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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

L’Andra (Agence nationale pour la gestion des déchets radioactifs) a pour mission 

de gérer à long terme les déchets radioactifs produits en France. Après avoir conclu en 2005 à 

la faisabilité du stockage en sous-sol profond pour les déchets de haute activité à vie longue 

(HAVL) et de moyenne activité à vie longue (MAVL), l’Andra a été chargée de la conception 

et de l’implantation d’un centre de stockage souterrain pour ces déchets, appelé Cigéo 

(Centre industriel de stockage géologique profond). La mise en service industrielle doit se 

faire à l’horizon 2025. La roche hôte étudiée se situe en bordure Est du Bassin de Paris, à 

environ 500 m de profondeur : les argilites du Callovo-Oxfordien. Les déchets HAVL sont 

les résidus vitrifiés du retraitement des combustibles usés. Ils seront coulés dans un conteneur 

primaire en acier inoxydable avant d’être chemisés par un surconteneur en acier non ou 

faiblement allié, puis glissés dans des galeries de stockage cylindriques du Callovo-Oxfordien 

(Andra, 2005). Au cours de ces quinze dernières années, de nombreux travaux ont été menés 

afin de comprendre et modéliser le plus fidèlement possible les mécanismes de corrosion 

d’un tel acier enfoui dans le milieu argileux du Callovo-Oxfordien. Les colis de déchets 

radioactifs subiront différents types de détériorations durant leur stockage pendant plusieurs 

centaines d’années (Andra, 2005). Malgré le fait que les processus purement 

électrochimiques soient relativement bien établis et leurs cinétiques détaillées, à ce jour, 

l’influence des microorganismes sur ces mécanismes a fait l’objet de relativement peu 

d’études et les réactions mises en jeu font encore débat. Ainsi, la prédiction de la corrosion 

des structures en acier sur ce long terme ne repose bien souvent que sur la base d’une 

surévaluation empirique de la dégradation moyenne due aux processus abiotiques. 

Dans le laboratoire de recherche souterrain de Meuse/Haute-Marne de l’Andra, 

diverses souches bactériennes susceptibles de contribuer à une dégradation du surconteneur 

ont été identifiées (Poulain, 2006 ; Vinsot et al., 2008 ; El Hajj, 2010). Il s’agit de bactéries 

sulfatoréductrices (SRB) et thiosulfatoréductrices (TRB). Ces groupes métaboliques sont 

connus pour intervenir dans la « corrosion microbienne » (ou MIC pour Microbially 

Influenced Corrosion) où ils créent des conditions propices à l’apparition de processus de 

corrosion et/ou inhibent/accélèrent des mécanismes de corrosion déjà en place (Crolet, 1995 ; 

Beech & Sunner, 2004). 
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Figure 1. Contribution des groupes métaboliques bactériens anaérobies aux transformations des espèces 

du fer en milieu anoxique. 
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La génération de sulfures par les SRB et TRB (réaction n° 1, Figure 1) provoque un 

transfert d’électrons depuis le fer métallique vers les sulfures de fer – produits de corrosion 

issus de la précipitation du fer ferreux avec les sulfures – formant ainsi une pile galvanique 

(Marchal, 1999 ; Beech & Sunner, 2007). 

Lors du creusement de l’ouvrage souterrain, l’intrusion et la diffusion d’oxygène 

atmosphérique au sein de l’excavation contenant les colis de déchets radioactifs imposeraient 

des conditions oxydantes très brèves sur l’échelle des temps géologiques (de 7 à 10 ans). 

Suite à cette période oxydante, les conditions réductrices (- 500 mV, pH 7) et anoxiques 

prévaleront à nouveau (Andra, 2005). A ce niveau, il est essentiel de considérer l’ensemble 

des mécanismes de corrosion susceptibles de se produire pour renseigner au mieux les 

modèles permettant de prédire les cinétiques de corrosion. Les bactéries sont susceptibles de 

contribuer à certains de ces mécanismes et, en particulier, celles qui sont en relation avec le 

cycle biogéochimique du fer en anoxie (Figure 1). Dans le milieu de stockage des HAVL, les 

concentrations en nitrates attendues sont estimées à moins d’un millimolaire (Vinsot et al., 

2008). Bien que ces concentrations soient relativement faibles pour entretenir 

significativement un métabolisme respiratoire, les interactions des bactéries avec les nitrates 

doivent être prises en compte car elles intéressent directement le cycle biogéochimique du fer 

en anoxie (réaction n° 3, Figure 1). En effet, l’ion nitrate étant l’oxydant présentant le 

potentiel rédox le plus élevé en l’absence d’oxygène, il est capable d’être utilisé par l’activité 

microbienne et peut entraîner une oxydation, directe (réaction n° 2, Figure 1) ou indirecte 

(réaction n° 3, Figure 1), des espèces Fe(II). La capacité des bactéries à respirer, i.e. réduire, 

les nitrates en nitrites en anoxie et à pH neutre (réaction n° 3, Figure 1) étant en général bien 

représentée parmi les communautés bactériennes du sol, il nous a semblé pertinent de 

s’intéresser à ce groupe métabolique des NRB (nitrate-reducing bacteria), d’autant plus que 

les nitrites générés présentent une plus forte réactivité que les nitrates envers les espèces 

Fe(II). 

Des phénomènes de corrosion induits par des groupes métaboliques utilisant 

directement le fer, telles les bactéries ferroxydantes et les bactéries ferriréductrices, ont aussi 

été recensés dans la littérature (Beech & Gaylarde, 1999). A l’heure actuelle, la contribution 

de ces groupes métaboliques dans les processus de corrosion est peu documentée, voire 
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absente en ce qui concerne les bactéries ferroxydantes nitrates-réductrices ou IONRB. En 

dehors des silicates de fer issus des interactions avec les argiles – que nous n’avons pas 

considérés ici – les produits de corrosion sidérite (FeCO3) et magnétite (Fe3O4) sont attendus 

à la surface de l’acier corrodé en milieu anoxique (Necib Ammour, 2013) et pourraient jouer 

un rôle passivant et protecteur envers les processus de corrosion. Ce rôle pourrait être 

compromis par l’activité des IRB (réaction n° 4, Figure 1) et/ou des IONRB (réaction n° 2, 

Figure 1) susceptibles, respectivement, de réduire ou d’oxyder le fer de ces minéraux. En 

absence d’oxygène se pose donc la question de la réactivité des microorganismes anaérobies 

avec ces produits de corrosion. Est-ce que les bactéries générant des espèces réactives de 

l’azote comme les nitrites (réaction n° 3, Figure 1) ou utilisant le fer en tant qu’accepteur 

(réaction n° 4, Figure 1) ou donneur (réaction n° 2, Figure 1) d’électrons sont capables de 

déstabiliser les films de produits de corrosion FeCO3 et Fe3O4 ? Nous verrons que la réalité 

d’une oxydation enzymatique des espèces Fe(II) par les nitrates est largement discutable 

(réaction n° 2, Figure 1), la réaction du fer ferreux avec les nitrites issus de la respiration des 

nitrates ayant vraisemblablement laissé croire à une telle réaction. De fait, nous n’avons pas 

exploré l’activité du groupe métabolique IONRB – représenté par des bactéries telles que 

Acidovorax BoFeN1 (Kappler et al., 2005) ou Azospira oryzae (Chaudhuri et al., 2001) – 

dont l’existence est de plus en plus remise en question. 

Afin d’apporter les éléments de réponse à cette question fondamentale de la 

déstabilisation des films de sidérite et de magnétite par l’activité bactérienne réductrice des 

nitrates ou du fer ferrique, le manuscrit a été organisé en cinq parties : 

La synthèse bibliographique (Chapitre I) commence par rappeler la démarche 

retenue par l’Andra pour le stockage des déchets radioactifs dans des colis en acier non allié 

enfouis en formation géologique profonde en France. Au cours de leur entreposage, les 

processus de corrosion auxquels ces colis sont susceptibles d’être exposés se dérouleraient 

principalement en conditions anoxiques. La formation de produits de corrosion attendus dans 

ces conditions établit le second volet de l’étude bibliographique. Les interactions entre 

certains groupes métaboliques du sol et l’acier non allié ou les produits de corrosion, en tant 

que sources de donneurs ou accepteurs d’électrons impliqués au cœur des mécanismes de 
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conversion énergétique bactériens, sont mises en avant dans un dernier pan consacré à la 

corrosion influencée par les bactéries ou MIC. 

L’état de l’art ainsi établi, les objectifs de la thèse, les verrous scientifiques à lever, 

et la stratégie expérimentale adoptée seront développés dans le Chapitre II. Cette thèse a 

pour objectif de mettre en évidence les transformations de la sidérite et de la magnétite liées à 

l’activité de microorganismes anaérobies (NRB et IRB). Etudiés séparément et en souches 

pures, les NRB et IRB ont dans un premier temps été inoculées respectivement en présence 

de poudre de sidérite (Chapitre III) et de magnétite (Chapitre IV) avant d’analyser leurs 

effets sur les films de sidérite/magnétite (Chapitre V). Les chapitres III, IV et V constituent 

donc les parties expérimentales du projet. 

Au contact de Klebsiella mobilis, utilisée comme modèle du groupe métabolique des 

NRB, la sidérite particulaire a été progressivement oxydée en rouille verte carbonatée et/ou 

goethite (Chapitre III). L’importance de la densité bactérienne, des concentrations en 

nitrates et donneurs d’électrons organiques sur la « bifurcation réactionnelle » est discutée. 

Un mécanisme de formation de ces minéraux secondaires, jusqu’ici encore inconnu, a été 

proposé selon une oxydation indirecte du fer ferreux liée à la production de nitrites par la 

respiration bactérienne des nitrates. 

La magnétite, considérée jusqu’à présent comme un oxyde de fer ultime non 

bioréductible, a été réduite en rouille verte carbonatée et sidérite par Shewanella putrefaciens, 

bactérie modèle du groupe métabolique des IRB (Chapitre IV). En plus de déterminer 

l’impact de la concentration bactérienne sur les quantités de fer ferrique réduit, diverses 

poudres de magnétite ont été synthétisées en laboratoire afin d’étudier l’influence de leurs 

surfaces spécifiques. Une telle étude systématique avec suivi du potentiel rédox et du pH au 

cours de la réduction microbienne de la magnétite a permis de valider le processus de 

dissolution/re-précipitation évoqué depuis la fin des années 90. 
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Enfin, élaborés par polarisation anodique à courant imposé, les films de 

sidérite/magnétite ont été incubés en présence de Klebsiella mobilis (Chapitre V). Bien que 

préliminaires, ces premières études se distinguent de celles menées sur poudre. Les films de 

sidérite/magnétite au contact des NRB ont été totalement transformés en mackinawite et 

greigite (des sulfures de fer) au lieu des phases rouille verte carbonatée et goethite attendues. 

Ce présent manuscrit de thèse se clôture par les conclusions générales du point de 

vue fondamental (complétude du cycle biogéochimique du fer par cinq nouvelles réactions ; 

remise en cause de l’existence même du groupe métaboliques des bactéries ferroxydantes 

réductrices des nitrates IONRB, telles que la souche Acidovorax BoFeN1) et du point de vue 

du stockage (paramètres physicochimiques du milieu ; souches bactériennes représentatives 

des activités réductrices du fer ferrique et des nitrates ; conditions de carence nutritive ; 

donneur inorganique d’électrons tel que le dihydrogène), et finalement les perspectives 

ouvertes par ce travail. 
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I. L’enfouissement des déchets radioactifs en milieu argileux en 

France 

I.1. Les enjeux 

L’énergie nucléaire, à la base de la production électrique en France, est la source 

primaire d’émission de déchets radioactifs (∼ 85 % des déchets nucléaires). Ceux-ci sont 

qualifiés d’ultimes lorsque, issus de l’énergie nucléaire après retraitement du combustible usé 

et revalorisation de l’uranium et du plutonium, ils sont constitués de produits de fission et 

d’actinides (3 – 5 % des déchets nucléaires). Ces derniers sont alors piégés dans une matrice 

en verre via un procédé de vitrification. Des sources secondaires issues par exemple du 

domaine médical ou d’activités de recherches peuvent également générer des déchets 

radioactifs. 

En France, la classification des déchets radioactifs repose sur le niveau de 

rayonnement et la durée de radioactivité des nucléides présents dans le déchet (Tableau 1). 

Tableau 1. Mode de stockage des déchets radioactifs en France selon leur durée de vie et leur niveau de 

radioactivité. 

Type de déchet 

Durée de vie 

Courte (VC) Longue (VL) 

(t1/2 < 30 ans) (t1/2 > 30 ans) 

Très faible activité 

(TFA) 

Surface 

(centre de Morvilliers, Aube) 

Surface 

(centre de Morvilliers, Aube) 

Faible Activité (FA) 
Surface 

(centre de Soulaines, Aube) 

Faible profondeur 

(- 15 m à - 200 m ; en 2019) 

Moyenne Activité 

(MA) 

Surface 

(centre de Soulaines, Aube) 

Profondeur (- 400 m à - 500 m ; centre 

Cigéo, Meuse/Haute-Marne en 2025) 

Haute Activité (HA) 
Profondeur (- 400 m à - 500 m ; centre 

Cigéo, Meuse/Haute-Marne en 2025) 

Profondeur (- 400 m à - 500 m ; centre 

Cigéo, Meuse/Haute-Marne en 2025) 
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Les déchets à haute activité et vie longue (HAVL) et moyenne activité à vie longue (MAVL) 

seront stockés en profondeur (∼ – 500 m) sur le site Cigéo (en Meuse/Haute-Marne, France). 

Les HAVL présentent un niveau de radioactivité d’environ 1012 Bq/g et un temps de demi-vie 

de l’ordre de 1 000 ans. 

L’Andra – Agence nationale pour la gestion des déchets radioactifs – s’est vue 

confier la conception et la démonstration de la faisabilité du stockage de ces deux types de 

déchets radioactifs HAVL et MAVL en formation profonde (loi Bataille du 30 décembre 

1991, Annexe 2). Ces recherches sont effectuées sous le contrôle de l’ASN – Autorité de 

Sureté Nucléaire – et avec l’appui technique de l’IRSN – Institut de Radioprotection et de la 

Sureté Nucléaire. Au niveau européen, plusieurs encaissants sont étudiés actuellement : 

granite (Suède et Finlande), dômes de sels (Allemagne), et argile (Suisse, Belgique et 

France). La formation géologique retenue devra assurer le confinement des déchets 

radioactifs sur de très longues années – supérieur à 100000 ans – afin d’éviter la 

dissémination des radionucléides contenus dans les colis de stockage. Une mise en service du 

stockage des déchets radioactifs en formation géologique profonde est prévue en 2025 par la 

France. 

I.2. Les concepts développés et les matériaux employés 

Le stockage géologique en profondeur est conçu pour limiter le relâchement et la 

migration des radioéléments sur de longues échelles de temps. Celui-ci repose sur le principe 

de multi-barrières qui consiste en la superposition de plusieurs couches de protection 

(Figure 2) : 

1. Une matrice vitreuse en verre borosilicaté R7/T7 contenant les déchets radioactifs ; 

2. Un conteneur en métal inoxydable dans lequel seront coulés les déchets vitrifiés (colis 

primaire) ; 

3. Un surconteneur en acier non ou faiblement allié ; 

4. La formation argileuse : barrière naturelle de l’encaissant. 
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Figure 2. Illustration du concept multi-barrières des déchets radioactifs HAVL (adapté de Andra, 2005) 1 

– matrice vitreuse en verre borosilicaté contenant les déchets radioactifs ; 2 – conteneur en 

acier inoxydable (75 mm d’épaisseur) dans lequel sont coulés les déchets radioactifs vitrifiés ; 

3 – surconteneur en acier non allié (55 mm d’épaisseur) réceptionnant le colis primaire ; 4 – mi-

lieu de stockage des colis de déchets radioactifs, l’argilite du Callovo-Oxfordien. 

 

Le concept multi-barrières ne se limite pas au colis de stockage et s’étend aussi sur 

une échelle plus grande qu’est le milieu encaissant. Sur le site de Bure, le milieu argileux 

étudié est l’argilite du Callovo-Oxfordien. Il est situé à – 500 m entre deux couches 

calcaires : le Dogger sous-jacent et l’Oxfordien carbonate sus-jacent (Figure 3). Cette 

formation géologique a été mise en place à l’ère du Jurassique, soit de – 158 à – 152 Ma. Il 

s’agit d’un dépôt détritique composé de 60 % en masse de minéraux argileux, de quartz fins 

et de carbonates (Yven et al., 2007). Cet encaissant a été retenu car il présente de très bonnes 

propriétés de confinement pour le stockage des déchets radioactifs sur le long terme. Très 

faiblement perméable, homogène sur une grande surface, cette formation n’est affectée par 

aucune faille détectable dans l’environnement immédiat du laboratoire souterrain de Bure, 

environnement également caractérisé par une très faible sismicité. Dans les formations 

calcaires sus- et sous-jacentes aux argilites du Callovo-Oxfordien, les circulations d’eaux 

souterraines sont faibles à très faibles, sans connexion avec la surface ou via les argilites. 

Cette dernière se déforme peu suite aux perturbations dues au creusement minier et face aux 

impacts thermiques et radioactifs des déchets et matériaux de stockage (Poulain, 2006). 
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Figure 3. Coupe géologique transversale effectuée sur le site du laboratoire de recherche souterrain de 

Bure (Andra, 2005). 
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Les déchets radioactifs HAVL et MAVL ne seront pas enfouis sur les mêmes zones 

de stockage sur le site de Meuse/Haute-Marne, au sein des alvéoles (Figure 4). Les zones de 

stockage seront réparties sur un seul niveau du Callovo-Oxfordien permettant une égale 

protection des colis de stockage par les couches géologiques inférieures et supérieures. 

L’alvéole contenant 3 à 4 colis HAVL sera clôturée par un bouchon métallique permettant 

une protection radiologique, par un bouchon en argile assurant une fonction hydrologique et 

par un bouchon en béton garantissant un maintien mécanique de la structure.  

Figure 4. Disposition des zones de stockage des déchets MAVL et HAVL sur le site Cigéo : les 

installations de surfaces comprennent le laboratoire souterrain de Meuse/Haute-Marne ainsi qu’un 

espace technologique duquel part la descenderie qui permettra d’acheminer les colis HAVL et MAVL sur 

leurs zones de stockage respectives, reliées entre elles par des galeries de liaison. 

 

I.3. Problématique de la biodétérioration des surconteneurs de 

stockage des déchets radioactifs

Au cours du stockage en milieu argileux profond, les colis de déchets radioactifs 

vont subir une succession de conditions physico-chimiques provoquant leur détérioration. 

Comment s’assurer que ceux-ci ne vont pas s’altérer avant la fin de l’activité radioactive des 

déchets ? Les processus d’altération sont multiples et complexes, et ont fait l’objet de 
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nombreuses études. Parmi les mécanismes potentiels, l’activité microbienne est un paramètre 

qui reste encore à approfondir. Celle-ci est reconnue pour influencer la corrosion du colis de 

stockage entraînant plusieurs phénomènes : i) une évolution géochimique des matériaux (ici, 

l’acier non allié constituant le surconteneur), ii) une modification chimique de 

l’environnement de stockage, iii) une accélération/un ralentissement des mécanismes de 

corrosion/dissolution à l’interface fer/argile, iv) la production de différents produits de 

réactions (oxydes de fer, gaz, …) (Geesey & Flemming, 1991 ; Videla, 1996 ; Javaherdashti, 

2008). 

Le Groupement de Laboratoires Verre Fer Argile (GL-VFA) créé et géré par l’Andra 

étudie les phénomènes de corrosion du surconteneur de stockage, dont la corrosion influencée 

par les bactéries. D’après les recherches précédemment menées, il apparaît que la taille des 

pores de l’encaissant serait trop petite pour permettre un développement ainsi qu’une 

croissance des microorganismes loin des alvéoles (El Hajj, 2010). En revanche, à proximité 

de celles-ci il y a une possibilité de croissance bactérienne car l’espace disponible entre les 

matériaux est plus grand pour leur survie, les nutriments dont les sources de donneurs 

d’électrons potentiels sont présents (inorganiques et organiques). Les microorganismes 

peuvent être autochtones ou introduits par les activités humaines lors de la construction des 

alvéoles. 

La littérature recense une altération des oxydes et métaux par l’activité bactérienne 

(Geesey & Flemming, 1991 ; Crolet, 1995 ; Bachofen et al., 1998 ; Beech & Gaylarde, 1999 ; 

Lee & Newman, 2003). En conditions anoxiques, la croissance des microorganismes peut 

entraîner une acidification du milieu par la production d’H2S ou d’acides organiques 

accélérant ainsi la corrosion des matériaux (Videla, 1996 ; Castaneda & Benetton, 2008). 

L’identification de bactéries sulfatoréductrices (SRB) et thiosulfatoréductrices (TRB) alliée à 

la présence de produits de corrosion spécifiques (sulfures de fer) dans les expérimentations 

menées en laboratoire souterrain de Meuse/Haute-Marne suggère que ces groupes 

métaboliques peuvent participer aux processus de corrosion des colis de stockage HAVL 

(Necib Ammour, 2013). Sont-ils cependant les seuls microorganismes qui pourraient être 

impliqués ? Est-ce que d’autres groupes métaboliques comme les bactéries ferroxydantes 
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(IOB) et les bactéries ferriréductrices (IRB), pourraient aussi influencer cette corrosion ? 

Qu’en est-il également des bactéries réductrices des nitrates (NRB) en présence de fer ? 

Par ailleurs, la formation d’une couche passivante constituée de magnétite est 

attendue lors de la corrosion de l’acier (Neff et al., 2010). Cette couche est-elle susceptible 

d’être déstabilisée en étant transformée en sidérite ou autres produits secondaires carbonatés 

et sulfurés sous l’action d’une ou plusieurs activités bactériennes ? 

Les colis de déchets radioactifs enfouis dans un milieu géologique profond seront 

dans des conditions anoxiques. Quels processus de corrosion s’opèrent alors à la surface de 

l’acier non allié et comment l’activité des communautés microbiennes les influencent-elles ? 

L’analyse bibliographique qui suit développera dans un premier temps les processus 

généraux de corrosion en absence d’oxygène et les produits de corrosion ainsi générés à la 

surface d’un métal (ici, le fer métallique), avant de se recentrer sur le cas de la corrosion d’un 

conteneur en acier non allié stocké en milieu profond en développant les interactions 

fer/argiles et fer/bactéries. 

II. La corrosion de l’acier non allié en milieu anoxique 

La norme ISO 8044 : 1999 définit la corrosion comme étant « l’interaction physico-

chimique entre un métal et son milieu environnant entraînant des modifications dans les 

propriétés du métal et souvent une dégradation fonctionnelle du métal lui-même, de son 

environnement ou du système technique constitué par les deux facteurs ». La corrosion est un 

phénomène irréversible qui résulte d’un principe fondamental de la thermodynamique selon 

lequel un système matériel isolé tend toujours vers un état d’entropie maximale. Ainsi, en 

présence d’eau, un atome métallique tendra toujours à se dissocier en son cation et ses 

électrons périphériques, définissant ainsi le phénomène d’oxydation (Baroux, 2014). Celle-ci 

peut-être influencée par l’activité microbienne au sein du milieu de stockage mais les 

mécanismes fondamentaux gouvernant la corrosion restent globalement les mêmes. Il est 

donc nécessaire de comprendre ceux-ci avant de s’atteler à décrire la contribution des 

microorganismes dans les processus de corrosion. 



 

 

32 

II.1. Les processus de corrosion en milieu anoxique 

II.1.1. La corrosion généralisée ou uniforme 

Facilement détectable et prévisible, la corrosion généralisée se manifeste avec les 

mêmes vitesses de corrosion en tous points du métal entraînant ainsi une diminution régulière 

de son épaisseur. Ce phénomène physico-chimique est le plus répandu et il consiste en une 

réaction anodique et une réaction cathodique se produisant toutes deux sur le matériau 

métallique : 

A l’anode, oxydation du métal (Eq. 1) : 

𝑀 → 𝑀!! + 𝑛  𝑒!  ; dans le cas du fer métallique : 𝐹𝑒! → 𝐹𝑒!! + 2  𝑒!   (Eq. 1) 

A la cathode, réduction d’un agent oxydant présent dans le milieu anaérobie (Eq. 2 et 3) : 

𝐸𝑛  𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑢  𝑛𝑒𝑢𝑡𝑟𝑒  𝑜𝑢  𝑎𝑙𝑐𝑎𝑙𝑖𝑛 ∶   𝐻!𝑂 + 2  𝑒! → 2  𝑂𝐻! + 𝐻!  (!)  (Eq. 2) 

𝐸𝑛  𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑢  𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒 ∶   2  𝐻! + 2  𝑒! → 𝐻!  (!)     (Eq. 3) 

Il existe de nombreux oxydants dans les environnements aqueux privés d’oxygène : 

l’eau et ses protons, les nitrates, les ions ferriques, les sulfates, la matière organique, le 

dioxyde de carbone, … En présence de plusieurs oxydants, les processus d’oxydoréduction 

sont concomitants mais leurs cinétiques diffèrent. Elles sont dépendantes du potentiel rédox 

des couples ainsi que de la concentration de l’oxydant à la surface du métal. 

Ces deux réactions de corrosion peuvent se produire à différents endroits de la 

surface étant donné que le métal est un bon conducteur. Cela est aussi dû en partie à un 

problème d’encombrement à la surface du métal résultant de la précipitation des produits de 

corrosion issus de la réaction anodique. La présence de tels produits peut conduire à un 

ralentissement des réactions de corrosion. Cette dernière est contrôlée par le transport des 
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ions du métal vers la solution à travers les produits de corrosion. La vitesse de corrosion d’un 

métal est régie par la réaction la plus lente entre les réactions anodique et cathodique. Dans la 

majorité des cas, les métaux ou alliages ne doivent leur longévité qu’à la formation en surface 

d’une couche d’oxydes, appelée couche de passivation, qui joue un rôle de barrière entre le 

milieu oxydant et la surface du matériau. La vitesse de corrosion est ainsi réduite à une valeur 

négligeable ce qui stabilise l’épaisseur de la couche d’oxyde et donc la durée de vie du 

matériau. 

II.1.2. La corrosion localisée 

La corrosion localisée se concentre, comme son nom l’indique, préférentiellement 

sur des sites discrets de la surface d’un métal ou alliage exposé à un milieu corrosif (Marcus, 

2012 ; Baroux, 2014). Des exemples de corrosion localisée sont : 

• La piqûration ou corrosion par piqûres : une dissolution localisée du métal s’effectue 

en formant des trous en présence d’ions agressifs (Cl- par exemple) et/ou de défauts 

de surface du matériau (rayures, inclusions, etc). La quantité de métal corrodée est 

faible mais peut conduire à une rapide perforation de la structure. C’est un phénomène 

très redouté car peu visible et entraînant des dommages conséquents. 

• La corrosion caverneuse ou par effets de crevasse a lieu dans les interstices du métal. 

La crevasse est une zone de confinement de faible volume où les échanges de 

matières avec l’extérieur sont ralentis. La dissolution du métal, par exemple le fer 

métallique, entraîne l’accumulation de fer ferreux au sein de la crevasse. Ceci induit 

une baisse de pH, donc une acidification du milieu, et un processus d’autocatalyse se 

met en place. 

• La fissuration ou corrosion sous contrainte : dans un milieu corrosif et en présence de 

contraintes mécaniques, selon la nature de l’acier, celui-ci peut se fissurer et se 

dégrader prématurément. 
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II.2. Les produits de corrosion 

Les produits de corrosion d’un acier non allié sont constitués de fer, ce qu’on appelle 

communément « rouille ». Ce terme, emprunté au langage courant, désigne une réalité 

scientifique complexe. La rouille est un mélange de différentes phases et sa composition varie 

selon le milieu et le matériau considérés. Les constituants principaux de la rouille sont les 

oxydes de fer, regroupant les oxyhydroxydes de fer et les oxydes de fer au sens strict, lui 

conférant cette coloration orangée-brune si caractéristique. Deux états de valence du fer sont 

impliqués : FeII et FeIII ; les composés de fer ferreux FeII et ceux à valence mixte ferreux-

ferriques FeII-FeIII sont les précurseurs transitoires à partir desquels se forment les composés 

ferriques FeIII en milieu oxydant (Cornell & Schwertmann, 2003 ; Marcus, 2012). 

Ce paragraphe constitue une liste non exhaustive des produits de corrosion les plus 

fréquemment rencontrés dans les environnements anoxiques. Ici, ne seront pas décrits 

l’akaganéite (β-FeO1-x(OH)1+xClx), la ferroxyte (γ-FeOOH) et l’hydroxychlorure de fer 

ferreux (β-Fe2(OH)3Cl), minéraux répertoriés comme produits de corrosion chlorurés d’objets 

archéologiques (Guilminot et al., 2012 ; Grassini et al., 2013). 

II.2.1. Les oxydes de fer 

Les oxydes de fer au sens strict sont des composés constitués uniquement de fer et 

d’oxygène. Les trois oxydes de fer les plus fréquemment rencontrés sont la magnétite, la 

maghémite et l’hématite. 

La magnétite, de couleur noire, est un oxyde de FeII-FeIII ferrimagnétique dont la 

structure de type spinelle inverse a été établie par diffraction des rayons X (DRX) par Bragg 

(1915). Elle cristallise dans un système cubique faces centrées (CFC) où le paramètre de 

maille a vaut 0,839 nm. Les ions ferreux Fe2+ occupent les sites octaédriques (Oh) et les ions 

ferriques Fe3+ sont répartis à la fois dans les sites octaédriques et tétraédriques (Td) du réseau 

cristallin (Cornell & Schwertmann, 2003). Les atomes d’oxygène sont quant à eux distribués 

le long de l’axe [1 1 1]. La formule générale de la magnétite est donc Fe3+
Td[Fe2+Fe3+]OhO4. 
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Cette dernière est qualifiée de stœchiométrique lorsque le Fe3+ occupe les sites tétraédriques 

et octaédriques en proportion égale, et que le ratio Fe2+/Fe3+ = 0,5. 

Lorsqu’un acier non allié est corrodé en conditions anoxiques, la couche de corrosion formée 

à la surface du métal est le plus souvent de la magnétite (Cornell & Schwertmann, 2003 ; 

Neff et al., 2010). La magnétite peut être formée par voie abiotique (Figure 5a) (Regazzoni 

et al., 1981 ; Maher & Taylor, 1988 ; Etique et al., 2014a) ou biotique (Figure 5b) 

(Fassbinder et al., 1990 ; Zegeye et al., 2007). 

Figure 5. Micrographies de particules de magnétite formées par oxydation de la rouille verte carbonatée  

(a) ou issues de l’activité biologique de la souche Acidovorax BoFeN1 (b) (Miot et al., 2014b ; 

Etique et al., in preparation). 

La maghémite, elle aussi ferrimagnétique, constitue la phase #-Fe2O3 et présente une 

structure similaire à celle de la magnétite. La seule différence réside dans le fait que 

l’ensemble des atomes de fer est dans un état trivalent. Dès lors, des lacunes cationiques sont 

mises en place afin de compenser l’oxydation du Fe2+ en Fe3+. La maghémite cristallise 

également dans un système CFC où le paramètre de maille a vaut 0,834 nm (Cornell & 

Schwertmann, 2003). De nombreux auteurs ont rapporté que la maghémite comportait 

environ 2 % d’eau, exhibant ainsi la formule générale suivante : HFe5O8 (Cornell & 

Schwertmann, 2003). La structure de la maghémite serait ainsi stabilisée par l’eau. Résultant 

le plus souvent de l’oxydation de la magnétite (maghémite non poreuse), elle peut être aussi 

obtenue par déhydroxylation de la lépidocrocite (maghémite méso poreuse).

a) b) 
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L’hématite, légèrement ferromagnétique et de couleur rouge, représente la phase $-

Fe2O3. Elle cristallise dans un système hexagonal où les paramètres de maille a et c valent 

respectivement 0,5034 nm et 1,375 nm (Bragg & Bragg, 1918). Cependant, on peut aussi 

l’indexer dans un système rhomboédrique avec aRh = 0,5427 nm et un angle $ = 55,3° 

(Cornell & Schwertmann, 2003). L’hématite est considérée comme l’oxyde le plus stable 

d’un point de vue thermodynamique (Cornell & Schwertmann, 2003). Celle-ci peut être 

obtenue selon plusieurs méthodes : transformation hydrothermale de la ferrihydrite, 

déhydroxylation de la goethite ou encore oxydation à chaud de la magnétite (Aissa, 2004). 

II.2.2. Les oxyhydroxydes ferriques 

Les oxyhydroxydes de fer à l’état d’oxydation +3 sont des composés chimiques dont 

la formule de base est FeOOH!nH2O. La goethite, la lépidocrocite et la ferrihydrite sont des 

oxyhydroxydes ferriques observés dans les produits de corrosion. 

La goethite est l’oxyhydroxyde ferrique le plus répandu dans les sols aérobies et 

anaérobies de part sa grande stabilité thermodynamique. Antiferromagnétique et de couleur 

jaune-brunâtre, la goethite représente la phase $-FeOOH (Cornell & Schwertmann, 2003). 

Cette dernière cristallise dans le système orthorhombique où les paramètres de maille valent : 

a = 0,9956 nm, b = 0,30215 nm et c = 0,4608 nm (Goldsztaub, 1932 ; Sampson, 1969). 

Figure 6. Micrographie d'aiguilles de goethite (a) prenant naissance sur les tranches des cristallites de 

rouille verte s’oxydant (b) (Etique et al., 2014a). 

a) b) 

5 µm 500 nm 
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Avec la magnétite et la lépidocrocite, la goethite est l’un des principaux produits d’oxydation 

des rouilles vertes (Figure 6) (Drissi et al., 1995 ; Abdelmoula et al., 1996 ; Etique et al., 

2014a). 

La lépidocrocite est un composé de couleur orange, paramagnétique et de formule γ-

FeOOH. Celle-ci est moins répandue dans les sols en comparaison à la goethite. On la trouve 

principalement dans les environnements hydromorphes – alternance de conditions oxydantes 

et réductrices (Cornell & Schwertmann, 2003). Lors des périodes anaérobies, le Fe2+ se forme 

et celui-ci se retrouve oxydé en Fe3+ au cours des périodes aérobies. La lépidocrocite est 

métastable et son système cristallin est orthorhombique : a = 1,2520 nm, b = 0,3873 nm et c = 

0,3071 nm (Ewing, 1935). 

La ferrihydrite est un oxyhydroxyde ferrique métastable brun/noir/jaune qui peut se 

former dans les gleysols – sols anaérobies alternativement mouillés et secs (Cornell & 

Schwertmann, 2003). Elle présente une faible cristallinité et deux types de ferrihydrite sont 

généralement retenus. Elles se distinguent selon leurs diffractogrammes : 2 raies (ferrihydrite 

la moins cristalline) et 6 raies. La ferrihydrite est observable lors de l’oxydation rapide du 

Fe2+ à un pH < 5 (Schwertmann & Thalmann, 1976). 

II.2.3. Les rouilles vertes 

Les rouilles vertes, hydroxysels ferreux-ferriques, sont des composés métastables 

susceptibles d’adsorber ou d’échanger divers anions. Leur identification dans 

l’environnement naturel n’a été que rarement rapportée en raison de leur forte réactivité vis-

à-vis de l’oxygène, due à la présence d’ions ferreux au sein de leur structure. Les rouilles 

vertes appartiennent à la famille des hydroxydes doubles lamellaires où s’alternent des 

couches d’hydroxydes [FeII
(1-x)FeIII

x(OH)2]x+ et des interfeuillets de molécules d’eau et 

d’anions [(x/n)An·mH2O]x- qui restaurent la neutralité électrique du cristal (Allman, 1970 ; 

Taylor, 1973 ; Mullet et al., 2008). Il existe deux grandes familles de rouilles vertes. Celles-ci 

se distinguent sur la base de clichés de DRX : les rouilles vertes de type 1 (RV1) et celles de 

type 2 (RV2) (Bernal et al., 1959). 
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Figure 7. Séquences d’empilement des couches des rouilles vertes de type 1 et 2 (Refait et al., 1998 ; Simon 

et al., 2003). 

 

Cette classification met en évidence deux formes de cristallographies différentes (Figure 7) : 

• La rouille verte de type 1 avec une structure rhomboédrique et une séquence 

d’empilement … AcB (intercouche, e.g. Cl-, CO3
2-) BaC (intercouche) CbA … ; 

• La rouille verte de type 2 avec une structure hexagonale et une séquence 

d’empilement … AcB (intercouche, e.g. SO4
2-) AcB … 

La rouille verte carbonatée (RV1CO3
2-) a été identifiée comme produit de corrosion 

dans les canalisations d’eau du réseau urbain (Figure 8a) (Stampfl, 1969 ; Appenzeller, 2002 ; 

Świetlik et al., 2012) et présente une composition bien définie de formule 

[FeII
4FeIII

2(OH)12]·[CO3~3H2O] (Drissi et al., 1995 ; Abdelmoula et al., 1996). La rouille 

verte sulfatée (RV2SO4
2-) de formule [FeII

4FeIII
2(OH)12]·[SO4~8H2O] a quant à elle été 

observée comme produit de corrosion en milieu marin (Génin et al., 1992 ; Refait et al., 2003 

; Pineau et al., 2008 ; Refait et al., 2011). 
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Figure 8. Rouille verte identifiée dans une canalisation de réseau d’eau urbain (Appenzeller, 2002) (a) et 

dans un sol hydromorphe dont l’analogue est la fougérite (bleu-vert) à Fougères (b) 

(Bretagne, FRANCE) (IMA 2003-057). 

