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Résumé

La sdreté du stockage de déchets nucléaires est un sujet de préoccupation
majeure, principalement pour les industries de production d’énergie nucléaire. |l est
prévu de stocker les déchets de haute activité pendant des millions d’années dans
des conteneurs en acier inox, avec un surconteneur en acier au carbone enfouis
dans des formations argileuses a une profondeur de 500 m. La resaturation du milieu
va entrainer I'arrivée d’eau au contact du colis provoquant la corrosion des matériaux
meétalliques en milieu anoxique, avec production d’hydrogéne et de produits de
corrosion comme des oxydes de fer .

Cette production d’hydrogéne représentera une nouvelle source énergétique
pour le développement bactérien, en particulier dans un tel environnement
présentant une faible teneur en matiére organique biodégradable. La croissance des
des biofilms bactériennes dans I'environnement des conteneurs en acier carbone
pourrait contribuer a la biocorrosion.

L’objectif de cette étude était de caractériser les interfaces électrochimiques
afin de comprendre les mécanismes de la biocorrosion de I'acier au carbone mis en
jeu en présence de Shewanella oneideinsis, une bactérie ferri-réductrice et
hydrogénotrophe. Pendant cette étude les oxydes de fer Ill et 'hydrogéne formés a
partir de la corrosion anaérobie ont été utilisés comme donneur et accepteur
d’électrons respectivement pour le métabolisme bactérien. Le taux de consommation
d’hydrogéne par Shewanella oneidensis a été estimé a l'aide de la technique de
microscopie électrochimique & balayage (SECM) a 10 mol s™. Enfin, l'influence de
la génération locale d’hydrogéne a été évaluée par chronoampérométrie. Une
accélération de la vitesse de corrosion a été observée quand I'’hydrogene est généré
localement sur le substrat d’acier au carbone. Finalement, le mécanisme de la
corrosion généralisée a été mis en évidence a partir des techniques d'impédance

globale et locale.

Mots clés : biocorrosion, bactéries ferri-réductrices, bactéries
hydrogénotrophes, impédance électrochimique, impédance électrochimique locale,

chronoampéromeétrie.



Abstract

The safety of deep geological repository for nuclear waste is a very important
and topical matter especially for the nuclear industry. Such as nuclear fuel the high-
level waste have to be stored for time frames of millions of years in metallic
containers. Typically these containers should be placed in deep geological clay
formations 500 metres underground. Corrosion processes, will take place after the
resaturation of the geological medium and under the prevalent anoxic conditions may
lead to the generation of hydrogen. This gas accumulates in clay environment
through the years and eventually becomes hazardous for steel containers. In the
particular environment of geological repositories does not provide much
biodegradable substances. This is the reason that hydrogen represents a new
suitable energy source for hydrogenotrophic bacteria. Thereby formed bacterial
biofilms on the containers may contribute to a process of fast decay of the steel, the
so called biocorrosion.

The aim of this study is to characterize the electrochemical interfaces in order
to obtain the mechanisms of biocorrosion of carbon steels in presence of iron-
reducing and hydrogenotrophic bacterium Shewanella oneideinsis.

The products of corrosion processes, namely hydrogen and iron (lll) oxides
are used as electron donor and acceptor, respectively. The amount of hydrogen
consumed by Shewanella could be estimated with 10* mol s using Scanning
Electrochemical Microscopy (SECM) techniques.

The influence of the local hydrogen generation was evaluated via
chronoamperometry. When hydrogen was locally generated above a carbon steel
substrate an accelerated corrosion process can be observed.

Eventually, using Local Electrochemical Impedance Spectroscopy (LEIS)

techniques, the mechanism of the generalised corrosion process was demonstrated.

Key words: Biocorrosion, bacteria, iron-reducing, hydrogenotrophic bacteria,

EIS, LEIS, chronoamperometry.
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Introduction

Le stockage des déchets nucléaires est une préoccupation mondiale. Les
décisions qui sont prises aujourd’hui auront un impact sur les prochaines
générations. Les déchets nucléaires seront stockés pendant des millions d’années,
ainsi tous les travaux pour une compréhension maximale des phénoménes pouvant
interférer avec les composants ou avec la structure du stockage doivent étre
entrepris pour garantir une sireté maximale.

Cette étude correspond au stockage des déchets radioactifs de haute activité.
Ces déchets ayant une durée de vie longue et un niveau radioactif élevé par rapport
aux déchets d’'une activité moyenne et faible. Aujourd’hui le principe du stockage de
ces déchets repose sur un concept de différentes barriéres métalliques. Aprés la
phase de resaturation hydraulique, l'eau arrivant au contact des matériaux
métalliques pourrait initier des processus de corrosion. Les oxydes de fer(lll) et
I'hydrogéne sont attendus comme produits de corrosion. La disponibilité de ces deux
éléments pourrait favoriser le développement des bactéries ferri-réductrices et
hydrogénotrophes. La question qui se pose par conséquent est de savoir si I'activité
des microorganismes peut avoir un impact sur le processus de corrosion en
favorisant la corrosion localisée.

Pour essayer de répondre a cette question, une étude électrochimique a été
conduite en utilisant des mesures locales et globales pour une meilleure
compréhension des mécanismes de la biocorrosion de l'acier au carbone en
présence des bactéries ferri-réductrices et hydrogénotrophes. (Pour cette étude,
Shewanella oneidensis a été choisi comme un microorganisme modéle).

Ce mémoire se divise en quatre chapitres.

Le premier chapitre est consacré a I'étude bibliographique ou le contexte du
stockage des déchets nucléaires, les principes de base des activités
microbiologiques et ceux de la biocorrosion sont introduits.

Dans le deuxiéeme chapitre, nous exposons les différentes techniques

électrochimiques, appliquées dans cette étude.
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Le troisiétme chapitre est dédié a I'étude de la biocorrosion de l'acier au
carbone, ou sont présentés les matériaux et méthodes utilisées dans cette étude, y
compris la description de la cellule développée exclusivement pour les mesures
electrochimiques locales en conditions anaérobies. Les résultats et discussions sont
aussi présentés. Tout d’abord la détection et la consommation d’hydrogéne par
Shewanella ont été mises en évidence a I'aide de la technique de SECM. Dans une
deuxiéme partie, l'influence de la génération localisée d’hydrogéne a été étudiée
pour trois différentes conditions par la technique d’ampérométrie. Les résultats ont
mis en évidence une augmentation de la charge libérée en présence de bactéries et
une génération locale d’hydrogéne. Ensuite, une étude de la corrosion localisée a été
effectuée a l'aide des techniques d'impédance globales et locales. Grace a ces
méthodes linfluence des bactéries ferri-réductrices et hydrogénotrophes sur la
corrosion généralisée a pu étre analysée.

Enfin, la conclusion générale et futures perspectives sont présentées dans le

quatrieme chapitre.
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1 Etat de I’art

Ce chapitre présente le contexte de I'étude, et une analyse révisons
bibliographique comprenant une introduction des éléments nécessaires a la
compréhension de I'étude électrochimique de la biocorrosion de I'acier au carbone

en présence de la bactérie Shewanella oneidensis.

1.1 Stockage des déchets nucléaires

1.1.1 Contexte

L’utilisation d’éléments radioactifs dans notre société est aujourd’hui devenue
un acte courant. L'utilisation du radium en France dés les années 1930 dans les
hopitaux pour combattre le cancer a permis de mettre en évidence la problématique
de la gestion des déchets radioactifs. Mais ce n’est qu’aprés la deuxiéme guerre
mondiale que la quantité de déchets générés est devenue de plus en plus
importante. Les premiéres normes pour garantir la sireté du stockage des déchets,
ainsi que leur entreposage ont été érigées par le commissariat a I'énergie atomique
(CEA).

La situation a rapidement évolué dans les années 1950 et 1960, avec le
développement des centrales nucléaires ainsi qu'avec la recherche sur les
armements atomiques.

Aprés la crise pétroliere de 1974, la France a pris la décision de devenir
energétiquement indépendante. Un nouveau programme de développement de
I'industrie électronucléaire a alors été congu. L'implantation de plusieurs centrales
nucléaires a augmenté largement le volume des déchets de tous niveaux de
radiation comme représenté au Tableau 1. Pour cette raison, en 1979, le CEA a été
chargé par le gouvernement d’ouvrir un organisme pour la gestion de tous les

déchets nucléaires: 'Andra — Agence nationale pour la gestion des déchets
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radioactifs. Ainsi, 'Andra a établi des réglementations sévéres pour la sdreté du
stockage des déchets en surface — tels que le stockage en colis normalisés — et
rationalisés — mais aussi le contréle de I'impact environnemental de I'eau au contact
des déchets nucléaires. Le centre de la Manche a été le premier centre de stockage

géré par I'’Andra pour le stockage de déchets de faibles et de moyennes activités.

Tableau 1 : Classification des déchets nucléaires par rapport au niveau de radioactivité et de
durée de vie.

Trés Faible Déchets TFA
Activité (TFA) Stockés en surface au Centre de stockage TFA de L"Aube

Déchets FA-VL

Faible Activité Centre de stockage a faible
profondeur {entre 15 et 200

(FA) metres) a 'étude Mise en
. Déchets FMA-VC se.mcé reu'Je :an .;"'J-I';
vaeau de Stockes en surface au Centre 5
. Ly de stockage FMA de "Aube
Radioactivite Déchets MA-VL
Moyenne Centre de stockage profond (a
Activite (MA) 500 métres) a |'étude. Mise en
service prévue en 2025
Haute Activité : Dechets HA b
(HA) Centre de stockage profond (a 500 net_'es,- a l'étude.
Mise en service prévue en 2025.

Vie courte (VC) Vie longue (VL)

Période radicactive <31 ans Période radioactive >31 ans

Durée de vie

Le systtme de stockage a été affiné au fil des années, et le systéme de
multibarriéres a été défini comme le modele de base. Ce systéme consiste en
I'utilisation de différents matériaux pour garantir la sGreté du stockage des déchets
radioactifs tels que les colis, les ouvrages de stockage et le milieu géologique
d’accueil des colis.

Plusieurs études géologiques ont été réalisées a partir de 1984 afin de
déterminer un lieu propice a linstallation d’'un nouveau centre pour compléter celui
de la Manche. La région de I'Aube a été largement étudiée et les informations sur
ces recherches ont été rendues publiques. Le 22 juillet 1987, le Premier Ministre a
signé la déclaration d'utilité publique autorisant la construction, dans I'Aube, du

Centre de Stockage pour les Déchets de Faible et Moyenne Activité (CSFMA).
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Par contre, la situation du stockage des déchets de Haute Activité (HA) et
Moyenne Activité de Vie Longue (MA-VL) n’est toujours pas résolue : les déchets
provenant du traitement des combustibles nucléaires francais usés attendent encore
une solution de stockage définitive et sont, jusqu’a présent, entreposés sur les sites
de La Hague et de Marcoule.

D’autres pays travaillent également a la recherche de possibilités de stockage
dans différents types de formations géologiques profondes, comme par exemple :

* a Mol, en Belgique, dans l'argile.
* a Asse, en Allemagne, dans une ancienne mine de sel.
* a Grimsel, en Suisse, dans du granite.

e 4 Osthammar, en Suéde, également dans du granite.

En 1982, la France entame une collaboration avec ces pays, pour avancer
dans les recherches en vue d'un stockage souterrain dans diverses formations
rocheuses. A partir de la premiére loi relative a la gestion des déchets nucléaires en
1991, '’Andra est devenue indépendante du CEA, et a été désignée pour piloter sur
une période de 15 ans, une étude trés spécifique sur la faisabilité du stockage
souterrain.

Les études des différentes strates ont été réalisées d’abord dans une région
argileuse du Jura ou des expériences ont été menées grace a un tunnel préexistant
dans une couche d’argile. Des recherches réalisées dans plusieurs laboratoires
universitaires sont également encore en cours.

En 1998, le gouvernement a autorisé l'installation par 'Andra d'un laboratoire
souterrain sur le site de la Meuse/Haute-Marne. Le concept de réversibilité du
stockage des déchets radioactifs a été défini comme le plus favorable.

La construction des installations du laboratoire souterrain a débuté en 2000 ;
et en 2004, des galeries a des profondeurs de 445 et 490 métres ont été installées.
Les expériences développées sur ce site ont montré un trés bon accord avec les
études préliminaires.

En 2005, 'Andra a publié un important dossier (Dossier 2005 Argile [1-3]) sur
I'architecture, la phénoménologie et la slreté du stockage géologique des déchets
radioactifs montrant la faisabilité d’un centre de stockage de déchets radioactifs de
haute et moyenne activités a vie longue sur le site de la Meuse/Haute-Marne. Cette

conclusion a été I'aboutissement de 15 années de recherche sur la thématique du
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stockage des déchets radioactifs.

Aprés la loi du 28 de juin 2006, I'Andra a été chargée de concevoir et
d’'implanter dans la couche d'argile du Callovo-Oxfordien en Meuse et Haute-Marne,
a 500 metres de profondeur, un centre de stockage réversible pour les déchets de
haute et de moyenne activités a longue durée de vie. Ce centre, le Cigéo (Centre
industriel de stockage géologique) est maintenant en phase de conception, et la date

prévisionnelle pour sa mise en service est 2025.

1.1.2 Les déchets de Haute Activité (HA)

Les déchets de haute activité viennent principalement du processus de
traitement des combustibles usés. Différents processus chimiques et mécaniques
sont appliqués pour le recyclage des combustibles originaires de l'industrie nucléaire
permettant la séparation des éléments valorisables comme I'Uranium, le Plutonium,
mais aussi d’autres produits non réutilisables qui constituent les déchets de HA
(Figure 1). Le pourcentage de ces déchets représente environ 4% de la totalité des
combustibles traités et il est constitué :

* de produits de fission obtenus directement de la fission des noyaux lourds
comme l'uranium 235, ou par la désintégration des fragments de fission, comme
par exemple l'iode 129. Ce groupe, qui peut étre constitué de différents éléments
chimiques, représente la majorité des éléments a traiter.

e d’actinides mineurs, comme par exemple le neptunium 237, I'américium 241 ou
243 et le curium 244 ou 245.

* de produits d’activation formés a partir du bombardement de neutrons ou d’autres

particules dans les alliages et les matériaux de structure [1].

95 % 1%4/[4%

Uranium Plutonium Déchets HA
réutilisé pour la fabrication de réutilisé pour la fabrication de résidus non
nouveaux combustibles ou combustibles MOX (oxyde réutilisables
entreposé en attente de d’uranium et plutonium)

valorisation

Figure 1 : Représentation de la composition d’'un combustible usé de type oxyde d’uranium [4]
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Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés au stockage de
déchets de type HA qui représentent moins de 0,2% du volume des déchets
radioactifs frangais, mais qui sont responsables de plus de 96,8% de la radioactivité
totale [5]. lls sont aussi classés C dans la catégorie des déchets, et subissent un
processus de vitrification avant leur conditionnement dans les colis de stockage. Ce
groupe est aussi subdivisé par rapport aux caractéristiques radioactives spécifiques
de ces déchets, en particulier en relation avec la libération de chaleur au cours des

années.

1.1.3 Le stockage des déchets nucleaires HA — systeme multi-barrieres

Le systéme multi-barriere a été congu pour éviter la contamination de
'environnement et de 'homme par des éléments radioactifs stockés pendant des
milliers d’années. La sdreté du stockage doit étre assurée par ['utilisation des
différents composants tels que les colis de stockage (les récipients collecteurs des
déchets radioactifs), les ouvrages de stockage et le site géologique proprement dit.
Le principal objectif est de réduire au maximum la circulation de I'eau autour des
déchets, car I'eau est un facteur déterminant d’altération des conteneurs par la

corrosion et aussi de diffusion des radionucleides [2].

1.1.4 Les colis de stockage des déchets C

Les colis des déchets C sont constitués d’enveloppes primaires et

secondaires.

1.1.4.1 Les enveloppes primaires

Les déchets de HA sont incorporés dans une matrice de verre borosilicaté. Ce
mélange (verre/déchet) est coulé directement dans I'enveloppe primaire (structure en
acier inoxydable) représenté sur la Figure 2. Cette procédure permet une meilleure
stabilisation des déchets, une distribution des déchets radioactifs dans le colis et,
donc, une répartition plus uniforme de la chaleur qui sera libérée au cours des
années de stockage. Ces déchets sont encore divisés en 5 classes par rapport a la

nature du contenu radioactif.
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Figure 2 : Schéma d’un colis de déchets de HA vitrifiés

1.1.4.11 Les enveloppes secondaires

Chaque colis est disposé dans une enveloppe d’acier au carbone de 55 mm
d’épaisseur. Un couvercle fait dans le méme matériau est alors soudé a I'enveloppe
cylindrique aprés le conditionnement du colis primaire (Figure 3).

L'utilisation de cette enveloppe épaisse est nécessaire pour garantir
I'étanchéité du colis de stockage. Leur résistance mécanique, leur faible vitesse de
corrosion dans I'environnement anoxique, la corrosion généralisée comme
mécanisme de corrosion ainsi que le codt du matériel sont des critéres importants
pour ['éligibilité de [l'acier au carbone comme matériau de composition des
enveloppes de stockage. Par ailleurs, I'étude d’objets archéologiques constitués de
meétaux a permis, par analogie, de décrire le comportement de certains matériaux sur

de longues périodes dans différents environnements [6].
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Sur la paroi externe de ces conteneurs, des patins en céramique sont fixés

servant a I'appui du colis sur le chemisage métallique des alvéoles.

Couvercle

Matrice
de verre

i‘.._ Corps

Echelle graphique

Figure 3 : Schéma du sur-container en acier au carbone avec un colis primaire C.

1.1.4.2 Les ouvrages de stockage

Les ouvrages de stockage des déchets de HA sont constitués d’alvéoles en
acier non allié ou faiblement allié¢, qui sont insérés directement en position
horizontale dans la couche d’argile du Callovo-Oxifordien. Ces alvéoles ont une
longueur d’environ 40 m et une épaisseur qui peut varier de 25 a 40 mm. Leur

implantation sera finalisée a partir des galeries d’acceés (Figure 4).
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Chemisage
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Operculaire

Galerie d'accés

Figure 4 : Schéma représentatif des alvéoles de stockage avec les colis de stockage dans la

partie utile.

La quantité et la distribution de ces colis dans les alvéoles dépendront de la
nature et des niveaux de radioactivité des colis. Le calcul de la distribution des colis
est réalisé par rapport a la prévision de dégagement de chaleur que ces déchets
vont libérer pendant les années de stockage. Les colis seront intercalés avec des
séparateurs pour équilibrer le remplissage des alvéoles et la quantité de colis varie

de 5 a 18 par tunnel. L'objectif est de garantir que la température maximale au

voisinage des alvéoles ne dépasse pas 90°C, comme illustré sur la Figure 5.
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Figure 5 : Simulation des isothermes de température pour une période correspondant a un pic

thermique, d’aprés la référence [3].
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Aprés l'installation des colis, 3 barrieres mécaniques seront utilisées pour la

fermeture de I'alvéole (voir Figure 6):

un chemisage métallique qui joue un réle structural, et assure la
réversibilité du stockage.

une barriere d’argile gonflante. Ces matériaux composés essentiellement
de minéraux argileux (smectite), mais aussi d’éléments secondaires,
comme les carbonates, les feldspaths, le quartz, la pyrite, les oxy-
hydroxide, etc. En quantité encore plus faible, les minéraux a I'état de
traces, comme le titane et le zirconium sont aussi présents. En raison de
sa structure cristalline en feuillets, la smecticte a la capacité de rétention
de molécules polaires comme l'eau dans la couche interfeuillet de sa
structure cristalline ce qui lui laisse une possibilité de gonflement et lui
garantit également une trés faible perméabilité. Aprés le gonflement, le
bouchon d’argile isole les galeries de stockage des galeries d’acces ;

un bouchon de béton est utilisé pour confiner I'argile et sans empécher le

gonflement.

Bouchon métallique ’
= Protection biologique

Partie utile Téte d'alvéole
Bouchon d'argile Bouchon béton
- Barmriére de confinement en - Maintien mécanique
continuité avec le terrain du bouchon d'argile
3 N\
~
C.IM.OSES.04.0187.E e

Figure 6 : Schéma représentatif des alvéoles de stockage avec la représentation des trois

barriéres mécaniques (métallique, argile gonflante et béton) [3]
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1.1.4.3 La formation géologique

La couche du Callovo-oxifordien, située de 420 a 600 m de profondeur dans la
région de Meuse-Haute Marne est constituée d’argilite, matériel sédimentaire
compacté depuis environ 150 millions d’années (période du Jurassique) (Figure 7).
Sa perméabilité est considérée comme faible grace a une trés fine porosité (environ
50 a 200 nm) et a la présence d’eau lintercalée d’eau dans les feuillets des argiles,
ce qui lui confére un coefficient de diffusion compris entre 5.10"%et de
2,5.10"° m%s™ pour une porosité accessible de 5% pour les anions et de 8% pour
les cations. Le pH du milieu reste autour de 7 et cette formation argileuse est

naturellement un milieu réducteur [1].

Calcaires
du Barrois
Kimmérndgien
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- - P —— /s
200 5
Rathonian i
-700 . 77
'M..arref : 44" Horlzons poreux
il 4 I = e e e s aquieres peu connectes
Bajocien

Figure 7 : Coupe transversale de la couche géologique de la région du Meuse/Haute Marne [2].
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Cette formation a été choisie comme futur site de stockage en raison de sa
stabilité et de la trés faible activité sismique observée ces derniers siécles. La trés
faible perméabilité est également un bon indicateur pour la rétention de la

radioactivité.

1.1.5 Phénoménologie dans I'environnement de stockage.

Parmi les différents facteurs qui influencent I'environnement du stockage, on
doit prendre en compte le vieillissement de la structure mais aussi I'évolution
géodynamique de la couche d’argile, comme par exemple, les variations climatiques
en surface ou les mouvements tectoniques.

DG a une grande stabilité du site géologique de Meuse / Haute Marne, le
facteur naturel est considéré comme étant le plus important pour les altérations
géodynamiques et les changements climatiques a la surface. Ces altérations au
cours des années peuvent modifier I'écoulement de l'eau et le transport des
solutions.

La Figure 8 représente la prévision chronologique des principaux phénoménes

qui auront lieu dans I'environnement de stockage des déchets C [1].
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Figure 8 : Chronogramme des principaux phénoménes qui interférent dans le stockage des
zones des déchets C [3].

Pendant le processus d’excavation des galeries souterraines, I'équilibre
hydrodynamique sera affecté autour de I'ouvrage di a la modification de la pression
en eau. La circulation de l'air non saturé en eau dans les galeries ouvertes
déshydrate également I'atmosphére dans les galeries et aux environs de celles-ci.
Aprés la fermeture des galeries, un nouvel équilibre hydraulique est mis en place.
Cet équilibre sera encore affecté par les variations de la température des déchets
pendant leur stockage et par I'hydrogéne libéré par le processus de corrosion des
matériaux métalliques, plus particulierement pour les galeries des déchets C.

La dégradation d’autres matériaux comme le verre, le béton ou l'acier sont
aussi preévisibles au cours des années, mettant ainsi en évidence I'importance d’une
estimation valide de la stabilité de tous ces matériaux cruciale pour assurer la sareté

du stockage des déchets nucléaires.
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1.1.6 Corrosion des matériaux métalliques dans les conditions de stockage

1.1.6.1 Généralités

Tous les matériaux ont tendance a évoluer au cours du temps, en évoluant
vers un état thermodynamiquement le plus stable. La corrosion est un processus
electrochimique ou, en présence d’éléments oxydants, par exemple I'oxygéne, un
métal revient a I'état oxydé (plus stable) dans lequel on le trouve le plus souvent a
I'état naturel. Cette oxydation aboutit dans certains cas a la formation de couches
protectrices (couches d’oxydes), qui peuvent également réduire la vitesse de
corrosion du matériau en jouant le réle de couche barriére plus ou moins efficace.

