique de l'alcalinité est effectué a A = 590 nm. Le principe détaillé de
la méthode utilisée est décrit par Podda F. et Michard G., Acad. Sc., Paris, 319, série I,
651-657 (1994). Trois réplicas sont réalisés par mesure.

- Le dosage colorimétrique des nitrates est effectué a A=520nm. Le principe détaillé est
décrit par le KIT dosage (VWR Spectroquant® 1.14773.0001). Dans l'acide sulfurique
concentré, les ions nitrates forment avec un dérivé de l'acide benzoique un composé
nitré rouge qui est dosé par photométrie a A=520nm. Les ions nitrites sont éliminés par
I'ajout d’acide amidosulfurique. Trois réplicas sont réalisés par mesure.

- Le dosage colorimétrique des orthophosphates est effectué a A=712nm. Le principe
détaillé est décrit par le KIT (VWR® .1.11138.0001). Dans une solution sulfurique, les
ions orthophosphates (PO43') forment avec les ions heptamolybdates de I'acide
phosphomolybdique, qui est ensuite réduit par l'acide ascorbique en bleu de
phosphomolybdéne. Ce composé est dosé par photométrie a A=712nm aprés étalonnage.
Trois réplicas sont réalisés par mesure.

- Le dosage colorimétrique des sulfates est effectué a A=590nm. Le principe détaillé est
décrit dans le KIT (VWR® 1.14411.0001). L'iodate de baryum réagit avec les ions
sulfates en milieu aqueux organique pour former des ions iodates et un précipité blanc de
sulfate de baryum. En présence de tanin, les ions iodates forment un composé coloré
rouge-brun. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’ions iodates et
donc a la quantité d’ions sulfates. Trois réplicas sont réalisés par mesure.

2.2.3. Caractérisation et altération des phases minérales : analyse des solides

En fin d’expérience, les réacteurs sont introduits sous une hotte anaérobie (90% N,, 5%
H, et 5% CO,) afin d’'éviter toute réoxydation des matériaux réduits. Les matériaux sont
extraits des réacteurs par centrifugation et élimination du surnageant puis ils sont
préalablement séchés sur papier filtre dans la hotte anaérobie avant d’étre lyophylisé. La
poudre récupérée est ensuite broyée et est caractérisée par différentes techniques
analytiques :

DRX (Diffraction des rayons X)

Des échantillons de roche (argileuse ou d’oxydes de fer) ont été caractérisés avant et
aprés altération microbiologique, par Diffraction des Rayons X (DRX). A la fin de chaque
expérience, les solides ont été lavés soigneusement deux fois avec 50 ml d'eau ultra-pure.
La boue de la suspension finale a été soit :

e déposée sur des lames en verre dédiées a I'analyse DRX et séchée a l'air dans la
hotte anoxique ou au glycol (pour homogénéiser les diffractions par un gonflement
maximal des smectites) pour permettre une orientation favorable des particules et
une diffraction efficace.

e séchée par lyophilisation puis broyée pour en faire une poudre fine pour une
analyse par DRX standard.
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Des balayages de DRX ont été enregistrés entre 2 et 40°2 8 (temps de comptage de 2s
par angle de 0.02%2 6) avec un diffractometre de type Bruker® D8 (source de rayonnement
de Cu a 40 kilovolts et a 40 mA) équipé d'un miroir de Gobel et d'un détecteur Sol-X.

MEB (Microscopie électronique a balayage)

by

La microscopie électronique a balayage (SEM) a été utilisée afin d'observer les
matériaux initiaux ainsi que les produits d'altération des réactions bactéries / minéraux a
I'échelle micrométrique. L'examen au MEB « Philips XL 30 » et des analyses EDX ont été
réalisés avec un détecteur Si-Li a large fenétre (Oxford Instrument®). Des analyses semi-
quantitatives ont été réalisées en utilisant le logiciel INCA®-Oxford Instrument fournissant le
pourcentage atomique total pour chaque analyse.

MET (Microscopie électronique a transmission)

La Microscopie électronique a transmission (TEM) a été utilisée afin d’'identifier I'évolution
des compositions initiales des matériaux argileux apres interaction avec les microorganismes
férri-réducteurs a I'échelle nanométrique. L'évolution structurale et chimique des roches et de
guelques phases minérales primaires et secondaires a été observée et analysée par TEM.
Les échantillons sont dilués dans une solution d’eau ultra-pure puis, I'échantillon solide de la
suspension finale a été déposé sur les 200 mailles de carbone que composent les grilles de
Cu consacrées au TEM puis séché a I'air pendant 24 H. Les observations ont été effectuées
par un microscope électronique a transmission, JEOL FX 2000, a 200 kilovolts avec une
résolution point par point de 2,7A. Des analyses EDX ont été exécutées avec un détecteur
Si-Li a large fenétre (Oxford Instrument®) et a l'aide d'une fenétre atmosphérique fine
(SATW) de fente de 30 mm2. Des spectres ont été acquis en mode convergent, en une
minute avec un temps de mort < 20% et un nombre global de coups entre 500 et 2000. Des
analyses semi-quantitatives ont été réalisées avec le logiciel NCA®-Oxford Instrument
fournissant le pourcentage atomique total pour chaque analyse. Des formules structurales
moyennes ont été établies sur l'ensemble d'analyses de cristallite choisies sans
contamination de minéraux accessoires.

Capacité d’échange cationique (CEC)

La capacité d'échange cationique a été mesurée sur les matériaux argileux avant et apres
intéraction bactérienne en utilisant un complexe d'éthylene-diamine de Cuivre selon
Bergaya et al (1997) afin de déterminer l'influence microbienne sur les propriétés des
argiles telles que la rétention des cations sur les smectites (Perronnet et al., 2008 ).
Les résultats sont basés sur une moyenne de 3 réplicats pour chaque échantillon.

Mesure de la diffusion par microscopie confocale dans les GIH-nontronite

La microscopie confocale est utilisée pour mesurer la diffusion de deux sondes ioniques
utilisées comme des traceurs chromophores (hydrophile SR6G et hydrophobe SRB,
SulfoRhodamine B) par fluorescence dans les GIH-nontronite. Les deux chromophores sont
dilués au 1/100°™ en millieu aqueux. Le GIH-nontronite est fixé dans une coupelle en verre
contenant de I'eau milliQ (2mL) par un dispositif artisanal contenant un cone plastique et un
bouchon septum (Figure 32). Le but étant d'immobiliser le GIH-nontronite contre la paroi en
verre et de suivre la diffusion des chromophores au sein des gels. Pour cela, 0,5mL de la
solution de chromophores est ajouté de fagon homogéne dans la solution d’eau milliQ. La
diffusion des sondes ioniques dans les gels est calculée a travers un modéle T90 = k. L2/De
avec k = 1.03 (symétrie cylindrique) ; diffusion effective (De) exprimé en 10%cm?/s.
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Figure 32 : Systéme permettant de suivre la diffusion des sondes ioniques dans le GIH par microscopie
confocale.

Mesure pétro-physique de l'arqilite

Les carottes d’'argilites de diamétre 10 cm pour environ 35 cm de long ont été sciées sur
site aprés le forage. Les parameétres suivants ont été mesurés sur site : la porosité totale, la
teneur en eau volumétrique, la teneur en eau gravimétrique et le degré de saturation en
fonction de la distance du forage (Matray et al., 2007). La masse totale des
échantillons humides (Mtot) a été mesurée juste aprés le sciage. Puis, le volume apparent
des échantillons humides (Vtot) a été déterminé par le principe d’Archiméde, en pesant le
déplacement du pétrole (kerdane) avec un kit de mesure de densité (Sartorius YDK 01),
d’'apres la méthode détaillée dans Monnier et al., 1973. Cette détermination exige (i) de
saturer |'échantillon en pétrole juste aprés la mesure de Mtot, (i) de déterminer le rapport
entre la densité de kerdane et de connaitre la température (iii) des mesures supplémentaires
parmi lesquelles la masse de I'échantillon humide a I'air aprés saturation en huile (Wa) et la
masse témoin aprés immersion en pétrole (wp). Les prises ont été alors séchées au four a
105C et a 150C jusqu'a la stabilisation (c.-a-d. aprés 2 a 4 jours pour chagque température)
pour mesurer leur masse respective M105% M150° To utes les masses ont été déterminées
sur place avec la méme échelle précise (OHAUS, type Aventurier AR3130 ayant une
répétabilité de 0,001 g pour les masses s'étendant entre 0 et 310 g).

Spectroscopie Mossbalier (*’Fe)

L’effet MOssbauer consiste en 'absorption résonnante de rayonnement gamma par le
noyau de I'élément chimique étudié. Le noyau interagit avec les champs électrique et
magnétique créés par son environnement. Les niveaux nucléaires sont donc perturbés
(levée de dégénérescence partielle ou totale) et des transitions entre les sous-niveaux des
états fondamental et excité sont induites. Cette technique permet ainsi de distinguer
précisément et de quantifier les différents types de fer selon la nature de leur environnement
et de leur état de valence. Les spectres Mdssbauer “Fe enregistrés pour I'échantillon
d'argilite de Tournemire ont été réalisés au LCPME (Villiers-lés-Nancy, France) a la
température de 150K. Le traitement des spectres est numériqgue. Une décomposition est
réalisée en utilisant des bandes lorentziennes a positions, largeurs et intensités variables
(Benali et al., 2001 ). Cet ajustement permet de quantifier la proportion de différents
"types de fer" caractérisés par leur valence et leur environnement chimique. Il est possible de
distinguer un Fe* d'un Fe*, du fer en position octaédrique ou en position tétraédrique, du fer
présent dans une argile ou dans un oxyde.
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CHAPITRE Ill : CARACTERISATION DES
NUTRIMENTS ET DU FE(IIl) STRUCTURAL
DISPONIBLES EN CONDITION DE STOCKAGE

L'objectif de ce chapitre est de déterminer la concentration en éléments substrats
(nutritifs ou énergétiques) disponibles pour le développement bactérien a I'état géochimique
initial, que ce soit en milieu argileux profond non-perturbé et en conditions de stockage.

Il s’agit ici de décrire a l'état « passif », les especes chimiques présentes dans le
systeme ainsi que de déterminer les phases ferriferes présentes ou susceptibles de se
former en cours de vie du stockage et potentiellement accessibles par les microorganismes
ferriréducteurs.

1. ELEMENTS NUTRITIFS ET ENERGETIQUES DANS LES
ENVIRONNEMENTS ARGILEUX PROFONDS

1.1. COMPOSITIONS MINERALOGIQUE ET CHIMIQUE DANS LES ARGILITES

Les nutriments peuvent exister sous deux états dans le milieu : soit sous forme soluble
dans l'espace poral, soit sous forme solide. Les nutriments solubles sont directement
assimilables par les bactéries, en revanche pour les formes solides, les bactéries doivent
mettre en place des mécanismes colteux en énergie pour utiliser des éléments qui sont
limités en solution afin de se développer. Afin de déterminer la disponibilité géochimique des
éléments substrats pour le développement bactérien en milieu géologique profond, des
prélevements sur site ont été réalisés dans I'’Aveyron au niveau d'une couche argileuse,
I'argilite de Tournemire (Voir chapitre 1).

Le forage de l'argilite de Tournemire (MB2) a été entrepris en novembre 2007. Des
mesures pétrophysiques (degré de saturation et porosité) ont été réalisées sur 10
échantillons prélevés a différentes longueurs de la carotte d’argilite (voir protocole, chapitre
1). Ces résultats ont mis en évidence des hétérogénéités de I'argilite (Figure 33).
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Figure 33 : Cartographie du forage MB2 et de la carotte d’argile échantillonnée. La porosité totale et le
degré de saturation de I'argilite sont représentés en fonction de la distance du forage MB2 (2007). Les
carrés noirs et les triangles noirs représentent la porosité totale a 150°C et a 105°C, respectivement.

Trois zones peuvent étre distinguées :

al., 2007).
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une zone fracturée désaturée proche de la paroi (cercle vert sur la figure), 'EDZ

(Excavation Damaged Zone)

une zone saine (cercle bleu sur la figure), saturée (entre 0.9 et 1) avec une

porosité moyenne stable et s’établissant entre 9 et 10% pour la porosité totale.

une zone fracturée humide (cercle rouge sur la figure), présentant une forte dé-

saturation (0.79 et 0.67 pour les cotes 5.20 m et 5.62 m respectivement) et une
porosité légérement plus importante (10-11%).

Ces résultats sont cohérents avec les valeurs de porosité obtenues sur d’autres forages,
réalisés dans le Toarcien supérieur a la Station Expérimentale de Tournemire (Matray et
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Des échantillons de chaque zone (EDZ, SAIN, FRACTURE) ont été récupérés et
conservés dans des sacs aluminisés sous vide afin d’étre caractérisés (voir protocole,
chapitre 1). La caractérisation par diffraction des rayons X des échantillons d’'argilites est
décrite dans la figure 34.
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Figure 34 : Spectre de diffraction des différents échantillons de I'argilite de Tournemire (Sain, Fracture et
ED2Z).

Les pics caractéristiques des phases minérales de I'argilite sont les suivants :
+ Chlorite : 14,2 A.

« lllite: 10,02 A et 4,99 A.

+ kaolinite : 7,15 A et 3,57 A.

e Quartz (4,25A,3,34A,212A,223A, 1,81A, et1,54A).

. Calcite (3,03 A, 2,49 A, 2,28 A, 2,09 A, 1,91 A, 1,87 A et 1,52 A).

« Feldspaths (le microcline : 3,25 A, 1,99 A ; lalbite : 3,20 A et 3,18 A).
e Pyrite:3,12A,2,70A, 2,42 A, 221 A, 1,91 Aet 1,63 A.

+ Dolomite : 2,88 et 1,99 A.

+ Sidérite : 2,79 A.

Les résultats des diffractogrammes des différents échantillons montrent peu de
différences concernant les phases minérales présentes. La seule différence majeure est la
présence en plus grande quantité de calcite dans I'échantillon fracturé humide, par rapport
aux deux autres échantillons (EDZ et Sain). Ceci peut s’expliquer par la formation de géode
de calcite dans les fractures par précipitation, lors des alternances de saturation/dé-
saturation des fractures.
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L’interprétation générale des résultats a amené au choix de la caractérisation d’'un seul

échantillon pour notre étude : la zone saine (fraction la plus homogéne).

1.1.1. Composition minéralogique de l'argilite

L’argilite de Tournemire

Echantillon % Perte| Al,O;3 | CaO | F&0s | KO | Mgo | MnO | Na,O | P,Os SiO, TiO, S

Tournemire au Feu % % % % % % % % % % (%)

Cette étude 13.62 16.73 8.99 5.56) 3.14 1.9p 0.0b 0.28 0.p7 48|55 Q.85 DO.9
Perronnet 2004| 12.25 17.6 7.3 5.7 3.1 2 0.00p 0.4 0 50.p 1 99.9

Kohler 2005 15.77 16.67 9.63 4.55 2.99 1.9y 0.0p 0.32 0.p4 47137 Q.82 100.37

Tableau 6 : Composition chimique en pourcentage d’oxydes de I'argilite de Tournemire

Les différentes études sur l'argilite de Tournemire montrent que la composition chimique
est homogéne d’'un emplacement de ce laboratoire expérimental & un autre (Tableau 6).

La proportion des phases minérales de l'argilite est décrite dans le tableau 7.

Argilite
deTournemire

Minéraux argileux
lllite/Smectite 25.8
lllite 21.5
Kaolinite 13
Chlorite/smectite 4.3
Minéraux accessoires
Quartz 17.2
Calcite 12.8
Hématite traces
Dolomite 0.7
Gypse
Pyrite 2.3
Sidérite 2.3
Total 99.9
Matiére organique 1%
C organique /
CO2 total /
S 1.5%
CEC (meq.100 g-1) 10

Tableau 7 : Composition minéralogique (%massique) des matériaux composites (Per r onnet ,
2004) .

La matiere organique retrouvée a Tournemire est une matiére organique considérée
comme mature (niveau d’oxydation faible) et composée principalement de kérogene dont un
hydrocarbure, I'acide benzoique (Deniau et al., 2007
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1.1.2. Composition chimique des eaux interstitielles

Des préléevements d’eaux interstitielles du site argileux de Tournemire ont été réalisés via
un piquage sous pression d’'un ancien forage « TF5 » (Beaucaire et al., 2008 ) et des
analyses de la composition chimique de cette eau ont été réalisées, notamment pour les
espéces anioniques, PO,*, SO,%, HCO;, considérées comme indispensables en terme de
substrats nutritifs pour le développement bactérien (Tableau 8).

pH Ca2+ Mg2+ Na+ K+ Cl- Si
mM mM mM mM mM mM
Cette étude 8 0.28 0.24 10.85 0.12 6.3 0.24
Beaucaire 2009 7.8-8.2 0.09 0.38 9.5 0.22 6.15 0.1
Fe Mn Al SO42- HCO3- PO42- COT
UM UM UM mM mM UM mg
Cette étude 0.18 0.16 0.08 0.07 8 8.4 5
Beaucaire 2009 0.1 - - 0.01-20 45 - 5

Tableau 8 : Concentration des espéces chimiques des eaux interstitielles de I'argilite de Tournemire.

Les analyses chimiques montrent que les principaux éléments nutritifs (carbone,
phosphore et soufre) sont présents en solution a des teneurs significatives.

Les résultats chimiques et minéralogiques de l'argilite de Tournemire montrent que la
composition du milieu permet de supporter un développement bactérien : une grande partie
des nutriments et des sources énergétiques est en effet présente que ce soit dans la solution
ou dans les phases argileuses. Toutefois, le manque de données pour certains éléments
comme l'azote soluble et la biodisponibilité de certains nutriments ou oligoéléments
essentiels (fer et matiére organique) peuvent étre des parametres limitants.

D’autre part, méme si les minéraux peuvent étre considérés comme des sources
d’'oligoéléments difficilement assimilables, la plupart des bactéries sont capables de
développer des stratégies pour extraire ces éléments essentiels des matrices minérales en
cas de carence sévere (Neilands, 1974, 1989, Barker, 1997, 1998 ). Ainsi, dans
le systéme géologique profond, la caractérisation et la localisation des réservoirs nutritifs et
énergétigues des phases solides sont nécessaires afin d'évaluer les ressources bio-
disponibles pour supporter une activité microbiologique en environnement profond et en
conditions de stockage géologique.

Donc, la caractérisation du réservoir fer et notamment la proportion de phase minérale
Fe(lll) est primordiale pour déterminer le potentiel d’activité bactérien ferriréducteur.

1.2. LOCALISATION DES RESERVOIRS FER ET SPECIATION DU FER DANS
LES MINERAUX

Le fer, Fe(ll) et Fe(lll), est porté par différentes phases minérales au sein de l'argilite. La
forme Fe(ll) est retrouvée dans des structures cristallines, telles que la pyrite (FeS,), la
sidérite (FeCOs) et la chlorite (Si,Al)4(Mg,Al,Fe(l1))sO10(OH)s. La forme Fe(lll) est retrouvée
dans les structures cristallines telles que les oxydes ferriques (goethite, hématite) et les
smectites (Si,Al),(Mg,Al,Fe(ll)), O10(OH), principalement. La localisation et la quantification
du Fe(lll) structural est essentielle pour évaluer la part potentiellement accessible pour les
activités bactériennes ferriréductrices.

Une technique de minéralisation a l'acide fluorhydrique (HF) couplée a un indicateur
coloré spécifique du Fe?*, la phénanthroline, a ét¢ mise en oeuvre afin de quantifier la
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proportion de Fe(lll) structural au sein des argilites (Komadel et Stucki, 1988 ;

Stucki et Anderson, 1981 ). Pour cela, 5 échantillons, de 200 mg chacun, d’argilite de
Tournemire broyée, homogénéisée et tamisée < 2um ont été utilisés afin de subir une
minéralisation & HF dans des pots en téflon. Les résultats sont décrits dans le tableau 9.

Fe?t Fe total . 3+
(mmol/l) (mmolny | k&0 Fe "/ e
argilie de [ S2TPE L 65,36 76,77 0,1486
oie 28 [Sample 2 69,97 81,48 0,1411
Sample 3 68,20 80,10 0,1486
Sample 4 67,30 78,30 0,1405
Sample 5 67,50 78,60 0,1412

Tableau 9 : Spéciation du fer (mmol/l) dans les phases minérales de I'argilite de Tournemire. Le Fe* en
mmol/l a été mesuré par une méthode colorimétrique a 510nm, le fer total par ICP-AES. Le pourcentage
de Fe¥= (Fe total-Fe?)/Fe total.

Les résultats des analyses chimiques montrent que I'argilite de Tournemire contient
entre 14 et 15% de fer sous forme de Fe(lll) structural.

La localisation des phases ferriferes dans l'argilite a été déterminée a l'aide de la
spectrométrie Mossbauer (Figure 35).
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Figure 35 : Spectres Mossbaiier de Iargilite de Tournemire.
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Les résultats des spectres indiquent la présence de différentes phases minérales ferriferes
(Tableau 10).

Tournemire brut Phases
Doublet site CS (mm/s) /Fe Qs (mm/s) AR (%) correspondantes
D1 1.21 1.7 14 Sidérite
D2 0.93 2.58 9 Chlorite Fell
D3 1.28 2.73 4 llite. Fell
D4 0.33 0.59 47 Pyrite + Felll
montmorillonite
D5 0.30 0.5 3 Felll argile
D6 1.13 2.65 23 Chlorite Fell

Tableau 10 : Phases minérales ferriféres présentes dans I'argilite de Tournemire et détermination semi-
quantitative des phases Fe(lll).

Ces résultats montrent que le Fe(lll) est localisé dans les phases minérales argileuses,
principalement de type montmorillonite. La présence de Fe(lll) est retrouvée dans au moins
deux de phases minérales argileuses distinctes, alors que les quantités présentes dans les
phases de type chlorite ou dans les oxydes de fer de types goethite ne semble pas étre
significatives.

Ainsi, le Fe(lll) est présent a hauteur d’environ 14% du fer total dans les argilites de
Tournemire (matériau utilisé dans cette étude) et est principalement localisé dans des
phases argileuses de type smectite.

A partir des résultats d'analyses des nutriments et des phases ferriques retrouvées dans
l'argilite, une estimation du développement potentiel de bactéries ferriréductrices a été
réalisée via une approche théorique.

1.3. DEVELOPPEMENT BACTERIEN FERRIREDUCTEUR : APPROCHE
THERMODYNAMIQUE ET NUTRITIVE

L’approche utilisée ici pour déterminer le développement bactérien ferriréducteur
potentiel dans les environnements argileux profonds est fondée sur les aspects nutritifs et
énergétiques :

e un inventaire géochimique, dans le but de fournir des informations sur les
éléments nutritifs dans les eaux interstitielles mesurées au sein de l'argilite.

« les réactions thermodynamiques favorables pour les processus d’oxydoréduction
du métabolisme bactérien, notamment la présence en Fe(lll) structural.

Le calcul réalisé est un calcul statique qui ne prend pas en compte les flux de
nutriments : il minimise donc le développement bactérien potentiel. 1l est cependant calculé
pour des conditions thermodynamiques a 80T afin de rester dans une approche
représentative du stockage géologique.

Le concept étudié correspond a une fraction volumique de I'argilite de Tournemire au niveau
de 'EDZ (~10% de porosité dans notre étude et jusqu’a 20% de porosité dans la littérature
(Beaucaire et al., 2009)). Le systéme est donc dimensionné pour 1 dm® de roche et
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comprend une fraction solide saturée a 20% de porosité afin de maximiser I'apport de
nutriments. Le bilan global de nutriments est réalisé dans I'eau interstitielle du site a
I'exception du Fe(lll) qui se trouve essentiellement dans la phase solide.

Nutriments disponibles et hypothéses de calculs

Les données d’entrées pour le calcul de biomasse proviennent des mesures effectuées
sur les eaux interstitielles et sur la roche argileuse du site de Tournemire.

Cependant, I'azote n’a pas pu étre mesuré dans les analyses chimiques. Les données de
la littérature (Vinsot et al. 2008 ) ont été utilisées, soit une teneur en ammonium de
2,11.10”* mol.L™ (Eau du Callovo-Oxfordien).

De plus, la matiere organique a été caractérisée uniquement sous forme de carbone
organique total : c’est le seul donneur d’électrons disponible dans le systeme milieu argileux
profond. Afin de simplifier les données d’entrée sur ce parametre, la matiére organique est
assimilée a un acide organique : I'acétate.

Le Fe (lIl) structural a été identifié dans l'argilite de Tournemire, principalement dans les
matériaux argileux a hauteur de 14% du fer total. La masse de Fe(lll) équivalente dans
l'argilite est déterminée & partir de la masse solide, contenue dans le volume de 1 dm® de
roche. Avec une valeur de densité de l'argilite de 2,75 g/m?, le Fe(Ill) est quantifié & hauteur
de 17 g pour 2,2 kg d’'argilite. Les données sont récapitulées dans le Tableau 11.

Concentration en Aqueux Solide
élement (mol/l) S0,* HCO5 PO,* NH,* Acétate Fe3*
Argilite 1,00E-04 8,00E-03 8,40E-06 2,11E-04 2,10E-04| 3,14E-01

Tableau 11: Composition en éléments substrats essentiels pour le développement bactérien.

Le métabolisme nutritif permet de fournir la matiere aux microorganismes. Les substrats
consommeés sont essentiellement transformés en biomasse microbienne. D'un point de vue
chimique, la biomasse microbienne est principalement constituée des éléments suivants :
Carbone, Hydrogene, Oxygene, Azote, Phosphore et Soufre. On peut retenir pour la
biomasse aquatique la formule chimique moyenne suivante : Cs H; O, No7s Poos Soo2s
(Grogan et Mac Kinley, 1989 ).

Approche thermodynamique des réactions microbiennes et biomasse

Réactions mises en jeu : Oxydation de l'acide acétique / réduction du Fe(lll)
CH3COO +4 H20 = 2 HCQ +9H"+ 8¢

Fe’' +e = F&'

Par convention, nous représenterons ici toutes les demi-réactions sous la forme de
réactions de réduction, normalisées pour un électron échangé. Ainsi si I'on considére les
deux demi-réactions citées ci-dessus, avec les enthalpies libres qui leur sont associées :

1/n1 Ox1 + e- —» 1/n1 Red1 4G1 (en kJ.mal d’e)
1/n2 Ox2 + e-— 1/n2 Red?2 AG2 (en kd/mat d’e)
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L’enthalpie libre associée a la réaction complete est :
1/n1 Redl + 1/n2 Ox2, 1/n1 Ox1 + 1/n2 Red2 AG= AG2 -AG1 (en kJ.mol d’e)

Les énergies des demi-réactions d’oxydation sont également fréquemment données
dans la littérature en échelles d'intensité d’oxydoréduction (notée pe) ou de potentiel
d’oxydoréduction (noté Ey), reliées par les relations suivantes :

AG =1In(10).(pe - p&) = F.(Bu — B)

avec les définitions suivantes :

R : constante des gaz parfaits (= 8,314 J.K*.mol™)
T :température (en K)

F : constante de Faraday (= 96490 C.mol™)

pe : intensité d’'oxydoréduction (adimensionnelle)
En : potentiel d’oxydoréduction (en V)

Pour une température de 25T, la relation ci-dessus devient :
AG =5,71.RT.(pe- p&) = 96,5.(F1 — BE) en kJ.mol™* d’e” échangé

Ainsi la réaction biotique considérée et sa variation d’enthalpie libre & 80T associée est
CH,COO + 8F€"" + 4 H,O = 8F¢" + 2 HCQ + 9H" (1)

Avec, AG= -70.7 kJ/mol d’électron transféré (Hanselmann, 1986; Amend et
Shock 2001).

Par convention, les réactions d’oxydoréduction dont I'enthalpie libre est inférieure a 15
kJ.mol * d’électron échangé seront considérées comme non exploitables par les
bactéries (rendement énergétique insuffisant). D’autre part, I'énergie nécessaire a la

réaction de synthése d’'un gramme de biomasse dans cette étude est : AGsz - 64 kJ.mol *
d’e’, valeur standard (Thauer et al., 1977; Thauer et Morris 1984 ).

Ainsi, la réaction d'oxydation de I'acide acétique couplée a la réduction du Fe ¥
des minéraux est une réaction favorable énergétiqguement pour les activités
bactériennes.

D’autre part, les conditions redox (Eh) du systeme argileux profond sont aussi
favorables aux réactions de réduction du Fe(lll) par les microorganismes ferri-
réducteurs. Les simulations de la chimie des eaux interstitielles dans les argilites
estiment un Eh entre -140 mV et - 170 mV ( Gaucher et al., 2006 ).

85



CHAPITRE I : CARACTERISATION DES NUTRIMENTS ET DU FE(IIl) STRUCTURAL DISPONIBLES EN CONDITION DE
STOCKAGE

Estimation de la production de biomasse bactérienne, sur la base de la disponibilité des
substrats énergétiques

A partir de cette donnée thermodynamique, on peut estimer la synthése de biomasse
pouvant étre produite par I'énergie de la réaction d’oxydoréduction (1). Cette synthése est
dépendante de la concentration initiale des éléments et de I'élément dont la concentration
limite la réaction. Dans notre systeme d'étude, l'acide acétique est I'élément limitant (en
comparaison avec la quantité en Fe(lll) présent). Ainsi, la quantité d’énergie produite par la
réaction (1) est :

[Acide acétique] X nombre d’électron échangés X AG® = -1, 19.10™ kJ

Potentiellement, la biomasse produite = -1, 19.10"/ - 64 = 1,86.10° g de biomasse
pour 1dm * d'argilite.

Cette valeur doit toutefois étre corrélée avec la concentration en nutriments nécessaires
a la formation de biomasse dans le systeme.

Il faut donc estimer la production de biomasse en prenant en compte les nutriments
disponibles en utilisant la formule moyenne représentant la composition élémentaire de la
biomasse (C5 H7 02 No’75 Po’o5 801025).

Ainsi, pour produire 1 g de biomasse microbienne, I'environnement devra fournir aux
microorganismes, sous une forme assimilable, au moins :

536 mg de C
68 mg de H
286 mg de O
94 mg de N
14 mg de P
7mgde S

A partir des éléments nutritifs disponibles dans la phase aqueuse (0,2 dm®), on peut
déterminer la quantité de biomasse qui pourra étre synthétisée (Tableau 12).

- Biomasse Nutriments Biomasse | Consommation
. Composition . h” X . . . .
Eléments . énergétique disponibles nutriment nutriment réelle
biomasse (mg/g)
(9) (mg) (9) (9)

C 536 9,95E-04 1,92E-05 3,58E-05 3,37E-06

H 68 1,26E-04 - - 4,27E-07

®) 286 5,31E-04 - - 1,80E-06

N 94 1,74E-04 5,91E-07 6,29E-06 5,91E-07

P 14 2,44E-06 5,21E-08 3,72E-06 8,80E-08

S 7 6,96E-06 6,40E-07 9,14E-05 6,16E-10

CHONPS 1000 1,86E-03 - - 6,29E-06

Tableau 12: Comparaison de la quantité de biomasse synthétisée selon une approche énergétique du
systéme et des nutriments présents en solution. L’intitulé « biomasse énergétique » décrit les éléments
nécessaires a la synthése de biomasse possible, selon I'’énergie apportée par la réaction (1). L’intitulé
« biomasse nutriment » décrit la quantité de biomasse synthétisable par rapport a la quantité de
nutriments présents. L’intitulé « consommation nutriment réelle » décrit la quantité de nutriments
consommés dépendant du nutriment limitant, ici I'azote.
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D’aprés les résultats obtenus, les nutriments considérés en solution sont les parametres
limitants du développement de biomasse. L'énergie apportée par la réaction
d’oxydoréduction (1) peut supporter le développement de 1,86 mg de bactérie dans 1 dm®
d’argilite, alors que les nutriments peuvent supporter la synthese de 6,29 ug de bactéries
par dm®. L’azote apparait ici, comme I'élément limitant & la synthése de biomasse dans le
systéme.

Ainsi, les conditions énergétiques et nutritives du systéme argileux peuvent
supporter le développement de bactéries ferriréductrices.

En considérant la masse d’'une bactérie de l'ordre 7.10°g, la quantité de bactéries
pouvant étre synthétisée est estimée a 4,5.10" bactéries/ml dans la phase aqueuse du
volume 1dm?d’argilite considéré.

Ce calcul théorique porte sur le bilan énergétique et nutritif conduisant, a la synthése de
biomasse dans les environnements argileux profonds. Cependant, ces calculs ne prennent
pas en compte les flux d’eau pouvant apporter des nutriments dans les argilites, ce qui
explique la faible biomasse susceptible d’étre produite.

Par ailleurs, ces conditions décrivent I'état initial du systéme de stockage. En présence
de fer métallique, de nouvelles sources énergétiques et de nutriments peuvent apparaitre,
notamment la formation d’hydrogene et de magnétite. Un bilan de l'apport des colis de
stockage est réalisé afin de visualiser les possibles flux de nutriments apportés lors de la
corrosion des colis de déchets métalliques, et susceptibles d’augmenter les rendements de
biomasse possible au sein du stockage.
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2. APPORT DES COLIS DE DECHETS METALLIQUES POUR LE
DEVELOPPEMENT MICROBIEN

Il s’agit ici, de se replacer dans le contexte du stockage et d’évaluer I'apport potentiel des
colis (altération du verre, corrosion des composants meétalliques) en termes de flux de
nutriments et de composés oxydables (notamment H;), permettant de favoriser le
développement bactérien dans les environnements du stockage.

Pour cela, une évaluation des flux de matiéres provenant des colis est réalisée en
s’appuyant sur la géométrie du systeme dans le concept de stockage actuel défini par le
dossier Argile (Andra, 2005), et tenant compte de I'ensemble des constituants.

2.1. COMPOSITION DES COLIS

La mise en place de colis de déchets radioactifs en milieu argileux profond entrainera
une forte réactivité dans le systéme ainsi qu'une source d’éléments nutritifs extérieurs,
pouvant favoriser le développement microbien. Comme il a été décrit dans le paragraphe
« métabolisme bactérien » du chapitre 1, les éléments essentiels pour la croissance
bactérienne sont notamment le carbone, 'azote, le phosphore et le soufre. Ainsi, afin de
caractériser I'apport de l'altération des colis sur le développement de biomasse microbienne,
les colis de déchets ont été décrits non seulement par leur teneur en fer (élément majeur du
conteneur) mais aussi par les teneurs en éléments traces.

Afin d'étudier cette réactivité sur le long terme, I'approche utilisée dans cette étude est de
définir un «colis de déchets » représentatif du stockage des colis HAVL et qui est
caractérisé par plusieurs composants tels que : le chemisage, le surconteneur (selon les
scénarios) et le colis lu-méme contenant une enveloppe primaire et la matrice vitreuse
(Figure 36).

SECTION AVEC COLIS
Jew 0,025m Excavation
au diamétie \, / @ 0.695m
e Chemisage
Jeu 0,030m o e ép: 2,8em
au diamétre - (
Jou 0,008m—/, / Elgl;iadge

au diametre | i \  o059m

CMASTEDSOM25A

Figure 36 : Section transversale de I’enveloppe des colis de déchets HAVL (Andra 2005)
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Dans notre étude, le « colis de déchets » est défini par :
- un colis COG-150. CO.2 (enveloppe + matrice vitreuse) ; (Andra, 2005).

- un surconteneur : P235 ; (Andra, 2005).

Le volume total d’acier (0,179 m®) est déterminé en sommant le volume du conteneur
primaire, du surconteneur, et du chemisage. Le volume de verre est de 0,139 m?.

La composition chimique des éléments du « colis de déchets », utilisée dans cette étude
est présentée dans le Tableau 13.

Famille Colis COG-150 Verres Umo
Colis-type CO.2 Surconteneur P 235
Eléménts g/colis mol/colis %mol/colis | |Eléménts g/colis mol/colis %mol/colis
C 222 18.4845962 | 0.20651025 C 3675 305.995004 | 1.14933519
N 0 0 0 N 205.8 14.6895075 | 0.05517465
P 5650 182.434614 | 2.03816286 P 1029 33.2257023 | 0.12479769
S 166 5.17617711 | 0.05782835 S 1029 32.0860617 | 0.12051713
Fe 487962 8744.83871 | 97.6974985 Fe 1464061.2 26237.6559 | 98.5501753
Total 494000 8950.9341 100 Total 1470000 26623.6522 100

Tableau 13 : Composition chimique du « colis de déchets »

La composition en éléments du « colis de déchets » est déterminée par la somme des
éléments du colis COG-150 et des éléments du surconteneur P235 (tableau 14).

2.2.

"Colis de déchets"
Eléments mol/colis  %amol/ colis
C 324,4796 | 0,00912111
N 14,6895075 | 0,00041292
P 215,660316 | 0,0060622
S 37,2622389 | 0,00104744
Fe 34982,4946 | 0,98335633
Total 35574,5863 1

Tableau 14 : Composition du « colis de déchets » utilisé pour I'étude

FLUX DE NUTRIMENTS

Pour le calcul du flux d'éléments, la vitesse d'altération du colis est considérée comme

constante et basée sur la vitesse de corrosion du conteneur en acier :

(Bildstein et al., 2006, De Combarieu et al., 2007
(0,328 m® peut étre ramené a un cylindre de 30 cm de rayon. Cette vitesse d’altération
s'appuie alors sur une surface de 1,90 m?, ce qui conduit & une vitesse volumique de 1,9.10°
m3/an. Les flux de nutriments, provenant de I'altération peuvent ainsi étre estimés & partir de
leur teneur dans le colis, a I'exception de I'hydrogéne, produit lors de la corrosion de l'acier
stochiométriquement (Tableau 15).

Vat = 1 pm/an
). Le volume total du colis
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Colis Volume (m3) | surface (m2) rayon (m)
0.318 1.91 0.30
vitesse 1 pm/an
corrosion 1.91E-06 m3/an
teneur teneur flux
mol/colis mol/m3 mol/an
Elements

Fe 34982 110008 0.2097
H, 34982 110008 0.2097
C 324 1020 0.0019
S 37 117 0.0002
P 216 678 0.0013
N 15 46 0.0001

Tableau 15 : Estimation d’un flux de nutriments lors de la corrosion du colis (verre + acier)

Les résultats du calcul (Tableau 15) montrent que, malgré leur faible teneur, les éléments
nutritifs tels que le carbone, I'azote, le phosphore et le soufre sont relachés par le colis avec
un flux de I'ordre de la millimole par an, dans la solution interstitielle de I'argilite. En solution,
les éléments du colis se retrouveront sous forme ionique, potentiellement assimilable pour
les bactéries. La corrosion du colis entraine également un flux important de fer et
d’hydrogéne (0,2 mol/an). Ces flux sont responsables de modifications significatives de la
chimie des eaux et de la minéralogie dans la zone colis et dans les zones proches de
l'interface colis de déchets / argilite.

Ce flux, s'il reste constant, sera maintenu pendant une période de l'ordre de 150 000
ans, jusqu’a altération compléte du colis. D’autre part, dans I'environnement spécifique des
argilites, les propriétés physiques de la barriére argileuse imposent une migration lente des
espéeces aqueuses par diffusion. Ce phénoméne favorise I'accumulation et la perburbation
du milieu proche de l'interface colis / argilite selon I'élément considéré.

L’hydrogene, produit lors de la corrosion du colis va contrler de maniére durable les
conditions redox dans le systeme proche de linterface fer/argile. De plus, sa formation est
également couplée avec la consommation de protons de la solution, engendrant une
augmentation du pH. Des simulations portant sur la réactivité fer/argilite en conditions de
stockage ont été réalisées dans des travaux précédents (Bildstein et Trotignon,

2007) et mettent en évidence :

e Un pH maximal a I'interface compris entre 9,5 et 10,5.

« Une décroissance rapide du pH sur les 1°" meétres des argilites pour atteindre une
valeur de pH entre 7,5 et 8.

D‘autre part, 'hydrogéne produit en quantité importante, est susceptible de migrer dans
la porosité de l'argilite afin de compenser 'augmentation forte de la Py, a l'interface. Cette
migration est mise en évidence dans les simulations numériques (Talandier, 2005 ;
Bildstein et al., 2006; Boulin, 2008 ), et peut porter sur de longues distances au
sein de l'argilite. La diffusion de I'hydrogéne est dépendante de la porosité de la barriere
argileuse ainsi que de sa réactivité avec les éléments oxydants du systeme, notamment les
sulfates dissous. L’activité microbienne est aussi reconnue comme pouvant controler la
concentration en hydrogéne du milieu dans les environnements réducteurs (Hoehler et
al., 1998 ; 2001 ; Libert et al., 2010 ).

La simulation numérique des flux en Fe?*, produits par la corrosion dans le systéme
montre qu’ils sont trés importants. Néanmoins, une grande partie participe a la précipitation
de produits de corrosion du colis, principalement de la magnétite et de la sidérite, a
l'interface avec l'argilite (sulfures de fer de type pyrite et pyrrhotite ; aluminosilicates de fer).
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Les flux de fer du colis vers l'argilite pourraient donc étre fortement limités (Bildstein et
Trotignon, 2007 ).

Selon leur nature, les nutriments peuvent soit migrer dans la porosité, soit précipiter a
l'interface entre le colis et l'argilite. Les carbonates, les phosphates et les sulfures libérés lors
de la corrosion sont trés réactifs en solution, notamment avec le Fe?" et sont susceptibles de
précipiter sous forme de sidérite, de vivianite/apatite et de pyrrhotite/pyrite. Les flux de ces
éléments vers l'argilite seront donc certainement limités, voire méme inversés (flux de
l'argilite vers la zone colis).

A linverse, 'ammonium, produit dans la réaction de corrosion du colis, est quant a lui,
peu réactif en solution, et donc susceptible de migrer par diffusion dans le milieu.