Retrouvées dans les sols hydromorphes (Figure 8b), les rouilles vertes peuvent être 

aussi générées par voie chimique (Figure 9a-b) (Olowe & Génin, 1990 ; Bourrié et al., 1999 

; Aissa, 2004 ; Aissa et al., 2006 ; Ruby et al., 2006 ; Etique et al., 2014b) ou biologique

(Figure 9c-d) (Fredrickson et al., 1998 ; Kukkadapu et al., 2001 ; Parmar et al., 2001 ; Ona-

Nguema et al., 2002 ; Zegeye et al., 2005 ; Zegeye et al., 2007 ; Zegeye et al., 2010 ; Jorand 

et al., 2011 ; Miot et al., 2014b). 

Figure 9. Images obtenues par microscopie à force atomique de particules de rouille verte carbonatée 

synthétisées soit par coprécipitation de sels ferreux-ferrique en solution carbonatée basique (a-

b), soit par bioréduction de la lépidocrocite par Shewanella putrefaciens (c-d) (Zegeye et al., 

2014). 

a) b) 

c) d) 

10
 c

m
 fougérite 

a) b) 
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II.2.4. Les sulfures de fer 

Les sulfures de fer font partie du système binaire Fe(1-x)S ou FeS(1+x) et se distinguent 

les uns des autres soit par leur ratio Fe/S, soit par leur structure cristallographique. Ces 

produits de corrosion sont présents dans les environnements recensant notamment des 

bactéries sulfatoréductrices (SRB) ou thiosulfatoréductrices (TRB). Ces dernières couplent la 

réduction des sulfates (SO4
2-) ou des thiosulfates (S2O3

2-) à l’oxydation de la matière 

organique (e.g. acétate, lactate). Les sulfures (S2-) ainsi produits précipitent avec les ions Fe2+ 

à la surface de l’acier non allié pour former des sulfures de fer. Ces derniers ont aussi été mis 

en évidence à la surface d’objets archéologique en fer (Neff, 2003 ; Rémazeilles et al., 2009). 

L’Andra a déjà recensé la présence de SRB et de TRB associées à de la pyrite (FeS2) et de la 

mackinawite (FeS) dans le milieu encaissant des colis de déchets radioactifs (El Hajj, 2010). 

II.2.5. Produits de corrosion carbonatés : sidérite, chukanovite 

Dans les environnements anaérobies carbonatés, de la sidérite ou encore de la 

chukanovite sont recensés comme produits de corrosion à la surface d’un acier non allié. 

Ceux-ci rentrent dès lors en compétition avec la formation de rouille verte carbonatée, un des 

principaux produits de corrosion d’un acier non allié en absence d’oxygène (Refait et al., 

2006 ; Saheb et al., 2010). La sidérite, de formule FeCO3 cristallise dans un système 

rhomboédrique où les paramètres de maille sont : a = 0,469 nm et c = 1,538 nm (Azoulay et 

al., 2013). En revanche, la chukanovite est un composé carbonaté découvert récemment sur 

des objets archéologiques ferreux, mais aussi sur des aciers placés en milieu argileux à une 

température de 90 °C (Savoye et al., 2001 ; Remazeilles & Refait, 2009 ; Neff et al., 2010). 

De formule Fe2(OH)2CO3, celle-ci cristallise dans un système monoclinique avec les 

paramètres de maille : a = 1,239 nm, b = 0,940 nm et c = 0,321 nm (Pekov et al., 2007). Une 

étude récente a permis d’intégrer le domaine d’existence de la chukanovite au diagramme de 

Pourbaix du fer en milieu carbonaté (Azoulay et al., 2012). L’obtention de la sidérite ou de la 

chukanovite est à présent bien contrôlée par voie abiotique (Saheb et al., 2011 ; Romaine et 

al., 2013). La formation de chukanovite et de sidérite est observée aussi dans des systèmes 

biologiques réducteurs du fer (Roh et al., 2003). 
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III. Réactivité de l’acier non allié en formation géologique 

profonde 

III.1. Interactions fer/argile : principes et processus 

III.1.1. Les argiles et argilites 

Anciennement, les argiles désignaient tous les minéraux présentant un diamètre 

inférieur à 2 #m. Cette définition basée sur la taille apparaît obsolète puisqu’elle englobe des 

minéraux divers (oxydes, hydroxydes). Celle-ci a donc été revisitée et le terme d’argile 

qualifie des minéraux constitués d’un empilement de feuillets d’alumino-silicates en couches 

tétraédriques siliceuses (T) et octaédriques alumineuses (O) (Konhauser, 2007). Des espaces 

interfoliaires contenant des cations monovalents (Na+, K+) ou divalents (Mg2+, Ca2+) sont 

répartis de part et d’autre d’une succession de feuillets T-O-T et restaurent le déficit de 

charge. 

Les minéraux argileux, ou encore phyllosilicates, sont présents sous trois structures 

distinctes : TO (groupes des kaolins et serpentines), TOT (groupes des smectites, 

pyrophillites, vermiculites, …) et TOTO (groupe des chlorites) (Velde & Meunier, 2008)

(Figure 10). 

 

Figure 10. Trois modes d'empilement des couches tétraédriques de silicium et des couches octaédriques 

d'aluminium des phyllosilicates : TO = groupe des kaolins et serpentines ; TOT = groupe des 

smectites, pyrophillites, vermiculites ; TOTO = groupe des chlorites (Kohler, 2005). 
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Les argilites sont définies comme étant une roche argileuse indurée cimentée par des 

cristaux de quartz et/ou de carbonates. Les argilites du Callovo-Oxfordien se situe à – 500 m 

de profondeur environ et est âgée de 155 Ma. Celle-ci a été retenue comme matériau 

encaissant hôte pour contenir les colis de déchets nucléaires car elle possède les 

caractéristiques suivantes (Andra, 2005) : 

• Très faible perméabilité (10-12 à 10-14 m s-1) ; 

• Circulation d’eau très lente ; 

• Capacité de rétention élevée des éléments radioactifs ; 

• Bonne résistance mécanique ; 

• Régularité sur une grande surface ; 

• Environnement géologique stable depuis sa formation. 

Composée de grains fins (qui peuvent atteindre une taille de 20 µm après broyage, 

Figure 11), l’argilite du Callovo-Oxfordien présente une teneur en argile de type smectite 

comprise entre 30 % et 45 % (Deniau et al., 2008). Les smectites constituent une des phases 

réactives des argilites. 

Figure 11. Distribution de la taille des particules d’argilites du Callovo-Oxfordien après broyage 

(Romaine, 2014). 
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III.1.2. Réactivité des argilites : smectites et phases porteuses de fer 

Une propriété fondamentale des argiles de type smectite est le défaut de charge que 

présentent certaines unités cristallines. Des substitutions des cations interfoliaires entraînent 

une perte de l’électroneutralité du feuillet. Il s’agit d’ions en position échangeable et ceux-ci 

conditionnent les propriétés d’adsorption des minéraux argileux substitués (capacité 

d’échange cationique), ainsi que les propriétés de gonflement (hydratation des cations 

compensateurs). Les smectites sont donc des phyllosilicates hydratés et gonflants. Leur 

réactivité provient de l’eau interfoliaire et des protons libres ou structuraux qui les 

composent. Contrairement aux autres types d’argiles, les smectites sont définies par un pH 

caractéristique – de l’ordre de 4 – au lieu d’un pKa global (Fripiat et al., 1965). Celles-ci 

joueront donc un rôle important dans les processus de corrosion en tant que source de 

protons. 

Cependant, dans les phases argileuses le fer est un des éléments importants 

intervenant dans les substitutions cationiques. Au niveau des feuillets octaédrique O, le Mg2+ 

est substitué par du Fe2+ et le Al3+ est remplacé par du Fe3+, tandis que le Si4+ peut être 

remplacé par du Fe3+ créant ainsi un déficit de charge et donc un déséquilibre électrique au 

niveau du feuillet tétraédrique T. Les deux états de valence du fer, Fe2+ et Fe3+, peuvent 

exister au sein d’une même phase argileuse. Le fer structural des phases argileuses du 

Callovo-Oxfordien lui confère donc une réactivité soit dans les processus de corrosion direct 

de l’acier non allié du surconteneur (les espèces Fe3+ étant un agent oxydant du Fe0 dans un 

milieu anaérobie) ou dans les processus de biocorrosion dus aux activités microbiennes 

ferriréductrices (IRB) ou ferroxydantes (IOB). 

La réactivité des argilites peut être aussi due aux phases minérales ferrifères 

présentes : pyrite, sidérite, dolomite ferrifère, et oxydes de fer principalement. 
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III.1.3. Corrosion d’un colis de stockage au sein de l’argilite du Callovo-

Oxfordien 

Lors du creusement d’un ouvrage souterrain tel que le stockage des déchets 

radioactifs, la mise à l’affleurement de sédiments naturels place les argiles dans des 

conditions différentes de celles de leur gisement entraînant des modifications de leurs 

propriétés. Les conditions physico-chimiques de la barrière argileuse du Callovo-Oxfordien à 

proximité des conteneurs (Excavation Damaged Zone) se trouvent modifiées : variation de la 

teneur en eau et de la composition chimique de l’eau interstitielle au contact de l’argile, 

changement de l’environnement biologique et surtout des conditions d’oxydoréduction. 

L’intrusion d’oxygène atmosphérique et sa diffusion au sein de l’excavation contenant les 

colis de déchets radioactifs correspond à la période oxydante. Selon l’Andra, ce scénario 

serait très bref sur l’échelle des temps géologiques puisqu’il s’étendrait sur une dizaine 

d’années tout au plus (Andra, 2005). Suite à cette période, les conditions réductrices 

prévaleront à nouveau dans le milieu de stockage. 

Dans les conditions de pH (7 à 9) et Eh (- 400 à - 600 mV) attendues après fermeture 

du stockage, la formation de produits de corrosion tels que la magnétite Fe3O4 et la sidérite 

FeCO3 est pressentie. Ce sont les phases thermodynamiquement les plus stables dans ces 

conditions. Ce phénomène de corrosion métallique s’étend sur toute la durée de vie du fer 

zéro-valent. Elle dépend de la quantité d’eau disponible dans l’argile ainsi que de 

l’environnement du colis. De l’hydrogène résultera aussi de la corrosion métallique du fer et 

les quantités de dihydrogène produites par alvéole de stockage par an sont estimées à 101 - 

102 mol an-1 alvéole-1 (Talandier, 2005). L’apparition de ce gaz dans le milieu environnant de 

l’alvéole constitue un « risque» : H2 va migrer au travers de l’argilite sous forme dissoute ou 

bien au sein de la galerie de l’alvéole à l’état gazeux. D’après Talandier (2005) , la fraction 

de dihydrogène pouvant se répandre dans l’argilite par diffusion est comprise entre 7 et 20 % 

pour des vitesses de corrosion du fer métallique de 2 à 4 µm/an. La formation d’une poche de 

gaz pourrait fissurer et créer des chemins préférentiels au sein du concept multicouche. Une 

migration éventuelle des radionucléides serait ainsi possible. Boulin (2008) a modélisé le 

transfert de dihydrogène dans les argilites. Une porosité accessible au gaz représentant moins 

de 1 %, voire moins de 0,1 % de la porosité totale a été calculée dans les argilites proches de 
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la saturation. Le diamètre des pores a été établi entre 50 nm et 200 nm et il est suffisant pour 

laisser passer le gaz. Les mesures de perméabilité au gaz (10-22 m2 à 10-20 m2) ont permis de 

démontrer que la pression maximale de dihydrogène par alvéole était de Pmax.H2,alvéole = 8,3 

MPa. Celle-ci reste inférieure à la pression de microfissuration de l’alvéole Pµfract.alvéole = 9 

MPa et à la pression de fracturation de l’argilite P fract.argilite = 12 MPa. 

Le fer métallique du surconteneur en acier non allié peut donc être corrodé par l’eau 

interstitielle du milieu encaissant selon la réaction d’oxydoréduction (Eq. 4): 

𝐹𝑒 ! + 2  𝐻!𝑂 = 𝐹𝑒!! + 2  𝑂𝐻! + 𝐻!, !    (Eq. 4) 

Mais d’autres processus de corrosion du fer métallique interviennent en présence de l’argilite 

du Callovo-Oxfordien. En effet, la littérature recense l’existence d’une oxydation des espèces 

Fe0 au contact des agents oxydants Fe3+ et H+ issus de la smectite (Lantenois, 2003 ; Esnault, 

2010). 

La réaction entre les espèces Fe3+ et Fe0 débute à une température de 40°C et est 

significative à partir de 80°C. Le Fe3+ structural de la smectite va s’adsorber via ses faces 

latérales sur le fer métallique et la réaction d’oxydoréduction suivante se produit (Eq. 5) : 

𝐹𝑒 ! + 2  𝐹𝑒!! = 3  𝐹𝑒!! ⇢ 𝐹𝑒 𝑂𝐻 !, !    (Eq. 5) 

Par ailleurs, les protons structuraux de la smectite ou provenant de l’espace interfoliaire 

réagissent aussi au contact du fer zéro-valent. Trois types de réaction ont été décrits par 

(Lantenois, 2003) : 

• Fe0/H+ au bord des feuillets de la smectite ; 

• Fe0/H+ structuraux des feuillets ; 

• Fe0/H+ interfoliaires. 
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Ces derniers ont aussi menés des expériences à pH basique – faible quantité de protons – et 

ont noté la présence d’un phénomène de corrosion en présence de smectites dioctaédriques. 

Celles-ci sont les smectites les plus réactives vis-à-vis du fer métallique. Les ions H+ sont 

donc accessibles, mobilisables et délocalisables. Suite à ces divers types de corrosion aqueuse 

et « argileuse », les smectites se transforment en gels réticulés à l’intérieur desquels peuvent 

nucléer des serpentines riches en fer (Rivard, 2011). Les smectites ainsi « dissoutes » 

induiraient une augmentation de la porosité de l’argilite. 

Des modélisations de ces processus géochimiques ont été effectuées par Marty 

(2010) et Bildstein (2006) via les codes de calculs respectifs « KIRMAT » et « CRUNCH ». 

Figure 12. Corrosions aqueuse (réaction n° 1) et « argileuse » (réaction n° 2) d'un colis de stockage enfoui 

dans l'argilite du Callovo-Oxfordien conduisant à la production de dihydrogène diffusant sous 

forme de gaz dans les matériaux de scellement (bentonite et béton) et sous forme dissoute dans 

le milieu encaissant. EDZ signifie excavation damaged zone. 

Dans la réactivité du fer métallique en milieu géologique profond (Figure 12), un 

paramètre autre que la présence des smectites dans l’argilite du Callovo-Oxfordien est à 

prendre en compte : l’activité des microorganismes, et plus particulièrement des bactéries. 

Ces dernières agissent comme des catalyseurs, rendant possible des réactions 

thermodynamiquement favorables mais cinétiquement lentes. Cependant, ces activités 
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microbiennes n’auront lieu que si les conditions physiques et chimiques sont compatibles 

avec la vie bactérienne. En d’autres termes : 

• Les conditions physiques et chimiques présentes au cours du stockage autorisent-elles 

le développement des bactéries ? 

• Quels groupes métaboliques sont susceptibles d’influencer la corrosion du fer ? 

III.2. L’activité microbienne en stockage profond argileux 

La découverte de microorganismes dans des sédiments de plusieurs millions 

d’années ou dans des environnements profonds du sous-sol a repoussé les limites connues où 

la vie est possible dans les milieux extrêmes (Templeton, 2011). La capacité du monde 

bactérien à s’adapter aux changements de l’environnement explique la très grande diversité 

des habitats occupés par les bactéries. Ainsi, des activités microbiennes sont possibles dans 

des intervalles de températures aussi larges que – 5 °C à 126 °C ou pour des pressions allant 

jusqu’à 1 100 atm (Tableau 2). Des environnements aussi hostiles que les déserts (Heulin et 

al., 2003 ; Benzerara et al., 2004) ou les eaux ultrapures (Kulakov et al., 2002 ; Tóth et al., 

2014) permettent non pas la survie, mais bien la croissance de certaines bactéries. 

Cependant, la question d’une activité bactérienne significative en stockage profond, 

dans un milieu confiné, reste encore largement ouverte. 

III.2.1. Métabolisme bactérien en sous-sol profond 

La mise en place du stockage des déchets radioactifs peut engendrer à proximité 

d’alvéoles dans la couche argileuse du Callovo-Oxfordien une stimulation de l’activité des 

bactéries indigènes. En effet, des perturbations physiques de l’encaissant telles que 

l’apparition de fissures et des variations géochimiques du milieu comme une augmentation de 

la température, une variation de pH, etc. sont attendues. La circulation des hommes et du 

matériel au sein du système amènera inévitablement des bactéries allochtones.  
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Tableau 2. Exemples d'extrêmophiles ayant des capacités ferriréductrices (IRB), ferro-oxydantes (IOB), réductrices des nitrates (NRB) ou des sulfates (SRB) 

(inspiré de Rothschild et Mancinelli, 2001) ainsi que quelques exemples d’autres bactéries dites « non extrêmophiles ». 

Paramètre Type Définition Exemples Activité 
métabolique Références 

Température 

Hyperthermophilea croissance > 80 °C 
Methanopyrus kandleri (122°C) 
Ferroglobus placidus (85 °C) 
Thermotoga maritima (90°C) 

IRB 
IOB 
IRB 

(Vargas et al., 1998) 
(Stetter, 1999) 

(Vargas et al., 1998) 

Thermophile croissance 60 - 80 °C 
Thermotoga subterranea (70 °C) 

Desulfotomaculum sp. (70°C) 
Caldithrix abyssi (60°C) 

IRB 
SRB 
NRB 

(Slobodkin et al., 1999) 
(Rosnes et al., 1991) 

(Miroshnichenko et al., 2003) 
Mésophile croissance 15 - 60 °C Shewanella putrefaciens (37 °C) IRB (Myers & Myers, 1997) 

Psychrophile croissance < 15 °C Psychrobacter glacincola (13 °C) NRB (Denner et al., 2001) 

Radiation     Deinococcus radiodurans 
(50 kGy) IRB (Fredrickson et al., 2000) 

Pression Piezzophile 
Haute pression (ne se développe 

pas à pression atmosphérique, max. 
connu 120 MPa) 

Methanopyrus kandleri (40 MPa) 
Thermotoga maritima 

Shewanella benthica (41 MPa) 

IRB 
IRB 
IRB 

(Vargas et al., 1998) 
(Vargas et al., 1998) 
(Delong et al., 1997) 

Dessiccation Xérophiles Anhydrobiotique Deinococcus radiodurans IRB (Venkateswaran et al., 2000) 
Salinité Halophiles 2 - 5 M NaCl Haloferax sulfurifontis S°RBb (Elshahed et al., 2004) 

pH 
Alcalophile pH > 9 Alkaliphilus metalliredigens 

(pH=11) IRB (Ye et al., 2004) 

Acidophile pH < 5 Acidiphilium cryptum (pH=2 - 5) IRB (Küsel et al., 1999) 

Oxygène 

Anaérobie stricte Intolérant à O2 Desulfovibrio desulfuricans SRB (Bertrand et al., 2011) 

Microaérophile Utilisant O2 mais intolérant à 
une forte concentration en O2 

Gallionella ferruginea IOB (Bertrand et al., 2011) 

Aéro-anaérobie 
facultative 

Utilisant O2 et d’autres 
accepteurs d’électrons 

Klebsiella mobilis 
Shewanella putrefaciens 

NRB 
IRB 

(Bertrand et al., 2011) 
(Myers & Nealson, 1990) 

Notes :  a : Toutes les hyperthermophiles connues sont capables de réduire les espèces FeIII (Vargas et al., 1998) ;  b : réduction du soufre ici seulement 
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Des analyses par génotypage ont permis d’identifier des espèces bactériennes dans l’argilite 

du Callovo-Oxfordien de Meuse/Haute-Marne dont des espèces sulfatoréductrices (Poulain, 

2006). Leur présence dénote une quantité suffisante d’éléments nutritifs permettant de 

soutenir la croissance des communautés autochtones ou allochtones. La matière organique 

naturellement présente dans l’argilite du Callovo-Oxfordien, estimée à 1,4 % par gramme de 

matière sèche (Deniau et al., 2008), y contribue probablement. En revanche, peu de 

microorganismes ont été isolés par culture sur des milieux conventionnels. 

Nombre de ces bactéries sont non cultivées car les milieux autorisant leur croissance 

n’ont pas encore été développés. D’autres pourraient être viables mais non cultivables  du fait 

d’une entrée en phase de survie (proche d’un état de dormance) encore mal expliqué (Barer & 

Harwood, 1999). Une restriction d’espace et d’eau au sein des argilites du Callovo-Oxfordien 

pourrait en être la cause (El Hajj, 2010). L’activité métabolique de ces microorganismes 

pourrait reprendre dès l’apparition de conditions favorables à leur développement. Les 

perturbations induites lors de l’excavation des galeries souterraines avec la formation d’une 

zone faillée – de 0,5 à 1 m autour des alvéoles – nommée EDZ (Excavation Damaged Zone) 

fournissant un espace adéquat, de l’eau et des nutriments nécessaires à la croissance 

bactérienne pourraient contribuer à la reprise d’activité et au développement des bactéries 

autochtones et allochtones.  

Pour qu’une population bactérienne se développe, celle-ci a besoin d’eau, d’une 

source de carbone, de donneurs et d’accepteurs d’électrons et de tous les éléments essentiels à 

la formation de la biomasse (e.g. N, P, S, Mg2+, Fe2+) (Figure 13). Une formule élémentaire 

simplifiée de la biomasse bactérienne telle que C4,2H8O1,25N1,16P0,1S0,03 (Pelmont, 1993) 

donne une idée de ses besoins relatifs en chaque élement. Le carbone étant donc l’élément le 

plus important quantitativement, les bactéries peuvent l’obtenir sous forme organique 

(e.g. glucose, lactate, formiate) ou inorganique (e.g. CO2, CaCO3), correspondant 

respectivement aux bactéries hétérotrophes et autotrophes. Le métabolisme a aussi besoin 

d’une source énergétique afin de fonctionner. Celle-ci est convertie en énergie cellulaire, 

principalement sous forme d’ATP (adénosine triphosphate). En absence de lumière, l’énergie 

est chimique et est obtenue par les réactions d’oxydoréductions entre un donneur et un 

accepteur d’électrons. 
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Figure 13. Utilisation des substrats nutritifs, des donneurs et accepteurs d’électrons essentiels à la 

production d’énergie cellulaire (ATP) et à la formation de biomasse selon la formule 

élémentaire simplifiée C5H7O2NP0,03. 

Etant donné que le stockage des déchets radioactifs s’effectuera à 500 m de profondeur, la 

source d’électrons ne pourra être que chimique. Les microorganismes vivant dans cet 

environnement seront donc obligatoirement chimiotrophes (Tableaux 3 et 4). 

Tableau 3. Classification trophique des microorganismes selon les sources d'énergie, de carbone, et de

donneurs d’électrons. 

  
Type trophique 

Source d'énergie
lumineuse Phototrophe 

chimique Chimiotrophe 

   
Source de carbone 

CO2 Autotrophe 

composés organiques Hétérotrophe 

   
Donneur d'électrons 

composés inorganiques Lithotrophe 

composés organiques Organotrophe 
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Tableau 4. Capacités respiratoires du genre Shewanella (d’après (DiChristina et al., 2002), liste non 

exhaustive). 

Donneurs d’électrons Accepteurs d'électrons 

Acides organiques Oxygène (O2) 

Acides aminés Composés azotés (NO3
-, NO2

-, NO) 

Sucres Oxydes de manganèse (Mn4-, Mn3+) 

Hydrogène Oxydes de fer (Fe3+) 

 
Composés soufrés (SO3

2-, S2O3
2-, S0, DMSO) 

 
Uranium (U6+) 

 
Technétium (Tc7+, Tc4+) 

 
Sélénium (Se4+) 

 

Une autre source d’électrons utilisable par les bactéries apparaît lors du stockage 

géologique des déchets radioactifs : le dihydrogène H2. Ce gaz est produit notamment par 

corrosion aqueuse de l’acier ainsi que par la radiolyse de l’eau (en moindre mesure) et 

pourrait pénétrer la barrière argileuse du Callovo-Oxfordien. Le dihydrogène circule et 

diffuse librement au sein des fractures de la couche argileuse à proximité des alvéoles, dans 

la porosité de l’argilite du Callovo-Oxfordien ainsi que dans son eau porale (sous forme 

dissoute). Cette nouvelle source d’électrons est d’ailleurs plus intéressante à utiliser pour les 

bactéries qu’une source d’électrons organique (e.g. acétate, glucose) car elle engendre un 

faible coût énergétique pour les cellules en raison de sa diffusion passive dans les membranes 

et le cytoplasme, et laisse plus de carbone organique pour l’assimilation. Cela concerne les 

bactéries hydrogénotrophes. 

En conditions réductrices et anoxiques, les bactéries peuvent utiliser une large 

diversité d’accepteurs d’électrons (Tableau 4) Le transfert d’électrons entre le donneur et 

l’accepteur d’électrons ne s’effectue que si la variation d’enthalpie libre à pression constante 

ΔrG0 de la réaction d’oxydoréduction est exergonique (négative). Une partie de l’énergie 

issue de cette réaction est convertie en ATP. Les bactéries vont utiliser préférentiellement les 

accepteurs d’électrons permettant la production la plus élevée d’ATP, c’est-à-dire celui 
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présentant la plus grande différence de potentiel rédox (E0) entre l’accepteur et le donneur 

d’électrons. On peut donc classer les accepteurs d’électrons par ordre de valorisation 

énergétique : NO3
- > MnO2 > FeIII > SO4

2- > … 

III.2.2. Impacts de la radioactivité et de la température à proximité des 

alvéoles sur les microorganismes 

Lors du stockage des déchets radioactifs au sein des alvéoles, ceux-ci vont induire 

un gradient de radioactivité et de température depuis le cœur du colis jusqu’à 5 m autour de 

l’alvéole. Radioactivité et température évoluent de manière concomitante : l’intensité est 

maximale au cœur de l’alvéole et décroît lorsque l’on s’éloigne du colis de stockage de 

manière centrifuge. 

De très récentes études relatent la présence de bactéries au sein de sites radioactifs 

tels que d’anciens sites miniers ou d’armements nucléaires. Des microorganismes appartenant 

aux genres Arthrobacter, Rhodococcus et Nocardia ont été isolés en présence d’une forte 

concentration en éléments radioactifs (10 – 20 µCi 137Cs g-1) (Fredrickson et al., 2004). Ces 

derniers survivent à des doses radioactives quasi-identiques à celles de Deinococcus 

radiodurans. Ce microorganisme résiste à des doses radioactives s’élevant jusqu’à 20 kGy et 

à la dessiccation. Deinococcus radiodurans est capable de réduire des oxydes de Fe(III) tels 

que la goethite (Fredrickson et al., 2000). Au sein de sites radioactifs (10 Gy maximum), la 

radiolyse de l’eau et la corrosion de l’acier entraîneront une libération de dihydrogène. Cette 

production favorise la sélection d’espèces hydrogénotrophes qui sont capables de se 

développer dans un milieu extrême (radioactivité). 

La température au sein du site de stockage après 10 à 15 ans d’entreposage des colis 

est évaluée d’après le rapport Andra 2005 à un peu moins de 90 °C à l’interface fer/argile 

(ASN, 2010-2012). Après 1 000 ans de fonctionnement, la température sur cette même 

interface fer/argile est estimée à 30 – 50 °C. Celle-ci décroît en s’éloignant du colis pour 

atteindre la température moyenne de la couche argileuse du Callovo-Oxfordien soit 30 - 20 

°C. Aux vues de la gamme de températures balayée pendant la période d’entreposage des 

colis radioactifs, les bactéries thermophiles seront favorisées à l’interface fer/argile durant les 
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premières années de fonctionnement puis laisseront ensuite place à des bactéries présentant 

une température optimale de croissance entre 30 °C et 40 °C (Tableau 2). 

Radioactivité et température n’empêcheront donc pas l’activité bactérienne au sein 

du site de stockage de déchets radioactifs. Des espèces microbiennes adaptées à ces 

conditions extrêmes de vie – extrêmophiles – sont donc attendues. C’est probablement sous 

forme de biofilm que ces bactéries se développeront à la surface de ces matériaux. 

III.2.3. Activités des microorganismes attendues à l’interface fer/argilite du 

Callovo-Oxfordien 

Lorsqu’un métal est enfoui dans un milieu non stérile tel que les argilites du 

Callovo-Oxfordien, les microorganismes peuvent adhérer à sa surface et former un biofilm. 

Ce dernier est une structure complexe et organisée avec une épaisseur non uniforme constitué 

de cellules bactériennes vivantes ou mortes, de substances polymériques extracellulaires 

(EPS), et de divers produits organiques et inorganiques issus de l’activité biologique. 

L’activité des microorganismes du biofilm est connue pour favoriser la corrosion du métal 

(Videla & Herrera, 2005) mais aussi la dissolution des smectites de l’encaissant 

(transformation des smectites de  l’argile de Tournemire en gel réticulé) (Esnault, 2010). 

III.2.3.a. Interactions fer et communautés bactériennes des biofilms en 

milieu anoxique 

Au sein du biofilm, les microorganismes issus de communautés microbiennes 

différentes sont liées les uns aux autres et enrobés par une matrice constituée de substances 

polymériques extracellulaires (EPS). Ces dernières comprennent des macromolécules telles 

que des protéines, des polysaccharides, des acides nucléiques et des lipides. Le biofilm 

présente une structure tridimensionnelle de grande hétérogénéité aussi bien au niveau 

physique, chimique que métabolique (De Beer & Stoodley, 1995). La composition du biofilm 

évolue selon les conditions environnementales (e.g. disponibilité de l’eau, des nutriments, 
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température, radioactivité). Constitué de canaux et de pores, l’eau chargée en nutriments 

circule à travers le biofilm (Figure 14) (Bachofen et al., 1998). 

Figure 14. Circulation d'eau et de nutriments à travers les pores d'un biofilm mature. 

Dans les environnements où l’apport en nutriments est limité et difficile d’accès, le 

biofilm apporte une réponse positive, un avantage sélectif pour les communautés 

bactériennes comparé à la vie d’une bactérie libre en suspension. En effet, le ratio 

surface/volume du biofilm est très élevé engendrant ainsi une plus grande rétention et 

adsorption des nutriments pour les microorganismes. Dans le cadre du stockage des déchets 

radioactifs au sein des argilites du Callovo-Oxfordien, la mobilité des bactéries et des 

nutriments et éléments essentiels à leur vie serait limitée par la très faible porosité du milieu 

argileux. La constitution d’un biofilm serait donc une réponse optimisant leur développement 

et leur survie. 

Outre l’avantage qu’ont les microorganismes à vivre au sein d’un biofilm, le rôle de 

ce dernier est encore très discuté vis-à-vis de la biocorrosion. L’activité microbienne au sein 

du biofilm formé à la surface du métal peut affecter la cinétique des réactions anodiques 

(dissolution du métal) et/ou cathodiques (Jones & Amy, 2000). Certains auteurs montrent que 

sa formation à l’interface fer/argile accélère les phénomènes de corrosion de l’acier non allié

(Geesey & Flemming, 1991 ; Beech & Sunner, 2004). Dans le système biofilm/fer, les 

Bactéries quittant 
le biofilm 

Flux d’eau et 
de nutriments 
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liaisons entre les EPS et les ions métalliques comme EPS-Fe3+ jouent le rôle de navettes à 

électrons (Beech & Sunner, 2004). Cependant, d’autres auteurs ont mis en évidence la 

capacité du biofilm à constituer une protection contre la biocorrosion (Dubiel et al., 2002 ; 

Lee & Newman, 2003 ; Herrera & Videla, 2009). 

Les principaux groupes métaboliques identifiés au sein de biofilms et susceptibles de 

jouer un rôle dans la biocorrosion sont les bactéries sulfatoréductrices (SRB), ferroxydantes 

(IOB) et ferriréductrices (IRB). L’implication des bactéries sécrétant des acides organiques a

également été proposée dans les processus de biocorrosion (Beech & Sunner, 2004). Ces 

microorganismes coexistent naturellement au sein des biofilms sous la forme de consortia 

complexes à la surface du métal corrodé. Ceux-ci sont intimement liés au cycle 

biogéochimique du fer (Konhauser et al., 2011). 

En tant que nutriment essentiel et source d’énergie nécessaire à la croissance des 

microorganismes, le fer est réduit ou oxydé sous des formes chimiques variées à travers les 

réactions métaboliques des bactéries. Des microorganismes, capables de métaboliser le fer 

sous ses différents états de valence, peuvent se retrouver dans des biofilms et ainsi participer 

à la MIC si le support d’adhésion est constitué de fer (Figure 15).  

Figure 15. Interactions possibles fer/bactéries à l’interface fer non allié du surconteneur de déchets 

radioactifs et les argilites du Callovo-Oxfordien en milieu anoxique. 
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Les SRB sont pour la plupart capables de coupler l’oxydation des espèces H2 à la 

réduction des sulfates SO4
2-. Le dihydrogène est donc oxydé en protons H+ via l’hydrogénase, 

une enzyme membranaire. Les protons vont capter des électrons du Fe0 afin d’être à nouveau 

réduits en H2. Du fer ferreux apparaît dans le milieu selon le mécanisme résumé par les 

équations (6) et (7) : 

!"!!! ! !!!! ! !!!! ! !!! ! !!!!!  

!! ! !!!! ! !!!!  

!"!!! ! !!!! ! !!! ! !!!!!           (Eq. 6)

!"! ! !"!! ! !!!!  

!!!! ! !!!! ! !!  

!"! ! !!!! ! !"!! ! !!      (Eq. 7)

Le fer ferreux ainsi formé (rappelons qu’outre la voie des SRB, il y a celle de la 

corrosion aqueuse) est ensuite oxydé en fer ferrique via la réduction de l’oxygène moléculaire 

à faible pression et pH neutre par des bactéries ferroxydantes (IOB) du genre Leptothrix,

Gallionella, … D’autres microorganismes tels que Azospira oryzae ou Acidovorax BoFeN1

seraient capables d’oxyder par voie anaérobie les espèces Fe2+ en Fe3+ via la réduction des 

nitrates NO3
- en azote N2 (ou ammonium NH4

+) (Straub et al., 1996) (Eq. 8) : 

!"!!"!! ! !!!"!! ! !"!!!! ! !"!!" !" ! ! !! ! !"!!!  (Eq. 8)

Cependant, les mécanismes gouvernant cette réaction (Eq. 8) restent encore en suspend. 

Enfin, les bactéries ferriréductrices (IRB) du genre Geobacter peuvent réduire à 

nouveau le fer ferrique en fer ferreux via l’oxydation d’une molécule organique ou du 

dihydrogène (Lovley et al., 2004) selon la réaction globale (Eq. 9) : 

!"#$
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𝐶𝐻!𝐶𝑂𝑂! + 8  𝐹𝑒 𝑂𝐻 ! → 8  𝐹𝑒!! + 2  𝐻𝐶𝑂!! + 15  𝑂𝐻! + 5  𝐻!𝑂  (Eq. 9) 

Pour la réduction anaérobie du Fe3+, les IRB peuvent procéder de différentes manières pour 

transférer les électrons depuis le minéral ferrique jusqu’à leur membrane : 

• Contact direct bactérie/minéral (Lower et al., 2001) ; 

• Contact via des pilis conducteurs (nanowires) (Reguera et al., 2005 ; Malvankar & 

Lovley, 2014) ; 

• Navettes à électrons endogènes (synthétisées par les bactéries) (Newman & Kolter, 

2000) ou exogènes (e.g. substances humiques) (Lovley et al., 1996 ; Roden et al., 

2010). 

Ces bactéries ferriréductrices, au-delà d’être impliquées dans les processus de corrosion 

microbiens, ont été aussi identifiées comme acteur majeur de la dissolution des minéraux 

argileux tels que les smectites ou encore les kaolins (Esnault, 2010). 