La corrosion peut survenir soit de fagon généralisée soit de fagon localisée. La
corrosion généralisée, ou uniforme, est considérée comme étant un phénoméne
homogéne sur toute la surface métallique. Au contraire, quand le phénoméne de
corrosion n’est pas uniforme il est considéré comme localisé. Différents types de

corrosions localisées (Figure 9) existent, comme par exemple:

* la corrosion par piqare qui correspond a une attaque initiale trés localisée sur la
surface d’'un matériau (par exemple la rupture de la couche passive sur un acier
en présence d’ions halogénure ou de microorganismes). C’est un type de
corrosion trés courant dans le cas des aciers inoxydables et ce type de corrosion
peut se propager en profondeur dans le matériau, compromettant ainsi
gravement l'intégrité des structures.

* la corrosion galvanique se produit lorsque deux matériaux de différentes natures
sont mis en contact dans un milieu conducteur. Un transfert des électrons entre
les deux matériaux est observé (I'un étant 'anode, l'autre la cathode), ce qui se
traduit par la dissolution de 'anode proche de la région de couplage.

* La corrosion par crevasse est le résultat de I'aération différentielle rencontrée a la
jonction entre les matériaux. La partie exposée n’est pas affectée, par contre, la
partie confinée est corrodée.

* La corrosion intergranulaire est due a la différence de potentiel des grains
adjacents dans un alliage. La dissolution du métal se produit autour de ces

grains.
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 La corrosion sélective est la dissolution préférentielle d’'un des éléments
constitutifs d’un alliage.

* La corrosion par érosion correspond a l'action de forces externes comme par
exemple l'air, un écoulement de solution ou un frottement entre deux matériaux
qui accélére le processus de corrosion.

* La corrosion par le stress résulte d’'une modification de la corrosion lorsque le

mateériau est soumis a des contraintes meécaniques [7-9].

QRN GEIRITD

UQ R R A

Figure 9 : Exemples de différents types de corrosion : (a) corrosion uniforme, (b) corrosion par
piqdre, (c) corrosion intragranulaire, (d) « stress corrosion » (e) corrosion par crevasse, et (f)
corrosion sélective [10].

1.1.6.2 Conditions dans le centre du stockage :

Comme cela a été mentionné précédemment, une grande quantité de
matériaux meétalliques comme l'acier au carbone sera utilisée dans I'environnement
souterrain. Trois étapes de temps pourront étre observées sur le site de stockage. Au
premier stade (processus d’excavation et construction), la présence d’oxygéne est
observée autour des ouvrages. Aprés le remplissage et la fermeture des galeries,
une étape de transition aérobie / anaérobie est attendue, se terminant par mis en
place d’'un environnement anoxique. Le fer en milieu aqueux est sujet a la corrosion,
et les réactions qui peuvent avoir lieu dans un tel environnement sont décrites par les

meécanismes présentés dans le Tableau 2 [11] :
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Tableau 2 : Réactions de corrosion du fer dans les environnements de stockaﬂéologique.
4 Fe’ + 3 0, — 2 Fe,05

Corrosion Aérobie 4 Fe’ + 6 H,0 + 3 O, — 4 Fe(OH)3
2 Fe® + H,0 + 3/2 O, — 2 FeO(OH)

4 Fe;O3 + Fe — 3 Fe30q4
2 Fe(OH)3 +4Fe+2H,O —2Fe;04+5H,

Transformation
minéral — Phase de
transition

3 Fe® + 4 H,0 — Fe304 + 4 H,
Corrosion Anaérobie Fe® + 2 H,O — Fe(OH); + H;
3 Fe(OH)z — Fe304+ 2H,0 + H,

Une libération importante de H, est prévisible [12] au cours des années dans
I'environnement du stockage des déchets radioactifs et la présence d’oxydes de fer
[ll, comme la magnétite, est attendue comme produit de la corrosion du fer dans des
conditions anoxique [13, 14]. |l faut aussi noter que certains oxydes de fer sont aussi

présents dans le milieu argileux.

1.1.7 La présence d’hydrogéne dans les conditions de stockage des déchets de HA.

Lorsque le matériau métallique est en contact avec l'argile saturée, une
formation d’hydrogene par corrosion est attendue. L’hydrogéne est aussi généré par
le processus de radiolyse de I'eau et de matiéres organiques. Par contre, ces voies
représentent moins de 10% de la quantité en hydrogéne totale qui sera générée
dans les galeries.

L’hydrogene libéré par le processus de corrosion est initialement observé sous
forme dissoute. Comme le coefficient de diffusion dans I'argilite est faible, la quantité
d’hydrogéne généré sera importante, ce qui conduit a la saturation en hydrogéne
dans l'eau interstitielle, induisant ainsi la formation de I'hydrogéne a I'état gazeux dés
les premiéres années de l'installation du centre de stockage.

Les perturbations générées par la présence de ce gaz a pression élevée
peuvent modifier considérablement les régimes hydrogéologiques a cause de
I'expansion du gaz. A haute pression, I'hydrogéne peut aussi favoriser la formation
de fissures dans la couche d’argile modifiant la migration des radionucléides [1].

Un autre facteur a considérer est linteraction de I'hydrogéne avec les
matériaux meétalliques. La haute concentration en hydrogéne peut induire la

corrosion de l'acier au carbone en favorisant la formation de fissures et par
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conséquence la rupture du matériel, mettant ainsi en danger la sdreté de la structure
du stockage [15].

L’hydrogene est aussi considéré comme étant un substrat énergétique
important pour les microorganismes, surtout dans un environnement souterrain avec

une teneur en matiere organique réduite [16].

1.1.8 Conditions microbiologiques dans I'environnent de stockage

L’influence des microorganismes dans les conditions du stockage géologique
fait encore aujourd’hui I'objet de nombreuses recherches scientifiques. Plusieurs
etudes de corrosion dans ce contexte ont été réalisées sans prendre en compte le
facteur microbiologique, bien que la présence de microorganismes, dans
I'environnement souterrain soit bien établie et qu'elle ait déja été l'objet de
nombreuses recherches [17-20].

Différents aspects de limpact des activités microbiennes ont été étudiés,
comme, par exemple, l'influence de l'activité biologique dans le processus de
diffusion des radionucléides dans I'environnement de stockage ou encore I'impact
sur la corrosion métallique [21, 22].

Les microorganismes peuvent se développer dans une gamme tres large de
conditions environnementales. Leur développement est lié a la disponibilité de
certains facteurs, comme la disponibilité en eau libre (nécessaire pour réaliser des
fonctions biologiques), la présence de nutriments, d’'oxygéne ou d’autres gaz, la

température, le potentiel redox et le pH [23].

1.1.8.1 Facteurs influengant le développement microbiologique
Nutriments

Pour réaliser les processus métaboliques, les microorganismes ont besoin de
nutriments. Certains nutriments sont assimilés par les microorganismes et font partie
de leur composition structurale (les éléments essentiels et les éléments secondaires)
ou métabolique (éléments essentiels et micronutriments), ce qu’on appelle le
métabolisme assimilatif. lls utilisent les substrats en différentes proportions, comme

présenté dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Composition des éléments bio-essentiels dans les cellules bactériennes en
oourcentage de poids [24, 25].

Fonction métabolique

Eléments H
essentiels N Principaux constituants des matériaux cellulaires
(1 -65 wt%) o

Na *Impliqués dans les différents processus de transport
Mg *Cofacteur de enzymes ; présent dans les parois
cellulaires ; membranes, ribosomes et phosphate
P *Constituant des acides nucléiques, des
Eléments phospholipides, nucléotides et vecteurs énergétiques
secondaires S (ATP/ADP)

*Constituant des aminoacides, pyrophosphate,
coenzyme A, biotine et acide lipoique

(0,05 - 1 wt%)

Cl eImportant anion inorganique cellulaire
K *Principal ion inorganique dans la cellule ; cofacteur
de quelques enzymes.
Ca *Présent dans les exoenzymes et dans les parois
cellulaires
B, Fe,
Si, V, Font partie, en général, des atomes centraux des
Micronutriments | Cr, Mn, | groupements prosthétiques (liaisons trés fortes entre
(<0,05 wt%) Cu, I, les coenzymes et les enzymes), et participent aux
Co, Mo, fonctions cellulaires comme I'activité enzymatique
Zn, Se, spécifique et le transfert d’électrons [16].
Ni, W

Le carbone est I'élément principal de la structure bactérienne. Les

microorganismes peuvent obtenir ce substrat de deux fagons :

. a partir de molécules organiques (microorganismes hétérotrophes).

. a partir du dioxyde de carbone (microorganismes autotrophes).

Nutriments énergétiques

Pour obtenir les substrats pour leur reproduction, la synthése de matériel
cellulaire ou extracellulaire, la locomotion..., les bactéries ont besoin d’énergie. Cette

énergie peut étre obtenue par deux voies :
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. les microorganismes utilisent I'énergie lumineuse en captant des
photons : ce sont les microorganismes photosynthétiques

. par réaction chimique, en réalisant des réactions d’oxydoréduction qui
surviennent entre un donneur et un accepteur d’électrons. Cette réaction est
un processus électrochimique ou I'énergie est stockée sur la forme d’ATP :

métabolisme dissimilatif [26].

Dans I'environnement souterrain ou il N’y a pas la présence de lumiére, seuls
les microorganismes chimiotrophes peuvent se développer. Les bactéries peuvent
utiliser des éléments organiques et inorganiques, comme donneurs et accepteurs
d’électrons : on parle alors de microorganismes lithotrophes (qui utilisent les

substrats inorganiques) et organotrophes (qui utilisent des substrats organiques).

Activité de I'eau (a,)

Pour leur développement, les microorganismes ont besoin d’eau. Cependant,
'eau dans la nature est observée dans 3 conditions : hygroscopique, pelliculaire ou
gravitationnelle. L’eau hygroscopique n’est pas disponible pour I'activité biologique.
Due a la nature de leur forte liaison, cette 'eau forme un film de 3 10?2 pm
d’épaisseur autour des particules solides [19]. Cette eau est immobilisée. Au
contraire de eau hygroscopique, des eaux pelliculaires et gravitationnelles (qui ont
des liaisons plus faibles avec les particules) peuvent étre utilisées pour les activités
biologiques. Cette eau disponible est mesurée sous la forme d’activité de I'eau (ay),
et est obtenue par le quotient de la pression de vapeur de la solution (P) par la

pression de vapeur de I'eau (Po) (a la méme température) [7].

P

w Equation 1
Po

L’activité de leau est un facteur Ilimitant pour le développement
microbiologique. Les bactéries peuvent en général résister a une variation d’activité
de I'eau de 0,9 a 0,8, valeur qui peut atteindre 0,75 dans conditions salines pour les
microorganismes halophiles. Les champignons sont encore plus résistants : ils

peuvent survivre avec des valeurs d’activité de I'eau de I'ordre de 0,6.

152



Température

Tous les organismes vivants ont une température optimale pour leur
développement. La température optimale est liée a la spécificité du systeme
enzymatique de chaque organisme. Ce sont les enzymes qui catalysent les réactions
meétaboliques. Méme si le développement de microorganismes est possible dans une
large gamme de température, chaque microorganisme posséde une température
optimale de développement. Le Tableau 4 présente ces températures pour
différentes familles de microorganismes. On constate que la plage couverte pour
tous les microorganismes considérés s’étend sur plus de 100° C.

Tableau 4 : Classification des microorganismes en fonction de leur température optimale de
développement. [23]

Classification Va_riation de Ia} température

optimale de développement
Psychro- ou kryophiliques <0°Caz20°C
Psychrotrophiques 0°C a 30°C
Mesophiliques 10°C a 40°C
Thermophiliques 35°C a 55°C
Thermophiliques modérés 50°C a 85°C
Thermophiliques extrémes 75°C a 95°C

hyperthermophiliques >90°C
pH

Comme pour la température, les microorganismes ont aussi un pH optimal
pour réaliser leurs foncions métaboliques. lls peuvent étre divisés en 3 groupes, les
alkalophiles (pH >9), les neutrophiles (pH de 7 a 9) et les acidophiles, qui peuvent

encore étre divisés en deux groupes : forts (pH 0 a 3) et modérés (pH 2 a 5) [23].

Tolérance a I'oxygéne

Les microorganismes peuvent étre aussi classifiés en fonction de leur

toléerance a l'oxygene. Les microorganismes aérobies sont complétement
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dépendants de la présence d’O, pour leur respiration, et sont classifiés comme
"aérobies stricts". Certains d’entre eux peuvent réaliser a la fois la respiration aérobie
et la respiration anaérobie : ils sont alors classifiés par rapport au mécanisme
préférentiel, ou aérobies facultatifs quand lI'oxygéne est le principal accepteur
d’électrons, mais ils sont aussi capables, en absence d’oxygeéne, d'utiliser d’autres
accepteurs. Les anaérobies stricts ne sont pas capables de survivre en présence
d’'oxygéne, méme a faibles concentrations, ils utilisent exclusivement un autre

accepteur d’électrons que I'oxygéne.

Potentiel d’'oxydo-réduction

Le potentiel redox indique le potentiel d’'oxydation et de réduction des especes
electroactives présentes dans le milieu. Tous les processus métaboliques ont lieu
entre les potentiels d’'oxydation et de réduction de 'oxygéne et de I'hydrogene, et les
potentiels peuvent indiquer le type de mécanisme qui aura lieu. Plus grande est la
différence de potentiel entre le donneur et I'accepteur d’électrons, plus grand sera le

gain énergétique [23].

1.1.8.2 Considérations sur les conditions microbiologiques dans I'environnement de
stockage

La porosité de la roche du Callovo Oxfordien est de 50 a 200 nm environ. Les
bactéries ont une taille moyenne de 0,5 a 1 um, ce qui permet de supposer une
activité microbiologique faible dans cet environnement due a la compression des
microorganismes. Par contre, due a l'insertion des différents matériaux (containers
métalliques, béton, etc.) lors de la construction du centre de stockage,
'environnement souterrain va étre profondément modifié. Autour de la zone
d’excavation (CFZ, Connected Fractured Zone) d’'importantes altérations sont
attendues, comme le changement de la porosité, la formation de fissures, la
présence d’'un vide technologique et I'insertion des différents matériaux qui peuvent
favoriser des changements de pH ou de potentiel redox.

Dans la couche d’argile du Callovo-Oxfordien des éléments nutritifs sont
disponibles [27]. En outre, le processus de corrosion du matériel métallique fournira

une quantité importante d’hydrogéne ainsi que des oxydes de fer. L’hydrogéne est
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un des principaux substrats énergeétiques dans I'environnement souterrain, qui est
généralement un milieu pauvre en matiere organique [16] .

Au-dela des microorganismes typiques [19, 28, 29], d’autres espéces pourront
étre introduites dans cet environnement pendant la période de construction du
stockage [21]. La présence de I'hydrogéne et des oxydes de fer Ill pourra favoriser le

développement de bactéries hydrogénothophes (HOB) et ferrirédutrices (IRB).

1.2 Biocorrosion

Quand le processus de corrosion est associé a I'action de microorganismes, le
phénoméne est appelé biocorrosion, ou MIC pour Microbiologically Influenced
Corrosion.

L’influence de I'action des microorganismes comme agent responsable de la
corrosion est un phénoméne étudié recemment. Les microorganismes s’organisent a
l'interface du matériau en formant des structures complexes : les biofilms. Les
recherches pour élucider les mécanismes de la biocorrosion ont considérablement
eté développées ces derniéres années grace en particulier a 'amélioration des
techniques d’analyses de surface, des techniques de microscopie confocale a
balayage laser, de microscopie de force atomique (AFM), microscopie de force
biologique (BFM), spectroscopie de masse (MS), diffraction de rayon-X (XPS),
techniques qui ont beaucoup aidé a la connaissance du monde complexe des
biofilms [30]. Cependant, beaucoup de questions restent encore sans réponse. Il est
maintenant admis que le développement du biofilm crée des sites sur la surface
métallique favorisant ainsi les mécanismes traditionnels de corrosion
électrochimique. Ce concept a quelque peu évolué aprés la mise en évidence de la
participation active des microorganismes dans le mécanisme proprement dit, avec le
transfert direct d’électrons entre les microorganismes et le substrat [31].

La biocorrosion est donc un phénoméne complexe ou les connaissances
interdisciplinaires sont nécessaires : sciences des matériaux, électrochimie, chimie,
microbiologie, ....

Selon le centre de recherche de corrosion marine et biologique (Corrodys)

[32], le colt annuel de la biocorrosion, en France est estimé a 5 milliards d’euros, ce
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qui correspond a environ 10% du co(t global de la corrosion. La non prise en compte
de ce phénomene sous-estime considérablement les risques, ce qui peut entrainer
de grandes pertes financiéres et écologiques, comme par exemple dans le cas de
I'industrie pétrochimique (installations offshore) et dans l'industrie du stockage
nucléaire.

Il faut aussi garder a I'esprit que I'action des microorganismes peut concerner

pratiquement tous les types de matériaux [26].

1.2.1 Les biofilms

Dans la nature, les microorganismes ont tendance a s’attacher a la surface
des substrats : seuls 10% se trouvent a I'état planctonique (i.e. libre). lls s’organisent
en communautés pour former des structures trés complexes qu’on appelle biofilm.
Les biofilms sont un type de consortium ou de multiples espéces cohabitent dans
une structure capable de résister aux dangers externes (comme par exemple la
résistance a l'action des biocides), ou encore capable de fournir des conditions
spécifiques favorables (comme des gradients anaérobies). Les biofilms peuvent étre
comparables a une forteresse et leur structure est formée par une matrice exo
polymérique ou EPS (Extracellular Polymerique Substrance). L’'EPS est composée
d’'un mélange de macromolécules, telles que des protéines, des polysaccharides,
des lipides, des acides nucléides, avec une composition qui varie en fonction de la
flore microbienne présente [30]. Ces matrices peuvent prendre différentes formes et
résultent de facteurs divers, la réaction au stress, les conditions nutritives, la
température, le milieu de culture.... Leur conformation spatiale est responsable des

différents gradients de concentration de nutriments qui peuvent étre observés [33].

1.2.1.1 La formation des biofilms

Le schéma du cycle de formation des biofilms est présenté sur la Figure 10.
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Figure 10 : cycle des phases de développement d’un biofilm [33].

Un processus d’adhésion se met en place au début du développement du
biofilm. En général, les microorganismes les plus petits, ou les fragments d’EPSs,
provenant de I'étape de dispersion d’un biofilm antérieur, sont les premiers a se fixer
sur le substrat. Les interactions principales entre microorganismes/ substrat se
produisent par des interactions de type Van der Waals. Ces réactions peuvent aussi
étre modifiées dans le cas d’une répulsion électrostatique. Si les microorganismes
arrivent a vaincre cette barriére et a renforcer leur interaction avec le substrat en
utilisant des liaisons d’hydrogéne, le processus d’adhésion est effectif. Dans ce
processus, les caractéristiques intrinséques de chaque substrat jouent un rdle
important, ainsi la topographie a montré la préférence des bactéries a adhérer dans
les creux ou dans les rugosités [31].

Les microorganismes modifient leur métabolisme pour passer de [I'état
planctonique a I'état de biofilm. Ainsi, des analyses topographiques ont montré que
I'utilisation des flagelles (des organelles avec une fonction locomotrice) n’est plus
nécessaire. Leur énergie est dirigée vers la production d’EPS, polymeére agissant
comme une colle, qui facilitera 'adhésion d’autres microorganismes.

Aprés une croissance de la population bactérienne, le biofilm commence a

former une configuration 3D. Des particules de surfactants aident a la formation des
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« canaux » ou la circulation de I'eau permettra la diffusion des substrats. Aprés avoir
atteint un état de maturité, le biofilm peut se rompre et des microorganismes ou des
amas de microorganismes / EPS, se divisent et sont aptes a coloniser d’autres

surfaces. De cette fagon, le cycle de formation se répéte.

1.2.1.2 Influence du biofilm dans le processus de biocorrosion

La présence des biofilms en contact avec des surfaces métalliques peut
provoquer des altérations interfaciales physiques ou chimiques, et favoriser les
échanges d’électrons par différentes voies. Les mécanismes de la biocorrosion
peuvent étre d’origine directe et indirecte. Quand le processus de corrosion est
déclenché a partir de la formation de substances résultantes du métabolisme des
microorganismes, par exemple dans le cas de la production de sulfites par des BSR
(Bactéries Sulfato-Réductrices), on considére que c’est un mécanisme indirect.

Le mécanisme est considéré comme direct quand le microorganisme participe
de fagon active au processus de biocorrosion. Ce processus peut étre réalisé de
différentes maniéres, telles que la production de leur propre médiateur d’électrons ou
le transfert direct d’électrons [34].

Dans la nature, un biofilm est composé de différentes espéces, ce qui est
aussi un facteur de difficulté pour la compréhension des mécanismes de la
biocorrosion. Le rdle de chaque microorganisme a été progressivement étudié a
I'échelle du laboratoire, souvent en monoculture, et des espéces qui n’étaient pas
considérées comme des microorganismes actifs dans le processus de biocorrosion

sont maintenant reconnues comme tels.

1.2.2 Les microorganismes sulfato réducteurs — BSR

Les microorganismes le plus associés au processus de biocorrosion dans les
environnements anoxiques sont sans aucun doute les bactéries sulfato réductrices
(BRS), notamment dans les domaines du pétrole et du gaz, dans I'environnement
marin ou des structures de béton dans les égouts [35, 36] . Les BRS ont une grande
diversité et avec diverses souches des archaes, elles constituent ainsi le groupe de
MSR (Microorganismes Sulfato-Réducteurs). Le plus grand nombre de ces MSR

entre dans la catégorie des microorganismes anaérobies strictes, bien que certaines
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espéces peuvent étre tolérantes a 'oxygene et sont capables d’utiliser les différents
composés du soufre par dissimilation (Figure 11). Avec d’autres donneurs
d’électrons, comme le nitrate et le fumarate, ils ont aussi un métabolisme fermentatif,

ce qui donne une grande versatilité a ce groupe [37].
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Figure 11 : Les microorganismes sulfato réducteurs (MSRs) et les cycles du carbone et du
soufre : Les MSRs utilisent le sulfate (SO4 ) comme terminal accepteur d’électrons pendant la
dégradation de la matiére organique simple. La réduction de s0.” produit le sulfure
d’hydrogéne (H,S) et le dioxyde de carbone (CO,). Ainsi, les MSRs jouent un réle important
dans le cycle naturel du soufre et du carbone (voies orange et bleu, respectivement). En tant
que produit de la réduction de S0.%, le H,S peut étre subsequemment oxyde par des
microorganismes chimiotrophes en sulfure élémentaire (S ) et a la suite en S0.. Le sulfate
peut également provenir de la déposition atmosphérique d' oxydes de soufre qui sont formés a
partir de I’oxydation chimique de I’H,S. De cette fagon, so” peut étre soit réduit par des MSRs
a H,S, ou pris comme un nutriment essentiel par de nombreux organismes pour former du
soufre organique. La désulfuration du soufre organique au cours de la décomposition des
organismes morts libére le soufre sous Ia forme H,S. D’autres biotransformations dans le cycle
du soufre comprennent la réduction de s’a H.S et, la dismutation du soufre, ou S? est converti
sous les deux formes, H,S et SO4 Le role des MSRs dans le cycle du carbone est lié a
l'utilisation des composés organiques simples, tels que des acides organiques, comme les
donneurs d' electrons dans la réduction de SO4 Le CO,, I'un des produits finaux de la
réduction du SO,%, entre dans le cycle global du carbone et peut étre fixé en glucides
complexes pour la photosynthése ou la chemolithotrophie. Ces complexes carbohydratés
peuvent encore étre fermentés en composes organiques simples, qui sont ensuite utilisés pour
la réduction de SO,* ou d'autres modes du métabolisme [38].