Par ailleurs, la réactivité a linterface entre I'acier et l'argilite peut également entrainer
une déstabilisation des phases minérales primaires de l'argilite. C’est notamment le cas pour
les minéraux carbonatés (sidérite, dolomite et calcite) et pour les sulfates (célestite), et dans
une moindre mesure des minéraux argileux. La dissolution de ces phases est donc
susceptible de libérer des carbonates et des sulfates en solution.

Ainsi, lintroduction de colis métalliques en environnement argileux entraine des flux
d’éléments significatifs proches de linterface entre les colis et l'argilite, notamment de
nutriments. Le devenir de ces nutriments dans I'environnement du stockage est déterminant
pour la localisation d’'un possible développement bactérien. La réactivité des éléments
nutritifs avec les éléments en solution nous améne a considérer que l'activité bactérienne
pourrait étre favorisée dans les environnements proches du colis de stockage. En effet, les
conditions de viabilité bactérienne dépendent des substrats accessibles qu’ils soient nutritifs
ou énergétiques. A cet égard, la zone proche du colis semble regrouper un grand nombre de
conditions favorables, notamment la présence d’éléments pouvant permettre des réactions
d’oxydoréduction : I'hnydrogéne en grande quantité et la magnétite (produit de corrosion
contenant du Fe*"). D’autre part, le phosphore, élément présent en faible proportion dans les
environnements argileux profonds ; (et donc limitant pour le développement bactérien) est
susceptible d’étre localisé uniquement dans l'environnement proche du colis suite a la
précipitation de vivianite ou d’apatite.

Ainsi, la zone proche de linterface semble étre une zone trés favorable aux
développements microbiens, notamment des bactéries ferriréductrices. De plus, cette zone
(EDZ) est considérée comme une zone particuliere du stockage, car I'excavation de la roche
brute peut entrainer des dommages importants notamment en termes de porosité avec la
formation de fissures. Cette perturbation pourrait donc favoriser, non seulement la diffusion
de nutriments mais aussi I'implantation et le développement de microorganismes.

Par ailleurs, en termes de conditions de température, les calculs d’évolution du gradient
thermique montrent que les températures élevées, environ 90C, dues au dégagement de
chaleur des colis, ne perdureront que sur des durées inférieures a la centaine d’années et
gue pendant la plus grande partie de la vie du stockage la température moyenne se situera
autour de 40C ( Andra, 2005).

Malgré le contexte favorable pour le développement de bactéries ferriréductrices dans
cette zone, il faut également noter que celui-ci dépend de l'accessibilité au Fe(lll) des
phases minérales, des argiles et des produits de corrosion (magnétite). La réactivité
bactérienne et son impact sur les matériaux du stockage sont directement liés a cette
accessibilité. Ainsi, le chapitre suivant est consacré a la biodisponibilité et la réactivité
bactérienne sur les phases ferriféres du stockage.
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PARTIE 1l :

(BIO)-DISPONIBILITE ET
REACTIVITE DU FER DANS LES
MATERIAUX :

IMPACT DES ACTIVITES
BACTERIENNES FERRIREDUCTRICES
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Dans, les milieux géologiques profonds, I'accessibilité et la disponibilité chimique des
éléments nutritifs ou énergétiques contenus dans les phases solides sont des conditions
nécessaires a la survie des microorganismes. Lorsque ces éléments essentiels sont
prisonniers de structures minérales stables ou résistantes a la dissolution, les bactéries
doivent mettre en place différentes stratégies, plus ou moins colteuses en énergie pour les
mobiliser. L'éloignement des réservoirs ou la perméabilité du milieu sont alors des facteurs
limitants. Les argilites sont identifiées dans de nombreux concepts comme une barriere de
confinement ultime. C’est donc dans les argilites, avec leur tres faible porosité structurale,
gue cette disponibilité en éléments sera la plus limitante et que I'espace disponible au
développement bactérien sera le plus contraint. La viabilité de I'activité bactérienne devient
alors directement dépendante des flux de nutriments dans un systéme poreux. Dans ces
matériaux destinés au stockage, la biodisponibilité du fer peut étre ainsi caractérisée et
observée a différentes échelles :

» al'échelle de la particule (microscopique) ou I'accessibilité et la disponibilité sont
strictement dépendantes de la texture (cristallochimie, habitus et surface
réactives) des minéraux impliqués dans la réactivité. C’est le cas des expériences
en microcosme (i.e. réacteur de type batch) ou I'argile est parfaitement dispersée
(broyée et tamisée a 2um). La réactivité est alors optimale et il est possible
d’observer les mécanismes réactionnels et les interactions bactérie-minéral.

* - a I'échelle de I'échantillon (millimétrique) ou I'accessibilité est majoritairement
dépendante du volume des matériaux et de la porosité (méso-macro-porosité).
C’est le cas des expérimentations sur échantillons macroscopiques de matériaux
ferriferes (e.g. argilite) dont la porosité est inférieure a la taille minimale d’'une
bactérie (100nm).

« enfin, a I'échelle d’une structure réaliste (centimétrique) et organisée (matériaux)
afin de tenir compte en plus, de I'aspect volumique et de la densité du matériau.

Ce dernier aspect n’est pas abordé dans ce chapitre, mais dans une approche intégrée
(Chapitre 7) et les perspectives de [I'étude seront présentées dans la partie
discussion/conclusion.

Dans ce travail, la biodisponibilité du fer(lll) sera étudiée en tenant compte de la réactivité
des matériaux argileux ferriféres et des oxydes de fer impliqués dans les processus de
corrosion métallique. En effet, le stockage profond est caractérisé par des concepts
présentant un systeme conteneur — argile. Il s’agira ainsi de comprendre la réactivité
bactérienne ferri-réductrice impliquant a la fois les matériaux argileux et les composants
métaliques.

Cette partie comporte trois chapitres :

+ BIOREDUCTION DU FER(IIl) DANS LES MILIEUX ARGILEUX (Chapitre 1V)
* BIOCORROSION DES MATERIAUX METALLIQUES (Chapitre V)
+ MECANISMES DE (BIO)-REDUCTION DU FER(III) EN MILIEU POREUX (Chapitre VI)
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CHAPITRE IV: BIOREDUCTION DU FE(IlIl) DANS
LES MILIEUX ARGILEUX

Dans ce chapitre, la réactivité bactérie / minéraux ferriferes est étudiée d’'un point de vue
microscopique . C'est-a-dire, I'accessibilité est strictement dépendante de la surface
réactive des matériaux. C'est le cas des expériences en Batch ou l'argile est a I'état dispersé
(broyée et tamisée a 2uM). Ceci permet d'accélérer la réactivité et dobserver les
mécanismes réactionnels des interactions bactérie-minéral.

La disponibilité du Fe(lll) et les processus de réduction ferriréductrice des bactéries sont
étudiés ici en présence de différents substrats :
« des matériaux complexes de type argilite,

« des matériaux purifiés représentatifs des phases argileuses composant le
cortége minéralogique des argilites,

« des smectites, décrites comme étant les minéraux argileux les plus réactifs
dans les systémes argileux étudiés ou I'altération est plus précisément suivie.

Argilite brute Calcite Quartz Pyrite Matrice argileuse {B = smectite ; A = lllite )
. . s

.'."l -wl :
‘ alf Jh X

v

Méthode expérimentale et de caractérisation multi-échelle de la réactivité IRB-Argile

Les résultats et discussions sont présentés sous forme d’articles scientifiques soumis ou
acceptés. En préambule, les principaux traits de l'activité ferri-réductrice des bactéries sont
présentés dans un systeme modele et serviront de fil conducteur au long de ce mémoire.

1. PREAMBULE : ALTERATION BACTERIENNE D’UNE ARGILE
FERRIFERE

Afin de caractériser I'impact des processus bactériens de réduction du Fe(lll) structural
des minéraux argileux, trois séries d’expériences sont réalisées en conditions anaérobies
(voir tableau solution chapitre 2) sur une argile modele, une beidellite ferrifére (1,5mg/ml) en
présence ou non de bactéries (Shewanella oneidensis). Les deux expériences réalisées en
conditions abiotiques en présence de solution (milieu de culture) amendée ou non en
matiere organique (substrats carbonés et tampons pH) servent de témoin. Le lactate, qui est
le seul donneur d'électrons disponible dans le systéme pour la bactérie Shewanella
oneidensis, sert a la fois de source d’énergie et de carbone. Le seul accepteur d’électrons
dans le systeme est le Fe(lll) structural du minéral argileux considéré.
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Figure 37 : Evolution de la concentration en Fe en fonction du temps pour différents agents d’altération
d’une beidellite. : 1. Shewanella oneidensis MR-1+ Milieu tamponné +Lactate 2. Milieu tamponné
+Lactate 3. Milieu = solution minérale voir chapitre Il).

La figure 37, montre une mise en solution progressive du fer structural de la beidellite dans
les trois conditions opératoires, qui signe le processus d’altération de I'argile. Cependant, le
degré d'altération varie de maniére significative entre les expériences abiotiques et biotiques.
Les premiéres ont un comportement similaire et le niveau d'altération reste trés faible. En
revanche, en présence de bactéries ferriréductrices l'altération est significative avec une
augmentation linéaire de la concentration en fer entre 0 et 10 jours qui précéde une phase
stationnaire.

La dissolution de la beidellite est corrélée ici avec I'évolution de trois traceurs de I'activité
microbienne, dont I'évolution est décrite sur la figure 38 et 39 ci dessous :

e 1. I'évolution de la biomasse bactérienne en solution

e 2. I'évolution du pH lors de I'oxydation du lactate

6,10E+07 7,1
+7
5,10E+07 - — e
6,9 T
4,10E+07 = 168 e
' —e— Eolution de la
— + 6,7 .
E biomasse
E 3,10E+07 ~ _ —— 6,6 Evolution du bH
b 165 —=— Ewlution du p
2,10E+07 - 64
1,10E+07 - N
+ 6,2
1,00E+06 oo+ ‘ ‘ ‘ 6,1
0 5 10 15 20
Temps (J)

Figure 38 : Evolution temporelle de traceurs de 'activité microbienne (pH, biomasse) lors de la réduction
du Fe(lll) de la smectite en présence du lactate comme source de carbone et d’électrons.
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e 3. la consommation du substrat organique, le lactate
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Figure 39: Evolution de la concentration en lactate lors des expériences biotiques (réduction du Fe(lll) de
la smectite par Shewanella oneidensis MR1) et abiotiques.

L'allure des courbes de la figure 38 est caractéristique de la croissance cellulaire en
fonction de la consommation en substrat (ici reflétée par I'évolution du pH). Elle est
composée d'une phase de latence (0 et 3 jours), suivie une phase exponentielle (entre 3 et
9 jours) précédant une phase stationnaire (palier), enfin si les conditions ne sont plus
favorables, d'une phase de déclin (ici aprés 10 jours). Cette phase de déclin indique que
I'activité bactérienne de réduction et de dissolution du Fe(lll) est limitée par la disponibilité du
substrat carbonég, ici le lactate (figure 39). La dissolution du fer et la transformation de I'argile
se poursuivent jusqu'a consommation quasi-compléte du lactate marquée par une
stabilisation du pH (figure 38). Finalement, les évolutions de la biomasse, du pH, du lactate
et du fer sont synchrones et corrélés. Cependant, la concentration en Fe** dissous
représente entre 1 et 5 % de la totalité du fer réduit. Le fer réduit reste soit dans la structure
de la smectite, soit se sorbe a la surface du minéral ou dans des phases altérées ou bien
encore précipite.

Le processus de ferri-réduction obéit a I'équation suivante, qui couple I'oxydation du
lactate a la réduction du Fe(lll) :

4Fe* + CH;CHOHCOO™ + 2H,0 - 4Fe** + CH;COO- + HCO;3 + 5H"

AG°= -321KJ.mol-1

Elle représente le mécanisme de respiration en condition anaérobie (couple énergétique
lactate/Fe(lll)) des bactéries ferriréductrices.

Ces résultats permettent aussi de valider deux hypothéses de travail :

» L’effet négligeable de la solution Mclay (inorganique ou organique) sur la
dissolution et la réactivité de 'argile (Fe?*, éléments structuraux de l'argile).

» La corrélation entre les indicateurs d’activité microbienne (pH, biomasse) et les
traceurs du processus d'altération (les quantités de fer total ou de Fe®*
libérées en solution).
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2. BIOREDUCTION DANS LES SYSTEMES ARGILEUX
HETEROGENES

2.1. IMPACT DES ACTIVITES BACTERIENNES FERRI-REDUCTRICES EN
MILIEU ARGILEUX COMPLEXE . LE CAS DES ARGILITES

Le but de cet article est double. Il s’agit de déterminer a la fois I'accessibilité des
microorganismes au Fer(lll) structural des minéraux argileux contenus dans des argilites et
les conséquences d'une activité microbiologiqgue importante sur la stabilité des phases
minérales de ces milieux profonds. Il pose aussi la question de la viabilité des
microorganismes et de leur activité durable en milieu argileux complexe.

ARTICLE |

Impact of iron-reducing bacteria on the properties of argilites
in the context of geological radioactive waste disposal

L. Esnault, M. Libert, O. Bildstein & M. Jullien
CEA, DEN, DTN, CE Cadarache, St Paul lez Durance, 13108, France

C. Mustin
LIMOS UMR 7137 CNRS-UHP Nancy |, Science Faculty, Vandoeuvre les Nancy cedex,
54506 Fance

F. Marsal
IRSN/DSU/SSIAD/BERIS, B.P. 17, 92262 Fontenay-aux-Roses Cedex

To be submitted to Applied Clay Science

Résumé : La présence de microorganismes indigenes dans des environnements argileux profonds
conduit & s’interroger, dans le contexte de stockage géologique de déchets radioactifs, sur l'influence
possible des activités bactériennes sur les propriétés de confinement des matériaux du stockage. Cette
étude contribue a la caractérisation de I'impact des bactéries ferriréductrices sur la réactivité dans les
environnements argileux profonds, notamment I'argilite en tant que barriére de confinement ultime des
colis de déchets radioactifs. Des bactéries capables de réduire le Fe(lll) structural au sein
d'échantillons d'argilites provenant du site de Tournemire (Aveyron, France) sont étudiées dans des
expériences en batch. Les résultats montrent la disponibilité du Fe(lll) structural des argilites pour les
réactions enzymatiques du métabolisme ferri-réducteur de ces bactéries. L’activité bactérienne active
de maniére significative I'altération des matériaux argileux, composant les argilites, principalement les
interstratifiés lllite/Smectite (I/S). Un mécanisme microbiologique d'illitisation des smectites a ainsi
été mis en évidence et impliqgue une bio-réduction du Fe(lll) dans les argilites. L'activité bactérienne
peut donc impacter les conditions physicochimiques qui prévalent dans ce type de milieu argileux
profond.
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Impact of iron-reducing bacteria on the properties of argilites
in the context of geological radioactive waste disposal

L. Esnault, M. Libert, O. Bildstein, M. Jullien, F. Marsal, C. Mustin

CEA, DEN, DTN, CE Cadarache, St Paul lez Durance, 13108, France

LIMOS UMR 7137 CNRS-UHP Nancy |, Science Faculty, Vandoeuvre les Nancy cedex,
54506 France

IRSN/DSU/SSIAD/BERIS, B.P. 17, 92262 Fontenay-aux-Roses Cedex

Abstract

The presence of indigenous microorganisms in deep clayey environments rises the issue, regarding
radioactive waste geological disposal, of the influence of bacterial activity on the confinement
properties of materials, including the clayey host rock. Iron-reducing bacteria (IRB) activity is
assessed in batch experiments in the presence of argillite samples from the in situ experimental
laboratory at Tournemire (Aveyron, France). The results show the availability of structural Fe(lll)
from the argillite for bio-chemical reactions. A significant impact of IRB on the alteration of clayey
minerals, mainly the lllite/Smectite mixed layer (I/S), is observed, which may modify the
physicochemical conditions prevailing in such deep clayey environments.

1. Introduction

Various radioactive waste disposal designs and strategies are currently being assessed by different
countries. Argillaceous formations are considered in several European countries as potential host rocks
for disposal of high-level radioactive waste in deep geological formations (OECD, 1999; 2006). For
the designs based on a multi-barrier system for radionuclide confinement such as that developed in
France, the clayey rock is the last natural barrier which avoids or delays the radionuclide migration
into the environment. Their very low water velocity (due to a very low permeability and diffusivity),
coupled with a large thickness (several tens of metres) and a high sorption capacity, make these rocks
potentially interesting for a repository (Andra, 2005; Jullien et al., 2005).

The confinement capacity of a clayey rock particularly depends on the clay minerals which are present
in a high proportion (roughly 40-50%). However, the construction of a disposal facility may lead to
perturbations of these minerals, notably within an altered zone with the presence of fractures formed
around the excavated disposal cells called excavation damaged zone (EDZ) (Bossart et al., 2002;
Charpentier and Cathelineau, 2001). Furthermore, after closure of the cells, water re-saturatation and
canister corrosion will proceed, releasing iron in reduced conditions. Iron may react with the host rock
and alter clay mineral properties (Perronnet et al., 2007, 2008; Lantenois et al., 2005; Jullien et al.,
2005; Papillon et al., 2001). Another source of alteration may be due to microbial activities. Indeed,
these activities are able to modify the properties of clay minerals (Stucky and Kotska. 2006) and could
affect the radionuclide confinement capacity of argillaceous host rocks in the deep multi-barrier
environment.

Since the discovery of microorganisms in deep geological environments (Pedersen et al. 1996,
Pedersen, 2000a, 2005; Mauclaire et al. 2006; Stroes Gascoyne et al. 2007), the possible life of
microorganisms in clayey host rocks investigated for the radioactive waste disposal is questionnable.
This deep microbial presence should not be underestimated, as investigations have shown it major role
in soil mineral transformation phenomena such as bio-mineralisation, biogeochemical weathering, and
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redox cycling (Lovley, 1987, 1991; Lovley et al. 1996; Kotska et al. 1996). They also have an impact
on the alteration of phylosilicate minerals (Vargas et al. 1998; Kashefi et al. 2004; Kappler et al.
2005).

Microorganisms in argillaceous formations or in their interstitial water are usually found in very small
numbers (1810° cells per ml) with poor diversity (Stroes Gascoyne et al., 2007). These results are
consistent with argillite characteristics, i.e. small porosity (10-100nm), low available water, and
probably limiting nutrient/energetic sources for bacteria metabolism. Indeed, research on
microorganism lives and survival capacity inside deep geological disposal conditions should be
investigated more precisely in terms of energetic and nutrient aspects. Availability of the sources for
microbial development seems to be possible but really depends on the thermodynamic conditions
(Esnault, et al. 2009). Furthermore, the presence of indigenous microorganisBsdifkieanuswas
recently found in commercial bentonite (Pedersen et al., 2000b; Masurat, et al.,20&Bicanus

can survive in a state of desiccation in bentonite at high temperatures and salinity. According to
different authors, the microbial activity in these clay environments is strongly decreased with a water
activity of <0.96, a swelling pressure of >2 MPa and for a dry density maintained at 1.6 g/cm3
(Motamedi et al., 1996; Stroes-Gascoyne et al., 2010). Under such conditions, microbial cells are
likely to survive as dormant cells or inactive spores. However, disruptions related to the operations of
the facilities such as the excavation of tunnels or the introduction of radioactive waste could provide
space, water and nutrients able to stimulate the activity of autochthon microorganisms and may lead to
the growth of external bacterial communities which will be specific to this environment.

The changes in the oxidation state of the structural iron in clay minerals control their physical and
chemical properties in the natural environment (Kim et al. 2005; Jaisi et al. 2007). Many authors have
already shown a possible microbial Fe(lll) reduction of mineral oxides (Stucki et al., 1987; Roden and
Zachara, 1996; Hyacinthe and Bonneville, 2006; Stucki and Bergaya, 2006) or pure Fe-rich clays such
as nontronite mineral (Kotska et,al996; Dong et al., 2003). For example, as a result of Fe(lll)
reduction to Fe(ll), the specific area of clay minerals decreases, their cation exchange capacity (CEC)
increases and their swelling capacity decreases (Stucki and Bergaya, 2006; Stucki and Kotska, 2006).
Moreover, it has been demonstrated that a pure culture of bacteria as well as enrichment cultures of
Fe(lll)-reducing bacteria from rice paddy soil and subsurface sediments are capable of conserving
energy for growth with the structural Fe(lll) bound in smectite clay as the sole electron acceptor
(Achtnich et al., 1995; Boone et al., 1995; Kotska et al., 2002). In this Fe(lll)-reduction process, a high
diversity of bacteria has been observed in a phylogenetic analysis,Clostridium and
DesulfitobacteriumandProteobacteriun{imembers of the Geobacteraceae) in the natural environment
(Kotska et al., 2002). Moreover, there is an alterability hierarchy on the reactivity of minerals, which
depends on the nature of the mineral phases directly correlated to the availability of structural Fe(lll)
clay: smectite > kaolinite > illite (Lantenois et al., 2005; Esnault et al., 2010).

The hypothesis considered for the present study is that bacterial communities may use an Fe(lll)
respiration metabolism from Fe(lll)-mineral in the reducing conditions expected in the post closure
phase. Besides being ubiquitous in clays and clay minerals (Horne, 1978; Moore and Reynolds, 1997),
high amounts of iron from canister corrosion will be produced and may entail a microbial species
selection as iron-reducing bacteria (IRB). Moreover, Fe(lll) is more thermodynamically energetic for
microbial development than other oxidising elements found in deep grounds, e.g. sulphate. The
availability for bacterial respiration of structural Fe(lll) of clay minerals within clayey formations such

as argillite is currently insufficiently determined. The context chosen was a geological environment
used for researches related to radioactive waste disposal where the target level is argillite. This study
attempts to assess the potential reactivity of argillite in presence of IRB and to determine the target
minerals for bacterial alteration.
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2. Materials and methods

2.1 Experiments

This study was performed in conditions representative for those expected in a deep underground waste
disposal during the post-closure phase, i.e. in an anoxic environment and at a temperature of 40°C.

2.1.1 Argillite samples

The argillite samples were collected from a borehole in the Tournemire massif (indurate Toarcien
shales) in IRSN’s underground laboratory located in the Aveyron region in France. These samples
were introduced in aluminised bags and conserved at 4°C. Strict anaerobic conditions were applied
during core storage and all stages of the laboratory studies to minimise the oxidation of clayey
minerals and organic matter as much as possible. The clay used for experiments has a specific area of
63 nf/g which was determined by nitrogen BET analysis. The total iron proportion in argillite is
estimated at 5.7% wt. Iron speciation analysis shows the presence of ¥4%I&ed to total iron,

mainly in clayey minerals (Esnault et al. 2010).

2.1.2 Bacteria7

Two anaerobic bacteria have been chosen for the clay-bacteria experiments: the iron-reducing bacteria
(IRB) Shewanella oneidens&rain MR-1 (CIP* 106686) an@lostridium aurantibutyricum(793T

DSMZ). S. oneidensistrain MR-1 has been isolated from anoxic sediments in Lake Oneida, NY
(Myers and Nealson, 1988) and has been the subject of many physiological and genetic studies on S.
oneidensigSaffarini et al. 1994). MR-1 is an obligate-respiratory bacterium incapable of fermentation
(Scott and Nealson, 1994). The seco@thstridium aurantibutyricum, is a fermentative bacterium

with a efficient metabolism which can produce a high proportion of organic acid (acetic acid, butyric
acid) and is involved in iron(lll) reduction in soils (Stemmler et al. 2004), as well as in the reduction

of goethite (Dominik et al. 2002).

Shewanella oneidensMR-1 andClostridium aurantibutyricumwere grown initially in a pre-culture
(Mclay medium) with 50mM Fe(lll) citrate as the electron acceptor prior to transfer bacterial pellet
into experimental reactors with argillite.

2.1.3 Batch System

Two types of experiments (abiotic and biotic) were performed in anaerobic sterile Teflon reactors. A
synthetic medium (Mclay) similar to the chemical composition of the natural argillite interstitial water
(Beaucaire et al. 2008) supplemented by a concentration of phosphorus and nitrogen to avoid limited
bacterial development was prepared using 18-02 micron-filtered water and sterilization by
heating according to Kotska et al. (1996). Cultures were washed 3 times with the medium and then
transferred to the anaerobic sterile Teflon reactors containing 100 mL of the culture medium (Mclay).
A total of 2.0 mg/ml of sterile argillite (irradiated with a cobalt irradiator at 35 kGy) was added with
20 mM of glucose or 20mM of lactate for tii&ostridium and Shewanellaspecies experiments
respectively as unique electron donor in the system. Anaerobic conditions were obtained by bubbling a
gas mixture: 90% N 10% CQ. These batch reactors were incubated under mixing at 40°C in the
dak. Three replicates were performed for each biotic or abiotic experiment at pH 7. Control
experiments were carried out in the same conditions without bacteria between pH 5 and 7. All the
samples were taken under strict anoxic conditions in an anaerobic glove box (98% M, 5%

CO,).
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The initial cell density of all cultures, 1x16ell.mI*, was estimated by the relationship between the
optical density (absorbance at 500 nm) and the direct cell count (microscopy).

2.2 Analyses

2.2.1 Geochemical analyses:

Bacterial reduction was followed by the chemical analysis of donor and acceptor electron variations in
solution. Electron donors were measured using ionic chromatography (Varian® 9050 detection by
variable UV-VIS wavelength; Column MetaCarb 67H and elutings®# 0.01N) for lactate
concentration, and with a glucose meter (EBIO Compact Eppendorf®; detection by glucose oxidase
membrane Biosen®) for the glucose concentration.

The experimental solution was monitored over time for total Fe (dissolved Fe(Il)+Fe(lll)), Si, Al, and
other solutes which can react with clay minerals like Ca, K, Mg and Na. This was done by inductively
coupled plasma—atomic emission spectroscopy (Ultra-trace 2000 ICP-AES, Jobin Yvon®).

2.2.2 Mineralogical analyses

Clay samples were characterized initially and after reaction by X-Ray Diffraction (XRD). At the end
of each experiment, the crushed rocks were collected and washed carefully twice with 50 mL ultrapure
water. Slurry of the final suspension was deposited on XRD-dedicated glass slides and air-dried to
enable a favourable orientation of the particles for an efficient diffraction. XRD scans were recorded
between 2 and 40°26 (counting time of 2s per 0.02°26 step size) with a Bruker D8 diffractometer (Cu
radiation at 40 kV and 40 mA) equipped with a Gobel mirror and a Sol-X detector.

Scanning Electron Microscopy (SEM) was performed using Philips® XL 30 and EDX analyses were
performed with a large window Si-Li detector (Oxford Instrument). Semi-quantitative analyses were
calculated with INCA®-Oxford Instrument software providing total atomic percentage for each

analysis.

Transmission Electron Microscopy (TEM) was used to identify the evolution of the initial composition
of argillite samples after interaction with bacteria: the structural and chemical evolution and some
primary and secondary mineral phases were analyzed. Slurry of the final suspension was deposited on
TEM-dedicated 200 mesh carbon slides and air-dried during 24 h. The observations were performed
on a JEOL 2000 FX Transmission Electron Microscope at 200 kV with a point by point resolution of
2.7 A. EDX analyses were performed with a large window Si-Li detector (Oxford Instrument) and a
super atmospheric thin window (SATW) slit of 30 mm?2. In convergent mode, spectra were acquired in
one minute with a death time < 20% and a global count number of 500-2000. Semi-quantitative
analyses were calculated with the above INCA®-Oxford Instrument software. Mean structural
formulae have been built on set of selected crystallite analyses without any accessory mineral
contamination.

The cationic exchange capacity was measured on argillite in biotic and abiotic experiments using an
ethylenediamine complex of Cu according to Bergaya and Vayer (1997) in order to determine the
microbial influence on the sorption capacity of the argillite, e.g. retention as an indicator of clay

reactivity (Perronnet et al. 2008). The results are based on an average of 3 replicates for each sample.
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3. Results

3.1 Bacterial reduction of Fe(lll) from argillite minerals

Dissolved Fe (umol/g of argillite)

0 5 10 15 20 25 30 35

Time (days)

Fig. 1. Dissolution of Fe from argillite during the structural Fe(lll) reduction of clay minerals by IRB
(average of 3 replicates). The black curve represents biotic experiments (circle for Shewanella sp and
diamond for Clostridium sp). The abiotic experiments are plotted with grey circles for the experiment at pH 7
and with diamonds for the experiment at pH 5.

In the presence of bactertahewanella sp dClostridiumsp), the dissolved Fe concentration increases

in the solution over time (Figure 1), induced by the alteration of iron-rich minerals. Dissolution is
higher forClostridiumsp thanShewanella sp and the kinetics are much faster. The iron concentration
of 35 umol/g and 13 pmol/g of argillite found in solution corresponds to 2.2% and 6.7% of total Fe in
argillite for the Clostridium sp. andShewanella sp. experiments respectively. The dissolution of
argillite minerals in the presence of bacteria was found to be linear up to 10 d&}ssfimdiumsp

and up to 15 days for ti&hewanella sp. This step was followed by a stationary state until the final 30
days of sampling. During these dissolution experiments, bacterial activity promotes a decrease in the
pH (from pH = 7 to pH = 5.3 for Clostridium sp. and to pH = 6.2Sbewanella sp). In order to
differentiate Fe(lll) bioreduction from the effect of organic acid on argillite dissolution, two abiotic
controls were performed at two pH levels (pH = 5 and pH = 7 with glucose and lactate as organic
compounds respectively) commonly used in final biotic experiments. Contrary to biotic experiments,
the experiments showed the poor dissolution of the clay minerals in abiotic conditions, with a Fe
concentration < 2 uM (1.2umol/g and 1.9umol/g of argillite for pH = 7 and pH = 5 respectively).
These abiotic results show that argillite may sustain alteration by iron-reducing bacteria directly
through structural Fe (lll) reduction activities.

Moreover, bacterial activities are accompanied by the consumption of organic compounds (lactate for
Shewanella sp. and glucose folostridium sp.). Shewanella sp is an obligate-respiratory bacterium
incapable of fermentation, which means that the consumption of lactate is coupled with the reduction
of oxidising elements such as Fe(lll) minerals in the system (Figure 2). The low consumption of
organic compounds can be observed in abiotic experiments and could be explained by a sorption effect
on minerals (Figures 2 and 3).
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Fig. 2. Lactate consumption with or without Shewanella oneidensis MR-1 during Fe(lll) respiration of

argillite (average of 3 replicates). The abiotic experiment (control) is represented in grey, while the biotic
experiment is represented in black.
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Fig. 3. Glucose consumption by Clostridium aurantybutiricum during Fe(lll) respiration of argillite (average
of 3 replicates). The abiotic experiment is plotted in grey while the biotic experiment is plotted in black.

The consumption of organic compounds by IRB species may also explain the difference between
bacterial alteration kinetics. Glucose or lactate oxidationChystridium sp andShewanella sp
respectively are directly related to iron solubilisation (Figure 1 to 3). In the caSlesifidium sp,

there is no latency phase, and the fermentation of glucose produces organic compounds and molecular
H,which may indirectly reduce Fe(lll). On the contrary, lactate consumpti@hbyanella sp. seems

to begin after a latency phase explained as a dependency to the bioavailability of the Fe(lll) mineral.
The nature of the organic substrates and the microbial activity play an important role in the Fe(lll)

reduction of the minerals. This additional energy significantly increases the dissolution of clay
minerals.

7,5

Time (days)

Control === Shewanella  ==®== Clostridium
Fig. 4. Evolution of pH during bacterial experiments
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According to the results presented above (Figure 4), bacterial activity promotes a decrease in the pH
from 7 to 6.2 for Shewanella sp. and to pH=5.3 for Clostridium sp.

3.2 Impact on the cationic exchange capacity of argillite

The two biotic experiments show variations in the cationic exchange during microbial Fe(lll)

reduction (Figures 5 and 6). After the introduction of argillite in the batch experiment, we observe
equilibrium between calcite and solution with a prior dissolution of carbonate minerals (1 mM to 1.5
mM) in both experiments. During bacterial activity, physicochemical modification is observed in

solution by a sharp increase in the Ca concentration directly resulting from calcite dissolution (from
1.5 mM to 1.8 mM foiShewanella sp. and from 1.5 mM to 7.2 mM @ostridiumsp.). In the case of

the Clostridiumsp experiment (Figure 6), there is a decrease in the Ca concentration in solution (from
7.2 mM to 5.0 mM), before reaching an equilibrium concentration of 5.8 mM at the end of the

bacterial activity (precipitation of Ca minerals will be described in the section on clay mineral
alteration).

Moreover, a decrease in the cation (Na, K and Mg) concentration in solution can also be observed
during the microbial activity (5 to 15 days for tBhewanella sp. experiment, and 2 to 15 days for the
Clostridium sp. experiment). The following cation exchange proportion can be observed:

« K=11% ¢2%) and 42 % £5%) for Shewanella sp. and Clostridium sp. respectively,
* Mg =19 % £3%) and 9 % £2%) for Shewanella sp. and Clostridiusp. respectively.

Contrary to the biotic batches, the abiotic experiments show no sensitive variation of these cations
(Na, K, Mg) in solution. Therefore, IRB activity promotes a new distribution of cations between initial
material and bio-altered phases. The appearance of new gel phase resulting from alteration argillite
minerals could support global increase in CEC.
4,5
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3
2,5
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Time (days)
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Fig. 5. Variation in the exchangeable cations in solutions during the Shewanella sp experiments (average of 3
replicates).

In these experiments, chemical analyses did not detect a significant concentration of aluminum in the
solution of batch experiments.
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Fig. 6. Variation in the exchangeable cations in solution during the C. aurantibutyricum experiments
(average of 3 replicates).

Measurement of the cationic exchange capacity (CEC) of the argillite samples used in experiments
shows significant modifications. Whereas chemical analysis show more variations in the exchange
cationic elements irClostridium aurantibutyricumexperiments, the measurement of CEC shows a
capacity higher fo6hewanella sp tha@lostridium aurantibutyricunexperiments at 13 1 and 10 £1
meq/100 g respectively. These values are higher or equal than the abiotic experiments i.e. 9 %1
meq/100 g. Like other studies (Stucki, 2006; Stucki and Kotska. 2006) on pure smectite mineral, bio-
reduction entails an increase in the CEC. However, cation exchange seems to be less available
depending on the bacteria in question. Cations are probably fixed on secondary phases.

3.3 Impact on argillite mineral

3.3.1 Alteration of clay mineral phases

XRD spectra show the impact of bacterial respiration of Fe(lll) of argillite (Figures 7 and 8). During
bacterial alteration, I/S interlayer disappears significantly (Figure 7). Peak areas of I/S spectrum for
biotic experiments decrease significantly compared with the abiotic experiment (net area: 162.4) and
are dependant on the bacterial activity (net area = 118.4 and 101.9 for Shewanella sp and C.
aurantibutyricum respectively). The smectite phase appears as seems to be the most sensitive mineral
to bio-alteration. Thus, Tthe smectite phases were commonly described as the most reactive clay
minerals in such environments (Jullien et al., 2005), , and represents here also the main target for
bacterial activity in order to reach the structural Fe(lll). This process, which is essential to IRB life,
may allow growth and sustainable development in this deep geological environment.
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Fig. 7. XRD spectrum of argillite - zoom of the fraction of oriented clay minerals. The abiotic experiment
(dotted black line), the Shewanella sp experiment (thin grey line) and the C. auranbutyricum experiment (thin
black line) are plotted according to the clay size (d in nm). The pick at 14.3A corresponds to the chlorite
phase, the peak at 10.02 corresponds to the illite phase, and the peak at 7.16 corresponds to the kaolinite
phase. The lllite/smectite mixed layer (I/S) zone is represented on the graph. Observed replicates for each
sample show a reproducible result.

3.3.2 Ateration of argillite minerals

As previously described, the physicochemical parameters (notably pH) change during the microbial
Fe(lll) reduction of clay minerals. This phenomenon is highlighted by the dissolution processes of
carbonated phases and carbonaceous cements in the XRD spectra, mainly as calcite (d= 3.03A; 2.28A:
2.09A; 1.91A; 1.87A) and dolomite (d= 2,89A) fGtostridium auranbutyricunexperiment (Figure

8). The siderite peak (d=2.79A) and the ankerite peak (d=2.86A) remain stable in all XRD spectra.
However, Mg-calcite appears as a secondary mineral for the reactivity involvingldsieidiim
auranbutyricum(d= 2.98 A). This precipitation could explain the decrease in the Ca concentration in
solution during the experiment.

The second event in terms of mineral alteration is the new formation of K-feldspath mineral (d=
3.18A) influenced by bacterial activity. .

The third main result is the lack of any significant alteration/dissolution of pyrite (d= 3.12A; 2.70A;
2.42A:; 1.63A). This is another indicator for the microbial mechanisms of reduction/dissolution of iron
rich minerals from clay fractions.
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Fig. 8. XRD spectrum of argillite -zoom of argillite mineral fractions. The abiotic experiment (dotted black
line), the Shewanella sp experiment (thin grey line) and the C. auranbutyricum experiment (thin black line)
are plotted in this figure according to the clay size (d=nm).

3.3.3 Microscopic evidence of argillite bioalteration

Microscopic SEM examinations (Figure 9) have shown significant amorphous gel in biotic
experiments (Pictures 1 and 2), which is induced by mineral dissolutions. These “gel phases” — not
observable in XRD — are able to fix cations from solution. Bio-reduction effects are visible with the
neo-formation of illite as rodlike form from the I/S mixed layer mineral dissolution (Picture 2). This
rod-like form is characteristic of illite new-crystalization (Credoz et al. 2010). The crystallisation of
minerals occurs after a first phase of weathering “gel”. These "gels" consist essentially of silicon with
an enrichment K and Fe. In this illite formation, an increase in the concentration of Fe and K is
observed in the structure compared with the I/S phase (table 1). The second indication of Fe(lll)
microbial reduction is the formation of iron phosphate mineral, vivianitg®Bg),), surrounding the

I/S mixed layer mineral (Picture 4). This new crystallisation is not significant considering the low
concentration of phosphorus in interstitial water in the studied underground environment but here, it
illustrated a convergence of the Fe reduction potential of IRB species on clayey rocks. At last, no
relevant pyrite alteration can be observed in the biotic experiment (Picture 3) compared with the
abiotic experiment.
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Fig. 9. (1-2-3-4): Evidence of bio-alteration by scanning electronic microscopy. 1: Shewanella sp (B) in
contact with the clay minerals of the argillite sample. 2: Crystallisation of illite rodlike (1) and “gel” alteration
(G) in Clostridium experiments. 3: Presence of pyrite (P) in framboidal form in the biotic and abiotic
experiment. 4: Bio-alteration of the illite/smectite mixed layer (I/S) and the formation of vivianite (V) as
secondary minerals.

Pre existing phases:
I: (Si 3,51 Al 0.49)(Al 1,56 Mg 0.25 F€" 019(K 0,71 M 0,019010(OH),
I/S: (Siz7 Al 9.9)(Al 1,6 Mg 0035 FE" 012 FE" 0,09(K 0,11 Mg 0,1)O010(OH),

New-crystalised phase:
I: (Si 353 Al 0,47) (Al 1,18 Mg 0,37 FE" 0,49 (K 0,57Na17 Cao,00 Mg 0,01) O10 (OH)2

Table 1: Structural mineral analysis by TEM for the biological experiment. These results are a representative
average of several EDX analyses for each reported clay mineral.

4. Discussion and conclusion

The form and concentration of reactive Fe(lll) minerals are of paramount importance to the
environmental significance of microbial Fe(lll) reduction in sedimentary environments (Kotska et al
2002). Clay minerals are of particular importance due to their high reactive potential and account for a
large fraction of Fe-containing minerals in nature (Komadel and Stucki, 1988; Kotska et al. 1999). In
deep clayey environments such as argillite rocks, energetic reaction’s rates are weak and are usually
considered to be promoted by very slow redox processes, which are controlled by mineral phases that
have a low reactivity such as Iron sulphurs, sulphates and oxides. These conditions are enhanced by
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properties of the clayey rocks, such a low velocity (permeability and diffusivity) which limits their
perturbations(Cabrera et al. 2001).

However, clay minerals are not devoider of any energetic phases. Microbial activities may highlight
the reactive phases in the argillite and their exchange potential with the external environment.
Although found in small quantities, the proportion of Fe(lll) in clay minerals is sufficient to provide
the required energy for bacterial development. In the presence of electron donors (hatural organic
matter), IRB can access the structural Fe(lll) of clay minerals (mainly located in the I/S mixed layer
zone) for respiration. Thus, Fe(lll) from argillite is available for bio-chemical reactions in the system.

A major impact of the bio-reduction processes is the dissolution of the illite/smectite mixed layer
phase. Use of 2 different bacteria with specific activities, has allowed to determine main stages of the
mineral reaction induce by microbial structural Fe(lll) reduction.

- First stage was observed 8hewanella experiments. Microbial Fe(lll) reduction entails a
dissolution of smectite phases and the formation of reactive phases “gels and relicts of
smectite” which increase cationic exchange between cations of the solution and solid, when
bacterial activity is “less”.

- Second stage was observediostridiumexperiments. Microbial Fe(lll) reduction allows the
smectite to illite transformation, that induces an increase of less reactive phases (illite), when
bacterial activity is “high”.

In this last case, this will cause a decrease in the argillite cation retention capacity and thus a less
favorable radionuclide delay in the case of radionuclide migration processes. The formation of less-
reactive phases such as illite during the bio-reduction of smectite is consistant with other experiments
(Kim et al. 2004) ; it could be a key mechanism to account for when assessing the evolution of clayey
barrier properties. Moreover, microbial activity may influence and control physicochemical
parameters such as the pH (decrease) of the system and could play a role in the barrier porosity
(increase) by the dissolution of calcite which is the mineral binder of the clay matrix.