III.2.3.b. Bioréduction du fer ferrique des smectites 

La présence de fer ferrique structural – en couche octaédrique – dans pratiquement 

tous les minéraux argileux entraîne une altération profonde de leurs propriétés physico-

chimiques. Leur aptitude à pouvoir gonfler dans l’eau s’abaisse, leur capacité d’échange 

cationique augmente et leur surface spécifique décroît lorsque les espèces Fe3+ sont réduites 

chimiquement en Fe2+ via l’hydrazine (N2H4) ou le dithionite (S2O4
2-) (Stucki et al., 1996 ; 

Stucki & Kostka, 2006). Or, ces réducteurs inorganiques sont minoritaires dans les sols tandis 

que les microorganismes, capables d’effectuer eux aussi cette réduction du fer ferrique, ont 

été recensés en grand nombre – plus de 105 cellules par gramme de matière sèche dans les 

sols agricoles (Achtnich et al., 1995). De nombreux travaux ont exploré la réduction 

microbienne de la goethite, la magnétite, et des smectites (Kostka & Nealson, 1995 ; Roden 

& Zachara, 1996 ; Stucki & Kostka, 2006). Les bactéries ferriréductrices (IRB) couplent 

l’oxydation de la matière organique (e.g. lactate), ou du dihydrogène, à la respiration du Fe3+ 

(Canfield et al., 1993 ; Roden & Wetzel, 1996 ; Kostka et al., 1999 ; Lovley et al., 2004) 

selon l’équation (10) : 
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1.47 𝐹𝑒 𝐼𝐼𝐼 !.!" !"#$%&%# + 𝐶𝐻!𝐶𝐻𝑂𝐻𝐶𝑂𝑂! + 2𝐻!𝑂 → 1.47 𝐹𝑒 𝐼𝐼 !.!" !"#$%&%# +

𝐶𝐻!𝐶𝑂𝑂! + 𝐻𝐶𝑂!! + 5𝐻!     (Eq. 10) 

Kostka et al. (1996) ont montré que l’espèce Shewanella putrefaciens pouvait réduire 29 % à 

41 % du fer ferrique structural d’une smectite en moins de 24 h. De plus, cette bioréduction 

serait catalysée par la présence de ligands organiques dans le sol comme l’acide 

nitrilotriacétique (NTA). Celui-ci induirait une dissolution du minéral argileux entraînant 

ainsi une plus grande biodisponibilité des espèces Fe3+ pour les IRB (Kostka et al., 1999). 

Cependant, une récente étude menée par Jaisi et al. (2007)  a mis en évidence que 

l’augmentation de la concentration en Fe2+ dans le milieu inhiberait la bioréduction du Fe3+ 

en se sorbant à la fois sur les cellules et sur les particules d’argile. Au cours de la réduction 

du fer ferrique, les smectites riches en fer ferrique (nontronites) sont converties en illites 

(Kim et al., 2004). 

III.2.3.c. Biocorrosion ou corrosion influencée par les bactéries 

La norme ISO 8044 : 1999 définit la corrosion microbienne ou corrosion bactérienne 

comme étant une interaction entre le vivant et le matériau où les microorganismes agissent 

directement ou par l’intermédiaire de substances issues de leur métabolisme. Les bactéries 

induisent ou accélèrent les processus de corrosion déjà en place, ou bien créent des conditions 

favorables à l’apparition d’un processus de corrosion. Il s’agit pour la plupart du temps d’une 

intervention indirecte des microorganismes. La MIC reste donc un phénomène 

électrochimique. 

III.2.3.c.(i) Influence de la corrosion de l’acier non allié par les 

bactéries sulfato et thiosulfatoréductrices (SRB et TRB) 

L’activité des SRB et TRB génère des sulfures dans le milieu par réduction des 

sulfates ou thiosulfates (Barton & Hamilton, 2007). Les sulfures S2- peuvent tout d’abord 

catalyser les réactions anodiques par sulfuration de l’anode. Puis, le fer ferreux Fe2+, produit 

de corrosion présent en solution est précipité sous forme de sulfures de fer provoquant alors 
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un transfert d’électrons du fer métallique vers le FeS en formant une pile galvanique 

(Figure 16). Ceci accélère les processus de corrosion. De plus, la production de protons par 

les SRB modifie le pH du milieu. Le métabolisme bactérien induit donc un couplage 

galvanique anode/cathode par acidification différentielle (Campaignolle, 1996). Les vitesses 

de corrosion peuvent atteindre jusqu’à 1 mm/an via une bioréduction des sulfates et 1 cm/an 

via une bioréduction des thiosulfates, comparées à la vitesse de corrosion moyenne de l’acier 

en condition anoxique se situant aux alentours de 10 µm/an. 

 

Figure 16. Modèle de biocorrosion par les SRB (adapté de Geesey et al., 2000). 

Les processus de biocorrosion par les bactéries ferroxydantes et ferriréductrices ont 

été moins étudiés que pour les SRB (Rainha & Fonseca, 1997 ; Castaneda & Benetton, 2008). 

Toutefois, la réduction bactérienne des composés d’ions ferriques insolubles en ions ferreux 

solubles a déjà été proposée pour faciliter la dissolution de la couche protectrice des produits 

de corrosion formés sur la surface métallique (Videla, 1996). Geesey and Flemming (1991) 

ont également signalé que les IRB sont impliquées dans la formation de biofilms favorisant la 

corrosion. Néanmoins, le rôle des IRB dans la MIC est encore sujet à débat. En effet, ces 

dernières pourraient former un biofilm protecteur inhibiteur des processus de corrosion selon 

certains auteurs (Dubiel et al., 2002 ; Lee & Newman, 2003 ; Herrera & Videla, 2009). 
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Dernièrement, il a été mis en évidence que l’association IRB et SRB était impliquée dans les 

processus de biocorrosion au sein de pipelines (Elshawesh et al., 2008). 

III.2.3.c.(ii) Les bactéries ferriréductrices (IRB) et leur rôle dans la 

dégradation des produits de corrosion du fer constitutifs de la couche 

passivante 

Les bactéries ferriréductrices (IRB) appartiennent à ce que l’on nomme les MRB : 

Metal-Reducing Bacteria (Beech & Gaylarde, 1999). Celles-ci sont capables de dissoudre les 

produits de corrosion  constituant le film passivant à la surface de l’acier corrodé par 

réduction dissimilatrice des espèces FeIII. Les produits biogénérés par cette réduction 

microbienne sont moins stables et entraînent une augmentation du processus de corrosion par 

déplacement d’équilibre chimique. Par exemple, la formation de rouille verte peut résulter de 

l’activité bactérienne. Obuekwe et al. (1981) démontrèrent l’accélération des processus de 

corrosion d’un acier non allié en présence d’IRB du genre Pseudomonas isolée dans les 

tuyaux corrodés acheminant le pétrole brut. 

De nombreuses bactéries sont capables d’effectuer la réduction du fer (et/ou du 

manganèse) (Arnold et al., 1988 ; Roden & Zachara, 1996). Il a été démontré que dans les 

cultures de Shewanella putrefaciens, le contact entre les oxydes fer et les cellules 

bactériennes est nécessaire pour qu’il y ait réduction des métaux. La vitesse de réaction 

dépend de la nature de l’oxyde de fer réduit (Little et al., 1997 ; Nealson & Little, 1997). Par 

exemple, après 22 jours d’incubation avec des IRB, la vitesse de réduction de l’hématite est 

50 fois plus lente que celles observées pour la goethite et la ferrihydrite. Les auteurs 

supposent que la vitesse de réduction du Fe3+ est reliée à la surface spécifique de l’oxyde de 

fer ainsi qu’à son accessibilité (Kostka & Nealson, 1995 ; Roden & Zachara, 1996 ; Neal et 

al., 2003). Cependant, d’autres facteurs tels que la cristallinité et la solubilité du minéral 

affecteraient aussi la cinétique de conversion du fer ferrique en fer ferreux (Bonneville et al., 

2004 ; Cutting et al., 2009 ; Bosch et al., 2010). 

La bioréduction de la magnétite par les bactéries ferriréductrices a été très peu 

étudiée puisqu’elle a été longtemps considérée comme un produit final de la réduction 
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microbienne des oxydes ferriques (ferrihydrite, lépidocrocite, goethite). Kostka and Nealson 

(1995) démontrent que la réduction par les IRB de l’oxyde de fer Fe3O4 couplée à l’oxydation 

du lactate ou du glucose est thermodynamiquement possible (ΔrG0 négatif). Celle-ci serait 

optimale à une température de 37 °C et à des pH compris entre 5 et 6 (Kostka & Nealson, 

1995). Cette conversion microbienne du Fe3+ en Fe2+ s’effectue soit par un contact entre la 

bactérie et le minéral (Kostka & Nealson, 1995), soit via une navette à électrons comme 

l’AQDS ou des substances humiques (Dong et al., 2000). Ces vecteurs d’électrons induisent 

une accélération du processus de bioréduction de la magnétite. Ainsi ce minéral bien 

cristallisé peut être réduit en divers minéraux ferrifères : vivianite Fe3(PO4)2·8H2O, sidérite 

FeCO3 (Zhang et al., 1997 ; Dong et al., 2000). Ces derniers sont aussi rencontrés lorsque la 

magnétite est en présence de bactéries ferriréductrices thermophiles (Zhang et al., 1997). 

Cependant, aucune étude n’a été menée sur l’influence de la surface spécifique de la 

magnétite sur sa vitesse de bioréduction. Pourtant, Bose et al. (2009) ont montré que le 

diamètre des particules d’hématite (α-Fe2O3), relié directement à la surface spécifique du 

minéral, était un paramètre prépondérant dans le pourcentage de fer ferrique réduit. De plus, 

il semblerait que celui-ci soit aussi dépendant de l’agrégation des particules dans le milieu 

(Bose et al., 2009). 

Par ailleurs, d’autres bactéries – Desulfovibrio vulgaris, Desulfovibrio desulfuricans 

– présentent aussi la capacité à réduire les espèces FeIII malgré le fait que celles-ci soient 

classées parmi les SRB (Coleman et al., 1993 ; Lovley, 1997). Par exemple, l’affinité de 

Desulfovibrio desulfuricans envers le fer ferrique en tant qu’accepteur d’électrons est plus 

élevée que pour les espèces SO4
2- (Coleman et al., 1993). La « respiration » des espèces FeIII 

par des bactéries sulfatoréductrices reste encore très controversée. La majorité des travaux 

menés sur la réduction des espèces FeIII en FeII via des SRB met en exergue un procédé 

indirect de formation du fer ferreux. Il s’agirait d’une réduction abiotique du fer ferrique par 

les sulfures biogénérés par les SRB – qui utilisent les sulfates pour produire des espèces S2- 

(Li et al., 2004). 

Ainsi, plusieurs groupes métaboliques (IRB, SRB) coexistant au sein d’un biofilm à 

la surface d’un acier sont capables de réduire le fer ferrique en fer ferreux, déplaçant ainsi les 

équilibres chimiques impliqués dans les processus de corrosion. 
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Les interactions entre différentes espèces microbiennes sont complexes. Des 

consortia de bactéries ferroxydantes (IOB) et sulfatoréductrices (SRB) ont souvent été 

retrouvés dans les biofilms de surfaces métalliques corrodées (Videla & Characklis, 1992). 

De même, l’association d’IRB et IOB au sein de biofilms de l’environnement naturel a été 

mise en évidence (Blöthe & Roden, 2009 ; Jorand et al., 2011 ; Roden et al., 2012). 

III.2.3.c.(iii) Implication des bactéries ferroxydantes (IOB) dans la 

continuité du processus de biocorrosion 

Les bactéries du genre Leptothrix, Gallionella ou encore Sphaerotilus sont connues 

pour participer à la biogénération d’oxydes métalliques à partir du fer ou du manganèse 

(Gounot, 1994). Elles oxydent le Fe2+ – dissout dans le milieu ou précipité à la surface du 

métal – en Fe3+. Ces microorganismes sont qualifiés de MDB : Metal-Depositing Bacteria. 

Ils compromettent la stabilité des films d’oxydes formés en surface d’un acier corrodé en 

milieu anaérobie. Leur implication dans la MIC a été proposée suite à leur détection par 

microscopie au sein de dépôts de corrosion naturels (Beech & Gaylarde, 1999). Ces bactéries 

sont typiquement associées à des nodules – dépôts macroscopiques contenant des 

microorganismes ainsi que de la matière organique et inorganique – et ces formations 

analogues au biofilm induisent une attaque par piqûration de l’acier (Tatnall, 1981). Parmi les 

IOB, certaines bactéries sont capables de coupler l’oxydation du fer ferreux en fer ferrique à 

la réduction des nitrates en diverses espèces azotées : NO2
-, N2O, NO, N2, NH4

+. Celles-ci, 

plus connues sous le nom de Iron Oxidizing Nitrate Reducing Bacteria (IONRB) ont été 

mises en évidence par Straub et al. (1996). 

III.2.3.c.(iv) Rôle des bactéries ferroxydantes nitrate-réductrices 

(IONRB) dans la corrosion microbienne 

En conditions anoxiques et à pH neutre, les IONRB utilisent les espèces FeII en tant 

que donneur d’électrons et les anions NO3
- comme accepteur d’électrons (Straub et al., 1996 ; 

Weber et al., 2006a ; Weber et al., 2006b ; Matocha et al., 2012). Les donneurs d’électrons 

ferreux tels que la sidérite (Kappler & Newman, 2004), la vivianite (Miot et al., 2009a) et les 

rouilles vertes (Miot et al., 2014b), sont alors oxydés via l’activité des IONRB en divers 
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minéraux secondaires en fonction des conditions géochimiques du milieu : ferrihydrite

(Straub et al., 1998 ; Senko et al., 2005), goethite (Kappler et al., 2005), lépidocrocite 

(Larese-Casanova et al., 2010), magnétite (Chaudhuri et al., 2001 ; Miot et al., 2014b) ou 

rouilles vertes (Pantke et al., 2012). Ces minéraux secondaires de fer ainsi biogénérés par 

l’activité des IONRB précipitent rapidement dans l’environnement immédiat des cellules 

conduisant à leur encroutement (Figure 17) et limitant dès lors la croissance bactérienne et 

l’oxydation du fer ferreux (Kappler et al., 2005 ; Miot et al., 2009a). 

Figure 17. Encroutement par des aiguilles de goethite de cellules d’Acidovorax souche BoFeN1 mises en 

présence de nitrate, fer ferreux et lactate (Kappler et al., 2005) 

Cependant, l’activité des IONRB requiert la présence d’acétate en tant que co-

substrat afin d’obtenir une oxydation significative des espèces FeII (Kappler et al., 2005 ; 

Konhauser et al., 2011 ; Picardal, 2012). Néanmoins, il n’est pas exclu que cet acétate joue le 

rôle de donneur d’électrons remettant ainsi en cause l’existence d’une oxydation enzymatique 

du fer ferreux (Carlson et al., 2012 ; Picardal, 2012 ; Klueglein & Kappler, 2013). A l’heure 

actuelle, la présence d’une enzyme membranaire chez les IONRB couplant l’oxydation du fer 

à la réduction des nitrates n’a pas été mise en évidence, confortant ainsi l’hypothèse énoncée 

dès 2009 par Miot et al. où les nitrites, intermédiaires réactionnels probables de la 

dénitrification biogénérés par l’oxydation du co-substrat (acétate), oxyderaient les espèces 

FeII en FeIII de manière purement abiotique (Miot et al., 2009a ; Miot et al., 2009b ; Miot et 

al., 2011 ; Pantke et al., 2012). 

1 µm 
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III.2.3.c.(v) Intervention des bactéries réductrices des nitrates (NRB) 

dans les processus de corrosion 

Constituant un groupe important de la communauté bactérienne anaérobie, les NRB 

réduisent les nitrates en diverses espèces azotées de degré d’oxydation moindre (Tableau 5). 

Leur rôle dans les processus de corrosion a été identifié dès la fin des années 90 en 

démontrant que la consommation de H2 (produit à la cathode) par les NRB telles que 

Paracoccus denitrificans supportait leur croissance et accélérait l’oxydation des espèces Fe0 

en FeII et FeIII (Till et al., 1998 ; Kielemoes et al., 2000 ; Sunger & Bose, 2009). L’espèce 

azotée majoritairement produite en fin de réaction dépend du ratio nitrite/fer ferreux : ainsi, 

plus ce ratio est bas et plus la formation d’ammonium est majoritaire ; en revanche, si ce ratio 

devient important, la formation de monoxyde d’azote va prédominer et engendrer un effet 

toxique sur les NRB, inhibant ainsi les processus de corrosion de l’acier (Kielemoes et al., 

2000). 

Tableau 5. Spéciation de l'azote 

Cependant, l’impact des NRB dans les processus de biocorrosion reste très peu 

étudié du fait que la majorité de la communauté des corrosionnistes impute ces phénomènes à 

la seule activité des SRB. L’ajout de nitrates, nitrites ou biocides à base de nitrates entraîne 

une diminution significative de la biocorrosion causée par les SRB et TRB selon plusieurs 

mécanismes : i) une stimulation de la croissance des bactéries réductrices des nitrates ou 

nitrites en présence de donneurs d’électrons, au détriment des SRB/TRB (Figure 18a) ; ii) un 

détournement de la capacité de certaines SRB à réduire les sulfates en sulfures en favorisant 

une réduction dissimilatrice des nitrates en ammoniaque (Figure 18b); iii) une élimination 

des sulfures de dihydrogène (H2S) à travers une oxydation bactérienne couplée à la réduction 

Nomenclature Nitrates Nitrites Monoxyde 

d’azote 

Protoxyde 

d’azote 
Azote Ammonium 

Formule 

chimique 

NO3
- NO2

- NO N2O N2 NH4
+ 

Degré 

d’oxydation 

+V +III +II +I 0 -III 
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des nitrates (Figure 18c) (Jenneman et al., 1986 ; Gardner & Stewart, 2002 ; Zuo et al., 2004

; Hubert & Voordouw, 2007 ; Schwermer et al., 2008 ; Pillay & Lin, 2014). 

 

 

Figure 18. Impact des nitrates sur le cycle du soufre : (a) compétition SRB/NRB pour le donneur 

d’électrons organique entraînant une inhibition de la production de sulfures, (b) réduction 

dissimilatrice des nitrates en ammonium aux dépends de la réduction des sulfates en sulfures, 

(c) conversion des sulfures en sulfates et soufre élémentaire par les bactéries réductrices des 

nitrates sulfo-oxydantes (NR-SOB). 

Bien que l’emploi des inhibiteurs de corrosion à base de nitrates se soit avéré 

efficace, il entraîne une augmentation des NRB qui n’est pas non plus sans conséquence. Une 

étude récente menée sur un biofilm de Bacillus licheniformis à la surface de coupons d’acier 

(C1018) en présence de nitrate (15 mM) met en évidence la capacité des NRB a provoquer de 

profondes piqûres de l’ordre de 15 µm en une semaine, ainsi qu’une perte de masse en Fe0

d’environ 1 mg/cm2 (Xu et al., 2013). 
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III.2.3.c.(vi) Récapitulatif de l’action des groupes métaboliques IRB, 

IOB et IONRB sur les transformations des produits de corrosion 

L’activité des microorganismes anaérobies est donc susceptible de modifier les 

produits de corrosion et d’influencer de fait les mécanismes de la corrosion (Figure 19). 

Figure 19. Implications des groupes métaboliques IRB, IONRB et IOB dans les transformations des 

produits de corrosion du fer en milieu anoxique 
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Biooxydation de la sidérite ou de la vivianite en goethite (Kappler et al., 2005; Miot et al., 2009a) 
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Hormis les silicates de fer, les principaux produits de corrosion attendus à la surface 

de l’acier non allié dans les conditions de stockage sont, comme nous l’avons vu,

essentiellement de la magnétite et de la sidérite. Au contact de l’acier non allié, la magnétite 

formerait une couche nano-micrométrique surmontée par une couche de sidérite poreuse, 

présentant une épaisseur de l’ordre de 300 µm, en contact avec l’argilite du Callovo-

Oxfordien (Figure 20).  

Figure 20. Observation en microscopie optique d'une coupe transversale d’une superposition de produits 

de corrosion formés à l'interface acier non allié et argilites du Callovo-Oxfordien par 

polarisation anodique à courant imposé (500 µA cm-2) en 3 jours à 80 °C dans une solution de 

bicarbonate de sodium (0,1 M) et chlorure de sodium (0,05 M). La magnétite constitue la 

strate interne en contact avec l’acier non allié (28 – 100 µm d’épaisseur) et la sidérite forme la 

strate externe accompagnée d’une partie de la couche d’argilites du Callovo-Oxfordien qui la 

surplombe (Romaine, 2014). 

L’influence des microorganismes sur les transformations de ces produits de corrosion reste, 

aujourd’hui encore, peu étudiée et les connaissances acquises et développées dans le domaine 

de la biocorrosion sont relativement peu exhaustives, exceptées pour les bactéries 

sulfatoréductrices (SRB) ou thiosulfatoréductrices (TRB), où, depuis le milieu du 20ème

siècle, une littérature abondante concerne les mécanismes de corrosion influencés par ces 

groupes métaboliques. Cependant, d’autres groupes métaboliques sont susceptibles 

d’intervenir dans les processus de corrosion, seuls ou associés avec les SRB et TRB. C’est 

Acier non allié 

Argilites du 

Callovo-Oxfordien 

sidérite 

magnétite 



70 

notamment le cas des microorganismes capables d’interagir directement avec le fer comme 

donneur ou accepteur d’électrons, telles les bactéries ferroxydantes ou les bactéries 

ferriréductrices (IRB). Enfin, en milieu anoxique, ce sont les couples rédox NO3
-/NO2

- 

(et NO2
-/NH4

+, NO3
-/N2, etc) qui présentent le potentiel rédox le plus élevé juste après celui 

de O2/H2O. La capacité à respirer ces espèces oxydées de l’azote (bactéries réductrices des 

nitrates ou NRB) est largement répandue au sein des communautés bactériennes du sol. 

Parmi les intermédiaires réactionnels de la respiration des nitrates, les nitrites représentent 

l’espèce clé de l’azote de par sa forte réactivité envers le fer ferreux. Pour ces raisons, il 

semble pertinent de s’intéresser à ces groupes métaboliques IRB et NRB dans le contexte de 

la corrosion bactérienne anoxique. 

L’enjeu principal de cette thèse vise donc à évaluer l’influence de l’activité des 

bactéries réductrices du fer ferrique (IRB) et des nitrates (NRB) sur les transformations des 

produits de corrosion, magnétite et sidérite, de l’acier non allié. 

Pour répondre à cet objectif, trois verrous scientifiques ont été identifiés : 

 

v Est-ce que l’activité des bactéries réductrices des nitrates ou NRB peut conduire à 

l’oxydation de la sidérite ? Dans quelle mesure l’activité « ferroxydante » des NRB 

peut-elle se rapprocher de l’activité des bactéries couplant l’oxydation du fer ferreux à 

la réduction des nitrates (IONRB) ? 

v Est-ce que la magnétite peut être transformée sous l’activité des bactéries réductrices 

du fer ferrique ou IRB ? Dans quelles conditions cette transformation peut conduire à 

la formation de phases plus instables que la magnétite ? 

v Retrouve-t-on ces transformations de la sidérite et de la magnétite lorsque ces produits 

de corrosion sont présents sous forme de films à la surface d’un coupon en acier non 

allié ? 
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Les deux espèces bactériennes qui ont été retenues comme modèle des groupes 

métaboliques NRB et IRB sont : 

 

- NRB : Klebsiella mobilis (syn. Enterobacter aerogenes) est une bactérie mésophile, 

elle appartient à la classe des γ-protéobactéries et à la famille des Enterobacteriaceae, 

naturellement présente dans l’organisme humain. Elle est aérobie facultative, non 

dénitrifiante, et présente une capacité à respirer les nitrates en nitrites ; 

 

- IRB : Shewanella putrefaciens est une bactérie mésophile ubiquiste, elle appartient à 

la classe des γ-protéobactéries et à la famille des Shewanellaceae, elles sont retrouvées 

notamment dans les biofilms à la surface d’aciers corrodés en milieu anoxique. Elle est aéro-

anaérobie à respiration obligatoire. 

Les NRB ou IRB ont dans un premier temps été mises en présence de sidérite ou de 

magnétite en suspension, respectivement, puis incubées en présence de films de 

sidérite/magnétite générés à la surface d’un disque d’acier E24 – représentatif de l’alliage du 

surconteneur métallique (Figure 20). Les travaux effectués sur les particules de sidérite et de 

magnétite en suspension visaient à accentuer les effets des bactéries sur le fer puisque la 

surface de contact est beaucoup plus élevée que sous forme de films. 

Le Tableau 6 récapitule et illustre les protocoles expérimentaux suivis lors des 

différentes expériences menées au cours de la thèse. Ces expériences seront décrites plus en 

détail dans la partie matériel et méthodes des chapitres III à V. Toutes les expériences 

réalisées au cours de cette thèse ont été faites at minima en duplicata, à un pH initial de 7 en 

conditions anoxiques, à l’abri de la lumière et sous une température de 30 °C. 
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Tableau 6. Organigramme avec illustration des expériences anoxiques portant sur l'influence des NRB et 

IRB sur les produits de corrosion, sidérite et magnétite, de l'acier non allié 

Incubation de Klebsiella mobilis en présence de particules de sidérite (précipité blanc floconneux) 

Incubation de Shewanella putrefaciens en présence de particules de magnétite (précipité noir) 

Incubation de Klebsiella mobilis en présence de films de sidérite/magnétite à la surface de l’acier E24 

1) Pré-culture de 
K. mobilis sur 
milieu solide 

2) Culture de 
K. mobilis en 
milieu liquide 

3) Incubation de 
K. mobilis en 

présence de sidérite 

1) Pré-culture de 
S. putrefaciens sur 

milieu solide 

2) Culture de 
S. putrefaciens en 

milieu liquide

3) Incubation de 
S. putrefaciens en 

présence de magnétite

3) Incubation de K. mobilis 
en présence de films de 

magnétite/sidérite 

1) Pré-culture de 
K. mobilis sur 
milieu solide

2) Culture de 
K. mobilis en 
milieu liquide

Chapitre III : 

Influence de : 
- la densité cellulaire 
- la carence nutritive 
- la quantité de nitrates 
- la nature et la quantité 
de donneurs organiques 
d’électrons 

sur l’oxydation de la 
sidérite en présence 
de K. mobilis 

Chapitre IV : 

Effets de :
- la densité cellulaire 
- la surface spécifique des 
particules de magnétite 

sur la bioréduction 
de la magnétite par 
S. putrefaciens sous 
atmosphère de H2 

Chapitre V : 

Etude de l’activité 
de K. mobilis en 
présence d’une 
bicouche 
magnétite/sidérite 
(formée par voie 
électrochimique) en 
présence de nitrates 
et lactate, sous 
atmosphère de H2 
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Les méthodes de caractérisation des solides et d’analyses en solution utilisées au 

cours de cette thèse sont détaillées succinctement dans les Tableaux 7 et 8 suivants : 

 
Tableau 7. Techniques de caractérisation des solides 

	  

Techniques de caractérisation Informations retirées 

 

Spectroscopie Raman Nature des produits de corrosion 

Diffraction des Rayons X Identification des phases cristallines et détermination de 
la structure cristallographique 

Spectroscopie Mössbauer Nature et abondance relative des minéraux riches en fer 

 

Microscopie Electronique en 
Transmission (TEM) / Analyse 
Dispersive en Energie (EDX) 

Morphologie, structure cristallographique et analyse 
élémentaire des minéraux 

 Microscopie en épifluorescence Localisation des cellules bactériennes vis-à-vis des 
phases solides, étant agrégées ou non 

 

Tableau 8. Analyses en solution 

	  
Techniques Informations retirées 

Ph
ys

ic
o-

ch
im

ie
 Dosage à la ferrozine [FeII] et [Fetot] 

Dosage au salicylate/nitroprusside [NH4
+] 

Potentiométrie et pH-métrie Eh et pH 

Chromatographie ionique [NO3
-] et [NO2

-] 

B
io

lo
gi

e 

Marquage au SYBR Green® Dénombrement total des bactéries 

BacLightTM Dénombrement total des bactéries et des bactéries 
dont l'intégrité membranaire est atteinte 

Culture en milieu Dénombrement des Unités Formant Colonies 
(UFC) 

Galeries API® 20 E et 20 NE Identification et contrôle des souches bactériennes 
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Chapitre III : 
 

Oxydation indirecte de la sidérite par 

l’activité des bactéries réductrices des 

nitrates (NRB)1 
  

                                                
1 L’essentiel de ce chapitre a fait l’objet d’une publication : 

Marjorie Etique, Frédéric P. A. Jorand, Asfaw Zegeye, Brian Grégoire, Christelle Despas, Christian Ruby 
(2014) Abiotic process for Fe(II) oxidation and green rust mineralization driven by a heterotrophic nitrate 
reducing bacteria (Klebsiella mobilis). Environmental Science & Technology, 48 : 3742-3751. 
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I. Introduction 

Suivant leur durée de vie et leur niveau de radioactivité, seuls les déchets radioactifs 

HAVL et MAVL seront enfouis à 500 m de profondeur dans une formation argileuse située 

sur le site Cigéo en Meuse/Haute-Marne (France). Bien qu’étant entreposés au sein de la 

même couche géologique du Callovo-Oxfordien, les colis HAVL et MAVL occuperont des 

zones de stockage distinctes où les concentrations attendues en nitrates présenteront une forte 

variabilité. L’origine des espèces nitrates sur le site d’enfouissement peut être multiple : (i) 

dissolution des matrices utilisées dans les infrastructures réceptionnant les colis de déchets 

nucléaires telles que les bétons ou les bitumes ; (ii) présence anthropique ou naturelle dans le 

milieu de stockage. Les gammes de concentrations en nitrates ont été estimées inférieures à 

0,5 mM pour l’eau porale des argilites du Callovo-Oxfordien (Vinsot et al., 2008), et de 

0,1 mM à 10 mM pour la zone de stockage des colis MAVL (Truche et al., 2013). En 

présence d’acier et au contact du dihydrogène, généré à la fois par la radiolyse de l’eau et la 

corrosion anoxique du fer métallique, les nitrates peuvent être réduits à haute température (T 

≥ 90 °C) par des processus abiotiques connus en diverses espèces azotées, notamment en 

ammonium, conduisant à une augmentation du pH dans le milieu (Truche et al., 2013). Pour 

des températures plus faibles (25 °C ≤ T < 90 °C), la réduction des nitrates est possible en 

présence de catalyseurs chimiques (e.g. Pd-Cu (Kim et al., 2014)), de phases réactives à base 

de fer (e.g. rouille verte (Etique et al., 2014b)) ou d’activité microbienne (Albrecht et al., 

2012). En effet, les IONRB présenteraient la capacité à coupler la réduction des nitrates à 

l’oxydation du fer ferreux en fer ferrique (Klueglein & Kappler, 2013). Les nitrates sont des 

accepteurs d’électrons permettant le gain énergétique le plus élevé en conditions anoxiques. 

Une multitude de bactéries du sol sont capables de respirer les ions NO3
− en conditions 

anoxiques à pH neutre et de générer des nitrites biogéniques comme produit azoté final ou 

intermédiaire réactionnel dans les processus de dénitrification (Prescott et al., 2003). On parle 

de bactéries réductrices des nitrates ou NRB. Les nitrites présentant une forte réactivité vis-à-

vis du fer ferreux, ils pourraient conduire à la transformation de la sidérite, produit de 

corrosion attendu à la surface de l’acier non allié dans le cadre du stockage des HAVL. 
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Afin d’évaluer la réactivité des nitrites biogéniques avec le fer ferreux de la sidérite 

pour former divers produits de corrosion dont la rouille verte carbonatée (métastable), 

Klebsiella mobilis a été utilisée comme modèle des NRB. Cette bactérie est non-dénitrifiante 

(Payne, 1973), i.e. elle ne peut réduire les nitrates en N2O et/ou N2, et est incapable d’oxyder 

biologiquement le fer ferreux (Cruz-Garcia et al., 2007), contrairement aux IONRB qui 

catalyseraient enzymatiquement la réduction des nitrates. Klebsiella mobilis est une 

entérobactérie qui peut utiliser des donneurs organiques d’électrons de nature variée tels que 

le glucose, le glycérol ou encore le lactate, aussi bien en aérobie qu’en anaérobie, pour 

réduire les nitrates en nitrites biogéniques, qui sont dès lors, expulsés activement hors du 

compartiment cytoplasmique (Stewart, 1988). Dans les environnements oligotrophes où la 

présence de donneurs organiques d’électrons est restreinte, voire absente, Klebsiella mobilis a 

la capacité d’utiliser ses propres réserves de sources de carbone et de donneurs organiques 

d’électrons stockées sous forme de glycogène. Le glycogène, accumulé au cours de périodes 

favorables à sa croissance (milieu nutritif riche), permet donc à la bactérie de survivre à des 

périodes de carences nutritives (Morita, 1997). Le glycogène constitue donc les réserves 

endogènes en carbone et en électrons de Klebsiella mobilis. Pour simuler l’activité 

bactérienne des NRB dans les milieux oligotrophes où les flux d’électrons sont très faibles, 

Klebsiella mobilis a donc été incubée en absence de source organique de carbone et de 

donneur organique d’électrons dans un milieu anoxique à pH neutre contenant des 

concentrations variées en fer ferreux et en nitrates. Ces conditions expérimentales limitant la 

vitesse d’oxydation de la sidérite liée à la production de nitrites biogéniques, nous avons été 

en mesure d’identifier la nature des phases de fer formées au cours des processus de 

biocorrosion. 

II. Matériels et méthodes 

II.1. Préparation de la suspension de Klebsiella mobilis et des milieux 

d’incubation 

La bactérie nitrate-réductrice Klebsiella mobilis (syn. Enterobacter aerogenes), 

conservée à – 80 °C, a été revivifiée en conditions aérobies dans du TSA (gélose trypto-

caséine soja) avant d’être cultivée dans du TSB (bouillon trypto-caséine soja) en aérobie à 
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30 °C sous agitation (180 rpm) (Figure 21a). La vitesse spécifique de croissance µ de 

Klebsiella mobilis est de 0,21 h-1 (Figure 21b), ce qui correspond à un temps de doublement 

de la population bactérienne d’environ 3,30 h (G = ln(2) / µ) dans un milieu TSB à 30 °C en 

aérobie. A la fin de la phase de croissance exponentielle, soit au bout de 15 h de culture

(Figure 21a), les bactéries ont été centrifugées (10 000 g à 22 °C pendant 10 min), lavées 

deux fois et resuspendues dans du NaCl 9 ‰ afin d’obtenir une densité cellulaire finale de 

(2,2 ± 0,5) ' 1010 bactéries mL&1. La suspension bactérienne a ensuite été dégazée sous N2

(99,99 %) durant 30 min. Cette suspension correspond ici à ce qui sera désignée par le terme 

de « cellules non carencées », i.e. les cellules bactériennes sortent juste de leur phase 

exponentielle de croissance où elles ont pu constituer un pool de réserves endogènes en 

carbone et en électrons. 

Figure 21. Suivi de la croissance aérobie de Klebsiella mobilis dans un bouillon de trypto-caséine soja à 

30 °C sous une agitation de 180 rpm par mesure de la densité optique à 600 nm (a). 

Détermination de la vitesse de croissance spécifique µ de Klebsiella mobilis correspondant à la 

pente de la droite de croissance en phase exponentielle (b). Le temps de doublement de la 

population bactérienne G est calculé selon le rapport ln(2) / µ. Les barres d’erreurs (n=2) 

peuvent être masquées par la taille des symboles. 

Le milieu minéral incubée par Klebsiella mobilis avait pour composition : 2 ‰ NaCl 

(w/v), 4 – 40 mM NaNO3 et 30 mM de FeSO4"7H2O, 1,7 mM NH4Cl, 2,4 mM NaH2PO4, 
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7,3 mM NaHCO3, 1 mL L−1 solution vitaminée (Vitamin solution, DSMZ GmbH, 2010), 

1 mL L−1 solution d’éléments traces (SL-10, DSMZ GmbH, 2010), et le pH a été ajusté à 

7,0 ± 0,2 avec une solution d’acide chlorhydrique ou de soude. Un précipité floconneux blanc 

a été formé immédiatement après l’addition du Fe(II) correspondant à une phase amorphe de 

sidérite (Pantke et al., 2012). Quatre-vingt millilitres de ce milieu minéral ont été filtrés sur 

des membranes de 0,2 µm de porosité avant d’être dispensés dans des flacons en verre stérile 

de 100 mL fermés hermétiquement par des bouchons en butyle puis scellés. Pour chaque 

essai, deux duplicata ont été réalisés en balayant une densité bactérienne finale de (0,7 ± 0,1) 

× 108 à (13,7 ± 0,3) × 108 bactéries mL−1, puis incubés à 30 °C en absence de lumière avec 

5,2 – 29 mM de Fe(II), 4,2 – 38,1 mM de NO3
− (Tableaux 9 et 10). Aucune source 

organique de carbone ou de donneur d’électrons n’a été ajoutée afin de maintenir les 

bactéries dans un état de carence nutritive. Les milieux ainsi inoculés contiennent 49 ± 1 mg 

L−1 (n=3) de carbone organique dissous. 

Des expériences ont été aussi conduites avec une suspension de « cellules 

carencées » obtenues par le même protocole que précédemment, excepté que la suspension 

bactérienne a été laissée durant 48 h dans une solution de NaCl 9 ‰ sous N2 avant d’être 

introduite dans les bouteilles stériles. 