La diversité des BSR dans la nature est importante : différentes techniques
sont utilisées pour leur détection et leur étude. La technique d’enrichissement en
milieu de culture, bien qu’elle soit la plus ancienne est toujours utilisée, mais ne

permet pas d’étudier toutes les espéces, car on estime que 1% seulement des BSR
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dans la nature peuvent étre cultivées. Des acides gras phospholipidiques sont
utilisés principalement pour la détection des groupes de BSR. Ainsi, une grande
partie des informations de la diversité de BRS est obtenue a partir de I'utilisation de
genes marqueurs. Le géne marqueur le plus couramment utilisé est le géne qui code
'ARN ribosomique 16S (rRNA). Différentes techniques comme le clonage ou
I'électrophorése sur gel de gradient dénaturant, ou I'amplification par PCR
(Polymerase Chain Reaction) 16S rRNA, dsr ou aprA fragments de génes ou encore
le « DNA microarray de SRP-PhyloChip » ont été aussi appliquées pour déterminer
la diversité des BSR dans différents environnements [39].

La présence d’'un biofilm de BSR sur une surface métallique conduit souvent a
la formation de piqlres. Le mécanisme de biocorrosion des BSR au départ a été
attribué au processus de dépolarisation cathodique, cette théorie « classique » étant
basée sur l'action de l'enzyme hydrogénase. Dans cette approche, l'enzyme
consomme I'’hydrogéne formé par réaction cathodique a la surface du métal qui agit
comme un agent catalyseur. Par contre, cette théorie a été remise en cause, et des
applications alternatives ont été développées [26]. Par exemple, le mécanisme
indirect de la formation du sulfure d’hydrogéne qui favorise une attaque chimique du

fer métallique selon, [40]

Fe + H,S 2 FeS + H, Equation 2

La formation de FeS va favoriser la création de nouveaux sites cathodiques en
générant ainsi une cellule galvanique, ce qui a pour résultat une augmentation de la
vitesse de corrosion [13].

En outre, il est possible de citer I'effet propre du biofilm sur la surface
métallique qui peut aussi favoriser la formation d’un effet galvanique au-dela des
EPS. Il a été démontré que ceux-ci peuvent étre des agents accélérateurs de la
corrosion [13].

En 2003, Hang a proposé un nouveau mécanisme de corrosion par des
souches de BSR plus agressives en termes de corrosion (comme la souche 1S4).
Leurs résultats indiquent un contact intime entre la surface du fer métallique et les
bactéries qui peuvent accepter directement les électrons du métal pour la réduction
du sulfate. La réduction du sulfate a été démontrée comme étant plus rapide en

présence du fer métallique comme I'unique donneur d’électrons qu’en présence de
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lactate et d’hydrogéne. De cette fagon l'auteur a proposé I'action conjointe de deux

mécanismes :
. un transfert d'électrons direct par les cellules microbiennes
. un effet chimique du sulfite produit par I'action des BSR

F |
b - 060 —]
3 HCO,
] FeCO, + H' + 2~ ~—
: — Fe+ HCO; v Vv
-0.50 —
1 2H+2e «—A
- 0.40 — =H,(g, a=1)
Eqe/V  _|
OM —
] x4
- 0.30 —
—PP — 2H' +2e €—
| =H,@a=109)
] v
-0.20 —_ SOZ + FeCO, + 9H* + 8e
- = FeS+HCO,+4H,0
SO?2 —

Figure 12 : base topologique et électrochimique, aspects de I'étude des bactéries sulfato
réductrices corrosifs. (a) Schéma simplifié des flux d'électrons a partir de la dissolution du fer
via des précipités conducteurs (FeS contenu dans FeCO;) dans la cellule bactérienne.
Protéines spécifiques dans la membrane extérieure (OM), périplasme (PP) et la membrane
cytoplasmique (CM) permettent le transport des électrons aux enzymes pour la réduction du
sulfate (SR). Le schéme indique également les ponts d’ion (IB), le cytoplasme (CP), enzyme
pour l'activation du sulfate (SA), et de protéines pour I'absorption de sulfate (SU). Le schéma
ne comprend pas la conservation d'énergie biochimique (couplage énergétique) et la
biosynthése de la masse des cellules, telles que I'assimilation de CO,. (b) L’équilibre des
potentiels redox des demi-réactions dans un systéme de I’eau de mer. L’équilibre des
potentiels redox est déterminé par le sulfate et bicarbonate dissouts, et par les cristaux de fer
carbonatés et le sulfure ferreux (supposé ici au lieu du sulfure ferreux amorphe). Pour plus de
commodité, tous les potentiels redox sont indiqués pour un pH 7.[30]

1.2.3 Bactéries ferri-réductrices

Les bactéries ferri-réductrices sont les bactéries capables de réduire le fer (lll)
par un processus de dissimilation. Elles sont considérées comme des organismes de
grande importance dans les cycles de dégradation anaérobie des matiéres

organiques dans les environnements souterrains et les sédiments: elles sont

161



considérées comme la principale forme de respiration dans ce contexte [31]. La
réduction d’autres éléments, comme le Mn(lV), U(VI), oxygéne, nitrate, est aussi
observée en présence des IRB. Elles sont capables d'utiliser 'hnydrogene comme
source de donneurs d’électrons ainsi que de la matiére organique, comme des
sucres et des acides aminés.

Moins d’attention a été portée sur l'effet des IRB sur le processus de la
biocorrosion. Contrairement aux BSR qui sont toujours impliquées dans la plus
grande partie des cas de biocorrosion, leur role dans le processus de biocorrosion
est jusqu’a maintenant un sujet controversé, car certaines études suggerent que les
IRB peuvent jouer aussi un role protecteur a la surface des matériaux, inhibant ainsi
le processus de corrosion. Cette protection provient de la formation d’'une couche de
produits de corrosion de Fe (1) qui doit sa formation a la présence du biofilm et qui
empéche la dissolution des produits de corrosion du Fe (ll). Ainsi, I'action des IRBs
est influencée par les caractéristiques environnementales tels que le pH, la
composition ionique de la solution, le niveau d’'oxygéne, ...[32].

Les mécanismes de corrosion des IRB sont associés au processus de
réduction du fer (lll) des produits de corrosion ; de cette fagcon le métal va étre
exposé au milieu corrosif. Dans la littérature, il est possible de trouver des exemples
de mécanismes d'espéces d’IRB utilisant des transferts d'électrons a partir de
substrats solides, tels que:

« 'utilisation de médiateurs qui peuvent agir comme des navettes de transfert

d’électrons entre les cellules bactériennes et les composés accepteurs (Figure 13);
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Figure 13 : Modéle de différents composés utilisés comme des navettes d’électrons entre des
microorganismes actifs électrochimiquement et I’anode [33].
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* Le contact direct des cellules avec un substrat solide a travers les
cytochromes multihémes situés sur la membrane externe (Figure 14); les IRBs
doivent transporter les électrons de la membrane cytoplasmique interne jusqu’a
I'oxyde de fer(lll) a I'extérieur de la cellule.

« L'utilisation de filaments conducteurs intracellulaires (nanowires).
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Figure 14 : Récapitulatif des éléments proposés pouvant étre impliqués dans le transport des
électrons a partir des cellules bactériennes vers I'anode en utilisant une « microbial fuel cell »
! (MFC) par un IRB (Geobacter species) [41].

Il est bien connu que la présence de micro-organismes IRB peut influencer la
vitesse de corrosion, mais on ne sait pas si les IRB sont capables d'induire ou

d’influencer la corrosion localisée.

1.2.3.1 Shewanella

Dans ce travail, Shewanella oneidensis MR-1 a été choisi comme
microorganisme modéle d’'IRB. C'est une bactérie anaérobie facultative capable
d'utiliser différents composés comme donneurs d’électrons, tels que le lactate, le

formiate, du pyruvate, les acides aminés et, également, I'hydrogéne. Selon El-

! Microbial Fuel Cells (MFC) pile a combustible microbienne (MFC) est un

bioréacteur qui convertit I'énergie chimique, dans les liaisons chimiques dans les composés
organiques a I'énergie électrique a travers des réactions catalytiques des microorganismes

en conditions anaérobiques
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Naggar et al. [42], le taux de respiration de Shewanella oneidensis souche MR-1 est
2,6 x 10° électrons par cellule par seconde en utilisant le lactate comme donneur
d'électrons.

L’enzyme fer réductase de Shewanenella oinedensis MR-1 est supposée
contenir deux c-type cytocromes extra membranairee, MtrC (locus tag SO1778 ;
aussi connu comme OmcB) et 'OmcA (locus tag SO1779) [43-47], qui permettent, a
travers un systeme complexe de réseau des protéines, de transporter les électrons a
partir de la membrane cytoplasmatique vers I'espace periplasmatique, puis a travers
la membrane externe vers la surface extérieure de la cellule ou I'enzyme fer
réductase catalyse le transfert d’électrons directement a la surface d’'un minéral de
fer ll.

Un autre mécanisme possible est I'utilisation de « nanowires ». S. oneidensis
MR-1 est capable de produire des « nanowires » dans des conditions anaérobiques.
Gorby at al. (2006) [48] ont observé par microscope a effet tunnel (STM) que les
structures sont des conducteurs électriques efficaces de 50 a 150 nm de largeur. Un
mécanisme probable est que les nanowires peuvent permettre I'accessibilité a
distance des bactéries au substrat solide en facilitant le transfert d’électrons au
travers du biofilm par les cellules immobilisées.

Shewanella oneidensis est aussi capable de respirer a partir de substrats
inorganiques avec la sécrétion de riboflavine (B2) et de la flavine mononucléotide
(FMN) qui agissent comme des navettes d’électrons. Ces substances sont détectées
dans toutes les cultures de Shewanella. Kotloski et Gralnick (2013) [49] ont proposé
que les riboflavines des Shewanella oneidensis ont une contribution d’environ 75%

dans le transfert d’électrons.
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2 Techniques électrochimiques

A partir de linstant o un métal est mis en contact avec un environnement
aqueux, des réactions de nature électrochimique peuvent se dérouler. Ces réactions,
sont en général complexes. Ainsi différents facteurs peuvent affecter le transport de
charge a travers l'interface métal/électrolyte, comme par exemple la présence
concomitante de plusieurs réactions cinétiques différentes. En présence de réactions
en série, le processus est controlé par la cinétique la plus lente. En conséquence,
due a la complexité des réactions existantes, I'utilisation de différentes techniques
complémentaires est nécessaire pour une meilleure compréhension des différentes
réactions présentes. A titre d’exemple, il est possible de citer, outre le transfert de
charge pouvant avoir lieu sur une surface hétérogene, le processus de transport de
matiere a linterface du matériau/électrolyte, les processus d’adsorption et de
désorption des espéces, la formation des films d’oxydes a la surface des matériaux
meétalliques, etc.

Dans ce chapitre, les techniques utilisées pour la réalisation de ce travail sont

présentées.

2.1 Chronopotentiométrie a courant nul.

Cette technique consiste a suivre le potentiel de circuit ouvert (ou potentiel
d’abandon) de I'électrode de travail en fonction du temps. Le potentiel de I'électrode
est mesuré par rapport a une électrode de référence immergée dans une cellule
electrochimique. Dans cette situation, le courant global est nul, résultat de I'équilibre
entre les courants cathodiques et anodiques (équation 3) et le potentiel est appelé le

potentiel d’équilibre (Uy,).

i=i —-i =0 i,<0 Equation 3
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Dans le cas d’'un matériau métallique, le potentiel d’équilibre est aussi appelé

potentiel de corrosion (E.,,).

2.2 Chronoampérométrie

Pour la réalisation de la chronoampérométrie, le potentiel de I'électrode de
travail est fixé. Le systéme n’est donc plus a I'équilibre et on mesure un courant
global cathodique ou anodique selon le potentiel choisi. Ainsi, le courant faradique
sera suivi en fonction du temps. La charge échangée pendant le processus de

dissolution peut dans certains cas étre calculée a partir de l'intégration du courant.

2.3 Courbes de polarisation ou voltammétrie

Les courbes de polarisation et de voltammeétrie sont obtenues en balayant le
potentiel d’'une électrode de travail a une vitesse déterminée. Le courant résultant de
cette opération est tracé par rapport au potentiel. La vitesse de balayage est un
facteur trés important, qui sera choisie selon le phénoméne que l'on souhaite
observer.

Pour lanalyse des systémes stationnaires, une vitesse trés faible est
nécessaire. Ainsi, pour raisons pratiques les courbes de polarisation sont obtenues
avec une trés faible vitesse de balayage, en général 1 mVs™ ou moins, ce qui
correspond dans la réalité a un régime quasi-stationnaire. Les courbes cathodiques
et anodiques sont mesurées successivement. La mesure démarre quelques millivolts
avant (ou aprés) le potentiel du circuit ouvert, et les résultats sont en général tracés
avec une échelle semi-logarithmique. La Figure 15 (courbe noire) représente une
courbe de polarisation. Les courants cathodique et anodique peuvent étre obtenus
par linéarisation des parties extrémes (anodique et cathodique) (Figure 15 bleu). Le
point d’'intersection des deux droites résultantes correspond au potentiel de corrosion

et au courant de corrosion. Pour un systéme mixte, les couples redox étant différents
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en oxydation et en réduction, les courants anodique et cathodique s’expriment selon

deux équations de Tafel distinctes. Ainsi, dans le domaine anodique [50]:

i, =k, exp(bn,) Equation 4

et pour le courant cathodique :

i. = -k, exp(-bn,) Equation 5

ou
* k, et ky sont les constantes cinétiques de chacune des réactions
anodique et cathodique.
» b, et b, sont les coefficients de Tafel (V') et sont reliés a la pente de

Tafel (f en V / décade) par la relation :

b= 2,303 Equation 6
B
* 1, est la surtension qui est calculée a partir de la relation entre le
potentiel imposé (U) et le potentiel d’équilibre d'un couple redox
quelconque (U,,) selon :
n,=U-U, Equation 7

Densité de courant j (A - cm™2)

Potentiel E (V)

Figure 15 : Exemple d’une courbe de polarisation du fer dans un milieu acide avec leurs
représentations respectives des courants anodique et cathodique en échelle semi
logarithmique [8].
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2.4 Microscopie électrochimique a balayage

La microscopie électrochimique a balayage, plus connue sous son acronyme
SECM (Scanning Electrochemistry Microscopy), est une technique électrochimique
mettant en ceuvre une sonde qui mesure des variations de courant liées aux
réactions électrochimiques qui se déroulent a une interface [9].

Cette technique a été développée dans les années 80 et perfectionnée par le
groupe de Bard. C’est une technique capable de fournir des informations
topographiques in situ et des informations sur I'évolution de la réactivité de la surface
en solution aqueuse, a l'échelle micrométrique et submicrométrique. Pour cette
raison, la technique de SECM est un outil trés avantageux pour les études de
I'évolution de la surface d’'un matériau ou des processus de corrosion dés leur
apparition [51].

Dans ce travail, la SECM a été utilisée pour étudier la consommation de
I'hydrogéne par des bactéries ferriréductrices pendant le processus de biocorrosion
de I'acier au carbone.

Les principes et modes d'opération de cette technique sont décrits brievement

dans ce qui suit.

2.4.1 Ultra-microélectrode (UME)

Une ultra-microélectrode, ou simplement microélectrode, est une électrode

qui, de par sa petite taille, a une diffusion hémisphérique.

a b

Figure 16 : lllustration du processus de diffusion a I'interface d’une : (a) macro électrode a
disque-plan (b) une microélectrode a disque-plan, dans une solution.
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Les UME peuvent présenter des géométries tres différentes, comme par
exemple la microélectrode hémisphérique (goutte de mercure) ou encore la
microbande ou la microélectrode anneau, mais la microélectrode a disque plan reste
néanmoins la plus souvent décrite et utilisée. Une des raisons de ce choix est liée a
leur relative facilité de préparation qui consiste a insérer dans un capillaire en verre
(ou pour autre matériau isolant) un fil métallique (en général de platine ou d’or). D’un
rayon inférieur a 50 um, que l'on scelle soit par fusion du verre soit a l'aide de
résines. La sonde doit ensuite étre polie perpendiculairement au fil et les parois
latérales du capillaire seront fagonnées pour obtenir les proportions désirées. Cette
proportion est caractérisée par un paramétre adimensionnel RG qui impacte le
comportement du transport de matiére d’'une sonde de SECM. Ce facteur RG est

obtenu par :

RG =—= Equation 8

Ou Rg c’est le rayon de la paroi du capillaire et a le rayon du fil métallique.
Dues a leurs dimensions réduites, les ultra-microélectrodes ont plusieurs
avantages par rapport aux électrodes classiques, comme par exemple :

* une faible chute ohmique,

* une couche de diffusion mince et hémisphérique qui se traduit par un
transport de masse rapide et contrélé, et un courant quasi-stationnaire
ou stationnaire.

* une faible constante de temps pour la cellule électrochimique,

* une détection de faibles concentrations d’espéces électroactives en
solution.

Ce sont des éléments essentiels pour les applications en SECM.

2.4.2 Mode de fonctionnement

Les mesures de SECM sont faites a l'aide d’une cellule électrochimique
traditionnelle, a trois électrodes (électrode de travail, normalement nommée substrat,
électrode de référence et contre-électrode) et une sonde (un seconde électrode de

travail) qui doit étre positionnée perpendiculairement a ce substrat. Cette sonde peut
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étre déplacée au voisinage du substrat (premiére électrode de travail) avec un
systéme de positionnement. Pour ce faire, il est indispensable d’utiliser un
bipotentiostat pour controler simultanément le substrat et la sonde, ainsi qu’'un
systéme de positionnement ayant une précision a I'échelle micrométrique. Ce
systéme permet par exemple le déplacement de la sonde sur la surface du substrat
au cours des mesures, afin de réaliser des cartographies.

Quand la microélectrode est immergée loin du substrat dans une solution
contenant une espéce électroactive, le courant total en régime stationnaire est donné

par la relation [10] (Figure 17a):

i, = 4nFDOC:a Equation 9

Ou n est le nombre d’électrons échangés, F la constante de Faraday, D, le
coefficient de diffusion, C. la concentration de I'espéce électroactive et a le rayon de
I'électrode.

Cependant, lorsque I'on approche la sonde a une distance de quelques fois le
rayon du substrat, ce dernier va perturber la couche de diffusion ce qui se traduit par
une modification du courant de la sonde. Cette perturbation dépendra en particulier
de la nature du substrat et de sa réactivité. C’est le mode de fonctionnement
feedback.

Dans le cas ou le substrat est une surface isolante (Figure 17 b), le substrat
bloque la diffusion des espéces électroactives jusqu’a la sonde, diminuant ainsi le
courant. Donc quand la distance sonde substrat diminue, le courant diminue et tend
vers 0 pour une distance nulle. Ce mode de fonctionnement est connu sous le nom
de feedback négatif. Inversement si le substrat a la capacité de réduire ou d’oxyder
'espéce geénérée par la sonde le courant mesuré a la sonde va dépendre de la
réactivité du substrat. Ainsi, par exemple, pour une sonde impliquant un processus
d’oxydation, quand la sonde est trés proche du substrat une région de confinement
apparait. La diffusion de nouvelles espéces est donc physiquement limitée. Si le
substrat est capable de réduire les espéces produites par la sonde, le cycle se
compléte et le courant de la sonde augmente (Figure 17 c). De cette facon, le
courant de la sonde est lié a la distance entre la sonde et le substrat (mode feedback
Positif).
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Une autre possibilité d’application est ['utilisation de la sonde comme
collecteur. Dans ce cas, la sonde, proche du substrat, va détecter les espéces
générées par ce dernier. Comme le courant est directement proportionnel a la

concentration, c’est une maniere quantitative de détecter les espéces libérées par le

substrat.
a b C
O R O R O R
O 0O .
g 659 Substrat isolant Substrat conducteur
Diffusion Feedback négatif Feedback positif

hemisphérique

Figure 17 : Représentation des trois conditions présentées entre la sonde et le substrat (les
principes de la SECM) ou (a) représente une diffusion hémisphérique, (b) représente la sonde
face a un substrat isolant, mode feedback négatif et (c) représente la sonde dans le mode feedback
positif, face a un substrat conducteur.

2.4.3 Courbe d’approche

La courbe d’approche est une technique qui permet d’obtenir des informations
sur la nature du substrat et sur la cinétique des réactions qui ont lieu sur ce substrat.
Le systéme fonctionne dans le mode feedback, et consiste a suivre les variations du
courant de la sonde pendant leur approche du substrat a une vitesse constante, en
considérant une distance initiale de quelques fois le rayon du substrat. Dans ce cas,
la courant en fonction du de la distance sonde est tracée, en général en utilisant des
parameétres adimensionnels. Pour la normalisation de la courbe d’approche (Z,,), le
courant de la sonde (is) est divisé par le courant stationnaire (i) (équation 10)
mesuré loin du substrat. La distance normalisée (L) est obtenue en divisant la

distance entre la sonde et le substrat (d) par le rayon de la sonde (a) (équation 11).
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I s Equation 10

norm

~.

Ss

d i
L=— Equation 11

Ainsi comme cela a été mentionné dans le paragraphe précédent, lorsque la
sonde s’approche d’un substrat isolant, le systeme est assimilable a une couche
mince, empéchant la diffusion des espéces électroactives vers la sonde. Cela se
traduit par une diminution du courant de la sonde (mode feedback négatif) et le
courant normalisé tend alors vers zéro (Figure 18a).

Dans ce mode opératoire, la géométrie de la sonde est un paramétre
important, car le facteur RG influence le profil du courant obtenu.

Dans le cas d’un substrat conducteur, I'espéce générée a la sonde peut réagir
sur le substrat. Le résultat est une augmentation du courant due a la régénération
des espéces formées (Figure 18b). Dans ce cas, la géométrie de la sonde ne joue
pas de role significatif au niveau des courbes obtenues, contrairement a la cinétique
de réaction qui implique une augmentation du courant. Plus la cinétique sur le
substrat est rapide, plus grande est |la réponse en courant, le cas limite étant obtenu

pour un systeme Nerstien sur le substrat.

[nm‘m
[norm

& 1 i
0 | | 1 | 0 | | | | |

0 1 2 3 4 5 0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

L=dua L=dua

Figure 18 : courbes d’approche de SECM normalisées pour un substrat (a) conducteur (b)
isolant [9] .
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2.4.4 Mode générateur / collecteur

Le mode générateur / collecteur peut étre appliqué de deux maniéres
différentes. Dans l'une, la sonde agit comme électrode génératrice et le substrat
comme collectrice (TG/SC), cest-a-dire que Ila sonde génére des espéces
electroactives qui vont étre détectées par le substrat. Le deuxieme mode correspond
a linverse, le substrat est le générateur et la sonde la collectrice (SG/TC). Ces
modes de fonctionnement sont comparables au systéme disque-anneau tournant.

Dans le mode TG/SC, lorsqu’il s’agit d’'une espéce stable et d’une réaction
electrochimiquement réversible, toutes les espéces géneérées par la sonde peuvent
étre collectées par le substrat quand la sonde se situe a une distance a/d < 2. Ce qui
n‘est pas le cas pour le mode SG/TC, car la sonde microscopique ne peut pas
collecter toutes les espéces générées par un substrat macroscopique. Le coefficient
de collection est dans ce cas trés inférieur a 1. Cependant, avec les deux modes
(TG/SC et SG/TC), des informations quantitatives peuvent étre obtenues avec une
bonne sensibilité.

Dans cette étude, le mode générateur / collecteur (TG/SC) a été utilisé pour
démontrer la viabilité de la détection de I'’hydrogéne dans la solution M1 (milieu de

culture de IRB représentatif des eaux interstitielles).

2.4.5 Autres modes d’applications

La SECM peut étre utilisée selon différents modes que lI'on adapte aux
applications visées. On peut citer par exemple la technique d’interrogation de surface
développée aussi par le groupe de Bard [9] qui permet la détection et la
quantification des espéces adsorbées sur le substrat. Une sonde est placée proche
de la surface du substrat pour générer des espéces titrantes qui vont réagir avec les
espéces adsorbées sur le substrat. Un comportement feedback positif est observé
jusqu’a ce que toutes les espéces adsorbées en surface soient consommées.

La SECM en mode courant alternatif a été récemment développée par Trinh et
al. [52, 53]. Cette approche permet de caractériser la relaxation des taux de

recouvrement des espéces adsorbées a I'électrode.
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2.5 Spectroscopie d'Impédance Electrochimique

La spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE) est une technique
puissante et souvent appliquée dans les études de corrosion pour la détermination
de la cinétique des réactions électrochimiques et chimiques a [linterface.
L’'impédance permet I'étude des différents phénoménes mis en jeu en les séparant
en fonction de leurs constantes de temps comme par exemple I'adsorption d’espéces
électroactives, les différentes réactions électrochimiques et le transfert de matiére.
Cette technique est bien décrite dans la littérature [54-56].