In radioactive waste disposal systems, electron donors could be found in higher quantities than natural
deep clayey environment. Actually, the small amount of organic matter in this environment (roughly
1%) considered as low energetic matter and related to the high level of maturation (Deniau et al. 2008)
could be supplied by another energetic source. In these deep geological conditions, the energetic
supply could be provided by,Hesulting from the corrosion of the metallic containersabla new
energetic element will not be limiting for bacterial growth and could be decisive in the selection of
microbial species as hydrogenotrophic bacteria (Lin et al. 2005; Libert2&t4l).

Finally, the anthropogenic perturbation of clayey barriers could promote the development of
hydrogenotrophe IRB species in deep geological repositories. Bioavailability of energetic and
nutrients sources, such as &hd Fe(lll), are essential for such bacterial activity. It has been shown
that IRB species could significantly impact the clayey material by bioreduction of structural Fe(lll).
This study thus demonstrates that IRB could have a direct influence on the confinement properties of
argillite, particularly through biological controls on the stability of mineral phases (smectite and
calcite) in deep clayey environments. More generally, bacterial activity could be an important
parameter on clay mineral alteration and should be taken into account within the studies carried out as
support of the safety assessment of waste disposal.
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2.2. IMPACT DES ACTIVITES BACTERIENNES FERRIREDUCTRICES SUR DES
ARGILES PURIFIEES

Bien que la disponibilité du Fe(lll) structural des matériaux argileux au sein de l'argilite ait
été démontrée, les processus réactionnels ont été observés d’'un point de vue global sans
pouvoir identifier et mesurer l'impact de l'activité microbienne sur chacune des phases
argileuses présentes. Afin de mieux appréhender la réactivité des systémes bactérie-argile
en environnement profond, une connaissance approfondie de la réactivité de chaque phase
minérale est nécessaire. Elle permettra d’établir une hiérarchisation des parametres
contrblant la réactivité entre les phases argileuses.

Pour répondre a ces interrogations, trois phases argileuses ferriferes purifiées ont été
sélectionnées. Elles constituent des modéles d’étude représentatifs des phases argileuses
présentes dans les argilites que ce soit en termes de qualité (composition minéralogique) ou
de quantité (abondance). Ce choix tient aussi au fait que leurs réactivités sont connues et
ont déja été étudiées dans des expériences abiotiques simulant des interactions fer/argile
(Perronnet et al.,, 2008 ; Lantenois, 2003). Elles pourront servir de référence aux études
menées, dans ce travail, en présence de bactéries ferriréductrices.

Les trois phases choisies sont :

e une smectite dite de Ward’s (beidellite ferrifere) ;
» une illite (lllite du Puy, PyOR?2) ;

* une kaolinite (Kaolinite BT).

Les caractéristigues minéralogiques et chimiques de ces argiles purifiées sont décrites
dans le chapitre 11 Matériels et Méthodes”.
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Clay-iron reducing bacteria interaction in deep geological
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Water-Rock Interaction — Birkle & Torres-Alvarado (eds) 2010 Taylor & Francis Group, London, P:
939-942 ISBN 978-0-415-60426-0

Résumé : Le rble des microorganismes sur la réactivité de minéraux argileux dans les environnements
profonds est déterminant pour améliorer la connaissance de la stabilité des matériaux de confinement
du stockage géologique. Le potentiel biologique réactif dans ces conditions extrémes a été caractérisé
dans le but de comprendre la réactivité associée des minéraux argileux (smectite, illite et kaolinite
ferriferes) dans les argilites, notamment en termes de paramétres cinétiques. Les expériences montrent
une hiérarchie d'altérabilité qui dépend a la fois de la nature des phases minérales ainsi que de la
disponibilité du Fe(lll) structural des argiles étudiées : Smectite > kaolinite > illite, avec un bilan de
réduction du Fe (lll) structural de I'ordre de 22 % pour smectite, 19.6 % pour kaolinite et 5.1 % pour
illite. Le code couplé chimie - transport HYTEC a été utilisé pour déterminer des parametres
cinétiques des smectites (phase argileuse la plus réactive) en se basant sur les résultats d’expériences a
40°C des intéractions bactéries - smectite. L'activité bactérienne ferri-réductrice entraine une
augmentation de la solubilité du minéral (en raison des changements du pH et des conditions de redox,
Fe*/Fe’") ainsi qu'une augmentation du taux d’altération.
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Clay-iron reducing lacteria interaction in deep geological environm
experimental and modeling approach

L. Esnault, M. Libert, O. Bildstein & M. Jullien
CEA, DEN, DTN, CE Cadarache, St Paul lez Durance, 13108, France

C. Mustin
LIMOS UMR 7137 CNRS-UHP Nancy I, Science Faculty, Vandoeuvre les Nancy cedex, 54506 France

ABSTRACT: The role of microorganisms on reactivity of minerals in deep environment is a key to improve the
prediction of geological disposal safety. New kinetics parameters on clays minerals in argillite environments a
obtained to understand the reactive biologic potential in these extreme conditions. The experiments show an alterab
hierarchy which depends on the nature of minerals phases directly correlated to the availability of structural Fe(lll) cle
Smectite > kaolinite > illite, with a Fe(lll) reduction of 22% for smectite, 19.6% for kaolinite and 5.1% for illite. The
reaction-transport code HYTEC was used to determine kinetics parameters based on the clay-iron reducing bact
interactions observed in experiments at 40°C. Bacterial activity induces an increase in the solubility of the mineral (d
to changes in pH and redox conditions) and an increase in the alteration rate.

1 INTRODUCTION

Numerous concepts for geological disposal of nuclear waste are based on a multibarrier system
involving disposal of nuclear wastes in a clayey host rock, as is the case of the French concept.
Experiments are performed in an underground research laboratory to investigate the suitability of the
Callovo-oxfordian (COx) argillites to store nuclear waste at around 500 m below the surface (Andra
2005). Clays present interesting properties to prevent the radionuclide dispersion and migration in the
environment: low porosity and permeability, cations retention and swelling of clay minerals,
particularly of smectite phases (Meunier 2003).

The most important parameters for the safety assessment concern the lifetime of steel containers and
the confinement properties of argillite. Thus, the understanding of the phenomena taking place at the
interface between the clayey environment and the steel containers is a key to the prediction of the
long-term evolution and the safety of the storage system. To improve the modeling of such systems,
many processes have to be investigated in order to determine the controlling parameters. Among these
processes, the role of microorganisms must be taken into account.

1.1 Bacterial activity in deep clayey environment

Since the discovery of the sustainability of microbial communities in extreme conditions, a significant
amount of work has been achieved to find evidences of the presence of microorganisms in deep
geological environments. Such evidences were recently reported in the COx argillites and in the
Opalinus argillites (Mauclaire et al. 2007) and in industrial bentonite materials (Masurat 2008). A
broad bacterial diversity was observed, including Sulfate Reducing Bacteria (SRB), Iron Reducing
Bacteria (IRB) and other aerobic or anaerobic species. They are always found in small quantities and
usually in the form of spores. On the other hand, experiments on the cultivability of microorganisms
into compacted clay buffer (e.g., MX80 bentonite) have been tested under several conditions:

» High-level radioactive waste repository conditions (Pedersen et al. 2000);
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» Variation of water activity (Motamedi et al. 1996).

The results show an ability of microorganisms to survive in these hostile conditions (water activity
higher than 0,96).

1.2 Selection of microbial species: Case of IRB

In the nuclear waste disposal environment, the most abundant electron acceptors are sulfates and ferric
iron. The biotic reaction using Fe(lll) are more energetic for bacterial growth, and occurs before
reactions involving sulfates in progressively reducing conditions.

The corrosion of the metallic iron (Fe0) from the containers has several effects, including the
production Fe(lll)-bearing minerals which promote IRB species development. Firstly, it will lead to
highly reduced conditions due to the corrosion process with production of H2 and the formation of
secondary iron minerals, such as mixed ferric/ferrous oxide and oxy-hydroxide compounds (Esnault et
al. 2009b). Secondly, it is responsible for a potential loss of confinement properties such as swelling
and capacity to exchange cations (Jullien et al. 2005).

This possible bacterial selectivity in this environment should be taken into account especially by also
looking at the availability of structural Fe(lll) from the smectite octahedral layer.

1.3 Availability of structural Fe(lll) in argillite for Bacteria development

Recently, new experiments have shown the possibility of IRB species to access the Fe(lll) present in
clay minerals in argillites and to perform Fe(lll) respiration for bacterial development in deep
geological environment conditions (Esnault et al. 2009a, b).

These first results demonstrate the availability of structural Fe(lll) in argillites used as an energetic
source for IRB development in deep geological conditions.

In order to evaluate the impact of bacteria on the stability of clay minerals, experiments are performed
in anoxic conditions with a low redox potential, and a temperature of 40°C (close to the mean
temperature during the storage life). Three pure clay minerals containing structural Fe(lll) were
chosen, smectite, illite and kaolinite, which constitute major clay components of argillites. The
objective is to determine the biotic contribution to the dissolution kinetics of the different clay
minerals. Finally, a modeling approach by reaction-transport code HYTEC (HYdrological Transport
coupled with Equilibrium Chemistry) will be developed to simulate Clay-lron Reducing Bacteria
interaction at 40°C over a period of 10,000 years (temperature and timescale expected for the
corrosion stage).

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Clay minerals

Fractions of pure clays samples < 0.2 um were used: a ferruginous smectite, the PyrO2 illite, the BT
kaolinite. Purified samples were extracted by centrifugation and checked by XRD analysis. Specific
areas of pure clay minerals.49 were determined by BET analysis: Kaolinite (32gj lllite (122

m?/g), and Smectite (55 Ty). This parameter will be used to compare the reactivity between pure
clay minerals and argillites in the presence of bacteria.

The total Fe content of clays used for these experiments was obtained by Perronnet et al. (2005): total
Fe = 1.66 mmol Fe/g for the smectite; 0.84 mmol Fe/g for the illite; and 0.197 mmol Fe/g for the
kaolinite). Mdssbauer analyses show that the iron is only constituted by Fe(lll) and localized in the
structure of clay mineral.
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2.2 Bacterial species

An anaerobic bacterium, “Shewanella oneidensis strain MR-1" (Pasteur Institut Collection, Paris,
France, 106686), was used in the clay-bacteria experiments. It was isolated from the anoxic sediments
of Lake Oneida, NY (Myers & Nealson 1988; Venkateswaran et al. 1999), and has been the subject of
many physiological and genetic studies. MR-1 is an obligate-respiratory bacterium, incapable of
fermentation.

Shewanella oneidensis MR-1 was initially grown in a culture medium containing 50 mM Fe(lll)-
citrate and lactate as the electron acceptor.

2.3 Interstitial water of experiment solution

The final culture medium was synthesized using a composition close to that of the argillites interstitial
water analyzed by (Beaucaire et al. 2008). An excess of element like phosphorus and nitrogen was
added to avoid limiting the reactions.

24 Batch System

The culture medium was prepared using 18-M2 micron-filtered water and was sterilized by
heating. Cultures were washed 3 times with the medium and then transferred to sterile polypropylene
tubes. An amount of 1.50 mg/ml sterile clay (irradiated with a cobalt irradiator, 35 kGy) was added
with 10 mM of lactate. Then these batches were introduced in anoxic Mart jar (@M CQ) and
incubated at 40°C in the dark. All the samplings were carried out under strict anoxic conditions within
an anaerobic glove box (90%,M% H, 5% CQ).

The initial cell density of all cultures, 2x106 cell.ml-1, was estimated by the relationship between
optical density (absorbance at 500 nm) and direct cell counts (microscopy).

3 RESULTS

The dissolution of pure clay mineral was observed in biotic or abiotic conditions and monitored
through the evolution of agueous Fe in solution (Figure 1).
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Figure 1. Evolution of concentration of dissolved Fe after bio-alteration of clay mineral (average of 3
replicates; C = abiotic experiments).
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In abiotic conditions, the experiments showed a weak dissolution of the clay minerals with Fe
concentration < 2 uM. At the opposite, the dissolution of clay mineral in the presence of bacteria was
found to be linear between 0 and 10 days, with a significant increase of Fe concentration. This stage
was followed by a stationary state until the final 20 days of experiments. Dissolution was higher for
smectite than kaolinite and illite with 33 uM, 22 puM and 15 pM of Fe in solution respectively.

In order to determine the contribution of IRB to the dissolved Fe, a specific analysis using
acidification of bio-altered clays residues was performed to quantify Fe2+solid (structural and
adsorbed) in an anaerobic chamber (Kotska et al. 1996).

The amount of biotic-mediated dissolved Fe was then normalized to the specific surface area for each

clay mineral in order to compare the alteration rate attributed to structural Fe(lll) bio-reduction (Figure
2):

[Fereduction]clay = [Fetotal]reduced / Sclay

[Fetotal]reduced = [Fez+]dissolved + [Fez+]solid

where [Ferequctio] clay (umol/nf) is the aqueous reduced iron normalized to the clay surface,
[Feotal reauceaNOmMalized to the amount of mineral (umo§clay) and &, is the specific area clay
(m/g).

The adjustment of modeling parameters to fit with the experiments showed that bacterial activity
induces (1) an increase in the solubility of the mineral (due to changes in pH and redox conditions)
and (2) an increase in the alteration rate (Fig. 3).
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Figure 2. Evolution of Fe bio-reduction of clay mineral normalized by specific area.
The reduction of structural Fe(lll) was higher for smectite (22.0%) than kaolinite (19.6%) and illite

(5.1%). An alterability hierarchy was determined which can be correlated to the availability of
structural Fe(lll) clay: smectite> kaolinite > illite.

119



CHAPITRE IV : BIO-REDUCTION DU FE(I1l) DANS LES MILIEUX ARGILEUX

abiotic model
= hiotic model

abotic exp

._.
R
m
S
IS

A Diotic exp

ntration (mol/l)

nce
g
o
m
&

C
o
1=
m
S
&

4.0E-05 §

2.0E-05

0.0e+00 A=K : : : : : : :
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (days)

Figure 3. Evolution of Si concentration as a result of smectite dissolution in the abiotic and biotic experiment,
and modeling.

4 CONCLUSION

In deep clayey environment, IRB play a determinant role on clay mineral alteration and more precisely
on smectite phases which is the main reactive phase in argillite. The experiments show that the
bacteria are capable of using Fe(lll) from the structure of the clay minerals in order to perform the
respiration process. This mechanism destabilizes the clay mineral and enhances the dissolution rate.
The modeling of clay-bacteria interactions is crucial to the understanding of long term microbial
processes in deep geological disposal of nuclear waste. It shows that in the presence of bacteria both
the solubility and the alteration rate of the mineral are increased.
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3. REACTIVITE SPECIFIQUE DES SMECTITES EN PRESENCE DE
BACTERIES FERRIREDUCTRICES

Les smectites ont été clairement décrites comme étant les phases argileuses les plus
réactives dans les matériaux argileux comme les argilites (Jullien, 2006). Cette forte
réactivité est liée a la fois a la présence de Fe(lll) structural parfois en grande quantité dans
les couches octaédriques mais aussi a la nature méme des smectites, c’est-a-dire, leur
physique spécifique liée a leur charge hétérogéne, a leur pouvoir de gonflement et a leur
capacité d’échange ionique. Ainsi ces phases minérales entrainent une forte augmentation
de la réactivité globale, comparées aux autres minéraux argileux.

La réactivité de ces minéraux argileux de type smectites est trés différente car les

propriétés des smectites sont notamment dépendantes de la charge globale du feuillet
argileux et de la présence de lacunes dans le remplissage octaédrique, c’est le cas des
smectites dioctaédriques décrites comme étant les plus réactives (Lantenois et al.,
2005 ; Perronnet et al., 2004) . Lors de la réduction du Fe(lll) structural, une
réorganisation complete des équilibres de charges octaédriques est attendue et peut
entrainer des transformations minéralogiques multiples voire une altération compléte de ces
minéraux.

La réduction du Fe(lll) structural par les bactéries entraine donc une altération de I'édifice
cristallin par déstabilisation de la charge globale des feuillets argileux. Cette altération est de
plus accentuée par des processus liés a I'activité microbiologique tels que la libération de
protons. L'acidolyse induite engendre principalement la libération dans le milieu d’éléments
structuraux : Si, Al et Fe. Ces modifications sont susceptibles d’entrainer des transformations
significatives des conditions géochimiques locales et pourraient conduire a la formation de
phases secondaires comme les alumino-silicates tels que des illites et des phases a 7A de
type Fe-serpentine.

Afin de déterminer l'implication des activités microbiennes ferriréductrices dans les
mécanismes d’altération des smectites, deux types de matériaux argileux ont été choisis : la
beidellite de Ward's et la montmorillonite de Wyoming MX80. La MX80 est par ailleurs
identifiée comme une bentonite et est envisagée de par le monde comme matériau de base
des barrieres ouvragées impliquées en tant que barriére de confinement dans certains
concepts de stockage géologique des déchets radioactifs.

L’activité microbienne est étudiée ici en tant qu’agent catalyseur biologique dans les
transformations minéralogiques impliquant les smectites dans les environnements a basse
température (<80C). Deux principaux effets de I'ac tivité microbiologique sont caractérisés :
la réduction du Fe(lll) structural et la production de métabolite bactérien d’'H" et d’acides
organiques, qui peuvent impacter les conditions physicochimiques du milieu géologique
profond.
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Résumé : Les smectites sont omniprésentes dans les sols et les sédiments, mais leur réactivité dépend
de différents paramétres tels que la température, la pression, le pH et la solution saline. L'activité
bactérienne pourrait également influer sur ces paramétres dans les environnements anaérobies a travers
la réactivité bactéries/smectite. L'objectif de cette étude est de déterminer les parametres réactionnels
contrélant I'altération des smectites, catalysée par Il'activité microbienne ferriréductrice impliquant la
réaction de réduction du Fe(lll) structural des smectites. Les résultats démontrent que le processus
d'altération des smectites est contrélé par la réduction du Fe(lll) structural. Dans ce mécanisme, la
teneur en Fe(lll) octaédrique des smectites ainsi que sa distribution sont les parametres clés de la
réactivite. De méme l'acidification induite par les produits des activités bactériennes augmente la
vitesse de la réaction d’'altération des smectites. La combinaison des processus de réduction de Fe(lll)
et des conditions acides permet la cristallisation de nouvelles phases :

« La formation de phase a 7A du groupe serpentine lorsque la teneur est élevée en Fe(lll) dans
la structure octaédrique des smectites.

» La formation d'illite lorsque le processus de réduction de Fe (Ill) est combiné a des
conditions acides bio-induites.

Ces résultats montrent la forte influence des processus biologiques sur la transformation des minéraux
argileux dans les environnements a basse température.
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ABSTRACT:

Smectite phyllosilicates are ubiquity in soils and sediments but their reactivity depend on different
parameter such as temperature, pressure, pH, saline solution. Bacterial activity could also influence
their presence in anaerobic environment through the possible reactivity of the bacteria/smectite
interaction. The objective of this study is to determine the reaction parameters able to control the
smectite alteration, catalyzed by microbial activity involving Fe(lll) reduction.

This study shows, the smectite alteration process is driven by Fe(lll) microbial attack which reduce
structural Fe(lll). In this mechanism, Fe(lll) content and its structural distribution are the key
parameter of clay dissolution. Moreover, the acidic condition induced by bacteria activity increases the
global reaction occurs in the Fe(lll) octahedral bio-reduction. Combinaison of Fe(lll) reduction
process and acidic condition by releasing of protons during bio-induced reactivity allow such new
crystallization process. This study has highlighted two new crystallisations process:

« The formation of serpentine group 7A phase when Fe in the octahedral structure of smectite is
in high content.

» The formation of illite phase when Fe(lll) reduction process is combined by acidic condition
bio-induced.

Theses results showed the strong dependence of biolocal processes on the transformation of clay
minerals in the low-temperature environments

INTRODUCTION

Smectite phyllosilicates are common in soils and shallow sediments. They are considered as one of the
most reactive clay mineral. Indeed, many of physical and chemical properties of the smectite group of
clay minerals are related to the expandable interlayer region. These properties, which include swelling,
cation exchange capacity, and catalytic activity, are sometimes diminished or lost during natural
digenetic or hydrothermal events as the smectite reacts to form mixed-layer clay (illite-smectite or
kaolinite-smectite) or pure illite, berthierine or chlorite. Therefore, from both geologic and industrial
point of view, smectite was described as clayey barrier for geological disposal (waste or gas) and
supporting confining or sealing functions (Jullien et al, 2005). The key question remains to determine
the conditions under which smectites are likely to react, in order to assess their long-term stability.
Dioctahedral smectites are known to be more reactive than tri-octahedral smectites (Eberl, 1978;
Lantenois et al., 2005). According to their structural properties, the reactivity of smectite is not
equivalent. The effects of chemical composition, metal iron, temperature, and pressure are often
related on the alteration of smectite to mixed-layer clay or non expandable phyllosilicvates (Eberl,
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1978; Hower, 1981, Perronnet et al., 2007). Temperature is considered as an important parameter able
favor or to control the reactivity of smectite (Eslinger and Peaver, 1988). Moreover, pH conditions
have a great influence on transformation kinetics of smectite.

However, the discovery of the availability of structural Fe(lll) from smectite structure for bacterial
activity supposes that other parameters as biological activity could impact smectite phase stability in
geological environments (Stucki et al., 1987; Kotska et al., 1996). Indeed, since ten years, studies have
demonstrated that a wide variety of dissimilatory iron reducing bacteria (DIRB) can reduce Fe(lll)
inside clay minerals crystalline structure (smectite, nontronite, illite, chlorite...). That includes
mesophilic, thermophilic prokaryotes. More precisely, reactivity of DIRB affects directly the
smectites’ clay minerals (Kostka et al., 1999; Dong et al., 2003, Stucki and Bergaya, 2006 ; Stucki and
Kostka 2006). Among all of these minerals, expendable smectites (montmorillonite or nontronite) are
the most reducible by bacteria (Esnault et al., 2010; Dong et al., 2009). The change of oxidation state
of the structural iron in clay mineral modify the initial expendability properties of smectite with a
decrease of both specific surface area and swelling and in some cases, an increase of cation exchange
capacity (CEC) (Stucki and Bergaya 2006; Stucki and Kotska, 2006).

We treat about reaction parameters for smectites’ alteration induced by IRB at low temperature
through two examples: the smectite to illite transition and the smectite to 1:1 phyllosilicates
transformation.

Processes of illitization of smectite

The smectite to illite reaction is closely related to diagenetic process and depends on temperature,
time, pressure and chemistry composition of deep underground waters and rocks. It was often
correlated with hydrocarbon maturation during sediments diagenesis (Pevear, 1999), and changes in
pore water chemistry (Brown et al., 2001). This reaction typically requires conditions of 140-250°C,
100MPa, and 4-5 months in absence of microbial activity (Eslinger and Peaver, 1988; Ehrenberg, and
Nadeau, 1989). However, S-I reaction could be impacted by pH conditions.

Indeed, smectite illitization is promoted at basic pH (Eberl, 1993). The effect of alkaline solution
entails alteration of smectite properties (Lee and Tank, 1985) and the formation of lllite phase (Bauer
and Velde, 1999). lllitization reaction occurs along a series of dissolution and recrystalization
processes.

Moreover, in acid condition, Smectite to lllite reaction has been also observed. Eberl,(1993) has
shown that organic acid can promote illitisation. In this diagenetic environment where high amount of
organic matter and smectite were found, microbial activity is highlighted to support the smectite to
illite transformation. Contrary to alkaline fluide which have a high potential of smectite alteration by
dissolution, at low pH, transformation processes are different. Smectites are considered as stable
phases in acidic conditions (Bauer et al., 2001). The transformation of primary phase was
exceptionally observed. This stability supposes another process for illitisation. Recent study has shown
that smectite illitization processes could be activated by acidic conditions at low temperature (Credoz
et al 2010). For pH condition around 4, the mechanism is explained by two main processes. These
acidic conditions and the high*Havailability in the system induce exfoliation processes of the
montmorillonite stacking sequences. That promoté#KH cation exchange and coalescence of
individual layers to form new K-rich 2:1 layer as illite.

Studies reporte the microbial impact on smectite (nontronite) to illite reaction (Kim et al., 2004; Zhang
et al.,, 2007a and b). Authors explains that the new crystallization of illite results from microbial
dissolution through the reduction of Fe(lll) inside the smectite structure with high K content (10mM)

in solution. In diagenesis conditions, microbial activity could promoted smectite to illite reaction and

is described to be responsible of illite occurrences in young sediments like mudstone from Nankai
Trough, Japan, (Masuda, 2001). Although the smectite to illite conversion mechanism by bacteria is
not yet well determined, the Fe reduction in octahedral site seems lead to increased layer charge and
alteration of initial structure coupled with K fixation (Huggett and Cuadros 2005).
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Smectite to 1:1 phyllosilicate phase

Smectite / kaolinite mixed-layer are described in various environments as soil and sedimentary
systems (Karathanasis and Hajek 1983; Yongue-Fouateuet al. 2009). The smectite clay minerals
belongs essentially to a Fe-beidellite group (Gaboriau, 1991; Yongue-Fouateuet al., 2009). The
smectite to kaolinite reaction is promoted by Fe-beidellite alteration (Karathanasis and Hajek, 1983)
and transformation appears to be a combination of dissolution-precipitation and global structural
reorganization processes.

Experiences of interaction between metal iron and smectite (Fe-rich beidellite or nontronite) phases
have shown the presence of new crystallized 1:1 phyllosilicate as cronstedtite or berthierine (Lantenois
et al., 2005, Perronnet et al., 2007). One more time, the Fe(lll) reduction into smectite lead to
dissolution-precipitation of minerals. In addition, smectite reactivity is enhanced with increasing
octahedral F& content, the dioctaheral forms and metal iron amount.

The objective of this study is to determine the reaction parameters able to control the smectite
alteration, catalyzed by microbial activity involving Fe(lll) reduction.

We have investigated two smectites clay minerals, MX80 montmorillonite (I6ivdeatent) and
Ward's beidellite (high F& content), in order to determine the role of‘Feontent on smectite
ateration. Moreover, pH conditions on this microbial alteration will be investigated in order to
determine the effect of Hnduced by bacteria activity on new crystallization processes.

MATERIEL AND METHOD

Bacteria:

Two anaerobic bacteria have been chosen for the clay-bacteria experiment: the iron-reducing bacteria
(IRB) Shewanella oneidens&rain MR-1 (CIP* 106686) an@lostridium aurantibutyricum(793T
DSMZ). S. oneidensistrain MR-1 has been isolated from anoxic sediments in Lake Oneida, NY
(Myers and Nealson 1988) and has been the subject of many physiological and genetic stadies on
oneidensis(Nealson and Saffarini 1994). MR-1 is an obligate-respiratory bacterium incapable of
fermentation (Scott and Nealson 1994). The sec@Ghaktridium aurantibutyricurnis a fermentative
bacterium with a efficient metabolism which can produce a high proportion of organic acid (acetic
acid, butyric acid) and is involved in iron(lll) reduction in sol (Stemmler et al., 2004), as well as in the
reduction of goethite (Dominik et al., 2002).

Shewanella oneidensigR-1 andClostridium aurantibutyricum, were grown in the Mclay culture
medium with 50mM Fe(lll) citrate as the electron acceptor prior to transfer into the experimental
reactor lactate for Shewanella sp. or glucose for Clostridium sp. as only electron donors in the system.

Experiments:

Two types of experiments (abiotic and biotic) were performed in anaerobic sterile Teflon reactors. A
synthetic medium, Mclay (Esnault et al., 2010), was prepared usingX8.2micron-filtered water

and sterilized by heating. Cultures were washed 3 times with the medium and then transferred to the
anaerobic sterile Teflon reactors containing 100 mL of the culture medium (Mclay). A total of 2.0
mg/ml of sterile smectite (Beidellite or montmorillonite) with “no altered fraction” (irradiated with a
cobalt irradiator at 35 kGy) was added with 10 mM of glucose or 10mM of lactate fGrasteidium
andShewanella species experiments respectively. Third experiment in anaerobic sterile Teflon reactor
in presence of clostridium species and beideillite mineral was performed in order to determine the role
of bioinduced acidic condition during Fe(lll) microbial reduction. Experiment with organic tampon
(hepes) was added (8g/l) in order to control pH evolution.

Anaerobic conditions were obtained by bubbling a gas mixture: 99%0% CQ. These batch
reactors were incubated at 40°C in the dark. Three replicates were performed for each biotic or abiotic
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experiment. Control experiments were conducted in the same conditions without bacteria. All the
samples were taken under strict anoxic conditions in an anaerobic glove box (98% M, 5%

CO,).

The initial cell density of all cultures, 1x16ell.mI*, was estimated by the relationship between the
optical density (absorbance at 500 nm) and the direct cell count (microscopy).

Analysis:

Clay samples were characterized initially and after reaction by X-Ray Diffraction (XRD). 1 months
after the begining of each experiment, the crushed clay samples was collected and washed carefully
twice with 50 mL ultrapure water. Slurry of the final suspension was deposited on XRD-dedicated
glass slides and air-dried to enable a favourable orientation of the particles for an efficient diffraction.
XRD scans were recorded between 2 and 40°26 (counting time of 2s per 0.02°26 step size) with a
Bruker D8 diffractometer (Cu radiation at 40 kV and 40 mA) equipped with a Gobel mirror and a Sol-
X detector.

Scanning Electron Microscopy (SEM) were performed using Philips® XL 30 and EDX analyses were
performed with a large window Si-Li detector (Oxford Instrument). Semi-quantitative analyses were
calculated with INCA®-Oxford Instrument software providing total atomic percentage for each
analysis.

Transmission Electron Microscopy (TEM) to identify evolution of initial composition after interaction
with bactéria. The structural and chemical evolution of rocks and some primary and secondary mineral
phases was observed and analyzed by TEM. Slurry of the final suspension was deposited on TEM-
dedicated 200 mesh carbon slides and air-dried during 24 h. The observations were performed on a
JEOL 2000 FX Transmission Electron Microscope at 200 kV with a point by point resolution of 2.7 A.
EDX analyses were performed with a large window Si-Li detector (Oxford Instrument) and a super
atmospheric thin window (SATW) slit of 30 mm?. In convergent mode, spectra were acquired in one
minute with a death time < 20% and a global count number of 500-2000. Semi-quantitative analyses
were calculated with INCA®-Oxford Instrument software providing total atomic percentage for each
analysis. Mean structural formulae have been built on set of selected crystallite analyses without any
accessory mineral contamination.

Saline solutions were analyzed using Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectroscopy
(ICP-AES Jobin Yvon® ultra-trace) with an uncertainty of 5%, to determine cations concentrations
initially existing in solutions and its concentrations after reaction.

RESULTS

1. Microbiological reduction of structural Fe(lll) from beidellite and montmorillonite

The alteration of pure smectite minerals were observed either in biotic or abiotic conditions and
monitored through the evolution of agueous Fe in solution (Figure 1 and 2).
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Figure 1: Evolution of concentration of dissolved Fe after bio-alteration of Fe-rich beidellite by Shewanella
sp. and Clostridium sp.

Bio-alteration of beidellite clay minerals was reported in figure 1. In abiotic conditions, the
experiments showed low dissolution of the clay minerals with Fe concentration <3 pM. At the
opposite, the dissolution of clay mineral in the presence of bacteria increases significantly. Dissolution
of beidellite mineral was higher in presenceCtdstridium species thashewanella strain MR1. For
experiment in presence 8hewanellastrain MR1, it was found to be linear between 0 and 10 days,
with a significant increase of Fe concentration (roughly 32uM). This stage was followed by a
stationary step until the final 20 days of experiments.

For experiment in presence Gfostridium it was observed an important alteration with increasing of
dissolved Fe concentration between 0 and 3 days followed by a slower Fe dissolution (curve slope
divided per 14) to reach aqueous Fe concentration roughly to 53uM.

Bio-alteration of Montmorillonite clays mineral was reported in figure 2. As showed in presence of
bedellite, dissolution of montmorillonite mineral was higher in presence&loktridium species
(23uM) thanShewanella strain MR1 (13uM) and Fe dissolution of abiotic is no significant to biotic
experience.
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Figure 2: Evolution of concentration of dissolved Fe after bio-alteration of MX80 Montmorillonite by
Shewanella oneidensis MR1 and Clostridium aurantibutyricum.

Fe dissolution is less high than in beidellite experience. The amount of Fe from minerals could explain
these results: octahedral Fe content in beidellite is higher than montmorillonite. Moreover, analyses of
iron speciation in both experiments are only ii"Ferm (Results not showed).

We confirm that both bacteria used in this study can access to structural Fe(lll) of smectites. This
process support iron reduction and dissolution of smectites. Indeed, in order to precise dissolution
processes, the dissolution kinetics of smectites minerals can be followed by Si releasing from
beidellite mineral during the time (figure 3). Si is often used such as a tracer of weathering of
phylosillicate minerals. In addition to being the most represented in the structure, it is the least reactive
element of smectite and therefore often used to determine dissolution rates of clay materials.

P Biotic impact R _Abiotic reactivity
250 —_— ] Ll 2 gl
200 rH————————F—p~———""F———————————-
150 A = === -—-
3
€ 100 f - —————————— -
=
n
500 = =<~ __F——————————————————-
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Time (d)
| —A— Shewanella —®— Clostridium si abiotique

Figure 3: Kinetic dissolution of beidellite mineral in abiotic and biotic conditions. Dissolution slopes
represent biotic or abiotic activity.
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Results show an increase of dissolution kinetics depending on species activity. We observed an
increasing of dissolved Si f@lostridiumexperiments higher than Shewanella experiments and higher
than abiotic experiment. Between 0 to 8 days, the biological impact on dissolution’s kinetics of
beidellite is observed through the slopes of curves (figure 3). Dissolution kinetics is roughly 7 times
and 4 times higher than abiotic dissolution @ostridiumandShewanella experiments respectively.
Moreover, the end of microbial contribution on beidellite dissolution can be observed on the figure 3
where kinetics dissolution seems to match abiotic kinetics dissolution (si@perShevanella sp.

and slope & for Clostridium sp. are close to abiotic slopgly Indeed, at this step, organic
compounds identified as metabolites are close to complete consumption by bacterial activity (figure
4). These results could explain the decrease of alteration process of beidellite by bacteria (figure 3).

12 mm =

—— Abiotic lactate
—eo— Abiotic glucose
—a— Shewanella

—&— Clostridium

Lactate and Glucose concentration (mmol/L)

Time (d)
Figure 4: Evolution of electron donor concentration (lactate and glucose) in abiotic and biotic expériements

We have to check if the reactivity process involves an homogeneous dissolution or if initial alteration
occurs in the structure.

The dissolution of beidellite appears clearly as an incongruent reaction in our batch system (Figure 5).
A theoretical result corresponds to Fe/Si molar ratio of structural beidellite. In abiotic experiments, a
low amount of structural iron is released in solution compared to silicium. The iron specific reactivity
can explain the results. Contrary to Si, Fe react strongly and immediately with other chemical
elements in solution to precipitate new phases or by sorption phenomenon on smectite particles during
alteration.

06 T————————

molar ratio (Fe/Si)

Time (d)

| —A— Shewanella —#— Clostridium Theoric Abioticl

Figure 5 : Evolution of structural elements of Beidellite during Fe(lll) reduction : Ratio Fe/Si
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In biotic conditions, Fe/Si molar ratio increases during bacterial activity (0 to 5 days) and is higher
than theoretical Fe/Si value. Although Fe is more reactive than Si, Fe dissolution kinetic is higher.
When bacterial activity decreases between 7 and 20 days, Fe/Si molar ratio decreases also below
theoretical curve and becomes stable. The same phenomenon is found in montmorillonite experiments.
We suppose that the alteration of beidelllite mineral is held by Fe(lll) octahedral microbial attack
which reduced Fe(lll) in solid state. This process could cause disequilibrium of structural charge in
mineral, followed by development of clay dissolution.

These results demonstrate the high sensitivity of microbial activity to Fe(lll). Its reduction process
impacts clearly on stability of smectite through a direct effect of layer charges. So, in order to check
directly this impact of bioreduction of Fe(lll) on layer charges, we investigate the cationic exchange
evolution for beideillite.

2. Cations evolution as a tracer of DIRB impact on reactivity of Beidellite
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Figure 5: Evolution of cations’ concentrations during Fe(lll) reduction of beidellite by Shewanella
oneidensis MR1.
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Figure 6: Evolution of cations’ concentrations during Fe(lll) reduction of beidellite by Clostridium
aurantibutyricum.
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The cations in solution evolve during Fe(lll) reduction (Figure 6 and 7). Cation variation already
occurs between the reduced smectite and the free cations in solution when the bacterial reduction
begins.It is dependent on the bacterial activity. The tendency observed is a decrease of the cation
concentration in solution.

The decreasing is more important in presenc€loétridiumspecies thashewanella species (Table

1). The cation evolution could be explained by different chemical equilibrium such as: Distribution
coefficient of elements between gel phases, precipitation of new phases, minerals exchange and
solution.

Cations
exchanged Ca (mmol/l) | K (mmol/l) Mg (mmol/l) INa (mmol/l)
Shewanella 0.36 0.41 0.31 1.4
Clostridium 0.37 0.44 0.25 1.52
Abiotic 0.02 0.05 0.02 0.12

Table 1: Amount of cations exchanged during biological reduction or for abiotic reaction.

In these experiments, chemical analyses did not detect a significant concentration of aluminum in the
solution of batch experiments. Al seems to be only in solide form in the experimental system. Even if
dissolution processes are promoted by bacterial activity, Al is complexed by other elements
ofexperiment

3. Bio-alteration of smectites phases

Beidellite : Cristallisation of 7 A minerals

For Fe-rich bedeillite, the initial alteration step directly associated to structural iron bioreduction is
very important. Microscopic observations (SEM or TEM) have shown a high density of “gel” formed
in bioaltered samples. These gels are composed of initial clay elements Si and Al but also an
enrichment of cation elements such as Fe, Na, K Ca and Mg from initial solution.

Moreover, XRD and TEM analysis have shown new cristalization of mineral:

The characteristic peak at 7 A allows us to identify iron-rich member of the serpentine group. In order
to precise clearly the type of serpentine new crystallized (Figure 8). Under the TEM, some thin
crystals were identified showing dark area of high electron density facies typical thin crystals of Fe-
rich phyllosilicates (Figure 9). Such phases have not been observed previously inside the initial
samples. Nevertheless, even if there are clearly visible under the TEM, these new crystallites appear in
very low quantities. The low temperatures experiments do not allow a large development of
crystallization process. Moreover, iron oxides have been observed inside gel by TEM.
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Figure 8: Detection of the new crystallized 7 A phase from bio-alteration of Fe-rich beidellite by XRD. Abiotic
experiment is in grey line, Shewanella sp. experiment (black line) and Clostridium sp. experiment (black
colour). A very weak peak of illite mineral occurs also in C clostridium experiment.

Besides, formation of a weak illite crystallization is also observed only on XRD spectra of Clostridium
experiments. Activity ofShewanellasp. doesn’t seem allow the illite formation (no characteristic peak
of illite is observed in bio-altered samples).

Figure 9: TEM micrograph of bioreduced beidellite sample by Clostridium aurantibutyricum. A berthierine-
like mineral phase is observed: An approximatively 50-nm-thick packet of 7A Berthierine layer occurred in
smectite matrice. The chemical structural formulale was under treatment from TEM microanalyses.
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Montmorillonite: transition to illite (10 A)
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Figure 10 : Detection of the new crystallized illite phase from bio-alteration of low Fe-content ofMX80
montmorillonite by XRD. Abiotic experiment is in grey line, Shewanella sp. experiment is in black line and
Clostridium sp. experiment is plotted in black colour.

For low Fe-content mineral phases such MX80 montmorillonite, if the alteration process promoted by
bacteria activity is evident, the new-crystallized phase is this case illite—like mineral (Figure 10). This
illitisation process is observed only in few proportions. This result highlights that the mechanism of
smectite to illite is dependant of the initial smectite composition including Fe(lll) and Al(lIl)
proportion in octahedral layer. Moreover, as we have observed in formation of 7 A phase, illitisation
formation is more intense idlostridium experiments, when pH is acid. So acidic conditions seem
favor the biotransformation of smectite.

Bio-induced processes in beidellite: effects of Fe(Ill) and H

In order to check this hypothesis, influence 6fwhs studied in presence of beidellite mineral in two
conditions:

« In conditions where pH can decrease by production of organic acids from bacterial
metabolism. pH decreases : 7 to 5.2

e In controlled pH conditions, where a Hepes tampon was added in excess in the solution to
stabilized the pH. pH is stable : variation between 7 t0 6.9 .

If the pH and thus the concentration ifi id the medium are controlled by the addition of organic
buffer (Hepes), we observe a global reduction of the reactivity and in particular without formation of
illite but the presence of newly crystallised 7A phase is confirmed underlining the strong reactivity of
structural iron (Figure 11).
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Figurell: Influence of acidic conditions in mechanism of smectite biotransformation. Here, beideillite was
biotransfomed in presence of Clostridium aurantibutyricum. The “Not identified phase” could be a GaPO
mineral which has been crystallized after bioalteration.

These results show that the amount of structural Fe(lll) in octahedral layer of smectite and the acidic
conditions are two essential parameters to favour the biotransformation of smectite minerals. Besides,
a high production of Hand organic acid from bacterial activity seem to be necessary to perform the
smectite to illite transformation.

Discussion

Availability of Fe(lll) from smectites for IRB promotes the destabilization of structural charge of
octahedral layer and the followed increasing of clay dissolution. The smectite alteration process is
driven by Fe(lll) microbial attack which reduce Fe(lll). In this mechanism, Fe(lll) content and its
structural distribution are the key parameter of clay dissolution.