II.2. Numération des bactéries, analyses chimiques et instrumentation 

Les cellules bactériennes ont été marquées en utilisant un kit de viabilité Live/Dead® 

BacLightTM (combinaison de fluorochromes SYTO 9 et iodure de propidium) afin d’être 

comptées par microscopie à épifluorescence et de distinguer les cellules présentant des 

altérations membranaires (fluorescence rouge) des cellules intègres (fluorescence verte). Un 

dénombrement des bactéries cultivables a aussi été réalisé par la méthode des Unités Formant 

Colonies (UFC). 

Les concentrations en espèces Fe(II) et le Fe total (solide + solution) ont été 

analysées par la méthode de la ferrozine en chambre anaérobie après extraction dans HCl 2 M 

(Viollier et al., 2000). Les nitrates et nitrites ont été suivis par chromatographie ionique après 

avoir été préalablement dilués dans de l’eau pure et filtrés à 0,2 µm (Etique et al., 2014a). 
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Tableau 9. Données expérimentales obtenues lors de l’oxydation indirecte de la sidérite par l’activité réductrice des nitrates de Klebsiella mobilis. Deux densités 
cellulaires ont été testées 13,7 ± 0,3 ×  108 cellules mL-1 et 8,6 ± 0,3 ×  108 cellules mL-1. Les termes « non carencées » et « carencées » signifient 
respectivement que les bactéries ont été stoppées en fin de phase exponentielle de croissance et immédiatement injectées dans les flacons d’incubation ou 
qu’elles ont été injectées après un temps d’attente de 48 h dans une solution de NaCl 0,9 %. Les aspects cinétiques sont décrits par la vitesse initiale r0 de 
consommation des espèces Fe(II) (nM s-1) et par la constante cinétique de pseudo-premier ordre kobs (10-7 s-1). Les quantités de nitrates consommés 
(ΔNO3-), de fer ferreux oxydés (ΔFe(II)) et d’ammonium produit (ΔNH4+) ont permis de calculer les ratios stœchiométriques Rexp et Rexp(I) par la formule 
ΔFe(II)/ ΔNO3- à, respectivement, 18 jours et 4 jours d’incubation. Les analyses du solide ont été effectuées en spectroscopie Raman et microscopie 
électronique à transmission au jour 6 et au jour 18 d’incubation. G = goethite, RV = rouille verte carbonatée, et S = sidérite. 

N° 
Exp.   

Paramètres cinétiques 
d’oxydation des espèces 

Fe(II) 

Stœchiométrie de la réaction 
d’oxydation des espèces Fe(II) 

Analyse du 
solide 

  cellules mL−1 
× 108 

r0 
(nM s−1) 

kobs 
(10−7 s−1) 

ΔNO3
- 

(mM) 
ΔFe(II) 
(mM) 

ΔNH4
+ 

(mM) 
Rexp Rexp(I) 6 j 18 j 

#1 Non 
carencées 13,7 ± 0,3 14 ± 2 5,0 ± 0,2 

r2 = 0,98 − 0,5 − 3,5 + 0,49 7,0 
± 0,4 

6,0 
± 0,6 G G 

#2 Carencées 8,6 ± 0,3 24 ± 4 9,0 ± 0,2 
r2 = 0,98 − 1,2 − 8,2 + 1,24 6,8 

± 0,5 
6,3 

± 0,2 G G 

#3 Non 
carencées 13,7 ± 0,3 12 ± 3 4,1 ± 0,3 

r2 = 0,97 − 0,5 − 3,8 + 0,43 7,7 
± 0,4 

5,8 
± 0,5 

RV + 
~ G G 

#4 Carencées 8,6 ± 0,3 56 ± 7 19,4 ± 0,4 
r2 = 0,97 − 1,4 − 10,8 + 1,29 7,6 

± 0,3 
6,7 

± 0,3 RV G 

#5 Non 
carencées 2,8 ± 0,1 5 ± 2 1,7 ± 0,4 

r2 = 0,99 − 0,3 − 1,8 + 0,34 6,0 
± 0,3 

6,0 
± 0,4 S, RV G 

#6 Non 
carencées 0,7 ± 0,1 20 ± 4 33,5 ± 0,2 

r2 = 0,92 − 0,3 − 2,1 + 0,40 7,0 
± 0,5 

5,8 
± 0,6 S, RV RV 

#7 Non 
carencées 2,8 ± 0,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. RV RV + G 

Contrôle Sans 
bactéries / n.a. n.a. + 0,3 − 0,3 0,02 n.a. n.a. ~ S ~ S 

n.a.= non applicable; n.d. = non déterminé	    
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Tableau 10. Concentrations initiales et finales en nitrate, fer ferreux et ammonium des expériences menées sur poudre de sidérite en présence ou absence de 

Klebsiella mobilis. Toutes les expériences ont été réalisées en duplicata. n.d. signifie « non déterminé ». 

	  
 
 

N° 
Exp.   Concentrations initiales 

(0 j) 
Concentrations finales 

(18 j) 

 
 cellules mL−1 

× 108 
NO3

− 
(mM) 

FeII 

(mM) 
NH4

+ 
(mM) 

 NO3
− 

(mM) 
FeII 

(mM) 

#1 
 

#2 

Non 
carencées 

13,7 

± 0,3 
38,1 
± 0,8 

27,6 
± 0,1 

1,70 
± 0,09 

 37,6 
± 0,3 

24,1 
± 0,1 

Carencées 8,6 

± 0,3 
40,4 
± 0,1 

26,9 
± 0,9 

1,68 
± 0,02 

 39,2 
± 0,2 

18,7 
± 0,4 

#3 
 

#4 

Non 
carencées 

13,7 

± 0,3 
4,2 

± 0,9 
28,3 
± 0,3 

1,78 
± 0,02 

 3,7 
± 0,1 

24,5 
± 0,3 

Carencées 8,6 

± 0,3 
4,1 

± 0,2 
29,0 
± 0,4 

1,71 
± 0,05 

 2,7 
± 0,3 

18,2 
± 0,2 

#5 
 

Non 
carencées 

2,8 

± 0,1 
38,0 
± 0,2 

27,7 
± 0,5 

1,75 
± 0,04 

 37,7 
± 0,2 

25,9 
± 0,1 

#6 
 

#7 

Non 
carencées 

0,7 
± 0,1 

9,4 
± 0,5 

5,7 
± 0,3 

1,68 
± 0,02 

 9,1 
± 0,7 

3,6 
± 0,4 

#7 Non 
carencées 2,8 24 30 1,70  n.d. n.d. 

Contrôle Sans 
bactéries 

/ 
 

40,1 
± 0,2 

28,1 
± 0,2 

1,72 
± 0,05 

 37,9 
± 0,5 

27,8 
± 0,3 
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Les analyses de chromatographie ionique ont révélé la présence de nitrites, 

cependant, ceux-ci n’étaient pas en quantité suffisante pour permettre une quantification 

fiable (limite de détection 0,1 µM, limite de quantification 0,3 µM). Ceci indique que 

l’oxydation du Fe(II) n’a pas été surestimée par une éventuelle réaction abiotique entre les 

nitrites et le Fe(II) en conditions de pH acide. L’ammonium a été mesuré par colorimétrie 

basée sur une solution de salicylate/nitroprussiate (Baethgen & Alley, 1989). 

Des analyses du solide en microscopie électronique par transmission ont été menées 

via le microscope électronique par transmission CM20/STEM Philips avec une tension 

d’accélération de 200 kV. Une goutte de la suspension a été déposée sur une grille recouverte 

de carbone amorphe et introduite dans le porte-échantillon du microscope sous un vide de 

10−8 Torr. Des caractérisations par spectroscopie Raman ont été aussi réalisées dans une 

cellule hermétique où l’échantillon est analysé sous N2, après avoir été préalablement séché 

en chambre anaérobie. 

II.3. Calcul de la vitesse initiale r0 d’oxydation des espèces Fe(II) 

Nous supposons que l’oxydation du Fe(II) est régie par une cinétique de pseudo-

premier ordre (Eq. 11). L’évolution de la concentration du Fe(II) en fonction du temps a donc 

été ajustée par l’équation (11) puis la vitesse initiale d’oxydation r0 du Fe(II) a été déterminée 

par la méthode des tangentes avec l’équation (12) : 

[Fe(II)]t = ([Fe(II)]0 – [Fe(II)]f) × e
− kobs × t

 + [Fe(II)]f  (Eq. 11) 

r0 (nM s−1) = kobs × [Fe(II)]0     (Eq. 12) 

Avec [Fe(II)]t, [Fe(II)]f et [Fe(II)]0 les concentrations en espèces Fe(II) totales au temps t, au 

jour 18 et au jour 0 (en mM) ; kobs la constante cinétique de pseudo-premier ordre (s-1), et r0 la 

vitesse initiale d’oxydation du fer ferreux (en nM s-1). 
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Figure 22. Évolution des concentrations en espèces Fe(II) (rond noir), NO3
- (carré noir) et NH4

+ (losange 

noir) au cours de l'incubation de Klebsiella mobilis en présence de nitrates. Les graphes (a),  

(b), (c), (d), (e) et (f) correspondent respectivement aux expériences #1, #2, #3, #4, #5 et #6 des 

Tableaux 9 et 10. Le mécanismes d’oxydation de la sidérite étant basé sur deux étapes : (I) 

correspond à la réaction avec les nitrites biogénérés par Klebsiella mobilis, (II) correspond à la 

réaction de la rouille verte carbonatée avec les nitrates. Les barres d’erreurs (n=2) peuvent 

être masquées par la taille des symboles. 
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III. Résultats et discussion 

III.1. Oxydation du fer ferreux et bioréduction des nitrates 

Quelles que soient les expériences menées, les concentrations en espèces Fe(II) et 

NO3
− décroissent de manière concomitante au cours de l’incubation bactérienne (Figure 22). 

Cependant, la quantité de nitrates consommée (0,3 – 0,5 mM) reste très faible par rapport aux 

concentrations initiales (4,2 – 38,1 mM), pour les cellules non carencées (Figure 22a, c, e, f ; 

Tableaux 9 et 10, #1, #3, #5, #6). Klebsiella mobilis ayant été incubée dans des conditions de 

non croissance (absence de carbone organique pouvant être utilisé comme donneur 

d’électrons exogène et source de carbone), la fraction de nitrates réduits est donc limitée. 

Ceci suggère que les cellules non carencées utiliseraient leur propre réserve endogène 

d’électrons pour réduire les nitrates. Cette hypothèse est cohérente avec la faible 

consommation de nitrates (0,3 – 0,5 mM) et la faible augmentation de la densité bactérienne 

au cours des vingt-quatre premières heures (de 2,5 × 106 à 4,5 × 106 UFC mL-1 et de 7 × 107 à 

9,2 × 107 cellules mL-1), avant de décroître significativement (Figure 23). En effet, la source 

endogène d’électrons stockée sous forme de glycogène ne peut entretenir durablement la 

réduction des nitrates et la croissance bactérienne. Cependant, nous ne pouvons exclure 

qu’une fraction du carbone organique dissous (49 ± 1 mg L−1) présent dans le milieu 

d’incubation pourrait aussi servir de donneur d’électrons. 

La réduction bactérienne des nitrates mobilisant une source d’électrons endogène 

peut être décrite par l’équation (13) : 

2 e− (source endogène) + NO3
− + 2 H+ = NO2

− + H2O    (Eq. 13) 
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 Figure 23. Évolution de la concentration bactérienne (en UFC et en nombre de bactéries/mL) au cours de 

l'incubation de Klebsiella mobilis en présence de nitrates : avec fer ferreux et donneur 

organique d’électrons (carré noir) ; avec fer ferreux et sans donneur organique d’électrons 

(carré blanc et triangle blanc) ; sans fer ferreux et avec donneur organique d’électron (rond 

noir) ; sans fer ferreux et sans donneur organique d’électron (rond blanc). Le donneur 

organique d’électrons est le lactate, symbolisé par « LAC », de concentration 1 mM. Les 

barres d’erreurs (n=3) peuvent être masquées par la taille des symboles. 

Pour valider cette réduction des nitrates en nitrites par Klebsiella mobilis, la 

suspension cellulaire a été incubée en présence de nitrates sans fer ferreux (Figure 24a). Une 

faible fraction des nitrates (0,2 mM) a été effectivement réduite en nitrites (0,2 mM), 

confortant ainsi la stœchiométrie attendue avec l’équation (13) et indiquant bien que le fer 

ferreux n’est pas le réducteur des nitrates. Une consommation de 0,4 mM d’électrons 

équivalents est alors déduite de l’équation (13), ce qui est en accord avec le potentiel de 

stockage de carbone organique de Klebsiella mobilis sous forme de glycogène, rapporté par 

Potts (1969). La capacité de Klebsiella mobilis à respirer les nitrates en nitrites est 

documentée depuis plusieurs décennies, de même que son absence d’activité dénitrifiante 

(pas de formation significative de N2 et/ou N2O) (Payne, 1973). Klebsiella mobilis est aussi 

capable de réduire les nitrates et/ou nitrites en ammonium via une réduction assimilatrice lui 

permettant de satisfaire des besoins en éléments azotés pour sa production de biomasse et non 

pour sa production d’énergie (Payne, 1973 ; Balderston et al., 1976 ; Cruz-Garcia et al., 
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2007). Cette voie d’assimilation de la matière azotée à partir des nitrates ne mobilise en 

principe que peu d’azote, comparé à son utilisation au sein des réactions d’oxydoréduction de 

conversion énergétique. Mais en situation de carence nutritive, les flux de matière azotée 

impliqués dans la voie d’assimilation peuvent être de la même ampleur que ceux engagés 

dans la production d’énergie (ou voie dissimilatrice de la matière azotée). Cependant, la voie 

d’assimilation de la matière azotée à partir des nitrates est inhibée en présence d’ammonium 

dans le milieu d’incubation, ce qui est le cas dans nos conditions expérimentales où 1,7 mM 

de NH4Cl sont ajoutés. En effet, dans le témoin sans fer ferreux, aucune production 

significative d’ammonium n’a été mesurée au cours de la respiration des nitrates en nitrites 

par K. mobilis confirmant que la réduction assimilatrice des nitrates n’a pas été activée 

(Figure 24a). 

Figure 24. Production de nitrite (NO2
-, triangle noir) liée à la respiration des nitrates (NO3

-, carré noir) 

par Klebsiella mobilis en absence de fer ferreux : (a) sans source de carbone, (b) avec 1 mM de 

lactate (CH3CHCOO-, triangle inversé noir). Les traits pointillés représentent un ajustement 

par une cinétique de pseudo premier ordre. Les barres d’erreur (n=2) peuvent être masquées 

par la taille des symboles. 

Après un jour d’incubation et quelles que soient les conditions testées, l’oxydation 

des espèces Fe(II) en présence de Klebsiella mobilis a déjà démarré sans présenter de phase 

apparente de latence (Figure 22). En absence de bactéries, aucune réduction des nitrates ou 

oxydation du fer ferreux n’a été observée (Figure 25 ; Tableaux 9 et 10, contrôle), 

démontrant que l’activité biologique est bien le moteur de ces réactions. En divisant la 

densité cellulaire par un facteur 5 (de 13,7 × 108 à 2,8 × 108 cellules mL−1), la vitesse initiale 
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d’oxydation des espèces Fe(II), r0, diminue d’un facteur 3 (Tableau 9, comparer #1 avec 

#5). Contrairement à toute attente, en présence de bactéries carencées, r0 et la quantité de 

Fe(II) oxydée ΔFe(II) sont sensiblement plus élevées qu’avec des bactéries non carencées 

(Tableaux 9 et 10, comparer #1 et #3 avec #2 et #4). Avec des bactéries carencées, la 

quantité de fer ferreux oxydée ΔFe(II) aurait dû être plus faible, la réserve endogène en 

électrons étant probablement plus faible que pour des bactéries non carencées juste issues 

d’une période de croissance en milieu riche. Il semblerait en fait que la période de privation 

nutritive sous N2 ait conduit à une plus forte expression de la nitrate réductase, enzyme 

permettant la réduction des nitrates ; ce qui est confirmé par la littérature (Payne, 1973). 

Figure 25. Suivi des concentrations en nitrate (carré), fer ferreux (rond), et ammonium (losange) dans le 

contrôle abiotique n’ayant pas été inoculée par Klebsiella mobilis. Les concentrations de ces 

trois espèces restent constantes au cours du temps démontrant que les nitrates ne peuvent être 

abiotiquement réduits par le fer ferreux de la sidérite en absence de bactéries. La faible 

concentration en ammonium était initialement présente dans le milieu minéral. Les barres 

d’erreurs sont comprises à l’intérieur des symboles. 

 

III.2. Réduction des nitrates en ammonium par les espèces Fe(II) 

D’après l’équation (13) décrite précédemment, la respiration bactérienne des nitrates 

par Klebsiella mobilis aurait dû conduire à une accumulation de nitrites dans le milieu 
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bactérienne, ni assimilés du fait de la présence d’ammonium. Or, seules des traces de NO2
- 

ont été détectées suggérant leur consommation. De plus, une production d’ammonium a été 

mesurée au cours de la période d’incubation de Klebsiella mobilis en présence de fer ferreux 

et de nitrates. La quantité d’ammonium générée (ΔNH4
+) est la même que celle des nitrates 

consommée (ΔNO3
−) (Tableau 9), soit ΔNH4

+ = ΔNO3
−. Klebsiella mobilis est un 

microorganisme organotrophe incapable de réaliser un gain énergétique en couplant 

l’oxydation des espèces Fe(II) à la réduction des nitrates, et comme nous l’avons vu, la 

réduction des nitrates peut s’effectuer en absence de fer ferreux (Figure 24). Par ailleurs, 

l’oxydation du fer ferreux ne peut se faire sans une activité bactérienne (Figure 25). La 

formation de l’ammonium au cours de la période d’incubation peut résulter d’un mécanisme 

abiotique (Eq. 14), où les nitrites biogénérés par la respiration bactérienne des nitrates 

réagiraient avec les espèces Fe(II) de la sidérite pour produire de l’ammonium (Matocha et 

al., 2012). 

6 FeII + NO2
− + 8 H+ = 6 FeIII + NH4

+ + 2 H2O   (Eq. 14) 

Ainsi, l’oxydation du fer ferreux serait indirectement couplée à la réduction enzymatique des 

nitrates conduisant à la formation d’ammonium. L’oxydation du fer ferreux de la sidérite par 

les nitrates (Eq. 15) résulterait donc d’une combinaison de la réaction biotique (Eq. 13) et de 

la réaction abiotique (Eq. 14). 

8 FeII + NO3
− + 10 H+ = 8 FeIII + NH4

+ + 3 H2O   (Eq. 15) 

Dans toutes les expériences menées, le ratio Rexp correspondant à la fraction de fer 

ferreux oxydée ΔFe(II) divisée par la fraction de nitrates réduite ΔNO3
− est compris entre 6,0 et 

7,7 (Tableau 9), avec une valeur moyenne de 7,0 ± 0,6. Ceci suggère qu’une fraction non-

négligeable des espèces Fe(II) a été oxydée selon un processus différent de celui décrit par 

l’équation (14) (invoquant un transfert de 6 électrons par molécule de nitrite). Par ailleurs, 

une réduction directe des nitrates en ammonium par le fer ferreux pourrait se dérouler dans le 

milieu d’incubation d’après l’équation (15). Cependant, ce mécanisme réactionnel 

impliquerait un transfert de 8 électrons par molécule de nitrate, ce qui n’est pas non plus en 

accord avec la valeur moyenne observée de Rexp. Ainsi, il semblerait que la formation 

d’ammonium au cours de la période d’incubation soit basée à la fois sur les équations (14) et 
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(15). Néanmoins, d’après la littérature, la réaction (15) est très lente comparée à la réaction 

(14) lorsque le fer ferreux est sous forme de sidérite (Matocha et al., 2012). 

III.3. La rouille verte carbonatée : une phase transitoire de 

l’oxydation indirecte du fer ferreux 

Au cours de l’oxydation des espèces Fe(II), le précipité blanc floconneux sidérite du 

milieu d’incubation a été transformé progressivement en un précipité vert puis orange. Ces 

précipités ont été caractérisés par spectroscopie Raman comme étant respectivement de la 

sidérite, de la rouille verte carbonatée, et de la goethite (Figure 26).  

Le spectre Raman de la sidérite initiale présente de large bandes de fréquences 

mettant ainsi en évidence son caractère quasi amorphe comme montré par de précédents 

travaux au sein du même milieu de culture (Figure 26a) (Kappler & Newman, 2004). Après 

6 jours d’incubation, la présence de bandes étroites à 282 cm-1 et 1086 cm-1 atteste d’une 

meilleure cristallinité de la sidérite (Figure 26b ; Tableau 9, #5 et #6) (Romaine et al., 

2013). Lors des essais menés à forte densité bactérienne et forte concentration en nitrates 

(38 – 40 mM et 8,6 –13,7 × 108 cellules mL-1), les bandes étroites à 245 cm-1, 300 cm-1, 385 

cm-1, 560 cm-1 et 685 cm-1 démontrent la présence de goethite (de Faria et al., 1997) que les 

bactéries aient été affamées ou non (Fig. 26d; Tableau 9, #1 et #2). Dans ces conditions, une 

forte quantité de nitrites est biogénérée, selon l’équation (13), conduisant exclusivement à la 

formation de goethite. En conservant la même densité bactérienne mais en diminuant la 

concentration en nitrates dans le milieu d’incubation (4 mM, 8,6 à 13,7 × 108 cellules mL-1), 

la rouille verte carbonatée a été identifiée à 6 jours par la présence de bandes à 157 cm-1, 222 

cm-1, 260 cm-1, 433 cm-1 et 511 cm-1 (Legrand et al., 2001) en affamant ou non les bactéries 

(Tableau 9, #3 et #4). 
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Figure 26. Caractérisation en spectroscopie Raman des minéraux secondaires issus de l'activité de 

Klebsiella mobilis : (a) sidérite amorphe, (b) rouille verte carbonatée et sidérite (Tableau 9, #5, 

6 j), (c) rouille verte carbonatée et phase de Fe(III) précurseur (Tableau 9, #3, 6 j), (d) goethite 

(Tableau 9, #1, 6 j), (e) spectres de référence. S = sidérite, RV = rouille verte carbonatée, 

G = goethite. 
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Pour l’expérience présentant la plus forte densité bactérienne, la présence d’une large bande à 

710 cm-1 atteste de la formation d’une phase ferrique précurseur (Figure 26c ; Tableau 9, 

#3). Dans des conditions expérimentales inverses (faible densité bactérienne 2,8 × 108 

cellules mL-1 et une forte concentration en nitrates ∼ 38 mM), la sidérite et la rouille verte 

carbonatée ont été observées à 6 jours (Figure 26b ; Tableau 9, #5) avant de s’oxyder 

complètement en goethite après 18 jours d’incubation (Tableau 9, #5). Enfin, en diminuant à 

la fois la densité bactérienne et la concentration en nitrates (0,7 × 108 cellules mL-1 et 

∼ 9 mM), la rouille verte carbonatée est toujours présente même après 18 jours d’incubation 

(Tableau 9, #6), celle-ci s’oxydant en goethite au-delà de 75 jours. Ces résultats suggèrent 

que la nature du produit de corrosion dépendrait des quantités de nitrites biogénérés et de fer 

ferreux oxydé et, dans une moindre mesure, semble être modulée par la densité bactérienne et 

la concentration en nitrates. En effet, plus les concentrations de ces deux paramètres sont 

élevées, plus la production de nitrites sera forte et conduira à une oxydation indirecte du 

Fe(II) en goethite. En revanche, en diminuant la densité bactérienne et/ou le taux de nitrate, la 

rouille verte carbonatée est obtenue de manière plus ou moins stable au cours du temps. 

La génération indirecte de la rouille verte carbonatée au cours de la respiration des 

nitrates par une NRB organotrophe (source organique d’électrons) en présence des espèces 

Fe(II) n’a, à notre connaissance, jamais été documentée. Par contre, la rouille verte 

carbonatée a été produite, comme d’autres produits de corrosion, au cours de la 

dénitrification lithotrophique utilisant le fer ferreux comme donneur d’électrons. La rouille 

verte carbonatée est cependant rarement observée du fait qu’en présence d’une importante 

quantité de nitrates et de donneur d’électrons, les processus d’oxydation du Fe(II) se 

déroulent très rapidement et conduisent quasi immédiatement à son oxydation en ferrihydrite 

(Senko et al., 2005), lépidocrocite (Larese-Casanova et al., 2010), goethite (Kappler et al., 

2005) ou encore magnétite (Chaudhuri et al., 2001 ; Miot et al., 2014b). Au sein de toutes ces 

études, une production des anions nitrites et leur accumulation dans le milieu d’incubation 

ont été mises en exergue (Kappler et al., 2005 ; Miot et al., 2009b ; Pantke et al., 2012). 

Cependant, la quantité de nitrites biogénérée ne coïncide pas avec la quantité de nitrates 

réduite, ce qui laisse sous entendre une production de N2O et/ou N2 (l’ammonium n’étant pas 

mesuré). Or, les rouilles vertes présentent une forte réactivité vis-à-vis des nitrates conduisant 

à la formation de la magnétite (Hansen et al., 1996 ; Etique et al., 2014b ; Zegeye et al., 

2014), et celle-ci est exacerbée avec les nitrites formant alors de la goethite. L’absence de 
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magnétite dans nos expériences indique que la rouille verte n’a pas réagi directement avec les 

ions nitrates. Seule la goethite a été détectée au cours de nos expérimentations (Figure 26d ; 

Tableau 9). La rouille verte carbonatée est plus ou moins stable au cours de l’incubation et la 

présence de polymères bactériens et de cellules jouerait un rôle majeur sur la stabilité du 

minéral (Jorand et al., 2013 ; Zegeye et al., 2014). 

III.4. Réactivité de la rouille verte carbonatée avec les nitrites et/ou les 

nitrates 

La formation de rouille verte carbonatée et d’ammonium au cours de la période 

d’incubation de K. mobilis en présence de nitrates et de fer ferreux semble être issue de la 

combinaison des équations (13) et (14) donnant l’équation (16) : 

18 FeII + NO2
! + 3 HCO3

! + 34 H2O = 3 FeII
4FeIII

2(OH)12CO3 + NH4
+ + 31 H+ (Eq. 16) 

En conditions anoxiques, l’oxydation abiotique de la sidérite par les nitrites conduit bien à la 

formation de rouille verte carbonatée (Figure 27).  

Figure 27. Formation abiotique de rouille verte carbonatée par réaction de la sidérite (40 mM) avec les 

nitrites (1 mM) : (a) sidérite à t = 0 min, (b) le précipité a verdi après seulement 10 min de 

réaction avec les nitrites, (c) le précipité vert intense est stable après 15 jours de réaction avec 

les nitrites, (d) spectre Raman du précipité observé en (c) confirmant la formation de rouille 

verte carbonatée. RV = rouille verte carbonatée et S = sidérite. 
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Comme indiqué précédemment, la source d’électrons permettant la respiration des nitrates 

par K. mobilis est endogène. Etant donné que ce réservoir interne d’électrons est faible, ceci 

suggère que la quantité de nitrites biogénérée sera limitée. Une fois cette ressource épuisée, le 

seul oxydant restant dans le milieu d’incubation est l’anion nitrate qui réagit lentement avec 

la rouille verte carbonatée – sans doute stabilisée par les polymères bactériens – pour former 

la goethite (Eq. 17). Ainsi, la rouille verte carbonatée est relativement stable durant une 

période de temps suffisante pour permettre sa caractérisation. 

2 FeII
4FeIII

2(OH)12CO3 + NO3
! = 12 "-FeIIIOOH + NH4

+ + 2 HCO3
! + 3 H2O (Eq. 17)

Cependant, si les nitrites biogénérés n’ont pas entièrement été consommés par le fer ferreux, 

ceux-ci peuvent aussi réagir avec la rouille verte carbonatée pour conduire à la formation de 

goethite selon l’équation (18) (Figure 28). De plus, la réactivité d’une rouille verte 

carbonatée est plus rapide avec les nitrites qu’avec les nitrates, mais cela a été observé à un 

pH alcalin (9,5 – 10) (Hansen et al., 1994 ; Hansen et al., 2000). Il est probable que cette 

différence de réactivité soit conservée à pH neutre (nos conditions expérimentales). 

3 FeII
4FeIII

2(OH)12CO3 + 2 NO2
! + 1 H+ = 18 "-FeIIIOOH + 2 NH4

+ 

+ 3 HCO3
! + 4 H2O       (Eq. 18) 

 
Figure 28. Oxydation abiotique de la sidérite (a) conduisant à la formation d’un précipité vert 

correspondant à la rouille verte carbonatée (b) pour une concentration en espèces NO2
- de 

1 mM, et à la formation d’un précipité orange correspondant à la goethite (c) pour une 

concentration en espèces NO2
- de 10 mM. 

a) 
b) c) 
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En supposant que l’oxydation du fer ferreux soit basée sur un mécanisme en deux 

étapes distinctes, la première consisterait en une réaction avec les nitrites (Etape I, 

Figure 22) et la seconde en une réaction avec les nitrates (Etape II, Figure 22). Cette 

hypothèse peut être validée en étudiant la variation de concentrations en espèces Fe(II) et 

NO3
- durant ces deux étapes de la période d’incubation. D’une manière générale, la plus forte 

variation a été observée au cours des quatre premiers jours, ce qui explique la délimitation 

apparente entre ces deux étapes (Figure 22). 

Le ratio Rexp(I) a donc été déterminé durant la première période d’incubation et la 

valeur moyenne obtenue est de 6,1 ± 0,3 (Tableau 9), ce qui est en accord avec un transfert 

de 6 électrons entre les espèces Fe(II) et NO2
- des équations (14), (16) et (18). La variation de 

concentration en fer ferreux au cours de l’étape I représente 75 % à 100 % de la quantité 

totale des espèce Fe(II) oxydées (Figure 22). Cependant, la valeur moyenne de Rexp (7,0 ± 

0,6 prenant en compte les étapes I et II) est plus élevée que Rexp(I), suggérant aussi un 

transfert de 8 électrons entre le fer ferreux et les nitrates dans un second temps comme décrit 

par les équations (15) et (17). 

Finalement, l’oxydation indirecte des espèces Fe(II) par les nitrites biogénérés, et la 

production/oxydation de la rouille verte peuvent être résumées par la Figure 29. Dans une 

première étape, les nitrites issus de la respiration bactérienne (réaction n°1, Figure 29) 

oxyderaient selon un processus abiotique le fer ferreux de la sidérite en rouille verte 

carbonatée (réaction n°2, Figure 29) ou goethite (réaction n°3, Figure 29) en fonction de la 

vitesse et de la quantité de NO2
− produits. Dans une seconde étape, la rouille verte formée 

pourrait être lentement oxydée en goethite par les nitrates (réaction n°4, Figure 29) encore 

présents dans le milieu d’incubation pour conduire à la génération d’un pool d’ammonium. 
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Figure 29. Schématisation du mécanisme d'oxydation du fer ferreux en présence de bactéries réductrices 

des nitrates : (1) réduction des nitrates en nitrites par les NRB utilisant leur propre réserve 

endogène d’électrons (supposée être du glycogène), (2) les nitrites biogéniques oxydent le fer 

ferreux de la sidérite en rouille verte carbonatée et produisent de l’ammonium, (3) les nitrites 

biogéniques restant réagissent rapidement avec la rouille verte carbonatée pour conduire à la 

formation de la goethite et accroître la quantité d’ammonium générée, (4) les nitrates encore 

présents dans le milieu réactionnel oxydent lentement la rouille verte carbonatée en goethite. 
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III.5. Nucléation des cristaux de rouilles vertes carbonatées à la 

surface des bactéries 

Des analyses en microscopie électronique à transmission ont été réalisées à partir de 

la suspension de Klebsiella mobilis incubée en présence de nitrates et fer ferreux (Figure 30). 

Après 4 jours d’incubation, des cristaux hexagonaux nanométriques  de rouille verte 

carbonatée (~ 100 nm) recouvrent complètement les surfaces des cellules bactériennes 

(Figure 30a). Au bout de 7 jours, les cristaux de rouilles vertes carbonatées sont devenus 

micrométriques (~ 5 – 10 µm) et les bactéries sont « racornies » et intimement associées à ces 

minéraux (Figure 30b). Ces micrographies montrent que les cristaux de rouille verte sont 

nucléés à la surface des bactéries puis croissent au cours du temps, probablement par un 

mûrissement d’Ostwald (Guilbaud et al., 2013). 

Cette formation des rouilles vertes carbonatées à la surface des bactéries peut 

s’expliquer par le fait que : i) la membrane bactérienne porte des sites de nucléation des 

biominéraux (Ferris et al., 1986 ; Benzerara et al., 2008 ; Miot et al., 2014a), ii) les nitrites 

produits par respiration des nitrates se concentrent à la surface de Klebsiella mobilis car ils 

sont expulsés activement hors du cytoplasme (Carlson et al., 2012), iii) les espèces Fe(II) 

peuvent être sorbées à la surface des cellules (Coby & Picardal, 2005). La présence 

localement élevée des espèces Fe(II) et Fe(III) ainsi que des ions bicarbonates à proximité 

des surfaces bactériennes, est favorable à leur précipitation en rouille verte carbonatée. Si les 

nitrates et la densité bactérienne sont suffisants pour induire une production significative de 

nitrites, alors les cristaux de rouilles vertes s’oxydent progressivement en goethite par les 

faces latérales (Figure 30c). 

L’encroutement des cellules par les cristaux de rouilles vertes (Figure 28a) pourrait 

potentiellement endommager l’intégrité membranaire de Klebsiella mobilis. L’atteinte de la 

viabilité cellulaire caractérisée par la perte de l’intégrité membranaire (Figure 31) et la chute 

de la cultivabilité (Figure 23) conforte cette hypothèse. 
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Figure 30. Micrographies des cristaux de rouilles vertes carbonatées nanométriques à 4 jours où la surface bactérienne de Klebsiella mobilis sert de point de 

nucléation (a) ; de cristaux de rouilles vertes carbonatées micrométriques, dû à un probable mûrissement d’Ostwald, à 7 jours, entourés de bactéries 

« racornies» (b) ; et d’aiguilles de goethite prenant naissance sur les bords des cristaux de rouilles vertes carbonatées à 24 jours (c). Les médaillons 

représentent les clichés de diffraction des électrons de la rouille verte carbonatée (a) et de la goethite (c). 

!

!

1 
�

m
 

GR 

cells 

3 days 

2 
�

m
 

GR 

2 2 
�

1 
��

m
 

cells 

7 days Ostwald-ripening 

5 
�

m
 

cells 

GR 

cells cells 

Goethite Goethite Goethite Goethite 

 18 days  18 days Ostwald-ripening 

a) b) c) 

4 jours 24 jours 7 jours Murissement d’Ostwald Murissement d’Ostwald 

RV 

RV 

cellules 

cellules 

Ostwald ? Ostwald ? 



99 

Une légère croissance est observée au cours des vingt-quatre premières heures 

(7,2 × 108 à 11,9 × 108 bactéries mL−1 avec un écart-type de 0,3 × 108) indiquant que la 

croissance bactérienne n’est pas supportée, ce qui était attendu étant donné l’absence de 

donneur d’électrons exogène et de phosphates. En outre, au-delà de 18 jours d’incubation en 

présence de Fe(II), une large proportion des bactéries présente un endommagement 

membranaire (~59 ± 9 % ; n = 20) suggérant alors une intolérance aux conditions 

d’incubation (i.e. toxicité des nitrites et absence d’une source d’énergie) et/ou à la 

précipitation des produits de corrosion à la surface des bactéries (Figure 31). L’encroutement 

des cellules par divers produits de corrosion affecterait probablement, de manière drastique et 

irréversible, la viabilité cellulaire, comme cela a déjà été suspecté pour des bactéries IONRB 

telles la souche Acidovorax BoFeN1 (Kappler et al., 2005). 