Pour mesurer lI'impédance d’'un systeme électrochimique [I'équipement
nécessaire est constitué d’'un potentiostat et d’'un analyseur de fonction de transfert.
Le systéme utilisé dans ce travail pour les mesures d'impédance est décrit dans le
paragraphe 3.2.8.

L’'impédance (Z) est une fonction de transfert ou l'application d’'un signal
sinusoidal, de faible amplitude a I'interface d’'un matériau permet d’obtenir un signal
de réponse, également sinusoidal, de méme fréquence mais avec une amplitude et
une phase différentes.

L'impédance est une technique applicable a des systémes linéaires.
Cependant, les systémes électrochimiques en général présentent une courbe
courant - tension caractéristique non linéaire. Mais, en considérant seulement une
petite partie de cette courbe, une relation linéaire entre les grandeurs AV et Al peut

étre observée (Figure 19).

| A
AII lo //\\//\ /\\ V) Domaine
_____ \/___-------l : Linéaire
I
|
I
EO E
>
AE

174



Figure 19 : Réponse linéaire en courant (4/) a une perturbation sinusoidale en potentiel (AE) de
faible amplitude autour d’une valeur de potentiel stationnaire (Ey).

La mesure d’'impédance peut étre obtenue suivant deux modes différents :
galvanostatique ou potentiostatique. Le choix du mode de régulation dépend
principalement des caractéristiques intrinseques de chaque systeme
electrochimique, la condition étant d’obtenir une réponse linéaire de la grandeur non-
perturbée. Dans notre travail le mode potentiostatique a été appliqué. Ainsi le
potentiel du substrat a été fixé et une perturbation de faible amplitude (pour garantir

la linéarité du systéme) a été appliquée [57]:

E(t)=E, + AE(r) Equation 12
et
AE(r) = AE sin(awr) Equation 13

oU w = 217 f représente la pulsation de la perturbation (en rad s™') et fest la
fréquence en Hz.

Par conséquent, la réponse en courant du systéme est :

1) =1, +AI(t) Equation 14
et
AI(t) = Al sin(ct + @) Equation 15

ou ¢ est le déphasage entre E(t) et /(t).

De cette facon, 'impédance est une grandeur complexe qui peut étre définie

comme la variation du potentiel sur la variation du courant a chaque pulsation :

w)=—7F-= Equation 16
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L'impédance électrochimique peut étre représentée, soit en coordonnées
polaires (Z, ) comme dans la relation exprimée dans I'équation 16, soit en

coordonnées cartésiennes (ReZ, ImZ) [37] :

Z(w) = Zexp(jp) = ReZ + j ImZ Equation 17

Les relations entre ces quantités sont :

d’'une part,
|Z|2 =(Rez) +(Imz) Equation 18
et
ImZ i
Q= arctan( m ) Equation 19
ReZ
d’autre part,
ReZ = Zcosp Equation 20
et
ImZ = Zsing Equation 21
ou

|Z] est le module de 'impédance ;

. j est le nombre complexe tel que * = -1;

. @ est la phase représentative du déphasage entre AV et A/ ;

. Re Z et Im Z sont respectivement les parties réelle et imaginaire de
Z(w).

L'impédance est représentée en général par deux types de tracé. La
représentation en coordonnées cartésiennes se fait dans le plan de Nyquist. Dans ce
type de tracé, on trace I'impédance imaginaire négative en fonction de I'impédance
réelle (ReZ, - Im2).
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La deuxieme représentation, est la représentation de Bode correspond au
logarithme du module de I'impédance et a la phase en fonction du logarithme de la

fréquence.

A a
wmax
N
—? \Z\
Im (2)
P ¢ Re( w=0
Re Re *+ Ry
Re (2)
w b
o 3
g s
Log f Log f

Figure 20 : Représentations de I'impédance d’une cellule électrochimique exemplaire dans le
plan de Nyquist (a) et dans le plan de Bode (b).

La représentation de Nyquist présentée dans la Figure 20a illustre une
réaction électrochimique ou seulement le phénoméne de transfert de charge
détermine la cinétique a l'interface métal/solution. Il est possible d’identifier trois
points importants, la résistance de l'électrolyte (R.) a haute fréquence (HF), la
résistance de transfert de charge en basse fréquence, et la fréquence caractéristique

qui est directement liée a la capacité de double couche par I'équation 21.

1

O, =———— Equation 22
Cdc(th)

Le courant total obtenu dans cette configuration est la somme de deux types
de courant, un courant faradique /;, et un courant de charge de la double couche a

I'interface, /.. Ainsi, une cellule électrochimique peut étre modélisée en considérant
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une reésistance d’électrolyte en série avec une capacité de double couche en
paralléle avec une résistance de transfert de charge. Le circuit équivalent d’une telle

cellule est représenté par la figure suivante :

Figure 21 : Représentation d’un circuit électrique équivalent d’une cellule électrochimique.

La représentation de Bode (Figure 20 b), comprend d’une part le module |Z| et
d’autre part la phase ¢ en fonction du logarithme de la fréquence.

Dans quelques rares systémes électrochimiques on peut observer une boucle
purement capacitive, c’est-a-dire un demi-cercle parfait. En général, cette boucle est
aplatie a cause de I'hétérogénéité de la réactivité de la surface analysée. Dans ce
cas, la résistance de transfert de charge est associée a un élément a phase
constante (CPE). L’association directe entre le CPE et la capacité de double couche
n’est donc pas correcte ainsi, pour une électrode a réactivité distribuée, I'impédance

est donc représentée par [54] :

Z(w)=R,+ L Equation 23

(jo)*Q

ou a et Q sont les paramétres du CPE. a représente l'inclination de la pente
de la boucle capacitive. Quand a est égale a 1, le CPE est égale a la capacité.
Lorsque la valeur de a décroit la courbe devient plus aplatie. On peut déterminer a
en tracant le module de I'impédance imaginaire en fonction de la fréquence.

Une fagon d’obtenir la capacité interfaciale ou la capacité effective (Cer) est
d’utiliser la formule développée par Brug et al. [58], qui peut étre appliquée pour une
électrode bloquante dans le cas ou la réactivité du systéeme est caractérisée pour

une surface hétérogéne.
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_ la i
Cejf = [QRE1 a)]l Equation 24

Cette formule applicable dans le cas ou la résistance de transfert de charge a
une valeur beaucoup plus grande que la valeur de la résistance d’électrolyte. Quand
la différence entre R et Re n'est pas assez significative la relation a appliquer est

donnée par I'équation 25.

(a—l) l/a
1 1 ,
Ceff = —+— Equation 25
Z Q(Re Rt) ]

2.6 Spectroscopie d’impédance électrochimique locale (SIEL)

L'impédance électrochimique est une technique qui s’applique a toute la
surface de I'échantillon analysé, en moyennant ainsi la réactivit¢ de I'électrode.
Cependant, dans la réalité, les systémes électrochimiques n’ont pas toujours un
comportement idéal. En effet, 'hétérogénéité microstructurale du substrat peut
engendrer des réactivités différentes que I'on ne pourrait pas observer par des
techniques électrochimiques globales. Il est alors important de mettre en ceuvre des
techniques locales. Pour cette raison, l'utilisation de microélectrodes pour I'analyse
de la différence de réactivité le long de la surface de I'électrode de travail est une
technique importante pour élucider des mécanismes de corrosion localisée. Parmi
ces techniques se démarque la Spectroscopie d'Impédance Electrochimique Locale
(SIEL). Le principe de base de cette technique est similaire a la SIE et consiste a
placer une bi-électrode au voisinage de I'’échantillon (configuration d’'une cellule
électrochimique a 5 électrodes) pour mesurer le courant local.

Les mesures simultanées d’impédance locales et globales nécessitent un
analyseur de fréquences a multivoies, une bi-électrode, qui joue un réle d’électrode
de référence locale, des amplificateurs de courants qui permettent 'amplification des
signaux de la bi-électrode avant d’envoyer les données vers I'analyseur de fonction
de transfert, qui permettra de calculer 'impédance locale a partir des courants locaux

et de la différence du potentiel local.
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La bi-électrode est utilisée donc pour mesurer la densité de courant locale (ij)
en utilisant la loi d’Ohm :

AV, (w)k

i—électrode

d

Ijoe (w) = Equation 26

ou :

. AV est la différence de potentiel, en courant alternatif, entre les deux
points de la bi-électrode (V)

. k est la conductivité spécifique de I'électrolyte (en Q'cm™)

. d est la distance entre les deux points de mesure (en cm) comme

illustré sur la Figure 22.

(YA

Figure 22 : Schéma de la pointe d’une bi-électrode au voisinage du substrat a disque plan et
isolé avec la représentation des lignes de potentiel

L’analyse dimensionnelle de I'’équation 26 nous montre que la valeur obtenue
est en A cm™, ce qui représente donc une densité de courant. Par conséquent cette
valeur mesurée ne prend pas en compte la taille de la surface analysée.

A partir de la mesure de courant local instantané, il est possible d’obtenir trois
types d’impédances locales [59] : limpédance locale, I'impédance interfaciale et

'impédance ohmique.
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2.6.1 Impédance locale (z)

L’'impédance locale est obtenue a partir de la différence de potentiel de
I'électrode de travail par rapport a I'électrode de référence (positionnée loin de
I'électrode de travail), en régime alternatif, et du courant local mesuré avec le
systéme de bi-électrode.

V(a))_q)ref _ V(a))

d
zZ(w) = — = — Equation 27
lloc (CU) A Vbi—electrode (CU) k

2.6.2 Impédance interfaciale locale (z)

Pour la mesure de I'impédance interfaciale locale, on considére maintenant la

différence entre le potentiel du substrat et le potentiel de la pointe de la bi-électrode
positionnée a la limite intérieure de la couche de diffusion (V(w)-®,(w)) et le

courant local. En autres termes, on mesure également le potentiel local pour évaluer

I'impédance interfaciale locale.

V(w)- Py (@) V(w)-Py(w)d
i (@) A, (0) k

bi—electrode

z,(w) = Equation 28

Cependant, le positionnement de la sonde juste a I'extérieur de la double
couche est impossible dans la réalité. Ainsi, la distance h entre la partie inférieure de
la sonde et le substrat, représentée dans la Figure 22, peut étre prise en

considération pour I'obtention de I'impédance interfaciale (zn)

V() -®,(w) V(w)-P,(w)d
(@) AV (0) k

bi-electrode

z(h) = Equation 29

2.6.3 Impédance ohmique locale (z,)

A partir de la différence de I'impédance locale et de I'impédance interfaciale il
est possible d’obtenir I'impédance ohmique locale comme il est démontré dans

I'équation 30.
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z,(w) = z(w) - z,(w) Equation 30

2.6.4 Influence de la géométrie du substrat

Sur la Figure 22 on observe une différence de potentiel au voisinage de
I'isolant de I'électrode. Une variation des lignes de courant peut également étre
observée en relation avec la géométrie de I'électrode comme cela est illustré sur la
Figure 23. Au centre de I'électrode les lignes de courant sont normales a la surface
de I'électrode (i = in). Au bord de I'électrode, une contribution radiale du courant doit
étre prise en compte. Ainsi le courant local est composé d’'une composante normale

(in) et d'une composante radiale (i).

—— o

Local current

INSULATOR ELECTRODE INSULATOR

Figure 23 : Représentation de la distribution du courant et du potentiel d’une électrode a
disque isolé.

La position de la bi-électrode sur le substrat pendant les mesures
d'impédance locale a une influence sur la réponse obtenue. Une étude sur la
contribution de la composante radiale a été faite par Ferrari et al. [60] en utilisant une
tri-électrode pour évaluer la contribution des composantes radiales et normales. lIs

ont constaté qu'au centre de I'électrode la contribution radiale peut étre négligée,
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tandis que proche de l'isolant (sur le bord de I'électrode), la contribution radiale est
plus importante, influengant ainsi la réponse de I'impédance obtenue.

Frateur et al. [61] ont également étudié linfluence de la géométrie de
I'électrode a l'aide d’'un systéme formé par un puits au fond duquel I'électrode de
travail est positionnée. Par conséquent les lignes de courant sont uniformes et la
contribution radiale peut également étre éliminée. C’est une fagon d’obtenir un
comportement idéal.

L'impédance ohmique a donc une contribution sur I'impédance locale ce qui
se traduit dans le cas d’'un systéme simple formé par une électrode disque—plan par
une boucle inductive en haute fréquence, comme cela est montré dans le travail de
Huang et al. [62]. Cette caractéristique n’est pas présente dans limpédance
interfaciale qui, grace a la mesure du potentiel local au plus proche de l'interface,

minimise la contribution de I'impédance ohmique.
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3 Etude de la biocorrosion de I’acier au carbone

Ce chapitre présente les objectifs de ce travail, les matériaux et les méthodes
utilisés pour étudier linfluence de la bactérie Shewanella oneidensis dans la
biodétérioration de I'acier au carbone en conditions anaérobies.

Il présente aussi la description de la cellule développée exclusivement pour
les mesures électrochimiques locales en conditions anaérobies en présence de

bactéries.

3.1 Objectif

Pendant le processus de stockage des déchets d’HA, une grande quantité de
matériel métallique sera insérée dans un environnement souterrain. Suite a la
resaturation du milieu, 'eau entrera en contact des colis métalliques, entrainant leur
corrosion qui modifiera les caractéristiques d’origine de ce systtme menant a la
formation des oxydes de fer et d’hydrogéne. Ainsi, la large disponibilité des
accepteurs et des donneurs d’électrons, surtout dans cet environnement pauvre en
matiére organique, peut favoriser le développement des bactéries ferri-réductrices et
hydrogénothopes [63].

L’objectif de cette étude est de caractériser l'interface électrochimique de l'acier
au carbone en présence de Shewanella oneidensis MR-1, un modéle de bactérie
ferri-réductrice et hydrogénotrophe afin d’explorer les mécanismes de la
biocorrosion. Le principal atout de ce projet est le croisement de plusieurs techniques

electrochimiques locales et globales pour mieux comprendre ces mécanismes.

3.2 Matériaux et méthodes
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Les coupons d’acier au carbone A37 (0.12% C, 0.22% Si, 0.62% Mn, 0.008%
Al, 0.012% S et P, 0.02% Ni, 0.03% Cr, 0.04% Cu, 0.005% Co and <0.005% Ti) ont
été fournis par le CEA (matériau éligible pour composer les colis de stockage). En
forme de batonnet avec un diamétre de 1 cm, I'électrode a été enrobée avec une
peinture cataphorétique puis a été moulée avec une résine de fibre de verre de
diallyphthalate (PRESI). L’électrode présente une surface d’exposition d’environ
0,8 cm?. Avant chaque expérience, I'électrode a été polie avec un papier émeri (SiC)
dont la rugosité du grain varie d’environ 25 pm (P600) a 8 um (P2400) (en fonction
des expériences) . Dans une seconde étape, elle a été stérilisée avec une solution
d’éthanol dans un bain ultrasons pendant 15 minutes et rincée a I'eau distillée stérile.
La derniére étape consiste en un séchage en conditions stériles. Sur la Figure 24
sont représentées les images MEB de I'échantillon d’acier au carbone aprés le
polissage avec le papier émeri P2400 (Figure 24 a) et P600 (Figure 24 b). Comme
espéré, l'utilisation d’'une faible granulométrie permet d’obtenir un polissage sans

aucune strie visible a I'échelle du micromeétre.

\ A\ \ \
10 um EHT =10.00 kV Signal A = SE2 Photo No. = 16
F——  wD=69mm  Date 4Dec2012 Reference Mag=OutDev. Mag= 2.50 K X

Figure 24 : Images MEB de I’acier au carbone aprés polissage (papier SiC grain (a) 2400 (b)
600).

3.2.1 Bactéries

Les cultures de Shewanella oneidensis strain MR-1 (ATCC 700550TM) ont été
obtenues en conditions aérobies au début de la phase de croissance stationnaire,
dans le milieu LB (Luria Bertani Broth), dont la composition est la suivante : 5 g.L”
NaCl, 10 g.L" tryptone, 5g.L™" d’extrait de levure aprés 24 heures a 30 °C. Les

cellules de Shewanella oneidensis sont lavées 1 fois avec le milieu M1 stérile (voir
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composition ci-aprés), puis centrifugées, le culot obtenu est repris dans le milieu M1,
et servira d’inoculum. On utilise alors un réacteur de type batch, ou I'oxygéne est
retiré grace a un barbotage d’azote. La concentration de 10% cellules ml™ a été

déterminée par comptage en cellule THOMA.

3.2.2 Milieu de culture

Dans ce travail nous avons utilisé un milieu de culture pour des bactéries ferri-
réductrices (M1) adapté par Esnault et al. [12], pour étre représentatif de 'eau
interstitielle des sites argileux (Tournemine ou Callovo-Oxfordien) [64, 65]. L’objectif
de cette adaptation étant de respecter les ordres de grandeur des concentrations
des divers éléments mesurés (en mmol) dans I'eau de ces sites et aussi de maniére
a offrir un milieu non limitant en besoins nutritifs pour le développement bactérien. La
composition de ce milieu M1 est décrite dans le
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Tableau 5 : Composition du milieu de culture M1
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Tableau 5Erreur ! Source du renvoi introuvable.. Le pH a été ajusté a 7
avec une solution de NaOH. Le milieu a été stérilisé par autoclavage a 120°C
pendant 20 min, a I'exception des composants thermolabiles, comme, les vitamines

et les carbonates, qui ont été stérilisés par filtration a 0,22 ym.
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Tableau 5 : Composition du milieu de culture M1

Composé Concentration
(NH4)2S04 9 mM
Na,SeOq4 11 uM
HEPES tampon 17 mM
NaHCO 2mM
KzHPO4 0,5 mM
KH2PO4 0,3 mM
Co0S04.7H,0 5uM
NiSO,4.6H,0 5uM
NaCl 10 uM
H3sBO3 45 uM
ZnS04.7H,0 0,8 uM
Na;Mo0O4.2H,0 3 uM
CuS04.5H,0 0,2 uM
MnSQO4.H,0 1 uM
MgSQ4.7H,0 0,8 mM
CaCl,.2H,0 0,4 mM
FeS0,4.7H,0 4 uM
Arginine 0,11 M
Glutamate 0,13 M
Serine 0,19 M
Acide nicotinique 0,08 mM
Thiamine-HCI 0,01 mM
Biotine 0,40 uM

3.2.3 Cellule électrochimique pour des mesures électrochimiques locales en

conditions anaérobiques.

Pour les mesures électrochimiques locales dans les conditions anaérobies,
une cellule électrochimique spécifique avec 5 électrodes a été développée au
laboratoire LISE avec l'aide du mécanicien Axel Desnoyers de Marbaix. Dans le

couvercle, une membrane flexible a été adaptée pour qu’'une sonde puisse étre fixée
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de facon a permettre son déplacement. Une ouverture a été pratiquée pour
permettre I'insertion d’'une allonge avec I'électrode de référence. Des septums ont
eté utilisés pour I'entrée et la sortie de I'air, pour I'insertion de la contre électrode et
du fil de platine additionnel (pour les mesures d’'impédance), et pour l'ajout des
bactéries dans la cellule.

Une cellule en verre a double paroi a été utilisée pour réguler la température
du systéme a 30°C (voir photo présenté figure n°25). La visualisation des électrodes,
a travers la cellule est un facteur important pour le positionnement de la sonde.
L’électrode de travail (substrat d’acier au carbone) a été fixée dans le fond de la
cellule au moyen d'un support en plastique. Des anneaux en caoutchouc ont été
utilisés pour garantir I'étanchéité de la cellule.

Un flux positif d’'azote a été imposé avec des filires de 20 um de porosité
(intégrés dans les tuyaux de silicone) pour garantir la stérilité du systéme.

L’isolement des filtres et de la sonde dans le support flexible a été réalisé a
I'aide de colliers en plastique.

La cellule a été stérilisée avant chaque expérience avec une solution d’éthanol
a 70% pendant 20 minutes, puis rincée avec 'eau stérile et exposée a la lumiére UV
pendant 15 minutes. La cellule a été assemblée avec 230 ml de solution M1 dans un
environnement stérile et un flux d’azote a été connecté pour garantir les conditions
anoxiques et la stérilité du systeme.

La solution est initialement désaérée par barbotage avec de I'azote pendant 2
heures puis, le flux d’azote est maintenu a la surface de la solution.

La cellule accouplée au systéme de positionnement est présentée sur la
Figure 25.
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Figure 25 : Photo de la cellule pendant les analyses de chronoampérométrie.

Validation de la cellule électrochimique

D’un point de vue microbiologique, la validation de la cellule électrochimique a
été réalisée dans le laboratoire DEN/DTN/SMTM/LMTE du CEA-Cadarache.
L’objectif a été de vérifier la capacité de reproduction des conditions anaérobies et
microbiologiques pour le développement des cultures de Shewanella oneindensis. La
validation a été réalisée par I'observation visuelle de la variation de la coloration de la
solution M1 résultant de la réduction bactérienne du citrate de fer (lll) en présence de

lactate comme donneur d’électron (Figure 26).

Figure 26 : Réacteurs discontinus avec cultures anaérobies de Shewanella - graduation de la
coloration par rapport a la consommation de fer : Fe** +e SFe®

191



La cellule a été assemblée dans les conditions microbiologiques présentées
précédemment. Une comparaison de I'évolution de la réduction de citrate de Fer(lll)
a été faite entre la cellule électrochimique et le flacon fermé. Aprés les ajustements
du flux d’azote, la méme coloration du milieu est obtenue dans le flacon et dans la

cellule ce qui permet de conclure que les conditions microbiologiques nécessaires

sont obtenues dans la cellule, comme présenté sur la Figure 27.

Figure 27 : Validation des conditions microbiologiques de la cellule électrochimique. (a) Début
de la réaction ; (b) aprés 5 heures de réaction ; (c) aprés 24 heures de réaction.

3.2.4 La sonde pourle SECM et la polarisation linéaire

Une sonde de platine de 50 ym de diamétre a été fabriquée pour les mesures
de SECM. Un fil de platine d’environ 2 cm de longueur est scellé dans un capillaire
en verre a I'aide d’'une microforge (Figure 28b). La connexion avec un connecteur est
faite avec [l'utilisation de la colle conductrice fluide chargée a l'argent. L’autre
extrémité a été rigidifiée avec un couvercle plastique conique et de la résine époxy.
Cette configuration permet de stériliser la microélectrode. De plus, la forme conique
permet une bonne adaptation a la membrane flexible, permettant ainsi une bonne
étanchéité de la cellule (Figure 28a).

La microélectrode a été polie avec du papier émeri, avec une rugosité finale
de 4000. Avant chaque expérience, le courant de la sonde a été mesuré en réalisant
une voltammétrie cyclique dans une solution de 10 mM KsFe(CN)s, 10 mM
K4Fe(CN)s et 0,5 M KCI, pour s’assurer du bon fonctionnement de la sonde et de son
état de surface.

Puis, la sonde a été stérilisée avec une solution d’éthanol 70% avant son

installation dans la cellule électrochimique.
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Figure 28 : Sonde fabriquée pour les mesures de SECM ; (a) photo de la sonde intégrale (b)
zoom sur la pointe de la sonde.

3.2.5 Sonde utilisée pour les mesures d’impédance locale

Les fils d’argent et de platine (environ 2 cm de longueur) ont été soudés a des
fils des plus grand diamétre enrobés en plastique. La partie latérale a été recouverte
de peinture cathaphorétique.

La pointe d’'un bi-capillaire a été courbée a 90° a l'aide de la flamme. Le
capillaire a été coupé (environ 3 cm de longueur) et couplé a un support rétractile en
plastique. Les fils en argent ont été insérés dans les deux compartiments séparés du
capillaire et le fil de platine a été inséré dans le compartiment inférieur contenant
déja un fil d’argent. La structure en plastique a été scellée et I'intérieur a été rempli
avec de la résine époxy.