The destabilization of smectite by bacteria activity promotes an increase of the cation evolution
between alterated smectite phase or new precipitate phase and cation in solution. Cations were found
hardly in the gel as alteration product of smectite and especially in acidic conditions (case of
Clostridium experiments).

Indeed, protons activity could entail an exfoliation of smectite layer and to facilitate the access of other
cations to the reactional site of mineral surface. The cations fixation process will be increase when
clay structure is alterated. So, proton could favour adsorption of catiorisaagh¢ surface of altered
smectite.

In these experiments, the bio-reaction products depend on two parameters:

» The initial Fe concentration of smectite.
» The acidic condition induced by bacterial activity.

Indded, more the structural iron’s content is important, more the mineral phase is altered during
bacterial activity. Two cases could explain the iron reactivity by bacterial reduction:
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High content of Al in the octahedral structure: smectite is few destabilized because the bond
between Al and O is enough strong to keep a stable octahedral layer. If acidic condition occurs in
this bioreduction process, formation of illite is possible Bya{sorption.

Low content of Al in the octahedral structure: smectite is highly destabilized during Fe(lll)
reduction and dissolution process of octahedral layer occurs in the smectite. This process forms 2
TO structure (serpentine group 7A phase) which are stabilized by cations and Fe(ll) bioreduced.

Nevertheless, even at low temperature, bacterial activity have a great influence on geochemical
kinetics and allows the reactivity to produce new crystallization process and the appearance of illite or
Fe-serpentine. Such processes were previously reported at temperature higher than 80°C for serpentine
and higher than 150°C for illite (Mosser-Ruck et al., 2010 and Eslinger and Peaver, 1988).

In conclusion, combinaison of Fe(lll) reduction process and acidic condition by releasing of protons
during bio-induced reactivity allow such new crystallization process. One of the most significant result
is the confirmation at low temperature of the illitisation process in acidic conditions firstly reported by
Credoz et al., 2010., or in biologicaly condition by Kim et al., 2004. The combining of these two
parameters could explain the low-temperature smectite to illite transition observed in natural
environment like Hamphire basin, U.K, (Huggett and Cuadros, 2005) where reducing (wetting) and
oxidizing (drying) cycles in gley soil allow irreversible Feeduction unduced by bacterial activities
coupled with K fixation in clay mineral. In consequence, theses results showed the strong dependence
of biolocal processes on the transformation of clay minerals in the low-temperature environments.
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4. COMPLEMENTS ET SYNTHESE

Cette partie sera intégrée dans la version finale de I'article précédent.

4.1. MECANISMES DE REDUCTION ET D'ALTERATION

Les résultats montrent que l'attaque initiatrice de la bio-altération argileuse est située
directement sur le Fe(lll) octaédrique, ou le phénomene de réduction se produit. Plusieurs
mécanismes de réduction bactérienne sont possibles, soit par contact membranaire, soit par
I'utilisation de molécules transporteurs d’électrons ou encore par la libération de molécules
chélatantes. Cette attaque entraine par la suite une déstabilisation du feuillet argileux avec
une diminution de sa charge, ensuite compensée par I'entrée de cations en interfoliaire.
Complétée par l'acidolyse microbienne, cette déstabilisation est dans certains cas, trés
importante et les éléments structuraux : Si, Al et Fe sont libérés en solution. Ces éléments
constitutifs des argiles et les cations/anions en solutions interagissent et forment des « gels»
en grandes quantités (Figure 40 et tableau 16) ou des cristallisations/néoformations de
phases minérales argileuses tel que des phases a 7A de type berthierine ou des phases a
10 A de type illite (voir article V).

X F=apd dloctonigue 1

10um image eectronique 1

Figure 40 : Photos de la beidellite bio altérée (gauche) avec ses gels associés par Clostridium
aurantibutyricum et de la beidellite témoin (droite)

Eléments Na K Mg Al Si Ti Fe 0 Total Si/Al
SmectiteTémoin | Spectre (moyenne)] 0,66 - 2,04 1 6,39 | 22,03| 0,23 | 7,09 | 61,38 | 99,82 3,45
Smectite altérée Spectre 1 0,77 | 0,47 | 1,10 | 8,20 | 32,75 - 16,90 | 39,79 | 99,98 3,99
Spectre 2 - 1,68 - 5,01 | 27,08 - 59,93 | 5,98 99,68 5,41

Tableau 56: tableau d’analyses chimiques (% atomique) de la beidellite témoin non altérée et la beidellite
altérée par analyses EDS

La formation de ces « gels » lors de la réduction bactérienne du Fe(lll) structural des
smectites entraine une légére augmentation de la capacité d’échange cationique globale des
solides (Tableau 17).

Cependant, bien que I'altération des smectites engendrée par la bactérie Clostridium soit
plus importante que celle par la bactérie Shewanella, notamment avec la formation de gel, la
CEC des smectites altérées est plus importante en présence de I'espéce Shewanella que de
'espece Clostridium (Tableau 17). L'explication proposée est celle de l'activité bactérienne
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qui produit des H" ainsi que des acides organiques. En effet, ces acides peuvent entrainer
une exfoliation des feuillets et favoriser I'accessibilité aux sites réactionnels de surface aux
autres cations, dont le K* (Credoz et al., 2010 ). Une des conséguences, serait le
piégeage de ce cation a fort rayon ionique entre les feuillets argileux déstabilisés par
l'activité de réduction des bactéries. Ce mécanisme pourrait aussi expliquer la formation
d’illite retrouvée dans les expériences ou le pH de la solution était le plus acide (en fin
d’expérience le pH = 5,3 dans les « batchs » avec Clostridium alors qu’il est de 6,2 pour les
« batch » avec Shewanella).

CEC (meq/100g)| Control | Shewanella | Clostridium
Beidellite 91,405 | 99,6+1,1 | 94,2+1,5

Tableau 67 : Mesure de la capacité d’échange cationique (CEC) avant et aprés altération microbienne.

Hypothése de la bio-transformation des smectites a basse température

Les résultats obtenus concernant l'altération des smectites induites par les activités
bactériennes ferriréductrices ont mis en évidence deux processus :

« une formation de phases a 7A, uniquement lorsque la teneur en Fe(lll)
structural est élevée (cas de la beidellite ferrifere).

* une formation dillite, lorsque la teneur en Fe(lll) structural est faible et que
concentration en H * dans le milieu est élevée.

La formation de phase a 7A peut étre expliquée par la cristallochimie de la beidellite
ferrifere. En effet, cette beidellite posséde une teneur importante en Fe(lll) dans l'octaédre
comparée a celle de Al(lll). Le ratio Fe(lll) / Al(lll) dans les octaedres vaut 1,2/ 0,7 (d’'aprés
Lantenois, 2003). Ce qui suppose l'existence de clusters de Fe(lll) au sein des octaédres,
c’est a dire de liaisons Fe(lll)-O-Fe(lll) disséminées dans un ensemble de liaisons Fe(lll)-O-
Al. Ces hétérogénéités structurales contrblent la réactivité des particules argileuses et les
processus de réduction :

* Plus la structure contient du Fe(lll) octaédrique plus la réduction bactérienne du
Fe(lll) va engendrer une déstabilisation importante du feuillet par une diminution de la
charge de la couche octaédrique, fragilisant ainsi les liaisons Fe(l11)-O.

 La présence de clusters de Fe(lll) ne fait qu'accroitre la fragilité du réseau
octaédrique lors de la réduction du fer: les liaisons Fe(lll)-O sont fortement affaiblies

* A linverse, dans la conformation di-octaédrique « habituelle » Fe(lll)-O-Al, la liaison
O-Al maintient la structure apres réduction du Fe(lll). L'aluminium (Ill) n’est pas
réductible par voie microbienne.

« Plus la concentration en H" est importante, plus la liaison Fe(ll)-O est fragilisée, du
fait des processus de réduction et peut étre rompue et entrainer une dissolution du
Fe(ll) structural.

Mécanisme proposé pour la formation des phases a 7A (Figure 41) :

Dans le cas de la beidellite, qui comporte une grande quantité de cluster de Fe(lll),
'action conjointe et localisée des processus de réduction bactérien (Fe(lll) -> Fe(ll)) et
d’acidolyse résultant de lactivité des H' du métabolisme bactérien va engendrer une
déstabilisation importante de la couche octaédrique. Celle-ci favorise I'ouverture du feuillet
octaédrique par rupture des liaisons Fe(ll)-O et l'apparition de deux structures TO,
reconstituant des briques phyllosilicatées élémentaires. Ces derniéres peuvent alors refixer
le Fe?* en solution pour former des phases & 7 A riches en fer, de type berthierine. En effet,
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la dissolution bactérienne de la couche tétraedrique est difficilement réalisable en raison de
'absence de Fe(lll) tétraédrique et d’une production de protons ou de chélatants insuffisante
pour favoriser une dissolution efficace a pH acide. Par conséquent, la néoformation de
phase & 7 A par la réaction microbiologique est :

« dépendante de la teneur en Fe(lll) octaédrique (rapport Fe(lI)/AI(III)
éleve),

« favorisée lorsque l'activité des H* est élevée dans le milieu

Séguences réactionnelles, adaptées et développées de Jullien (2006) :

Smectite Felll (+Mg) Shewahela Smectite Felll (= Mg)

onefdensis MR-1

ﬁ

Réduction du Fe3*

Smectite FellT (£ Mg) Oxyde de fer
A
e
® —k e FeOOH

% ate Bt Lo Brique
Pi ﬂfe‘;f)tlls d 2“;‘;:}1[;]11:‘“lst:‘llfls:‘lllotl ph_\'llosilicmée + -:!;;-m + @
via etat « gel Si-Al-Fe » religue Fe2* E

Berthierine (phase a7 A)

Figure 41: Représentation schématique d’une séquence réactionnelle de formation de phase a 7A induite
par la réduction bactérienne du fer(lll) dans un systéme bactérie ferri-réductrice — smectite férrifére.

Mécanisme proposé pour la formation des phases illitiques (Fiqure 42) :

Contrairement & la formation de phases ferriferes de type berthiérine, la néoformation
d’illite que Il'on retrouve dans les expériences conduites avec la beidellite et la
montmorillonite peut s’expliquer par :

e« une plus faible teneur en Fe(lll) structural dans les minéraux cibles,
I'aluminium octaédrique étant majoritaire,
* leréle prédominant des protons (acidification).

L’hypotheése proposée ici, est la diminution locale transitoire du pH qui pourrait conduire a
I'exfoliation des feuillets argileux et ainsi augmenter I'accessibilité aux sites de surfaces et
permettre in fine I'entrée de K* dans I'espace interfoliaire. Le rayon ionique important du
potassium entrainerait la fermeture de [linterfoliaire et le K* passerait en position non
échangeable, ce qui expliquerait la diminution de la CEC mesurée dans les expériences
réalisées en présence de Clostridium aurantibutyricum.

Ce processus d'illitisation a faible température en conditions acides a été déja décrit par
Credoz et al., (2010). D’autre part, ce mécanisme d’exfoliation/illitisation, favorisé par la
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présence de H*, pourrait expliquer lillitisation des smectites/nontronites catalysées par
'action de microorganismes ferri-réducteurs a 25T, observée par Kim et al (2004). Dans
cette étude, en plus d'une grande concentration de K* dans le milieu réactionnel, des
sources de carbone organique et de transporteur d’électrons (catéchols/quinones) ont été
ajoutées dans le milieu, ce qui accroit significativement I'excrétion et les productions de
métabolites microbiens dans le systéeme (« overflow » d’acides organiques et protons).
Malheureusement, dans cette étude le pH n‘a pas été mesuré, ce qui limite la portée de

I'explication.

Séquence réactionnelle adaptée et développée d’aprés Jullien

(2006) et Credoz

(2009).
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Figure 42: Représentation schématique d’une séquence réactionnelle d’illitisation induite par réduction
dans un systéme bactérie ferri-réductrice — smectite férrifére.
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4.2. BILAN INTERMEDIAIRE

Dans cette partie, consacrée a I'étude de la biodisponibilité du fer, les résultats ont
montré que le Fe(lll) structural des matériaux argileux, qu'il soit dans des structures
complexes tel que les argilites ou dans des phases purifiées de nature différentes (smectite,
illite ou kaolinite), était disponible en tant qu’accepteur d’électrons et pouvait soutenir le
développement bactérien. Ainsi, les matériaux argileux peuvent supporter une activité
bactérienne ferri-réductrice en assurant une accessibilité et une disponibilité suffisante du
Fe(lll) pour les fonctions cellulaires des microorganismes. Ces résultats sont suffisamment
significatifs pour étre transposables dans les environnements profonds en regard de la
proportion d’argile et de la teneur en Fe(lll) significatif dans les argilites (chapitre I1).

D’autre part, les smectites ont été clairement identifiees comme les phases minérales
argileuses les plus réactives vis-a-vis de l'activité ferri-réductrice ou altérante des bactéries.
Par ordre décroissant de réactivité, on peut classer de la maniére suivante les trois minéraux
étudiés :

Smectite > Kaolinite > lllite

Cette hiérarchisation est aussi présente dans la réactivité¢ Fer/argile, (Lantenois
2003).

Ces résultats démontrent que la réactivité du systeme bactérie-argile dépend bien de
deux parametres clefs :

e La nature des phases minérales,
e lateneur en Fe(lll) structural.

Ces parametres déterminent la tenue du matériau initial. En effet, la smectite peut étre
déstabilisée jusqu’a destruction compléete de sa structure cristalline et formation d’'une phase

gel.

Dans le cas de l'argilite, l'interstratifié lllite/Smectite (I/S) est altéré sous I'action des
bactéries ferriréductrices pour former des phases illitiques et siliceuses aux dépens de la
fraction smectite de I'l/S (article 1). Ce comportement concorde avec le processus d'illitisation
proposé lorsque les phases de type smectite initialement présentes dans l'argilite sont
préférentiellement des montmorillonites a faible teneur en fer structural. Ce processus est
favorisé par la présence de métabolites microbiens secondaires comme les protons ou les
acides organiques.

Dans le cas des argiles purifiées, la dissolution d’éléments structuraux (Fe, Si) est
parfaitement observable. L’activité bactérienne augmente significativement la solubilité ainsi
que la vitesse d'altération de la smectite initiale (article I1).

Cette altération bio-induite entraine la néoformation de phases secondaires
argileuses qui est dépendante :

» de la nature de la smectite,
» de composition en Fe(lll) structural et de sa distribution cristallochimique,

« de la quantité en produit acidifiant (H" et acides organiques) résultant du métabolisme
bactérien.

La formation de phase a 7A de type berthierine est identifiée en tant que produit
secondaire de la beidellite ferrifére.

La formation de phase & 10 A de type illite est observée uniquement comme produit
secondaire de la montmorillonite MX80. La formation de phase & 7 A ferrifére n’est pas
observée en raison de la faible teneur en fer du matériau initial.
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Le résultat le plus marquant est que cette cristallisation a lieu a des températures trés
basses (inférieures a 40C). La limite inférieure connue pour les processus de
serpentinisation (environ 70-80C), est abaissée en présence de microorganismes
ferriréducteurs anaérobies. Elle témoigne de [linfluence considérable de [Iactivité
microbienne anaérobie dans les transformations minéralogiques des minéraux argileux
présents dans des systemes complexes de stockage en milieu géologique profond.
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CHAPITRE V : BIOCORROSION DES MATERIAUX
METALLIQUES

1. FER ET CORROSION EN MILIEU PROFOND

Dans [l'évolution du stockage, les processus de corrosion des colis de déchets
métalliques sont inévitables. Vis-a-vis de la sdreté du stockage, la pérennité des enveloppes
métalliques assurant le confinement des déchets radioactifs est un enjeu primordial dans
lequel la stabilité mécanique et chimique des conteneurs métalliques a un rdle essentiel.
Quel que soit le processus de corrosion du fer des colis impliqués (aqueux ou argileux), la
formation d’oxydes de Fe(lll) cristallisés (goethite, magnétite, hématite) est toujours décrite
dans la littérature (Andra, 2005 ; Papillon et al., 2003; Jullien et al.,

2005 ; Féron, 2010 ; McDonald et al., 1992 ). Dans les environnements
sédimentaires, ces minéraux sont tres réactifs et participent & de nombreux processus
biogéochimiques et diagénétiques : formation de dépbts de fer sédimentaire (Walker,
1984) ou transport colloidal d’éléments métalliques (métaux lourds) dans les eaux douces
(Hilton 1986 ; Thouveny 1994 ) ou piégeage particulaire dans les environnements
marins (Karlin et levi, 1983 ; Shau et al, 1993 ).

Ainsi, les oxydes de fer peuvent avoir un réle significatif dans les processus chimiques
lors du stockage des déchets radioactifs en raison de leur forte affinité vis a vis des
radionucléides. En effet, les radionucléides sont souvent sorbés a la surface des oxydes et
hydroxydes de fer et manganese dans les sols et les environnements de subsurfaces
(Nealson et Little, 1997 ; Lovley 1995 ).

D’autre part, dans les processus biogéochimiques, le Fe(lll) est identifi€ comme étant un
des premiers accepteurs d’électrons externes significatifs pour la respiration microbienne
(Walker, 1987 ; Cairns-Smith et al., 1992 ; de Durve, 1995 ). Ces
processus de réduction du Fe(lll) par voie microbienne ont été proposés pour expliquer la
persistance des organismes vivants dans différents environnements extrémes tels que : les
dépdbts archéens associés a des tapis microbiens (Vargas et al., 1998 ), la vie sur Mars
(McKay et al., 1996 ) ou dans la biosphére profonde (Gold 1992).

Les oxydes de fer amorphes (HFO) et les oxydes de fer cristallisés constituent en
général de bons accepteurs d’électrons disponibles pour les bactéries ferriréductrices
(Lovley et Philips, 1987 ; Kotska et Nealson, 1995; Roden et
Zachara, 1996 ; Zachara et al. 1998 et Fredrickson et al., 1998 ;

Bonneville et al., 2004 ; 2006 ; 2009 ).

La réduction bactérienne de la magnétite est un processus commun et important dans
les environnements de subsurface ou la masse des oxydes de fer peut constituer un
important réservoir d’accepteurs d'électrons (Dong et al.,2000 ). Dans un contexte de
stockage des déchets radioactifs, la dissolution des oxydes de Fe par les bactéries
ferriréductrices, peut remobiliser les radionucléides piégés sur les oxydes et les libérer dans
les aquiféres proches (Francis et Dodge, 1990 ), d'ou l'importance de contraindre le
phénomeéne.
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2. DISSOLUTION BACTERIENNE DES OXYDES DE FER

Des expériences en présence de bactéries ferriréductrices et d'oxydes de Fe(lll)
(hématite — magnétite) ont été réalisées afin de vérifier l'efficacité des processus
respiration/réduction des oxydes de Fe(lll) cristallisés et de déterminer les transformations
minéralogiques bio-induites.

Quatre expériences sont réalisées en réacteur batch en verre, sous agitation, a
I'obscurité dans une étuve a 40C :

« Deux expériences bhiotiques de réduction bactérienne en présence de Shewanella
oneidensis MR1 mise en contact avec 200mg de magnétite (Fe;0,4) ou d’hématite
(Fe,03) suspendus dans 70ml de solution organique MClay. L'inoculation est réalisée
a 4% v/v a partir d’'une suspension de cellules bactériennes (~107 cellules/mL).

« Deux expériences abiotiques témoins non inoculées.

Dans toutes les expériences, 10mM de lactate sont ajoutées a la solution que ce soit
comme donneur d’électrons pour les expériences biotiques ou comme condition témoin dans
les expériences abiotiques. Les réacteurs sont hermétiqguement scellés, dégazés par
balayage avec un mélange de gaz (N, 90% CO, 10%). Une légére surpression est imposée
en début d’expérience 1.5 bars), afin de maintenir des conditions d’anaérobiose pour le
développement bactérien tout au long de I'expérience.

L’interaction entre la bactérie ferriréductrice Shewanella oneidensis MR1 et les oxydes
montre la biodisponibilité du Fe(lll) structural des oxydes pour la respiration microbienne.
Ceci entraine une dissolution de fer dans le milieu expérimental qui a pour conséquence une
dissolution du fer structural dans le milieu expérimental (Figure 45 et 46).

L’accessibilité du Fe(lll) des oxydes est déterminée par la fraction molaire dissoute.
Le pourcentage de fer dissous de la magnétite :
— [Mol Fe dissous] / [Mol de Fe magnétite] * 100 = 128.10°/4,97. 10° = 2, 88%

Le pourcentage de fer dissous de I'hématite :
— [Mol Fe dissous] / [Mol de Fe magnétite] * 100 = 34.10°/ 6,25. 10° = 0, 55%

Les résultats montrent une altération bactérienne plus importante par dissolution du Fe
de la magnétite que de I'hématite.

Ainsi, I'accessibilité biologique au Fe(lll) est plus importante pour la magnétite que
I’hématite, pour les matériaux synthétiques utilisés. (Figure 43 et 44).
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Figure 43 : Dissolution de la magnétite aprés réduction du Fe(lll) par Shewanella oneidensis MR1.
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Figure 44 : Dissolution de I’hématite aprés réduction du Fe(lll) par Shewanella oneidensis MR1.

Cette dissolution réductive du fer est corrélée a la consommation du substrat organique
(lactate) et a la production de H* (Figure 45 et 46). Toutefois, la consommation plus
importante de lactate en présence de magnétite que d’hématite est accompagnée d’une
diminution plus importante du pH (6,2 au lieu de 6,5 respectivement)
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Figure 45 : Evolution des substrats (lactate) et des produits réactionnels lors de la réduction du Fe(lll) de
la magnétite par Shewanella oneidensis MR1.
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Figure 46 : Evolution des substrats (lactate) et des produits réactionnels lors de la réduction du Fe(lll) de
I’hématite par Shewanella oneidensis MR1.

Les phases néoformées durant ces expériences de réduction n'ont cependant pas pu
étre déterminées. Les caractérisations standards par Diffraction des Rayons X effectuées
n'ont pas pu mettre en évidence de variations significatives dans les phases minérales. En
effet la dissolution des oxydes n’est pas totale. Ainsi, dans le cas spécifique des oxydes de
fer et en I'absence de phases secondaires, de type rouilles vertes (Berthelin et al., 2006), on
peut dire que la dissolution des oxydes reste limitée et localisée a la surface des matériaux.

En conclusion, dans les systemes expérimentaux testés, la bactérie Shewanella
oneidensis MR 1, peut accéder au Fe(lll) des oxydes de fer (hématite - magnétite) et les
réduire. Comme ces minéraux sont susceptibles d'étre produits lors des processus de
corrosion des métaux, les bactéries ferriréductrices peuvent avoir un réle important sur la
dynamique de corrosion des colis de déchets radioactifs. La stabilité de ces composés
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ferrigues et métalliques au cours de I'évolution du stockage est un parametre crucial pour
prédire la sureté du stockage. L'équilibre dynamique entre les processus de corrosion des
colis et ceux de réduction bactérienne des phases oxydes est donc déterminant, car ces
produits de corrosion peuvent constituer des couches de passivation remobilisables par
l'activité des bactéries.

Différentes questions se posent concernant I'impact bactérien sur la stabilité de ces
phases minérales et plus directement sur les processus de corrosion :

* Quels sont les minéraux secondaires formés par les processus de corrosion
métallique ?

* Quelle est la viabilité des bactéries ferriréductrices dans un contexte de corrosion
métallique ?

* Quel est I'impact des processus de ferriréduction bactérienne dans les processus
de biocorrosion ?
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3. FER METAL : REACTION ABIOTIQUE / BIOTIQUE, ROLE SUR
LES VITESSES DE CORROSION

Article IV
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Résumé : Dans les environnements géologiques profonds envisagés pour le stockage des déchets
radioactifs, des conteneurs métalliques feront I'objet de processus de corrosion anaérobie. Dans ce
contexte, la formation de produits de corrosion tels que la magnétite peut réduire la vitesse de
corrosion par la formation d'une couche protectrice, dite couche de passivation. Cette étude vise a
déterminer l'impact direct de l'activité des bactéries réductrices (IRB) du Fe(lll) structural sur la
stabilité des couches protectrices formées lors de la corrosion métallique. Des expériences en milieu
fermé et a pression controlée ont été conduites pour caractériser les processus de corrosion du fer
incluant la formation de magnétite secondaire et leurs modifications ultérieures suite a I'activité des
bactéries réduisant le Fe(lll) pour la respiration microbienne. Ces expériences tentent aussi de
quantifier Iinfluence biologique sur le maintien d'un taux élevé de corrosion. Dans ces conditions
d’expérimentation, les produits de corrosion formés comme la magnétite et I'hydrogene sont étudiés
comme étant les seuls donneurs et accepteurs d'électrons efficaces pour les activités bactériennes
ferriréductrices. Les résultats montrent que les bactéries ferriréductrices peuvent promouvoir la
réactivation du processus de corrosion dans des environnements corrosifs en altérant la couche de
passivation constituée d’'oxydes de fer néoformés, stabilisée en conditions abiotiques. Ce phénoméne
pourrait avoir un impact majeur sur la stabilité a long terme des composés métalliques, matériaux
impliqués dans le confinement des déchets radioactifs a vie longue.
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Reactivation of metallic corrosion processes sustained by Iron-
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ABSTRACT

In deep geological environments foreseen for the disposal of radioactive waste, metallic containers
will undergo anaerobic corrosion. In this context, the formation of corrosion products such as
magnetite may reduce the rate of these corrosion processes through the formation of a protective layer.
This study aims at determining the direct impact of Iron-Reducing Bacteria (IRB) activity on the
stability of corrosion protective layers. Batch experiments investigating iron corrosion processes
including the formation of secondary magnetite and its subsequent alteration in the presence of IRB
shows the bacteria ability to use structural Fe(lll) for respiration which leads to the sustainment of a
high corrosion rate. With the bio-reduction of corrosion products such as magnetite,andléttron

donor, IRB promote the reactivation of corrosion processes in corrosive environments by altering the
protective layer. This phenomenon could have a major impact on the long-term stability of metallic
compounds involved in multi-barrier system for high-level nuclear waste containment.

INTRODUCTION

The French concept for deep geological radioactive waste disposal is based on a multi-barrier system
involving metallic containers placed in a thick clayey host rock in order to ensure radionuclide
confinement. One of the most important criteria for the safety assessment of these geological
repositories concerns the lifespan of the metal containers. In such deep geological environments
(elevated pressure and temperature, low water content, presence of metallic components, and
microbial activity), many factors may alter the expected containment properties of metal containers. In
nuclear waste disposal conditions, many corrosion reaction processes are liable to occur: (a) aerobic
agueous corrosion during the operational phase, (b) transformation of minerals during the transition to
anaerobic conditions, and (c) anaerobic corrosion (Andra, 2005):

4Fe + 3 02 — 2 F9203
4Fe + 6H,0 + 30, —» 4 Fe(OH);
(a) 2Fe + HO + 3/20, —»= 2 FeO(OH)

(b) 2 Fe(OH)s + 4Fe + 2H,0 —»> 2Fe;04 + 5H,

3Fe + 4 H20 — - FQ304 + 4 H2
Fe + 2 Hzo — = Fe(OH)z + H2
(C) 3 Fe(OH)2 —— Fe304 + 2 Hzo + H2

These classical aqueous corrosion processes form thermodynamically stable phases such as Fe-oxides

(mainly magnetite F©,) and produce significant quantities of. Mlevertheless, the stability of these
oxide compounds may be affected by the action of biological agents sustaining the bio-catalysed
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mechanisms which are known to consume them (Kukkaddpal, 2010). It is thus crucial to
determine the quantitative impact of such bio-activated processes for the overall safety assessment and
the long-term prediction of changes in radioactive waste disposal.

The activity of microorganisms has recently been evidenced in deep clayey environments: in Callovo-
oxfordian argillite (Poulain, 2008); Opalinus clay (Mauclaiteal., 2007; Stroes Gascoyee¢ al,

2007) and in bentonite swelling clay used as an engineered barrier (Pedersen and Motamedi, 2000).
These observations raise the question of the impact of microorganisms on corrosion parameters due to
processes such as “biologically induced corrosion” (Stroes-Gascoyne, S. and J. M. West, 1997). As a
first step, an inventory of the nutrients capable of supporting such bacterial activity was performed,
taking into account energetic compounds and fluxes in the specific case of the French geological
radioactive waste disposal concept (Esnatlal., 2009). Different sources of energetic compounds

and nutrients were identified: organic matter andeing among the most important, id known as

one of the most efficient energetic substrates for deep terrestrial subsurface environmeetsa(lin

2005). Large amounts of,Hjas are expected to be produced inside radioactive waste repositories,
originating from the corrosion of metallic components in anoxic conditions and water radiolysis. Such
conditions will consequently facilitate microbial activity in this specific environment (Léieat, this

issue, Galést al, 2005). Fe(lll) from minerals present in this environment could prove to be the main
electron acceptor for microbial reduction. Corrosion products containing Fe(lll), such as magnetite
(F&0y), also sustain the development of iron-reducing bacteria (IRB) in these environments and could
have impact on the geochemical conditions of deep geological environments. New research was
investigated on the impact of iron-reducing bacteria (IRB) on metallic corrosion processes in order to
determine the biological parameters necessary to predict geochemical variations and the sustainability
of metallic components in geological disposals. Biocorrosion processes triggered by IRB species have
been less investigated in connection with sulphate-reducing bacteria (Castaneda and Benetton, 2008;
Rainha and Fonseca, 1997; Féron et1897; Stott, 1993). However, it has already been seen that the
reduction of insoluble ferric ion compounds into soluble ferrous ion compounds facilitates the removal
of protective corrosion products formed on exposed iron alloy surfaces (Videla, 1996a). It has also
been reported that IRB are involved in the formation of biofilms which promote corrosion (Geesey,
1991). Nevertheless, the role of IRB in biocorrosion is still under debate: while IRB is thought to
enhance corrosion processes, other studies suggest that IRB may constitute a protection for carbon
steel by the formation of a protective biofilm (Dub&tlal, 2002; Lee and Newman, 2003; Herrera

and Videla, 2009).

The objective of this research is to determine the impact of IRB activity on corrosion processes under
geochemical conditions in a deep geological repository. To support these investigations,
physicochemical studies were performed in the presence of a model microbe species: the ferric-
reducing bacteriumiShewanella oneidensis strain MR-IThis paper particularly investigates the
capacity of this bacterium to reduce Fe(lll) from magnetite using hydrogen according to the following

reaction: H, + F€% mgnette —» F€** souution + 2H * in metallic corrosion processes.

MATERIAL AND METHODS

Batch experiments:

Two types of experiments — abiotic (without bacteria) and biotic (viable or no viable bacteria) — were
performed in sterile anaerobic Teflon reactors (Table 1) containing 100mL of a synthetic medium
(Mclay) and a base medium with the following composition: 9.0 mM4jp84, 0.33 mM IKHPQ,,

0.33mM KH,PQ,, 2.0 mM NaHCQ, 1.01 mM MgSQ, 0.485 mM CaCj 56.6 uM HBO;, 10.0 uM

NaC1, 1.0 uM FeS0O4, 5.0 uM Co$B.0 UM Ni(NH)»(SQy),, 3.87 UM NaMoO, 1.5 uM
Na2SeO4, 1.26 uM MnS0O4, 1.04 IuM ZnSO4, 0.2 pM CuSO4, 0.115uM arginine, 0.118uM
glutamate, and 0.190uM serine. This Mclay medium was prepared by making minor changes to the
medium’s composition according to Kostka (1996) in order to resemble the chemical composition of
natural argillite interstitial water as much as possible (Beauetik, 2008). In a second step, 1 g of
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metallic iron powder (Merckl] 10 pm) or synthetic magnetite mineral powder (Aldrich 31,006-9,
<5um), sterilised in an irradiator at the CEA/Cadarache Centre (Cobalt radioactive SéDoje (
ddivering a total dose of 35 kGy to kill live bacteria), was added to the reactor. After introducing the
bacteria samples (biotic experiments only), these batches were incubated at 40°C in the dark under
permanent stirring. Control experiments (biotic experiments) were conducted in the same conditions
with no viable bacteria obtained by heating at 120°C for 1 hour. Biotic experiments were performed at
pH 7 (pH of Mclay medium) and abiotic experiments were conducted with 3 different pH levels (pH 6,
pH 7 and pH 8) by adding the appropriate volume of HCI or NaOH (0,1N). Three replicates for each
abiotic or biotic experiment were performed. A graph of the results shows the average of these three
replicates. Anaerobic conditions were obtained during incubation by bubbling a gas mixture:;,90% N
10% CO, for metallic iron experiments and 60%,130% N, 10% CQfor magnetite experiments.

Experimental . . . . .
P ” Medium Minerals Initial pH Gas mixture Replicates
conditions
Abiotic
Mclay Fe 6 N,(90%) CO,(10%) 3
No bacteria Mclay Fe 7 N,(90%) CO,(10%) 3
Mclay Fe 8 N,(90%) CO,(10%) 3
Biotic
. Mclay Fe 7 N,(90%) CO,(10%) 3
Dead bacteria Mclay Magnetite 7 H,(60%) N»(30%) CO,(10%) 3
. . Mclay Fe 7 N,(90%) CO,(10%) 3
Live bacteria Mclay Magnetite 7 H,(60%) N,(30%) CO,(10%) 3

Table 1. Initial conditions for abiotic and biotic experiments.

Bacteria:

The facultative anaerobic bacterium Shewanella oneidensis strain MR-1 was used as the iron-reducing
bacteria (IRB). This bacterium is an obligate-respiratory bacterium, incapable of fermentation (Scott
and Nealson 1994). Shewanella oneidensis MR-1 was grown in the Mclay culture medium with 50
mM of Fe(lll) citrate as the electron acceptor prior to transfer to the experimental reactor. The initial
cell density of all cultures was 2°ML-1, as estimated by the relationship between optical density
and direct cell counts (Francois et al., 2005). Optical density was measured at 600 nm using Cary 5G,
UV-Vis-NIR spectrophotometer (Varian). Measurements were corrected by a blank containing only
pure Mclay medium. The viability of the Shewanella oneidensis MR1 cells was checked using a
combination staining of Syto® 9 green fluorescent nucleic acid (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
and propidium iodide (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany). Cells with an intact cell membrane,
considered as living, will stain green, while cells with a damaged cell membrane, which are here
considered as dead, will stain red. The protocol is based on the LIVE/DEATH® BacLightTM
Bacterial Viability Kits (Molecular Probes).

Geochemical analyses
Aqueous iron:

A 4 mL reactor sample was taken to monitor any chemical changes in the trace element (i.e. iron) and
filtered at 0.22 pM (millipore® filter).The batch solution was monitored for total Fe (dissolved
Fell+Felll) using coupled plasma—atomic emission spectroscopy (ICP-AES Jobin Yvon® ultra-trace).
The sample was acidified with Merck Suprapur nitric acid (4%, final volume).

The Fe(ll)/Fe(lll) ratio in solution was monitored using Ferrozine colorimetric methods adapted from
Viollier et al (2000), which utilises dissolved Fe(lll) solutions and their reduced products after the
addition of hydroxylamine hydrochloride as standards, and interpreted according to the updated
procedure described by Washingtiral(2004).
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H2 produced:

An optimised method of Hmeasurement at low pressure was carried out using gas chromatography
(Varian® GC 4900) coupled with a sensitive pressure sensor (Baumer®; 0 f®2*400° Pa). To

perform gas analysis, thermostatic reactors were linked to gas chromatography by a sterile syringe.
Gas was pumped and mixed with a vector gas (nitrogen) and analysed through a molecular sieve
packed column in order to identify the proportion in each reactor by catharometric detection.

Corrosion product

Samples were characterised before and after biotic and abiotic alteration by X-Ray Diffraction
(Brucker®). At the end of each experiment, the sample was collected and washed carefully twice with
50 mL ultrapure water. Slurry of the final suspension was deposited on XRD-dedicated glass slides
and air-dried to enable a favourable orientation of the patrticles for efficient diffraction. XRD scans
were recorded between 2 and 40°20 (counting time of 2s per 0.02°26 step size) with a Bruker D8
diffractometer (Cu radiation at 40 kV and 40 mA) equipped with a Gébel mirror and a Sol-X detector.

RESULTS

1 Abiotic corrosion processes

H, is produced during the aqueous anaerobic corrosion experiments (Figure 1); its concentration
increases in a non-linear fashion with time (the corrosion kinetics increase during the first step from 0
to 300 h, before decreasing from 300 to 1200 h during the second step). In parallel, the iron
concentration increased during the first stage and peaked at 100 h, then decreased during the second
stage from 100 to 200 h, before finally stabilising after 200 h. This is interpreted as a decrease in the
corrosion kinetics (kK production curve) while a significant proportion of the iron, initially released,
precipitates in solid form in the system. This phenomenon is more obvious in the experiment with pH

6 than in the experiment with pH 8, as can be expected due to the well known dependency of corrosion
processes on pH (decreasing corrosion rate from pH 6 to pH 8). An increase in pH was observed at the
end of the experiments (7.72 for the pH 6 experiments, 8.05 for the pH 7 experiments and 8.56 for the
pH 8 experiments).

450 - r 25
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S 300 - =
§ 250 - -
$ 200 - L 10 §
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0 : : : : : ° 0,0
0,0 200,0 400,0 600,0 800,0 1000,0 1200,0 1400,0
Time (h)
pH6 (Fe) == pH7 (Fe) —&— pH 8 (Fe)
pH 6 (H2) —m— pH7 (H2) —e— pH8 (H2)

Figure 1: Anaerobic aqueous corrosion of iron powder at different pH: variation in total dissolved iron (solid
lines) and H (dashed lines) concentration in batch reactor. (Dashed lines 5 $tlid lines= dissolved Fe)
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The fact that the precipitation of iron mineral is followed by a decrease in,theoHuced suggests

that a protective layer may have formed on the surface of the metallic iron (Papi#lip8003). XRD
analysis does show the formation of magnetite in a large proportion and siderite in a smaller
proportion for abiotic corrosion experiments (Figure 4).

2 Biocorrosion processes (with or without viable bacteria)

These experiments (see Step One, Figure 2) were started in the same conditions as the abiotic
experiments for up to 400 h. Bacteria samples (dead for the control experiment and alive for the biotic
experiment) were added to the reactor with iron powder in the MClay solution media at pH 7. No
differences were observed in the corrosion process between both biotic experiments - dead (grey line)
or live bacteria (red line). The same corrosion profile was obtained for both the abiotic and abiotic
experiments (Figure 1), i.e., increasegpgfoduction and iron concentration in solution (up to 100 h)
followed by a decrease in both the dissolved iron concentration ang fireddiction kinetics (from

100 h to 300 h). Nevertheless, the corrosion rate is higher in the presence of organic biomass, live
bacteria or dead bacteria (Figure 2, Step One) in comparison with the abiotic experiment at pH 7
(Figure 1). Metallic corrosion is therefore accelerated when the ionic strength of the solution is high:
1.0 £0.05mmol of His produced in the abiotic experiment (Figure 1 at 200h) compared with 1.3 *
0.08mmol of H; in the biotic organic experiments (Figure 2 at 200h). Moreover, no bacteria are alive
at 380 h, which can be explained by the lack of Fe(lll) mineral at the beginning of the experiment
which entails dead cells.
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Figure 2: Influence of IRB on metal corrosion: bioreduction of corrosion products (grey curve: experiment
with dead bacteria; red curve: experiment with live bacteria; iron (solid lines) and (dashed lines)
concentration.

In the second step (Figure 2, Step Two) at 400 h, bacteria samples (irradiated or alive) were once again
added to both the control experiment (irradiated bacteria) and the live experiment. Irradiated bacteria
were added in order to compare results at the same ionic strength for both biological experiments with
pH 7. This was also necessary to determine the influence of living bacterial activity from the corrosion
process when corrosion products are present in the system. No differences were observed between the
abiotic corrosion experiment with pH 7 (Figure 1) and the experiment with additional irradiated
bacteria (Figure 2, grey curve) in terms of thegrbduction and iron in solution (decrease in both
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parameters). This indicates that the change in the ionic strength does not affect the alteration of
corrosion products in these experimental conditions (Figure 4). In living bacteria experiment, bacteria
are still alive at the end of experiment (I.18L™"). Moreover, a significant increase in the iron
concentration in solution and an increase in thgidduction were observed in the presence of living
bacteria (Figure 2, red curve), i.e. the activity of living bacteria governs the reactivation corrosion
processes. XRD analyses confirm this observation; they reveal the complete dissolution of magnetite
in favour of siderite in the presence of bacterial activity, whereas magnetite is still present in the case
of iron corrosion with irradiated bacteria (Figure 4). The formation of Fe (Il)-phosphate mineral such
as vivianite was not observed due to the low concentration of phosphate in solution (simulating the
composition of deep water). In the context of corrosion of radioactive waste containers, IRB
development is sustained by the consumptiof 8Ad the reduction of corrosion products (iron oxides
such as magnetite). The IRB activity could therefore decrease the effect of the “protective” magnetite
layer and consequently increases or activates the corrosion rate. The bacterial activity therefore has an
indirect influence on the corrosion processes.

Magnetite Magnetite

HIron

' Siderite

iR

“‘*‘M ':'-.’mf'I‘ ‘ ,_JMILI lf‘wjtw'u Abiotic or

A

irradiated bacteria

. M*"“‘“‘*‘ hni "'4'“ sy {Wmmsi putpairiins Biotic

Figure 4: X-Ray Diffraction Analysis: Biotic impact on corrosion process: Magnetite disappears in presence
of IRB and the siderite peak increases in intensity.