III.6. Formation de rouille verte carbonatée par Klebsiella mobilis en 

présence de donneurs organiques d’électrons 

Les expériences menées précédemment ont permis de mettre en évidence la 

formation de rouille verte carbonatée par une oxydation microbienne indirecte du fer ferreux 

liée à la respiration des nitrates par Klebsiella mobilis en absence de donneurs organiques 

d’électrons. La bactérie utilisait ses réserves endogènes d’électrons (probablement du 

glycogène) pour réduire les nitrates en nitrites, mais en faible proportion au regard des 

quantités pouvant être stockées (< 0,5 mM, cas des « bactéries non carencées »). Ces 

derniers, générés dans l’environnement proche de la cellule, oxydaient alors le fer ferreux de 

la sidérite qui précipitait en rouille verte carbonatée sur les structures membranaires. Ce 

minéral intermédiaire Fe(II)-Fe(III), relativement bien stabilisé par la présence de cellules et 

polymères bactériens dans le milieu d’incubation, s’oxydait progressivement en goethite, un 

composé ferrique. Cependant, lorsque les nitrites sont produits en plus grande quantité 

(≥ 0,5 mM, cas des « bactéries carencées » – en fait affamées plus durablement que les 

précédentes – exprimant probablement plus fortement leur nitrate réductase), la rouille verte 

carbonatée n’a plus été observée et la goethite semblait être le seul minéral formé. 
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Figure 31. Observation en microscopie à épifluorescence de Klebsiella mobilis marquées au iodure de 

propidium (cellules en rouge présumant un endommagement des structures membranaires) et 

au SYTO 9 (cellules colorées en vert traduisant des cellules intactes n’ayant pas incorporé du 

PI). Lors de l’incubation en présence de fer ferreux et de nitrates, 10 ± 2 % (n=20) des cellules

bactériennes présentaient une altération membranaire (a) contre 59 ± 9 % (n=20) au bout de 

18 jours (b). La barre d’échelle correspond à 1 µm. 
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Est-ce que ces minéraux secondaires, rouille verte carbonatée et goethite, issus de 

l’activité de Klebsiella mobilis en conditions de carence nutritive sont toujours produits 

lorsque le milieu est supplémenté en donneur organique d’électrons, dans des concentrations 

plus conventionnelles à ce qui est employé en culture microbienne ? La nature du donneur 

organique d’électrons et sa concentration influent-elles sur la nature des phases secondaires 

générées par l’oxydation indirecte de la sidérite ? La quantité de nitrites biogéniques issue de 

la respiration bactérienne des nitrates étant conditionnée par la quantité potentielle 

d’électrons que le donneur organique peut céder, plus ce dernier présentera une forte capacité 

réductrice et plus la fraction de nitrites produite sera élevée et devrait conduire à la formation 

de goethite. En revanche, en présence d’une source de carbone ne cédant qu’une faible 

quantité d’électrons, la quantité de nitrites produits devrait être faible et la rouille verte 

carbonatée devrait être observée. La validation de ces hypothèses est présentée dans le 

dernier volet du chapitre III. 

Des donneurs organiques d’électrons de natures différentes et de concentrations 

variées ont été ajoutés séparément au milieu d’incubation (Tableau 11). Ce dernier est le 

même que décrit précédemment (Chapitre III, section II.1) et les concentrations en fer ferreux 

et nitrates ont été fixées à 30 mM et 7 mM. La concentration initiale en bactéries était de 

5 × 106 UFC mL−1 (Figure 23). Trois heures après l’inoculation par Klebsiella mobilis des 

milieux d’incubation supplémentés en donneurs organiques d’électrons – glucose, glycérol, 

lactate, méthanoate, TSB – des précipités de couleurs orange à vert sont observables 

(Figure 32). 
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Tableau 11. Nature et concentrations des donneurs organiques d'électrons mis en présence de Klebsiella mobilis, de fer ferreux et de nitrates. TSB signifie bouillon 

de trypto-caséine soja. Les minéraux formés sont G = goethite et RV = rouille verte carbonatée. 

 Glucose Glycérol Lactate Méthanoate TSB 

Contrôle 

(sans donneur organique 

d’électrons) 

 

Formule chimique 

 

 

 

 

 

C6H12O6 

 

 

 

 

C3H8O3 

 

 

 

 

C3H5O3
- 

 

 

 

 

CHO2
- 

 

 

_ 

 

 

 

 

_ 

 

 

 

Nombre 

d’électrons mol-1 a 
24 14 12 2 ~ 131 b _ 

Concentrations a (mM) 0,5 1,0 0,5 0,1 2,0 1,0 0,5 1,0 0,5 ~ 0,3 _ 

Concentrations a 

(milliéquivalents 

électrons) 

12 14 7 1,4 24 12 6 4 1 ~ 39 _ 

Minéraux formés 

(24 h) 
G G 

G + 

RV 
RV G 

G + 

RV 
RV RV RV G RV 

a dans l’hypothèse où tout le carbone organique est oxydable en CO2 par Klebsiella mobilis 
b sur la base d’une composition moyenne à 90 % de caséine (C31H27NO4, nombre d’électrons/mol = 143) et 10 % de glucose



103 

Une caractérisation en spectroscopie Raman des précipités oranges et verts a permis 

d’identifier les phases générées au cours de l’activité bactérienne correspondant 

respectivement à de la goethite (Figures 32a et 33a, b, c, e) et de la rouille verte carbonatée 

(Figures 32b et 33d, f). En effet, le spectre Raman de la goethite présente des bandes 

caractéristiques à 243 cm-1, 300 cm-1, 386 cm-1, 550 cm-1 et 685 cm-1 (Figure 32a), et celui 

de la rouille verte carbonatée à 222 cm-1, 260 cm-1, 433 cm-1, 510 cm-1 et 1060 cm-1 

(Figure 32b), en accord avec les observations de De Faria et al. (1997).  

Figure 32. Spectres Raman des précipités oranges (a) et verts (b) de la Figure 33 correspondant 

respectivement à la goethite et la rouille verte carbonatée, issus de l’oxydation microbienne 

indirecte de la sidérite par Klebsiella mobilis en présence de donneurs organiques de carbone. 

G = goethite et RV = rouille verte carbonatée. 

En incubant Klebsiella mobilis en présence d’un donneur organique riche en 

électrons tel que le bouillon trypto-caséine soja (TSB) ou le glucose, seule la goethite a été 

détectée (Tableau 11 ; Figures 32a et 33a, e). La minéralisation complète du glucose en 

CO2 par Klebsiella mobilis génère un transfert de 24 électrons mol-1 vers l’accepteur final (les 

nitrates), soit 12 milliéquivalents électrons pour 0,5 mM de glucose (Tableau 11). De même, 

l’oxydation de la caséine et du glucose constituant le TSB, couplée à la réduction des nitrates 

par Klebsiella mobilis, permet un échange théorique d’environ 131 électrons mol-1, soit ~ 39 

milliéquivalents électrons pour 0,3 mM de TSB (Tableau 11). 
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Figure 33. Variations des couleurs des précipités issus de l’oxydation microbienne indirecte de la sidérite par Klebsiella mobilis en présence de nitrates et de 

donneurs organiques d’électrons : (a) glucose 0,5 mM ; (b) glycérol 1 mM ; (c) lactate 2 mM ; (d) méthanoate 1 mM ; (e) TSB 0,3 mM ; (f) sans donneur 

organique d’électrons. Ces observations ont été réalisées après 3 heures d’incubation à 30 °C à l’abri de la lumière. 

a) b) c) d) e) f) 



105 

En présence de glycérol, lactate et méthanoate, le nombre d’électrons libérés par 

mole est respectivement de 14, 12 et 2 (Tableau 11). Bien que ces quantités d’électrons par 

mole soient moins élevés que celles libérées par l’oxydation complète du glucose ou du TSB, 

la formation de goethite est toujours observée pour le glycérol et le lactate introduits 

respectivement dans le milieu d’incubation en concentration de 1 mM et 2 mM (Figure 33b-

c). En effet, la minéralisation complète de 1 mM de glycérol ou 2 mM de lactate entraîne la 

production de 14 milliéquivalents électrons ou 24 milliéquivalents électrons (Tableau 11) qui 

alimenteront la réduction bactérienne des nitrates en nitrites dans les mêmes proportions. La 

sidérite est alors oxydée en goethite (Figure 32a). 

Figure 34. Gamme de couleurs, allant de l’orange au vert, des précipités issus indirectement de 

l’oxydation de la sidérite par l’activité de Klebsiella mobilis en présence de nitrates et de 

diverses concentrations en glycérol – (a) 1 mM, (b) 0,5 mM, (c) 0,1 mM – ou en lactate – (d) 

2 mM, (e) 1 mM, (f) 0,5 mM. 

En diminuant les concentrations en glycérol (0,5 mM et 0,1 mM) ou en lactate

(1 mM et 0,5 mM) dans les milieux d’incubation, un précipité verdâtre apparaît trois heures

après l’inoculation par Klebsiella mobilis (Figure 34b, c, e, f). Ce précipité verdâtre a été 

caractérisé au bout de dix jours en microscopie électronique à transmission (Figure 35). Les 

micrographies montrent la présence de bactéries encroûtées entourant des cristaux 

hexagonaux d’une taille d’environ 4 µm, pour les essais menés avec 0,1 mM de glycérol et 

0,5 mM de lactate (Figure 35a-b). Certaines bactéries semblent même « endocytées » par les 

cristaux de rouilles vertes carbonatées et présentent des « zones d’adhérence » avec les bords 

des cristallites (Figure 35a, zone en pointillé jaune). La minéralisation complète de 0,1 mM 

de glycérol et de 0,5 mM de lactate par Klebsiella mobilis conduit respectivement à la 

a) b) c) d) e) f) 
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production de 1,4 et 6 milliéquivalents électrons, ce qui permet une oxydation limitée de la 

sidérite en rouille verte carbonatée. Les essais ayant été supplémentés par 0,5 mM de glycérol 

ou 1 mM de lactate présente des aiguilles de goethite amassées sur les bords des cristaux de 

rouille verte carbonatée (Figure 35c). L’oxydation totale de 0,5 mM de glycérol et de 1 mM 

de lactate génère respectivement 7 et 12 milliéquivalents électrons entraînant une oxydation 

modérée de la sidérite en rouille verte carbonatée et goethite. 

Ainsi, l’oxydation bactérienne complète de la matière organique peut délivrer 

potentiellement des quantités élevées de milliéquivalents électrons et conduire, par couplage 

avec la respiration des nitrates, à la formation de nitrites biogéniques dans les mêmes 

proportions. Il semblerait que la sidérite, initialement présente dans le milieu d’incubation, 

soit oxydée en goethite lorsque le nombre de milliéquivalents électrons est supérieur à 12 

(Tableau 11). En revanche, lorsque celui-ci est inférieur à 6, la sidérite est oxydée en rouille 

verte carbonatée (Tableau 11). Enfin, si  le nombre de milliéquivalents électrons est compris 

entre 6 et 12, alors la sidérite est transformée en un mélange de rouille verte carbonatée et de 

goethite (Tableau 11). Cependant, cette analyse est basée sur l’hypothèse d’une 

minéralisation complète de la matière organique par Klebsiella mobilis. Afin de réfuter ou 

conforter cette hypothèse, des essais complémentaires ont été menés en absence de sidérite 

pour déterminer la quantité de nitrites biogéniques résultant de la respiration des nitrates par 

Klebsiella mobilis en présence de 2, 1 et 0,5 mM de lactate. 
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Figure 35. Micrographies des précipités verts observés au cours de l’incubation de Klebsiella mobilis en présence de nitrates et de glycérol 0,1 mM (a), lactate 

0,5 mM (b), et 1 mM (c). Des cristaux hexagonaux de rouille verte carbonatée sont produits quelles que soient les concentrations introduites ici en 

donneurs organiques d’électrons. Le médaillon de la micrographie (a) représente le cliché de diffraction des électrons de la rouille verte carbonatée.  

Des aiguilles de goethite sont seulement observables dans la micrographie (c) avec son cliché de diffraction des électrons associé. Les médaillons sont les 

clichés de diffractions des électrons attestant de la formation de rouille verte carbonatée (a) et de goethite (c). La zone délimitée en pointillé jaune 

permet de visualiser les « zones d’adhérence » des bactéries au minéral de rouille verte carbonatée. RV = rouille verte carbonatée et G = goethite. Les 

barres d’échelle sur les micrographies ont pour valeur 1 µm. 
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L’incubation de Klebsiella mobilis en présence de 0,5 mM de lactate a conduit à la 

production de 0,6 mM de nitrites (Figure 36). Or, si la minéralisation de 0,5 mM de lactate 

était complète, la quantité de nitrites biogénérés aurait dû être de 3 mM selon l’équation (19), 

puisque 1 mole de lactate oxydée entraîne la formation de 6 moles de nitrites. 

C3H5O3
- + 6 NO3

- + H+ = 3 CO2 + 6 NO2
- + 3 H2O  (Eq. 19) 

Figure 36. Production de nitrites biogéniques par Klebsiella mobilis au cours de la respiration des nitrates 

(7 mM) en présence de diverses concentrations en lactate : 0,5 mM, 1 mM et 2 mM. Les traits 

en pointillé représentent un ajustement de la cinétique de formation des nitrites selon une 

réaction de pseudo-premier ordre. Les coloris choisis pour les trois concentrations de lactate 

sont liés aux produits secondaires obtenus : vert clair = rouille verte carbonatée, vert foncé = 

mélange de rouille verte carbonatée et de goethite, orange = goethite. 

Ainsi, cette équation (19) suggèrerait un faible rendement d’utilisation du lactate par 

Klebsiella mobilis de l’ordre de 20 %. Cependant, l’oxydation du lactate au cours de la 

croissance anaérobie de Klebsiella mobilis en présence de nitrates pourrait être décrite par 

une minéralisation partielle en acétate et méthanoate, comme cela est bien documenté pour 

une autre Entérobactérie, la souche Escherichia coli K-10 (Yamamoto & Ishimoto, 1981). 

D’après l’équation (20), l’oxydation partielle du lactate serait : 

C3H5O3
- + NO3

- = C2H3O2
- + CHO2

- + NO2
- + H+   (Eq. 20) 
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D’après cette équation (20), l’oxydation partielle de 1 mole de lactate par Klebsiella mobilis 

produirait 1 mole de nitrites biogéniques. En observant les quantités de nitrites générés par 

l’activité bactérienne, la consommation du lactate introduit dans des concentrations de 

0,5 mM, 1 mM et 2 mM conduirait respectivement à la formation 0,6 mM, 1 mM et 1,8 mM 

de nitrites (Figure 36). Les rendements de l’équation (20), basés sur le ratio entre la quantité 

expérimentale de nitrites produits et la quantité théorique de lactate consommé, sont 

respectivement de 120 %, 100 % et 90 %, aboutissant à un rendement moyen de 103 %. 

L’équation (20) est donc en adéquation avec les résultats expérimentaux, signifiant que le 

lactate est partiellement minéralisé en acétate et méthanoate par Klebsiella mobilis en 

conditions anoxiques. Le lactate introduit dans le milieu d’incubation étant le réactif limitant 

aux concentrations de travail (0,5 mM, 1 mM et 2 mM), il est attendu que la concentration en 

nitrites issues de l’oxydation partielle du lactate selon l’équation (20) atteigne un plateau, 

signifiant que l’intégralité du lactate a été consommée par Klebsiella mobilis (Figure 36). En 

effet, la quantité de nitrites biogéniques atteint une concentration maximale en moins de 24 h 

(Figure 36). 

L’hypothèse d’une oxydation complète de la matière organique par Klebsiella 

mobilis ayant donc été réfutée (Eq. 19 avec le lactate comme exemple) et la stœchiométrie de 

la réaction biologique couplant l’oxydation partielle du lactate à la production de nitrites 

biogéniques ayant été déterminée (Eq. 20), nous allons à présent analyser l’adéquation entre 

les quantités de nitrites biogéniques produites dans les milieux en absence de fer (Figure 36) 

et les quantités de fer ferreux oxydés dans les milieux d’incubation contenant de la sidérite 

(Figure 37). 

L’incubation de Klebsiella mobilis en présence de sidérite, de nitrates et de lactate 

en concentrations 0,5 mM, 1 mM et 2 mM a conduit respectivement à l’oxydation de 

3,8 mM, 6,8 mM, 11,5 mM (Figure 37). Ces résultats sont en accord avec l’équation (16) 

décrite précédemment dans les expériences en absence de donneurs organiques d’électrons. 

18 FeII + NO2
− + 3 HCO3

− + 34 H2O = 3 FeII
4FeIII

2(OH)12CO3 + NH4
+ + 31 H+ (Eq. 16) 
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Figure 37. Variations des quantités de fer ferreux oxydées au cours de l'activité de Klebsiella mobilis 

incubée en présence de nitrates (7 mM) et de lactate aux concentrations 0,5 mM, 1 mM et 

2 mM. Les traits en pointillé représentent un ajustement de la cinétique d’oxydation des 

espèces Fe(II) selon une réaction de pseudo-premier ordre. Les coloris choisis pour les trois 

concentrations de lactate sont liés aux produits secondaires obtenus : vert clair = rouille verte 

carbonatée, vert foncé = mélange de rouille verte carbonatée et de goethite, orange = goethite. 

Ainsi, plus le lactate sera introduit en forte concentration dans les milieux 

d’incubation et plus la quantité de nitrites biogéniques – issus de l’oxydation partielle du 

lactate en acétate et méthanoate – sera importante et conduira à une oxydation de la sidérite 

en goethite, aux dépends de la phase rouille verte carbonatée. On a donc une transition 

étendue entre l’obtention de la rouille verte carbonatée et de la goethite liée à l’activité de 

Klebsiella mobilis. Cette limite floue entre ces deux minéraux secondaires peut être 

quantifiée sachant que l’oxydation du lactate est partielle et invoque un transfert de 2 

électrons par mole de lactate oxydée en une mole d’acétate et une mole de méthanoate 

(Eq. 20). Si cette oxydation partielle de la matière organique par Klebsiella mobilis en 

présence de nitrates est valable quelle que soit la nature du donneur organique d’électrons, 

alors la rouille verte carbonatée serait obtenue lorsque le nombre de milliéquivalents 

électrons est inférieur à 2. En revanche, la sidérite serait oxydée en un mélange de rouille 

verte carbonatée et goethite lorsque le nombre de milliéquivalents électrons est compris entre 

2 et 4, ou en goethite lorsque le nombre de milliéquivalents électrons apporté par la source de 

carbone est supérieur à 4.  
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IV. Conclusion 

Dans ce chapitre III, nous avons démontré que des bactéries réductrices des nitrates 

ou NRB, telles qu’une entérobactérie (Klebsiella mobilis), sont capables non seulement 

d’oxyder indirectement le fer ferreux par les nitrites qu’elles ont générés enzymatiquement, 

mais également de conduire à la formation de minéraux instables comme les rouilles vertes. 

Par conséquent, si les conditions sont réunies dans un environnement anoxique où la sidérite 

est présente à la surface d’un acier se corrodant, il est attendu que l’activité des NRB modifie 

les phénomènes de corrosion. La rouille verte carbonatée ainsi formée peut servir à la fois de 

donneur et d’accepteur d’électrons pour d’autres activités bactériennes, comme 

respectivement celles des bactéries ferroxydantes et ferriréductrices. Sa présence pourrait 

donc exacerber les processus de corrosion en déplaçant les équilibres déjà en place. 

Rappelons que ces observations ont été faites dans des conditions carencées en donneurs 

d’électrons, les bactéries utilisant leur propre réservoir d’électrons. Ces conditions sont 

probablement plus proches de celles rencontrées dans le milieu environnemental où la 

ressource en électrons est très souvent limitée. Cependant, un approvisionnement en donneur 

d’électrons sous forme de matière organique ou de dihydrogène permet d’entretenir la 

production de nitrites par la respiration bactérienne des nitrates. La rouille verte est alors 

oxydée en goethite, un oxyhydroxyde de fer ferrique. Sa formation serait tout aussi 

problématique car la goethite peut être à nouveau mobilisée par les bactéries ferriréductrices 

pouvant conduire à l’obtention de la rouille verte et de la sidérite. 

L’ensemble du processus est résumé au travers de la Figure 38 qui représente 

l’oxydation indirecte de la sidérite en rouille verte carbonatée ou goethite en anoxie sous 

l’action des NRB. Klebsiella mobilis utilise les électrons de la matière organique, par 

exemple du lactate, en l’oxydant partiellement en acétate, méthanoate et CO2 (réaction n°1, 

Figure 38) pour réduire les nitrates en nitrites (réaction n°2, Figure 38), et répondre ainsi à 

ses besoins énergétiques. Les nitrites ainsi biogénérés réagissent avec le fer ferreux de la 

sidérite pour conduire à la formation de goethite lorsqu’ils sont produits en concentrations 

importantes (≥ 1,5 mM) (réaction n°3, Figure 38). En revanche, en présence d’une quantité 

limitée de nitrites biogéniques (< 1,5 mM), la sidérite est oxydée en rouille verte carbonatée 

(réaction n°4, Figure 38). Si les polymères bactériens ne sont pas en quantité suffisante pour 
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stabiliser la rouille verte carbonatée, celle-ci est alors oxydée progressivement en goethite en 

réagissant avec les nitrates (réaction n°5, Figure 38). 

Figure 38. Oxydation indirecte du fer ferreux (de la sidérite) en rouille verte carbonatée ou goethite liée à 

l’activité des NRB.  Oxydation partielle de la matière organique en acétate, méthanoate et 

CO2 couplée à  la réduction des nitrates en nitrites biogéniques. Pour des concentrations 

en nitrites biogéniques  supérieures à 1,5 mM, la sidérite est oxydée en goethite. En 

revanche, pour des concentrations en nitrites biogéniques  inférieures à 1,5 mM, la 

sidérite s’oxyde en rouille verte carbonatée qui continue  à s’oxyder lentement en 

goethite. 

Rappelons que dans le milieu de stockage des colis HAVL, les concentrations 

attendues en nitrate sont faibles (inférieures à la limite de détection de l’ordre du 

millimolaire) comparées à celles utilisées au cours de cette étude de laboratoire (4 - 40 mM). 

Il est donc délicat d’extrapoler directement les résultats obtenus au niveau du site Cigéo où 

d’autres paramètres seront différents (température, pression, concentration en hydrogène 

dissous, etc). 
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D’un point de vue plus fondamental, nos travaux invitent à reconsidérer certains 

mécanismes de l’oxydation enzymatique du fer en conditions anoxiques, notamment ceux 

impliquant le groupe métabolique des IONRB. Les IONRB couplent la réduction des nitrates 

à l’oxydation « biologique » du fer ferreux en présence d’un co-substrat organique 

obligatoire, comme l’acétate. Le fait que l’oxydation indirecte de la sidérite par les NRB 

conduit aux mêmes résultats (en absence de donneur organique d’électrons, voire sous de 

faibles concentrations) qu’avec les IONRB laisse penser que l’oxydation du fer ferreux 

résulte des mêmes réactions abiotiques que pour les NRB, à savoir l’oxydation des espèces 

Fe(II) par les nitrites. En effet, l’acétate en tant que co-substrat obligatoire pourrait jouer le 

rôle de donneur d’électrons permettant d’alimenter la réduction des nitrates par les bactéries 

dénitrifiantes IONRB telles que la souche Acidovorax BoFeN1. Les nitrites pourraient donc 

être générés en tant qu’intermédiaire réactionnel au cours de la dénitrification et réagir avec 

le fer ferreux de la sidérite pour conduire à son oxydation indirecte en goethite ou rouille 

verte carbonatée. L’« illusion » d’une oxydation entièrement enzymatique du fer ferreux 

pourrait provenir d’une part, du fait que la réaction peut très bien se produire, ou tout du 

moins s’amorcer, à partir des sources endogènes d’électrons de la bactérie comme nous 

l’avons montré, donnant l’impression qu’un apport conséquent de donneur organique 

d’électrons n’est pas indispensable pour observer l’oxydation des espèces Fe(II). D’autre 

part, les quantités d’ammonium résultant de la réduction des nitrites par le fer ferreux peuvent 

être suffisamment faibles pour ne pas être détectées si les méthodes de dosage ne sont pas 

adéquates.  

Notre hypothèse de réaction abiotique des nitrites avec le fer ferreux a depuis été 

confortée par l’équipe d’Andreas Kappler (Tübingen, Allemagne) – qui a travaillé avec les 

souches Paracoccus denitrificans (ATCC 19367 et Pd 1222) comme modèles des NRB, et les 

souches Acidovorax BoFeN1 et Pseudogulbenkiania 2002 comme modèles des IONRB, en 

présence de sidérite et de vivianite (Klueglein et al., 2014) – et l’équipe de Karim Benzerara 

(Paris, France) – qui a incubé la souche Acidovorax BoFeN1 en présence de rouille verte 

chlorurée (Miot et al., 2014b). D’autre part, l’absence de séquences génétiques proches de 

celles des gènes connus pour l’oxydation enzymatique aérobie des espèces Fe(II) dans ces 

souches IONRB (Klueglein & Kappler, 2013), même si elle ne le démontre pas, appuie 

l’hypothèse d’une réaction abiotique pour l’oxydation anoxique du fer ferreux. 



114 

Parmi les perspectives liées à ces travaux, les conséquences de la précipitation des 

oxydes ferriques à proximité des surfaces bactériennes sur la viabilité des cellules 

représentent alors un enjeu scientifique majeur dans le contexte de la biocorrosion mais aussi 

dans des environnements riches en fer. Des souches NRB peuvent-elles supporter 

durablement l’encroutement par les oxydes résultant de son activité, indiquant de fait qu’elles 

pourraient significativement contribuer à l’oxydation du fer ? 
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Chapitre IV : 
 

Réduction directe de la magnétite par 

la respiration des bactéries 

ferriréductrices (IRB) en présence de 

dihydrogène 
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I. Introduction 

Lors de la corrosion chimique en anoxie des colis de déchets radioactifs entreposés 

en milieu argileux profond, la formation d’une couche passivante à la surface de l’acier 

constituée de magnétite (Fe3O4) et de sidérite est attendue. La magnétite est un oxyde mixte 

Fe(II)-Fe(III) présentant une forte stabilité thermodynamique en conditions anoxiques et à pH 

neutre-basique (Cornell & Schwertmann, 2003). Il est cependant nécessaire de comprendre 

dans quelles circonstances la magnétite peut être déstabilisée afin de savoir si ces conditions 

pourront être rencontrées en situation de stockage. Au cours du stockage des colis HAVL, la 

corrosion aqueuse de l’acier non allié et, dans une moindre mesure la radiolyse de l’eau, 

conduiront à la production de 101 à 102 moles de dihydrogène par an et par alvéole 

(Talandier, 2005). Ce puissant réducteur pénètre la barrière argileuse, circule et diffuse 

librement au sein des fractures de l’argilite du Callovo-Oxfordien à proximité des alvéoles, 

dans la porosité de l’argilite ainsi que sous forme dissoute dans son eau porale (Boulin, 

2008). La réduction abiotique de la magnétite par le dihydrogène est possible mais 

uniquement à des températures supérieures à 250 °C, conduisant à la formation de wüstite 

FeO et de Fe0 (Pineau et al., 2007). La magnétite peut aussi être réduite par voie biologique à 

des températures de l’ordre de 30 °C en présence de bactéries ferriréductrices (IRB). Ainsi, 

Shewanella putrefaciens est capable de dissoudre par réduction, ou « réduction dissolutive », 

les espèces FeIII en Fe2+ en présence de donneur organique d’électrons tel que le lactate 

(Kostka & Nealson, 1995). Des produits secondaires, tels que la vivianite ou la sidérite (Dong 

et al., 2000), se forment à l’issue de cette réduction microbienne et sont en général moins 

stables que la magnétite. Par déplacement des équilibres chimiques, ces réactions 

microbiennes contribueraient à modifier les processus de corrosion déjà en place. Pour que la 

transformation des oxydes de fer par l’activité bactérienne soit efficace, le milieu doit être 

anaérobie (absence d’O2 et de NOx), et un contact direct entre les oxydes fer et les cellules est 

nécessaire (Kostka et al., 1996 ; Dong et al., 2000 ; Lovley, 2008). La vitesse de réduction 

dépend de la nature de l’oxyde de fer (Lovley et al., 2004) et de sa surface spécifique (Roden 

& Zachara, 1996 ; Neal et al., 2003). Cependant, d’autres facteurs tels que la solubilité du 

minéral affecteraient aussi la cinétique de conversion du fer ferrique en fer ferreux 

(Bonneville et al., 2004 ; Bose et al., 2009 ; Cutting et al., 2009). 
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La magnétite est considérée comme faisant partie des minéraux constitués de Fe(III) 

qui sont relativement « résistants » à la bioréduction par les IRB. Pourtant, peu de tentatives 

de réduction microbienne de la magnétite sont rapportées dans la littérature, sans doute du 

fait de sa relative stabilité face à la bioréduction, ce qui a certainement contribué à considérer 

ce minéral comme un produit final de la réduction microbienne des autres oxydes ferriques 

tels que la ferrihydrite (Lovley et al., 1987), la lépidocrocite (Ona-Nguema et al., 2002 ; 

Jorand et al., 2013), ou encore l’hématite (Behrends & Van Cappellen, 2007). Dans le sous-

sol profond, le dihydrogène représente un donneur d’électrons idéal pour les bactéries et leurs 

conversions énergétiques. En effet, non seulement il diffuse de manière passive au travers des 

membranes ; mais il est oxydable en protons par une très large variété de bactéries 

hydrogénotrophes (Thauer et al., 1977). La présence de ce donneur inorganique d’électrons 

providentiel pourrait alors conduire par la réduction microbienne des espèces Fe(III) à la 

formation de divers produits de corrosion ferreux dont la vivianite Fe3(PO4)2•8H2O, la 

sidérite FeCO3 ou encore les rouilles vertes FeII
4FeIII

2 (OH)12[A2-]•nH2O (carbonatées et 

sulfatées). 

La magnétite est bioréductible par Shewanella putrefaciens en présence d’un 

donneur organique d’électrons comme le lactate pour des pH < 6.22 (Kostka & Nealson, 

1995 ; Dong et al., 2000). Seuls Dong et al. (2000) ont identifié des produits secondaires 

issus de cette réduction microbienne de la magnétite, à savoir la vivianite et la sidérite. La 

bioréduction de la magnétite en présence de dihydrogène n’ayant pas été documentée, le 

chapitre IV du présent manuscrit s’intéresse à la nature des produits de corrosion issus de 

l’activité des bactéries ferriréductrices hydrogénotrophes en conditions anaérobie et à pH 

neutre. Pour augmenter la part des espèces Fe(III) biodisponibles pour les IRB, nous avons 

synthétisé des particules de magnétite nanométriques présentant des surfaces spécifiques 

variables. 
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II. Matériels et méthodes 

II.1. Préparation de la suspension de Shewanella putrefaciens et des 

milieux de bioréduction 

Shewanella putrefaciens CIP 8040T (équivalent à ATCC 8071) a été revivifiée en 

conditions aérobies dans du TSA (gélose de trypto-caséine soja) avant d’être cultivée dans du 

TSB (bouillon de trypto-caséine soja) à 30 °C sous agitation orbitale (150 rpm) (Figure 39).

Sa vitesse spécifique de croissance µ est de 0,25 h-1 (Figure 39b), ce qui correspond à un 

temps de doublement de la population bactérienne d’environ 2,77 h (G = ln(2) / µ) dans un 

milieu TSB à 30 °C en aérobie.  En fin de phase de croissance exponentielle, i.e. 15 h

(Figure 39a), les bactéries ont été centrifugées (10000 g à 22 °C pendant 10 min), lavées 

deux fois et resuspendues dans une solution de NaCl 9 ‰ afin d’obtenir une densité finale de 

(1,6 ± 0,2) " 1010 bactéries mL#1. 

Figure 39. Suivi de la croissance aérobie de Shewanella putrefaciens dans un bouillon de trypto-caséine 

soja à 30 °C sous une agitation de 150 rpm par mesure de la densité optique à 600 nm (a). 

Détermination de la vitesse de croissance spécifique µ de Shewanella putrefaciens

correspondant à la pente de la droite de croissance en phase exponentielle (b). Le temps de 

doublement de la population bactérienne G est calculé selon le rapport ln(2) / µ. Les barres 

d’erreurs (n=2) peuvent être masquées par la taille des symboles. 
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La suspension bactérienne a ensuite été dégazée sous N2 (99,99 %) durant 30 min 

afin d’éliminer l’oxygène, puis introduite au travers d’un bouchon en butyle dans des 

bouteilles stériles, dégazées et scellées de 80 mL contenant : 5 mM MgSO4·7H2O, 7 mM 

CaCl2·2H2O, 1 mM KCl, 20 mM NaCl, 10 mM Na2SO4, 10 mM NaHCO3, 1 mL L−1 solution 

vitaminée (Vitamin solution, DSMZ GmbH, 2010), 1 mL L−1 solution d’éléments traces (SL-

10, DSMZ GmbH, 2010) et 15 mM de Fe3O4, au pH de 7,0 ± 0,2 ajusté avec une solution 

HCl 2 M. Pour chaque essai, deux duplicata ont été réalisés en balayant une densité 

bactérienne finale de (4,0 ± 0,5) × 108 à (1,2 ± 0,1) × 109 bactéries mL−1, puis incubés à 

30 °C en absence de lumière. Du dihydrogène a barboté dans les milieux de bioréduction 

pendant 10 min avant d’imposer une pression initiale de un à deux bars de H2 (99,9 %) dans 

l’espace de tête des flacons. Connaissant le coefficient de solubilité de H2 dans l’eau à 25 °C, 

i.e. 1282 L atm mol−1 (Lide & Frederickse, 1995 ; Sander, 1999), nous avons pu déterminer à 

partir de la loi de Van’t Hoff (Eq. 21), le coefficient de solubilité de H2 dans l’eau à 30 °C, 

soit 1318 L atm mol−1. Ainsi, nous avons pu utiliser la loi de Henry (Eq. 22) pour calculer la 

concentration maximale en H2 dissous dans les milieux d’incubation, soit de 0,8 à 1,6 mM. 

𝑘!!,!" 𝑇 = 𝑘!!,!" 𝑇!é!   ×  𝑒
!!  ×   !

!    !  
!

  !!é!    (Eq. 21) 

Où, kH2,PC (T) est le coefficient de solubilité de H2 en L atm mol-1 à la température souhaitée 

T en Kelvin (ici, 303,15 K), kH2,PC (Tréf ) le coefficient de solubilité de H2 en L atm mol-1 à la 

température de référence soit 298,15 K, et A une constante ayant ici la valeur de 500 K pour 

H2. 

𝐶!!,!"# = 𝑘!!,!" 𝑇   ×  𝑃!!     (Eq. 22) 

Avec CH2,eau la concentration en H2 dissous dans l’eau à la température T soit 303,15 K, 

kH2,PC (T) est le coefficient de solubilité de H2 en L atm mol-1 à la température T, et PH2 est la 

pression partielle en H2 en atm. 
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II.2. Synthèse des magnétites 

Trois types de magnétites ont été synthétisés avec pour objectif de moduler leur 

surface spécifique. Toutes les suspensions de magnétites ont été lavées et centrifugées à 

10000 g avec de l’eau pure stérile et anoxique, puis conservées sous atmosphère N2 avant 

ensemencement par Shewanella putrefaciens. 

II.2.1. Magnétite formée par coprécipitation de sels de fer ferreux et ferrique 

Une solution mixte de FeSO4�7H2O (nFe(II) = 0,17 moles) est mélangée avec une 

solution de Fe2(SO4)3�5H2O (nFe(III) = 0,33 moles), puis alcalinisée par une solution de NaOH 

à 1,33 moles sous agitation magnétique vigoureuse sous atmosphère anoxique (Usman et al., 

2012). Un coprécipité noir des espèces Fe(II) et Fe(III) se forme immédiatement et  

correspond à la magnétite (M1). L’échantillon est vieilli durant un jour sous agitation 

magnétique vigoureuse afin de s’assurer de la précipitation totale des espèces Fe(II)-Fe(III). 

II.2.2. Magnétite issue de l’oxydation de la rouille verte carbonatée par les 

nitrates 

La rouille verte carbonatée a été produite par coprécipitation en boîte à gants d’une 

solution mixte de FeSO4·7H2O (nFe(II) = 3,33 × 10−3 moles) et de Fe2(SO4)3·5H2O 

(nFe(III) = 1,67 × 10−3 moles) avec une solution basique carbonatée de NaOH 

(nOH− = 1 × 10−2 moles) et Na2CO3 (nCO3
2− = 5,83 × 10−3 moles) (Bocher et al., 2004). Une 

fois obtenue, la rouille verte carbonatée a été oxydée avec une solution de NaNO3 à 3 mM en 

magnétite (M2) (Etique et al., 2014b). 

II.2.3. Bioréduction de la lépidocrocite et formation de biomagnétite 

La synthèse de magnétite par bioréduction de la lépidocrocite a été effectuée selon le 

protocole décrit par (Zegeye et al., 2011). Une suspension de Shewanella putrefaciens d’une 
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densité cellulaire inférieure à 1,2 ×109 cellules mL-1 (concentration finale) a été utilisée pour 

inoculer le milieu contenant 160 mM de méthanoate de sodium, 300 mM de lépidocrocite et 

100 µM d’AQDS. Le milieu est incubé un mois à 30 °C, le précipité obtenu correspond à de 

la magnétite, dite biomagnétite (M3). 

II.3. Analyses chimiques et instrumentation 

Les concentrations des espèces Fe(II) et le Fe total (solide + solution) ont été 

analysées par la méthode de la ferrozine en chambre anaérobie après extraction dans HCl 2 M 

(Viollier et al., 2000). Le potentiel rédox et le pH de la solution ont également été mesurés. 