La sonde a été polie avec du papier émeri P4000 de rugosité finale d’environ
5um.

Un dépbt de chlorure a été effectué sur les fils d’argent, par anodisation en
polarisation a + 400 mV / ECS jusqu’a la stabilisation du courant (environ 20 s).

La sonde de platine insérée dans ce systeme a été utilisée pour générer /
collecter 'hydrogene.

Avant chaque expérience, un test d'impédance locale a été réalisé dans une
solution 10 mM K3Fe(CN)s, 10 mM KsFe(CN)s et 0,5 M KCI, avec un substrat de Pt
de 3 mm de diamétre, polarisé a + 250 mV / ECS pour vérifier le bon fonctionnement

de la sonde.

193



Figure 29 : Tri-éléctrode fabriquée pour les mesures d’IP locales et génération d’H,

3.2.6 Instrumentation pour les mesures de SECM.

Les analyses de SECM ont été effectuées avec un appareil développé au
LISE. Le systéme de positionnement est composé d’un systéme a 3 axes (VP-25XA,
Newport) et piloté par un encodeur de mouvement (ESP300, Newport). Ce systéme
a permis un déplacement dans les 3 directions avec une précision de 100 nm. Les
électrodes sont polarisées avec un bipotentiostat réalisé au LISE. Le dispositif

expérimental est contrélé également par un logiciel réalisé au laboratoire.

3.2.7 Instrumentation pour les mesures de dissolution du fer.

Les analyses de la dissolution du fer on été effectuées avec des potentiostats
fabriqués au LISE. Les données sont acquises a l'aide une carte d’acquisition
connectée dans un ordinateur. Le systéme de positionnement est dans ce cas un
systéme 3 axes (UTM25, Newport) avec une résolution spatiale de 0,2 ym sur

chacun des axes.

3.2.8 Instrumentation pour mesures de LEIS

Le montage expérimental utilisé pour les mesures d’EIS et LEIS est
représenté sur la Figure 30. Les mesures dimpédance globale et locale sont
effectuées simultanément grace a un analyseur de fonction de transfert (FRA) a 4
voies. Cet équipement est connecté a un potentiostat (potentiostat 1) réalisé au
laboratoire (pour les mesures d'impédance globales) et a un amplificateur de courant
également fabriqué au laboratoire (pour les mesures d’impédance locales). Ce

systéme est contrélé par un logiciel développé au laboratoire. Le systeme de
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positionnement est le méme que celui détaillé dans le montage précédent. Un
deuxiéme potentiostat a été utilisé pour la génération de I'’hydrogene par la sonde.
L’utilisation du fil de Pt connecté a une capacité de 0,15 yF et court-circuité avec
I'électrode de référence est nécessaire pour éviter les artefacts de mesure en hautes

fréquences [66].

[ Potentiostat 2 _se s
®

e e ) CRCIRCR

Analyseur de fréquence a 4 voies

f Carte
d'acquisition ‘.

Potentiostat 1 R

OQ\./OUU

/[ Systéme de | " M N
: positionnement ( Capacité
N, B ’
Ag/AgCl |
I‘\\ M1 ’ ﬁ;\\’\ Pt
i A— -
Fil de Pt- @ 100pum | ]:-]

Electrode de travail (ET) / (acier au carbone)

Figure 30 : Schéma du montage utilisé pour les mesures de LEIS

3.3 Reésultats et discussion

Dans cette étude, I'hydrogéne a été utilisé comme unique donneur d’électrons,
et 'oxyde de fer lll comme unique accepteur d’électrons. Une étude préliminaire a
été réalisée afin de vérifier la détection de dihydrogéne dans la solution utilisée

comme électrolyte (solution M1). Ensuite, la consommation d’hydrogéne par S.
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oneidensis a été étudiée par SECM en comparant les quantités du dihydrogéne

réoxydeé en conditions biotiques et abiotiques.

3.3.1 Deétection du dihydrogene dans la solution M1

Pour ces analyses, une cellule a quatre électrodes a été utilisée. Une
électrode a disque de platine de 0,5 cm de diametre, isolée latéralement par une
résine époxy a été utilisée comme substrat. Une sonde de platine de 50 um de
diametre a été utilisée comme seconde électrode de travail pour la détection des
especes chimiques libérées par le substrat. La sonde a été polarisée a-0,2
V / SCE ; puis, une voltammétrie cyclique entre - 0,2V /ECS et-1,0 V/ECS a été
réalisée sur le substrat. Simultanément, la sonde est polarisée anodiquement, afin de
détecter les espéces libérées par la réaction électrochimique du substrat.

Les résultats relatifs a la génération / collection d’hydrogéne sont présentés
sur la Figure 31. On observe qu’a partir de 11 secondes, le substrat commence a
générer H, de fagon importante (augmentation significative de la pointe de la courbe
courant temps). Simultanément, la sonde commence a détecter des espéces
générées par le substrat, c’est-a-dire la sonde polarisée a — 0,2 V / ECS reoxyde I'Ho,
phénoméne qui se traduit par une augmentation du courant de la sonde. Une
variation de la densité de courant de la sonde en fonction de la distance entre la
sonde et le substrat peut étre observée. Le point maximal de courant est obtenu a
une distance d entre d0 et dO+10um (courbe verte). En éloignant la sonde a une
distance plus grande que dO + 10 um on obtient une diminution progressive du pic de
courant de la sonde. |l est possible d’observer aussi un déplacement du point
maximal des courbes. Ces effets sont attribués aux processus de diffusion. La
relation entre la distance de la sonde et le substrat en fonction de la variation du
courant nous permet de mesurer et de quantifier la concentration en hydrogéne.

Dans cette approche, la concentration peut étre légerement surestimée en
particulier aux faibles distances sonde-substrat a cause de I'effet positive feedback

que I'on peut obtenir avec le couple H*/Ha.
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Figure 31 : Détection d’hydrogéne par SECM dans la solution M1. Le potentiel du substrat a été
balayé dans le domaine de réduction d’hydrogéne a 15 mVs™ alors que la sonde a été polarisée
a -0,2 VIECS pour la détection de I’hydrogéne. La distance entre la sonde et le substrat était
utilisée comme paramétre. Le minimum du courant sur le substrat a été observé a I'inversion
de direction du balayage en potentiel.

3.3.2 Détermination de la consommation d’hydrogéne par Shewanella

La technique de SECM a été utilisée dans le mode générateur/collecteur, afin
de comparer la quantité d’hydrogene reoxydé en conditions biotiques et abiotiques et
de déterminer la quantité de dihydrogéne consommeé par les bactéries pendant la
corrosion de l'acier au carbone. Cette expérience a été réalisée en tracant les

courbes de voltammétrie cyclique pour différentes distances entre la sonde et le
substrat en acier au carbone.
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Figure 32 : Représentation de la réduction et oxydation de ’hydrogéne dans la région de
confinement entre la sonde et le substrat.

Pour les mesures de SECM, une sonde de platine de 50 um de rayon, comme
décrit dans le paragraphe 3.2.4 a été utilisée. La Figure 33 présente un
voltammogramme dans une solution de 10 mM KsFe(CN)s, 10 mM K4Fe(CN)s et
0,5 M KCI a une vitesse de 20 mVs™ pour caractériser la sonde de platine. Quand la
sonde est loin du substrat, le rayon théorique peut étre obtenu a partir de

I'équation 11 (paragraphe 2.4.2):
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Figure 33 : CV de la sonde de 100 um de diamétre dans une solution 10 mM K3;Fe(CN)g, 10 mM
K;Fe(CN)s et 0,5 M KCI a une vitesse de 20 mVs'1_
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Le montage de la cellule avec la solution M1 correspond également aux
procédures décrites dans le paragraphe 3.2.3.

Une courbe d’approche a été effectuée avec une vitesse de 0,075 pm s™ avec
la sonde polarisée a - 0,9 V/ECS (formation de H, mais en faible quantité pour ne
pas étre géné par la formation de bulles), pour la détermination de la distance dO du
substrat. Le substrat a été maintenu a 'OCP pendant toute la durée de I'expérience.

La courbe d'approche adimensionnelle de la sonde de Pt de 50 uym de
diametre vers le substrat d’acier au carbone en milieu M1 est représentée Figure 34.
Sur cette courbe, la valeur du courant normalisé obtenue au contact entre la sonde
et le substrat est d’environ 0,92. Ce point nous servira donc de référence (zéro
absolu) pour la suite de I'expérience. Dans ce cas, I'allure de la courbe indique que
le substrat n’est pas un isolant car le courant ne tend pas vers 0 lorsque la distance
tend vers 0. La variation de courant indique plutét que la cinétique de la réaction sur
le substrat n’est pas rapide par comparaison avec un comportement de pure positive
feedback pour lequel une croissance importante du courant est observée pour les

faibles valeurs de la distance sonde / substrat.
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Figure 34 : Courbe d’approche d’'une sonde de Pt de 50 ym de rayon a -0,9 V/ECS a une
vitesse de 0,075 pms'1.

Des voltammeétries cycliques de la sonde de -0,2 a -1,0 V/ECS ont été
effectuées a 15 mV s, 72 h aprés le montage de la cellule électrochimique et pour

différentes distances entre la sonde et le substrat en conditions abiotiques. Ensuite,
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la cellule a été inoculée avec 30 ml de solution M1 + Shewanella. Les mesures de
SECM en conditions biotiques ont été répétées 24 heures aprés l'inoculation des
bactéries.

La charge a été calculée par lintégration du pic de reoxydation du
dihydrogéne. Les valeurs obtenues ont été tracées par rapport a la distance entre la
sonde et le substrat, pour la comparaison entre les conditions biotiques et abiotiques.

La Figure 35 représente un voltammogramme d’une sonde de Pt de 50 ym de
diamétre & 15 mVs™" & une distance de 80 um du substrat dans une solution M1 en
conditions biotiques (courbe rouge) et en conditions abiotiques (courbe bleu).
Pendant le balayage cathodique, I'hydrogéne est généré par la sonde et diffuse a
travers de la couche mince entre la sonde et le substrat. |l peut alors étre re-oxydeé
par la sonde (pendant le balayage anodique), mais aussi, il peut étre consommé par

la bactérie.
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Figure 35 : Voltammogramme cyclique d’une pélectrode de Pt de 50 ym de diamétre a 15 mVs™
positionnée a 80 um du substrat dans des conditions biotiques (courbe rouge) et abiotiques
(courbe bleu).

Le pic de reoxydation en conditions biotiques a une intensité plus faible que
dans les conditions abiotiques, ce qui ce traduit par une concentration en H, plus
faible. Cela indique la consommation d’une partie de I'hydrogéne par des bactéries.

La Figure 36Erreur ! Source du renvoi introuvable. donne la charge de la

reoxydation de H, pour différentes distances entre la sonde et le substrat. Les deux
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courbes présentent un comportement trés similaire, et la différence entre les deux

courbes permet une évaluation de la consommation de Hs par les bactéries.
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Figure 36 : Evolution de la quantité de H, oxydé par la pélectrode de Pt au cours du balayage

en fonction de la distance sonde-substrat. La courbe rouge a été mesurée dans des conditions
biotiques, et la courbe bleue en conditions abiotiques[67].

Une valeur moyenne de 0,12 uC a été obtenue pour la quantité de H,
consommée. A partir de la loi de Faraday (équation 31). Cela correspond a environ 6
10" moles de H, consommées, et en tenant compte de la durée de I'expérience a la
fois pour la génération CV et le dosage de H, (ou le CV a été réalisé avec une
vitesse de 15 mV/s et le calcul de la charge entre 350 mV et 1 V, (cf. Figure 35))

d’environ de 107" mole s™ dans des conditions biotiques.

(s
F)\ z Equation 31

ou m représente la masse de la substance libérée a I'électrode en grammes,
O la charge électrique totale, F la constante de Faraday (96485 C mol™), M la

masse molaire de la substance et z la valence de la substance.
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Cette valeur correspond au petit volume formé entre la sonde (RG + fil de Pt)
et le substrat, en acier au carbone, comme cela est représenté sur la Figure 37. Le
volume exact formé est difficile a prévoir car la formation de cristaux peut réduire le
volume réel. Pour une distance entre la sonde et le substrat d’environ 50 um, un
volume de 160 nL peut étre estimé. En considérant une valeur de 6 10™"® moles de
H, consommés, il est possible d’estimer une consommation de 4 ymol/L, ce qui

correspond & un flux de dihydrogéne consommé de 4 10" moles s cm™.

100um

2mm

Figure 37 : représentation du volume obtenu entre la sonde et le substrat.

A titre de comparaison, la charge échangée au cours de la production de H;
par la pointe est d'environ 9 uC, montrant qu’environ 1,5% de I'hydrogéne produit est
impliqué dans l'activité bactérienne. Cette faible valeur est cependant cohérente si
I'on considére que d’une part la bactérie ne consomme pas tout I'hydrogéne présent
a son voisinage (il y a peut étre aussi une limitation sur la quantité de Fe Il
disponible) et d’autre part une partie de I’hydrogéne produit diffuse dans la solution

autour ou loin de la bactérie.

3.3.2.1 Conclusions patrtielles.

A travers la technique de SECM utilisée en mode générateur / collecteur il est
possible de mesurer, ou de contrbler la concentration en H, dissous lorsque la
distance entre la pointe de la sonde et le substrat est inférieure a quelques fois le

rayon de la microélectrode.
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La technique du SECM a aussi été utilisée pour mettre en évidence la
consommation de H; par des bactéries, en comparant l'intégration du courant
(charge), obtenue en couche mince entre la sonde et le substrat, pendant la ré-
oxydation de H; en conditions biotiques et abiotiques. Une charge plus faible a été
observée dans des conditions biotiques, indiquant qu'une partie de I'hydrogéne
produit par la sonde est consommée par Shewanella oneidensis. En outre, un taux
de consommation d'environ 10 mol-s™ a été mesuré, et un flux de H, consommé a
été estimé a 4 10" moles s cm™ lorsque seuls les produits de corrosion sont
utilisés comme nutriments énergétiques. On constate donc que I'on peut augmenter

I'activité de la bactérie en lui fournissant localement plus dihydrogéne.

3.3.3 Influence de la génération locale de 'hydrogéne en condition de confinement

dans la dissolution de I'acier au carbone

Différentes expériences de cartographie du substrat en milieu M1, ont été
réalisées avec la sonde de Pt polarisée afin de générer de I'H, a 50 um de la surface
de I'électrode. Aprés 3 jours de réaction en conditions biotiques, la formation de
cristaux de vivianite a été observée sur toute la surface de I'électrode d’acier au
carbone (Figure 38 a). Par contre, au centre du substrat, ou la sonde a été polarisée
a — 0,9 VIECS pour la génération d’Hy, représentant une région de confinement de
3.9 x 10® cm?® environ, une formation plus prononcée de la minéralisation a été
observée (Figure 38 b). L'analyse EDX d’un cristal isolé confirme la formation de

phosphate de fer sous forme de vivianite (Figure 38 d et c).
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Figure 38 : (a) Observation de formation de cristaux de vivianite sur toute la surface de
I’électrode ; (b) zoom de la partie centrale de I'électrode ou la sonde est restée polarisée pour
la génération de H, ; (c¢) image d’un cristal ; (d) analyse EDX de la formation cristallisée.

Cette observation suggére une influence de l'augmentation de la corrosion
dans cette zone particuliere. Les changements du pH local, le potentiel
d'oxydoréduction, voire une augmentation de l'activité bactérienne due a une plus
grande disponibilité de substrat énergétique (H2) peuvent étre considérés comme
des facteurs potentiels influencant la minéralisation.

Pour mieux contréler la cinétique de dissolution de I'électrode, le potentiel de
circuit ouvert a été suivi pendant les premiéres 24 heures, puis le potentiel du
substrat a été fixé au potentiel déterminé. L’hydrogéne a été généré localement par
la sonde qui a été positionnée a une distance de 50 ym du substrat. Ensuite, I'ajout
du milieu M1 (condition abiotique) ou I'ajout de M1 + bactéries (conditions biotiques)
a éte realisé.

La dissolution de l'acier a été suivie pendant 5 jours pour trois différentes
conditions de corrosion (abiotique et biotique avec génération locale de Hy, biotique
sans génération locale de Hy) en mesurant le courant total de I'électrode afin de

révéler l'influence de la concentration locale en H, (Figure 39). Le courant de
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dissolution a été mesuré et il a été montré qu'’il dépend a la fois de la présence des

bactéries et de la quantité de H, produit [68].

3.3.3.1 Résultats et discussion

Lorsque le potentiel de I'électrode d’acier est polarisé a I'OCP aprés 24 heures
d'immersion, dans les conditions abiotiques et sans génération d’hydrogéne (Figure
39, courbe a), les densités des courants sont de I'ordre de 0,5 pA-cm'Z. En revanche,
lorsque H, est généré, le courant de I'électrode d'acier augmente d'environ 1 pA-cm™
et reste quasi stationnaire (Figure 39, la courbe b). Ce comportement peut étre
expliqué par le régime de positif feedback qui a lieu entre la sonde et le substrat.
Dans des conditions biotiques, une augmentation constante du courant est observée

pendant les 5 jours (Figure 39, courbe c).
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Figure 39 : (a) Réponse chronoampérométrique du substrat d’acier au carbone en conditions
biotiques sans génération d’H; local. (b) Condition abiotique sur la génération locale d’H, par la
sonde ; (c) en présence de Shewanella oneidensis et génération locale d’H; par la sonde.

La charge échangée au cours du processus de corrosion peut étre calculée a
partir de l'intégration du courant anodique mesuré pour chaque expérience (Tableau
6). Ces résultats indiquent clairement que dans les conditions biotiques et de

production locale d’hydrogéne, la dissolution de [l'acier est considérablement
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augmentée en raison de I'augmentation de I'activité bactérienne (plus on produit de
I'hydrogéne, plus la consommation du fer par les bactéries est importante). Il faut
cependant noter que ces expériences ne permettent pas les mesures de I'hydrogéne
produit par le processus de corrosion, il est seulement possible de mesurer

I’'hydrogéne produit par la sonde avec ce type d'expérience.

Tableau 6 : Détermination de la charge échangée (en millicoulombs) au cours de la corrosion
dans des différentes conditions (calculée a partir des résultats présentés dans la Figure 17)
avec les vitesses de corrosion respectives.

. . . Charge Vitesse de
Conditions Ch:;?g c(:?e'?)s?rlnué')on (H, génération) corrosion
(mC) (um an™)
Biotiques / sans sonde 216 -—- 7,3
(Figure 39a)
Abiotiques / Avec 430 100 14,5
sonde (Figure 39b)
Biotiques / Avec 1400 100 48,0

sonde (Figure 39c)

On notera aussi que sous conditions abiotiques, la vitesse de corrosion est
doublée, mais reste constante en fonction du temps alors qu’en milieu biotique, la
vitesse de corrosion augmente pour toute la durée de I'expérience, elle devient 8 fois
plus grande aprés une centaine d’heures de propagation.

La encore, la minéralisation en oxydes de fer phosphatés a été observée sur
la surface de l'acier au carbone. Il convient également de mentionner que des
expériences plus longues (plus de 5 jours) sont difficiles a effectuer avec ces
conditions expérimentales, car la distance entre la sonde et le substrat est faible
(50 um) de maniére a confiner la génération H,. On est alors dans une gamme de
distance qu’il est possible de contréler pendant quelques heures voir quelques jours
mais guére au dela. Un autre inconvénient concerne la croissance des produits de
corrosion en fonction du temps, la biocorrosion peut conduire a la pollution de la
sonde au cours du temps en raison de I'accumulation des produits de corrosion ou
du métabolisme bactérien entre la sonde et le substrat. Cela a pour effet de modifier
la réactivité de la sonde et donc de potentiellement modifier la cinétique de la

génération de I'hydrogene.
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La Figure 40 représente la surface du substrat aprés la chronoampérométrie
en conditions biotiques sans la sonde aprés 7 jours d’expérience. La formation de
précipité de minéraux phosphatés ferreux calcinés a été formée sur la vivianite

comme il est possible de constater sur la Figure 41.

Figure 40 : Image MEB du substrat en conditions biotiques aprés 7 jours de
chronoampérométrie en conditions biotiques sans sonde.
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Figure 41 : Image MEB avec les analyses EDX des trois différentes régions du substrat
indiquées par des fleches colorées (bleu : fond ; orange : boules blanches ; verte : cristaux

gris)

207



La Figure 42 illustre la chronoampérométrie du substrat pendant la génération
d’Hz sur une période de 240 heures en conditions biotiques. Pendant cette période,
des coupures (arrét de la génération de Hy) ont été réalisées. Globalement il est
possible de percevoir une influence de I'intermittence dans la génération d’H, par la
sonde dans la courant du substrat.

Aprés 240 heures, la formation de vivianite a été observée sur la surface du
substrat comme il est possible d'observer sur la Figure 44. Il est possible de
déterminer sur la région centrale du substrat la position de la sonde pendant
I'expérience. Au voisinage de cette région, une concentration importante de vivianite
est observée, ainsi que, sur les bords de I'électrode. Cette réactivité particuliére est a
rapproché de la distribution de courant et de potentiel au niveau d’une électrode

disque plan pour laquelle les effets de bord exacerbent la densité de courant locale.
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Figure 42 : Chronoampérométrie du substrat d’acier a -0.717 V/ ECS par I’analyse de
I'influence de la génération d’hydrogéne en solution M1 en conditions biotiques.

Entre 21 et 28 heures, le courant du substrat présente un comportement
irrégulier. Il est cependant possible de percevoir I'influence de la polarisation de la
sonde (Figure 43 a). Aprés 66 heures d’expérience, en présence de génération de H,
le courant du substrat est modifié, ce qui est mis en évidence par une diminution du

courant pendant les périodes ou l'on ne génére pas dhydrogéne et une
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augmentation du courant lorsqu’on en produit (Figure 43 b). Aprés 160 heures, on ne
peut plus associer les coupures d’H, avec la réponse du substrat. La quantité d'H;

dissoute est probablement optimale pour la bactérie pour les temps trés longs

(Figure 43 c).
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Figure 43 : Amplification des zones d’intermittence de génération d’H, avec des observations
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Figure 44 : Image MEB du substrat aprés 240 heures en conditions biotiques.

La Figure 45 illustre la répétition de I'expérience en conditions abiotiques.
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Figure 45 : Chronoampérométrie sur le substrat d’acier a -0,717 V / ECS pendant I’analyse de
I'influence de la génération d’hydrogéne en solution M1 en conditions abiotiques.

Aprés 20 heures de

réaction,

le courant du substrat présente un

comportement périodique d’environ 0,5 yA d’amplitude avant la génération d’H;

(Figure 46 a). Aprés 40 heures d’expérience, la génération d’H, modifie le courant du
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substrat, ce qui est mis en évidence par une diminution du courant pendant les
périodes ou l'on ne génére pas d’hydrogéne et une augmentation du courant
lorsqu’on en produit (Figure 46b). Aprés 45 heures, une augmentation du courant de
la sonde a eu lieu, ce qui entraine une augmentation du courant du substrat. Une
réduction du courant du substrat a été intimement liée au ajustement du courant de
la sonde, pour ensuite présenter le méme comportement pendant les pauses (Figure
46 c). A partir de 134 h débute une augmentation importante du courant du substrat
avec le processus de pause et génération d’'H, et il acquiert un comportement

inverse (les pauses entrainent une augmentation du courant du substrat) (Figure 46

d).
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Figure 46 : Amplification de la zone d’intermittence de génération d’H, avec des observations
du phénoméne en conditions abiotiques.

La Figure 47 montre le substrat aprés la chronoampérometrie en conditions
biotiques. La formation de cristaux de vivianite a été observée sur toute la surface

avec une formation plus importante sur les bords de I'électrode, mettant en évidence

I'influence de la géométrie du substrat.
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Figure 47 : Image MEB du substrat aprés 278 h en conditions abiotiques.