3 Bio-reduction mechanisms of corrosion products in deep geological environments

In order to validate magnetite reduction by hydrogenotrophic metabolism, several new experiments
containing pure magnetite were performed in the same conditions, but with an anaerobic atmosphere
(Ho/N2/CO, gas, 60/30/10% respectively). These experiments showed an increase of Fe(lll) and Fe(ll)
in solution in presence of IRB species compared with the same experiment in abiotic conditions (see
the total Fe in the control experiment in Figure 3). The microbial alteration of magnetite is only
possible due to the bioavailability of structural Fe(lll) andchnsumption (results not shown) in a
process involving live metabolism. The biocorrosion hypothesis is therefore validated through the
respiration of Fe(lll) contained in magnetite, and supported,taskingle electron donor.
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Figure 3: Bio-alteration of magnetite by Shewanella oneidensis MR1 in the presence, @fstelectron donor.
Fe speciation is plotted in the graph: purple bars @eand blue bars (F&), black curve represents
polynomial fit for total aqueous Fe).

Previous experiments have shown that the presence of corrosion products such as magnetite may
decrease the iron corrosion rate. It is thought that magnetite forms a protective layer on the metallic
iron surface and that 'Hrom the water can not access the metal: this phenomenon is a well-known
corrosion process which includes the formation of passivation layer which protects metal frames
(Sanchez-Lopez, 1998). Nevertheless, IRB activity promotes the Fe(lll) reduction of magnetite with a
decrease in the redox potential (-200 to -350mV) compared with the abiotic experiments (-100 to -
250mV), together with the alteration of the magnetite protective layer. Moreover, Fe(lll) respiration
results in H production which may significantly affect the stability of others minerals (carbonate and
clay minerals), e.g. promoting the formation of siderite at the expense of calcite (Figure 5). Therefore,
chemical equilibrium tends to favour the formation of siderite in the disposal environment when
carbonate is found in the interstitial water (aroundm@l.L™, see Figure 5).
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Figure 5: Pourbaix diagram for Fe-HO-CO, (pCO,= 102 atm and a(Fé"=1). A level of 1¢ atmosphere of
carbon dioxide is used in this model. This partial pressure is representative in the groundwater environment.
Influence of bacteria reduction on Fe(lll) oxides to promote the formation of iron carbonate (FeGO
transition from stage 1 to stage 2 in the graph.
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DISCUSSION AND CONCLUSION

The activity of iron-reducing bacteria has been investigated under conditions close to those expected
in radioactive waste repositories in order to assess its impact on the containment properties and any
long-term changes in the system.

This study does not demonstrate the corrosive protective phenomenon of IRB in terms of metal
behaviour as discussed in a previous study by Videla and Herrera (2009). These authors explain that
corrosion inhibition is developed on biofilmed metal surfaces when the exopolysacharide (EPS)
impede the dissolution of Eecorrosion products. EPS behaves as a barrier between the metal and the
environment. However, this is still a matter of debate as shown by previous studies (Myers and
Nealson, 1998; Ottow and Munch, 1980) showing that physical contact between bacteria and the iron
oxide is necessary to achieve iron reduction. However, other experiments have shown that the iron
reduction of Fe(lll) hydroxide was possible at a distance through a biosynthesized electron shuttle
(Lies et al. 2005; Ramasamgt al., 2009). In our study, the magnetite was destabilised and the
production of H increased significantly in the biotic experiments, while no reactivated corrosion was
observed in the abiotic experiment. Even if a biofilm is formed, thepkbduction nevertheless
increases significantly after bio-reduction, which indicates that the metal surface is not protected
against the corrosive environment?Fmrrosion products are released into the solution and may react
with carbonates to promote the formation of siderite.

Potential impacts include the geochemical equilibrium in the interstitial water and its effect on the
stability of the corrosion products. Previous studies stressed the role of IRB, which can surpass SRB
and methanogenic bacteria in the use gfad an energy source (Fredrickson, 1996). In clayey
sedimentary and diagenetic environments, the geochemical control of the iron cycle is the result of
competition between reactions involving sulphur, carbonate and clay mineral. Experimental and
modelling studies of iron-clay interactions (Lantenois, 2003; Judliead. 2005; Bildsteiret al. 2006;

De Combarietet al. 2007) have revealed the presence of iron oxide (magnetite essentially) and Fe-
rich silicate from the serpentine group as corrosion products. The formation of magnetite or other
Fe(lll)-bearing minerals and moleculag iday promote the selection of hydrogenotrophe IRB species

for bacterial activity. This study demonstrates the possibility of using Fe(lll) produced from magnetite
(anaerobic corrosion of metallic iron) as an electron acceptor for bacterial development with the
presence of Hin the context of active metallic corrosion. Consequences of this Fe(lll) bacterial
respiration include the alteration of the magnetite protective layer and the possible reactivation of iron
corrosion (with further Kl production), considering that the metal surface will be exposed to the
corrosive solution. The IRB species therefore promote indirect corrosion by the respiration of Fe(lll)
contained in corrosion products.

In conclusion, the role of IRB activity could be a key parameter in the safety assessment of deep
geological disposal. Corrosion products, the mixed valence of Fe oxides (e.g. magnetitegasid H

will all favour the hydrogen-oxidising IRB development in the context of active corrosion of metallic
radioactive waste containers. This bacterial activity may alter the corrosion products acting as a
protective layer on the metal surface. In the geochemical conditions of a deep geological repository,
IRB activity could be favoured in environments of active corrosion. This could support the
reactivation of corrosion processes and consequently have an impact on the sustainability of metallic
compounds involved in safety functions of underground disposal components.
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CHAPITRE V : BIOCORROSION DES MATERIAUX METALLIQUES

CONCLUSION INTERMEDIAIRE

La capacité de réduction/dissolution des oxydes de fer tels que la magnétite ou I'hnématite
par les bactéries ferriréductrices, induit une altération des produits de corrosion. En termes
d’'impact sur les matériaux, cette respiration microbienne entraine en plus un développement
de biomasse bactérienne assorti d’'une reprise de la corrosion métallique par dissolution de
la couche passivante d’'oxyde de Fe (magnétite préférentiellement) néoformée a la surface
du métal lors de la corrosion.

La réduction des oxydes favorise la formation de minéraux secondaires carbonatés tels
que la sidérite et ou phosphatés tel que la vivianite. La formation bio-induite de ces phases
est dépendante de la composition chimique du milieu (pH et Eh) ainsi que des conditions
physicochimiques imposées par I'activité bactérienne.

Dans les conditions de stockage, I'activité bactérienne ferriréductrice peut entrainer des
phénomeénes de bio-corrosion et accélérer I'altération des colis de stockage. D’apres la
composition chimique des eaux interstitielles des argilites en milieu profond (~10" mol de
PO,” et 10° mol de CO;*) et des conditions de pH élevé (~pH 8 & 9), la nature des produits
secondaires sera préférentiellement carbonatée (sidérite). Ces phases sont considérées
comme moins passivantes pour les métaux que les oxydes de fer (Papillon et al.,
2003).
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CHAPITRE VI : MECANISMES DE (BIO)-
REDUCTION DU FE(IIl) EN MILIEU POREUX

Nous avons démontré que le Fe(lll) contenu dans des milieux argileux complexes tels
que l'argilite était accessible aux bactéries. Au sein des argilites, les smectites ont été
décrites comme les plus réactives et la réduction du Fe(lll) structural induit une altération de
I'édifice cristallin des matériaux d'origine. D’autre part, il a été démontré que les bactéries
pouvaient aussi respirer le Fe(lll) des produits de corrosion avec pour conséguence une
reprise du processus.

Dans ce chapitre VI, la question posée est de savoir si le Fe(lll) peut étre accessible
a la bio-réduction méme lorsqu’il est contenu dans un matériau dont les propriétés de
transport ne permettent pas un contact physique direct entre les microorganismes et
le Fe(lll).

C’est notamment le cas de l'argilite qui présente une porosité de taille insuffisante (~20 -
50nm) pour permettre l'accessibilité aux bactéries (~1um). La porosité du matériau est
déterminante pour la réactivité du systéme fer-argile-bactérie. Elle conditionne fortement
'accessibilité des phases minérales ou des matériaux aux agents oxydants de corrosion et
d’altération et donc indirectement a la disponibilité du Fe(lll) dans le site de stockage.
Toutefois, si la porosité peut étre prise en compte au travers d’expérimentations sur des
matériaux ferriferes structurés (i.e argilites), son effet ou son impact sur le processus de
réduction n’est pas facilement identifiable.

Pour contourner ce probleme, un dispositif expérimental basé sur des gels de silice
hybride (GIH) développés au LIMOS (Nancy) a été utilisé. Ces gels inorganiques contiennent
des particules colloidales (100 a 700 nm) de nontronite calibrées en taille et en forme
permettant de recréer un systeme volumique compartimenté a porosité fixe (taille de pores ~
50 nm). L'intérét de I'approche réside dans la possibilité de préparer des structures mixtes
poreuses qui associent la conduction optique de la silice et la réactivité de colloides argileux
riches en fer. Ce systeme de « suspension solide » permet de s’affranchir des problemes liés
a l'analyse de suspensions colloidales : e.g. floculation des particules, ou adhésion des
particules aux cellules. Dans le cas présent, il permet de simuler la porosité d’'une barriere
argileuse et d’étudier les processus de bio-réduction et les transformations minéralogiques
associées, sans toutefois, prendre en compte I'induration et la densité des matériaux.

Le but est d'étudier le comportement de ce systéme poreux argileux trés réactif en
présence d’agents chimiques ou biologiques (bactéries). Parmi les paramétres importants
gui caractérisent le comportement d'un milieu argileux de confinement, trois ont été retenus

1. Porosité
2. Gonflement

3. Stabilité des phases minérales.

L'utilisation du Fe(lll) structural des nontronites pour la respiration bactérienne sera
étudiée dans des systemes GIH enrichis avec une smectite ferriféere de type nontronite. La
quantité de Fe dans chaque GIH-nontronite est égale a 45 pumol. Le choix des nontronites,
comme un matériau expérimental dans cette étude, s’explique de par la disponibilité de
particules de smectite ferrifere de type nontronite calibrées en taille et sous une forme
colloidale (Michot et al., 2006) nécessaires a la synthése homogene d'un systeme
argileux poreux. Les mécanismes associés a la réduction bactérienne du Fe(lll) seront
étudiés plus précisément.
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CHAPITRE VI : MECANISMES DE (BIO)-REDUCTION DU FE(IIl) EN MILIEU POREUX

1. DIFFUSION DE COMPOSES REDUCTEURS DANS LES
SYSTEMES POREUX (REDUCTION INDIRECTE A DISTANCE)

1.1. EXPERIENCES ABIOTIQUES

Afin de valider le mécanisme de réduction par diffusion d’agents réducteurs, des expériences
abiotiques de réduction/oxydation du Fe** structural des GIH-nontronite ont été réalisées par
injection de réducteurs (Dithionite de sodium Na,S,04, 1mM) ou d’oxydants (Peroxyde
d’hydrogéne H,O,, 1mM) dans des cuves de spectrophotométre contenant le matériau GIH-
nontronite et 6ml d’eau milli-Q (Figure 47). La réaction de réduction par le dithionite est
décrite ci dessous :

S,0,% + 2 [Fe*-Nont] + 2H,0 --> 2S05* + 2 [Fe**-Nont] + 4H

Ainsi 'oxydation d’'une mole de dithionite entraine la réduction de deux moles de Fe**

N T_,l\ S
| 8 |

Réduction par Dithionite, 1mM

l \'\
| 0O | 2

10 mm Tomm

4 16 | 32
i Temps (min)
Oxydation par H,0,, 1mM
1 | | i
o N, Fame N, Agmm N, Atee N
] | 2 | 4 | 8 | 32 | 60
Temps (min)

Figure 47 : Visualisation des processus de réduction/oxydation du Fe(lll) dans des GIH dopés en —-nontronite en
présence de d’agents chimiques réducteurs ou oxydants dithionite ou de peroxyde d’hydrogéne. Rayon = 4,07mm.

La visualisation de la progression du front de réduction/oxydation en condition abiotique
des GIH-nontronites montre que le processus de réduction Fe(lll) est contrdlé par la
diffusion des agents dans la porosité du gel (réduction ou oxydation radiale au cours du
temps). La progression isotrope du front démontre que la porosité du gel (taille de pore
<100nm) est homogéne au moins au niveau MEsSO ou macroscopique. Aucun chemin
préférentiel n'est observé lors de ces processus rédox.

La réversibilité de la réduction du Fe(lll) des nontronites est démontrée (elle est
confirmée par les études spectrometre UV-VIS, &3.1). Cependant, la réoxydation est plus
lente. Les vitesses de réduction et de réoxydation sont estimées a 0,13 et 0,06 mm/min.
Ainsi la réoxydation Fe?* —Fe® ne semble pas suivre la méme cinétique que la réduction.
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1.2. EXPERIENCES BIOTIQUES

-
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Figure 48: Visualisation des processus de réduction/oxydation du Fe(lll) dans des GIH dopés en
nontronite en présence de la bactérie Shewanella sp.

La réduction bactérienne des GIH_nonronites est observée en présence de la bactérie
Shewanella MR1 (Figure 48). Les cheminements des fronts de réduction abiotique sont
similaires a ceux observés lors de la réduction bactérienne des GIH-nontronites (Figure 48).

D’autre part, il a été confirmé que les bactéries demeurent a I'extérieur du gel (Article V
de ce mémoire). Ce résultat suppose I'existence et la circulation de métabolites bactériens
réducteurs produits par la souche MR1 dans le gel. Par ailleurs, il a été démontré que cette
réduction ne nécessitait pas de contact direct avec le GIH-nontronite (Article V). Ces
résultats confortent I'hypothese d’une diffusion d’agents réducteurs au sein de la porosité
durant le processus de réduction.

Ainsi, ces premieres expériences décrivent un processus de réduction bactérienne
a distance, qui serait véhiculé par diffusion de molécules réductrices au sein de la
porosité. De quelles molécules s’agit-il ?

2. LES TRANSPORTEURS D’'ELECTRONS BACTERIENS

L’action de deux bactéries fermentaires Clostridium aurantibutyricum et Thermotoga
subteranea et de la souche Shewannella oneidensis MR1 sur les GIH a été étudiée. Ces
bactéries ont été incubées en présence de différents donneurs d’électrons : glucose (10mM)
et de peptone (10mM) comme substrat fermentescible pour Clostridium sp et Thermotoga sp
respectivement. Pour la bactérie hydrogénotrophe, Shewanella, le donneur d’électrons est
inorganique. De 'hydrogéne a été introduit par bullage dans les réateurs a la concentration
de 4,35mM.

Il est a préciser que, dans les conditions abiotiques, ces donneurs d’électrons
n’entrainent pas de réduction du Fe(lll) structural des nontronites.

Les résultats sont présentés sur la figure 49 :
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Figure 49 : Solubilisation du Fe(lll) dans les GIH-nontronite en présence des bactéries Shewanella sp
(d.e : Hy). Clostridium sp. (d.e : glucose). et Thermotoga sp. (d.e : peptone). d.e: donneur d’électrons.

Ces résultats montrent que les trois souches étudiées peuvent induire une réduction

significative a distance du Fe(lll) structural des GIH-nontronite. Ce processus est
indépendant de la nature du substrat énergétique présent.

Une analyse a T=600h, des métabolites bactériens, a été réalisée afin d’identifier les
molécules pouvant étre a I'origine de la réduction a distance du Fe(lll) des nontronites.

Cette analyse indique, en plus de la présence d’acides organiques, la présence de

dérivés aromatiques de type quinone (Q) ou catéchol (diol H,Q) (Tableau 18). Ces derniers
sont en cours d’identification et peuvent correspondre a des formes ortho- ou para- de
quinones et hydroxyquinones plus ou moins substituées (chaine alkyl, groupement methoxy-,

méthyl...)
Gluconate Lactate Acétate Formate Butyrate H
ppm ppm ppm ppm ppm P
Shewanella 7 n.d 17 n.d n.d 6,2
Thermotoga 115 n.d 229 0,3 0.0. 6
Clostridium 4 42 185 5,8 976 4,7
Succinate | oxalate citrate Catéchol (H,Q)| Quinone (Q) Réduction
ppm ppm ppm puM UM du Fe(lll) %
Shewanella n.d 1,8 n.d 260 43 60
Thermotoga 41 1,9 n.d 200 n.d 100
Clostridium n.d 1,1 n.d 100 n.d 100

Tableau 78 : Quantités de métabolites produites lors de la réduction bactérienne des GIH-nontronite.
(T=600h).nd : non détectable.
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On peut classer par ordre d'importance les métabolites les plus significatifs ( > 4ppm)
pour chaque espéce bactérienne :

e S. odeinensis (MR1) : H,Q/Q > Acetate > Gluconate
* T. subterranea . Acetate > Gluconate > succinate > H,Q/Q

e C. aurantibutyricum : Butyrate > Acetate > Lactate > H,Q/Q > Formate

Les formes quinones et catéchols sont des formes oxydées et réduites de dérivés
aromatiques. Ces molécules sont souvent décrites dans la littérature comme des molécules
pouvant intervenir dans les transferts d’électrons (Lovley et al.,1996).

L’hypothése d’un mécanisme de réduction via des transporteurs d’électrons (navettes
électroniques) de type catéchol/quinone peut s’expliquer par plusieurs indices (Tableau 18) :

* leur présence: les molécules, catéchol (forme réduite) ou quinone (forme
oxydée), sont présentes dans le milieu quelles que soient les expériences
biotiques.

» la persistance de la forme oxydée (quinone) dans la réduction incompléete du
Fe(lll) par Shewanella sp.

En effet, a 600h, la réduction du Fe(lll) des nontronites n’est pas complete (60%). Les
molécules réductrices (catéchols) produites par les bactéries peuvent se réoxyder au contact
du Fe(lll) et former un équilibre de molécules réduites et oxydées en solution.

Dans le cas des bactéries fermentaires, la réduction est compléte & 600h. Les quinones
(forme oxydée) ne sont pas retrouvées dans le milieu et seule la forme réduite (catéchol) est
mesurée en solution. Ceci peut s’expliquer par la régénération compléte des formes oxydées
par l'activité intense des hydrogénases présentes chez les bactéries fermentaires. La
présence de ces navettes électroniques est fortement pressentie comme étant le processus
de réduction a distance mis en jeu dans ces expériences.

Les vitesses de réduction mesurées pour les 3 souches bactériennes ne sont pas les
mémes (0,41mm/min pour Clostridium sp. 0, 36mm/min pour Thermotoga sp. et 0,07mm/min
pour Shewanella sp.). Cette différence montre I'existence de deux systemes de réduction
bactériens : un systéme rapide pour les bactéries fermentaires, et un systéme plus lent pour
la bactérie hydrogénotrophe.

Comme le montrent les quantités totales de transporteurs d’électrons présents dans le
milieu, l'efficacité de la réduction du fer(lll) dépend plus de la vitesse de régénération des
navettes via des hydrogénases membranaires que des quantités de navettes produites.
Toutefois, il pourrait s'agir d'un métabolisme « fortuit », le processus de régénération des
navettes par réduction bénéficiant de I'hyper-activité des hydrogénases utilisées pour la
fermentation.

Ainsi, il a été démontré que les bactéries ferriréductrices pouvaient produire ou libérer
dans le milieu un systeme d’oxydo-réduction réversible composé de molécules "transporteur
d‘électrons”, de type quinone ou catéchol. Ces composés aromatiques constituent des
agents réducteurs qui diffusent dans la porosité des matériaux durant I'incubation et qui
provoquent la réduction des phases ferriféeres nontronite. Cependant, l'origine de ces
molécules reste a préciser. S’'agit-il de métabolites produits par les bactéries actives ou de
transporteurs d’électrons membranaires (e.g ubi-quinone) libérés accidentellement dans le
milieu par la lyse d’une partie des cellules bactériennes présentes ?
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Cette derniére hypothese est d’autant plus pertinente, que les bactéries Gram+ (i.e.
Thermotoga, Clostridium) sporulent assez facilement lorsque les conditions physico-
chimigues ou nutritionnelles sont dévaforables.

D’autre part, les concentrations élevées en acides organiques retrouvées en solution
pourraient, elles aussi, contribuer significativement a l'altération des phases argileuses que
ce soit par effet pH ou par effet ligand.

3. LE COUPLAGE REDUCTION/ACIDIFICATION : IMPACT SUR
LES PROPRIETES CRISTALLOCHIMIQUES DES MINERAUX

Dans les incubations anaérobies avec les GIH, la réduction du Fe(lll) au sein de la
structure poreuse est souvent accompagnée d’'une acidification et d’une production d’acides
organiques, pouvant favoriser I'altération de la structure argileuse. Ce processus bactérien
d’altération des phyllosilicates par acidolyse est bien connu et décrit en condition aérobie
(Balland et al., 2010 ; Grybos et al., 2010 ).

Effet pH

Cette combinaison des deux processus (réduction et acidification) a été observée trés
clairement dans les cultures de Clostridium aurantibutyricum.

En effet, lors de la réduction du GIH-nontronite, la consommation de substrats
organiques par les bactéries fermentaires aboutit a une libération de protons (H") et d’acides
organiques dans le milieu (Cf tableau 18). Le pH atteint 4,7 apres 600h d’incubation. Si les
conditions physico-chimiques se maintiennent pendant plusieurs semaines, on observe alors
une forte altération du GIH-nontronite marquée par une décoloration progressive du GIH qui,
apres la phase de réduction, passe du vert a l'incolore (Figure 50). Parallélement, une
dissolution importante des éléments structuraux de la nontronite dans le milieu est constatée
(65% du fer structural est dissous).

Une caractérisation des phases secondaires potentiellement formées a I'intérieur du GIH est
en cours d'identification (Synchrotron et spectroscopie Mossbauer)

r

T

1 mois 2 Mois 2.5mois 3 mois 4 mois

Figure 50 : Altération par acidolyse du GIH-nontronite par la bactérie fermentaire Clostridium
aurantibutyricum.

Les molécules organiques produites peuvent aussi avoir un effet chelatant. La
concentration élevée d’acides organiques produits par les bactéries fermentaires est décrite
dans le tableau 17. Les molécules acetate/gluconate sont majoritaires pour Thermotoga sp.
alors que les molécules butyrate/acétate sont majoritaires pour Clostridium Sp.

Toutefois, malgré la présence d'une forte concentration en acétate (pKa=4,8) et en
gluconate (pka=3,5) produit par le métabolisme de Thermotoga, on n'observe pas de
décoloration du GIH. Ceci peut étre expliqué par un pH peu acide (pH=6).
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Inversement, dans les expériences en présence de Clostridium sp., le pH est acide
(pH=4,7). Les molécules organiques (acide acétique (pKa=4,8) et acide butyrique (pKa= 4,
8) sont sous la forme protonée.

Dans ce cas, le processus de dissolution de la nontronite et le blanchiment observé du
GIH serait d0 a I'action des protons sur la structure minérale (Grybos et al., 2010 ).

Le processus d’altération bactérienne des GIH est donc composé de deux étapes
consécutives : une dissolution tres partielle par réduction indirecte du fer(lll) structural des
nontronites par des transporteurs d’électrons spécifiques et une altération trés prononcée
par I'action des protons excrétés.

En milieu naturel, ce serait donc I'action combinée des protons et des agents réducteurs
qui, non seulement provoque l'altération des matériaux ferriferes, mais pourra aussi affecter
indirectement celle des ciments carbonatés présents dans les argilites.

3.1. LES MECANISMES DE REDUCTION ET D'ACIDOLYSE

Afin de caractériser les transformations minéralogiques correspondant aux changements
de couleur observés dans les GIH et de les corréler aux processus de réduction et
d’'acidolyse, les gels ont été étudiés par spectroscopie UV-VIS, a différents stades ou degrés
de leur altération ou de réduction : initial (orange), réduit (vert) et altéré (incolore).

Puisque le gel est transparent et peu diffusant, la mesure en transmission est possible.
Dans ce cas, les bandes d’absorption sont liées a des absorptions sélectives des photons,
en fonction des caractéristigues chimiques des particules de nontronite. La spectroscopie
UV-VIS est généralement utilisée en minéralogie, et dans l'industrie des matériaux, pour
'analyse des statuts du fer sur des échantillons avant et apres traitement ou pour évaluer
leur degré de blancheur (e.g. les k,échelle Lab), via des diagrammes trichromatiques
(Villieras, 1993 ).

Les GIH sont analysés in vitro avant, pendant, et apres réduction, par spectrométrie
d’'absorption UV-Vis (Spectrométre SAFAS FLX) dans le but de caractériser I'évolution de la
valence du fer dans la structure des nontronites étudiées (Figure 51). L'excellente
conduction optique des gels permet de travailler directement en absorbance in vitro sans
étre obligé de sécher et réduire en poudre I'échantillon. L'absorbance suit donc la loi de
Beer-Lambert.

+
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Figure 51 : Dispositif d’analyse simultanée in vitro en cuve quartz (scellé) du statut du fer structural des

GIH en présence d’une solution réductrice composée d’agents chimiques ou de cellules bactériennes.
L’acquisition est effectuée entre 200 et 900nm avec un pas de 2 nm.
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L’attribution des bandes d’absorption, définissant le statut du fer (Il ou Ill) dans les sites
octaédrique/tétraédrique (Figure 52), a été déterminée et calibrée a partir des spectres UV-
VIS obtenus sur des GIH contenant des particules de nontronite. Deux nontronites a I'état
oxydé ou réduit ont été utilisées : la nontronite brune (Nau2), utilisée dans notre étude et qui
contient du fer en position tétraédrique et une nontronite verte (Naul), qui sert de référence
ou le fer tétraédrique est quasi-absent (Tableau 19). L'identification des bandes spectrales a
été validée grace aux études réalisées ultérieurement par Merola et Mc Guire (2009) et
Sherman et Vergo (1988) en spectrométrie UV-Vis et Mossbauer sur des nontronites
similaires ou des smectites ferriferes.

Tetraédre Octaédre
Formules | Si Al Fe | Al Fe Mg
NB (NAU2) 7,55 0,16 0,29 0,34 3,54 0,05
NV (NAU1) 6.98 0.95 0.07 0.36 3.61 0.04

Tableau 89 : Formule structurale des nontronites Nau1 et Nau2 a maille compléte.

Dans le domaine spectral considéré (200-800nm), les bandes d’absorption dépendent
directement des transitions électroniques des orbitales 4d des ions Fe?*, Fe**. Ce sont ces
transitions qui conférent des couleurs caractéristiques, allant du vert au brun, pour les
nontronites.

L’attribution des bandes qui caractérisent, dans ce domaine d’énergie, les transitions
électroniques de l'orbitale 4d du fer est la suivante :

Dans les Fer(lll)-nontronites (état initial oxydé)
o pour le Fe(lll) - Octaédre
e correspondant aux transitions cristallines Fe(lll) [6Alg - 4T,
- @ une bande d’'absorption intense a 370- 380 nm (résolue pour Naul)
- @ une bande plus faible 540-570 nm (Nau?2)

—>

e correspondant aux transitions entre octaedres voisins [2-6Alg ->2-4T2]
(excitation par paires des sites cis- ou trans-dihydroxyl occupés par Fe(lll))

— - ® une bande a 450 nm (bien visible sur Naul)
o pour le Fe(lll) - Tétraédre (Nau2 uniquement)

- ® 525 nm Transition cristalline Fe(lll) [°A;->*T,]

- ® 650 nm Transition cristalline Fe(ll) [°A;->*T4]

On peut aussi noter qu'il n'y a pas d’absorption spécifique au-dela de 350 nm dans un
gel de silice simple GIH (sinon une absorption progressive en de¢a de 300 nm) ou dans un
gel qui serait enrichi avec une smectite non ferriféere de type montmorillonite (GIH). Ce
continuum d’absorption (GIH) de faible intensité est di a des phénoménes complexes de
réflexion, ou de diffusion du rayonnement au sein du gel, dépendant principalement de la
tortuosité du gel et de 'arrangement des particules. Comme il a été montré par Grybos et
al., (2010), les GIH utilisés sont peu diffusifs et homogénes.
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Figure 52 : Identification des bandes spectrales du fer dans les nontronites. Comparaison entre GIH Nau1
et Nau2 (oxydé et réduit) et un gel de silice pur ou dopé en montmorillonite(GIH).

3.2. REDUCTION REVERSIBLE DES NONTRONITES

Apres réduction avec du dithionite selon la réaction :

S,0,% + 2 [Fe*-Nont] + 2H,0 --> 2S05* + 2 [Fe**-Nont] + 4H",
les évolutions spectrales (Figure 53) les plus notables sont les suivantes
« Fe(lll) - Octaedre :

Modification des transitions cristalline Fe(lll)

— - d'une diminution nette de la bande @ & 380 nm (Naul, Nau2)
« Fe(ll) - Octaédre :

Apparition de transfert de charge Fe(ll) -> Fe(lll) (Naul, Nau2)
- ® 750 nm : Fe(ll) et Fe(lll) occupent des sites adjacents.
- @ 900 nm : Fe(ll) en coordination 6

* Fe(Ill) - Tétraeédre :

Variations non détectables

171



CHAPITRE VI : MECANISMES DE (BIO)-REDUCTION DU FE(IIl) EN MILIEU POREUX

'-0 | .
i I\ (5]
3 '.
2 \ | v
Lk Fy O v
| =
20 \
5 |
<
8 ) | / - GIH Naut
§ s : \ / GIH Nau2
£ " ; \ / GIH Nauf réduit
b ' GIH Nau? réduit
<
(5]
10 R4 ;
o .
05 &
b e = -
= = ==
00 B
350 450 550 650 750 850 950

Wavelength (nm)

Figure 53 : Identification des bandes spectrales du fer dans les nontronites aprés réduction avec du dithionite de
sodium (Na:S204).

En revanche, les variations d’intensité des bandes ® (540-570 nm) et ® (450 nm) sont
difficiles a évaluer (Nau2) ou demeurent inchangées (Naul). De méme, la simple
comparaison des spectres avant et aprés réduction ne permet pas de déterminer si le statut
du Fer(lll) contenu dans les tétraédres est affecté ou non par le processus de réduction
(bandes @ et @ situées a 525nm et 650 nm)

Les fluctuations enregistrées entre 870 et 950 nm correspondent a Il'apparition des
élongations OH dans le proche IR. Deux autres bandes spectrales (218nm et 400nm) ont été

identifiées sur des GIH contenant des particules de nontronite de taille plus petite et n'ont
pas pu étre attribuées.

La Figure 54 montre I'évolution des bandes spectrales caractéristiques au cours de la
réduction abiotique de la nontronite Nau2 en présence de dithionite (2mM a pH 7). La

réduction est visible par une variation franche de la diminution de la bande spectrale a
370nm et 'augmentation de la bande de la bande a 770nm.
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Figure 54 : Evolution de I'intensité normalisée (Ref a 460 nm) des bandes spectrales caractéristiques du
statut du fer dans la nontronite au cours de sa réduction par du dithionite de sodium (2mM a pH7).

Les variations de l'intensité des bandes au cours du temps (Figure 54 et 55) indiquent la
présence d'au moins deux sites de réduction dont les constantes de temps sont
sensiblement différentes (1, = 15 min, 1, = 30min). La transition Fe(lll)/Fe(ll) est marquée :

e par I'évolution inverse des bandes a 370 et 770 nm correspondant a
I'apparition de transfert de charge Fe(lll) -> Fe(ll) dans les sites
octaédriques caractérisés par une constante de temps 14,

BN

 par une augmentation de lintensité des bandes spectrales a 642nm
caractérisée par la constante de temps T».

Ces deux constantes de temps pourraient, en premiere approximation, caractériser la
vitesse de réduction de deux sites de réduction du Fe(lll) octaédrique ou de deux
mécanismes de réduction. Il n'est pas exclu qu'il puisse y avoir aussi une contribution du fer
tétraédrique. Toutefois, les changements éventuels dans le statut du Fe(lll) tétraédrique sont
masqués par 'augmentation générale de I'intensité du spectre.
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Figure 55 : Estimation selon un modéle d’ordre 1 des constantes de temps de réduction des différents
sites fer(lll) dans la nontronite.

3.3. ALTERATION IRREVERSIBLE DES NONTRONITES PAR ACIDOLYSE

Si elle se poursuit, I'action du dithionite de sodium a pH 4 sur le GIH-nontronite (Nau2)
provoque, aprés le verdissement observé lors de la réduction, une décoloration compléte du
gel (cf équation), accompagnée d'une dissolution importante des particules de nontronite
sous l'action des protons (90% du fer initial est en solution). Cette altération intense est
confirmée au niveau spectral par une disparition totale des bandes caractéristiques du Fe(ll)
ou du Fer(lll) dans les sites octaédriques de Fe(lll) et Fe(ll), mais aussi dans les sites
tétraédriques (Figure 56). Dans ce cas, l'ajout d'un oxydant comme (H.O,) ne fait pas
réapparaitre de bandes d’absorption. Les transformations minéralogiques résultant de
I'action de I'agent réducteur et des protons sont donc bien irréversibles et le spectre UV-VIS
des GIH altérés ressemble a celui d’'un gel de silice pur ou contenant une phase minérale
non chromogéne, comme la montmorillonite. L'acidolyse ne peut pas provoquer une
altération aussi intense des GIH-nontronite dans cette gamme de pH (Grybos et al.,
2010). En fait, le processus d’altération est favorisé par la présence de nombreux doublets
fer-fer dans les sites octaédriques voisins de la nontronite Nau2. Les doublets Fe-Fe
s'averent plus sensibles a l'action des protons que des doublets Fe-Al (Rozenson et

Heller-Kallai, 1976 ):

Fe? +—c|)—A1 +H* &= Fe?*—0—Al
. H H H

Fe’*—0Q—Fe** — 7 Fe?*—O—Fe?*

7N\
H H H
Pour ces auteurs, l'action de réduction du Fe(lll) sur un site octaédrique est renforcée

par la protonation sur les groupements OH adjacents. Les Fe*" formés peuvent étre
rapidement ré-oxydés, mais les changements structuraux provoqués par la réduction sont
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seulement réversibles pour les sites Fe?* - OH — Al**, et non pour les sites : Fe?* — OH —
Fe?. Ces deux sites, différents vis-a-vis de leurs stabilités face a la réduction, sont

certainement associés aux deux constantes de temps déterminées auparavant. Cependant
cette hypothése reste a confirmer.

Enfin, I'action des protons peut entrainer, a terme, une déstabilisation de la liaison Fe?* -
OH, au sein de la couche octaédrique provoquant la ruine du feuillet.

Par conséquent, la présence d'une quantité suffisante d’Al dans les octaédres peut
stabiliser I'édifice cristallin.

En résumé, plus la quantité d’aluminium octaédrique sera faible plus I'altération par
réduction/acidolyse sera importante, ce qui est le cas pour la nontronite Nau2.
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Figure 56 : Evolution du fer structural des nontronites au cours de processus de réduction/altération
(Initial =couleur orange ; réduit =couleur verte ; altéré =couleur blanchie).

4. LES MECANISMES BACTERIENS

Comme il a été démontré précédemment, l'activité biologique (S. oneidensis MR1) peut
réduire le Fe(lll) structural des nontronites a distance. Dans ce mécanisme extracellulaire
interviendrait des molécules organiques réductrices (catéchol/quinone), diffusant dans la

porosité des milieux argileux. Ces molécules provoqueraient la réduction du Fe(lll) structural,
qui peut étre suivie par spectrométrie UV-VIS (Figure 57).
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4.1. REDUCTION « REVERSIBLE » DU FER (lll) PAR LES BACTERIES.

L'évolution générale des bandes spectrales caractéristiques du fer de la nontronite lors
de la réduction biologique est similaire a celle observée en conditions abiotiques. En effet, on
observe une augmentation des bandes caractéristiques du Fe(ll) octaédrique a 770nm ainsi
gu’une disparition des pics a 370 nm (Fe(lll) octaédrique). En revanche, les cinétiques sont
plus lentes et les constantes de temps sont de I'ordre de 100h. Les variations spectrales ne
sont observées que si le processus de réduction est avancée (spectres 1&3 a 1 et 3
semaines). Cependant, contrairement au spectre en abiotique ou on observe une diminution
importante de I'absorbance a 400nm, la réduction biologique entraine une augmentation de
lintensité & ce niveau masquant la variation des bandes de Fe(lll) tétraédrique. Cette
variation spectrale pourrait étre due a la présence de quinones dans le GIH-nontronite. En
effet, le spectre d’absorbance des quinones est marqué par une bande large caractéristique a
390-400nm (couleur jaune). La présence de quinhydrone (complexe équimolaire
hydroquinone/quinone) est aussi suspectée. En effet la quinhydrone est caractérisée par une

bande caractéristique située entre 450 et 550nm (couleur vert & violet) (Figure 57)
(Reigeimbal et al., 2003 ).
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Figure 57 : Spectres UV-VIS des GIH-nontronite aprés réduction biotique (S. oneidensis MR1) et abiotique
(dithionite 2mM). Le spectre d’absorbance des quinones est aussi indiqué en comparaison.

L’oxydation du catéchol par les ions Fe®" a été réalisée et suivie au spectrométre UV-VIS.
Les spectres obtenus sont reportés sur la figure 58.

Les expériences de titrage montrent que I'ajout progressif de Fe** en solution transforme
le catéchol (1,2-Dihydroxybenzene) en ortho-quinone et provoque I'apparition d’'une bande large
caractéristique des quinones a 390nm (jaune-brun). Corrélativement, la bande spectrale
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caractéristique du catéchol a 275nm (forme réduite, fonction C-O) diminue. La présence de
guinones dans le GIH-nontronite pourrait donc expliquer l'augmentation générale de
'absorbance du spectre dans la zone 360 & 600nm et la plus faible diminution de la bande a
370nm observée lors de la réduction bactérienne de la nontronite.

Toutefois, aprés chaque ajout de Fe®*, une couleur verte trés intense apparait
transitoirement dans la solution. Elle correspond a la formation d’'un complexe équimolaire
entre les formes hydroxylées du catéchol et les quinones. Ce complexe équimolaire Q/H,Q
est appelé quinhydrone.
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Figure 58 : Oxydation du pyrocatéchol par les ions Fe*.
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3 | Ajout
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2 | deFe?*

La formation du complexe correspond a une phase permettant un transfert de charge
transitoire dans lequel la forme hydroxylée joue le role de donneur d’électrons et la forme
guinone celui d'accepteur. La bande spectrale de la quinhydrone se situe vers 500nm

(Figure 59).
OH A4 v
(? + 0.3
202
OH & \
Hydroquinone Benzoquinone Quinhydrone '“ b
(colorless) (yellow) (purple) 300 400 500 600 700 800

nm

Figure 59 : Formation schématique du complexe quinhydrone et son spectre d'absorbance (Regeimbal et

al., 2003).

Ainsi, au cours de la réduction bactérienne, le profil du spectre du gel entre 450-600nm
pourrait dépendre de la présence de quinhydrone dans le GIH-nontronite. Ceci pourrait
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expliquer la coloration tres soutenue du GIH durant la réduction bactérienne. D’autre part, ce
complexe égquimolaire serait stable dans le GIH et pourrait servir de complexe de transfert de
charges temporaires entre I'extérieur et I'intérieur du gel. Il peut ainsi favoriser les transferts
rapides d’électrons entre les bactéries et les particules incluses au sein du gel (Figure 60).

Ao o_@ﬁ W T . 8
H* H*\*

Quinone T
e- QHo H ‘
H.\ —
e- o )
< H
| Q/H2Q —— on,
Quinhydrone Catéchol

Figure 60 : Schéma proposé du transfert d’électrons catéchol - quinone via un complexe stable
équimolaire : la quinhydrone.

4.2. L'ALTERATION BACTERIENNE PAR ACIDOLYSE

L'activité bactérienne peut aussi engendrer au cours de la réduction du Fe(lll) structural
une altération par acidolyse. Ce processus est prépondérant avec les souches fermentaires,
comme Clostridium aurantibutyricum, qui acidifient fortement le milieu (pH = 4,7, Tableau
17). Comme dans les expériences conduites avec la bactérie Shewanella oneidensis, on
observe, lors de la réduction du Fer(lll), une augmentation de I'absorbance du spectre entre
350nm et 500 nm correspondant a la présence de quinone ou de quinhydrone dans le GIH,
ainsi que l'apparition d’'une bande spectrale large vers 770nm signant la présence de Fe(ll)
octaédrique. En revanche, I'action concomittante des protons provoque un blanchiment, i.e
une décoloration du GIH réduit (vert -> incolore) que I'on peut observer sur la figure 61 (GIH-
altéré (1, 2 et 3)).

Ce processus d'acidolyse succede au processus de réduction du Fe(lll) structural. La
décoloration interviendrait aprés que le GIH-nontronite soit complétement réduit.
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Figure 61 : Evolution des bandes spectrales des sites de fer structural de la nontronite Nau2 aprés
altération (réduction, acidolyse) bactérienne (Clostridium aurantibutyricum). GIH-nontro_ox= initial ; GIH-
réduit=apreés réduction du Fe(lll) ; GIH-altéré (1, 2 et 3)= évolution du blanchiment du gel. Les bandes 1
correspondent au Fe(lll) octaédrique et la bande 5 correspond au Fe(ll) octaédrique.

Ce processus de réduction/acidolyse semble générique et il semble intéressant de le
généraliser et d’en extraire un modele.

5. PROPOSITION D’'UN MODELE REACTIONNEL POUR LA

REDUCTION BACTERIENNE DU FER DANS LES SYSTEMES
ARGILEUX

Les études réalisées sur la biodisponibilité du Fe(lll) structural dans un systéme argileux
poreux, ont mis en évidence un mécanisme de réduction externalisé. En effet, toutes les
expériences conduisent a proposer l'existence de navettes électroniques sous la forme de
complexes de transfert d’électrons au sein du systeme poreux (le GIH dans notre étude).