Des analyses du solide en microscopie électronique par transmission (MET) ont été 

menées via le microscope électronique par transmission CM20/STEM Philips avec une 

tension d’accélération de 200 kV. Une goutte de la suspension a été déposée sur une grille 

recouverte de carbone amorphe et introduite dans le porte-échantillon du microscope sous un 

vide de 10−8 Torr. Des caractérisations par spectroscopie Raman à l’air ambiant ont été aussi 

réalisées après avoir préalablement séché l’échantillon en chambre anaérobie. Des analyses 

complémentaires ont été menées en DRX (λKα: 1,79026 Å) en conditions anoxiques afin de 

caractériser avec une plus grande certitude les phases secondaires issues de la bioréduction de 

la magnétite suspectées par spectroscopie Raman. Pour réaliser ces analyses sous atmosphère 

inerte (95 % N2, 5 % H2), les suspensions de magnétites bioréduites ont été centrifugées à 

5000 g, concentrées et lavées trois fois avec de l’eau pure dégazée avant d’être déposées 

goutte à goutte sur un coupon de silicium afin de former un film homogène après un séchage 

de 24 h en boîte à gants (Figure 40a). Un dôme en plastique vient fermer hermétiquement le 

film sec et conserver des conditions anoxiques lors de l’analyse DRX (Figure 40b). 

La surface spécifique des trois types de magnétites synthétisés a été déterminée par 

la méthode de Brunauer Emmett Teller (BET) en séchant préalablement les minéraux en 

boîte à gants. 
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Figure 40. Photographies d'un film de magnétite bioréduite sur un coupon de silicium (a) recouvert d'un 

dôme en plastique avec couteau pour conserver une atmosphère inerte (b). 

III. Résultats et discussion 

III.1. Caractérisation des nanoparticules de magnétite synthétisées 

La stœchiométrie ou la non-stœchiométrie de la magnétite Fe3-(O4 est définie par la 

valeur du paramètre ( (0 ) ( ) 0,33) qui représente l’écart à la stœchiométrie Fe3O4. La 

valeur de ( est directement reliée à la fraction molaire x selon la formule

! ! !" !!! !" !!! ! !" !!  où x est compris entre 0,67 et 1. Les valeurs de x pour 

les magnétites M1, M2 et M3 ont été mesurées par dosage des espèces Fe(II) et Fe(tot) dans la 

suspension (Tableau 12). Ces valeurs sont très proches d’une magnétite stœchiométrique où

x = 0,67, quelle que soit la voie de synthèse (coprécipitation, oxydation de la rouille verte 

carbonatée, ou bioréduction de la lépidocrocite). 

Tableau 12. Stœchiométrie x, surface spécifique, diamètre moyen et diamètre apparent des magnétites 

M1, M2 et M3. 

 Stœchiométrie ! Surface spécifique 
(m2 g-1) dmoy (nm) dapp (nm) 

M1 0,67 ± 0,03 83 ± 2 14 14,0 ± 0,1

M2  0,68 ± 0,02 49 ± 3 24 23,6 ± 0,2 

M3 0,66 ± 0,03 29 ± 5 40 40,0 ± 0,6 

a) b) 
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Les spectres Raman de M1, M2 et M3 ont permis de confirmer la formation de 

magnétite par la présence de bandes caractéristiques à ~ 310 cm-1, ~ 536 cm-1, et ~ 666 cm-1 

(Figure 41) (de Faria et al., 1997). La présence d’une symétrie bilatérale sur la bande à 

~ 666 cm-1 ainsi que l’absence d’épaulement à ~ 700 cm-1 conforte respectivement la 

stœchiométrie des magnétites synthétisées et l’absence d’une phase maghémite (présentant la 

même structure que la magnétite mais ne contenant que du fer ferrique) (de Faria et al., 

1997).  

Figure 41. Spectres Raman des magnétites M1 (a), M2 (b), et M3 (c) avec l’attribution des bandes 

principales d’absorption. 

Les analyses DRX de M1, M2 et M3 confirment la présence de magnétite dans les 

milieux de synthèse (Figure 42). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42. Diffractogramme de la magnétite M1 (ceux de M2 et M3 sont identiques). 
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La morphologie et la taille des particules M1, M2 et M3 ont été déterminées par 

MET. Les particules de magnétites synthétisées sont monocristallines, monodisperses, de 

forme octaédrique et non agglomérées (Figure 43). Déterminé de façon statistique à partir de 

la mesure d’un échantillon de 200 particules à l’aide d’un programme informatique, le 

diamètre moyen dmoy des particules de magnétites diffère selon la voie de synthèse : 

dmoy, M1 = 14 nm, dmoy, M2 = 24 nm, et dmoy, M3 = 40 nm (Tableau 12, Figure 43). Ces 

diamètres moyens sont en accord avec les diamètres apparents dapp calculés à partir de la 

surface spécifique des particules de magnétite déduites de l’isotherme d’adsorption à l’azote 

à l’aide de la BET (en considérant les particules comme sphériques) (Eq. 23). 

𝑑!"" = 6000 𝜌  ×  𝑆     (Eq. 23) 

Avec dapp le diamètre apparent (nm), ρ la masse volumique (g cm-3) (5,18 g cm-3 pour la 

magnétite) et S la surface spécifique (m2 g-1). 

Les surfaces spécifiques déterminées par BET étant renseignées dans le Tableau 12, les 

diamètres apparents sont : dapp, M1 = 14,0 ± 0,1 nm, dapp, M2 = 23,6 ± 0,2 nm ; 

dapp, M3 = 40,0 ± 0,6 nm. 

III.2. Suivi de la bioréduction du fer ferrique 

III.2.1. Influence de la densité bactérienne sur la cinétique de bioréduction 

de la magnétite 

Dès le premier jour d’incubation et quelles que soient les conditions testées, la 

réduction des espèces Fe(III) des magnétites en présence de Shewanella putrefaciens et de 

dihydrogène est amorcée et ne présente pas de phase apparente de latence (Figure 44). Au-

delà de sept jours, la concentration en espèces Fe(III) se stabilise alors qu’il reste encore 

70 % à 90 % de fer ferrique dans les essais avec 1,2 × 109 cellules mL−1 (Figure 44a) et 92 % 

à 96 % dans les essais avec 0,4 × 109 cellules mL−1 (Figure 44b). Cela peut signifier que : i) 

le donneur d’électrons H2 est épuisé, ou ii) qu’il n’y a plus de fer ferrique biodisponible, ou 

encore iii) que l’intégrité membranaire des bactéries a été affectée. 
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Figure 43. Micrographies des particules de magnétites M1 (a), M2 (b) et M3 (c). Les médaillons en (a) et (b) représentent les clichés de diffraction des électrons pour 

les particules de magnétites M1 et M3. 

100 nm 100 nm 100 nm 

a) b) c) 

dmoy, M1 = 14 nm 

dmoy, M2 = 24 nm 

dmoy, M3 = 40 nm 
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En absence de bactéries ou en présence de bactéries tuées (par la chaleur), aucune 

réduction du fer ferrique n’a été observée (Tableau 13, Figure 44a), confirmant que la 

réduction des espèces Fe(III) est bien le fait d’une activité biologique. De plus, la réduction 

microbienne du fer ferrique couplée à l’oxydation du dihydrogène apporte suffisamment 

d’énergie pour assurer la croissance des bactéries du genre Shewanella si l’ensemble des 

besoins nutritifs sont satisfaits (Roden & Zachara, 1996). Rappelons que dans notre cas, le 

milieu d’incubation ne supporte pas la croissance bactérienne par omission délibérée du 

phosphate, évitant ainsi la formation « parasite » de vivianite.  

Figure 44. Suivi de la réduction des espèces Fe(III) des magnétites M1, M2 et M3 par Shewanella 

putrefaciens : (a) densité cellulaire de 1,2 ×  109 cellules mL−1, bactéries tuées et témoin sans 

bactérie; (b) densité cellulaire de 0,4 ×  109 cellules mL−1. Les traits en pointillé représentent 

les ajustements de la cinétique de réduction du fer ferrique selon une équation de pseudo-

premier ordre. Les tangentes à l’origine ont été tracées afin de déterminer la vitesse initiale r0 

(mM j-1) correspondant à la pente de la tangente, et la constante cinétique kobs (j-1) calculée à 

partir de la formule [Fe(III)]0 = r0 × kobs, avec [Fe(III)]0 la concentration initiale en fer 

ferrique (mM). Les barres d’erreurs (n=2) peuvent être masquées par la taille des symboles. 
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Tableau 13. Données de bioréduction des magnétites M1, M2 et M3 par Shewanella putrefaciens : concentration bactérienne initiale, vitesse initiale r0 de réduction du 

fer ferrique de la magnétite, constante de cinétique kobs, quantité de magnétite bioréduite, et nature des minéraux secondaires formés. RV = rouille 

verte carbonatée, S = sidérite, FS = sulfates de fer (en traces). « n.d. » et « l.d. » signifient respectivement « non détectable » et « limite de détection de 

10-6 M »  

 
  

Densité cellulaire 

(× 109 cellules mL-1) 

r0 

(mM j-1) 

kobs 

(j-1) 

Pourcentage de 

magnetite 

bioréduite (%) 

Minéraux 

secondaires 

générés 

   0 j  21 j 21 j 

M1 
1,2 ± 0,1 1,80 ± 0,30 0,180 ± 0,070 31 ± 2 RV, S, FS 

0,4 ± 0,1 0,63 ± 0,04 0,070 ± 0,020 9 ± 1 RV, S, FS 

M2 
1,2 ± 0,1 0,84 ± 0,15 0,080 ± 0,023 17 ± 5 RV, S, FS 

0,4 ± 0,1 0,31 ± 0,01 0,030 ± 0,001 6 ± 1 S, FS 

M3 
1,2 ± 0,1 0,47 ± 0,11 0,041 ± 0,021 12 ± 1 RV, S, FS 

0,4 ± 0,1 0,17 ± 0,01 0,016 ± 0,001 4 ± 2 FS 

Contrôle M1 avec 

bactéries tuées 
1,2 ± 0,1 _ _ < l.d. n.d. 

Contrôle M1 

abiotique 
n.d. _ _ < l.d. n.d. 
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En effet, une baisse uniforme de la concentration cellulaire d’un logarithme est 

observée en une semaine pour tous les essais, i.e. de 1,2 × 109 cellules mL−1 à 1,0 × 108 

cellules mL−1, et de 0,4 × 109 cellules mL−1 à 0,3 × 108 cellules mL−1. 

D’après la stœchiométrie de la réaction de réduction des espèces Fe(III) par le 

dihydrogène (Eq. 24), 1 mole de H2 réagit avec 2 moles de fer ferrique. 

2𝐹𝑒 𝐼𝐼𝐼 +   𝐻! = 2𝐹𝑒 𝐼𝐼 + 2𝐻!     (Eq. 24) 

Dans nos conditions expérimentales, le fer ferrique a été introduit à une concentration de 

~ 10 mM pour un volume liquide de 80 mL (Tableau 14), soit une quantité de matière 

nFe(III) = 0,8 mmoles. La quantité de matière de dihydrogène total disponible dans le milieu 

d’incubation est, d’après la loi des gaz parfaits (Eq. 25), nH2 = 0,8 mmoles à 1,6 mmoles. 

Ainsi, le réactif limitant est le fer ferrique d’après l’équation (Eq. 24). Il y a donc 

suffisamment de dihydrogène dans les flacons d’incubation pour réduire tout le fer ferrique 

de la magnétite par l’activité de Shewanella putrefaciens. 

𝑃  ×  𝑉 = 𝑛  ×  𝑅  ×  𝑇      (Eq. 25) 

Avec P la pression du gaz (Pa), V le volume occupé par le gaz (m3), n la quantité de matière 

(moles), R la constante universelle des gaz parfaits (8,314 J K-1 mol-1), et T la température 

absolue (K). 

Cependant, un plateau de bioréduction est présent pour l’ensemble des 

expérimentations après une semaine d’incubation (Figure 44). Cette baisse de cinétique de 

réduction microbienne du fer ferrique n’est donc pas due à l’épuisement de la ressource en 

dihydrogène dans les milieux d’incubation. De plus, l’éventualité d’une fuite en H2 est exclue 

du fait de la conception même du réacteur (flacon en verre épais, bouchon hermétique en 

butyle de 1 cm d’épaisseur), et de la vérification constante d’absence de fuite à l’aide de 

surfactants. En revanche, la baisse de pression dans l’espace de tête engendrée par les 

prélèvements successifs (2,5 mL) suffirait à diminuer la disponibilité de H2 dans la fraction 

liquide, d’après la loi de Henry, et donc à faire baisser rapidement la cinétique de réduction 
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des espèces Fe(III). Il n’est donc pas étonnant qu’un plateau de bioréduction soit atteint pour 

l’ensemble des essais, les prélèvements successifs ayant été homogènes, après une semaine 

de réaction (Figure 44). De plus, des points d’analyse complémentaires ont été effectués à 

21 j, 1 an et 1,5 an et montrent que la concentration en fer ferrique en suspension n’a pas 

évoluée, confortant ainsi la stabilité du système sur au moins une échelle de temps à l’année. 

Tableau 14. Concentrations initiales et finales en espèces Fe(III), variations du potentiel rédox Eh et du 

pH au cours de la bioréduction des magnétites M1, M2 et M3 par Shewanella putrefaciens en 

présence de H2. Les concentrations finales en espèces Fe(III), le potentiel rédox et le pH 

n’ont pas évolué à 21 j, 1 an et 1 an et demi. « n.d. » signifie « non déterminé ». 

 
Densité cellulaire 

(× 109 cellules mL-1) 

[Fe(III)] 

(mM) 

Eh 

(mV) 
pH 

  0 j 7 j 1½ an 0 j 7 j 1½ an 0 j 7 j 1½ an 

M1 

1,2 ± 0,1 
10,0 

± 0,9 

6,9 

± 0,8 

6,8 

± 0,2 

-255 

± 3 

-513 

± 1 

-510 

± 5 

7,02 

± 0,01 

7,55 

± 0,03 

7,56 

± 0,02 

0,4 ± 0,1 
9,0 

± 0,5 

8,2 

± 0,4 

8,1 

± 0,2 

-258 

± 3 

-420 

± 1 

-417 

± 4 

6,99 

± 0,03 

7,38 

± 0,04 

7,40 

± 0,03 

M2 

1,2 ± 0,1 
10,5 

± 0,4 

8,2 

± 0,2 

8,2 

± 0,2 

-269 

± 1 

-454 

± 15 

-456 

± 7 

7,07 

± 0,02 

7,50 

± 0,07 

7,52 

± 0,03 

0,4 ± 0,1 
10,2 

± 0,1 

9,6 

± 0,1 

9,7 

± 0,2 

-248 

± 11 

-397 

± 4 

-399 

± 5 

7,04 

± 0,04 

7,40 

± 0,02 

7,38 

± 0,04 

M3 

1,2 ± 0,1 
11,4 

± 0,1 

10,0 

± 0,1 

9,9 

± 0,1 

-268 

± 6 

-335 

± 8 

-330 

± 4 

7,07 

± 0,02 

7,25 

± 0,03 

7,27 

± 0,02 

0,4 ± 0,1 
10,8 

± 0,2 

10,4 

± 0,1 

10,3 

± 0,1 

-259 

± 1 

-315 

± 2 

-311 

± 6 

6,98 

± 0,02 

7,21 

± 0,01 

7,20 

± 0,03 

Contrôle M1 

bactéries 

tuées 

1,2 ± 0,1 
10,5 

± 0,3 

10,4 

± 0,5 

9,9 

± 0,8 

-265 

± 4 

-261 

± 3 

-262 

± 6 

6,93 

± 0,04 

7,02 

± 0,02 

7,05 

± 0,02 

Contrôle M1 

abiotique 
n.d. 

10,3 

± 0,3 

10,6 

± 0,4 

10,5 

± 0,5 

-251 

± 2 

-256 

± 3 

-254 

± 3 

6,88 

± 0,03 

7,01 

± 0,03 

6,98 

± 0,04 

Lorsque la densité bactérienne est divisée par un facteur 3 (1,2 × 109 à 0,4 × 109 

cellules mL−1), la quantité des espèces Fe(III) réduites diminue également d’un facteur 3 : la 
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fraction de M1 réduite est abaissée de 31 % à 9 %, celle de M2 de 17 % à 6 %, et celle de M3 

de 12 % à 4 % (Tableau 13, Figure 44). Il en est de même pour les vitesses initiales r0 des 

magnétites M1, M2 et M3 qui diminuent respectivement de 1,80 mM j-1 à 0,63 mM j-1, de 

0,84 mM j-1 à 0,31 mM j-1, et de 0,47 mM j-1 à 0,17 mM j-1. Les constantes cinétiques kobs 

sont aussi impactées d’un facteur 3 par la diminution de la concentration initiale en bactéries, 

passant de 0,180 j-1 à 0,070 j-1 pour M1, de 0,080 j-1 à 0,030 j-1 pour M2, et de 0,041 j-1 à 

0,016 j-1 pour M3. Ces résultats suggèrent donc que plus la concentration bactérienne est 

élevée, plus la vitesse initiale r0 de réaction et donc le kobs sont importants, et plus la quantité 

d’espèces Fe(III) réduites est conséquente. Ainsi, la réduction de la magnétite serait 

directement corrélée à l’activité bactérienne de Shewanella putrefaciens. 

III.2.2. Impact de la cinétique de bioréduction de la magnétite par les 

variations de surfaces spécifiques 

Pour une densité bactérienne donnée, i.e. 1,2 × 109 cellules mL−1, les trois types de 

magnétites M1, M2 et M3 – ayant une surface spécifique respective de 83 m2 g-1, 49 m2 g-1 et 

29 m2 g-1 (Tableau 12) – présentent un taux de bioréduction de : 31 %, 17 % et 12 % 

(Tableau 13, Figure 44a). Le facteur de 1,7 entre chacune des surfaces spécifiques des 

magnétites étudiées se répercute donc sur la quantité de fer ferrique bioréduite en présence 

d’une forte densité cellulaire. Cette constatation est aussi valable à une plus faible 

concentration bactérienne (0,4 × 109 cellules mL−1) où les fractions respectives de magnétites 

M1, M2 et M3 réduites sont : 9 %, 6 % et 4 % (Tableau 13, Figure 44b). De même, les 

vitesses initiales r0 et les constantes cinétiques kobs de la réduction de la magnétite diminuent 

d’un facteur 1,7 lorsque la surface spécifique des magnétites décroît aussi d’un facteur ~ 1,7 

quelles que soient les densités cellulaires initiales. Par exemple à 1,2 × 109 cellules mL−1, 

r0(M2) = 0,84 ± 0,15 mM j-1 et r0(M3) = 0,47 ± 0,11 mM j-1 (Tableau 13, Figure 44a) 

présentent un facteur de 1,79 ± 0,15 entre les deux vitesses initiales pour une variation de la 

surface spécifique des particules M2 et M3 d’un facteur 1,69 ± 0,09 (Tableau 12). 

Ainsi, plus la surface spécifique de la magnétite est importante, plus la cinétique de 

réduction (r0 et kobs) de la magnétite est élevée et plus la fraction des espèces Fe(III) réduites 

est importante. En effet, l’augmentation de la surface de contact des particules de magnétite 
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améliore son accessibilité pour la réduction dissimilatrice des espèces Fe(III) par Shewanella 

putrefaciens, comme démontré précédemment sur des particules de ferrihydrite, 

lépidocrocite, goethite ou encore hématite (Roden & Zachara, 1996 ; Dong et al., 2000 ; 

Glasauer et al., 2003 ; Bonneville et al., 2004 ; Bose et al., 2009). La réduction dissolutive 

microbienne de la magnétite s’effectueraient par : i) un contact direct entre les cellules et la 

surface de l’oxyde de fer (Arnold et al., 1988 ; Kostka & Nealson, 1995 ; Lovley, 1997 ; 

Dong et al., 2000), ii) la présence de navettes à électrons – telles que les substances humiques 

ou encore certains acides aminés comme la cystéine – qui, réduites par un système 

enzymatique bactérien, diffuseraient jusqu’à la magnétite pour céder leurs électrons de 

manière purement abiotique (Lovley, 2008 ; Kappler et al., 2014), iii) des appendices 

conducteurs (nanowires) présents à la surface de Shewanella putrefaciens qui permettraient 

un transfert d’électrons depuis la cellule jusqu’à son point de contact à la surface de l’oxyde 

de fer (Gorby et al., 2006 ; Pirbadian et al., 2014). Cependant, cette dernière hypothèse 

soulevant l’implication des appendices conducteurs dans la réduction microbienne de la 

magnétite est peu probable dans nos conditions expérimentales car il n’y a pas eu carence de 

l’accepteur externe d’électrons (ici, le Fe(III) de la magnétite) qui est une condition 

nécessaire à l’expression de ces nanowires (Gorby et al., 2006). Des observations en 

microscopie électronique à transmission ont révélé que Shewanella putrefaciens souche 

CN32 était entourée de cristaux de magnétite suggérant des interactions minéral/bactérie via 

des polymères bactériens extracellulaires, probablement des exopolysaccharides (EPS) (Dong 

et al., 2000 ; Vu et al., 2009). La présence de polymères extracellulaires générés par 

Shewanella putrefaciens au contact d’oxyhydroxydes de fer augmenterait dès lors la 

biodisponibilité du fer dans l’environnement immédiat des cellules (Beveridge et al., 1997). 

Ainsi, le contact direct minéral/bactérie, et de ses polymères extracellulaires, pourraient 

favoriser le processus de réduction dissolutive de la magnétite. 

La réduction bactérienne directe de la magnétite serait donc liée à un phénomène de 

biodisponibilité du fer ferrique couplé probablement à un mécanisme de dissolution/re-

précipitation. 



133 

III.2.3. Effets de la concentration bactérienne et des surfaces spécifiques des 

magnétites sur le potentiel rédox et le pH 

Le potentiel rédox Eh dans les milieux de culture contenant les trois types de 

magnétites M1, M2 et M3 lors de l’inoculation de Shewanella putrefaciens est identique et 

vaut ~ - 260 ± 9 mV (Tableau 14, Figure 45). Au cours de l’incubation, le potentiel rédox de 

la suspension Eh chute de – 315 mV à – 513 mV selon les conditions, alors que le pH 

augmente très légèrement (de ~ 7,0 à ~ 7,5) (Tableau 14, Figure 46). La réduction de la 

magnétite est pH-dépendante selon Kostka & Nealson (1995) : lorsque 5 ≤ pH ≤ 6,5, la 

réaction est thermodynamiquement favorable pour une oxydation théorique complète du 

glucose ; à un pH > 6,5, la réaction n’est pas favorable thermodynamiquement. Cependant, le 

changement d’énergie libre de la réduction de la magnétite ΔrG0 est influencé à la fois par le 

donneur d’électrons (e.g. glucose vs H2) et par la précipitation des phases ferreuses telles que 

sidérite, vivianite ou encore rouille verte. 

Figure 45. Evolution des potentiels rédox des trois types de magnétites M1, M2 et M3 au cours de la 

réduction des espèces Fe(III) en Fe(II) par Shewanella putrefaciens à forte densité cellulaire 

(a) ou plus faible densité cellulaire (b). Les barres d’erreurs (n=2) peuvent être masquées par 

la taille des symboles. 
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Figure 46. Variations des pH durant l'incubation de Shewanella putrefaciens à 1,2 ×  109 cellules mL−1 (a) 

et 0,4 ×  109 cellules mL−1 (b) en présence de H2 et de magnétite. Les barres d’erreurs (n=2) 

peuvent être masquées par la taille des symboles. 

 

La formation de minéraux secondaires est en générale négligée au cours des 

réactions, elle permet pourtant d’expliquer le déroulement de la réduction microbienne de la 

magnétite à des pH supérieurs à 7. Par exemple, si nous considérons que la rouille verte 

carbonatée est un produit secondaire susceptible d’être précipité au cours de la réduction 

dissolutive de la magnétite par Shewanella putrefaciens en présence de dihydrogène (Eq. 26), 

l’enthalpie libre standard de la réaction ΔrG0 peut être calculée d’après la loi de Hess 

(Eq. 27). 

2 FeIIFeIII
2O4 + H2 + HCO3

− + H+ + 4 H2O = FeII
4FeIII

2(OH)12CO3 (Eq. 26) 

∆!𝐺!(!) = 𝜈!   ×  ∆!𝐺!!(!) − 𝜈!   ×  ∆!𝐺!!(!)
!!

 

(Eq. 27) 

Avec : - i, j correspondant respectivement aux réactifs et produits de la réaction 

-T, la température standard fixée à 298,15 K 

- ν, le coefficient stœchiométrique de l’espèce chimique considérée 
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- ΔfG0
(T) l’enthalpie libre de formation à la température T égale à – 1172,67 kJ mol-1 

pour la magnétite (O'Neill, 1987), – 586,29 kJ mol-1 pour les ions bicarbonates (Lide 

& Frederickse, 1995), – 237,18 kJ mol-1 pour l’eau (Lide & Frederickse, 1995), 

et – 4039,97 kJ mol-1 pour la rouille verte carbonatée (Drissi et al., 1995). 

L’enthalpie libre de la formation de la magnétite à 298,15 K a été calculée d’après les 

données de O’Neill (1987) où ΔfH0
(T) = 1115,43 kJ mol-1 et S0

(T) = 191,99 J K-1 mol-1 selon 

l’équation (27) (Eq. 28) : 

∆!𝐺!(!) =   ∆!𝐻
!
(!)
− 𝑇  ×  𝑆!(!)    (Eq. 28) 

L’enthalpie libre standard de la réaction ΔrG0 de réduction microbienne en présence de 

dihydrogène de la magnétite en rouille verte carbonatée (Eq. 26) vaut – 159,62 kJ mol-1. 

Etant inférieure à zéro, cette réaction est donc exergonique, i.e. que la réaction est 

thermodynamiquement favorable. En revanche, la réduction dissolutive en présence de H2 de 

la magnétite en fer ferreux (ΔfG0
(T)(Fe2+) = – 91,5 kJ mol-1 (Drissi et al., 1995)) est de + 

3788,85 kJ mol-1. Cette réaction est donc endergonique et thermodynamiquement 

défavorable. Ainsi, la prise en compte de la nature des minéraux secondaires générés au cours 

de la réduction dissolutive de la magnétite par Shewanella putrefaciens en présence de 

dihydrogène est essentielle pour expliquer que cette réaction est thermodynamiquement 

favorable. 

En présence de la plus forte densité cellulaire, dite « FD » (1,2 × 109 cellules mL−1), 

la diminution de Eh est d’autant plus marquée, à 7 jours, lorsque la surface spécifique des 

particules de magnétites est élevée:  

- Eh, M3, FD, 7 j = - 335 mV ; 

- Eh, M2, FD, 7 j = - 454 mV ; 

- Eh, M1, FD, 7 j = - 513 mV (Tableau 14, Figure 45a). 

Il en est de même avec la plus faible concentration bactérienne, dite « fd » 

(0,4 × 109 cellules mL−1) : 
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- Eh, M3, fd, 7 j = - 315 mV ; 

- Eh, M2, fd, 7 j = - 397 mV ; 

- Eh, M1, fd, 7 j = - 420 mV (Tableau 14, Figure 45b). 

En absence de bactéries ou avec des bactéries tuées par la chaleur, le potentiel rédox et le pH 

n’évoluent pas au cours du temps. 

III.3. La rouille verte carbonatée et la sidérite : des minéraux 

secondaires biogénérés lors de la réduction microbienne de la 

magnétite 

Les solides présents dans les milieux d’incubation à l’issue de la bioréduction de la 

magnétite ont été caractérisés en spectroscopie Raman (Figure 47). Seules les solides des 

expériences menées à forte densité cellulaire (1,2 × 109 cellules mL−1) présentant un taux de 

bioréduction de la magnétite supérieur à 10 % ont été analysées (Tableau 13). Les spectres 

Raman des solides présents dans les milieux de culture avec les trois types de magnétites M1, 

M2 et M3 semblent exhiber après la bioréduction un profil commun avec des raies larges peu 

intenses : 183-187 cm-1, 223 cm-1, 261 cm-1, 286 cm-1, 328-339 cm-1, 375-380 cm-1, 403 cm-1, 

447 cm-1, 491 cm-1, 505-508 cm-1, 668-672 cm-1 et 700-719 cm-1, rendant difficile 

l’attribution de ces fréquences à des composés à base de fer défini (Figure 47).  

Figure 47. Spectres Raman des particules de magnétites M1 (a), M2 (b) et M3 (c) avant bioréduction (noir) 

et post-bioréduction (bleu). 
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Cependant, la présence de sidérite (183-187 cm-1, 286 cm-1, 491 cm-1), rouille verte 

carbonatée (223 cm-1, 447 cm-1, 505-508 cm-1, 668-672 cm-1), magnétite (668-672 cm-1), et 

maghémite (700-719 cm-1) peut-être suspectée (de Faria et al., 1997 ; Romaine, 2014). La 

formation de maghémite suggère que nos échantillons ont subi une oxydation à l’air lors de 

l’accumulation de signal malgré une faible puissance de sortie du laser (200 mW) et une 

densité optique importante (1,9) permettant de limiter l’échauffement des phases analysées. 

Des analyses en conditions anoxiques, à l’aide d’une cellule hermétiquement fermée sous 

atmosphère inerte, auraient sans doute permis une meilleure identification des phases 

secondaires générées post-bioréduction de la magnétite. 

Les diffractogrammes obtenus sur l’intégralité des échantillons post-bioréduction 

confirment bien la présence de rouille verte carbonatée, sidérite et magnétite suspectée lors 

des analyses en spectroscopie Raman (Figure 48). De plus, une nouvelle phase secondaire est 

détectée en traces : les sulfates de fer suggérant une légère précipitation entre les espèces du 

fer biogénérée et les sulfates présents en quantité importante dans le milieu de culture 

(Figure 48). La présence de magnétite sur tous les diffractogrammes post-bioréduction 

signifie que ce minéral n’a pu être réduit en totalité par l’activité bactérienne (Figure 48), ce 

qui est en accord avec les fractions de fer ferrique réduit s’élevant de 4 % (pour la magnétite 

biogénique M3 inoculée avec 0,4 × 109 cellules mL−1) à 31 % (pour la magnétite coprécipitée 

M1 inoculée avec 1,2 × 109 cellules mL−1) (Tableau 13, Figure 44). Lorsque les quantités 

des espèces Fe(III) réduites sont supérieures à 4 ± 2 %, la sidérite apparaît dans le milieu de 

culture suite à une coprécipitation des espèces Fe(II) biogénérées avec les ions bicarbonates 

(Eq. 29) (Tableau 13, Figures 44 et 48a-e). 

FeIIFeIII
2O4 + 3 H2 + HCO3

− + H+ = 3 FeIICO3 + 4 H2O  (Eq. 29) 

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Dong et al. (2000) où la formation de 

sidérite, liée à la bioréduction (Shewanella putrefaciens CN32) de la magnétite 

« biogénique » par 2 à 3 × 108 cellules mL−1, s’effectue dans un milieu carbonaté non 

tamponné (Dong et al., 2000). 
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Figure 48. Diffractogrammes des magnétites partiellement bioréduites par Shewanella putrefaciens en présence de H2 : (a) M1 + 1,2 ×  109 cellules mL−1; (b) M1 + 0,4 

×  109 cellules mL−1; (c) M2 + 1,2 ×  109 cellules mL−1; (d) M2 + 0,4 ×  109 cellules mL−1; (e) M3 + 1,2 ×  109 cellules mL−1; (f) M3 + 0,4 ×  109 cellules mL−1; (g) 

diffractogrammes de référence. M = magnétite; RV = rouille verte carbonatée, S = sidérite et FS = sulfate de fer en traces. 
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Les solides présents dans les expériences menées avec des bactéries tuées ou sans 

bactérie ont été aussi caractérisés en spectroscopie Raman et diffraction des rayons X après 

des périodes d’incubation de 21 jours et un an, et la magnétite est bien la seule phase 

observée. 

La formation de rouille verte au cours de la réduction microbienne de la magnétite 

n’avait, à notre connaissance, jamais été démontrée jusqu’à présent. C’est une rouille verte 

carbonatée qui est obtenue dans nos conditions expérimentales, lorsque la fraction de 

magnétite bioréduite est supérieure à 9 ± 1 % dans nos conditions expérimentales, la rouille 

verte carbonatée est mise en évidence (Tableau 13, Figure 48a, b, c, e). Les espèces Fe(II) 

biogénérées précipiteraient avec les espèces Fe(III) et les ions bicarbonates pour conduire à la 

formation de rouille verte carbonatée selon l’équation (26) présentée précédemment (Eq. 26). 

La microscopie électronique à transmission effectuée sur les magnétites M1, M2 et 

M3 bioréduites en présence de 1,2 × 109 cellules mL−1 de Shewanella putrefaciens montre 

une morphologie hexagonale des cristaux de rouille verte avec un diamètre moyen de 

550 ± 10 nm (Figure 49). La diffraction des électrons sur ces particules correspond bien aux 

distances interréticulaires dhk0 d’une rouille verte carbonatée et nous permet de remonter au 

paramètre de maille moyen a = b = 3,17 ± 0,03 Å (Tableau 15, Figure 49b - médaillon). 

Cette valeur du paramètre a est très proche de celle déterminée antérieurement par diffraction 

des rayons X (Drissi et al., 1995). 

Tableau 15. Détermination des distances interréticulaires des particules de rouilles vertes carbonatées et 

du paramètre de maille a sachant que la rouille verte carbonatée cristallise dans un réseau 

rhomboédrique qui peut être décrit dans une maille hexagonale triple de base (a, b). 

dhkl 
(notre étude) 

h k l 

Paramètres 

de maille 

(Å) 

2,75 1 0 0 a = 3,14 

1,60 1 1 0 a = 3,20 
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Figure 49. Micrographies des particules de rouille verte carbonatée obtenues par bioréduction partielle des magnétites M1 (a), M2 (b) et M3 (c). Le médaillon dans le 

cadre (b) représente le cliché de diffraction des électrons d’une particule de rouille verte carbonatée permettant de remonter aux paramètres de maille 

a = b = 3,20 Å et c = 22,23 Å (Aissa et al., 2006). Les particules de magnétites (M) restantes sont associées aux cristaux de rouilles vertes carbonatées 

(RV). 
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La rouille verte carbonatée formée par bioréduction de la magnétite en présence de 

dihydrogène est stable au cours du temps. Un an et demi après les premières caractérisations, 

les particules sont toujours identifiables en DRX ou en MET (données non montrées). Les 

EPS de Shewanella putrefaciens (ou issues d’autres systèmes comme ceux des boues 

d’épuration) stabilisent les minéraux secondaires, tels que la rouille verte carbonatée, générés 

à partir de la bioréduction des oxydes de fer (Jorand et al., 2013 ; Zegeye et al., 2014). Il 

s’agirait probablement de polysaccharides comme cela a été rapporté pour la souche 

Shewanella alga BrY par marquage à la ferritine (Urrutia & Fredrickson, données non 

publiées) (Dong et al., 2000). 

III.4. Diagramme de Pourbaix : validation du processus de 

dissolution/reprécipitation au cours de la réduction microbienne de la 

magnétite 

Les minéraux secondaires, rouille verte carbonatée et sidérite, ayant été caractérisés 

et validés par plusieurs techniques d’analyses du solide (spectroscopie Raman, DRX et 

MET), nous pouvons tracer les diagrammes de Pourbaix du fer en solution aqueuse 

carbonatée à 25 °C, pour une activité des espèces carbonate de 0,01 et une activité des 

espèces fer de 0,015 (Figure 50a). Bien que les essais de bioréduction aient été conduits à 

30 °C, cette légère variation de température par rapport à la température standard de référence 

298,15K utilisée pour construire les diagrammes de Pourbaix, n’impacte les données 

d’enthalpie libre de formation ΔfG0
(T) que très faiblement. Nous considérerons donc les 

enthalpies libres de formation des espèces à 25 °C listées dans le Tableau 16. Les équations 

d’équilibres des diagrammes de Pourbaix de la Figure 50a sont reportées dans le Tableau 

17. Les valeurs thermodynamiques utilisées pour construire ces diagrammes de Pourbaix ont 

été tirées des travaux de Refait et al. (2006). Un premier diagramme Eh-pH a été tracé en 

considérant l’existence de la phase rouille verte carbonatée GR(CO3
2-) et en omettant la 

possible existence de la phase sidérite FeCO3 (Figure 50a, trait plein noir). 
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Tableau 16. Enthalpies libres de formation utilisées pour les calculs dans les conditions standard de 

température et de pression (Refait et al., 2006). 

Espèces Degré d’oxydation ΔfG0
(T) (kJ mol-1) 

Espèces solides   

Fe0 0 0 

FeCO3(s) +2 -681 

GR(CO3
2-) 

FeII
4FeIII

2(OH)12CO3�2H2O(s) 
+7/3 -4076 

α–FeOOH(s) +3 -485,3 

Espèces liquides et 
dissoutes 

  

H2O  -237,18 

Fe2+
(aq) +2 -91,5 

H2CO3  -623,2 

HCO3
-  -586,8 

CO3
2-  -527,9 

 

Le second diagramme de Pourbaix a été établi en considérant l’existence des deux phases. 

Les équations d’équilibre impliquant la sidérite ont été représentées par une ligne bleu clair 

(Figure 50a). Le domaine de stabilité de la rouille verte carbonatée GR(CO3
2-) est 

entièrement compris dans le domaine de stabilité de la sidérite, qui est délimité par les lignes 

(6), (7), (8) et (9), démontrant que la rouille verte carbonatée est métastable au regard de la 

sidérite. 