L’effet de la génération locale d’H; a été aussi observé dans le milieu M1 sans
phosphate. Il est possible de percevoir une relation claire et directe sur la

pause / génération de H; avec les variations de courant sur le substrat.
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Figure 48 : Chronoampérométrie sur le substrat d’acier a -0.709 V /ECS par I’analyse de
'influence de la génération d’hydrogéne en solution M1 (sans phosphate) en conditions
biotiques
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Aprés 2 heures, il est possible de percevoir une relation claire et directe sur la
pause/ génération de H, avec les variations de courant sur le substrat (Figure 49 a).
Aprés 20 heures, pour les temps plus longs, la période de génération de H;
correspond aussi a une accélération de la vitesse des réactions sur le substrat
(augmentation du courant) ou a une activité plus importante des bactéries (Figure 49
b).
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Figure 49 : Amplification de la zone d’intermittence de génération d’H, avec des observations
du phénoméne en conditions abiotiques.

Aucune minéralisation n’a été observée en absence de phosphate dans le
milieu M1. Sur les images MEB, il est possible d’observer la présence d’inclusions
sur substrat. Aprés les analyses MEB, le biofilm a été retiré a l'aide de papier
absorbant et le substrat a été analysé au microscope optique pour permettre de

mesurer la présence d’éventuelles piqlres. Cependant cette analyse permet de
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conclure a une corrosion généralisée plutdét qu'a des processus locaux entrainant

une corrosion localisée.

Figure 50 : Image MEB du substrat en acier aprés la chronoampérométrie en conditions
biotiques sans phosphate.

Figure 51 : Observation du substrat dans le microscope optique en deux mise au point
différents.

3.3.3.2 Conclusions patrtielles.

Les charges échangées, mesurées au cours de 5 jours d’expérience,
correspondant a I'hydrogéne produit dans les expériences abiotiques (Figure 39b) et
biotiques (Figure 39c) avec la sonde ont des valeurs comparables (environ 100 mC).

Par contre, la réponse du substrat d’acier est trés différente et se caractérise par la
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mise en évidence de cinétiques différentes. Ainsi, une charge totale 3,2 fois plus
élevée a été observée pour la corrosion de l'acier en présence des bactéries. Il faut
bien noter que ce facteur est important puisque la génération d’hydrogéne est
réalisée en faible quantité au moyen d’'une microélectrode.

En présence de Shewanella et lorsque I'on produit de I'hydrogéne (Figure
39 a), la vitesse de corrosion de l'acier au carbone (48 ym.an™) est 9,5 fois plus
élevée que dans le cas sans production locale d'hydrogéne (7,3 um.an™).

Une trés grande quantité de H, (0,5 mol) a été générée localement dans un
petit volume (3,9 x 10® L) entre la pointe et le substrat entrainant une importante
augmentation de la charge de Fe®" libéré par le substrat en comparaison avec
I'expérience sans génération d’hydrogéne. Cet effet suggére que la corrosion locale
(dans le voisinage de la sonde) est plus élevée. Cependant, il faut aussi remarquer
que la durée des expériences est de plusieurs jours, donc I'’hydrogene peut aussi
diffuser dans tout le volume de la cellule électrochimique s'’il n’est pas consommé
rapidement et localement au voisinage de son point de production. Il peut donc étre
éventuellement utilisé par d’autres bactéries qui ne sont pas dans le volume confiné
formé par la sonde et le substrat d’acier. Ceci permet aussi d’expliquer et de
comprendre pourquoi pour des temps longs nous observons une augmentation de la

vitesse de corrosion sur I'ensemble de I’échantillon.

3.3.4 Etude de la corrosion localisée.

La corrosion localisée est un phénoméne important qui peut grandement
diminuer la durée de vie des structures. De prévision difficile, elle est le plus souvent
déclenchée par une ou des conditions spécifiques qui peuvent étre liées a des
facteurs divers comme les caractéristiques de fabrication du matériau propre ou les
conditions environnementales et leur évolution au fils du temps. Pour étudier la
corrosion localisée a I'échelle du laboratoire en utilisant comme matériau d’étude une
électrode de 0,78 cmz, il est nécessaire d’essayer d’induire des conditions favorables
pour la formation et le développement dans le temps de ce type de phénoméne.
Dans les résultats précédents, la présence d’hydrogéene dans les conditions de
confinement a été présentée comme un accélérateur notable de [activité

microbiologique. Pour cette raison, I'hydrogéne a été choisi comme élément
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déclencheur de la corrosion localisée afin de réaliser des analyses d’impédance
electrochimique locale dans le but de remonter aux cinétiques locales de corrosion.

La formation de cristaux de vivianite dont la taille est de I'ordre de 300 um
peut géner pour les analyses électrochimiques locales a cause des faibles distances
nécessaires entre la sonde et le substrat pour ces mesures. Pour cette raison, le
milieu d’étude M1 utilisée pour les analyses de I'impédance locale a été préparé
sans les sels de phosphate. De plus, les interférences entre les différents éléments
constituants le milieu de culture microbiologique peuvent produire des modifications
dans les processus de corrosion, ce point ayant déja été abordé dans la littérature
[69]. Pour cette raison I'exclusion de différents éléments ou constituants du milieu de
culture a été déja décrite par Zegeye et al. [70]. En particulier, le phosphate est un
elément constituant des acides nucléiques, des phospholipides, nucléotides et
vecteurs énergétiques (ATP/ADP) essentielles a I'activité bactérienne. Par contre, en
raison de leur croissance dans un milieu riche comme le milieu LB, les cellules ont
déja une certaine réserve de ce nutriment. En outre, la lyse des bactéries va aussi
permettre un recyclage du phosphate. Un autre facteur important est la durée des
experiences qui ne dépasse pas les 6 jours dans les conditions biotiques, ce qui
permet de justifier aussi I'exclusion de cet élément dans la solution de composition
M1.

L’influence des microorganismes dans l'accélération de la corrosion
généralisée est déja confirmée. Par contre, plus d’informations sont nécessaires pour

mieux comprendre la corrosion localisée provoquée par des bactéries.

3.3.4.1 Mise en place de I'expérience

Les courbes de polarisation linéaires, en trois répétitions, obtenues a une
vitesse de balayage de 0,1 mV-s™ ont été tracées pour I'étude du comportement de
I'acier au carbone en présence de la solution M1 sans phosphate (Figure 52), le
reste du protocole expérimentale étant identique a celui des expériences

précédemment décrites.
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Figure 52 : Courbes de polarisation linéaires de I’acier au carbone a 0,1 mV par seconde en
milieu M1 sans phosphate.

La condition de linéarité du systéme (acier au carbone au potentiel de 'OCP
plus M1 sans phosphate) a été vérifiée avec des amplitudes de perturbation de 10 et
20 mV. Les résultats présentés ci-dessous dans la représentation de Nyquist (Figure
53) montrent une bonne reproductibilité dans le domaine des hautes fréquences
avec un trés léger décalage en basse fréquence, pour des fréquences de l'ordre de
0,1 Hz ou moins. Ce décalage n’est pas significatif et peu éventuellement étre
attribué a une lente évolution du systeme avec le temps. Ainsi, une amplitude de
20 mV vérifie les conditions de linéarité et a été choisie pour les mesures
d'impédance. En effet, il est préférable de choisir la plus forte amplitude pour
améliorer le rapport signal sur bruit dans le cas d’'une impédance globale. Dans le
cas particulier de la mesure d’'impédance locale, la mesure du courant au moyen de
deux sondes de potentiel au voisinage du substrat sera également facilité car on
comprend facilement a partir de la loi de Poisson que plus I'amplitude de la
perturbation appliquée au systéme sera grande, plus la différence de potentiel entre

les deux microsondes de mesure le sera aussi.
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Figure 53 : Représentation de Nyquist de 'impédance d’un acier au carbone polarisé au
potentiel de 'OCP pour la vérification de la linéarité pour des amplitudes de 10 et 20 mV.

Aprés avoir déterminé I'amplitude a utiliser, I'influence de la génération d’'H,
(Figure 54, courbe orange), et du barbotage en solution (Figure 54, courbe bleu)
pendant les mesures d'impédance ont été étudiées en conditions abiotiques. Il est
possible d’observer l'influence que la convection due au barbotage d’azote exerce
sur la réponse électrochimique. En effet, la résistance de transfert de charge diminue
de 2300 & 1750 Q cm? environ. En absence de barbotage, la génération d’H, se
caractérise par une légéere influence sur la cinétique de corrosion avec une
résistance de transfert de charge qui diminue d’environ 8%. A premiére vue, cette
variation peut sembler faible, mais il faut cependant bien noter que la mesure
présentée est une mesure globale alors que la génération de H, ne se fait que sur

une surface restreinte de I'électrode d’acier.
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Figure 54 : Représentation de Nyquist obtenue a ’OCP avec une amplitude de 20 mV aprés 24
heures de réaction en solution M1, dans 3 différentes conditions : (courbe bleu) barbotage
d’azote en solution ; (courbe rose) sans barbotage ; (courbe orange) en condition stationnaire
en présence de génération locale d’H; par la sonde de Pt.

L’influence de ces différents paramétres peut étre aussi observée sur les
mesures d’OCP comme cela est illustré sur la Figure 55. Dés le départ du bullage
d’azote dans la solution, une variation du potentiel de circuit ouvert est observée.
Cette variation peut étre due au processus d’agitation de la solution sous la forme

d’'une convection forcée due a la génération des bulles.
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Figure 55 : Effet de I'influence du barbotage dans le potentiel de circuit ouvert.

Les contributions des courants anodiques et cathodiques dans le processus
de corrosion ont aussi été étudiées par les mesures d'impédance. La Figure 56
représente les diagrammes de Nyquist pour trois conditions différentes de potentiel.
La courbe rouge représente la réponse obtenue lors d’une polarisation de I'électrode
a 'OCP, la courbe bleue représente le diagramme d’'impédance obtenue avec le
substrat polarisé a + 50 mV par rapport a 'OCP et la courbe verte représente le
diagramme obtenu lorsque le substrat est polarisé a - 50 mV par rapport a 'OCP.
Polariser le substrat a un potentiel plus anodique entraine une réduction du courant
cathodique ce qui se traduit par une augmentation de la résistance du transfert de
charge cathodique. Dans le cas d'une polarisation plus cathodique, une
augmentation du courant cathodique est observée et par conséquence une réduction
de la résistance de transfert de charge cathodique.

Il est possible d’observer une grande variation du diamétre avec le potentiel.
Ainsi, comme la variation de limpédance électrochimique n’est pas monotone,
'impédance au potentiel de corrosion prend en compte a la fois les contributions

anodique et la cathodique.
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Figure 56 : Mise en évidence des contributions des impédances anodiques et cathodiques
dans le processus de la corrosion de I’acier au carbone immergé en solution M1 (sans
phosphate) en condition d’anaérobie.

La caractérisation et la vérification du bon fonctionnement de la bi-électrode
ont été réalisées d’aprés les procédures décrites précédemment. La Figure 57 donne
les diagrammes des impédances, globale, interfaciale locale et locales obtenues
simultanément dans une solution de ferri/ferrocyanure de potassium. Pour cette
experience, le substrat est une électrode disque plan de platine de 5 mm de diamétre
enrobée dans un isolant. Il est possible d’observer la similarité (forme et fréquences
caractéristiques) de tous les diagrammes. Dans le domaine des hautes fréquences
une boucle capacitive est attribuée a la capacité de double couche en paralléle avec
la résistance de transfert de charge, et en basse fréquence, une droite avec une
pente a 45° caractérise le phénoméne de diffusion semi-infinie (impédance de
Warburg). Il est important d’observer I'équivalence des constantes de temps avec les
fréquences caractéristiques, effet qui indique que les mesures locales et globales
caractérisent des phénoménes de méme nature mais a des échelles différentes. La
partie haute fréquence de l'impédance globale permet de déterminer la résistance
d’électrolyte. Il est intéressant de remarquer que cette valeur est différente pour les
deux impédances locales. En effet, 'impédance locale est définie par rapport a une

mesure globale du potentiel, donc la résistance d’électrolyte doit &tre du méme ordre

222



de grandeur que celle obtenue par la mesure de I'impédance globale. Par contre,
'impédance interfaciale locale est définie par rapport a une mesure locale de
potentiel, ce qui a pour effet de minimiser la chute ohmique du systéme (donc la
résistance d’électrolyte mesurée). On remarque cependant que sur l'expérience
présentée, ce terme n’est pas nul puisqu’il est expérimentalement extrémement
difficile de se positionner juste a I'extérieur de la double couche. Enfin, on remarque
que l'impédance locale présente une contribution inductive dans le domaine des
hautes fréquences. Cette constante de temps et maintenant bien connue, elle est
imputable a la géométrie de la cellule électrochimique et au fait qu’en solution, la
composante radiale du courant n’est pas nulle, exceptée selon I'axe de symétrie de
I'électrode [62] .
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Figure 57 : Validation de la bi-éléctrode pour les mesures d’impédances locales obtenues avec
un substrat de platine de 5 mm de diamétre, polarisé a + 250 mV / ECS dans une solution de
10 mM K;Fe(CN)g, 10 mM K, Fe(CN)s et 0,5 M KCI (par redox Fe®*/ Fe2+); courbe rouge
impédance globale, courbe verte impédance locale, courbe bleue impédance interfaciale
locale.

3.3.4.2 Mesures d’impédance globales et locales.

Pour les mesures abiotiques, une sonde SECM a été utilisée. Le montage de

la cellule a été effectué 27 heures avant le début des mesures d'impédance globales
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en condition abiotique qui elles ont été réalisées sur une durée totale de six jours.
Sur la Figure 58 sont représentées les mesures avant et aprés l'inoculation. La
courbe rouge représente I'impédance globale avant l'inoculation. Dans le cas des
expériences abiotiques I'inoculation a été faite par la solution M1 (sans phosphate)
désaéreée et sans bactérie, suivi d’'un barbotage de 15 minutes. Aprés quatre heures,
la mesure a été répétée (courbe bleue). On observe une réduction de la résistance
de transfert de charge (d’environ 15 %) que I'on attribue a l'inoculation / barbotage.
On observe que cette résistance continue a décroitre pendant 20 heures aprés
I'inoculation. Cependant le comportement est trés variable et la résistance de
transfert de charge augmente pour les durées plus longues pour dépasser la valeur
initiale aprés 93 heures pour ensuite revenir a une boucle similaire a celle obtenue
initialement aprés 130 heures. |l faut cependant noter que méme si ces variations
semblent globalement erratiques, leur amplitude reste modérée et 'ensemble des
mesures se situe dans un domaine de valeurs comprises entre plus ou moins 20 %

de la mesure initiale, ce qui en terme de corrosion, correspond a une faible évolution.
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Figure 58 : Représentation de Nyquist des mesures d’impédance globale de I’acier au carbone
en solution M1 (sans phosphate) en conditions abiotiques. Le substrat a été polarisé au
potentiel de 'OCP. Les mesures ont été réalisées avec une amplitude de 20 mV.
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Une analyse quantitative de ces diagrammes a été entreprise en termes de
circuit équivalent. La boucle observée a été modélisée avec le circuit équivalent
représenté Figure 59 et constitué par une résistance d’électrolyte (R¢) en série avec

un CPE en paralléle avec la résistance de transfert de charge (Ry).

CPE
Re |
= ]—
Rtc

Figure 59 : Circuit équivalent utilisé pour la modélisation de la boucle capacitive obtenue en
conditions abiotiques.

Les paramétres Re, R, Q et a obtenus par ajustement sont présentés dans le
Tableau 7.

Tableau 7 : Paramétres (R, R, Q et d) obtenues pas simulation des résultats d’impédance
globales en conditions abiotiques

5 20 44 68 93 130
AVI heures heures heures heures heures heures

API API API API API API

(innz) 207 188 187 186 181 175 173

(Q'i‘;nz) 2120 1710 1740 1420 2180 2190 1710
(s“IQQcmz) 6,9210* 7,9510* 1,0110° 1,2610°% 1,4610°% 1,5210° 1,76 10

a 0,82 0,82 0,82 0,83 0,82 0,83 0,86

AVI = Avant l'inoculation; API = Aprés l'inoculation

A partir de l'analyse de ces paramétres, il est possible de déterminer la
capacité en utilisant la formule de Brug. Les valeurs de capacité ainsi obtenues sont
présentées sur la Figure 60. Il est possible d’observer une augmentation quasi
linéaire de la capacité avec le temps. Les valeurs de capacité obtenues sont trés

grandes pour une capacité de double couche. Ces valeurs trés élevées peuvent étre
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attribuées a une augmentation de la surface géométrique du substrat en présence de
la solution M1. En d’autres termes, on mesure une expansion de l'interface qui peut
initialement étre représentée par un systeme 2D puis qui évolue au cours du temps
pour former une structure tridimensionnelle formée de produits de corrosion
conducteur dont la mesure d'impédance permet d’avoir une mesure de la surface

développeée.
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Figure 60 : Evolution de la capacité effective du substrat d’acier au carbone immergé dans la
solution M1 (sans phosphate) dans des conditions anaérobies et abiotiques (décalage du
début de I’expérience a cause du temps nécessaire pour obtenir un milieu aux conditions

stables (d’environ 24h)).

Il est possible d’observer une variation irréguliére de la résistance de transfert
de charge qui augmente ou qui diminue avec le temps. Cette variation est encore
plus évidente sur la Figure 61 ou sont représentés les diagrammes d’'impédance
pour une méme expérience avec des mesures effectuées a intervalles rapprochés
sur une période s’étendant du 2°™ au 4°™jour.

Un zoom de la région des hautes fréquences est aussi représenté. On peut
ainsi mettre en évidence I'évolution de la résistance d’électrolyte en fonction du
temps. On observe une diminution continue que l'on attribue a la libération d’ions

Fe®* pendant le processus de corrosion ce qui peut se traduire par une augmentation

226



de la conductivité de la solution. On pourrait aussi supposer que le développement
du film a la surface de [l'électrode modifie de fagon significative la surface
geomeétrique du systéme, ce qui pourrait se traduire également par une diminution de
la résistance d’électrolyte en fonction du temps. Cependant, les observations de
I'électrode a différents stades du processus de corrosion ne semblent pas corroborer
une telle hypothése, et une variation de la conductivité de I'électrolyte semble étre la

cause la plus probable de ces variations.
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Figure 61 : Représentation de Nyquist des mesures d’impédance globales de I’acier au carbone
en solution M1 (sans phosphate) en conditions abiotiques. Le substrat a été polarisé au
potentiel de ’'OCP. Les mesures ont été réalisées avec une amplitude de 20 mV en fonction du
temps. L’insert correspond a un zoom sur la partie haute fréquence.

Un autre point important a observer sur le zoom du domaine des hautes
fréquences, avec la possible présence d’artéfacts. Pour vérifier cette hypothése, un
systéme avec un fil de platine en série avec une capacité a été utilisé dans la cellule
électrochimique en paralléle avec I'électrode de référence, comme cela été décrit
dans la partie expérimentale 3.2.8. La Figure 62 montre la représentation Nyquist
des diagrammes d’impédances obtenue sans (Figure 62 a) et avec le fil de platine

(Figure 62 b). En présence du fil de platine la composante haute fréquence est
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modifiée et laisse apparaitre une boucle capacitive de faible amplitude. Cette boucle

capacitive sera interprétée ultérieurement.
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Figure 62 : Représentation de Nyquist de I'impédance globale en conditions abiotiques
obtenue pour deux conditions différentes ; (a) sans fil de platine (b) avec un fil de platine
connecté a une capacité de 0,15 yF en court-circuit avec I’électrode de référence.
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Ainsi, dans les conditions présentées, I'utilisation du fil de Pt connecté a une
capacité et court-circuité avec I'électrode de référence est nécessaire pour éviter les
artefacts en hautes fréquences.

La Figure 63 montre des images MEB du substrat aprés 7 jours d’immersion
dans la solution M1 sans phosphate, aprés les mesures d'impédance en conditions
abiotiques. Il est possible d’observer la présence de plusieurs piqlres de tailles
micrométriques distribuées sur toute la surface de I'échantillon (Figure 63 a).
L’analyse d’EDS en fond de piqdre (Figure 63 b), identifie comme principal élément
le fer. Les petits dépdts blancs répartis sur la surface autour des piqlres (Figure 63
c) ont également été analysés par EDS. La présence d’oxygéne, ainsi que la
présence de soufre et de calcium indique la formation d’oxydes sur la surface du
substrat. L'élément carbone est aussi détecté (dans des proportions plus importantes
que ce que l'on peut observer dans le cas d’'une contamination de surface due a la
présence de différentes impuretés): nous avons attribué cet excés au carbone
déposé par sputtering sur la surface de I'échantillon pour améliorer la résolution des
images MEB. Ces dépdts de carbone nécessaire a l'obtention d'image MEB
montrent que méme si les produits de corrosion sont conducteurs leur conductivité

reste cependant limitée.
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Figure 63 : Images MEB du substrat d’acier au carbone aprés 7 jours d’immersion apreés les
mesures d’'impédance globales en solution M1 sans phosphate. (a) image globale ; (b)
amplification de I'image globale avec I'indication de la zone analysée (fond noire) avec leur
image de EDS respective; (c) zoom sur les piqlires avec marquage de la zone analysée (dépot
blanc) par EDS

La Figure 64 montre les réponses de I'impédance globale pour le systéeme
d’acier au carbone dans le milieu M1 sans phosphate en conditions biotiques. Les
premiéres mesures ont été réalisées apres 14 heures d’'immersion du substrat dans
la solution M1. Grace aux corrections des artefacts en haute fréquence il est possible
de percevoir deux boucles capacitives.

Le méme phénoméne de diminution de la résistance d’électrolyte observée
dans les conditions abiotiques (Figure 61) peut étre aussi observé dans les
conditions biotiques (Figure 64). Ces expériences ont été réalisées de fagon
concomitante avec les mesures d’'impédance locale avec la génération d’hydrogéne
comme cela a été montré dans le schéma présenté Figure 30. La sonde de Pt de la

tri-électrode a été polarisée a -1 V / ECS afin d’obtenir un courant continu d’environ -
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50 nA ce qui permet de générer localement un flux constant d’hydrogéne pour
stimuler I'activité bactérienne. La remontée capacitive observée en haute fréquence
(65 kHz a 10 kHz) est la encore attribuée a la présence d’artefacts, comme cela est

décrit ans la littérature [41].
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Figure 64: Représentation de Nyquist de I'impédance globale de I’acier au carbone dans le
milieu M1 sans phosphate, en conditions biotiques.

Le systéme électrochimique peut donc étre décrit avec deux constantes de
temps. Une en haute fréquence, entre 10 kHz et 100 Hz et une pour des fréquences
inférieures a 100 Hz. Les deux boucles ont été analysées séparément. La boucle
haute fréquence a été ajustée avec un circuit électrique correspondant a une
résistance d’électrolyte en série avec un CPE en paralléle avec une résistance Rox
(Figure 65).
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Figure 65 : Circuit électrique utilisé pour la modélisation de la boucle capacitive haute
fréquence.

La boucle en basse fréquence a également été modélisée avec le circuit
électrique illustré sur la Figure 66, constitué par un CPE en paralléle avec la

résistance de polarisation.

BF

CPE

Rp

Figure 66 : Circuit électrique utilisé pour la modélisation de la boucle capacitive basse
fréquence.

Les différents paramétres R., Ry et Rox, Q et a obtenus a partir de

I'ajustement sont présentés dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Compilation des paramétres (R., Rox, Ric, Q et @) obtenus par ajustement des
résultats d’'impédance globales en conditions biotiques.

4 44 68 93 116
AVI heures heures heures heures heures
API API API API API
) Re
g (Q cmz) 211 187 173 167 163 157
g Rox
> Q cmz) 31,7 27,7 26,8 26,0 243 24,0
‘O
= Q 5 5 5 5 5 5
@ « 2 2,210 2,810 2,810 2,810 2,6 10 2.6 10
= (s'/Q cm")
©
I a 0,82 0,83 0,83 0,84 0,85 0,85
o | RetRoc | 5o 208 192 185 183 178
] (Q cm?)
o
S Rec 2 2770 2710 3330 2970 2490 2460
o (Q cm?)
‘O
& Q 4 4 4 4 4 3
8 (s“IQ cmz) 4610" 4,910 5,010 6,110 8,2 10° 1,010
o
@ a 0,83 0,83 0,83 0,84 0,85 0,86

AVI = Avant l'inoculation; API = Aprés l'inoculation

On observe ici encore une diminution constante de la résistance d’électrolyte
au cours du temps.