Le processus de production de ces navettes électroniques (catéchols/quinones) dans le
milieu par les bactéries n’est actuellement pas bien clarifié. Cependant, suite a I'apport de

sources d’'énergies (molécule organique ou inorganique), I'activité enzymatique bactérienne
peut a la fois :

* réduire des molécules transporteurs d’électrons (quinone) ou bien transférer des
électrons directement a des complexes équimolaires, quinhydrone, qui
pourraient favoriser le transfert des électrons au sein de la porosité,

e libérer des protons dans le milieu.
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Un mécanisme probable de transfert d’électrons extracellulaire sur une cible Fe(lll)-
nontronite dans un milieu poreux est décrit sur la figure 62.
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Figure 62 : Mécanisme de réduction / altération des Fe(lll)-nontronite a distance via des transporteurs
d’électrons extracellulaires bio-induits. La formation a I'état équimolaire de Quinhydrone (Q/QH2) au sein
des milieux poreux favorise le transfert des électrons entre les transporteurs et la réduction du Fe(lll)
structural.

Lorsque ces molécules réductrices peuvent diffuser dans la porosité du milieu argileux, et
parvenir au contact de phases argileuses ou d'oxydes ferriques, elles transferent leurs
électrons a ces phases et les réduisent. Le complexe quinhydrone pourrait permettre de
favoriser le transfert des électrons directement entre la paroi des bactéries et le minéral. Le
complexe H,Q/Q serait un « conducteur électrique organique au sein d'une structure
poreuse » entre les bactéries et les particules minérales dispersées dans un environnement
poreux. Dans cette hypothése, la navette seule ne semble pas étre le principal agent de la
réduction, d’autant qu’elle sera moins efficace car elle est contrblée par un processus
diffusionnel.

D’autre part, I'action supplémentaire des protons favoriserait la dissolution des structures
argileuses déstabilisées par la réduction bactérienne et la mise en solution des d’éléments.
Ceux-ci pourraient en retour fournir un apport de nutriments nécessaires au développement
des bactéries (fer, magnésium...).

Le processus de réduction du Fe(lll) structural des nontronites, dispersées dans un GIH,
a distance par des bactéries ferriréductrices (MR1) via des navettes électroniques est décrit
dans l'article suivant (en préparation).
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Article V

« Electron Shuttle transport: efficient mechanism at distance
for IRB respiration »

Esnault, 2., Libert, M and Jullien, M.
1 CEA DTN/SMTM/LMTE, CE Cadarache, St Paul lez Durance, 13108, France

Mustin, C.
2 LIMOS UMR 7137 CNRS-UHP Nancy | - Science Faculty - Vandoeuvre les Nancy cedex —
54506, Fance

Grybos, M.
® GRESE (Groupe de Recherche Eau-Sol-Environnement), Université de Limoges - FST, 123
avenue A. Thomas, Limoges, 87060, France

En préparation

Résumé : Le but de cette étude est de démontrer le processus de respiration externe des bactéries
ferriréductrices pris en charge par des transports de navettes électroniques (ES) en tant que médiateur
de la réaction de réduction du Fe(lll) des minéraux. Un matériau original a été développé sous la
forme d'un gel hybride inorganique (HIG), dans lequel, différents minéraux sous forme colloidale tels
que des nontronites riches er’Fpeuvent étre inclus. L'avantage d’un tel matériau est de pouvoir
permettre l'observation optique du processus de réduction du Fe(lll) se produisant a plus ou moins
longue distance. Ces processus de réduction du Fe (lll) structural des nontronites & distance ont été
démontrés avec I'espece mod&bkewanella oneidensMR1. Les résultats décrivent l'existence de
navettes électroniques, comme étant des molécules bio-produites (catéchols) par les bactéries et
pouvant diffuser dans la porosité du matériau. Ces molécules induisent une réduction du Fe(lll) des
minéraux a l'interieur de la structure poreuse. En dépit d’aucun contact entre les bactéries et les
minéraux, la réduction microbienne conduit & des réductions du Fe(lll) a distance (> 4 mm dans cette
étude). Ces résultats soulignent la possibilité d'un tel mécanisme de respiration externe des organismes
procaryotes qui pourrait étre analogue aux premiéres respirations biologiques sur Terre avant
l'internalisation des chaines respiratoires des organismes primitifs (théorie de 'endosymbiose).
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Electron Shuttle transport: efficient mechanism occurring at a
distance for IRB respiration

Esnault, %, Mustin, C., Grybos, M., Libert, M" and Jullien, M.

1 CEA DTN/SMTM/LMTE, CE Cadarache, St Paul lez Durance, 13108, France

2 LIMOS UMR 7137 CNRS-UHP Nancy | - Science Faculty - Vandoeuvre les Nancy cedex —
54506, Fance

3 GRESE (Groupe de Recherche Eau-Sol-Environnement), Université de Limoges - FST, 123
avenue A. Thomas, Limoges, 87060, France

Abstract:

The aim of this study is to demonstrate the external respiration of iron-reducing bacteria (IRB)
supported by electron shuttle (ES) transport as the reaction mediator. An original material was
developed in the form of a hybrid inorganic gel (HIG), in which different colloidal minerals such as
Fe-rich nontronite can be included to allow the optical observation of the Fe(lll) reduction processes
occurring at a distance. These reduction processes of structural Fe(lll) from colloidal nontronite inside
HIG were obtained witlshewanella oneidensMR1 as the bacterium model. The results demonstrate
the existence of ES, as hydroquinone molecules produced by bacteria diffuse in the porosity of the
material and may cause the reduction of Fe(lll) element (>4 mm in this study) at a distance. In spite of
“no contact” between bacteria and minerals, the microbial reduction is validated, highlighting the
possibility that the external respiration mechanism of prokaryote organisms might be analogous to the
first biological respiration on Earth.

Introduction

Changes in the redox state of iron have a major impact on the biogeochemical cycling of carbon,
sulphur, nitrogen, phosphorus and (trace) metals (Heieag, 1998). The Fe speciation has a real
influence on the reactivity of iron particulate. Due to its low solubility, Fe(lll) tends to accumulate in
particulate form, mostly as ferric (hydr)oxides (Murray, 1979), Fe(lll) bound in alumino-silicates
(Raiswell and Canfield, 1998), and ferric phosphate phases (Raffie, 1989; Hyacinthe and Van
Cappellen, 2004). Because of this Fe(lll) trapping, bacteria appear to develop several different
strategies to access the mineral form of structural Fe(lll) as chelating mechanisms (Lovley, 1996;
Braunet al., 1998; Holmermt al., 1999). Microorganisms such as iron-reducing bacteria (IRB) play a
major role on the dissolution of iron mineral through the dissimilatory Fe(lll) reduction process in soil
(Munch and Ottow, 1983; Lat al., 2002) and sediment ( Lovley et al, 1986, 1991; Hyacwithé,

2006). In order to obtain efficient energy for growth, their metabolisms can reduce Fe(lll) in many
minerals such as iron oxide, goethite (Roden and Zachara, 1996; Kotska, 1999), hematite, magnetite,
(Lovley et al, 1987; Crespet al., 2007) and clay mineral such as nontronite (Stucki and Kotska,
2006; O'Reilly et al., 2006), illite (Donget al.,2003), chlorite (Jaisgt al., 2007) and kaolinite
(Esnault et al., 2010).

However, to better predict the activity of IRB in the environment, it is essential to understand the
mechanisms by which any given microbial community catalyzes iron reduction. Electron transfers
between protein and mineral are often cited (Kappteal., 2004) but few are really demonstrated.
Quinone molecules are currently described as the electron transfer mediator in essential
biogeochemical processes such as iron bioreduction and contaminant degradation. The particularity of
guinones is supported by reversible redox chemistry (Uchimiya and Stone, 2009). The role of
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guinones as redox catalysts in iron bioreduction by pure cultures of anaerobic bacteriee{Rdyer
20002; Jiang and Kappler, 2008) as well as indigenous soil (Rakstit 2009) and sediment (Nevin

and Lovley, 2000) has received considerable attention over the past 10 years. However, other soluble
organic compounds can act in a similar way as quinones: pyocyanin, a pigment produced by
Pseudomonas aeruginosa (Rabeegl., 2005), melanin (Turickt al., 2002), riboflavin (Dos Santos

et al., 2004), flavin and sulphur compounds such as the cysteine-cystine shuttle, and the sulphide-
sulphur shuttle (Kaden et al., 2002; Straub and Schink, 2003-2004).

In order to prove the mechanism of Fe(lll) reduction at distance and elucidate the “indirect” or
“direct” reduction, several studies were performed. Previous studies employing Fe(lll) (hydro)oxides
sequestered in alginate beads provided evidence which suggested that iron can be reduced at distance
by Shewanella and Geothrix species (Nevin and Lovley, 2002a,b). A recent study demonstr&ted that
oneidensiss capable of reducing iron at distance using the Fe-bead systemet(bies2005). These

authors explain that iron reduction could be controlled by an external mediator (extracellular electron
shuttle) between cells to Fe(lll) inside the beads. However, measuring Fe(lll) reduction inside an Fe-
bead system requires secondary analysis and according to the authors, the mediator molecules
described have not been identified.

Although many IRB species such as S. oneidensis strain MR-1 are supposed to reduce iron oxide at
distance, in this study, we developed a new, original alteration method to optically follow Fe(lll)
reduction processes at distance through the synthesis of a hybrid gel, where different minerals can be
included in a system in which porosity is controlled. Here we show the capacity of this technique to
determine mechanisms used by bacteria to reduce a more generally altered ferric mineral.

M aterial and method

Bacteria

An anaerobic bacterium, “Shewanella oneidensis strain MR-1" (Pasteur Institut Collection, Paris,
France, 106686), was used in the experiments. It was isolated from the anoxic sediments of Lake
Oneida, NY (Myers & Nealson 1988; Venkateswagarmal. 1999), and has been the subject of many
physiological and genetic studies. MR-1 is an obligate-respiratory bacterium, incapable of
fermentation. This bacterium may have the capacity to used electron shuttle molecule to perform iron
reduction. Shewanella oneidensis MR-1 was initially grown in a culture medium containing 20 mM
Fe(lll)-citrate and lactate as the electron acceptor.

Hybrid Inorganic Gel — Nontronite (HIG-nontronite):

The nontronite samples (NAu2) used in the present study were purchased from the Source Clays
Minerals repository at Purdue University and prepared according to Methat. (2006). The
mineralogical composition of NAu2 is pure (purity >99.9%) and is in colloidal form (the thickness of
individual nontronite particles is around 1.5nm on the basis of crystallographic data. The structural
formula is:

(Si7.5Al 0.1 €.29) (Alo.347635M70.05 O20(0OH)4N&g 72

The immobilization of nontronite in a silica gel was described by Grgbas. (2010). In our study,
nontronite suspension was mixed with a silica solution in the volume ratio 4.35:10 in order to have a
concentration of 4.35 g/l of nontronite particles in each millilitre of HIG. The homogenous coloration
proves that nontronite particles are well dispersed in the gel. Microscopic observation of the gels (not
shown) did not reveal any aggregate of nontronite particles. The HIG-nontronite characteristic gives it
excellent optical properties and a homogeneous porosity (40 to 100nm) preventing all possible
migration of bacteria into HIG.
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Two conditions were performed in order to determine microbial Fe(lll) reduction by contact or “no
contact”:

A B C

Figure 1: Picture of hybrid inorganic gel (HIG) before incorporation of nontronite (a) after (b) and in
“contactless” conditions (c), where HIG is synthesized around HIG-nontronite. Here, only a cross section was
presented of HIG-nontronite sandwich form.

Batch reactor

Two types of experiments (abiotic and biotic) have been performed in anaerobic sterile glass reactors.
A synthetic medium (Mclay) (Esnault et al, 2010) was prepared using 18.RI micron-filtered
water and was sterilized by heating.

Biotic experiences: Bacteria in contact or “no contact” with HIG-nontronite

Cultures were washed 3 times with the medium and then transferred to anaerobic sterile glass reactors
containing 30mL of culture medium (Mclay) in a total of 140mL. Sterile HIG-nontronite was added
with 4.35mM of H (gaseous and liquid for Shewanella species experiment. Anaerobic conditions
were obtained by bubbling a gas mixture: 60% H2, 30% N2, 10% a£Q.56 x10 Pa. Three
replicates were performed in order to validate the process. These batch reactors were incubated at
40°C in the dark. Control experiments were conducted in the same conditions without bacteria or
without electron donor. All the samplings were carried out under strict anoxic conditions within an
anaerobic glove box (90%,N5% H, 5% CQ). The initial cell density of all cultures, roughly 1%10
cell.ml™®, was estimated by the relationship between optical density (absorbance at 500 nm) and direct
cell counts (microscopy).

Biochemical analysis

» Bacterial growth was followed by direct cell counts (backlight kit) by optical microscopy.
* Bio-molecules (organic acid or aromatic compounds) were measured by HPLC (REF..)

* The experimental solution was monitored over the time for total Fe (dissolved Fe(ll)+Fe(lll))
by inductively coupled plasma—atomic emission spectroscopy (Ultra-trace ICP-AES, Jobin
Yvon®).

» Electron donor concentration was measured by gas chromatography during consumpgion of H
by Shewanella oneidensis MR1. (Description of GC).

» The Fe(lll) reduction of nontronite into HIG, was monitored through ferrozine assay (Viollier
et al., 2000). Some drops (100ul) were deposited above HIG sample in order to localize iron
reduction inside the HIG.

Confocal microscopy

Fluorescent analysis of Gfp-tagged bacteria was observed with confocal microscopy in order to
determine the bacterial distribution on the HIG.
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Results

Microscopic evidence of bacteria is shown through the distribution of bacteria cells supporting a high
fluorescence around HIG (Figure 2). This result validates the fact that there is no possible migration of
bacteria inside HIG, thus avoiding the contact with colloidal nontronite.
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Figure 2: Cross section of HIG (red) showing distribution of bacterial cells. Depth profile (XZ) of Gfp-tagged
bacteria fluorescence. Reference volume (white area): 50x300x118 pm

As shown in Figure 3, Shewanella oneidensis MR1 can reddténke HIG-nontronite during the

given time. First, a simple reduction beginning at the surface of the HIG sample is observed, with the
sample colour changing from orange to green. Then, the reduction occurs deeper within the sample
until the F&" is entirely reduced into HIG-nontronite and the sample is entirely green. THis Fe
reduction process is very slow, as complete reduction is reached only at 900 hours.

-
-

0 96 264 600 900 T (hours)

Figure 2: Evolution of Fe(lll) reduction of HIG-nontronite by Shewanella MR1 during the given time. The
reduction process penetrates deeper into the sample.

That the change of colours is a part of the reduction process is confirmed through ferrozine assay,
involving a complexing agent for Fethat turns purple as the ¥e ferrozine complex forms. Figure 4
focuses on the progression of the Fe(lll) reduction process as this complex forms, until the HIG-
nontronite turns completely purple (all Fe is in the form &f)Fe
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Figure 4: Localisation of Fe reduced into GIH-nontronite after addition of ferrozine agent during Fe(lll)
reduction of Shewanella MR1.

The reduction of structural Fe(lll) from nontronite by Shewanella is supported by the consumption of
H,, which is the sole electron donor in the system. WithoubiHbacteria (and sometimes even in
presence of b, no reduction phenomenon is observed during the same experimental period (results
not shown). This consumption of;iireduction of Fe(lll) is also correlated with the growth of bacteria

(Fig. 5).
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Figure 5: Bacterial activity during Fe(lll) reduction: H, consumed and bacterial growth.

Moreover, in the second experiment, HIG was synthetized around HIG-nontronite to prevent all
possible contact of bacteria on nontronite. The result shows the Fe(lll) from colloidal nontronite is
available for reduction b$hewanella sp. unless it comes in contact with HIG-nontronite. As shown in
Figure 6, the colour of HIG-nontronite changes in presen&heivanella sp, even though the bacteria
are, relatively speaking, far from the HIG-nontronite (roughly 5 mm). The total reduction was
observed at 980 hours.
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Figure 6: Fe(lll) reduction at distance (HIG-nontronite sandwich) by Shewanella MR1.

Furthermore, in the same experimental conditions, no relevant differences concerning the Fe(lll)
reduction kinetics are observed between the reduction of HIG-nontronite and that of HIG-nontronite
sandwich (Figure 5). The diffusion of reducing molecules through HIG material supports the Fe(lll)
reduction at a greater distance (>4 mm).

During the Fe(lll) reduction process, microbial activity produced bio-molecules, pyrocathechols and
phenanthrenquinones (Figure 7). The quinones belong to a family of molecules known to act as
mediator in reduction processes, so could be the mediator in the Fe(lll) reduction at distance for
dissimilatory iron reduction bacteria here.

Name Gluconate Lactate Acetate oxalate  Cpthechol (H ,Q)] Quinone (Q)
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Shewanella 7 0.0. 17 1,8 29 9

Figure 7: Identification of bio-molecules produced during Fe(lll) reduction of HIG-nontronite.
Presence of cathechol and quinone could be used as ES for reduction at distance.

Discussion

This study shows how microbes can promote the Fe(lll) reduction of colloidal nontronite at a great
distance — relatively speaking — via the production of catechol and quinone, which act as the mediator
molecules, diffusing in the material porosity until they reach the Fe(lll) particulate and reduce it.

In natural environment, quinones are often implicated in electron shuttling during Fe(lll) reduction
processes (Lovleyt al 1996). Quinones (Q) are frequently found in humic substances (Hs), which
enhance the microbial reduction process of insoluble Fe(lll), whatever the anoxic environment e.g. the
sediment zone (Kappler, 2004). The role of excreted quinone in extracellular electron transfer has been
identified through mutant bacteria which are depleted by menaquinone biosynthesis and are unable to
respire on humic substances (Newman and Kolter, 2000).

In our study, we demonstrate that, the efficiency of the Fe(lll) reduction, induced by redox bacterial
mediator, is dependent on two specific features of HIG-nontronite:
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» Migration of quinone/ cathechol molecules in the HIG porosity by the diffusion process;
catechol size, dependent on an aromatic core around 1nm, is smaller than HIG porosity
(around 40 nm).

* The high availability of Fe(lll) nontronite which is found in a colloidal nontronite suspension
on a pore-size scale

Particle size is very small (see material and methods section). Particles are found in a completely
dispersed state and no aggregation was observed (Mithalt, 2006). Moreover, when quinones
access the HIG porosity, they can reduce Fe(lll) nontronite by direct electron transfer. The electron
transfer that occurs when two complexes (redox mediator and Fe(lll) nontronite) are in close
proximity and which is estimated to be from 1(]xilarcus and Sutin, 1985; Tsuchidtaal., 1986) to

40A (Medvedewet al., 2004) can be easily achieved with Fe(lll) nontronite (particle size is estimated
at 15A).

Quinones (Q) from Hs or bio-produced by microbes can be bio-reduced to a hydroquingnii(@QH
(1) which can subsequently react chemically with Fe(lll) (2).

Q+2e+2H —» QB (1)
QH,+Fé" ——> QH°+Fé" +H (2

Moreover, abiotic experiments in laboratory show that catechol §Catth act as an important
organic for Fe(lll) reduction (Magdalena Santana-Casiano et al., 2010). Oxidation of catechol involves
reduction of Fe(lll) in producing quinone (benzoaquinone, Bq). This is explained through the
equation:
CatH; + 2Fe(OH); + 4H' = Bq + 2Fe(ll) + 6H,0
CatH; = Bq +2H* + 2~

Fe(OH) + 3HY + e~ = Fe(ll) + 3H,0

A schematic reaction as described below explains the extracellular mechanism of Fe(lll) reduction at
distance:

s SN W —
A, L
fred] 1o (5]
A, R,
OH
ES {red} Electron acceptors
f;ezft;:gna:?:;rs C@—}w (Metal oxides as

Fe(lll) mineral)

AN /\-ﬁ-/ \ .

]
ES {ox)

Figure 8 : Schematic reaction of Fe(lll) reduction at distance by quinone bio-produced as electron shuttle for
extracellular bacterial respiration (adapted to Watanabe et al., 2009).

S0, electron shuttle appears an intermediary to the bacterial reduction of Fe(lll) clay minerals. In our
study, it's only cathechol which can reduce Fe(lll). In this case, energetic reaction for bacteria
developpement is supported mainly by the reaction coug@uthone.
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Other studies support our conclusion that reduction of Fe(lll) to Fe(ll) can be performed by
endogenously produced diffusible redox mediators acting as electron shuttles for bacteria respiration
(Gralnick and Newman, 2007). For example, investigation of microbial fuel cell behaviour using
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) shows the transfer of extracellular mediator produced
by microorganisms from anode to cathode through a simple carbonate membrane under open-circuit
conditions and, therefore, their participation in extracellular electron shuttling (Ramasaahy

2009). According to the authors, electron transfer from the mediator to anode will be up to 15 times
faster than the electron transfer from bacteria to mediator. Moreover, a recent study (Haetshlgrne
2009) shows the capacity of redox protein (trans-OM icosa-heme complex, MtrCAB), localized on the
outer membrane (OM), to mediate electron transfer to extracellular substrates by spectro-
potentiometric characterization. The authors explain that the redox protein has been identified in a
range of bacteria phyla involving electron exchange and is widely found in an extracellular
environment.

It has been demonstrated tlatoneidensis able to grow with Fe(lll) in smectite structure as the sole
electron acceptor (Kotskat al., 2002). An extracellular mediator could be an adaptive strategy for
bacterial survival in a clay environment, whether at the surface, in diagenetic conditions, for example
at high temperature 100°C (Kashefial., 2002), or at great depths within sedimentary rock (Bebne

al., 1995).

The biotic process of Fe(lll) reduction via catechol and quinone shows the adaptive strategy adopted
by IRB to access Fe(lll) mineral for their respiration. This biological phenomenon opens a new area
for investigation to understand the biological accessibility of energetic elements in low concentrations
where life conditions are hostile. However, life is definitely present, e.g.: i) the discovery of bacterial
diversity in argillite environments (~160 million years, Poultial., 2008), or ii) the large fraction of

the sub-seafloor prokaryotes, which were identified as being alive in very old (16 million yr) and deep
(> 400 m) sediments (Schippers et al., 2005).

Although the energetic efficiency of external respiration is less effective than internal respiration, this
external respiration mechanism in prokaryote organisms may have been one of the possible
mechanisms resembling biological respiration on Earth before the endosymbiotic theory.
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6. CONCLUSION INTERMEDIAIRE

Dans les milieux argileux poreux, tel que les barrieres ouvragés, I'accessibilité au Fe(lll)
structural est essentiel pour la viabilité bactérienne. Cette étude a mis en évidence un
mécanisme de réduction du Fe(lll) structural externalisé. En effet, toutes les expériences en
présence de microorganismes ferriréducteurs permettent de proposer I'hypothese de
I'existence de navettes électroniques sous la forme de complexes de transfert d’électrons au
sein du systeme poreux (le GIH dans le cas de notre étude). Ces résultats démontrent la
biodisponibilité du Fe(lll) structural dans les systémes argileux poreux. Le processus de
réduction du Fe(lll) est contr6lé par la diffusion d’agents réducteurs, tels que des catéchols,
comme havettes électroniques dans la porosité du gel. Le processus de production de ces
navettes électroniques (catéchols/quinones) dans le milieu par les bactéries n’est
actuellement pas établi.

Ce mécanisme de réduction externalisé permettrait aux microorganismes
ferriréducteurs d’accéder au Fe(lll) structural a distance pour leur développement.

L'activité enzymatique bactérienne peut a la fois favoriser la production de ces molécules
réductrices et libérer des protons dans le milieu. Comme il a été décrit dans le chapitre 1V, la
combinaison de ces deux processus (oxydoréduction et acidolyse) peut avoir des
conséquences importantes sur la stabilité des phases minérales argileuses. En effet, une
réduction microbienne du Fe(lll) couplée & une production de protons ou d'acides
organiques peut conduire a:

e une déstabilisation de la structure cristalline initiale des minéraux argileux,

* une modification des parametres de transport, notamment de diffusion au sein
de la porosité,

* un changement du comportement mécanique de la barriere argileuse avec des
phénoménes de gonflement/rétraction du milieu argileux poreux (simulé et
guantifié dans le cas du GIH-nontronite).

Ces données, seulement qualitatives a ce jour, montrent la dynamique des processus
bactériens ferriréducteurs a I'échelle d'un milieu poreux. Les résultats des parametres de
transport ou sur le gonflement/rétraction du GIH-nontronite sont décrits en annexe 1 et 2 de
ce mémoire.

Dans le cas du stockage géologique profond, I'apport de sources d’énergies, comme
'hydrogene provenant du colis, au sein de la porosité argileuse, peut favoriser l'activité
enzymatique bactérienne et entrainer des processus de réduction du Fe(lll) structural des
minéraux argileux ferriféeres. Un schéma général décrit cette activité bactérienne
hydrogenotrophe et ses possibles impacts (Figure 63). Dans un milieu poreux naturel, tel
que dans les argilites, la représentativité de ces résultats dépend des quantités de phases
réactives ferriferes présentes pour supporter une activité bactérienne ainsi que de
l'accessibilité des éléments cibles dans un milieu argileux hétérogéne. Dans une
configuration plus réaliste que les GIH-nontronite, certaines phases ou conditions physiques
pourraient ainsi contrbler ce mécanisme de réduction a distance et limiter ce processus
microbien. Ainsi, il serait indispensable d’étudier la dynamique de ce systéme dans un milieu
complexe, plus réaliste des phases présentes. De plus, il faudra tenir compte de I'important
volume de minéraux carbonatés retrouvé dans les argilites, afin de déterminer l'influence
microbienne sur la stabilité de ces phases et son impact sur le contréle de la porosité du
systéme.
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Figure 63: Schématisation du contréle des phases minérales argileuses par les activités bactériennes
hydrogénotrophes en milieu confiné poreux.

Afin de préciser les interactions microbiennes a I'échelle du stockage, la réactivité doit
étre caractérisée de facon globale. Le but étant de définir si les activités bactériennes sont
viables en condition de stockage et de caractériser les couplages réactionnels du systéme :
Fer-argile-bactéries. Cette problématique est I'objectif de la partie 11l de ce mémaoire.
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CHAPITRE VII : CONTROLE DE L’ACTIVITE
FERRI-REDUCTRICE PAR LES PARAMETRES
ENVIRONNEMENTAUX

1. INFLUENCE DE L'ACTIVITE BACTERIENNE SUR LE SYSTEME
COUPLE FER METAL - ARGILE

1.1. ROLE DE L'HYDROGENE SUR LE METABOLISME BACTERIEN

1.1.1. Hydrogene dans le stockage : Source énergétique pour la vie microbienne

Que le concept de stockage prévoit I'emploi ou non d'une barriere ouvragée, la
perturbation anthropique due au stockage des déchets radioactifs au sein des couches
argileuses entrainera notamment, en phase réductrice saturée, une production importante
d’hydrogéne (corrosion du fer ou radiolyse de I'eau). En effet, une production significative
d'H, est attendue par la dissociation radiolytique de l'eau au cours de la décroissance
radioactive des radionucléides naturels U, Th, K (Lin et al., 2005a, Lin et al.
2005b ). De méme, des études ont estimé la production d’H, (principalement en raison de la
corrosion anaérobie des colis et armatures métalliques) & environ 10° moles d’'H, / alvéole
pour le cas des colis HAVL (Andra, 2005).

Du point de vue du vivant, I'hydrogene est reconnu comme l'un des substrats le plus
énergétique pour les écosystemes profonds, formant un lien entre le monde de la géologie et
le monde biologique (Nealson et al., 2005 ). Une meilleure compréhension des
sources d’énergies inorganiques utilisées par les systemes microbiens dans les milieux
géologiques profonds sera un analogue de la vie possible dans un stockage de déchets
radioactifs. La plupart de ces environnements sont pauvres et/ou dépourvus de matiere
organique et par conséquent les bactéries ont mis en place des stratégies afin de récupérer
de I'énergie aux travers de la fixation de carbone et d'H,, fournis par les processus
géochimiques.

1.1.2. Métabolisme bactérien : Hydrogénase

Les enzymes bactériennes hydrogénases catalysent la réaction réversible de I'oxydation
de I'nydrogéne moléculaire et jouent un rdle central dans le métabolisme énergétique des
bactéries (Vignais et al., 2001 ). L’hydrogéne intervient a la fois dans la synthese de
métabolites essentiels a la cellule (anabolisme) a travers la fixation du carbone et de l'azote
et dans les réactions énergétigues du métabolisme par le transfert d’électrons lors de
I'oxydation de I'hydrogéne: 2H" +2e” ¢ H,. La plupart des microorganismes capables de
métaboliser I'H, appartiennent au groupe des procaryotes. En effet, au sein du monde des
procaryotes, un grand nombre d’'espéces ont la capacité, via l'activité de ces enzymes
d'utiliser ou de produire de I'H, directement sans dépendre de carbone organique (Nealson
et al., 2005).

La plupart des enzymes hydrogénases connues sont les protéines fer-soufre, avec deux
atomes métalliques situés dans leur site actif, soit un Ni et un atome de Fe, hydrogénases
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[NiFe] ou de deux atomes de fer, hydrogénases [FeFe] (Vignais and Billoud, 2007 )-
Une chaine hydrophobe est suggérée comme canal facilitant I'acces au gaz (H,) de la
surface de la molécule jusqu’au site actif. Aprés oxydation de I'H,, et la formation d’H", des
clusters Fe-S permettent ensuite le transfert des électrons du site actif vers l'accepteur
terminal d’électrons (Figure 64).

Electron acceptor

Clusters
Active site ___ Fe-S
FeFe or
NiFe
H

Figure 64: Structure d’une hydrogénase indiquant les clusters Fe-S, le site actif de I’H; et la chaine
hydrophobe facilitant I'accés a I’H; (Volbeda et al. 1995).

Dans la nature, I'H, est considéré pour plusieurs especes bactériennes comme une
source d'énergie dont le plus grand potentiel énergétique est fourni par I'oxydation de I'H,
par 'O, en conditions extrémes. Une application biologique a cette réaction a été observée
dans les bassins d’entreposage de colis de déchets radioactifs, « piscines », ou des
communautés bactériennes autotrophes (Ralstonia sp. et Burkholderia sp) étaient capables
de se développer et de former des biofilms en présence H, comme source énergétique
(donneur d'électrons), d'O, comme accepteur terminal d’électrons et de CO, comme source
de carbone (Gales et al., 2004 ). L'oxydation de I'H, peut étre réalisée dans les
environnements oxydants aussi bien que dans les conditions réductrices. En effet,
différentes réactions réductrices catalysées par les communautés bactériennes sont
capables de consommer ou de produire de I'H,. Dans les environnements réducteurs
composés de matiére organique, les bactéries fermentaires, du genre Clostridium, sont
capables de produire de I'H, et du CO, par dégradation de molécules organiques résiduelles.
La réduction de protons en hydrogéne est une maniere d’évacuer un excés d’équivalents
réducteurs (Adams et al., 1980 ). D’autre part, de nombreux microorganismes utilisent
I'H, comme donneurs d’électrons, de maniere aérobie ou anaérobie. Ainsi, I'H, intervient
dans la formation de méthane par les archéobactéries méthanogénes dans les sols et
sédiments anoxiques (Conrad et al., 2006 ). Selon les conditions redox du milieu, une
cascade de réactions microbiennes utilisant d’autres accepteurs d'électrons, tels que les
sulfates, le Fe® et les nitrates, interviennent dans la consommation d’'H. (Libert et al.
2010). La contribution de ces groupes variés dépend de la quantité des nutriments
disponibles ainsi que de la présence des accepteurs délectrons (Vignais and
Billoud., 2007 ; Caumette 1992 ).
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1.1.3. Réduction des matériaux du stockage profond : Couplage H, / Fe(lll)

Comme démontré dans le chapitre précédent, les bactéries ferriréductrices sont capables
d'accéder au Fe(lll) structural des matériaux (argileux ou oxydes) a plus ou moins longue
distance afin de pouvoir réaliser leur métabolisme de respiration par transfert d’électrons
excédentaires au Fe(lll).

Cependant, afin de se retrouver dans les conditions les plus proches possible d'un
stockage géologique de déchets radioactifs, deux expériences (une en contexte de corrosion
métalliqgue et la seconde en condition volumique compartimentée) ont permis de mettre en
évidence ['utilisation de I'H, (donneur d’électrons) comme substrat énergétique efficace pour
la réduction du Fe(lll) structural des matériaux représentatifs du stockage (magnétite et
smectite). Le couplage H,/ Fe(lll) sera le moteur potentiel du développement bactérien
ferriréducteur au sein du stockage de part les propriétés énergétigues de la réaction
d’oxydation de I'H, qui a un rendement plus favorable qu’en présence de matiére organique
(Libert et al., 2010 ) et d’accessibilité via la diffusion de I'H, dans la roche héte
argileuse (Tallandier, 2005 ). En plus dun effet énergétique sur la biomasse
microbienne, I'activité enzymatique de réduction du Fe(lll) structural des matériaux entraine
une altération (réduction /dissolution) des phases minérales initiales ainsi que la
néoformation de minéraux secondaires. Dans le cas des phases argileuses, nous avons vu
au chapitre précédent, la disparition des phases minérales de type smectite en faveur de la
formation de phase illitique ou de type serpentine (1 :1 phylosillicate) qui ont des propriétés
de confinement moins efficace. Dans le cas de la corrosion métallique I'apport d’'H, permet
aux activités des IRB d'altérer les couches de passivation formées par les oxydes de fer de
type magnétite (chapitre 5) qui ont tendance a diminuer les vitesses de corrosion. On
observe alors une reprise de la corrosion (mécanisme indirect) et la formation de sidérite
comme minéral ferreux secondaire et majoritaire qui est connu pour avoir des propriétés
moins passivantes (Papillon et al., 2003 ). Ainsi dans les milieux pauvres
énergétiquement tels que les milieux argileux profonds, I'H, permet de fournir I'énergie
nécessaire aux microorganismes, dans notre cas ferriréducteurs, pour permettre une activité
de réduction du Fe(lll) des matériaux.

Cependant au sein du stockage en profondeur des colis de déchets radioactifs en milieu
argileux, la réactivité globale du systeme sera la résultante d’'une somme de réactions entre
le fer métallique - I'eau du site - l'argilite et l'activité microbiologique sous un gradient
thermique et de pression. Bien que I'activité microbiologique des espéces modeles étudiées
(IRB) sur l'altération des matériaux du stockage (corrosion du fer ou altération des phases
argileuses) soit démontrée, il est nécessaire de caractériser le potentiel catalyseur
microbiologique dans un systeme intégré. En effet, au sein du systéme fer-argile, la réactivité
est portée soit sur la corrosion aqueuse (Fe’ + 2H" — Fe®* + H,) soit sur la corrosion
argileuse (Fe® + 2Fe* —  3Fe”™) via le Fe(lll) structural des matériaux argileux,
principalement de type smectite.

Le contrble biologique sur la réactivité fer-argile n'est pas connu et une
hiérarchisation des phénomeénes doit étre précisée.

Plusieurs conséquences sont a déterminer :

* Impact positif ou négatif sur les cinétiques réactionnelles

* Inhibition possible des processus réactionnels.
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1.2. DETERMINATION DES PARAMETRES D'INFLUENCE

Afin de comprendre linfluence bactérienne sur la réactivité globale du stockage, il est
nécessaire dans un premier temps de discrétiser la réaction globale en réaction simplifiée :

*Fe**Argile+H, ~—gg~ Fe*+2H*+SiAlFe

*Magnétite+ H, ——— 3Fe?*+2H*

*Fe©@+2H* ———— Fe+H,
*Fe3* Argile + Fel0) ————  3Fe?*+ Fe?* Argile

La réactivité des éléments présents Fe®, Fe**Argile ainsi que I'équilibre des phases
telles que Fe® par rapport & la magnétite, Fe**Argile par rapport au Fe**Argile contrdlera la
réactivité microbiologique dans le systéme. Ainsi, l'activité bactérienne sera dépendante des
conditions physico-chimiques du milieu réactionnel (pH et redox), des éléments nutritifs et
toxiques disponibles ainsi que de la présence ou non de substrat pour son métabolisme
(donneur d’électrons et accepteur d’électrons). La réactivité globale sera donc la résultante
d'un équilibre entre chaque réactivité indépendante des constituants Organo - Minéral -
Métalligue, contrblée par des activations et des inhibitions réactionnelles. La figure 65
représente de facon schématique le systeme étudié.

Activité
IRB
. 7N
Réduction / A
dissolution / /K \ Corrosion
indirect

//{/(\ N \\ \
/ \x \

Fe**Clay /7 "1 % \
\\N\‘“‘ﬁ
T N
— A//Fe o
Corrosion
argileuse

Figure 65: Réaction dans un contexte Organo - Minéral - Métallique: activation/inhibition

La difficulté de ce systeme est de pouvoir identifier les paramétres pouvant différencier
chaque systéme réactionnel les uns par rapport aux autres et de comprendre les controles
induits par chaque pole.

Le Fer est un élément central de la réactivité mais est un mauvais traceur pour distinguer
la part intégrante de chaque réaction. En effet, les propriétés du Fe* qui, mis en solution,
réagit treés vite avec les especes chimiques présentes (mise a I'équilibre avec les phases
minérales) a ces gammes de pH (entre 7 et 9) et dans des conditions favorisant les
équilibres (pas de transport), masque d'autant plus I'altération globale et donc linfluence
biologique sur le systéme fer — argile.

A Tinverse, la mesure de la production d’H, lors de la corrosion (agueuse, argileuse et
biologique) peut étre suffisamment précise (analyse H, gaz a faible pression (107 Pa) et
significative (consommation d’H, bactérienne faible par rapport & I'H, de corrosion produit et
non réactif avec les especes en solution) pour distinguer la part altérante de chaque péle
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réactionnel. Ainsi la réactivité globale de ce systéeme va étre déterminée a travers ces 2
traceurs : Fe?* et H,au cours d’expérimentations.

Afin de déterminer l'influence microbienne sur la réactivité couplée fer métal — argile, 3
types de processus seront investigués via une approche expérimentale. :

« Détermination de I'effet du fer métal dans la bio-réduction d’'un sel ferrique
¢ Impact du fer métal dans la bio-réduction du Fe(lll) structural des smectites

* Validation de l'impact de l'activité ferri-réductrice sur la réaction couplée fer
métal -argile

Par souci de clarté les conditions expérimentales sont ici détaillées pour chacune des
expériences.

1.2.1. Respiration du Fe*" en solution en présence de fer métallique

Le but de cette 1°*® expérience est de déterminer I'effet du fer métal dans la bio-réduction
d’'un sel ferrique d’'un point de vue purement qualitatif.

Protocole : 20 mM de citrate de Fe(lll) sont ajoutés au milieu MClay (40ml volume final) et
introduit dans des réacteurs, en présence d'une quantité croissante en Fe(0) (Omg, 30mg, 66mg,
100mg et 200mg) dans les réacteurs. Un inoculum bactérien de Shewanella sp (4% V/V) est ajouté au
milieu d’expérience en présence de 10mM de lactate comme donneur d’électrons. Les réacteurs sont
balayés par un mélange de gaz (N, 90%, CO, 10%) et placés a 37T a I'obscurité dans une étuve.
Les expériences ont été répliquées trois fois. Les échantillons sont observés au cours du temps afin
de déterminer I'évolution de la réduction du Fe(lll) citrate.

24h 24h 25h 26h 28h
l I I | I

Figure 66 : Réduction du Fe(lll)-citrate en présence de Fel® par Shewanella sp. Les valeurs de temps de
réduction décrites sont des moyennes des 3 répliquas réalisés.

Dans les réacteurs (Figure 66), la réduction du Fe(lll)-citrate est observée par un
phénomeéne de décoloration du milieu : orange (Fe*) & incolore (Fe*) en passant par un
stade intermédiaire vert (mélange Fe*'/Fe®). On observe quelque soit la concentration en
Fe® présent, la bio-réduction du Fe(lll)-citrate. Des expériences témoins sans bactéries, ne
montrent pas de réduction du Fe(lll)-citrate, le milieu reste orangé en fin d’expérience (30h).
Au temps plus long le Fe(0) va tamponner le rédox du systéeme aqueux et une réduction
chimique pourrait intervenir. Cependant, la réduction du Fe(lll) citrate semble plus lente

201



CHAPITRE VII : CONTROLE DE L’ACTIVITE FERRI-REDUCTRICE PAR LES PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX

lorsque la concentration en Fe® augmente. Bien que la corrosion aqueuse du Fe® semble
ralentir la réduction du Fe(lll)-citrate, les écarts mesurés sont tres faibles.

En conclusion, les bactéries ferriréductrices peuvent réduire le Fe(lll) en solution en
contexte de corrosion aqueuse (présence de Fe®). Cependant peuvent-elles accéder au
Fe(ll) structural d’'un minéral lorsqu’il est en présence de Fe® (état dispersé, mélangé
favorisant la réactivité Fe® — argile) ?

1.2.2. Impact du fer métal dans la bio-réduction du Fe(lll) structural des smectites

Protocole : Le milieu d’expérience MClay est composé d'un milieu minimum et de 5g/l de
glucose. Quatre expériences ont été réalisées

+ 1. une expérience témoin abiotique contenant 100mg de smectite dans 15ml de
solution MClay,

e 2. une expérience biotique contenant 100mg de smectite dans 15ml de solution
MClay en présence de 4% V/V d'inoculum bactérien de I'espéce Clostridium
aurantibutyricum,

* 3. une expérience abiotique contenant 100mg de smectite et 100mg de Fe® dans
15ml de solution MClay et

e 4. une expérience biotique contenant 100mg de smectite et 100mg de Fe® dans 15ml
de solution MClay en présence de 4% V/V d'inoculum bactérien de I'espéce
Clostridium aurantibutyricum.

Résultats :

- -

'
& ) .
‘ '
canfrof clay
|

clay + Clostridium clay + Fe () clay + Closiridium + Fa (fy

2 3

Figure 67 : Batch représentant I'activité microbienne de réduction du Fe(lll) en contexte fer-argile.