L’ensemble des couples (Eh, pH) mesurés pour les trois types de magnétites M1, M2 

et M3, indépendamment de la densité bactérienne, sont alignés sur une droite de pente - 428 
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mV (unité de pH)-1 (Figure 50a, médaillon). Cette régression linéaire se superpose à ± 10 % 

sur la droite d’équilibre (c) du Fe(II) en solution et de la rouille verte carbonatée présentant 

une pente de – 384 mV unité de pH-1 (Tableau 17, Figure 50a). Cet alignement des couples 

(Eh, pH) expérimentaux à proximité immédiate de la droite d’équilibre (c) suggère que le 

potentiel rédox mesuré serait gouverné par l’équilibre entre les espèces Fe(II) solubles et la 

rouille verte carbonatée, plutôt que l’équilibre entre les espèces Fe(II) solubles et la magnétite 

caractérisé par une pente de – 236 mV unité de pH-1 (Figure 50b). Ces espèces 

proviendraient donc d’un mécanisme de réduction dissolutive de la magnétite par Shewanella 

putrefaciens suivi d’une recristallisation en minéraux secondaires enrichis en fer ferreux. 

Ainsi, la bioréduction de la magnétite devrait conduire à la formation des phases rouille verte 

carbonatée et sidérite, comme prédit par le diagramme de Pourbaix (Figure 50a). En effet, 

ces deux phases secondaires sont obtenues après 7 jours de réduction microbienne de la 

magnétite en présence de H2 (Figures 48 et 49). Evoqué depuis 1995 par Kostka & Nealson, 

le mécanisme de dissolution/re-précipitation de la magnétite est cohérent au vu du 

changement de structure fondamental qui s’opère en passant de la magnétite à la rouille verte 

carbonatée et/ou sidérite. Cette modification drastique de la structure cristallographique 

suggère qu’il ne peut y avoir de conversion topotactique d’un solide vers une autre phase 

solide. 
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Tableau 17. Réactions d’équilibre des différents couples rédox utilisées pour construire les diagrammes de Pourbaix (Figure 50a). 

(A) : H2 = 2 H+ + 2 e− 
Eh = 0,00 – 0,0591 pH 

(B) : H2CO3 = HCO3
− + H+ 

6,37 = pH + log([H2CO3]) – log([HCO3
−]) 

(C) : HCO3
− = CO3

2− + H+ 
10,34 = pH + log([HCO3

−]) – log([CO3
2−]) 

(1) : Fe0 = Fe2+ + 2 e− 
Eh = − 0,44 + 0,02955 log([Fe2+]) 

(2) : 6 Fe2+ + HCO3
− + 14 H2O = FeII

4FeIII
2(OH)12CO3�2H2O + 13 H+ + 2 e− 

Eh = 1,94 − 0,02955 log([HCO3
−]) - 0,3842 pH – 0,1773 log([Fe2+]) 

(3) : Fe2+ + 2H2O = α−FeOOH + 3 H+ + e− 
Eh = 0,82 – 0,1773 pH − 0,0591 log([Fe2+]) 

(4) : 6 Fe + HCO3
− + 14 H2O = FeII

4FeIII
2(OH)12CO3�2H2O + 13 H+ + 14 e− 

Eh = − 0,10 − 0,00422 log([HCO3
−]) − 0,0549 pH 

(5) : FeII
4FeIII

2(OH)12CO3�2H2O = 6 α–FeOOH + 2 H2O + HCO3
− + 5 H+ + 4 e− 

Eh = 0,26 + 0,0148 log([HCO3
−]) − 0,0739 pH 

(6) : Fe2+ + H2CO3 = FeCO3 + 2 H+ 
5,90 = log([Fe2+]) + log([H2CO3]) + 2 pH 

(7) : FeCO3 + 2 H2O = α-FeOOH + HCO3
− + 2 H+ + e−− 

Eh = 0,863 + 0,0591 log([HCO3
−]) − 0,1182 pH 

(8) : FeCO3 + 2 H2O = α-FeOOH + CO3
2− + 3 H+ + e− 

Eh = 1,473 + 0,0591 log([CO3
2−]) − 0,1773 pH 

(9) : Fe + H2CO3 = FeCO3 + 2 H+ + 2 e− 
Eh = − 0,300 − 0,0296 log([H2CO3]) − 0,0591 pH 
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Figure 50a. Superposition des diagrammes de Pourbaix du fer en solution aqueuse carbonatée à 25 °C, pour une activité des espèces carbonates de 0,01 et des 

espèces fer de 0,015. Le diagramme en ligne pleine noire est tracé en omettant FeCO3. Les données (Eh, pH) au cours de la réduction microbienne de la 

magnétite par Shewanella putrefaciens en présence de dihydrogène ont été ajoutées. Le médaillon permet de visualiser la pente de la droite Eh = f(pH) 

d’une valeur de -428 mV (unité de pH)-1. Les barres d’erreurs ont été établies pour (n=2) et elles peuvent être masquées par la taille des symboles. 
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Figure 50b. Superposition des diagrammes de Pourbaix du fer en solution aqueuse à 25 °C pour une activité des espèces carbonates de 0,01 et des espèces fer de 

0,015. Le diagramme en ligne pleine noire est tracé en omettant FeCO3, selon Vannerberg (1988). Les données (Eh, pH) au cours de la réduction 

microbienne de la magnétite par Shewanella putrefaciens en présence de dihydrogène ont été ajoutées. Tous les points expérimentaux se situent dans le 

domaine de stabilité de la magnétite en phase aqueuse. 

!"#$%&
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IV. Conclusion 

Au cours de ce chapitre IV, nous avons démontré expérimentalement et par le biais 

de considérations thermodynamiques que la réduction microbienne directe de la magnétite 

(FeIIFeIII
2O4) par une bactérie ferriréductrice, Shewanella putrefaciens, est possible à des pH 

supérieurs à 6,5 en présence de dihydrogène comme unique source de donneur d’électrons. 

Les minéraux secondaires issus de cette réduction dissolutive du fer ferrique de la magnétite 

sont la rouille verte carbonatée (FeII
4FeIII

2(OH)12CO3�3H2O) et/ou la sidérite (FeIICO3). Leur 

formation permet d’expliquer le caractère exergonique (ΔrG0 < 0 kJ mol-1) de cette réaction, 

considérée jusqu’à présent comme thermodynamiquement défavorable à des pH > 6,5 où ni 

la nature des produits secondaires de corrosion (‘Fe2+’ vs ‘rouille verte carbonatée et/ou 

sidérite’), ni la source de donneur d’électrons (‘lactate’ vs ‘dihydrogène’) n’avaient été prises 

en compte. Au cours de la bioréduction de la magnétite, le report des variations du potentiel 

rédox Eh et du pH de la suspension au sein des diagrammes de Pourbaix – prenant en 

considération la nature des minéraux secondaires produits – nous a permis de constater que 

Eh est voisin de celui du couple d’oxydoréduction Fe2+/FeII
4FeIII

2(OH)12CO3�3H2O, en accord 

avec un phénomène de réduction dissolutive de la magnétite suivie par une recristallisation de 

la rouille verte. Cette réaction est d’ailleurs accélérée lorsque les particules de magnétite 

présentent une surface spécifique élevée ou lorsque la concentration bactérienne est 

importante. 

A notre connaissance, nous montrons pour la première fois que la rouille verte peut 

être formée par bioréduction de la magnétite (réaction n° 1, Figure 51). Par conséquent, cela 

indique la réversibilité de la transformation par voie biotique de la rouille verte en magnétite 

(réaction n° 2, Figure 51). Cette dernière était jusque là considérée comme un produit final 

de la bioréduction des oxydes ferriques (réaction n° 3, Figure 51) ou d’oxydation biologique 

des composés ferreux (réaction n°4, Figure 51) avec la rouille verte comme minéral 

transitoire. La rouille verte jouerait donc bien le rôle de pivot lors des transformations 

biotiques des produits de corrosion ferrique (FeIII) et ferreux (FeII), comme l’avait proposé 

(Herbillon, 2006). 
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Figure 51. La rouille verte, un minéral pivot dans les processus de transformations microbiens du fer en 

anoxie ? 

Bioréduction de la magnétite en rouille verte (Etique et al., in preparation) : IRB 
 
Biooxydation des rouilles vertes en magnétite (Miot et al., 2014) : IONRB 
 
Bioréduction de la ferrihydrite ou lépidocrocite en magnétite (Fredrickson et al., 
1998; Ona-Nguema et al., 2002) : IRB 
 
Bioréduction de la ferrihydrite ou lépidocrocite en rouille verte (Fredrickson et al., 
1998; Ona-Nguema et al., 2002) : IRB 
 
Oxydation indirecte de la rouille verte en goethite (Etique et al., 2014) : NRB 
 
Bioréduction de la magnétite en sidérite ou vivianite (Dong et al., 2000) : IRB, et 
biooxydation de la sidérite en magnétite (Chaudhuri et al., 2001) : IONRB 
 
Oxydation indirecte de la sidérite en rouille verte (Etique et al., 2014) : NRB 
 
Bioréduction de la rouille verte en chukanovite (Ona-Nguema et al., 2009) : IRB 
 
Bioréduction de la ferrihydrite ou lépidocrocite en sidérite, vivianite ou 
chukanovite (Fredrickson et al., 1998; O’Loughlin et al., 2010) : IRB, et 
oxydation indirecte de la sidérite en goethite (Etique et al., 2014) : NRB ou 
biooxydation de la sidérite ou vivianite en goethite ou lépidocrocite (Kappler & 
Newman, 2004) : IOB 
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La magnétite, composé stable thermodynamiquement, forme un film passivant à la 

surface de l’acier non allié des colis de déchets radioactifs entreposés dans les argilites du 

Callovo-Oxfordien. Cependant, il est attendu qu’au cours du stockage, une proportion 

significative de dihydrogène sera produite, et si un biofilm bactérien se développe à 

l’interface fer / argilites il pourrait tout à fait profiter de cet apport de donneur d’électrons 

inorganiques, qui lui permettrait d’une part de répondre à ses besoins énergétiques, et d’autre 

part, d’économiser la ressource de carbone organique, sans doute limitante, pour l’engager 

uniquement dans la production de biomasse et non d’énergie. Le dihydrogène est un donneur 

majeur d’électrons pour les bactéries ferriréductrices constituant une partie de la population 

microbienne en place. Celles-ci sont capables de catalyser – via un transfert d’électrons 

depuis H2 vers l’oxyde de fer mixte – la réduction de la magnétite en divers produits de 

corrosion finaux tels que les rouilles vertes et la sidérite. Les rouilles vertes, produits de 

corrosion métastables sont donc susceptibles d’être biominéralisées au cours de la réduction 

de la magnétite, et pourraient dès lors influer sur les processus de corrosion par déplacement 

des équilibres déjà en place. Les IRB pourraient aussi être à l’origine de la formation 

d’hétérogénéités au sein de la couche de corrosion et pourraient induire des phénomènes de 

couplage galvanique (Romaine, 2014). 

Les résultats de ce travail s’inscrivent également dans le thème de la genèse des 

minéraux des gisements de fer rubanés. Ces structures géologiques constituées d’une 

alternance de couches riches en oxydes ferriques comme la magnétite et l’hématite, et de 

couches riches en carbonates ferreux comme la sidérite, auraient été formées par une activité 

bactérienne primitive où le dihydrogène serait le donneur d’électrons le plus probable 

(Konhauser, 2007). Le rapport isotopique du fer, signature de l’intervention des bactéries, 

déterminé dans des grains de magnétite de 2,9 milliards d’années est très proche de celui 

observé dans les magnétites actuelles issues de la réduction dissimilatrice des espèces Fe(III) 

(Yamaguchi et al., 2005). A savoir si la rouille verte n’aurait pas joué un rôle durant les 

activités bactériennes primitives de réduction et d’oxydation du fer reste une question 

ouverte. Son identification dans les gisements de fer rubanés renforcerait l’hypothèse de 

l’implication des bactéries dans les transformations magnétite/sidérite. 
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Chapitre V : 
 

Activités des NRB sur les films de 

magnétite/sidérite à la surface de 

l’acier non allié 
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I. Introduction 

Durant la période de stockage des déchets radioactifs en formation géologique 

profonde, la formation d’un film de magnétite surmonté d’une couche de sidérite à l’interface

acier non allié/argilites du Callovo-Oxfordien est attendue (Figure 20). Les chapitres III et 

IV de ce manuscrit visaient à accentuer les effets des bactéries sur le fer en travaillant 

respectivement avec des particules de sidérite et de magnétite en suspension présentant une 

surface de contact plus élevée que sous forme de films. Jusqu’à présent, aucune étude ne 

s’était intéressée à extrapoler l’influence des bactéries sur des particules de fer en suspension

(telles que des particules de sidérite, Figure 52a) à des films de produits de corrosion

(Figure 52b). 

Figure 52. Représentation schématique des bactéries réductrices des nitrates (NRB) avec des particules 

de sidérite en suspension et les minéraux secondaires obtenus (a), et sur des films de 

magnétite/sidérite à la surface d’un acier non allié (b). Les nitrates et du carbone organique 

servent respectivement d’accepteur et de donneur d’électrons. 

L’objectif de cette dernière partie de thèse était de synthétiser, par voie 

électrochimique, des films de magnétite/sidérite à la surface de l’acier non allié, puis de les 
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mettre en présence de NRB telles que Klebsiella mobilis (Figure 52b). Nous avons montré 

précédemment que l’activité de cette souche NRB entraînait l’oxydation de la sidérite 

particulaire en rouille verte carbonatée et goethite, l’obtention de ces deux minéraux étant 

conditionnée par la quantité de nitrites biogénérés par Klebsiella mobilis (Figure 52a). Ces 

transformations de la sidérite sont-elles observées lorsque celle-ci est présente dans le milieu 

d’incubation sous forme de film surmontant une couche de magnétite à la surface d’un acier 

non allié ? 

II. Matériels et méthodes 

II.1. Génération par polarisation anodique à courant imposé d’un film 

de magnétite/sidérite à la surface d’un coupon en acier non allié 

Les compétences en électrochimie permettant de générer une bicouche de 

magnétite/sidérite à l’interface acier non allié/argilites du Callovo-Oxfordien ont été acquises 

au Laboratoire des Sciences de l’Ingénieur pour l’Environnement (LaSIE UMR 7356) sous la 

direction du Professeur Philippe REFAIT et du Docteur Alexandre ROMAINE au cours de 

trois séjours d’une semaine. Ces techniques de synthèse électrochimique ont ensuite été 

transférées et appliquées au LCPME avec l’aide de l’équipe ELAN (chimie et électrochimie 

analytique). 

Le matériau utilisé pour synthétiser un film de magnétite/sidérite est l’acier E24 

(anciennement S235) – acier non allié mimant celui employé dans les surconteneurs des colis 

de déchets radioactifs – dont la composition est donnée dans le Tableau 18. 

Tableau 18. Composition chimique de l'acier E24 déterminée par spectrométrie à émission optique 

(% massique). 

Fe C Si Mn P S Cr Mo Ni Cu 

98,2 0,122 0,206 0,641 0,016 0,013 0,118 0,02 0,011 0,451 
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Des cylindres d’acier E24 de 2 cm2 de surface et 1,5 cm de hauteur ont été enrobés à froid

dans une résine époxy MA2 (Mécaprex), en ayant auparavant réalisé le soudage d’un fil de 

cuivre gainé sur la face arrière du cylindre pour assurer le contact électrique (60 % Sn, 

40 % Pb) (Figure 53). 

Figure 53. Soudure à l'étain et au plomb d'un fil de cuivre gainé sur la face arrière du cylindre d'acier 

E24. 

L’enrobage permet d’isoler complètement les surfaces latérale et arrière des cylindres d’acier 

E24 afin que seule la face avant (2 cm2) soit en contact avec l’électrolyte (Figure 54). Celle-

ci est ensuite polie au papier abrasif de carbure de silicium depuis un grade 80 jusqu’à un 

grade 600 – la granulométrie de la surface est alors comprise entre 46 µm et 25 µm – puis 

rincée à l’eau ultrapure et séchée. 

Figure 54. Photographies de l’électrode de travail constituée d’un disque d’acier E24 dont la surface à 

polariser est protégée par un scotch double face (a), après un temps de pose de 24 h dans une 

résine époxy à froid MA2 au sein d’un moule en polypropylène, et (b) coupon d’acier E24 

enrobé dans la résine époxy MA2 et poli avec au grade 600 par l’utilisation successive de 

disques de carbure de silicium. 
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L’électrode de travail en acier E24 ainsi produite est recouverte par une fine couche 

d’argilites du Callovo-Oxfordien broyée finement et compactée avant d’être plongée dans 

une solution électrolytique contenant 0,05 M NaCl et 0,5 M NaHCO3 à pH 7,0 ± 0,2. Cette 

dernière est soumise à une polarisation anodique (200 µA cm-2) pendant 72 h à température 

ambiante (25 °C) et à l’abri de la lumière, en utilisant un potentiostat VSP BioLogic en 

présence d’une contre-électrode de platine et d’une électrode de référence au calomel saturée

(Figure 55). 

Figure 55. Montage permettant d’effectuer une polarisation anodique avec une densité de courant de 

200 µA cm-2 de l'électrode de travail en acier E24 surmontée d'une couche d'argilites du 

Callovo-Oxfordien dans une solution électrolytique à base de carbonates et de chlorures à 

25 °C et à l’abri de la lumière durant 72 h. 

La contre-électrode de platine a été fabriquée et optimisée au laboratoire, avec l’aide 

du doctorant Lukasz POLTORAK et du Chargé de Recherche Grégoire HERZOG (équipe 

ELAN, LCPME, UMR 7564), afin de minimiser les bruits de fond lors de la polarisation 

anodique (Figure 56). 
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Figure 56. Photographies des contre-électrodes de platine (Pt) utilisées lors de la polarisation anodique à 

courant imposé : (a) grille de Pt maintenue par une structure en téflon, (b) grille de Pt soudée 

à l’arc électrique sur un fil de Pt de même pureté avec une jonction à un fil d’argent de pureté 

99,99 % réalisée par une résine époxy en argent au sein d’un capillaire en verre recouvert 

d’une protection en silicone. 

Une grille de platine (pureté 99,99 %) d’une longueur de 5 cm sur une largeur de 

2,5 cm a été soudée à l’arc électrique sur un fil de platine de même pureté (longueur 1 cm et 

de diamètre 1 mm). Un capillaire (longueur 10 cm et diamètre 1,5 mm) a été fondu au bec 

Bunsen en exerçant des torsions rotatives autour du fil de platine sur une distance de 0,5 cm. 

L’étanchéité de ce système a été vérifiée en plongeant le capillaire réceptionnant le fil de 

platine relié à la grille de platine dans de l’eau pendant 15 min. Ensuite, le capillaire a été 

rempli à son embasement (intérieur du capillaire en verre où dépasse le fil de platine) par une 

résine époxy à base d’argent (EPO-TEK H20S) à l’aide d’une seringue et d’une aiguille 

glissée dans le capillaire. Un fil d’argent de diamètre 0,5 mm et de longueur 5 cm a été inséré 

dans la résine époxy d’argent au fond du capillaire. La contre-électrode ainsi fabriquée a été 

séchée au four durant une nuit à 50 °C, puis refroidie à température ambiante et protégée des 

chocs dans une gaine en silicone (Figure 56b). 
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II.2. Culture de Klebsiella mobilis et préparation des milieux 

d’incubation en présence des films de magnétite/sidérite sous 

atmosphère H2 

La bactérie réductrice des nitrates, Klebsiella mobilis, a été cultivée selon le mode 

opératoire décrit précédemment (Chapitre III, section II.1). Brièvement, Klebsiella mobilis, 

conservée à – 80 °C, a été revivifiée sur une gélose de trypto-caséine soja (TSA), puis 

cultivée dans un bouillon de trypto-caséine soja durant 15 h à 30 °C sous une agitation 

orbitale de 180 rpm. Les bactéries ont été centrifugées (10000 g à 22 °C pendant 10 min), 

lavées deux fois et resuspendues dans du NaCl 9 ‰ afin d’obtenir une densité cellulaire 

finale de (2,0 ± 0,4) × 1010 bactéries mL−1. La suspension bactérienne a ensuite été barbotée 

sous N2 (99,99 %) durant 30 min afin d’éliminer l’oxygène, puis introduite au travers d’un 

bouchon en butyle dans des flacons stériles de 500 mL, dégazés et scellés contenant : 5 mM 

MgSO4·7H2O, 7 mM CaCl2·2H2O, 1 mM KCl, 20 mM NaCl, 10 mM Na2SO4, 10 mM 

NaHCO3, 2 mM NaNO3, 2 mM NH4Cl, 2 mM KH2PO4, 10 mM CH3CHOHCOONa, 

1 mL L−1 solution vitaminée (Vitamin solution, DSMZ GmbH, 2010), 1 mL L−1 solution 

d’éléments traces (SL-10, DSMZ GmbH, 2010) au pH de 7,0 ± 0,2 ajusté avec une solution 

HCl 2 M. La concentration bactérienne initiale dans les flacons d’incubation était de 

(8,3 ± 0,4) × 107 UFC mL-1. Chaque flacon d’incubation contenait un coupon d’acier non 

allié surmonté d’une bicouche de magnétite/sidérite fraîchement synthétisée, nettoyé en boîte 

à gants (95 % N2, 5 % H2) par une solution dégazée d’éthanol à 70 %, la stérilisation par la 

chaleur à 121 °C conduisant à l’oxydation de la bicouche. Du dihydrogène a été barboté dans 

les milieux d’incubation pendant 10 min avant d’imposer une pression de un bar de H2 

(99,9 %) dans l’espace de tête des flacons, correspondant à 0,8 mM de dihydrogène dissous 

(chapitre IV, section II.1). L’espace de tête a été rechargé quotidiennement en dihydrogène 

en conditions d’asepsie. Le montage expérimental est présenté Figure 57. L’étanchéité des 

flacons a été vérifiée quotidiennement par l’ajout de surfactant (savon). Les flacons ont été 

incubés à 30 °C pendant un mois à l’abri de la lumière. 
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Figure 57. Flacons d'incubation contenant un coupon d'acier E24 surmonté d'une bicouche de 

magnétite/sidérite en présence de bactéries réductrices de nitrates (Klebsiella mobilis) sous 

atmosphère H2 (1 bar) à 30 °C et à l’abri de la lumière (a). Les images (b) et (c) sont des 

grossissements des coupons incubés. 

II.3. Analyses chimiques et instrumentation 

Les concentrations des espèces Fe(II) et du Fe total (solide + solution) ont été 

analysées par la méthode de la ferrozine en chambre anaérobie après extraction dans HCl 2 M 

(Viollier et al., 2000). Le potentiel rédox et le pH de la solution ont également été mesurés. 

Des analyses du solide en spectroscopie Raman à l’air ambiant ont été réalisées 

après avoir préalablement séché l’échantillon en chambre anaérobie. Les produits de 

corrosion présents sur l’intégralité de la surface du coupon étant répartis de manière 

inhomogène, des analyses en diffraction des rayons X (%K&: 1,54060 Å) ont été développées 

avec l’aide du Docteur Isabelle BIHANNIC (LIEC, UMR 7360, CNRS – Université de 

Lorraine). Un programme informatique a été créé afin de balayer la surface du coupon par un 

faisceau de rayons X selon une ligne définie et d’observer la variabilité de répartition et de 

nature des produits de corrosion présents à la surface du coupon en acier non allié. Les 

espèces solides du fer ont ensuite été caractérisées par spectroscopie Mössbauer en 

transmission à partir des poudres de produits de corrosion récupérées par grattage de la

surface du coupon. 
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III. Résultats et discussion 

III.1. Caractérisation de la bicouche magnétite/sidérite à la surface de 

l’acier non allié 

Durant la polarisation anodique à courant imposé de l’électrode de travail en acier 

E24 recouverte d’argilites du Callovo-Oxfordien, les variations du potentiel d’électrode Eh

ont été suivies en fonction du temps (Figure 58). Au cours des six premières heures, Eh

augmente rapidement de – 0,67 V à – 0,60 V, puis plus lentement de – 0,60 V à – 0,58 V

jusqu’à 72 h. L’augmentation de Eh signifierait probablement que les couches de produits de 

corrosion générées à l’interface entre l’acier non allié E24 sont en train de croître en 

épaisseur. La couche d’argilites du Callovo-Oxfordien semble ne pas empêcher le passage du

courant (faible augmentation de Eh durant 72 h : 'Eh = + 0,09 V) suggérant que les produits 

de corrosion formés à la surface de l’acier non allié seraient vraisemblablement poreux et peu 

adhérents (Romaine, 2014). La couche d’argilites du Callovo-Oxfordien permet un 

confinement des espèces de Fe(II) produites à la surface de l’acier non allié.

Figure 58. Courbe chronopotentiométrique observée lors de la polarisation anodique à courant imposé

(200 µA cm-2) pendant 72 h à température ambiante (25 °C) d’un coupon d’acier non allié E24

recouvert d’argilites du Callovo-Oxfordien et plongé dans une solution électrolytique de 

bicarbonate de sodium (0,5 M) et de chlorure de sodium (0,05 M). 
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Une fois la polarisation anodique à courant imposé terminée, le coupon d’acier E24 

recouvert d’argilites du Callovo-Oxfordien est rincé en chambre à atmosphère contrôlée 

(95 % N2, 5 % H2) à l’eau pure dégazée, puis à l’éthanol 70 % dégazé. Les produits de 

corrosion générés par voie électrochimique apparaissent : une phase claire, poreuse et peu 

adhérente recouvrant majoritairement la face externe du coupon, et une phase sombre lisse 

sous-jacente en contact avec l’acier E24 (Figure 59). L’apparition de la phase sombre est due 

à un détachement de la phase claire lors du rinçage de la couche d’argilites du Callovo-

Oxfordien.

Figure 59. Observation des produits de corrosion formés à la surface de l'acier E24 non allié recouvert 

d’argilites du Callovo-Oxfordien après une polarisation anodique à courant imposé

(200 µA cm-2) de 72 h à température ambiante (25 °C) dans une solution électrolytique de 

bicarbonate de sodium (0,5 M) et de chlorure de sodium (0,05 M). Les produits de corrosion 

clairs sont peu adhérents (ils sont évacués lors du protocole de rinçage de la couche d’argilites 

du Callovo-Oxfordien) et sont visuellement poreux. Les produits de corrosion sombres 

présentent un aspect lisse et sont visibles lorsque les produits de corrosion clairs ont été 

emportés par le rinçage. 

Les spectres Raman réalisés sur les phases claires et sombres observées 

précédemment (Figure 59) ont permis de déterminer la nature de ces phases. Le spectre 

Raman du produit de corrosion clair, d’aspect poreux et peu adhérent, présente des bandes de 

fréquences à 185 cm-1, 283 cm-1, 730 cm-1 et 1086 cm-1 (Figure 60a), caractéristiques de la 

sidérite (Saheb et al., 2008). L’analyse en spectroscopie Raman de la phase sombre, sous-

jacente à la phase claire, met en évidence la présence de bandes caractéristiques à 308 cm-1, 

527 cm-1 et 667 cm-1 (Figure 60b), correspondant à celles de la magnétite (de Faria et al., 

1997). La sidérite et la magnétite sont donc les deux produits de corrosion majoritaires 
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identifiés à la surface de l’acier non allié E24 recouvert d’argilites de Callovo-Oxfordien 

après une polarisation anodique de 72 h à 25 °C dans une solution électrolytique de NaHCO3

(0,5 M) et NaCl (0,05 M) à pH 7,0 ± 0,2. 

Figure 60. Spectres Raman des phases claire (a) et sombre (b) générées à la surface de l'acier E24 non 

allié recouvert d’argilites du Callovo-Oxfordien après une polarisation anodique à courant 

imposé (200 µA cm-2) de 72 h à température ambiante (25 °C) dans une solution électrolytique 

de bicarbonate de sodium (0,5 M) et de chlorure de sodium (0,05 M). Les produits de 

corrosion clair et sombre correspondent respectivement à la sidérite (S) et à la magnétite (M).

Des caractérisations supplémentaires ont été effectuées par diffraction des rayons X 

avec un balayage de la surface d’analyse par le faisceau de rayons X. Quel que soit le point 

analysé, les principaux minéraux identifiés à la surface du coupon en acier non allié sont la 

sidérite (d = 3,58 Å, 2,78 Å, 2,34 Å, 1,96 Å, 1,79 Å, 1,73 Å, 1,72 Å, 1,51 Å, 1,36 Å) (Graf, 

1961), le quartz (d = 4,26 Å, 3,34 Å, 2,12 Å) (Levien et al., 1980) et la calcite (d = 3,03 Å) 

(Markgraf & Reeder, 1985) (Figure 61). Aucune différence n’est constatée entre les phases 

sombres et claires qui auparavant, correspondaient respectivement à la magnétite et la sidérite

d’après les analyses en spectroscopie Raman. Ici, seule la sidérite est observée suggérant

probablement qu’elle est en quantité plus importante que la magnétite et/ou mieux 

cristallisée. La présence de quartz et de calcite peut être attribuée à un résiduel d’argilites du 

Callovo-Oxfordien à la surface de la sidérite, le rinçage n’étant probablement pas 

suffisamment efficace pour se débarrasser de ces résidus. Aux extrémités de l’échantillon 

analysé (+6 et -10) (Figure 61), la large bande de diffraction s’étendant de 7 Å à 3,7 Å

correspond à la diffraction de la résine époxy entourant le coupon en acier non allié.  
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Figure 61. Diffractogrammes des phases sidérite (S), quartz (Q) et calcite (C) réparties selon la ligne d’analyse à la surface de l'acier non allié (F) après une 

polarisation anodique à courant imposé (200 µA cm-2) de 72 h à température ambiante (25 °C) dans une solution électrolytique de bicarbonate de 

sodium (0,5 M) et de chlorure de sodium (0,05 M). 
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Les raies de diffraction du fer métallique sont parfois observées sur certains points 

d’analyse (+6, +1, 0, -2, -3, -8 et -9) (Figure 61) signifiant probablement que l’épaisseur de 

la couche sus-jacente de produits de corrosion est faible. L’absence de magnétite sur les 

diffractogrammes réalisés sur le même échantillon que celui analysé précédemment par 

spectroscopie Raman paraissant très surprenante, nous nous sommes orientés vers des 

analyses en spectroscopie Mössbauer afin d’identifier la nature des produits de corrosion 

issus de la polarisation anodique à courant imposé du coupon en acier non allié sous une 

couche d’argilites du Callovo-Oxfordien, et de quantifier la proportion des phases sidérite et 

magnétite. 

Les analyses Mössbauer des produits de corrosion récupérés à la surface de l’acier 

E24 après polarisation anodique ont été effectuées à 295 K, 77 K et 7 K. Les spectres 

Mössbauer obtenus sont présentés par la Figure 62 et les paramètres hyperfins dans le 

Tableau 19. 

Tableau 19. Paramètres hyperfins des produits de corrosion formés à la surface de l’acier non allié par 

polarisation anodique à courant imposé. CS est le center shift par rapport à la référence α-

Fe (mm s-1), Δ est l’éclatement quadrupolaire (mm s-1), H est le champ magnétique hyperfin 

(kOe), A. R. est l’abondance relative de chacun des sites (%). Les lettres « D, O et S » 

signifient respectivement « doublet, octuplet et sextuplet». 

Température 

d’analyse 
Nature des sites 

CS 

(mm s-1) 

Δ ou 2ε 

(mm s-1) 

H 

(kOe) 

A. R. 

(%) 

295 K 
D1 (FeII) 1,21 1,95 _ 83 

D2 (FeIII) 0,24 0,61 _ 17 

      

77 K 

 

D1 (FeII) 1,22 2,29 _ 43 

D2 (FeII) 1,26 2,75 _ 19 

D3 (FeII) 1,22 1,81 _ 22 

D4 (FeIII) 0,24 1,14 _ 16 

     

7 K 

O1 (FeII) 1,41 2,15 154 53 

O2 (FeII) 1,58 - 2,38 99 32 

S3 (FeIII) 0,53 - 0,21 514 

15 
S4 (FeIII) 0,35 0,00 443 

S5 (FeII) 2,21 0,20 366 

S6 (FeIII) 0,72 0,24 517 
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Figure 62. Spectres Mössbauer à 295 K (a), 77 K (b) et 7 K (c) des produits de corrosion formés par polarisation anodique à courant imposé (200 µA cm-2) durant 

72 h à température ambiante (25 °C) dans une solution électrolytique de bicarbonate de sodium (0,5 M) et de chlorure de sodium (0,05 M). Le spectre 

(a) présente deux doublets : D1 est attribué aux espèces Fe(II)-carbonates (83 %), D2 correspond aux espèces Fe(II-III) de la magnétite (17 %). Le 

spectre (b) comporte quatre doublets : D1, D2 et D3 représentent les porteurs des espèces Fe(II)-carbonates (43 %, 19 %, 22 %), D4 est attribué à la 

magnétite (16 %). Le spectre (c) met en évidence deux octuplets, attribués vraisemblablement aux porteurs des espèces Fe(II) de la sidérite (O1, 53 %) et 

de la chukanovite (O2, 32 %), et quatre sextuplets (S3, S4, S5, S6) correspondant aux espèces Fe(II-III) de la magnétite (15 %). 
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Le spectre Mössbauer à 295 K présente deux doublets D1 et D2 (Figure 62a) avec, 

respectivement, un déplacement CS de 1,21 mm s-1 et 0,24 mm s-1, et un éclatement 

quadrupolaire Δ de 1,95 mm s-1 et 0,61 mm s-1 (Tableau 19). D’après la littérature, les 

paramètres hyperfins du doublet D1 sont typiques de ceux de la sidérite à 295 K avec 

CS = 1,22 ± 0,03 mm s-1 et Δ = 1,79 ± 0,04 mm s-1 (Sawicki et al., 1995 ; Ahmed et al., 

2007). Les paramètres hyperfins à 295 K du doublet D2 correspondraient probablement à 

ceux de la magnétite superparamagnétique avec CS = 0,26 ± 0,02 mm s-1 et 

Δ = 0,02 ± 0,02 mm s-1 (Cornell & Schwertmann, 2003) ou à ceux de la pyrite (Fe(II) bas 

spin) avec CS = 0,31 ± 0,02 mm s-1 et Δ = 0,61 ± 0,02 mm s-1 (Manning & Ash, 1979). A 

cette température ambiante de 295 K, la distinction entre la pyrite et la magnétite est difficile. 

Afin de déterminer au mieux la nature des produits de corrosion de l’acier non allié, les 

spectres Mössbauer ont été réalisés en abaissant la température d’analyse à 77 K et 7 K. Le 

spectre Mössbauer mesuré à 77 K est décomposé en 4 doublets (Figure 62b) dont les trois 

premiers correspondent aux sites des espèces Fe(II)-carbonates (D1, D2, D3), et le dernier 

doublet (D4) aux sites des espèces Fe(II-III) de la magnétite. A 7 K, le spectre Mössbauer 

présente deux octuplets (O1, O2) et quatre sextuplets (S3, S4, S5, S6) (Figure 62c). Les 

octuplets correspondent à l’éclatement des doublets porteurs des espèces Fe(II)-carbonates 

car la diminution de température provoque un ordonnancement magnétique des noyaux de 

fer, et les sextuplets sont attribués ici sans ambiguïté aux sites des espèces Fe(II-III) de la 

magnétite, et non aux sites des espèces Fe(II) bas spin de la pyrite qui devraient rester 

paramagnétiques (donc sous la forme de doublet) à la température de 7 K (Gallagher et al., 

1969). L’octuplet O1 présente un éclatement quadrupolaire Δ = 2,15 mm s-1 et un champ 

magnétique hyperfin H = 154 kOe (Tableau 19) qui ont des valeurs proches de celles de la 

sidérite où Δ = 1,91 mm s-1 et H = 166 kOe (Sawicki et al., 1995). L’octuplet O2 possède un 

center shift CS = 1,58 mm s-1 et un champ magnétique hyperfin H = 99 kOe (Tableau 19), 

ces valeurs sont proches de celles obtenus pour la chukanovite (communication personnelle 

de M. Abdelmoula). 

Ainsi, les produits de corrosion présents à la surface du coupon seraient : la sidérite 

(53 %), un autre carbonate ferreux probablement la chukanovite (32 %) et la magnétite (15 

%) (Tableau 19). Le couplage des techniques d’analyse du solide (DRX, spectroscopies 

Raman et Mössbauer) permettant de caractériser la bicouche magnétite/ « sidérite » prend ici 
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toute son importance et nous a permis d’identifier au mieux la bicouche générée par voie 

électrochimique que nous appellerons « magnétite/(sidérite-chukanovite) » dans la suite de ce 

chapitre. 