De méme, le terme Ry« présente une décroissance continue.

A partir de l'utilisation de la formule de Brug, la capacité a été calculée en
haute fréquence (équation 25) et en basse fréquence (équation 24). Les valeurs des
capacités obtenues en hautes et basses fréquences sont présentées respectivement
sur les Figure 67 et 68.

L’amplitude de la boucle en haute fréquence permanence relativement
constante. Les valeurs des capacités obtenues sont constantes avec une valeur
d’environ 6,5 pFcm™. Les values obtenues sont trop petites pour pouvoir é&tre
attribuées a une capacité de double couche mais elles peuvent étre attribuées a une
fine couche d’oxyde comme cela a été déja décrit dans la littérature [43].

La capacitance associée a des couches d'oxyde ou a un revétement peut étre

exprimée par [36]:
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C= Equation 32

ou 0 est 'épaisseur du film d’oxyde, € est la constante diélectrique du

matériau, et €y est la permittivité du vide (&, = 8.8542x10™* F /cm).

En faisant 'hypothése que la constante diélectrique moyenne de la couche
d’'oxyde est de 10 (valeur fréquemment rencontrée dans la littérature), I'épaisseur de

la couche est estimée entre 1 et 2 nm.
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Figure 67 : Représentation graphique de la capacité effective obtenue en haute fréquence.

Pour le domaine des basses fréquences, la constante de temps est attribuée a
la résistance de transfert de charge du processus de dissolution de l'acier. Il est
possible d’observer une augmentation de la capacité de 300 pF cm? & 750 uF cm™
(Figure 68). Ainsi comme dans les expériences abiotiques, ces valeurs sont
considérées comme étant trop élevées par rapport aux valeurs typiques d'une
capacité de double couche. Cependant, cette analyse ne prend pas en compte
I'accumulation des produits de corrosion sur la surface de I'électrode ce qui
augmente la surface réelle de I'électrode et donc impacte la valeur de la capacité

que I'on mesure lorsqu’on la raméne a une unité de surface. Toutefois, ce qui a été
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observé dans le cas de conditions biotiques, I'évolution de la capacité n'est pas

linéaire, comme dans les conditions abiotiques.
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Figure 68 : Représentation de la capacité effective obtenue en basse fréquence.

Au cours de la méme série d'expériences, des mesures d'impédance locale
ont été effectuées en six différentes positions au-dessus du substrat d'acier. La
Figure 69 illustre 3 points ou la sonde a été positionnée pour la réalisation de ces

mesures d’'impédance locales.
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Figure 69 : Représentation du positionnement de la sonde sur le substrat pendant les mesures
de I'impédance locale.

La Figure 70 donne quelques exemples de diagrammes LEIS obtenus au
centre de I'électrode (Figure 70a) et a 1 mm du centre (Figure 70b). Les deux jeux de
diagrammes sont trés similaires. Dans le domaine des hautes fréquences, le
comportement inductif est di a la géométrie de la cellule, comme cela a déja été
décrit par Frateur et al. [61]. Cette composante inductive masque la premiére boucle
capacitive, et seule la deuxiéme boucle correspondant au transfert de charge peut
étre analysée avec ces mesures. Il est intéressant de remarquer que, les valeurs de
la résistance de transfert de charge sont indépendantes a la fois du temps et de
I'emplacement de la sonde au-dessus du substrat (on notera toutefois que les
mesures présentées sur ces figures sont réalisées a une distance plus proche du
centre de I'électrode que du bord afin de minimiser a la fois les contributions liées a
la géométrie de la cellule, mais aussi a linfluence de la composante radiale du

courant qui n'est pas mesurée avec notre dispositif expérimental).
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Figure 70 : Représentation de Nyquist de I'impédance interfaciale locale de I’acier au carbone
dans le milieu M1 sans phosphate (conditions biotiques) pour six différentes positions
indiquées sur la Figure 69.
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Cela indique que, d'un point de vue local (la résolution spatiale de la
configuration utilisée est d'environ 100 micrométres), la réactivité de l'interface ne
dépend peu ou pas de la position. La boucle en basse fréquence a été aussi
analysée avec le méme circuit électrique que celui utilisé pour les mesures globales
(Figure 66).

Comme cela a été observé pour les résultats présentés sur la Figure 71, la
capacité obtenue a partir des mesures locales montre une méme tendance en
fonction du temps : les valeurs sont constantes dans les premiéres heures, puis
aprés 60 heures, on observe une augmentation continue. Il faut quand méme
remarquer que d’un point a 'autre, la réactivité varie de plus de 10%, ce qui n’est pas

négligeable.
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Figure 71 : Représentation de la capacité effective de I'impédance locale interfaciale obtenue
en haute fréquence pour 6 différentes positions sur le substrat. La sonde a été polarisée avec
une génération d’hydrogéne pendant toute I’expérience pour la position représentée pour la
courbe orange.
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Ceci est en accord avec la variation de résistance de transfert de charge et
suggére que Shewanella oneidensis influe sur la vitesse de réaction globale dans cet
environnement, mais aucune corrosion locale n’a été mise en évidence par l'analyse
des résultats électrochimiques. En outre, cela a été étayé par des observations au
MEB post-mortem comme cela est présenté sur la Figure 72. L'aspect de l'acier est
caractéristique d'une corrosion généralisée. Il est possible d’observer une grande
différence entre les images obtenues pour les expériences en conditions abiotiques
(Figure 63) et biotiques (Figure 72), le piqlres obtenues en conditions biotiques ne
sont plus maintenaient visibles. En outre, un examen attentif de la surface aprés
différentes expériences n'a jamais permis de mettre en évidence une corrosion

localisée exacerbée par la présence de bactéries.

um EHT=1500kV  Signal A=SE2  Photo No.=25 Mag= ¢
|_| WD = 8.1 mm Date :16 Jul 2012 Reference Mag = Out Dev.

Figure 72 : SEM image de I’électrode d’acier au carbone aprés 7 jours d’immersion en solution
M1 sans phosphate en conditions biotiques

Méme sans préparation spécifique il est possible de mettre en évidence la
présence de bactéries attachées a la surface du substrat comme le montre la Figure
73. En dépit de la destruction possible des cellules en raison du vide utilisé pour
I'analyse au MEB, certaines bactéries présentent une morphologie normale, de plus,
il est possible de constater la présence de diplobacilles, ce qui indique que les
cellules sont en phase de multiplication. La présence de dépdbts sur les bactéries
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peut étre des oxydes de fer(ll) il n’a cependant pas été possible de les identifier
ambiguité par des analyses EDX. Ces oxydes peuvent inhiber I'action bactérienne a

long terme.
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Figure 73 : Images MEB des bactéries attachées a la surface du substrat.
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3.3.5 Conclusion partielles :

Des mesures d'impédance sur I'acier au carbone dans la solution M1 sans
phosphate ont été réalisées en conditions abiotiques et biotiques.

En conditions abiotiques une boucle capacitive a été observée sur les
mesures d’impédance globale. Cette boucle a été ajustée avec un circuit équivalent
comprenant la résistance d’électrolyte et un CPE en paralléle avec la résistance de
transfert de charge. A partir de I'analyse de ces paramétres, I'évolution de capacité
au cours du temps a été obtenue. Les valeurs trés élevées obtenues ont été
attribuées a 'augmentation de la surface due au processus de la corrosion de 'acier.
Ses capacités ont eu une évolution linéaire croissante. La résistance d’électrolyte
diminue en fonction du temps di & la libération des ions de Fe?* en solution. Les
valeurs de Ry présentent des variations assez irrégulieres en fonction du temps,
cependant leurs amplitudes sont proches des valeurs initiales ce qui ne correspond
pas a un comportement corrosif évolutif.

Les images post-mortem par microscopie électronique a balayage ont révélé
la présence de petites piqlres réparties sur la totalité de la surface.

En conditions biotiques[67] , deux boucles capacitives ont été observées. La
boucle haute fréquence a été ajustée avec un circuit équivalent constitué par la
résistance d’électrolyte et un CPE en parallele avec la résistance de la couche
d’oxyde. Les valeurs de capacité qui ont été obtenues avec la formule de Brug sont
caractéristiques d’'une fine couche d’oxydes. La deuxiéme boucle capacitive a été
ajustée avec le méme circuit équivalent que pour les conditions abiotiques. Elle
présente une phase constante dans les premieres 60 heures, suivie d’'une évolution
linéaire comme cela a aussi été observé dans les conditions biotiques. Les mesures
d'impédance locales ont été effectuées simultanément avec les mesures
d'impédance globale. Ces mesures nous ont permis de mettre en évidence
seulement la seconde constante de temps. Les valeurs de capacités locales
présentent la méme tendance que les valeurs globales, et aucune variation avec la
position, méme en présence de génération locale d’hydrogene n’a pu étre mise en
évidence. Cela indique un mécanisme de corrosion généralisée. Les images MEB
ont révélé la présence de bactéries attachées a la surface de I'électrode et un aspect
homogéne de corrosion au contraire des images par les conditions abiotiques ou des

petites piglres ont été observées.
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3.3.6 Etude géochimique de l'influence de IRB dans le processus de la biocorrosion

de l'acier au carbone

En paralléle a ce travail, une autre thése (également dans le cadre du projet
BIOCOR), dont la thématique est « I'étude géochimique sur l'influence des IRB dans
le processus de biodétérioration de l'acier au carbone »[68] sera soutenue en
décembre 2013 par Marta Kerber Schiutz au laboratoire de Modélisation des
Transferts dans 'Environnement du CEA de Cadarache. Les deux études utilisent le
méme acier au carbone, ainsi que la méme composition du milieu (M1). Cependant,
ces études ont été réalisées en réacteurs de batch sous une atmosphere d’azote
(90 %) et CO2 (10%). L’évolution de I'H; libéré par la corrosion de I'acier en phase
gazeuse ainsi que le dosage de Fe?* en solution ont été suivis pendant une période
de 5 mois. En conditions abiotiques, dans les premiers 20 jours de suivi
expérimental, I'évolution de H, et de Fe®" ont progressé linéairement avec une
stoechiométrie de 1: 1, ce qui correspond a une réaction globale de la corrosion
anaérobie du fer selon la réaction suivante : Fe® + 2H,O = Fe?* + 20H + H,.
Cependant, dans les conditions biotiques, une augmentation de la libération de Fe?*
en solution avec une libération de I'hydrogéne en phase gazeuse a été observée
aprés un période de 5 jours. Ce qui indique une augmentation de la corrosion en
présence de Shewanella. La concentration de H, est toutefois moins importante que
la concentration de Fe** ce qui indique que I'hydrogéne a été consommé par des
bactéries pendant le processus de réduction dissimilative des oxydes de fer(lll). A
partir de 20 jours, une précipitation de fer est observée. La concentration de l'ion
Fe®* en solution a alors atteint sa valeur maximale et est stable.

Les vitesses de corrosion en conditions biotiques et abiotiques sont
présentées dans la Figure 74. Il est possible de constater une augmentation de la
vitesse de corrosion en conditions biotiques dans les premiers 5 jours, suivie d’'une
réduction constante. Cependant la vitesse de corrosion dans les conditions biotiques

reste toujours supérieure a celle mesurée dans des conditions abiotiques.
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Figure 74 : Vitesse de corrosion (um an-1) en fonction du temps (jours) mesurée pendant les
expériences géochimiques (n=3): courbe rouge conditions biotiques; courbe gris, conditions
abiotiques.

Les analyses de spectroscopie Raman des coupons apreés cing mois de
réaction indiquent la présence de vivianite et magnétite comme les deux principales
phases minérales (Annexe |). Par contre en conditions biotiques lintensité des
bandes de vivianite est plus importante, et une réduction significative de la
concentration en magnétite est observée. En outre, ces bandes sont larges, ce qui
suggére un faible facteur de cristallisation. Ce résultat indique que les bactéries
peuvent réduire la magnétite en accélérant la corrosion. Les images MEB (Annexe [)
ont également indiqué une différence dans la morphologie, dans la composition et

dans la cristallinité des produits de corrosion en présence de bactéries.

243



4 Conclusion et perspectives

Pendant le processus de stockage des déchets nucléaires de Haute Activité,
la formation de dihydrogéne et d’oxydes de fer(lll) est attendue par le processus
naturel de la corrosion en milieu anoxique et saturé. La présence de ces donneurs et
accepteurs d’électrons, en particulier dans cet environnement pauvre en substrat
énergétique, suggére le développement de bactéries hydrogénotrophes et ferri-
réductrices.

L’activité bactérienne peut mettre en danger les structures lorsqu’elle est
susceptible de favoriser la corrosion localisée. Ainsi, I'objectif de cette étude a été de
mettre en évidence les mécanismes de corrosion associés a une bactérie modéle
présentant une activité ferriréductrice et hydrogénotrophe (Shewanella oneidensis)
en utilisant seulement I'hnydrogéne et les oxydes de fer Il résultants de la corrosion
anaérobie comme substrats énergétiques. Une partie importante de ce travail a
consisté en la mise en place de procédures expérimentales pour I'étude de la
biocorrosion localisée. Le choix s’est porté sur les technique électrochimiques
globales et locales, afin d’essayer de mettre en évidence la corrosion localisée
induite par la présence de ces bactéries. Selon nos connaissances, c’est la premiére
fois que les techniques de microscopie électrochimique a balayage (SECM) et de
spectroscopie d’impédance électrochimique locale (SIEL) ont été utilisées
simultanément. Il est également important de souligner la difficulté pour obtenir des
résultats fiables et reproductifs dans des conditions microbiologiques et en
anaerobie.

Dans ce travail, la consommation d’hydrogéne par Shewanella a été estimée a
environ 10™ mol-s™, ce qui correspond & un flux de dihydrogéne consommé de 4 10 -
3 mol's-cm™. Cette valeur a été obtenue & partir de la différence de la charge en
hydrogéne ré-oxydé au moyen du SECM aprés 24 heures de contact
bactéries/métal. Elle est représentative d'un petit volume (160 nL) formé entre la
sonde et le substrat.

Le plus souvent, les problémes résultants de la biocorrosion débutent dans

une zone sensible d’'une grande structure, ce qui se traduit par une différence de
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réactivité locale. Ainsi reproduire un phénomeéene qui peut se développer au sein de
structures de grande surface sur une surface inférieure & 1cm? (test en laboratoire)
est un défi a la recherche scientifique. Cette étude a essayé de résoudre cette
question en utilisant le dihydrogéne comme un inducteur de la corrosion localisée.

La génération locale de dihydrogéne a été mise en évidence comme un
facteur influencant le processus de biocorrosion, en utilisant la technique de
chronoampérométrie, la génération locale d’hydrogéne augmente la libération de
Fe* d’'un facteur de 7. Cependant, le mécanisme selon lequel 'hydrogéne peut
influencer ce processus n’est pas compléetement élucidé.

Tout d’abord, la génération d’'une espéce électroactive sur la surface de
I'électrode va favoriser une altération de la réactivité du substrat, ce qui explique
I'obtention d’une charge plus élevée de Fe** en conditions abiotiques. Un deuxiéme
facteur est la grande disponibilité de ce substrat énergétique, lorsqu’il est maintenu
en conditions de confinement. Ainsi, dans cette situation la disponibilité des oxydes
de Fe(lll) peut étre un facteur limitant de la biocorrosion. D’autres facteurs comme la
modification du pH peuvent aussi étre considérés.

L’influence de la génération locale d’hydrogéne a été mise en évidence par
des techniques de mesure d'impédance. Une réduction de 8% de la résistance de
transfert de charge est observée lorsque le dihydrogéne est généré par la sonde. I
est important de souligner que cette valeur n'est pas négligeable car ces résultats
sont obtenus a partir de mesures globales alors que la génération d’hydrogéne est
localisée. Cependant, pendant les analyses d’impédance locales, la corrosion
localisée n’a pas €té mise en évidence. Il est donc possible de conclure que pour de
courtes périodes d’exposition (environ cinq jours), la bactérie Shewanella oneidensis
favorise un mécanisme de corrosion généralisée.

La biocorrosion est un mécanisme assez complexe et dépendant de plusieurs
facteurs tels que la disponibilité des nutriments, les interactions microbiologiques, la
composition en substances polymeriques extracellulaires (EPS), le temps
d’exposition. Cependant des phénoménes de biocorrosion peuvent se produire sur
des périodes de temps plus longs dus au changement des conditions
environnementales ou des conditions du métabolisme bactérien.

Sur le contexte du stockage géologique, cette étude nous améne deux

résultats positifs de I'activité microbiologique :
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- La consommation du dihydrogéne par des bactéries, ce qui peut diminuer
'accumulation prévue de ce gaz dans les galeries du stockage (en réduisant les
risques d'endommagement des propriétés des barriéres géologiques ainsi que la
fragilisation des matériaux métalliques),

- et un second effet protecteur, qui se traduit par 'absence de la corrosion
localisée (au moins sur la durée correspondant a nos essais) en présence de
Shewanella oneidensis.

Comme perspectives futures, des études sur le long terme doivent étre
réalisées afin de mieux comprendre ces mécanismes. L'étude d’autres espéces,
ainsi que lI'extension de ce travail a des cas plus proches de la réalité du terrain

comme I'étude de cultures mixtes sont aussi souhaitables.
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The availability of respiratory substrates, such as H, and Fe(ILIII) solid corrosion products within nuclear waste
repository, will sustain the activities of hydrogen-oxidizing bacteria (HOB) and iron-reducing bacteria (IRB).
This may have a direct effect on the rate of carbon steel corrosion. This study investigates the effects of Shewanella
oneidensis (an HOB and IRB model organism) on the corrosion rate by looking at carbon steel dissolution in the
presence of H, as the sole electron donor. Bacterial effect is evaluated by means of geochemical and electrochem-
ical techniques. Both showed that the corrosion rate is enhanced by a factor of 2-3 in the presence of bacteria. The
geochemical experiments indicated that the composition and crystallinity of the solid corrosion products
(magnetite and vivianite) are modified by bacteria. Moreover, the electrochemical experiments evidenced that
the bacterial activity can be stimulated when H; is generated in a small confinement volume. In this case, a higher
corrosion rate and mineralization (vivianite) on the carbon steel surface were observed. The results suggest that
the mechanism likely to influence the corrosion rate is the bioreduction of Fe(Ill) from magnetite coupled to the
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1. Introduction

Disposal of high-level nuclear waste (HLW) in deep geological re-
positories is increasingly considered as a reliable solution in many coun-
tries. In France, for example, the current option explored is to store the
vitrified HLW in stainless steel containers, conditioned in carbon steel
overpacks which are then emplaced in a deep underground repository
(about 500 m deep) in an argillaceous formation (claystone). This is
known as a multi-barrier system, designed to ensure long-term radio-
nuclide confinement. One of the purposes of the multi-barrier system
is to prevent water circulation around the metallic packages, thus
preventing corrosion in water-saturated conditions.

However, knowledge about steel corrosion processes, especially
over a long time period, must still be expanded to ensure that geological
disposals will remain safe over a period of several hundred thousand
years. The main issues related to steel corrosion are the influences of
physico-chemical conditions (e.g. water saturation, pressure, tempera-
ture, pH, redox potential), and consequently microbial activity on the
durability of the different metallic packages.

* Corresponding author at: CEA, DEN, DTN/SMTM/LMTE, 13108 Saint Paul lez Durance,
France. Tel.: 433 4 42254942; fax: +33 4 42256272.
E-mail address: martakerber@gmail.com (M.K. Schiitz).

1567-5394/$ - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bioelechem.2013.07.003

Several studies reveal the presence of microorganisms in most
of the deep clay formations already investigated, such as the Callovo-
Oxfordian argillite and Opalinus clay [1,2]. Therefore, an impact of the
microbial activity can be expected with respect to the various phenom-
ena that may occur within the repository, such as (i) radionuclide
migration through clay formations (including effects of biofilms);
(i) build-up of the gas phase by microbial gas production; and (iii) Mi-
crobiologically Influenced Corrosion (MIC) or biocorrosion [3,4] which
is discussed in this study.

Energetic substrates and nutrients are available to support microbial
activity under geological conditions. Nutrients may be present either as
soluble species in the groundwater or in minerals (solid-associated
forms). Among the energetic substrates, H, is expected to be one of the
most efficient substrates (acting as an electron donor) [5]. It can be pro-
duced by radiolytic dissociation of water or by anoxic aqueous metallic
corrosion [6,7]. Moreover, Fe(Ill) from clay minerals [8,9] and corrosion
products, such as magnetite (Fe304) [10-14], could be a significant elec-
tron acceptor for anaerobic microbial respiration (by dissimilatory pro-
cesses). The availability of such substrates may sustain the development
of hydrogen-oxidizing bacteria (HOB) and iron-reducing bacteria (IRB),
which in turn could have an impact on geochemical and corrosion
processes in deep geological environments.

Several studies have dealt with the impact of sulfate-reducing bacte-
ria (SRB) [15-18] on corrosion processes. In contrast, the impact of the
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IRB species have been only marginally investigated. Their role in
biocorrosion is still under debate; either an inducing or an inhibitory
effect by formation of a protective biofilm on metal surface has been
hypothesized [19-21]. Recent studies have investigated the impact
of IRB species on metallic corrosion processes under geological disposal
conditions [22-24]. The IRB can use Fe(Ill) from magnetite or other
Fe(Il) (hydr)oxides as electron acceptor in the presence of H, as elec-
tron donor. An alteration of the (hydr)oxide layers with a possible
reactivation of the corrosion process may thus occur as a consequence
of the Fe(III) bacterial respiration [22].

This study investigates the effect of the HOB and IRB activities on the
corrosion rate of carbon steel in the presence of H, as the sole electron
donor. These investigations are supported by geochemical and electro-
chemical techniques. Geochemical analysis allows the monitoring of
the metal dissolution and the formation of Fe(IL,IIl) solid corrosion prod-
ucts during the bacterial oxidation of H, produced by corrosion. Local
electrochemical techniques allow to generate a high H, concentration
for bacterial metabolism and then to probe the bacterial reaction in
terms of modification of the local potential.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial culture

The Shewanella oneidensis strain MR-1 (ATCC 700550™) was chosen
as a model of IRB and HOB. Cultures were obtained aerobically at the
beginning of the stationary growth phase in a Luria Bertani Broth (LB)
medium (5 g L™ ' NaCl, 10 g L™ ! tryptone, 5 g L™ ! yeast extract) after
24 h at 30 °C under sterile conditions. Bacterial cells were harvested
from the LB medium by centrifugation (4000 rpm for 20 min), washed
once with sterile minimal medium (M1) and then inoculated in
the batch reactors (initial concentration 10® cells mL™! counted by
epifluorescence method with LIVE/DEAD® BacLight™ Kkit). The chemi-
cally defined minimal medium (M1) was prepared according to Kostka
and Nealson (1998) [25]. However, minor modifications were made to
the composition [22] in order to obtain a representative solution of
the groundwater found in the argillaceous formations for geological dis-
posal in France. The final composition is shown in Table 1.

Table 1
M1 minimal medium composition.

Compound Concentration
(NH4)2504 9 mM
NaySeO, 11 uM
HEPES 17 mM
NaHCOs 2 mM
K,HPO,4* 0.5 mM
KH,PO,* 0.3 mM
C0S04.7H,0" 5 UM
NiSO4.6H,0° 5 uM
Nacl® 10 M
H3BO5° 45 1M
ZnS04.7H,0° 0.8 M
Na;Mo00,4.2H,0° 3 M
CuS04.5H,0° 0.2 uM
MnS04.H,0¢ 1uM
MgS0,4.7H,0¢ 0.8 mM
CaCl,.2H,0°¢ 04 mM
FeS04.7H,0° 4uM
Arginine? 0.11 mM
Glutamate? 0.13 mM
Serine? 0.19 mM
Nicotinic acid® 0.08 mM
Thiamine-HCl® 0.01 mM
Biotine® 0.40 M

2 Phosphate buffer solution.

b Metals supplement solution.
¢ Basal salts solution.