Les résultats (Figure 67) montrent le changement de couleur de jaune (smectite Fe**) a
vert (smectite Fe?*) que I'on observe dans les deux expériences biotiques (2 et 4) que ce soit
en présence ou en absence de Fe®. Ainsile Fe(lll) structural des matériaux argileux, ici la
beideillite de ward’s, en présence de fer métallique est accessible pour les bactéries ferri-
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réductrices. Dans I'expérience 3 abiotique en présence de Fe©, la couleur verte de réduction
de la smectite n’est pas visible.

Il est important par ailleurs de décrire, I'activité métabolique associée au processus de
bioréduction pour démontrer Iimpact microbiologique direct sur la réduction du Fe(lll)
structural.

Pour ce faire on suit la fermentation bactérienne via la consommation de glucose (Figure
68) :

C.H,.C. = GHO. + 2C0O. + 2H,

X

——Temoin

B Arg-bactérie

— — Arg Fe(0)

—X— Arg-bact-Fe0

Concentration glucose g.L
N w
/

Temps (jours)
Figure 68 : Consommation de glucose au cours de la réduction du Fe(lll) de la smectite.

Dans les expériences biotiques en présence de Fe(0), la consommation du glucose est

équivalente a celle des expériences sans Fe(0). Nous confirmons donc, qu'il n’y a pas
d’inhibition de I'activité microbienne par le fer métal.

Concentrations des métaux en solution (ppm).
Echantillons Si Al Fe
1 8,1
2 44,2
3 5,3
4 4,7

[Milieu | 0,0 | 0,0 | 0,0 |

Figure 69 : Suivi de la concentration chimique en solution des éléments structuraux de la smectite au
cours des altérations bactériennes en condition de réactivité Fe/argile.

L'activité bactérienne, visualisée par les échantillons 2 et 4, entraine une réduction du
Fe(lll) structural qui entraine une altération (échantillon 2) de la smectite qui peut étre tracée
par la mise en solution déléments structuraux tels que le Si, I'Al et le Fe dont les
concentrations sont supérieures aux concentrations retrouvées chez les témoins abiotiques,
en présence de Fe(0) ou non (échantillons 1 et 3)(Figure 69). D’autre part, la présence de
bactéries ferriréductrices dans le systeme fer métal / argile entraine une altération importante
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des phases présentes notamment une forte dissolution du fer. L'activité bactérienne semble
avoir un impact direct a la fois sur la smectite que sur le fer métallique.

Grace a ces expériences, du point de vue chimique ou métabollique, nous
démontrons que la présence de fer métal n’inhibe pas la bio-réduction du Fe(lll)
structural des smectites. L’activité bactérienne pourrait aussi avoir un impact sur la
réactivité globale du systeme fer / Argile.

1.2.3. Validation de lI'impact de I'activité ferri-réductrice sur la réaction couplée fer
métal - argile

Le but de cette 3°™ expérience est de distinguer indépendamment les processus
réactionnels des oxydants (aqueux, argileux et bactérien) sur la corrosion des métaux :
Analyse du traceur H , de corrosion.

Protocole :  Trois expériences sont réalisées en réacteur batch, sous agitation, dans un bain
marie a 40T :

e - Une expérience de corrosion aqueuse (1) contenant 200mg Fe(0) dans 40ml de
solution MClay.

- Une expérience de corrosion argileuse (2) contenant 200mg de montmorillonite
MX80, et introduit en présence de 200mg Fe(0) dans 40ml de solution MClay (pH 7).

e - Une expérience de corrosion biotique en milieu argileux contenant 200mg de
montmorillonite MX80, 200mg Fe(0) dans 40ml de solution MClay en présence de 4%
(V/V) d’un inoculum bactérien : Shewanella oneidensis MR1.

Résultats

Les résultats représentés en figure 70, correspondent aux 3 expériences de corrosion.

 La courbe bleue correspond a la courbe de production d'H, durant la corrosion
aqueuse.

e La courbe verte correspond a la somme corrosion aqueuse + corrosion argileuse pour
la production d’'H..

e La courbe rose correspond a la production d’H, (somme de la corrosion aqueuse +
argileuse + influence biologique).

On observe une hiérarchie entre les expériences dans la quantité d'H, produite. Elle
semble étre proportionnelle au nombre d’oxydants dans le systeme aqueux suivant:

Classements des expériences les plus corrodantes vis-a-vis du Fe(0):

Expérience bactérie/Fer/argile > Expérience Fer/argile > Expérience Fer ,

Au départ, la corrosion aqueuse (courbe bleue) est la réaction dominante pour les 3
expériences (entre 0 et 150h), puis on observe une rupture de pente pour les deux autres
expériences en présence d'argile ou la production d'H, augmente, cela correspond a la
partie corrosion argileuse. En effet lors de la lere partie de corrosion, le pH augmente et les
produits secondaires se forment vers 150-200h (voir expérience 2 et partie biocorrosion) ce
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qui diminue la quantité d'oxydant (H") de I'eau ainsi que la surface minérale attaquable par
ces oxydants.

Cependant, en présence d'argile la corrosion semble augmenter au moment ou la
concentration d’oxydants aqueux diminue. La corrosion argileuse via le Fe*" devient ainsi
significative et poursuit 'augmentation de la corrosion du métal.

De méme, en présence de bactéries, on observe une augmentation plus forte de la
concentration en H, dans le ciel gazeux. L'impact bactérien de biocorrosion indirecte
observé dans le chapitre 4 (partie 1.2), est retrouvé ici. Contrairement a I'étude précédente
de biocorrosion, aucun ajout d’un nouveau inoculum bactérien au cours de I'expérience n'a
été réalisé, et pourtant en fin d’expérience, on observe des bactéries vivantes et une activité
ferri-réductrice viable (observation d'une activité bactérienne ferri-réductrice aprés
réensemencement dans un milieu contenant du citrate de Fe*")

Ainsi on peut émettre I'hypothese que les bactéries ferriréductrices ont pu survivre en
milieu argileux via le Fe*" de la smectite et ensuite entrainer une altération des produits
secondaires de la corrosion du fer métallique (magnétite) et favoriser la corrosion de fagon
indirecte.

En milieu Organo - Minéral - Métallique, on observe une synergie des réactions :
aqueuse, argileuse et microbienne, sur la corrosion métallique.

Magnétite (FgO,) +H,

250 = - Bactéries ferri-réductrices
Foy +2H Twpite — Fo sontion+ H,
2.00 - TS I+ I+ + oo |
Fé'u + He wrile — He solution + He arzile 3Fe’ + 4H'20 =
_ 150
o
£
E
o
T 1.00
050
OOO T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temps (heures)

—#—Bactéries+argile pH7; H2 —&—pH7;H2 —@— Argile, pH7;H2

Figure 70: Influence des oxydants (biologique, chimique et argileux) sur les processus de corrosion
métallique.

En conclusion, I'activité bactérienne a été observée et mesurée en milieu fer/argile et
semble significative au regard des autres réactions. L’argile sert & la fois de substrat, niche
écologique nutritif et énergétigue, au monde microbien. Ceci a pour conséquence de
permettre aux activités ferriréductrices de se développer et d'altérer les phases minérales
contrblant la corrosion des métaux. Un effet synergique réactionnel apparait dans le
systéme, augmentant ainsi la réactivité globale du systéme fer/argile et donc sa vulnérabilité
et son altérabilité.
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Bien que linfluence bactérienne sur la réactivité des matériaux ait été démontrée en
conditions Fel/argile, la complexité de ce systeme ne permet pas de déterminer l'influence
des réactions sur les processus de contréle microbiologique.

Afin de valider le modéle bactérien IRB hydrogénotrophe dans les environnements
profonds réducteurs tel que le stockage géologique de déchets radioactifs, il est nécessaire
de déterminer les limites fonctionnelles des activités bactériennes au travers d'études de
sensibilité que ce soit sur les parametres : Fe, H,, Température et Pression.

2. INFLUENCE DES PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX SUR
LA BIOREDUCTION DU FE(IlIl) STRUCTURAL

2.1. INFLUENCE DE LA TEMPERATURE

Au sein du stockage, les colis de déchets radioactifs seront au contact de la barriere
argileuse naturelle, l'argilite. Une importante source de rayonnements ionisants avec
dégagement de chaleur va étre émise par la radioactivité des colis de déchets dans le
champ proche du stockage entrainant une élévation de la température moyenne avec un
maximum de 90C (pic thermique) a linterface chemisage/argilite (exigence de sureté
retenue dans le stockage, ANDRA, 2005). Les modeles actuels sur I'évolution thermique
des conditions du stockage prédisent une baisse de la température avec une stabilisation
autour de 45-50C obtenue aprés 1000 ans au sein du module des déchets C. Ces
conditions de température doivent étre prises en compte concernant le potentiel d’activité du
modele bactérien ferriréducteur utilisé dans notre étude. La réduction bactérienne du Fe(lll)
structural des matériaux ferriferes (argiles et oxydes) par des bactéries hydrogénotrophes
mésophiles (20-40C), Shewanella oneidensis MR1 a été démontrée au cours de cette étude
(chapitre 3). Afin de déterminer la viabilité de l'activité bactérienne de réduction du Fe(lll)
structural des matériaux a haute température, des expériences en présence de bactéries
hydrogenotrophes thermophiles (50-80C), Thermotoga subterranea, ont été investiguées en
présence dargile de type smectite (beidellite ferrifére) et en présence d’argilite de
Tournemire.

Les conditions d'expérimentation sont les mémes que pour les expériences avec la
bactérie mésophile Shewanella oneidensis MR1.

Protocole :  Dans les réacteurs sont introduits : 200mg d'argile (smectite ou argilite de
Tournemire), 100ml de solution MClay supplémenté en peptone (1g/l) comme substrat carboné (pas
d’utilisation de carbone inorganique CO, pour la synthése bactérienne pour Thermotoga sp), inoculum
bactérien (4%V/V), atmosphere du réacteur conditionné par un barbotage d’'un mélange de gaz: N,
30% CO, 10% H, 60%. Les réacteurs sont ensuite placés dans une étuve a la température
d’expérience de 60C et a I'obscurité. Des témoins abiotiques en présence ou en absence d’'H, ont été
réalisés.

Résultats :

a) Réduction du Fe(lll) de la smectite par Thermotoga subterranea
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Bio-réduit Non réduit

Figure 71: Bio-réduction du Fe(lll) de la smectite & 60°C par Thermotoga subterranea

La réduction du Fe(lll) structural de la smectite est clairement observée apres 10 jours
d’expérience sur les photos présentées ci-dessus (Figure 71).

b) Réduction/dissolution du Fe de I'argilite de Tournemire

Fe pmol/g d'argile

0 50 100 150 200 250 300
heures

—4— Argilite- 60%H2" —=— Argilite sans H2" —e— Shewanella-argilite-60%H2

Figure 72 : Augmentation de la dissolution du Fe structural de l'argilite en présence de bactéries
ferriréductrices thermophiles.

Ces résultats montrent I'accessibilité du Fe(lll) structural des nontronites et des argilites
pour les réductions bactériennes a plus haute température (60C) (Figure 72).

La température (60C) ne sera donc pas un facteur |imitant pour ce processus
fonctionnel et par conséquent pour le développement bactérien de souche en
stockage profond.

2.2. INFLUENCE DE LA PRESSION

L’H, produit lors de la corrosion des colis peut entrainer une augmentation de la pression
au sein des alvéoles de stockage (voir chapitre 2, partie 2). A partir des mesures de
perméabilité au gaz (de 10%* m? a 10% m?), la pression maximale atteinte au sein d’'une
alvéole de stockage serait de 83 bars (Talandier, 2005 ). Une expérience sous pression
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croissance de gaz (N, 90% CO, 10%), en présence de la bactérie thermophile Thermotoga
subterranea dans un milieu minimum standard (milieu DSMZ, numéro) a 60C a été réalisée
dans des réacteurs a pression controlée (Figure 73).

PARRA®S500) SERIEE cCONPACT REASTON

Figure 73: Réacteur a haute pression : dispositif pour la mesure de la croissance bactérienne sous
pression croissante (1 a 45 bars)

Dans cette expérience, la viabilité bactérienne sous l'influence d'une pression de gaz
croissante a été déterminée par des comptages bactériens (épi fluorescence, kit back-light)
au cours du temps a des seuils de pression déterminés : 15bars, 30bars, 35bars, 40bars et
45bars. Apres chaque préléevement du milieu de culture, la pression du réacteur est a
nouveau augmentée jusqu’au prochain palier de pression et les milieux expérimentaux sont
a nouveau supplémentés en milieu de culture initial afin de ne pas atteindre un effet de
carence nutritive sur la biomasse bactérienne. Un nouveau prélévement est effectué apres 3
heures a pression stabilisée pour déterminer la biomasse initiale a ce palier puis un second
prélévement est effectué quelques jours aprés afin de déterminer 'augmentation ou non de
la biomasse. Une croissance bactérienne (Acroissance) en fonction de la pression est ainsi
mesurée. Le tableau 20 récapitule les résultats.

Temps 0 19 32 56 72
(jours)

Pression 15 30 35 40 45
(bars)

Acroissance 4,4E+06 2.1E+06 8,7E+06 5,8E+06 1,05E+06
Germes /ml

Tableau 20 : Détermination de la croissance bactérienne (Acroissance) au cours d’une augmentation des
conditions de pression (15bars a 45 bars).

Ces résultats d’expériences a pression variable de gaz (1- 45 bars) n’ont montré aucune
limite fonctionnelle pour le développement bactérien dans la gamme de pression étudiée. Le
seuil d’activité de viabilité microbienne a forte pression n’a pas pu étre déterminé. Cependant
de nombreuses bactéries dites « barophiles » peuvent supporter des pressions trés
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importantes allant jusqu’a 100bars (yayanos, 1981, 2009 ). D’autre part, les bactéries
ferriréductrices du genre Shewanella ont été identifiées dans des environnements marins
profonds vivant dans des conditions de pression supérieures a 40bars (Kato et al.,
1995 ;lkegami et al., 2000 ).

La pression dans les limites étudiées n’inhibe pas le processus de bio-réduction

2.3. INFLUENCE DE Py,

Dans les environnements du stockage, I'H, sera le gaz dominant par rapport a I'N, et le
CO; qui seront des gaz résiduels dans les macroporosités (vide entre les matériaux du
stockage) provenant de I'excavation des galeries du site argileux profond. Bien qu'utilisé
comme substrat pour les bactéries hydrogénotrophes, I'hydrogéne pourrait a forte
concentration étre inhibiteur des activités bactériennes. Des expériences a concentration
croissante d’'H, (différents mélanges de gaz utilisés : 0%, 10% 26% 60% et 100% d'H,) en
présence de la bactérie Shewanella oneidensis MR1 et d’argile de type smectite (beidellite
ferrifere) ont été réalisées.

I 100 200 300 400 500

* 0%HZ

== 10%H2

26%

i 50% H2

100% H2

Consommation en mMol de H2
IS

Temps {h)
Figure 74: Bio-consommation d’H; lors de la réduction du Fe(lll) des smectites en fonction du temps

Les résultats (Figure 74) montrent que la consommation d’H, par les bactéries est
corrélée avec la quantité d’H, présent, c'est-a-dire que I'H, est considéré seulement comme
un substrat et donc que l'activité bactérienne est dépendante de la concentration en H,,
jusqu'a la saturation de l'activité enzymatique. D’autre part l'altération de la smectite par
réduction du Fe(lll) est aussi plus importante lorsque la concentration en H, est élevée. Les
témoins (sans H, ou avec H,-sans bactéries) ne montrent pas de réduction de la smectite
(Figure). Les résultats indiquent que plus la concentration en H, augmente (1,17, 3,08, 7,48
et 21,11mM,), plus la réduction est importante (verdissement trés prononcé de la couleur de
la smectite), avec respectivement 0.11, 0.84, 1.74 et 6.16 mmol/L de Fe réduit (Tableau 21).
En présence de 100% d’hydrogene, le pourcentage de réduction de la smectite est tres
élevé (64.98%) comparé aux autres concentrations en hydrogene.

209



CHAPITRE VII : CONTROLE DE L’ACTIVITE FERRI-REDUCTRICE PAR LES PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX

Biotique (400h) = Abiotique
Concentration E
Hydrogéne 0, 00 1.17 3,08 7,48 21,63 =22
mmol/l :
Concentration en .
fer réduit totale 0,083 0,111 0,843 1.744 6,163 . 0,07
en mmol/L E
% de réduction 3
0.87 % 1.18% 8.90% 25.36 % 64.98 % : 0.74%

de la smectite

Tableau 21 : Bilan de I'activité bactérienne ferri-réductrice : consommation d’H; disponible et réduction
du Fe* de la smectite. La concentration d’H, correspond a la fraction d’H; présent dans les réacteurs a la
pression de I'expérience (~1,6bars).

Ainsi, la vitesse de réduction du Fe(lll) croit avec la concentration d'H,. En milieu

profond, l'activité ferri-réductrice sera corrélée a la production et a la disponibilité de
I'hydrogene (radiolyse de I'eau, corrosion et diffusion dans le milieu poreux).

Dans un écosystéme anoxique, la consommation de I'H, peut étre décrite selon le
formalisme de Michaelis-Menten (Lovley and Goodwin, 1988 )

V=Vmax*[H,]*B/(Km + [H.])

Avec: V la vitesse de consommation de I'hydrogéne
Vmax la vitesse de consommation de I'H, par unité de biomasse a saturation
[H.] la concentration en hydrogéne dissous
Km la constante de Michaelis
Dans notre systeme la vitesse de consommation d’hydrogéne est croissante plus sa
concentration est élevée. Ceci s’explique par le fait que la concentration initiale d’hydrogene
(substrat de I'enzyme hydrogénase) n'est pas assez élevée pour saturer tout les sites
enzymatiques des hydrogénases bactériennes présentes dans le milieu.
Les bactéries, qui peuvent utiliser I'hydrogéne comme donneurs d’électrons avec
différents accepteurs d’'électrons, contrdlent donc les teneurs en hydrogéne dans les milieux
anoxiques (Hoehler et al., 1998 ; 2001 ).

En présence de bactéries hydrogénotrophes et indépendamment du substrat
minéral ferriféere présent (smectite ou Fe(lll) citrate), la réduction bactérienne du Fe(lll)
est corrélée a la concentration en hydrogéne présent.

Nous avons ainsi démontré que I'hydrogéne joue un rble moteur pour le
développement bactérien en milieu réducteur profond et permet les activités
biologiques altérantes sur les matériaux du stockage.
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3. IMPACT DU FE?" SUR L’ACTIVITE MICROBIOLOGIQUE

Durant les processus de corrosion des matériaux métalliques, le fer sera I'élément
majoritaire du stockage. En effet, selon les conditions physicochimiques et géochimiques du
systéme, le fer sera soit sous forme aqueuse soit précipité sous forme de solide. Le Fe?" est
un ressource nutritive essentielle au développement bactérien. Sa concentration dans le
stockage est un paramétre crucial pour la viabilité bactérienne. Il est ainsi capital de
déterminer la disponibilité ainsi que la toxicité en Fe?* pour définir les limites de viabilité du
métabolisme bactérien.

3.1. ACTIVITE BACTERIENNE SELON LA CONCENTRATION EN FE?*

3.1.1. Notion de carence et de toxicité

Des expériences, utilisant des génes rapporteurs (biosenseurs), ont été réalisées afin de
déterminer les seuils de carence du fer pour I'activité cellulaire des bactéries.

Limite d’accessibilité au fer : Utilisation de biosenseurs bactériens

Les biosenseurs bactériens sont des bactéries modifiées génétiquement de maniéere a
émettre un signal facilement mesurable (souvent de la bioluminescence) lors d'une
exposition & un composé spécifigue ou a de nouvelles conditions environnementales
(Billard et DuBow, 1998; Riether et al., 2000 ). Lors de précédents travaux,
différents biosenseurs bactériens luminescents ont été construits pour détecter des polluants
métalligues tels le cadmium, le plomb, le cuivre (Riether et al., 2001 ) ou le
phosphate (Dollard et Billard, 2003 ) dans des échantillons aqueux. L'intérét de
I'approche par rapport aux techniques physico-chimiques de quantification réside dans le fait
gue seule la fraction du polluant « absorbé » par la bactérie (biodisponible) est détectée (Fig.
75), le signal émis reflétant de fagon directe I'effet du composé sur la cellule. Notamment, la
réponse spécifigue des bactéries a la carence en fer par production de sidérophores a
récemment été mise a profit pour construire des biosenseurs bactériens fluorescents et
caractériser la biodisponibilité du fer au niveau de la phyllosphere (Joyner et Lindow,
2000). L'observation in situ de bactéries marquées par des protéines fluorescentes (GFP,
DsRed) constitue également une approche expérimentale prometteuse en écologie
microbienne, déja appliquée a I'étude de processus tels que la formation de biofilms, les
interactions symbiotiques microorganismes-végétaux ou animaux. Il est désormais possible
de suivre simultanément et en temps réel, divers aspects de la physiologique bactérienne
par microscopie confocale et visualiser ainsi la perception qu'ont les cellules marquées de
leur microenvironnement (Larrainzar, 2005 ).

inducteun’

Figure 75: Principe de fonctionnement d’un biosenseur.
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Le promoteur (P/O) d’'un gene régulé par un composé spécifique (inducteur) est fusionné
a un gene rapporteur (lux/gfp) codant une protéine facilement détectable (luciférase/GFP).
La pénétration de I'inducteur dans la cellule déclenche I'expression de la fusion et aboutit a
'émission de lumiere.

Dans le cadre de cette étude, nous avons choisi d'utiliser la souche Pseudomonas
aeruginosa PAO1 comme héte pour le développement des biosenseurs bactériens. Cette
bactérie ubiquiste est un saprophyte typique du sol. Le génome de cette souche modéle est
totalement séquencé (Nelson et al., 2002), de nombreux génes impliqués dans
'acquisition et le métabolisme des nutriments et les systémes de détection et d’adaptation
aux modifications environnementales ont été décrits (Dos Santos et al, 2003 ). Nous
nous sommes focalisés sur la construction de biosenseurs bactériens du fer et avons testé
leur capacité a décrire les seuils de biodisponibilité en fer pour la viabilité bactérienne. Ceci
dans un but ultérieur de pouvoir comparer la biodisponibilité de cet élément métallique dans
les argilites.
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Figure 76 : Mesure par luminométrie (ftpA_Lux) et par fluométrie (Bfrb Gfp 24) de 'expression des génes
rapporteurs résultant de la concentration en fer disponible pour les bactéries : limite biologique des
milieux carencés en Fe.

Ces reésultats indiquent clairement que I'expression de bfrB est induite par une
concentration en fer, tandis que celle de ftpA est induite en condition de carence en fer. Le
contexte génétique (sauvage ou double mutant) n'influe pas I'expression de bfrB ou de ftpA
(Figure 76). L'expression du géne ftpA permet d’indiquer une limite fonctionnelle selon la
concentration en fer de la viabilité bactérienne, ici de PAO1.

Ainsi, I'état de carence bactérienne en Fe est observée lorsque la concentration en Fe est
inférieure ou égale a 0.1 uM. D’autre part le niveau de lever de carence (disparition d’'un
stade carencé) observé par I'expression du géne ftpA est observé entre 0,5 et 1uM. On
retrouve la méme gamme de concentration en fer pour I'expression du géne Bfrb mais
l'induction du fer entraine un signal moins sensible.

Ces résultats permettent de déterminer un seuil de carence en Fe de 0.1uM.
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En extrapolant, cette valeur peut étre généralisée a notre étude concernant le niveau de
viabilité bactérienne en fer dans les environnements naturels. En effet, une concentration en
fer de I'ordre de 0.5 a 1uM est une valeur facilement atteinte dans les eaux percolantes ou
dés les premiéres étapes de réduction du Fe(lll) structural des argiles (dissolution du fer
dans le milieu). Ces conditions ne devraient pas favoriser un état de carence pour le monde
microbien.

Limite d’activité réductrice du Fe(lll) a forte concentration en Fe?*

Différents processus biogéochimiques peuvent entrainer une augmentation de la
concentration en Fe*" en solution dans la configuration d’'un systéme de stockage géologique
des déchets radioactifs, tels que les processus de corrosion des matériaux métalliques, la
dissolution des phases ferriferes de l'argilite ou encore la réduction du Fe(lll) structural.
L’évolution de I'état physique du Fe* libéré en solution, c'est-a-dire de rester ou non en un
état soluble, dépendra de son équilibre chimique avec les phases minérales du systeme.
L'influence de la concentration en Fe* sur la viabilité bactérienne peut jouer un réle
important dans les processus de contrdle de I'activité bactériologique en milieu de stockage
profond.

Des expériences biotiques de réduction du Fe**-citrate en présence de Fe*" a différentes
concentrations (1, 10, 50, 100mM) ont été effectuées pendant 24 heures (temps nécessaire
a la réduction totale du Fe*-citrate dans I'expérience biotique témoin sans Fe?') en
présence H,,(60% V/V) a la pression de 1.6 MPa, comme seul donneur d’électrons pour les
bactéries « Shewanella oneidensis MR1 » afin de déterminer le caractére toxique du Fe** sur
le développement de biomasse bactérienne. Le tableau 22, ci-dessous récapitule les
résultats obtenus.

Concentration Fe (mM) 0 1 10 50 100
Fe®" réduit total oui oui non non non
Consommation H2 (mmol) 1.2+0.2 1.1+£0.2 0.7+0.1 0.31£0.1 0.2+0.1
Biomasse (cellules/ ml) 2.20E+08 1.80E+08 5.00E+07 | non guantifiable | non guantifiable

Tableau 22: Effet de la concentration en Fe* sur I'activité et le développement des bactéries ferri-
réductrices aprés 24h d’expérience. La consommation d’H. indiquée correspond a la moyenne de trois
réplicas. L’indication « non quantifiable » exprime le fait qu’aucune bactérie n’était viable.

Ces expériences a concentration variable en Fe?* dans les réacteurs en présence de
Fe(lll)-citrate et de bactéries « IRB » ont montrées une baisse de la consommation de I'H, en
fonction de la concentration en Fe?" croissante en solution. Ceci pouvant amener jusqu'a
l'inhibition de la réduction biologique du Fe(lll)-citrate ainsi que la viabilité cellulaire dans le
systéme pour des concentrations en Fe?* supérieur & 10mM.

Au vue de ces résultats, on peut proposer « une fenétre d’activité bactérienne » en
fonction de la concentration en Fe  ** en solution (figure). Ainsi, 'activité ferriréductrice
des bactéries est optimale entre 1uM et 500uM de fer disponible.

La fenétre de viabilité bactérienne peut étre représentée en fonction de la concentration
en Fe?* (Figure 77).
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Biomasse

Concentration en Fe?* (mol)

Figure 77: Fenétre d’activité microbiologique et de croissance bactérienne ferriréductrice
hydrogénotrophe en fonction de la concentration en Fer en solution.

Afin de comprendre linfluence du Fe* sur les activités bactériennes et leurs
consommations associées en H,, des expériences de mesure d’activité hydrogénase ont été
réalisées en condition Fe(lll)-citrate avec la bactérie Shewanella oneidensis MR1 en
présence d’une concentration en Fe? (mM) croissante.

3.1.2. Impact du Fe* sur I'activité hydrogénase des bactéries ferriréductrices

Les expériences réalisées consistent a déterminer in vivo l'activité hydrogénase de
Shewanella oneidensis MR1 par utilisation de deutérium, l'isotope lourd et stable de
I'hydrogéne en présence de Fe*" au cours de la réduction du Fe**. En effet, la mesure de la
consommation d’hydrogene par la bactérie est insuffisante pour déterminer une variation
significative de l'activité bactérienne lorsque I'on veut déterminer les seuils limites d'une
inhibition bactérienne. L’'H, peut étre fixé par différents produits réactionnels et réagir avec
les phases présentes dans le systeme masquant ainsi les faibles variations de l'activité
hydrogénase induite dans nos expériences. Contrairement, si on observe les produits de
lactivité¢ hydrogénase lors de [l'utilisation de deutérium, lisotope lourd et stable de
'hydrogene a travers I'échange isotopique proton-deutérium (H-D) dans lequel D, est
quantitativement remplacé par HD puis H,, alors la sensibilité de la mesure d’activité de
'enzyme est améliorée. La signature de l'activité hydrogénase est portée par le coefficient
de partage HD — H, selon les réactions :

Dy(g) + H*  — HD(g) + D'
HD(@) +H* —— H,+D"

Cette méthode permet de déterminer le rble porté par I'activité hydrogénase sur la
consommation globale de I'hydrogéne.

L’échange isotopique deutérium - hydrogéne a été mesuré par spectrométrie de masse.
Les calculs exprimant I'échange isotopique et la consommation des différents gaz ont été
formalisés par Cournac et al., (2004), voir protocole (chapitre 1).
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Méthodes : Les réacteurs expérimentaux comportent des expériences témoins abiotiques
(Fe(lln-citrate 20mM + D,) ; des expériences biotiques (Fe(lll)-citrate 20mM + D, + bactéries) ; des
expériences biotiques a concentration croissante de Fe** (Fe(lll)-citrate 20mM + D,+ bactéries + Fe**
1, 2 et 3 mM). Trois réplicas de ces expériences ont été réalisés.

Activité hydrogénase : biotique VS abiotique

L’échange est représenté par les % de H, et HD. L'échange a tendance a accélérer tout
au long de I'expérience. L’exemple ci-dessous montre les pourcentages de gaz au cours du
temps pour une expérience en présence de Fe(lll)-citrate 20 mM (Figure 78). Dans le
réacteur B, la diminution du pourcentage de D, ainsi que la production de H, et HD
observable sur la figure 78 montrent bien qu’il y a eu un échange et donc une consommation
par la bactérie de D,. Comparé au témoin (réacteur A), les résultats sont significatifs avec
'absence de consommation de D, et d’échange H, et HD.

100
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Figure 78: Représentation en pourcentage des échanges H., HD et D, en fonction du temps lors de la
consommation de D, dans les expériences de réduction du Fe(lll) citrate. A) Réacteur Témoin ; B) En
présence de la bactérie Shewanella.

Les résultats de consommation de D, entre I'expérience biotique et abiotique sont
significatifs et permettent d’observer la présence de I'activité I'nydrogénase tout au long de
'expérience. D’autre part, il ne semble pas y avoir de phénoménes d'inhibition de I'activité
hydrogénase dans le cas présent: En effet, 'échange HD-H, augmente au cours de
'expérience avec une accélération visible de I'échange en fin de réaction. De méme, la
consommation du D, est linéaire, ce qui signifie que I'activité est linéaire.

Activité hydrogénase : Influence du Fe?* (mM)

Dans cette expérience de réduction du Fe(lll) citrate par Shewanella oneidensis MR1, la
présence de Fe** (mM) montre une diminution de la consommation biologique de D, et de la
production de I'échange HD-H, dans le réacteur comparé aux expeériences biotiques
précédentes sans Fe?* (Figure 79).

D’autre part, les témoins abiotiques contenant du Fe®* (Figure 79: Témoin 1mM de Fe?")
montrent une faible consommation de D, (~4%) comparée aux experiences biotiques (28%,
19% et 18,8% pour 1, 2 et 3mM de Fe®* respectivement), mais significative comparée au
témoin abiotique sans Fe®* (consommation <1%). Ainsi, bien que le Fe?* en solution & une
influence sur la consommation abiotique de D,, la mesure permet cependant de déterminer
l'impact du Fe?* sur la consommation bactérienne.

215



CHAPITRE VII : CONTROLE DE L’ACTIVITE FERRI-REDUCTRICE PAR LES PARAMETRES ENVIRONNEMENTAUX

Une hiérarchisation de la consommation de D, par l'activité microbienne et donc de
I'activité hydrogénase peut étre représentée selon la concentration en Fe®" :

Fe (OmM) > Fe (ImM) > Fe (2mM) 2 Fe (3mM).
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Figure 79 : Représentation en pourcentage des échanges H,, HD et D, en fonction du temps lors de la
consommation de D, dans les expériences de réduction du Fe(lll) citrate en présence d’une concentration
en Fe* croissante. Un témoin abiotique en présence de TmM de Fe* est également représenté.

Afin d’évaluer au mieux limpact du Fe®* sur l'activité¢ hydrogénase, I'utilisation de la
variation du ratio isotopique (7 ) de D dans le gaz en fonction du temps permet de quantifier
l'activité de 'enzyme c'est-a-dire la transformation de D, en HD-H..

Soit 7, le ratio isotopique de D dans le gaz en pourcentage est calculé comme suit:
_ [D2]+0,5[HD]
([D2] +[HD] +[H2])

Le ratio isotopigue de D dans le gaz en fonction du temps est exprimé dans la figure 80
ci-dessous.
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Figure 80 : Ratio isotopique (1) de D, en fonction du temps pour les différentes expériences biotiques de
réduction du Fe(lll).

Dans le cas d’un excés de Fe* (1, 2 ou 3 mM), une phase de retard de consommation
de D, est clairement observable par rapport aux conditions sans Fe?'. Ensuite une
adaptation des bactéries au milieu permet a la croissance bactérienne de démarrer en
consommant du D,.

La dérivée du ratio isotopique (la pente des courbes) est proportionnelle a la vitesse
d’échange de I'enzyme et donc a l'activité hydrogénase. Cette valeur est utilisée afin de
caractériser I'activité hydrogénase dans les expériences (Tableau 23).

Citrate 20mM Citrate+Fe ** Citrate+Fe Citrate+Fe

1mM 2mM 3mM
0.020 0.283 0.208 0,138 0,138

Tableau 23: Vitesse d’échange de I’enzyme hydrogénase (quantité d’isotope de I’hydrogéne /heure) en
fonction de la quantité de Fe? présent : calculé via la pente des ratios isotopiques.

Au vu des résultats, on observe une diminution de la vitesse d’échange D,-H2 et donc de
I'activité hydrogénase, plus la concentration en Fe?* augmente. |l est suggéré que la
présence de Fe? de l'ordre de la mmol/l en solution entraine une inhibition de I'activité
hydrogénase bactérienne ferri-réductrice.

Ainsi, bien qu'il apporte une ressource nutritive pour favoriser la croissance bactérienne,
la présence de Fe®* a des concentrations élevées de I'ordre de 1-10 mM en solution, devient
toxique pour l'activité bactérienne. Ce résultat indique une limitation fonctionnelle de I'activité
altérante et réductrice des bactéries via une baisse de 'activité des hydrogénases.

L'ajout de fer(ll) dans le milieu semble donc modifier le mécanisme d’assimilation
de I'hydrogéne par la bactérie et I'activité hydrogénase. Il a donc un impact sur le
développement microbien ainsi que le potentiel de bio-réduction des argiles.
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3.2. MECANISMES D’'INHIBITION DES ACTIVITES BACTERIENNES
FERRIREDUCTRICES DANS LE STOCKAGE

Ce paragraphe integre les différents mécanismes d’inhibitions des activités bactériennes
ferriréductrices lors de la réduction du Fe(lll) structural des matériaux et discute de
l'importance de ces contrbles géochimique/microbiologique sur I'impact des matériaux en
conditions de stockage. En effet, lors de la réduction du Fe(lll) structural des phases
argileuses purifiees comme la smectite, un ralentissement de la réduction est observé
jusqu'a la stopper sans que la réduction totale du Fe(lll) soit effectuée. Ainsi différents
processus inhibiteurs de I'activité bactérienne peuvent intervenir dans ce systeme tels que :
la carence en substrat nutritif, l'accessibilité aux phases « accepteurs terminaux
d'électrons » comme le Fe(lll) et la toxicité des produits réactionnels (Fe?) ou du
métabolisme bactérien. Différents cas inhibiteurs sont discutés ci-dessous :

Inhibition nutritive

Contrairement a un milieu ouvert, ou il y a un apport de nutriments constamment
apportés par le fluide interstitiel, dans les expériences en batch au laboratoire, le systeme
est fermé et les éléments nutritifs peuvent s’épuiser au cours du temps et entrainer des
carences. Cependant cette hypothése d'inhibition par épuisement des substrats n'est pas
valable dans nos expériences, car tous les constituants principaux (C, P, S, N) sont en exceés
et encore présents en fin de réaction alors que la réduction du Fe(lll) de la smectite n’est pas
totale. Ainsi ce processus d'inhibition ne peut pas étre retenu pour nos experiences réalisées
en laboratoire.

Limitation par la concentration en hydrogéne

D’'aprés les résultats obtenus, I'hydrogéne n’est pas inhibiteur de I'activité des bactéries
ferriréductrices dans les concentrations étudiées, mais au contraire un catalyseur dépendant
de sa concentration dans le milieu. La figure 81 montre clairement que la consommation d’H,
est proportionnelle a la concentration en H, dissous indépendamment des phases minérales
ferriféres présentes. Pour des concentrations beaucoup plus élevées (cas attendu lors du
stockage géologique des déchets radioactifs), une toxicité de I'hnydrogéne lui-méme n’est pas
encore décrite dans la littérature. L’hydrogéne est considéré comme un substrat pour les
microorganismes. A de plus forte concentration, I'hydrogéne saturera les sites enzymatiques
hydrogénase, ce qui fixera la vitesse maximale de la consommation bactérienne en
hydrogene. Cependant une teneur élevé en hydrogeéne engendrera un rédox bas, ce qui
dans ce cas, pourrait avoir des conséquences inhibitrices des activités bactériennes
ferriréductrices.
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Figure 81: Consommation de I'hydrogéne en fonction de sa concentration dans le milieu dans les
expériences étudiées.

Le fer

Au cours de nos expériences bactéries-argile, différents phénoménes d'inhibition
(physique et physiologique) dus a un excés de Fe” sont décrits :

a. Inhibition physique : sorption du Fe** sur l'argile

Une hypothese de contrble de l'activité ferri-réductrice est actuellement soutenue auprées
de la communauté scientifique mettant en avant I'effet de sorption du Fe®* sur les surfaces
des matériaux bloguant ainsi les sites réactifs menant a I'accessibilité du Fe(lll) structural ce
qgui expliquerait la diminution de la réduction du Fe(lll) structural (Jaisy et al, 2007 ).
Dans le cas des expériences sur argile, une réduction structurale partielle est observée avec
une sorption de Fe®" sur les surfaces des solides. La désorption par ajout d’acide faible
permet de mesurer la part de Fe* fixée. Cette fixation est souvent relatée comme un
parameétre inhibant I'activité de réduction bactérienne de part un manque d’accessibilité au
Fe(lll) structural. Cependant, nous avons pu mettre en évidence un mécanisme de réduction
a distance du Fe(lll) via des navettes transportant des électrons. Si ce processus existe, il
reste limité, compte tenu de l'existence de navettes électroniques produites par certain
métabolismes bactériens ferriréducteurs. Ainsi le phénoméne de sorption du Fe?* ne peut
pas expliquer a lui tout seul, l'inhibition de I'activité de ferriréduction.

b. Inhibition physiologique : fixation membranaire du Fe*

Une inhibition bactérienne due & une accumulation des Fe* sur la membrane de la
bactérie ou une pénétration du fer dans la bactérie est un parametre possible et proposé par
certains auteurs (Liu and Zachara, 2001 ). En effet, en présence de Fe?* dans le milieu,
des observations microscopiques (Figure 82) montrent la précipitation de fer (oxyde
Fe?/Fe®) aux niveaux des membranes bactériennes. La nature précise des composés fer
n’est actuellement pas décrite dans la littérature.
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Figure 82: Images au microscope électronique d’une cellule en milieu citrate 20mM (photo a gauche) et
d’une cellule en milieu citrate + préalablement mises en présence d’un excés de Fe?* 2mM (photo a
droite), (Liu and Zachara, 2001)

Le Fe?" présent en solution de I'ordre millimolaire, dés le début de la réaction, peut se
fixer sur les membranes, la ou se trouve les enzymes hydrogénases. D’'aprés les résultats
sur les activités hydrogénases, la présence de Fe*" a un effet toxique immédiat visualisé
par une inhibition de I'activité hydrogénase.

Ainsi, le mécanisme de fixation de ce Fe®* sur les membranes pourrait partiellement
bloguer le transfert des électrons membranaires et empécher l'activité hydrogénase de
fonctionner correctement.

Remarque : dans le cas des expériences en présence de Fe(lll)-citrate, on ne retrouve
pas d’effet d'inhibition des activités bactériennes. Le Fe” libéré en solution lors de la
réduction bactérienne du Fe(lll)-citrate est capté a son tour par le ligand citrate, ce qui
atténue I'effet d’inhibition du Fe® attendu sur le métabolisme bactérien.

c. Inhibition physiologique : Stress oxydant et homéostasie métallique

Le dernier mécanisme possible pourrait &tre la pénétration des ions Fe®* dans le
cytoplasme de la cellule a travers des canaux membranaires ou de linternalisation de
nanoparticules de Fe par les vésicules d’endocytose membranaires (Auffan, 2007). En
effet, les oxydes métalligues ne sont pas stables en solution et vont subir des oxydations ou
des réductions pouvant engendrer des mécanismes intrinseques a la cellule en présence de
ces composés oxydants et étre responsables d’'un stress oxydatif bactérien (Schoonen et
al., 2006). Par définition, un stress oxydatif se produit lorsque les cellules ne contrélent
plus la présence excessive d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS) (Favier et al.,
2003). Les ROS sont produits naturellement par des mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour l'organisme, mais en présence d'agents toxiques, leur production devient
excessive et les cellules vont devoir se protéger de cet exces par des systemes antioxydants
(Chaudiére et al., 1999 ; Gardes-Albert et al., 2003 ). Les minéraux
peuvent induire un stress oxydatif directement par la génération de ROS (relargage d’ions en
solution, présence de défaut cristallin en surface, réactions redox se produisant a la
surface...) ou indirectement (par l'oxydation de molécules organiques dans le milieu
cellulaire) (Schoonen et al., 2006 ). La réaction de Fenton par exemple qui correspond
a l'oxydation de lion ferreux (Fe®") en ion ferrique (Fe®) en présence de peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) et qui produit des radicaux libres impliqués dans le stress oxydant : Fe?*
+ H,0, > Fe*" + OH°+ OH "~ pourrait étre a l'origine d’une inhibition (Jaisi et al. 2007 ).
D’autre part des auteurs émettent I'hnypothése de la génération de ROS lors de la réduction
ou d’'oxydation des atomes de surface a base de Fe qui peuvent générer le peroxyde
d’hydrogéne et du Fe®* (Auffan, 2007). Par ailleurs, Iion superoxyde et le peroxyde
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d’hydrogéne peuvent oxyder les cluesters Fe-S et inactiver les enzymes dépendantes de ces
groupes fonctionnels tels que les hydrogénases. Ainsi I'inhibition de l'activité hydrogénase
serait due & une conséquence d’'un effet physiologique, le stress oxydant lié & ’lhoméostasie
métallique, ici le Fe.

d. Situation en stockage

Bien qu’en conditions de stockage les parametres pouvant influencer le développement
bactérien soient nombreux (pH, [H.], [fer]), la réduction du Fe(lll) par les bactéries est
démontrée ici comme étant possible en formations géologiques profondes. Cette réduction
du Fe(lll) entraine inévitablement l'altération et la dégradation des matériaux ferriferes
présents dans le stockage (corrosion des matériaux meétalliques et altération des phases
argileuses).