III.2. Incubation de Klebsiella mobilis en présence de films 

magnétite/(sidérite-chukanovite) sous atmosphère en dihydrogène 

III.2.1. Absence de variations du potentiel d’électrode Eh et du pH au cours 

de la période d’incubation bactérienne 

Le potentiel d’électrode et le pH mesurés au cours des 21 jours d’incubation de 

Klebsiella mobilis en présence des coupons d’acier non allié surmontés d’une bicouche de 

magnétite/(sidérite-chukanovite) sont restés constants : Eh = - 480 mV ± 10 mV et 

pH = 7,02 ± 0,5. Sous l’apparente inertie de ces paramètres physico-chimiques, les coupons 

ont pris une coloration noire (Figure 63), ainsi que la suspension dans laquelle étaient 

incubés les coupons. La concentration en fer ferreux de la suspension (solide + liquide) de 

10 ± 2 mM correspond à la concentration en fer total. Une partie des produits de corrosion est 

présente en suspension dans le milieu d’incubation. 

Figure 63. Aspect noirâtre avec des zones plus claires de la surface du coupon d’acier non allié surmonté 

d’une bicouche de magnétite/(sidérite-chukanovite) après trois semaines d’incubation avec la 

souche réductrice des nitrates Klebsiella mobilis en présence de lactate (10 mM), nitrate 

(2 mM) et dihydrogène (1 bar). 
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III.2.2. Transformation de la bicouche magnétite/(sidérite-chukanovite) en 

mackinawite et greigite par Klebsiella mobilis 

Afin d’analyser la nature des produits de corrosion secondaires après un contact 

avec les NRB de 21 jours, un coupon a été prélevé sous une hotte à balayage d’azote et une 

forte odeur soufrée s’est dégagée lors de l’extraction, indiquant la présence de sulfures de 

dihydrogène. Le coupon a été séché sous flux d’azote puis analysé en spectroscopie Raman. 

A température ambiante, le spectre Raman des produits de corrosion secondaires présente les 

bandes caractéristiques de la mackinawite (FeS) à 213 cm-1, 255 cm-1, 306 cm-1 (Bourdoiseau 

et al., 2008), ainsi que les bandes typiques de la greigite (Fe3S4) à 185 cm-1 et 364 cm-1 

(Bourdoiseau et al., 2011) (Figure 64). 

Figure 64. Spectre Raman des produits de corrosion observés à la surface de l'acier non allié surmonté 

d'une bicouche magnétite/(sidérite-chukanovite) après 21 jours d'incubation avec Klebsiella 

mobilis à 30 °C sous atmosphère H2. 
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Figure 65. Diffractogrammes pris en différents points de la surface de l'acier non allié recouvert de produits de corrosion mackinawite (Mk), greigite (G), 

sidérite (S). 
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La présence de greigite – FeIIFeIII
2S4, composé thermodynamiquement métastable et 

souvent présent comme produit de corrosion intermédiaire à la mackinawite et à la pyrite 

(Ning et al., 2014) – pourrait être liée à l’oxydation de la mackinawite à l’air ambiant lors des 

analyses du solide (Bourdoiseau et al., 2011). Cependant, cette mackinawite semble 

relativement stable aussi bien au cours des analyses en spectroscopie Raman que au cours des 

analyses en diffraction des rayons X. Aucun signe d’une oxydation brutale de la mackinawite 

en greigite puis en lépidocrocite n’a été observé durant les 12 h de balayage par le faisceau de 

rayons X de la surface du coupon (Figure 65). La mackinawite est identifiée grâce aux raies 

de diffraction à 5,04 Å, 2,97 Å, 2,31 Å, 1,83 Å, et 1,81 Å (Figure 65) (Lennie et al., 1995). 

La greigite présente des raies de diffraction caractéristiques à 3,50 Å, 2,97 Å, 2,49 Å, et 

1,74 Å (Figure 65) (Skinner et al., 1964). Les diffractogrammes obtenus apportent cependant 

des informations supplémentaires, notamment sur la présence de sidérite résiduelle 

caractérisée par les raies de diffraction à 3,58 Å, 2,79 Å et 1,73 Å (Graf, 1961) (Figure 65). 

Les phases mackinawite, greigite et sidérite présentes à la surface du coupon après 

mise en contact avec les bactéries réductrices des nitrates pendant 21 jours ont été quantifiées 

par spectrométrie Mössbauer en réflexion à la température de 295 K sous atmosphère 

ambiante (Figure 66). Le résiduel de sidérite détecté par DRX a été estimé à 17 % par la 

présence du doublet D2 présentant un déplacement CS de 1,02 mm s-1 et un éclatement 

quadrupolaire Δ de 2,37 mm s-1. Les phases mackinawite et greigite ont été respectivement 

estimées à 13 % et 39 % avec les paramètres hyperfins: CS = 0,41 mm s-1 pour le singulet 

(Si1) de la mackinawite (Figure 66) ; et CS = 0,45 mm s-1 et 0,10 mm s-1, Δ = - 0,09 mm s-1 et 

0,03 mm s-1, H = 365 kOe et 331 kOe pour les deux sextuplets S1 et S3 de la greigite (Figure 

66) (Vaughan & Ridout, 1971). Ici, la forte proportion de greigite par rapport à la fraction de 

mackinawite est probablement due à une oxydation à l’air de la mackinawite. En effet, le 

temps d’accumulation a été relativement important (une semaine) afin d’améliorer la 

quantification des différentes phases carbonatées et sulfurées par rapport à la présence 

majoritaire du signal du fer zéro-valent présent sous la forme d’un sextuplet (S2) sur le 

spectre Mössbauer (Figure 66). Les proportions de sidérite, mackinawite et greigite ont été 

estimées sans tenir compte de la contribution du fer métallique de l’acier non allié du coupon. 
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Figure 66. Spectre Mössbauer des minéraux secondaires présents à la surface du coupon en acier non 

allié surmonté des couches de magnétite/(sidérite-chukanovite) mis en contact 21 jours avec 

Klebsiella mobilis. La mackinawite est représentée par un singulet (Si1) et quantifiée à hauteur 

de 13 %. La sidérite résiduelle est identifiable par un doublet (D2) et évaluée à 17 %. La 

greigite est caractérisée par la présence de deux sextuplets (S1 et S3) et estimée à 39 %. Le 

sextuplet marjoritaire (S2) correspond au fer métallique du coupon en acier non allié. Le 

doublet D1 correspondrait probablement aux sites FeII ou FeIII mais n’ont pour le moment pas 

été attribués. 

La présence de mackinawite et de greigite à la surface du coupon en acier non allié 

implique la présence de sulfures de dihydrogène dans le milieu, ce qui est assez inattendu 

étant donné que la souche bactérienne n’est pas sulfatoréductrice et que le soufre était présent 

en principe seulement sous forme de sulfate (15 mM initialement). Néanmoins, on ne peut 

exclure une « fuite » de sulfure qui résulterait de la réduction du sulfate par les voies 

assimilatrices (réduction anabolique) pour satisfaire les besoins en acides aminés soufrés 

(cystéine et méthionine) et en thiols de la bactérie en croissance (Peck, 1961) (Eq. 30 et 31) : 

𝑆𝑂!!! + 8𝐻! +   8𝑒! =   𝑆!! + 4𝐻!𝑂   (Eq. 30) 

𝑠é𝑟𝑖𝑛𝑒 +   𝐻!𝑆 = 𝑎𝑐é𝑡𝑎𝑡𝑒 + 𝑐𝑦𝑠𝑡é𝑖𝑛𝑒   (Eq. 31) 
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Le soufre comptant pour environ 1 % de la masse cellulaire sèche, cette voie assimilatrice du 

soufre à partir de sulfate peut conduire à la libération d’une quantité significative de sulfures 

lors de la dégradation du matériel cellulaire à l’issue de la mort cellulaire suivie d’une 

autolyse de la cellule par exemple (Postgate, 1959 ; Peck, 1961). Pendant la période 

d’incubation, le nombre de bactéries cultivables a chuté de (8,3 ± 0,4) × 107 UFC mL-1 à (5,5 

± 0,7) × 104 UFC mL-1 en trois semaines. Soit, en se basant sur une masse cellulaire sèche de 

0,2 pg par cellule et en retenant une lyse de ∼ 108 cellules mL-1, environ 0,1 mM de soufre 

réduit est susceptible d’avoir été ainsi libéré. Pour valider cette hypothèse, le dosage des ions 

sulfates ([SO4
2-]initiale = 15 mM) par chromatographie ionique permettrait de confirmer leur 

réduction en ions sulfures, qui peuvent aussi être quantifiés par spectrophotométrie au bleu de 

méthylène. 

Un témoin abiotique (absence de Klebsiella mobilis) a été réalisé. Durant 

l’incubation abiotique du coupon magnétite/(sidérite-chukanovite) aucun phénomène de 

transformation de ces produits de corrosion n’a été constaté ; le pH et le potentiel rédox sont 

restés constants : pH = 7,02 et Eh = – 460 mV ce qui montre que les transformations 

observées sont bien liées à la présence des bactéries. De plus, un milieu spécifique de 

croissance des bactéries sulfatoréductrices (DSMZ 63) a été inoculé par 1 mL du milieu 

d’incubation ayant mis en évidence la formation de sulfures de fer en présence de Klebsiella 

mobilis. Dans ce milieu DSMZ 63, la présence de bactéries sulfatoréductrices entraînerait la 

précipitation de sulfures de fer liée à la réduction dissimilatrice des sulfates par les SRB. 

Ainsi, s’il y a une contamination de nos expériences par des SRB, le milieu DSMZ 63 

deviendra trouble et noir dû aux précipités de FeS. Aucun trouble ni apparition de précipités 

n’ont été constatés après 15 jours d’incubation à 30 °C signifiant qu’aucune SRB n’a pu se 

développer. L’hypothèse d’une contamination par une ou des bactéries sulfatoréductrices 

présentes dans les argilites du Callovo-Oxfordien (ayant servi à la synthèse de la bicouche 

magnétite/(sidérite-chukanovite)) ou le milieu d’incubation peut alors être écartée. Cela 

renforce l’idée d’une réduction assimilatrice des sulfates en sulfures par Klebsiella mobilis 

qui serait à l’origine de la transformation de la bicouche magnétite/(sidérite-chukanovite) en 

mackinawite et greigite.  

Les sulfures sont fortement réactifs vis-à-vis du fer ferrique (Rickard, 1974 ; Pyzik 

& Sommer, 1981 ; Dos Santos Afonso & Stumm, 1992 ; Peiffer et al., 1992 ; Yao & Millero, 
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1996 ; Poulton et al., 2004) qui est ici présent sous forme de magnétite à la surface des 

coupons en acier non allié. Au contact des sulfures dissous, les (oxyhydr)oxydes de fer sont 

réduits en fer ferreux selon la séquence réactionnelle suivante (Dos Santos Afonso & Stumm, 

1992) : 

 

(i) Formation d’un complexe de surface : 

! !"!!!!" ! !!"! !!!!!! !"!!!!! ! !!!!  (Eq. 32)

(ii) Transfert d’électrons : 

! !"!!!!! !!!! !"!!!    (Eq. 33)

(iii) Libération du produit oxydé : 

! !"!!! ! !!!!!!!! !"!!!"!! ! !! !!!!   (Eq. 34)

(iv) Détachement des espèces Fe(II) : 

! !"!!!"!! !! !"#$%&#!!"#$!!"!!"#$%&' ! !!"!! (Eq. 35)

La réaction de formation d’un complexe de surface (Eq. 32) se déroule 

généralement rapidement à la surface des (oxyhydr)oxydes de fer et est immédiatement 

suivie d’un transfert d’électrons (Eq. 33) (Dos Santos Afonso & Stumm, 1992 ; Poulton et 

al., 2004). Les radicaux S!" libérés (Eq. 34) réagissent instantanément avec des espèces 

additionnelles de Fe(III) pour conduire à un composé soufré de degré d’oxydation supérieur. 

Les espèces Fe(II) ainsi produites à la surface des (oxyhydr)oxydes de fer vont en solution 

(Eq. 35). Dans le cas de la magnétite, le composé final soufré majoritaire est le soufre 

élémentaire S0 (Eq. 36) (Poulton et al., 2004), et le fer ferreux en solution peut réagir avec 

des ions sulfures dissouts encore présents pour conduire à la précipitation de FeS (Eq. 37). 

!"!!! ! !!!! ! !!! !! !!!"!! ! !!! ! !!!!   (Eq. 36)

!"!! ! !!"! !! !"# ! ! !!!    (Eq. 37)
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Ainsi, la formation de mackinawite (FeS) pourrait s’expliquer par la combinaison 

d’une réaction biologique – libération des ions sulfures lors de la réduction anabolique des 

ions sulfates par Klebsiella mobilis – et d’une réaction abiotique – réduction du fer ferrique 

par les ions sulfures biogénérés et précipitation de mackinawite. 

IV. Conclusion 

Ce chapitre avait pour objectif d’étudier l’influence de Klebsiella mobilis (NRB) sur 

les films de magnétite/sidérite formés à la surface de l’acier non allié. Dans un premier 

temps, la synthèse d’une bicouche magnétite/(sidérite-chukanovite) a été réalisée par 

polarisation anodique à courant imposé d’un coupon d’acier non allié recouvert d’argilites du 

Callovo-Oxfordien (couche de confinement) plongé dans une solution électrolytique 

contenant 0,5 M de NaHCO3 et 0,05 M de NaCl (pH 7, température ambiante de 25 °C, à 

l’abri de la lumière, 72 h). Les produits de corrosion générés à la surface de l’acier non allié 

ont été caractérisés par spectroscopie Raman, spectroscopie Mössbauer et diffraction des 

rayons X. Ces techniques d’analyse du solide ont été complémentaires et ont permis de 

mettre en évidence la présence d’une phase poreuse grisâtre constituée de sidérite (53 %) et 

de chukanovite (32 %), surmontant une couche noire de magnétite (15 %). 

La synthèse de la bicouche magnétite/(sidérite-chukanovite) ayant été bien 

contrôlée, les coupons ont, dans un second temps, été incubés trois semaines en présence de 

Klebsiella mobilis sous atmosphère de dihydrogène. Les produits de corrosion secondaires 

générés à la surface de l’acier non allié au cours de cette période d’incubation ont été 

identifiés comme des sulfures de fer. Bien que ce phénomène soit complètement inattendu, la 

mackinawite (FeS) et la greigite (Fe3S4) ont pu être produites au cours de la réduction 

anabolique des sulfates en sulfures par Klebsiella mobilis. L’hypothèse selon laquelle ces 

sulfures proviendraient d’une SRB ayant contaminé le milieu a été écartée.  
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Figure 67. Réduction indirecte de la magnétite en mackinawite lors de l'assimilation des sulfates par 

Klebsiella mobilis. En conditions de croissance, la réduction anabolique des sulfates en 

sulfures biogéniques permet de répondre aux besoins en soufre (e.g. cystéine). Lors de 

l’autolyse bactérienne, la paroi se rompt et libère une quantité importante de sulfures 

biogéniques dans le milieu d’incubation. Ces derniers réagissent spontanément avec les 

espèces Fe(III) en surface de la magnétite (M), qui est accessible grâce à la porosité de la 

couche sidérite-chukanovite (S-Ck) sus-jacente, et entraînent la production de soufre 

élémentaire et d’ions Fe2+. Ceux-ci précipitent alors en mackinawite (Mk) au contact des 

sulfures encore présents dans le milieu d’incubation. La mackinawite serait probablement 

oxydée en greigite (G) au contact de l’air ambiant. 

En conditions de croissance, Klebsiella mobilis réduit les sulfates en sulfures pour 

assimiler le soufre et répondre à ses besoins en acides aminés (cystéine, méthionine) et en 

coenzymes soufrés (e.g. biotine) (réaction n°1, Figure 67). Lors de la mort cellulaire 

associée à une autolyse, la dégradation de ces molécules soufrées apporterait suffisamment de 

sulfures (réaction n°2, Figure 67) pour réagir avec la magnétite. Bien qu’étant surmontée 

d’une couche de sidérite-chukanovite, la porosité de cette dernière permettrait aux ions 
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sulfures de réagir avec le fer ferrique présent en surface de la magnétite. Au contact des 

sulfures biogéniques, les espèces Fe(III) seraient alors rapidement réduites en ions Fe2+ avec 

une production conjointe de soufre élémentaire (réaction n°3, Figure 67). Les ions Fe2+ ainsi 

libérés en solution précipiteraient avec les sulfures biogéniques encore présents pour conduire 

à la formation de mackinawite et de greigite (réaction n°4, Figure 67). Ces sulfures de fer, 

issus indirectement de la réduction anabolique des sulfates par Klebsiella mobilis, semblent 

stables en condition aérobie. Les cellules et les polymères bactériens pourraient stabiliser les 

produits formés comme cela a déjà été observé pour la rouille verte. 

Contrairement à ce qui était attendu (cf. Chapitre III), la sidérite n’a pas été oxydée 

indirectement en rouille verte carbonatée et/ou goethite par Klebsiella mobilis. Cette 

expérience sur films de magnétite/(sidérite-chukanovite) présente cependant des divergences 

avec celle menée sur les poudres de sidérite : (i) un milieu d’incubation favorable à la 

croissance de Klebsiella mobilis plutôt que des conditions de carence nutritive ; (ii) une 

atmosphère de H2 plutôt que N2 ; (iii) la sidérite en film poreux surmontant une couche de 

magnétite à la surface d’un acier non allié plutôt que des particules de sidérite en suspension. 
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CONCLUSIONS – DISCUSSION 

L’objectif général de cette thèse visait à étudier l’influence des bactéries réductrices 

des nitrates (NRB) et du fer ferrique (IRB) sur les produits de corrosion magnétite et sidérite, 

ces derniers étant attendus à la surface d’un acier non allié se corrodant en milieu anoxique. 

Pour mener à bien cette étude, la stratégie retenue a consisté à utiliser des bactéries comme 

modèles des activités des NRB et des IRB, soient respectivement Klebsiella mobilis (syn. 

Enterobacter aerogenes) et Shewanella putrefaciens, et à les incuber, dans un premier temps 

en présence de poudres de sidérite et de magnétite – afin d’exacerber les processus de 

transformation du fer du fait d’une surface spécifique élevée – et dans un deuxième temps en 

présence de films électrogénérés de ces produits pour se rapprocher des conditions d’un acier 

non allié corrodé en anoxie. 

Le premier volet a consisté à incuber une suspension de sidérite (FeIICO3) en 

présence de Klebsiella mobilis, préalablement cultivées en milieu complet. Le milieu 

d’incubation, en conditions anoxiques, ne contenait aucun donneur d'électrons et seuls les 

nitrates (de 4 mM à 40 mM) représentaient un pool d’accepteurs d'électrons disponible pour 

supporter l’activité bactérienne. Dans ces conditions, il était attendu que l'état physiologique 

de la cellule soit relativement proche de celui rencontré dans le milieu environnemental. 

Durant la période d’incubation de trois semaines, la sidérite a été oxydée en rouille verte 

carbonatée (FeII
4FeIII

2(OH)12CO3�3H2O) et/ou en goethite (α-FeIIIOOH). Nous avons pu 

mettre en évidence un mécanisme hybride de réactions biotique et abiotique aboutissant à une 

oxydation des espèces Fe(II) ; il s’agit donc d’une réaction microbienne indirecte d’oxydation 

de la sidérite. La première étape de ce mécanisme est biotique et repose sur la réduction des 

nitrates en nitrites selon un métabolisme respiratoire par Klebsiella mobilis. Privé de donneur 

organique d’électrons externe, Klebsiella mobilis mobilise ses réserves endogènes d’électrons 

pour réduire les nitrates en nitrites dans des quantités restreintes (< 1,5 mM). Au contact de la 

sidérite, les nitrites biogénérés sont réduits en ammonium et le fer ferreux est oxydé en fer 

ferrique conduisant à la précipitation de rouille verte carbonatée sur la surface bactérienne. 

Cet oxyhydroxyde de fer mixte, stabilisé par la présence de cellules et de polymères 

bactériens, est progressivement oxydé en goethite par les nitrates en excès dans le milieu 
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d’incubation. Ces réactions d’oxydation des espèces FeII en FeII-FeIII puis FeIII constituent 

l’étape abiotique de ce mécanisme hybride de transformation de la sidérite. 

L’étape biotique du processus étant limitée par la disponibilité des réserves 

endogènes d’électrons de Klebsiella mobilis, il a été possible de l’amplifier en supplémentant 

le milieu d’incubation en donneur organique d’électrons (e.g. lactate). La nature du minéral 

secondaire est alors contrôlée par la teneur en donneur organique d’électrons, qui module 

donc bien la production de nitrites. Ainsi, pour une concentration inférieure à 1,5 mM de 

nitrites, la rouille verte carbonatée était observée dans le milieu d’incubation. En revanche, à 

de plus fortes concentrations, seule la goethite était identifiée, les cinétiques d’oxydation 

abiotique du fer ferreux étant dès lors très rapides. Le chapitre III de ce manuscrit de thèse a 

donc permis de démontrer que la rouille verte carbonatée est un intermédiaire réactionnel au 

cours de l’oxydation microbienne indirecte de la sidérite en goethite. 

Dans un second volet, une suspension de magnétite (FeIIFeIII
2O4) a été incubée en 

présence de Shewanella putrefaciens sous atmosphère de dihydrogène dans un milieu carencé 

en donneur organique d’électrons. Durant la période d’incubation de trois semaines, la 

magnétite a été réduite en rouille verte carbonatée et/ou en sidérite. Nous avons pu 

démontrer, par l’expérience et la théorie, que la réduction microbienne directe de la magnétite 

est possible à pH 7. Pour ce faire, il convenait de prendre en compte la nature des phases 

secondaires générées dans les calculs thermodynamiques de l’énergie libre de la réaction 

ΔrG0. Nous avons aussi confirmé la réduction dissolutive du fer ferrique en fer ferreux par 

Shewanella putrefaciens à l’aide de diagrammes Eh-pH de Pourbaix. La magnétite, 

considérée jusqu’à présent comme un minéral très peu bioréductible, a été réduite jusqu’à 30 

% dans nos conditions expérimentales où la surface spécifique des particules de magnétite et 

la concentration bactérienne ont été modifiées. En effet, plus ces deux paramètres, 

déterminants dans la biodisponibilité du fer ferrique pour la respiration anaérobie de 

Shewanella putrefaciens, étaient importants, plus la magnétite était bioréduite et conduisait à 

une production importante de fer ferreux qui précipitait en rouille verte carbonatée et/ou 

sidérite. Ce chapitre IV a permis aussi de mettre en évidence la formation de la rouille verte 

carbonatée en tant qu’intermédiaire réactionnel au cours de la réduction microbienne directe 

de la magnétite en sidérite. 
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Le dernier volet concernait les transformations microbiennes des films de 

magnétite/sidérite. La synthèse de ces films a été réalisée par polarisation anodique d’un 

coupon d’acier recouvert d’une couche d’argilites du Callovo-Oxfordien dans une solution 

électrolytique de carbonates de sodium et de chlorures de sodium. La bicouche ainsi formée 

était constituée d’un film de magnétite (15 %) en contact direct avec l’acier non allié, 

surmontée d’une couche poreuse et peu adhérente de sidérite (53 %) et d’un autre carbonate 

ferreux, vraisemblablement de la chukanovite (32 %), qui est l’homologue hydroxylé de la 

sidérite de formule FeII
2(OH)2CO3. La conception de cette bicouche par voie électrochimique 

étant bien maîtrisée, nous avons étudié sa transformation au contact de Klebsiella mobilis 

dans un milieu d’incubation à pH 7 sous atmosphère saturée en dihydrogène. Durant la 

période d’incubation de trois semaines, la bicouche de magnétite/(sidérite-chukanovite) a été 

réduite en mackinawite et/ou transformée en greigite, des sulfures de fer de formules 

chimiques respectives FeIIS et FeIIFeIII
2S4, contrairement à ce qui était attendu d’après les 

expériences sur poudre de sidérite. Nous avons élaboré l’hypothèse d’un nouveau mécanisme 

encore basé sur la combinaison d’un processus biologique (biotique) et d’un processus 

chimique (abiotique). La première étape, biotique, consisterait en une réduction anabolique 

des sulfates par Klebsiella mobilis, les sulfures issus de cette assimilation réductrice seraient 

libérés en quantité significative lors de l’autolyse bactérienne (mort cellulaire). Dans la 

seconde étape, abiotique, ces sulfures réagiraient spontanément avec le fer ferrique de la 

magnétite pour conduire à la formation de mackinawite et/ou de greigite d’après des 

mécanismes d’adsorption/transfert d’électrons bien documentés. En perspective de ce 

chapitre V, il conviendrait, pour valider l’existence d’un mécanisme de réduction 

microbienne des sulfates, de suivre notamment leur disparition et leur transformation en 

sulfures. 

Nous avons donc vu au cours de ce travail de thèse que l’oxydation indirecte de la 

sidérite et que la réduction directe/indirecte de la magnétite peuvent être gouvernées par 

l’activité microbienne anaérobie et conduire potentiellement à la formation de rouille verte. 

La capacité à réduire les nitrates en nitrites (NRB) et la respiration anaérobie du fer (IRB) 

sont des propriétés répandues parmi les communautés bactériennes du sol. Reste donc à se 

poser la question de savoir si ces réactions pourraient se produire dans les conditions de 

stockage des déchets de haute activité à vie longue (HAVL) telles que décrites pour le site 

Cigéo (Meuse/Haute-Marne, France). La période oxydante étant très brève sur l’échelle des 



180 

temps géologiques (< 10 ans), la phase anoxique et réductrice (-500 mV, pH 7) débutera 

pendant la phase thermique du stockage estimée à 90 °C maximum. A cette température, des 

microorganismes hyperthermophiles partageant tous la capacité à respirer le fer ferrique 

pourront éventuellement subsister, voire se multiplier si l’apport en carbone organique, 

évalué à 1,4 % par gramme de matière sèche dans le milieu de stockage, est suffisant. La 

probabilité que des bactéries hyperthermophiles, présentes en général dans les fonds marins à 

haute pression, se retrouvent dans ce milieu n’est pas à négliger puisqu’à l’ère du Callovo-

Oxfordien, l’océan Téthys recouvrait la France, notamment la région de Meuse/Haute-Marne. 

On ne peut cependant exclure que des bactéries thermophiles, moins inattendues sous des 

pressions atmosphériques, puissent résister au-delà de 80 °C. Ainsi, la magnétite attendue à la 

surface de l’acier non allié pourrait en toute vraisemblance servir d’accepteur d’électrons 

dans la respiration anaérobie du fer par des bactéries (hyper)thermophiles et amener à la 

formation de rouille verte et/ou de sidérite, comme nous l’avons montré avec une bactérie 

anaérobie Shewanella putrefaciens, mais qui est mésophile. Peut-on alors s’attendre à des 

réactions similaires à des températures supérieures à 80 °C ? Rien n’est moins sûr pour la 

rouille verte qui n’est plus stable au-delà de 80 °C tandis que la sidérite l’est. Il n’est pas non 

plus à exclure que des bactéries ferroxydantes hyperthermophiles telle que la souche 

Ferroglobus placidus puissent se développer et conduire à l’oxydation de la sidérite, phase 

ferreuse carbonatée majoritaire attendue à la surface de l’acier non allié, en rouille verte ou 

goethite par couplage avec la réduction d’un accepteur d’électrons tel que les nitrates ou 

encore les thiosulfates en présence de dihydrogène. Bien que présentant le potentiel rédox le 

plus élevé en anoxie pour les communautés bactériennes du sol, les nitrates sont mesurés 

dans des concentrations inférieures à l’ordre du millimolaire dans l’eau porale du Callovo-

Oxfordien, ce qui peut représenter un facteur limitant. Au fur et à mesure du stockage, la 

température diminuera progressivement pour atteindre celle de la couche argileuse du 

Callovo-Oxfordien à 20 °C – 30 °C. Dans ces conditions thermiques, les bactéries anaérobies 

mésophiles pourront éventuellement se développer mais leur croissance sera sans doute 

considérablement limitée par les ressources nutritives. Néanmoins, la présence de 

dihydrogène estimée à 101 – 102 moles an-1 par alvéole dans le milieu de stockage HAVL 

pourrait apporter les électrons nécessaires à la fixation de carbone inorganique (e.g. CO2, 

aragonite, calcite) par chimiosynthèse pour les microorganismes autotrophes par rapport au 

carbone. 



181 

Figure 68. Implications des groupes métaboliques IRB, IOB, IONRB et NRB dans le cycle 

biogéochimique du fer en anoxie. La rouille verte se trouverait au cœur des processus de 

transformations des oxydes et oxyhydroxydes de fer. Le caractère purement enzymatique de 

l’oxydation des espèces Fe(II) en anaérobie (réactions n° 5-7) est en discussion. Pour les 

réactions n° 1, 5, 8 et 11 il n’est pas exclu que la transformation implique un passage 

transitoire par la rouille verte. 
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De plus, le dihydrogène est un donneur d’électrons intéressant à utiliser pour les bactéries 

hydrogénotrophes (e.g.  genres Shewanella, Geobacter) en raison de sa diffusion passive dans 

les membranes et le cytoplasme, mais surtout parce qu’il permet d’économiser la ressource 

de carbone organique. Dans nos conditions expérimentales, nous avons volontairement 

travaillé dans des conditions nutritives restreintes (pas d’ajout de carbone organique ni de 

phosphore) qui, en stressant les bactéries, les rapprochent des conditions physiologiques dans 

lesquelles elles se trouvent probablement dans les environnements oligotrophes tels que la 

zone de stockage des HAVL. 

L’originalité de ce travail de thèse réside donc dans la prise en considération de 

métabolismes bactériens tels que l’activité réductrice des nitrates (NRB) ou l’activité 

ferriréductrice (IRB), souvent délaissés, voire ignorés dans les processus de biocorrosion, 

contrairement aux métabolismes sulfato-réducteurs par exemple qui sont examinés depuis des 

décennies. Les NRB et IRB sont capables de transformer des produits de corrosion comme la 

sidérite ou la magnétite en rouille verte. Ce composé occupe ici une place centrale dans le 

cycle biogéochimique du fer en anoxie (Figure 68), décrivant la circulation de cet élément 

dans les différents compartiments de l’environnement en absence d’oxygène. La rouille verte 

apparaît comme une phase transitoire commune à plusieurs réactions microbiennes directes 

(réactions n° 1 à 8 et 12-13, Figure 68) ou indirectes (réactions n° 9 à 11 et 14, Figure 68) 

mobilisant le fer sous deux états d’oxydation différents FeII et FeIII. La plupart des 

oxyhydroxydes et oxydes de fer sont les précurseurs de la rouille verte ou simplement des 

produits de sa transformation. 

A l’échelle du laboratoire, nous avons mis en évidence par ce travail de thèse que les 

produits de corrosion sidérite et magnétite peuvent être transformés par l’activité bactérienne 

des NRB et IRB en minéraux secondaires variés tels que la rouille verte carbonatée, la 

goethite, la mackinawite ou encore la greigite. Cette diversité de minéraux secondaires 

pourrait impacter et accélérer les processus de corrosion se déroulant à la surface d’un acier 

non allié en augmentant notamment les potentiels couplages galvaniques entre les différentes 

phases de fer. Cette étude ayant été menée en fixant certains paramètres comme le pH, la 

pression en hydrogène, la densité cellulaire (Tableau 20), il serait donc délicat d’extrapoler 

ces résultats à une échelle plus importante, celle du milieu de stockage des déchets radioactifs 

HAVL. 
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Tableau 20. Variations des paramètres expérimentaux à l’échelle du laboratoire et à l’échelle du stockage 

souterrain des déchets radioactifs HAVL 

 

Echelle du laboratoire 

(cette étude) 

 

Echelle du stockage des déchets 

radioactifs HAVL 

 

pH 7 7 – 9

Concentration en 

nitrates (mM) 
4 – 40 < 1 

Température (°C) 30 30 – 90 

Densité cellulaire 

(cellules mL-1) 
107 – 109 ? 

Diversité bactérienne NRB et IRB ?

Conditions nutritives 
H2 :1 – 2 bars 

Corg (lactate) : 10 mM 

H2 : 80 bars 

Corg : < 1,4 % g-1 de matière sèche 

Viabilité cellulaire 1 mois ? 

Les perspectives liées à ce travail sont multiples et pourraient, dans un premier 

temps, consister à la réalisation d’études similaires à des températures et pressions 

représentatives de celles attendues dans le milieu de stockage HAVL (90 °C et 8 MPa) en 

choisissant des souches de NRB et IRB hyperthermophiles piezzophiles. De plus, il serait 

intéressant d’évaluer les effets de consortia bactériens entre groupes métaboliques (e.g. IRB + 

NRB, IRB + NRB + SRB) ou entre souches d’un même groupe métabolique (e.g. Shewanella 

putrefaciens et Geobacter metallireducens appartenant aux IRB) sur les transformations des 
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produits de corrosion sidérite et magnétite afin de se rapprocher au mieux des conditions 

environnementales. En effet, la littérature reporte des réactions se déroulant uniquement sous 

consortia bactériens, et non pas en souches pures, comme par exemple la méthanotrophie 

anaérobie qui est active au travers d’une syntrophie entre des SRB et des Archaea (Boetius et 

al., 2000). Enfin, il conviendrait de vérifier que l’oxydation des espèces Fe(II) par des 

souches telles que Acidovorax BoFeN1 ou encore Azospira oryzae est bien le résultat d’une 

réaction « enzymatique » couplée à la réduction des nitrates. La recherche d’enzymes fer-

oxydases au sein de leurs structures membranaires peut être un moyen. Si cette oxydation 

enzymatique est infirmée, alors les IONRB seront considérées comme de simples NRB. Ce 

qui reviendrait à dire que toutes les bactéries réductrices des nitrates sont des bactéries 

« ferroxydantes ». Cette idée est déjà en discussion depuis peu par certains des auteurs à 

l’origine de la découverte des IONRB (Klueglein & Kappler, 2013 ; Klueglein et al., 2014). 
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Effets de l’activité bactérienne réductrice du fer ferrique et des nitrates sur les transformations 

des produits de corrosion magnétite et sidérite de l’acier non allié 
 
 

En France, il est envisagé de stocker en formation géologique profonde les déchets 
radioactifs vitrifiés à haute activité et vie longue dans un conteneur en acier inoxydable 
chemisé par un surconteneur en acier non allié. Les principaux produits de corrosion attendus 
à la surface de ce dernier, i.e. la sidérite (FeIICO3) et la magnétite (FeIIFeIII

2O4), jouent un rôle 
protecteur contre la corrosion en tant que couche passivante. Ce travail de thèse visait à 
étudier l’influence des groupes métaboliques bactériens réducteurs du fer ferrique (IRB) et 
des nitrates (NRB) sur les transformations de ces produits de corrosion en anoxie. Des 
souches modèles de NRB (Klebsiella mobilis) et IRB (Shewanella putrefaciens) ont, dans un 
premier temps, été incubées en présence de suspension de sidérite ou de magnétite, afin 
d’exacerber les processus de transformation du fer du fait d’une surface spécifique élevée, 
puis dans un second temps, en présence de films électrogénérés de ces produits pour se 
rapprocher des conditions d’un acier non allié corrodé en anoxie. Ces souches bactériennes 
sont capables de transformer la sidérite et la magnétite par des processus microbiens directs 
ou indirects et de conduire à la formation de rouille verte carbonatée (FeII

4FeIII
2(OH)12CO3). 

Ce composé occupe une place centrale dans le cycle biogéochimique du fer en anoxie en tant 
que transitoire commun à plusieurs réactions microbiennes mobilisant le fer sous deux états 
d’oxydation différents FeII et FeIII. L’originalité de ce travail de thèse est donc de montrer que 
des métabolismes bactériens inaccoutumés tels que les NRB ou les IRB sont susceptibles de 
jouer un rôle dans les processus de biocorrosion. 
 
 
 
 
Effects of iron-reducing bacteria and nitrate-reducing bacteria on the transformations of iron 

corrosion products, magnetite and siderite, formed at the surface of non-alloy steel 
 
 

Radioactive waste is one of the major problems facing the nuclear industry. To 
circumvent this issue France plans to store vitrified high-level nuclear waste in a stainless 
steel container, placed into a non-alloy steel overpack, at a depth of 500m in an argillaceous 
formation. The main iron corrosion products formed at the surface of the non-alloy steel are 
siderite (FeIICO3) and magnetite (FeIIFeIII

2O4). These compounds are formed in the anoxic 
conditions present in the nuclear waste repository and play a protective role against corrosion 
as a passive layer. This work aims to investigate the activity of nitrate-reducing bacteria 
(NRB, Klebsiella mobilis) and iron-reducing bacteria (IRB, Shewanella putrefaciens) during 
the transformation of siderite and magnetite, especially those involved in anoxic iron 
biogeochemical cycle. Klebsiella mobilis and Shewanella putrefaciens were first incubated 
with siderite or magnetite suspensions (high surface specific area) in order to exacerbate the 
microbial iron transformation, subsequently incubated with a magnetite/siderite film 
synthesized by anodic polarization at applied current density. The transformation of siderite 
and magnetite by direct or indirect microbial processes led to the formation of carbonated 
green rust (FeII

4FeIII
2(OH)12CO3). As a transient phase shared by several bacterial reactions 

involving FeII and FeIII, this compound is the cornerstone of the anoxic iron biogeochemical 
cycle. The novelty of this thesis is the consideration of bacterial metabolisms of NRB and 
IRB often overlooked in biocorrosion processes. 
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