L'état de valence du Fe présent en solution est dépendant du milieu (oxydant ou
réducteur), du pH et de la concentration initiale en fer. Le diagramme potentiel-pH ou
diagramme de Pourbaix (figure 83) explique ses phénomenes.
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Figure 83: Diagrammes potentiel-pH du fer pour [10-2 mol/L] et [10° mol/L]

Ainsi, selon les conditions physico-chimiques, le fer peut soit, rester en solution, soit
précipiter sous forme d’oxydes. En effet, pour des petites concentrations en Fe** (uMolaire ;
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limite de la carence bactérienne), le fer a tendance & rester sous la forme de Fe?" (uM). A
ces concentrations (UM) il y a peu de conséquences sur la toxicité cellulaire. Pour de plus
fortes concentrations en Fe®" de I'ordre de la dizaine de millimoles, le fer pourrait devenir
toxique et inhiber les activités bactériennes. Cependant, a ces teneurs, et selon les
conditions pH / Eh du milieu, des équilibres chimiques avec les phases minérales entrainant
la formation d’oxydes et minéraux ferriféres interviennent, contrélant ainsi par précipitation
les concentrations en Fe** en solution ainsi que I'inhibition d’un développement bactérien.

La viabilité de Il'activité bactérienne et la réduction du Fe(lll) dans notre systéme est
controlée tout d’abord par la présence ou non d'éléments nutritifs et énergétiques suffisant
pour le développement microbien ainsi que des parametres inhibiteurs des activités
biologiques tel qu'’ici la concentration en Fe?" en solution. D’autre part, pour survivre face au
stress oxydant, le monde microbien a mis en place de nombreux stratagemes afin de
détoxiquer les espéces réactives par transformations chimiques, diminuer I'accumulation
d’espéces toxigues intracellulaire et réparer les dommages génétiques tels que I'ADN et les
genes associés.

Ainsi, la vie microbienne est controlée par différents équilibres chimiques
environnementaux (aqueux et minéral) engendrant une réactivité globale non linéaire
des équilibres organo-minéral.

La figure 84 représente les différents contrbles de la réactivité Organo-Minéral-Métallique
sur les activités bactériennes ferriréductrices..

Formation de

précipités

Légende :
() hydrogcnase 2H*
@Fe

Procipitd d'oxydes de fer
Fo#

3¢ Blocage

1: Blocage du I'accessibilité au Fe** du minéral
2 : Blocage par précipitation sur la membrane = plus d’accés aux hydrogénases
3 : Blocage par pénétration de Fe?* impliquant un stress bactérien

Figure 84: Mécanismes d’inhibition a I’échelle du pore de I'activité bactérienne ferri-réductrice.
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DISCUSSION

L’objectif de ce travail était de déterminer l'influence des processus microbiologiques,
notamment ferri-réducteurs, sur la réactivité des matériaux impliqués dans la conception d’'un
stockage géologique profond de déchets radioactifs.

Ces processus microbiologiques sont regardés principalement vis-a-vis de I'évolution des
propriétés de confinement des matériaux métalliques et des barriéres argileuses, naturelles
comme ouvragées.

Les enjeux de cette thése étaient donc de déterminer la potentialité d’'une telle activité
bactérienne en milieu géologique, d’en définir les criteres de développement dans le cadre
des concepts de stockage géologique de déchets radioactifs et d'en identifier les
mécanismes qui soutiennent le développement bactérien, notamment en milieu argileux.

Dans les milieux argileux profonds, les données de la littérature mentionnant des
analyses par génotypage ont permis d’identifier différentes espéces de microorganismes.
Ces études ont mis en évidence une diversité importante d'espéces bactériennes,
notamment la présence de bactéries Gram-négative et d'espéces sulfatoréductrices,
ferriréductrices et dénitrifiantes. Ces études montrent, malgré une quantité suffisante
d’éléments nutritifs pour soutenir la croissance des communautés autochtones comme
allochtones dans ces environnements, que peu de communautés microbiennes viables ont
été retrouvées. Il a été ainsi montré qu’'un métabolisme, dit en « sommeil », limitait les
activités en raison des restrictions d’espace et de teneur en eau ainsi que de la faible
disponibilité des ressources énergétiques naturelles dans ces environnements profonds.

La question d’'une activité bactérienne au sein d’une installation de stockage reste encore
largement ouverte. Cependant, I'ensemble des perturbations physiques comme chimiques
du milieu profond engendré par le creusement et I'exploitation, ainsi que I'apport, sous des
formes multiples, de nutriments nouveaux (matériaux, produits chimiques) va
considérablement modifier le systéme profond et notamment réactiver les bactéries
indigénes. Par ailleurs, des souches microbiennes exogeénes seront introduites et c'est
lensemble de ces phénomenes qui décidera des activités microbiennes qui se
développeront au cours de la vie du futur stockage.

L’approche utilisée ici s’est portée sur l'activité des bactéries ferriréductrices
spécifigues des conditions géochimiques du stockage. Ces bactéries, peu importe
leur origine, sont susceptibles d'impacter la réactivité globale en milieu profond.

Les résultats obtenus sont pour partie intégrés dans cinq articles acceptés, en cours de
révision ou a soumettre.

1. ACTIVITE BACTERIENNE EN CONDITIONS DE STOCKAGE :
APPLICATION AUX BACTERIES FERRI-REDUCTRICES

Nous avons conduit deux types d'études de [lactivité bactérienne: une axée sur le
métabolisme et I'autre concernant les contréles physiques et chimiques.

Les études de caractérisation géochimique ont permis de démontrer que les principaux
nutriments  nécessaires au développement bactérien (CHONPS) et les sources
énergétiques (donneurs et accepteurs d’électrons) étaient bien présents dans les
environnements profonds, considérés par le stockage géologique, que ce soient dans les
eaux interstitielles du site argileux ou dans les matériaux naturels ou encore exogenes,
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argileux et métalliques. La localisation de ces nutriments essentiels a été décrite de facon
détaillée :

Les nutriments

» Le Carbone : est présent sous forme de matiére organique dissoute dans les
fluides ou sous forme de minéraux de la roche (matiére organique,
carbonates).

« L’hydrogene : est ubiquiste dans ces environnements, notamment avec la
source conséguente résultant de la corrosion.

« L'oxygéne : est ubiquiste dans ces environnements (eau et matiere

organique). Les apports liés au creusement et a I'exploitation seront des
sources conséquentes a prendre en compte au début de la vie du stockage.

« L’azote : est retrouvé sous forme ionique, NH," dans les eaux interstitielles et
a I'état de traces dans les composants meétalliques, ainsi que sous forme
d’azote gazeux apporté pendant les phases de creusement et d’exploitation.

e Le phosphore : est retrouvé sous forme solide dans les apatites/
hydroxyapatites de facon hétérogene dans la roche héte, sous forme dissoute
dans les fluides, ainsi qu'a I'état de traces dans certains composants
métalliques.

* Le soufre : est retrouvé sous forme de solide dans les minéraux de la barriere
argileuse (pyrite, pyrrhotite, et encore gypse et anhydrite au sein de I'EDZ
apres oxydation notamment), et sous forme dissoute dans les fluides.

Les donneurs d’électrons, nécessaires aux réactions d’oxydoréduction du métabolisme
bactérien sont retrouvés en quantité suffisante dans les environnements du stockage. En
effet, malgré la présence d’une fraction faible de matiére organique dans les environnements
argileux profonds, I'apport de la corrosion métallique va engendrer une importante quantité
d’hydrogéne. L’hydrogéne de corrosion va étre produit tout au long de la durée de vie des
composants métalliques et va diffuser dans la porosité de la barriére argileuse.

La présence de cet hydrogene, dans un environnement pauvre en matiére organique, va
indéniablement favoriser une sélection de bactéries pouvant utiliser I'hnydrogéne en tant que
donneur d’électrons, bactéries dites hydrogenotrophes. Ces bactéries, qui peuvent utiliser
'hydrogene comme donneurs d’électrons avec différents accepteurs, ont la capacité
d’influencer les teneurs en hydrogéne dans les milieux anoxiques.

Les accepteurs d'électrons seront retrouvés en quantité importante notamment dans
les matériaux ferriferes du stockage ayant une composante en Fe(lll) structural importante
(cas des argilites avec 15% du fer total sous forme de Fe(lll) et des produits de corrosion tels
que la magnétite). Ces matériaux sont susceptibles de sélectionner des espéces
bactériennes ferriréductrices, comme une des espéces majoritaires pouvant se développer
dans ces environnements, d’autant que la réaction thermodynamique de bioréduction du
Fe(lll) est énergétiquement plus favorable que celle de la réduction des sulfates.

La présence de Fe®* a forte concentration a été décrite dans ce travail comme un
inhibiteur des activités bactériennes. Par ailleurs, il a été démontré que des concentrations
milli-molaires en solution engendrent une inhibition de l'activité enzymatique bactérienne
hydrogénase. Cependant, nous avons pu démontrer que cette inhibition n’est plus active
lorsque les concentrations de fer dissous sont inférieures a ce seuil. Dans les conditions de
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stockage, le fer est a I'équilibre avec de nombreuses phases minérales et sa concentration
calculée micro-molaire. Nous sommes donc, dans le cas du stockage profond, dans la
gamme de concentration en fer favorable aux activités bactériennes.

La présence de fer dissous lors de la corrosion métallique des conteneurs
n'inhibera donc pas les activités bactériennes

La porosité du milieu argileux ainsi que sa teneur en eau sont des paramétres essentiels
au développement d’'une activité bactérienne. Les bactéries ont la capacité de survivre en
milieu extréme, a la dessiccation, a de hautes températures et & une haute valeur de salinité.
Dans les argilites, les mesures de teneur en eau ont mis en évidence des degrés de
saturation hétérogenes. Les bactéries peuvent vivre dans ces microporosités insaturées
seulement en étant proche des surfaces des solides. La rétention d’eau se localise sous
forme de film & la surface des particules. L'adhésion des bactéries dans les milieux poreux
dépend principalement de I'hydrophobicité de leur surface, engendrée par les protéines
situées sur la membrane externe. Les bactéries hydrophobes sont retenues plus facilement
dans la porosité que les bactéries hydrophiles. Ce phénoméne est accentué lorsque la
saturation en eau diminue.

En plus de pouvoir résister a la dessiccation, comme indiqué dans la littérature, il a été
démontré dans ce mémoire que l'activité bactérienne pouvait accéder a des éléments a
distance, ici le Fe(lll) comme accepteur final d’électrons pour la respiration. Ainsi la présence
de micro-niches, ou les conditions sont favorables (porosité suffisante et présence d’eau,
saturée ou insaturée) peut permettre le développement bactérien via des flux de molécules
au sein de la porosité. Ces molécules sont des nutriments, des molécules d’'H, ou encore
des molécules bio-produites (catéchols quinones ou des chélatants) pouvant induire un
apport d’éléments non accessibles a I'échelle de la porosité au monde microbien via ces
films d’eau méme en milieu insaturé.

Ces études de sensibilité de [lactivité bactérienne en conditions simulant des
environnements argileux profonds n’ont pas mis en évidence de critéres limitant I'activité
microbienne.

Les premiéres estimations de biomasse bactérienne n’ont montré aucune limitation
significative du développement microbien dans les environnements argileux profonds

Le couple donneur/accepteur d’électrons Hy/Fe(lll), a été identifi€ comme un moteur
significatif de I'activité microbiologique en condition de corrosion métallique dans un
environnement argileux.

Les différents paramétres physiques et chimiques tels que la température, la
pression, I'H,, la porosité la concentration en fer dissous existant en profondeur,
n’entrainent pas d’inhibition irréversible de I'activité microbiologique

2. ACCESSIBILITE AU FE(IlIl) STRUCTURAL ET REACTIVITE
MICROBIOLOGIQUE EN MILIEU ARGILEUX

Si elle était déja connue dans les minéraux isolés ou purifiés, I'accessibilité au Fe(lll)
structural dans les matériaux argileux complexes tels que les argilites a été démontrée dans
ce travail.
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Les études sur l'interaction bactéries - smectites ferriferes ont montré que les bactéries
pouvaient induire des modifications significatives sur les argiles, comme par exemple la
dissolution partielle des particules, la diminution de la capacité d'hydratation des smectites
ou leur transformation minéralogique en illite ou argiles ferriferes.

Dans le but de déterminer I'impact des microorganismes sur la réactivité des matériaux
impligués dans le stockage en environnement géologique profond, différents points ont été
investigués.

Qu'il soit dans des structures complexes telles que les argilites ou dans des phases
purifiées de nature différente (smectite, illite ou kaolinite), le Fer(lll) est disponible en tant
gu’accepteur d'électrons des activités bactériennes ferriréductrices et peut soutenir le
développement bactérien.

Les résultats de cette étude ont montré la biodisponibilité du Fe(lll) structural des
matériaux argileux pour le développement de I'activité microbiologique

Ces résultats sont suffisamment significatifs pour étre transposables dans les
environnements profonds en regard de la proportion d’argile et de la teneur en Fe(lll) dans
les argilites, ~14% du Fe total (correspondant a 0,8% de Fe(lll) dans l'argilite de
Tournemire).

Les smectites ont été clairement identifiees comme les phases minérales argileuses les
plus réactives vis-a-vis de I'activité bactérienne dans les environnements argileux profonds.
Nous avons confirmé cette hiérarchie dans cette étude dans le cas de la réactivité
bactérie/argile, 'ordre de réactivité peut se décliner ainsi : Smectite > Kaolinite > lllite

Cette hiérarchisation a déja été décrite dans la littérature pour la réactivité fer/argile et
nos travaux montrent une cohérence entre les processus de réduction biotigue comme
abiotique affectant notamment les structures octaédriques des argiles.

Dans les environnements argileux complexes, l'interstratifié lllite/Smectite (I/S) s’altere
significativement au contact de bactéries ferriréductrices. Les smectites de l'interstratifié sont
donc accessibles a la réduction bactérienne, méme si leur contenu en Fe** octaédrique est
faible.

La réactivité bactérie — smectite, notamment la bioréduction du Fer(lll) structural, a des
conséquences fortes sur la tenue du matériau initial. En effet la smectite peut étre
déstabilisée jusqu’a atteindre une altération compléete de sa structure cristalline. Dans le cas
des argilites, linterstratifié lllite/Smectite (I/S) disparait au contact de bactéries ferri-
réductrices pour induire des phases illitiques et siliceuses (article 1). Dans le cas des phases
purifiées, I'activité bactérienne augmente significativement I'altération (dissolution d’éléments
structuraux comme Si et Fe) ainsi que la vitesse d’altération de la smectite initiale (article Il
et II).

La formation de phases ferriféres a 7A de type Berthierine a été identifiée dans nos
travaux en tant que produits résultant de 'altération biotique des beidellites ferriferes.

Dans le cas de la montmorillonite, la faible teneur en fer initiale ne permet pas la
formation de phases de ce type. Par contre, nous avons démontré que l'acidification bio-
induite du systeme a conduit & la cristallisation de phases riches en potassium de type
illite .
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En systéme biotique, la réactivité de la smectite est dépendante des mémes parametres
cristallochimiques que dans le cas de processus abiotiques. Ceci montre qu'il existe bien
des similitudes dans les processus biotiques ou abiotiques de réduction du Fe** octaédrique.

Dans les deux cas, il est important de noter que de telles cristallisations se sont faites a
40C, température largement plus basse que celles présentées dans la littérature en
condition abiotique.

En effet, en condition abiotique, la formation de berthierine est décrite expérimentalement
pour des températures de 150C, voir 80C en présen ce de fer métallique. De méme
lillitisation en environnement profond est observée pour des températures avoisinant 200<C.
L’activité bactérienne de ferri-réduction, couplée a une acidolyse, catalyse ces réactions
minéralogiques a basse température de I'ordre de 25T - 40T dans nos expériences. Cette
altération est d’'autant plus forte que I'activité bactérienne et la production de métabolites
sont élevées.

Ces résultats traduisent ainsi une influence importante de I'activité microbiologique
sur la réactivité globale des argiles  dans les conditions de stockage en milieu géologique
profond.

Par ailleurs, la réactivité du systeme argileux est accentuée par I'apport de matériaux
métalligues qui engendre des perturbations via des processus de corrosion aqueuse et
argileuse, et de réactivité fer/argile. L'influence de la réactivité microbiologique sur ce
systeme a été discutée et est résumée ci-apres.

3. PROCESSUS GEOMICROBIOLOGIQUES EN CONDITION DE
STOCKAGE

Dans I'évolution d'un stockage, les processus de corrosion des conteneurs métalliques
de déchets sont inévitables. Vis-a-vis de la sOreté du stockage, l'intégrité des enveloppes
métalliques de confinement des déchets radioactifs est essentielle pendant une durée de
'ordre du millénaire. Il s’agit donc d'évaluer au plus prés la durabilité de ces conteneurs
métalliques.

Le processus de corrosion métallique entraine la formation de produits secondaires tels
que le Fe*, I'H, et des phases minérales comme la magnétite. Certains de ces produits de
corrosion, comme la magnétite, sont souvent retrouvés sous forme de couches superficielles
a la surface des meétaux. Dans certains cas bien précis, ces couches peuvent étre
protectrices vis-a-vis de la corrosion et appelées ainsi couches de passivation. Les études
de réactivité bactéries - produits de corrosion, ont démontré le caractére « réservoir
énergétique » et « moteur » de ces produits pour le développement bactérien ferri-
réducteur.

La réduction/dissolution des oxydes de Fe tels que la magnétite ou I'hématite est
favorisée par I'activité des bactéries ferriréductrices.

Cette activité se développe surtout aux dépens des phases minérales ferriferes
présentes. Cette bio-altération libére des agents oxydants impliqués a leur tour dans la
corrosion métallique. Dans un processus de corrosion actif, les fonctions bactériennes sont

soutenues et l'activité microbiologique associée alimente a son tour le processus de
corrosion. Nous avons donc un systeme réactionnel inter-corrélé.
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L'activité microbiologique peut entrainer une reprise de la corrosion métallique  via la
consommation des oxydes de fer de la couche passivante

La présence de bactéries dans ce systeme réactionnel a été étudiée en tant que
catalyseur réactionnel . Les résultats obtenus montrent que l'activité bactérienne est
présente dans ce systéme : elle a été mesurée en condition de réactivité fer/argile et est
significative au regard des autres réactions abiotiques.

L'argile sert a la fois de substrat physique, de niche écologique ainsi que de
substrat nutritif et énergétique au monde microbien aux travers des processus de bio-
réduction du Fe(lll) structural.

Ceci a pour conséquence de permettre aux activités ferri-réductrices de se développer
en milieu argileux et d’altérer a posteriori les phases minérales controlant les processus de
corrosion des métaux. Un couplage réactionnel global apparait dans le systeme,
augmentant ainsi la réactivité et l'altération des argiles, ainsi que la corrosion du fer
métallique .

L’activité bactérienne intervient ici comme un oxydant supplémentaire dans le
systeme géologique profond , au méme titre que les smectites dans les processus de
corrosion des matériaux métalliques. Néanmoins, contrairement aux smectites, le processus
de corrosion est indirect. Ainsi la réactivité microbiologique est identifiee comme un
paramétre déterminant pour comprendre et quantifier les processus réactionnels mis en jeu
sur les matériaux d’'un stockage.

4. INFLUENCE MICROBIOLOGIQUE A L'ECHELLE D’'UN
STOCKAGE

La présence et la disponibilité des éléments nécessaires au métabolisme bactérien ne
montrent pas de limitation significative et n’entrainent pas d’inhibition importante de I'activité
microbiologique, la dynamique des flux en milieu profond supporte cette biodisponibilité qui
est un paramétre essentiel.

Cependant, I'accessibilité & des éléments nutritifs ou énergétiques au sein de structures
poreuses par des organismes vivants nécessite de mettre en place différentes stratégies
(physique et chimique) qui sont plus ou moins codteuses en énergie selon la distance
nécessaire pour y accéder. L'utilisation d'un gel inorganique hybride, pouvant inclure de
fagon homogéne des particules colloidales de nontronites et possédant une porosité fixe
(~40 nM) a permis de simuler et de contréler la réponse bactérienne dans un milieu poreux
ou I'accés aux nutriments est un point essentiel.

Ces expériences ont permis de mettre en évidence un mécanisme de respiration
bactérienne efficace a distance.

En effet, il a été démontré que l'activité bactérienne ferri-réductrice était capable de
produire des molécules réductrices (catéchols), qui peuvent diffuser dans la porosité des
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matériaux tels que les milieux argileux et entrainer une réduction des phases ferriferes
argileuses et des oxydes. Ce mécanisme d’'adaptation permet d'assurer une activité
bactérienne méme avec un rendement énergétique de la respiration externalisée plus faible.

Un mécanisme de réduction a distance a pu étre ainsi décrit pour la premiére fois de
fagon précise. La réduction des catéchols ou hydroquinones (navettes électroniques) au
contact du Fe(lll) structural entraine la formation de quinones dans le milieu. Le phénoméne
de diffusion au sein de la porosité d’'un complexe appelé quinhydrone, pourrait favoriser les
échanges d’électrons entre les donneurs et les accepteurs. Sa progression dans la porosité
du milieu argileux-Fe(lll) pourrait étre une explication de la diffusion / réduction rapide du
processus.

Les conséquences dune telle activit¢ sur les matériaux ferriferes avec
réduction/dissolution et néoformation de phases secondaires, sont telles qu'elles pourraient
avoir un impact sur les édifices poreux que ce soit en termes de réactivité chimique
des matériaux ou de comportement physique de la barriére argileuse

En effet, les résultats de l'activité ferri-réductrice ont mis en évidence de nombreux
impacts sur les paramétres de confinement des environnements argileux. Ainsi dans les
expériences simulées dans le matériaux poreux « GIH-nontronite » :

La réduction microbienne du Fe(lll) structural peut modifier la structure cristalline
initiale des minéraux argileux, les parametres de transport, notamment de diffusion au
sein de la porosité ainsi que le comportement mécanique de la barriére argileuse avec
des phénomenes de gonflement/rétraction du milieu argileux poreux.

Par ailleurs, l'influence microbienne sur la physicochimie du milieu, notamment via la
libération de protons et d’acides organiques, est un parametre a prendre en compte, du fait
de limportant volume de minéraux carbonatés, tres sensibles au pH, composant de la
matrice des argilites et dont I'altération pourrait avoir un impact sur la porosité du systeme.

Contrairement au processus de corrosion abiotique, ou les réactions ne se font que par
contact direct entre le fer et I'argile, I'activité microbiologique dans le milieu poreux peut se
développer a distance du fer métal, a travers la diffusion de molécules bio-induites.

L’altération bactérienne peut avoir un impact significatif sur les propriétés de
confinement hydraulique et de gonflement des barriéres argileuses.

En effet en plus de pouvoir favoriser les processus de corrosion via une augmentation
des vitesses de corrosion des matériaux métalliques et donc de jouer directement un réle sur
la durée de vie de ces matériaux, elle peut altérer la fonction de confinement des argiles,
notamment du bouchon argileux, composé principalement de phases argileuses de
type smectite .

Ce bouchon qui est actuellement envisagé selon les concepts a I'étude dans différents
scénarios de stockage par I'Andra, est composé de bentonite gonflante, principalement de la
montmorillonite (MX80). Il supporte pour partie la fonction de confinement au sein des
alvéoles par ses propriétés de rétention et de gonflement lors de la resaturation du site.
Cependant, d’apres les résultats décrits dans ce mémoire, les bactéries ferriréductrices
peuvent accéder au Fe(lll) de la smectite et peuvent entrainer des modifications structurales
importantes du matériau argileux (illitisation) comme des modifications sur le gonflement de
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la smectite. Ceci pourrait étre accentué notamment par la présence initiale de
microorganismes au sein de la bentonite et de la possible diffusion d’'H, (source énergétique)
lors de la corrosion des conteneurs métalliques.

Dans un milieu poreux naturel, tel que les argilites, la pertinence de ces résultats dépend
des quantités de phases réactives ferriferes nécessaires pour supporter une activité
bactérienne. Ainsi la présence de cible argileuse-Fe(lll) en proportion significative dans
'environnement de stockage pourrait entrainer des modifications de confinement
importantes dont la formation de chemins préférentiels de fluides dans la porosité de la
matrice argileuse. Si la phénoménologie complexe que nous avons pu mettre en évidence, a
permis de déterminer les paramétres réactionnels les plus influants, leur quantification reste
indispensable pour prédire le comportement a long terme des systemes de stockage.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude a permis de démontrer le potentiel d’activité bactérienne et les conditions de
son développement dans les environnements de stockage en formation argileuse profonde.
Nous avons pu déterminer les paramétres influants, sans aucun effet inhibiteur significatif.
Les résultats de cette thése ont clairement montré la disponibilité du Fe(lll) structural des
matériaux argileux. Par ailleurs, les processus de biocorrosion investigués ont permis de
valider I'extension de cette (bio)-disponibilité aux oxydes de fer. La réduction/dissolution des
oxydes de fer tels que la magnétite ou I'hématite est ainsi favorisée par l'activité des
bactéries ferriréductrices.

Dans le systeme étudié, la corrosion apparait comme un facteur positif sur les activités
bactériennes notamment en produisant une source énergétique, I'hydrogene, en grande
guantité dans ce milieu quasi-fermé. De plus, cette source d’hydrogéene efficace pour le
métabolisme bactérien, peut étre disponible a longue distance par diffusion dans la porosité.

Les activités bactériennes ferriréductrices, qui se développent notamment en contexte de
corrosion métallique, engendrent des impacts significatifs sur les matériaux ferriféres du
stockage. Ainsi, l'activité microbiologique peut entrainer une reprise de la corrosion
métallique via la consommation des oxydes de fer de la couche passivante. La conséquence
directe est une diminution de la durée de vie des enveloppes métalliques de colisage.
Cependant il faut pondérer cette évaluation par une quantification précise de la reprise de
corrosion avant de tirer une conclusion alarmante.

A I'échelle du milieu poreux de largilite, de nombreux processus impliquant les
microorganismes ferri-réducteurs et les phases minérales ferriques ont été mis en évidence,
notamment a travers des mécanismes d'activation/inhibition bactérienne qui sont corrélés a
des processus de réduction/dissolution des phases argileuses ferriques. Les conséquences
d’'une telle activité sur les matériaux ferriféres sont telles qu’elles peuvent avoir un impact sur
les édifices poreux que ce soit en termes de réactivité chimique des matériaux ou de
comportement physique de la barriere argileuse. Il faut noter que nos expériences ont permis
de visualiser pour la premiere fois un mécanisme de respiration bactérienne a distance
totalement original qui repousse encore plus les limites de l'activité microbienne via une
extension de la disponibilité d’éléments essentiels, ici le Fe(lll).

Par ailleurs, il conviendra de développer les études traitant de la mise en ceuvre par
l'activité microbiologique de ce processus de respiration a distance. S'il est totalement
original, il reste pour linstant encore mal circonscrit et nécessitera des études
complémentaires, notamment expérimentales, pour étre validé et pour déterminer son
influence réelle sur la dynamique du systeme.

De toute évidence, un développement de la simulation numérigue via la mise en place
d’'un modele géomicrobiologique sera une étape essentielle. Dans ce modéle, les aspects
dynamiques seront a privilégier, notamment vis-a-vis de la connexion des réservoirs de
nutriments et d’éléments énergétiques, que ce soient dans le cas du milieu géologique
comme celui de la réactivité couplée de 'ensemble des matériaux exogenes.

La stratégie trés transverse mise en place au début de la thése, dans I'objectif de
déterminer la dynamique de la réactivité géomicrobiologique a I'échelle d'un stockage
géologique profond de déchets radioactifs, a été fructueuse. Ces résultats démontrent
clairement I'impact du facteur microbiologique sur la réactivité des matériaux et la prédiction
de leur comportement & long-terme. En effet, ces résultats phénoménologiques explorent les
processus majeurs de la réactivité microbiologique sur les matériaux argileux et métalliques
tout en s’appuyant sur des parametres de contrble de I'activité bactérienne. La pertinence de
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la prise en compte de ce paramétre « activité bactérienne » dans le cas des évaluations de
sureté d’'un stockage est ainsi établie.

Si cette stratégie a été efficace en termes d’acquisition de données, d'identification de
processus et de parameétres de contrble, elle a montré ses limites vis-a-vis de la
quantification des phénoménes et des parametres identifiés.

Cette thése a mis en évidence de nombreuses pistes de recherche et de développement.
Dans les environnements de stockage comme dans d'autres sites industriels, I'activité
microbiologique telle que nous l'avons utilisée est un outil permettant de décrire la
dynamique des échanges et processus réactionnels en tant que bio-indicateur.

Il est clair que pour aller plus loin dans la compréhension globale de la réactivité
géomicrobiologique dans les environnements de stockage profond, une approche intégrée
devient indispensable.

Pour ce faire, la conception de maquettes reproduisant en laboratoire différents éléments
d’'un stockage (argiles, argilites, éléments métalliques) dans une géométrie et a une échelle
représentative des concepts pourrait s'avérer porteuse de résultats essentiels. L’homologue
de I'Andra en Belgique, 'TONDRAF, a d’ailleurs déja testé ce genre de maquette avec
succes.

En France, I'outil exceptionnel que représente le laboratoire souterrain de 'Andra a Bure
rend possible la réalisation d’expériences intégrées in situ. Ce genre d’expérimentations
permettrait certainement de lever les doutes et d’apporter la confirmation de I'importance du
paramétre microbiologique dans la réactivité globale en milieu profond comme le montre
cette étude exploratoire. Le cas échéant, sa nécessaire prise en compte permettra de
consolider I'évaluation du comportement & court et a long terme des systemes de stockage
et de réduire les incertitudes actuelles.
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ANNEXE

ANNEXE

1 : Impact sur les propriétés de gonflement : aspect mécanique

L’aspect mécanique du GIH-nontronite est caractérisé par une mesure précise via un
palper, variation de 0,01lmm (Figure 85). Lors de la réduction bactérienne du Fe(lll)
structural, des variations volumiques du GIH (dégonflement) sont observées. Une cinétique
de gonflement est réalisée en présence de la bactérie Clostridium aurantibutyricum (Figure
86).

Figure 85 : Module expérimental de mesure de gonflement du GIH-nontronite par un palper en condition
anoxique en jarre (N; 90% CO,10%)
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Gonflement d'un GSH (NBT1)
Réduction en présence de Clostridium aurantibutyricum
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Figure 86 : Cinétique de dégonflement du GIH-nontronite.

Les variations de hauteur du GIH sont mesurées au cours du temps via un palper
(0,01mm de précision). La réduction bactérienne entraine une diminution de la hauteur (mm)
due & une rétraction du GIH lors de la réduction du Fe(lll) structural de la nontronite Nau2
(Figure 87). Cette variation peut étre expliquée par un échange d’ions important lors de la
réduction bactérienne. En effet les cations de l'interfoliaire de la nontronite ont été échangés
initialement au Na" (voir protocole), qui posséde un grand rayon ionique. La réduction du
Fe(lll) entraine une diminution de la charge dans I'octaédre ce qui libére le Na* interfoliaire
compensateur de la charge du réseau cristallin (échange avec les protons présents) et donc
une diminution de la taille de l'interfoliaire.

D’autre part, la déstabilisation des feuillets entraine aussi une dissolution et donc une
diminution de la densité de particules de nontronite et donc du potentiel gonflant dans le
GIH. Une mesure du diameétre des GIH est décrite sur la figure 89, lors des phases
d’altérations microbiennes (initiale, réduit, blanchit). Le diamétre du GIH-nontronite diminue
d’autant plus au cours du temps, que l'altération est importante (stade GIH-blanchi). En effet
la destruction des structures cristallines engendre une perte des centres colorés (structure
absorbant la lumiere et émettant une coloration). Ceci peut s’expliquer par une dissolution
des particules de nontronite engendrant donc une diminution de la densité particulaire
gonflante dans le GIH. Cependant, les transformations minéralogiques au sein du gel doivent
étre précisées avant de conclure sur un quelconque processus réactionnel. Des analyses
cristallochimiques des GIH altérés sont en cours
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Figure 87 : Mesure des diamétres des GIH-nontronite au cours de I'altération bactérienne.

En conclusion, Cette premiére étude seulement qualitative, décrit l'effet de
l'activité des bactéries ferriréductrices sur le comportement mécanique d’'un milieu
poreux. Ces résultats mettent en avant les possibles altérations induites par ces
bactéries sur ce systeme, notamment sur les variations de gonflement des structures
argileuses. Cependant ces études ne permettent pas de faire une comparaison avec le
comportement mécanique d’'une barriére argileuse naturelle mais elles décrivent la
possibilité d’'une variation de volume dans les matériaux argileux poreux.
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2. Impact sur les propriétés de diffusion : aspect de transport en milieu argileux
poreux

Deux sondes ioniques sont utilisées comme des traceurs chromophores (hydrophile
SR6G et hydrophobe SRB, SulfoRhodamine B) afin de mesurer la diffusion dans les GIH-
nontronite par fluorescence au microscope confocal (Figure 88). Le protocole est décrit dans
le chapitre 1.

Gel Silice Gel Initial Gel Réduit Gel blanchit Gel Réduit*
GS GSH NBT1 GSH NBT1 GSH NBT1 Coeur
Zone 1 Zone 1 Zone 1 Zone 1 Zone 1
Profondeur (um) 0-45 0-50 0-10 0-45 0-40
SR6G
ADC (10 ®cm 2/s) 8,97 7,38 0,015 10,5 0,188
R? : 0,79 0,98 1 1 0,65
n 4 4 2 3 4
SRB
ADC (10 8cm ?/s) 8,99 4,03 0,138 7,77 4,61
R? : 1 0,99 1 0,99 0,8
n 4 4 2 3 3
Tortuosité 0,025 0,011 n.d 0,021 0,013
Ratio 6G/B 1 1,83 0,11 1,35 0,04

Tableau 24 : Mesure des vitesses de diffusions dans les GIH-nontronite avant et aprés altération
bactérienne. Modéle utilisé T90 = k. L2/De avec k = 1.03 (symétrie cylindrique) ; Apparent diffusion
constant (ADC) or effective lateral diffusion (De) exprimé en 10-5cm?%s ; Tortuosité (1/1) déterminée pour
SRB 1/T= De/Daq avec Daq = 3,65. 106 cm2/s a 25°C pour SRB (diffusion dans I'eau).* Calcul a partir du
front de diffusion (T50)

La diffusion apparente (ADC), exprimée en cm?/s, est déterminée pour chaque sonde
ionique au sein des GIH (Tableau 24). Une comparaison des diffusions au sein des différents
matériaux bio-altérés est décrite ci-dessous.

e La valeur de diffusion dans le gel de silice détermine la vitesse des sondes initiales
dans les matériaux et le fait qu'elles n’interagissent pas avec le gel (vitesse égale
entre les 2 sondes).

* Lorsque les particules de nontronite sont introduites dans le GIH : la vitesse de
diffusion diminue, ce qui indique que la diffusion est dépendante de la densité de
particules. De méme ce critéere est validé par le fait que la diffusion est plus lente
dans le GIH initial & 4m?® de nontronite que dans le GIH initial & 1m? de nontronite (non
montré ici). Le second aspect que I'on peut observer est que la sonde hydrophobe est
retenue lorsqu’elle diffuse au contact des nontronites.

» Apres réduction bactérienne « gel réduit », une diminution importante de la vitesse de
diffusion des sondes ioniques au sein du gel est observée. La réduction semble
modifier les propriétés structurales et de porosité (augmentation de la densité
particulaire) du GIH-nontronite initiale. Cependant il est difficile de relier la variation
du coefficient de diffusion et la variation de la porosité. D’autres parameétres peuvent
jouer notamment les facteurs de tortuosité et de constrictivité.

« Lorsque le gel est blanchi suite a I’action des H*, produits du métabolisme bactérien,
la diffusion des sondes ioniques est augmentée (la sonde hydrophile diffuse méme
plus vite que dans le GIH sans nontronite « gel de silice », ce qui induit que la
structure interne du gel de silice a été altérée, surement par augmentation de la
porosité ainsi que par la diminution de la densité particulaire via une forte dissolution
des éléments structuraux.
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Microns

Figure 88: Images de diffusion des sondes ioniques dans le GIH (A), le GIH-nontronite (B), le GIH-
nontronite réduit (C), le GIH-nontronite blanchi (D) aprés altération bactérienne.
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RESUME

Cette thése s’est attachée a décrire le concept dynamique d’une activité microbiologique viable et
durable en conditions de stockage géologique profond et a évaluer son impact sur les propriétés de
confinement et les composants du stockage. Ainsi, dans cette étude, un modéle bactérien basé sur la
ferriréduction a été choisi pour ses critéeres de viabilité dans le systéeme et sa capacité a altérer les
matériaux dans les conditions du stockage.

Les principaux résultats de ce travail de thése ont permis de démontrer la capacité du milieu a
supporter l'activité bactérienne ferriréductrice et les conditions de son développement dans les
environnements argileux profonds. Il a été clairement montré la biodisponibilité du Fe(lll) structural
des matériaux argileux et des oxydes de fer produits lors des processus de corrosion métallique. Dans
ce systéme, la corrosion parait étre un facteur positif pour les activités bactériennes notamment en
produisant une source énergétique, I'hydrogéne. Les activités bactériennes ferriréductrices peuvent
entrainer une reprise de la corrosion métallique via la consommation des oxydes de fer de la couche
passivante. La conséquence directe pourrait étre une diminution de la durée de vie des enveloppes
métalliques de colisage. Dans le cas des matériaux argileux ferriféres, les conséquences d’'une telle
activité sont telles qu’elles peuvent avoir un impact sur 'ensemble de I'édifice poreux que ce soit en
termes de réactivité chimique des matériaux ou de comportement physique de la barriere argileuse.
Un des résultats les plus marquants est la cristallisation de nouvelles phases argileuses a des
températures trés basses, inférieures a 40C, témoignant de l'influence considérable de l'activité
microbienne anaérobie dans les transformations minéralogiques des minéraux argileux. De plus, il faut
noter que ces expériences ont permis de visualiser pour la premiéere fois un mécanisme de respiration
bactérienne a distance via une extension de la disponibilité d’éléments essentiels, ici le Fe*".

En conclusion, ces résultats ont clairement démontré I'impact du facteur microbiologique sur la
réactivité des matériaux argileux et métalliques tout en s’appuyant sur des parametres de controle de
l'activité bactérienne. La pertinence de la prise en compte de ces activités microbiologiques dans le
cas des évaluations de sdreté d’'un stockage est ainsi établie

Mots clés :Activité bactérienne ferri-réductrice ; Environnement argileux ; Biocorrosion ; Hydrogéne ;
Stockage géologique des déchets radioactifs.

ABSTRACT

This thesis sought to describe the dynamic concept of a viable and sustainable microbiological
activity under deep geological disposal conditions and to assess its impact on containment properties
and storage components. Thus, in this study, a model based on the bacterial ferric reduction was
chosen for its sustainability criteria in the system and its ability to alter the materials in storage
conditions. The main results of this work demonstrated the capability of the environment to stand the
iron-reducing bacterial activity and the conditions of its development in the deep clay environments.
The bio-availability of structural Fe (lll) in clay minerals and iron oxides produced during the process of
metal corrosion was clearly demonstrated. In this system, the corrosion appears to be a positive factor
on bacterial activities by producing an energy source, hydrogen. The iron-reducing bacterial activities
can lead to a resumption of metallic corrosion through the consumption of iron oxides in the passive
film. The direct consequence would be a reduction of the lifetime of metal containers. In the case of
ferric clay minerals, the consequences of such an activity are such that they can have an impact on
the overall porous structure both in terms of chemical reactivity of the materials or physical behavior of
the clayey barrier. One of the most significant results is the crystallization of new clay phases at very
low temperatures, below 40C, highlighting the influence of the anaerobic microbial activity in the
mineralogical transformations of clay minerals. Furthermore, these experiments also allowed to
visualize, for the first time, a mechanism of bacterial respiration at distance, this increases the field of
the availability of essential elements as Fe3+ for bacterial growth in extreme environment.

In conclusion, these results clearly showed the impact of the microbiological factor on the
reactivity of clay and metal minerals, while relying on control parameters on bacterial activity. The
relevance of taking into account these microbiological activities in the case of safety assessments of a
repository is then established.

Key words: Iron-Reducing Bacteria, Clayey minerals, Biocorrosion, Hydrogen, Deep geological waste
disposal.
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