4" Amino acid solution.

€ Vitamins solution.

The pH was adjusted to ca. 7 with NaOH and then the medium
was sterilized by autoclaving (120 °C for 20 min), except for the ther-
molabile components (e.g. amino acids) which were filter-sterilized
(0.22 um) and added to the autoclaved medium.

2.2. Carbon steel coupons

Corrosion studies were performed with low carbon steel coupons
A37 supplied by the French Alternative Energies and Atomic Energy
Commission (CEA). They contain 0.12% C, 0.22% Si, 0.62% Mn, 0.008%
Al, 0.012% S, 0.012% P, 0.02% Ni, 0.03% Cr, 0.04% Cu, 0.005% Co and
<0.005% Ti. Carbon steel is a corrosion-allowance material which is
expected to have nearly-uniform corrosion in a reducing environment,
and has been therefore considered as a candidate material for packages
used in the geological disposal.

The cylindrical coupons were laterally insulated from the solution by
a diallyl phthalate glass-fiber resin (Presi) in order to expose only an ac-
tive surface of 0.8 cm?. Then, the coupons were polished with 600 grit
SiC abrasive paper and sterilized with ethanol by sonication for
15 min prior to the experiments.

2.3. Batch experiments

All experiments started under strictly sterile conditions in batch re-
actors at 30 °C under an anaerobic atmosphere. Both abiotic and biotic
conditions were investigated.

2.3.1. Geochemical techniques

The geochemical experiments were performed in triplicate in
140 mL of M1 medium under an N,/CO, (90:10%) atmosphere. The cor-
rosion reaction was monitored as a function of time by gas and solution
analyses. The aqueous Fe concentration was analyzed by Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP-OES, Varian,
VISTA-MPX) after 0.02 pm filtration and 2% (v/v) HNOs5 acidification.
The analysis of H, in the headspace was carried out by Micro Gas Chro-
matography (Varian, CP-4900) using a thermal conductivity detector
with N, as carrier gas. The total H, concentration was calculated as
the sum of the concentrations in the gas and the aqueous phases (deter-
mined using Henry's law).

2.3.2. Electrochemical techniques

The electrochemical measurements were performed with a home-
made Scanning Electrochemical Microscope (SECM) [26,27] in a
4-electrode cell configuration elaborated specifically for anaerobic
and sterile conditions. The double wall glass cell was equipped with
the carbon steel working electrode (WE1) placed in the bottom of the
cell, and with a platinum probe of 50 um in radius acting as a second
mobile working electrode (WE2) for generating H,. The cell was sealed
with a Teflon cover and the platinum WE2 probe was placed through a
nitrile flexible support on the cover, perpendicular to WE1, in a way to
allow its displacement for the measurements. The WE2 microelectrode
was positioned with the help of motorized stages driven by a motion
controller (Newport) with Labview software. Both working electrodes
used as reference a saturated calomel electrode (SCE) and a platinum
grid as counter electrode.

The disassembled cell and the platinum WE2 probe were sterilized
prior to the experiments with 70% ethanol solution for 20 min;
then rinsed with sterilized water in a laminar flow chamber and finally
UV-irradiated for 15 min. The lugging capillary (for holding the refer-
ence electrode) and the platinum grid counter electrode were sterilized
in autoclave. The cell was assembled under sterile conditions and
230 mL of M1 medium was introduced and deaerated for 2 h under
an N, atmosphere. The N, flow was maintained at the cell headspace
(near to the liquid surface) so as to ensure the anaerobic conditions
during the whole electrochemical measurements. A supplementary N,

Please cite this article as: M.K. Schiitz, et al., Combined geochemical and electrochemical methodology to quantify corrosion of carbon steel by
bacterial activity, Bioelectrochemistry (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.bioelechem.2013.07.003

254



M.K. Schiitz et al. / Bioelectrochemistry xxx (2013 ) xxX-Xxx 3

bubbling of the bulk solution was also carried out during inoculation of
the electrochemical cell.

An approach curve was performed at a rate of 7.5 um s~ ' with the
probe polarized at —0.9 V/SCE and the substrate held at Open Circuit
Potential (OCP). Such approach curve allowed the contact point be-
tween the steel substrate and the apex of the probe to be determined
with a spatial resolution better than a fraction of micrometer. Then,
the microelectrode was repositioned at 50 pm from the substrate and
polarized for generating locally H, (Scheme 1). The use of SECM for gen-
eration or collection of H; in solution has already been described in the
literature [28,29].

2.4. Characterization of the coupon surface

Steel coupon surfaces in the geochemical experiments were ana-
lyzed, after 5 months of reaction, by Raman microspectroscopy and
Scanning Electron Microscopy (SEM). The coupon surfaces of the electro-
chemical experiments were analyzed only by SEM. The samples for the
Raman analysis were kept in anoxic conditions in small confining
boxes and the measurements were performed through a glass window
(500 pum thick) using a LabRam HR800 (Horiba Jobin Yvon) spectrome-
ter equipped with a Nd-YAG laser at 532 nm and a 50 x long range objec-
tive lens. The laser power was 50 mW attenuated by a factor of 100. The
acquisition time ranged from 60 to 600 s depending on the spectral qual-
ity. The Raman spectra are presented in this study without smoothing or
line fitting. The spectra analysis was performed by comparing the signif-
icant bands with literature data [30-34]. SEM studies were performed at
20 keV and 5.3 nA with a Leica Stereoscan 440 microscope coupled with
Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) for elemental semi-quantitative
analyses (Princeton Gamma-Tech). The samples were slightly rinsed
with deionised water, dried with N, gas and stored in plastic containers
until analysis. The coupons were carbon coated prior to the SEM analysis.

3. Results and discussion
3.1. Geochemical results

Under anaerobic conditions, carbon steel corrosion (simplified as Fe
in the Egs. (1) & (3)) is described by iron oxidation as the anodic

N> atmosphere
M1 solution
\
-
>
-— biofilm
w—o ¥ H' Hp |50pm

Scheme 1. Sketch of the experimental setup for the local H, generation by the platinum
probe in a close vicinity of the carbon steel substrate.

reaction (Eq. (1)) and water reduction as the cathodic reaction
(Eq. (2)):

Fe—Fe’' +2e” (1)
2H,0 +2e” —2HO +H, @)

According to the overall reaction (Eq. (3)), the molecular stoichiom-
etry of Fe:H, produced by corrosion is 1:1:

Fe + 2H,0—Fe®" + 20H™ + H, 3)

Fig. 1 shows the evolution of Fe and H, produced by carbon steel
corrosion.

In abiotic conditions, equimolar H, and dissolved Fe are released,
which is in good agreement with the stoichiometry of Eq. (3). Effective
biocorrosion was evidenced by the larger amounts of Fe and H; pro-
duced at about 5 days compared to abiotic conditions. Moreover, in
the presence of bacteria, H, concentration remains much lower when
compared to dissolved Fe concentration. Such evidence suggests that
bacteria consume the soluble H, in the aqueous phase for respiration.
Several studies have indeed shown that H, is an important energetic
substrate, especially in disposal environments where only low amounts
of biodegradable organic matter are available [5,7,35].

The pH in the bulk solution was initially equal to 6.47 and only a
slight increase was observed at the end of the experiments for both abi-
otic and biotic conditions, with values of 6.54 and 6.62, respectively
(data not shown).

Ablack layer and a white precipitate (over the black layer) were pro-
gressively formed on the coupon surface in both abiotic and biotic con-
ditions, suggesting a reaction between the surface and species in
solution which also resulted in a decrease in the aqueous Fe concentra-
tion after 20 days of reaction (results not shown in Fig. 1). The Raman
analysis for the solid corrosion products formed in abiotic conditions
(Fig. 2a) revealed the presence of vivianite (Fe3(P04),.8H,0) (i & iii)
and magnetite (ii) as the most abundant mineral phases. In contrast,
for the biotic conditions (Fig. 2b), the intensity of vivianite bands is
greater (i & ii); the intensity of magnetite band significantly decreases
(ii); and relatively intense bands appear in the region 1440 cm™! (iv),
which may indicate cellular compounds (e.g. lipids, enzymes like
hydrogenase) on the coupon surface. The magnetite band is broad,
suggesting formation of a mineral phase with poor crystallinity.

The SEM analysis also revealed vivianite as a corrosion product for
both abiotic (Fig. 3a & b) and biotic (Fig. 3e & f) conditions. A modifica-
tion in the morphology of this mineral was observed in the presence of
bacteria. Moreover, in biotic conditions the black layer morphology and
chemical composition are modified (Fig. 3g & h), compared to those in
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Fig. 1. Production of Fe and H, by carbon steel corrosion during the geochemical experi-
ments (n = 3): Fe (¢,A) and H, (M,®) concentrations (M) as function of time (days). Bi-
otic conditions (4,M) and abiotic conditions (A,®).
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Fig. 2. Raman spectra of corrosion products detected on steel coupons reacted during 5 months in the geochemical experiments. (a) Abiotic conditions: vivianite (i) and (iii); magnetite
(ii). (b) Biotic conditions: vivianite (i) and (iii); magnetite (ii); and cellular compounds (iv). Each spectrum in the figures is representative of the signal collected on the sample surface.

abiotic conditions (Fig. 3c & d). Both Raman and SEM analyses point out
amodification of the composition and crystallinity of corrosion products
by the bacterial activity.

The literature proposes different mechanisms of bacterial-induced
corrosion. Widdel's group have hypothesized that, in the case of SRB
and methanogenic species, corrosion is enhanced by direct electron
transfer from metal to bacterial cells [18,36]. In contrast, we can assume
that, in the case of IRB species, dissimilatory reduction of Fe(IIl) pro-
motes the solubilization and removal of (hydr)oxide layers, exposing
carbon steel surfaces to corrosion [21,22]. To date, direct contact, nano-
wires and electron shuttling have been proposed as strategies for dis-
similatory Fe(Ill) reduction from insoluble substrates [37]. Our results
corroborate these findings, showing that S. oneidensis can reduce
Fe(Ill) from magnetite using soluble H, produced during the corrosion
process as an electron donor.

3.2. Electrochemical results

Fig. 4 shows the OCP variation of the carbon steel electrode in the M1
solution. Such measurement indicates the variation of the difference of
potential between the carbon steel working electrode and the reference
electrodes at the equilibrium state over time. The OCP remains stable at
—714 mV/SCE during the first 16 h of the experiment. Then, the sup-
plementary N, bubbling of the solution for 1 h is accompanied by a
small decrease of the potential (about 23 mV). The OCP is slightly
perturbed upon addition of the S. oneidensis inoculum, but then it slight-
ly decreases and stabilizes at ca. —718 mV/SCE after a few hours.

After mapping experiments (data not shown), in which the plati-
num probe was polarized to generate H,, we noticed a formation of
solid phases over the entire surface of the steel substrate (Fig. 5a).
SEM micrograph of the substrate at the position where the H, was
locally generated (target area in Fig. 5a) is shown in Fig. 5b. A more im-
portant mineralization was observed on this specific area, in the
vicinity of the probe, where H, was kept in a confinement volume (ca.
3.9 x 10~8 cm?). This observation suggests an influence of the corro-
sion increase in this localized area. Changes in the local pH, redox poten-
tial, or even the enhancement of the bacterial activity due to a greater
availability of energetic substrate (H,) can be considered as potential
factors for the mineralization effect. The EDS analysis of a single crystal
(Fig. 5d & c, respectively) shows the formation of iron phosphate as
vivianite.

During the corrosion process two phenomena take place
simultaneously — the anodic reaction (Eq. (1)) and the cathodic
reaction (Eq. (2)). At the equilibrium (OCP), the net current in the
substrate is zero. When the potential of the steel electrode is set to a
value greater than the OCP, the anodic dissolution of the substrate is fa-
vored. We thus biased the substrate state in order to control the kinetics

of dissolution and we locally generated H, through the probe brought to
the vicinity of the substrate. The distance between the steel substrate
and the probe was set at 50 um by performing a preliminary approach
curve [38]. With such a device (sketched in Scheme 1), it was possible
to reproduce and to control the different processes that usually take
place simultaneously on the steel electrode.

The steel dissolution was monitored over 5 days for different corro-
sion conditions by measuring the total current of the electrode in order
to reveal the influence of the local H, concentration (Fig. 6). The corro-
sion rate was shown to depend on the presence of both bacteria and the
H, that was generated. When the potential of the steel electrode is bi-
ased at OCP, in the abiotic conditions and without H, generation
(Fig. 6, curve a), the current remains in the range of 0.5 yA cm~2 In
contrast, when H, is generated, the current of the steel electrode in-
creases to about 1 pA cm~2 and remains in a quasi steady-state regime
(Fig. 6, curve b). The positive feedback regime that takes place between
the probe and the substrate explains this behavior [38]. In biotic condi-
tions, a steady increase of the current is observed during 5 days (Fig. 6,
curve c).

The integration of the anodic current of each experiment provides
the exchanged charge during the corrosion process (Table 2). These re-
sults clearly indicate that in biotic conditions and with local H, genera-
tion, the corrosion magnitude is significantly increased due to an
increase of the bacterial activity (the more dihydrogen is produced,
the more the consumption of iron by the bacteria). It is noteworthy
that these experiments do not allow the measurements of the H, pro-
duced by the corrosion process, only the H, generated by the probe.

Again, the carbon steel surface exhibited a mineralization as iron
phosphate. It should also be mentioned that longer experiments
(more than 5 days) are usually difficult to perform in such experimental
conditions, since the distance between the probe and the substrate
is small (50 um) so as to confine the H, generation. Hence, the
biocorrosion can lead to accumulation of corrosion or biological prod-
ucts between the probe and the substrate. Bacterial adhesion on the car-
bon steel surface can also be observed after the experiments, as shown
in Fig. 7, which is another indication of the bacterial action on the corro-
sion process.

3.3. Corrosion rate results

The corrosion rates were obtained from the results of the geochem-
ical and electrochemical experiments. In the case of geochemical mea-
surements, the corrosion rate was estimated from the aqueous Fe
concentration (shown in Fig. 1), according to Eq. (3) and assuming no
precipitation of corrosion products during the first 20 days of reaction.
In contrast, in the case of electrochemical measurements, the charges
for steel corrosion obtained for 5 days were converted considering the
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Fig. 3. SEM micrographs and EDS spectra of corrosion products formed by carbon steel corrosion after 5 months in the geochemical experiments. (a-d) Abiotic conditions: precipitate
formed over the black layer (a, b) and black layer (c, d). (e-h) Biotic conditions: precipitate formed over the black layer (e, f) and black layer (g, h). The rectangle on SEM images corre-
sponds to the areas analyzed by EDS.
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Fig. 4. Evolution of the OCP (V vs. SCE) as function of time (hours) of the carbon steel sub-
strate before and after inoculation of Shewanella oneidensis during the electrochemical
experiments.

general value for steel (j = 86.3 pA cm~2 equals a corrosion rate of
1 mm year— 1) [39].

Fig. 8 and Table 2 show the corrosion rates obtained from the geo-
chemical and electrochemical results, respectively. Fig. 8 shows that
the short-term corrosion rate is higher than the long-term one for
both abiotic and biotic conditions. The bacterial effect on the corrosion
rate tends to decrease with time, suggesting a depletion of nutrients be-
cause of experimental conditions (batch reactors) leading to a limitation
of bacterial development. Average rates are estimated at 100 pm year™ '

8
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Fig. 6. Chronoamperometric response (1A cm™2) as function of time (hours) of the carbon
steel substrate in biotic conditions for electrochemical experiments. (a) No local H, gener-
ation by the probe. (b) Without Shewanella oneidensis under a local H, generation by the
probe. (c¢) With both Shewanella oneidensis and local H, generation by the probe.

and 30 pm year~! for biotic and abiotic conditions, respectively, after a
period of about 20 days.

The corrosion rates obtained by the electrochemical results (Table 2)
show values that are significantly smaller when compared to the geo-
chemical results because of the choice of the potential applied for the
measurements. At OCP, anodic and cathodic currents are contributing
to the overall reaction and, in this case, the cathodic reaction (water re-
duction) is not taken into account and the anodic current (steel dissolu-
tion) value is therefore underestimated. Although the corrosion rate

Mg Fe
i Ca‘ Ca

2 4 6 8 10
E/keV

o
o)

Fig. 5. SEM micrographs of carbon steel coupon reacted during 3 days in biotic conditions in the electrochemical experiments. (a) Global view of the coupon surface. (b) View of the center
where the H, generating probe was placed. (c) View of a single crystal formed. (d) EDS spectrum of the crystal shown in Figure c.

Please cite this article as: M.K. Schiitz, et al., Combined geochemical and electrochemical methodology to quantify corrosion of carbon steel by
bacterial activity, Bioelectrochemistry (2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.bioelechem.2013.07.003

258



M.K. Schiitz et al. / Bioelectrochemistry xxx (2013) Xxx-Xxx 7

Table 2
Determination of the exchanged charge (in millicoulomb) during the corrosion in different
conditions (calculated from results presented in Fig. 6) with the respective corrosion rates.

Experiment q (stcorr) /  q(H»generation) / v (corr) /
(mC)? (mC)° (nm/y)©
With bacteria without probe 216 £ 11 - 73 + 04
(Fig. 6a)
With probe without bacteria 430 +£22 100 +£ 5 145 + 0.7
(Fig. 6b)
With probe and bacteria (Fig. 6c) 1400 + 70 100 + 5 480 + 24

¢ Charge (steel corrosion).
b Charge (H, generation).
¢ Corrosion rate.

Fig. 7. SEM micrograph showing attachment of bacteria on the carbon steel surface after
10 days in the electrochemical experiments. The rectangle on SEM image indicates the
cells of Shewanella oneidensis. No fixation treatment was performed for the analysis.

values obtained in the electrochemical and geochemical experiments
cannot be directly compared, they demonstrate a clear influence of
the bacterial activity. The corrosion rates are shown to be greater in bi-
otic than abiotic conditions with both techniques.

4. Conclusions

Safe disposal of HLW is a key issue of waste management. The cur-
rent disposal concept relies on a multi-barrier system which includes
different metallic packages (stainless steel, carbon steel). Over time,
production of H, and Fe(ILIIl) solid corrosion products is expected due
to the anoxic aqueous corrosion. Such corrosion products can provide
respiratory substrates for bacterial activities. Therefore, the influence
of the biological parameter on corrosion has to be also evaluated in
order to demonstrate the safety of the disposal system.

200

150

100

v (corr) / (um/y)

50 A

0 5 10 15 20
tid

Fig. 8. Corrosion rate (um year™ ') as function of time (days) measured at the outset of the
geochemical experiments (n = 3): biotic (#); and abiotic (A) conditions.

This study demonstrates that the corrosion process is enhanced by a
factor of 2-3 in presence of bacteria. The geochemical results showed
that after 5 days a greater amount of Fe and H, is produced during cor-
rosion in comparison with abiotic conditions. Moreover, the consump-
tion of the soluble H; in the aqueous phase by bacteria is evidenced as
well as a modification in the composition and crystallinity of the solid
corrosion products (magnetite and vivianite) on the carbon steel sur-
face. Still, the electrochemical results showed a higher mineralization
(vivianite) and corrosion rate in the presence of bacteria when H, is
generated in a small confinement volume (ca. 3.9 x 10~8 cm?). So,
our results suggest that S. oneidensis likely induces corrosion by reduc-
tion of Fe(Ill) from magnetite using soluble H, produced by the corro-
sion process as electron donor.

However, it remains to be determined if the bacterial activity will
have a similar long-term effect on the corrosion rate under disposal
conditions. A modeling approach, including calibrated parameters
according to the results of the short-term experiments, could be used
to extrapolate the corrosion kinetics and predict biocorrosion processes
on a long-term scale.
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(H2) is expected to be produced over the years within the geological repository due to the anoxic corrosion
of metallic materials and also to the water radiolysis. The influence of the activity of hydrogen-oxidizing
bacteria (HOB) and iron-reducing bacteria (IRB) on carbon steel corrosion is considered in this study because
of the high availability of energetic nutriments (H,, iron oxides and hydroxides) produced in anoxic disposal

gg’:;::g;on conditions. Local electrochemical techniques were used for investigating the activity of IRB as a promoter of
Carbon steel local corrosion in the presence of H, as electron donor. A local consumption of H, by the bacteria has been
Hydrogen-oxidizing bacteria (HOB) evidenced and impedance measurements indicate the formation of a thick layer of corrosion products.

SECM © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

Local electrochemical impedance spectroscopy

1. Introduction In anaerobic condition

The safe disposal of radioactive waste is a major concern for the 3Fe + 4H,0—Fe;0,4 + 4H, (4)
nuclear energy industry. The high level radioactive waste (HLW) should
be maintained for years in deep clay formations in order to prevent the Fe +2H,0—Fe(OH), + H, (5)
migration of radionuclides. Thus, many different kinds of materials such
as carbon steel, stainless steel, glass, concrete and clay are employed 3Fe(OH), —Fe;04 + 2H,0 + H, (6)
on the waste repository aiming to act as a multi-barrier system [1].
However, the anoxic corrosion of the metallic materials is expected Mineral transformation and phase transition
due to the changes in the environmental conditions around the buried
structures such as resaturation of the repository with time. In this 4Fe,0; + Fe—3Fe;04 ™)
context, corrosion products like iron oxides (i.e. magnetite, Fe304)

2Fe(OH), + 4Fe + 2H,0—2Fe;0,4 + 5H, (8)

or hydroxides, and dihydrogen (H,) are also expected to be formed
according to the following reactions (Eqgs. (1)-(8)) [1]:
The production of dihydrogen poses two major problems. On the

In aerobic condition 5 e 5
one hand, it represents a significant threat to the repository when

4Fe + 30,—2Fe, 03 (1) accumulated for a long time in the surrounding clay because it may
damage the barrier properties of the geological formation, affecting

4Fe + 6H,0 + 30,—4Fe(OH); (2) the safety of the repository. On the other hand, dihydrogen also
represents a new energy source for microbial growth, especially in

2Fe + H,0 + 3/20,—2FeO(0OH) (3) such anoxic environments with low content of biodegradable organic
matter.

Several studies have already pointed out the possibility of micro-
biological life in the deep geological disposal [2-5], and both biological
* Corresponding author at: CNRS, UPR15, Laboratoire Interfaces et Systémes activity and biofilm formation may influence the metallic corrosion

Electrochimiques, F-75005 Paris, France. Tel.: +33 1 44274158; fax: + 33 1 44274074, rate. These phenomena are usually known as microbiologically
E-mail address: vincent.vivier@upmc.fr (V. Vivier). influenced corrosion (MIC), which can represent a huge problem
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when promoting local metal dissolution by different mechanisms
which vary with the microbial species and chemistry of the colonized
metal surface [6]. For instance, in such confined environment, some
iron-reducing bacteria (IRB) are able to use simultaneously dihydrogen
as electron donor and ferric iron as electron acceptor for their anaerobic
respiration [7,8]. In this study, Shewanella oneidensis was chosen as an
IRB and hydrogen-oxidizing bacteria HOB model microorganism. It is
a facultative anaerobic bacterium [9] able to use different compounds
as electron donor, such as lactate, formate, pyruvate, amino acids and
also dihydrogen [10]. According to ElI-Naggar et al. [11] the respiration
rate of S. oneidensis strain MR-1 is 2.6 x 106 electrons per cell per second
using lactate as electron donor. In addition, some mechanisms of IRB
species using electron transfers from solid substrates have already
been described in the literature, such as:

« the use of mediators which can act as electron shuttles transferring
electrons from the cells to the acceptors compounds [12,13];

« the direct contact of cells with solid substrate through multiheme
cytochromes at the external membrane [14];

« the use of conductive intracellular filaments (i.e. nanowires) [11].

It is well-known that the presence of microorganisms can influence
the corrosion rate [6,15-19], but is not well elucidated if IRB are able
to induce local corrosion. The overall influence of microorganism on
corrosion mechanism is still under debate since it depends on many
factors [6].

Electrochemical techniques such as cyclic voltammetry (CV) and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) were already proved to
be powerful tools for corrosion investigations. Valuable parameters
can be gathered about the kinetics of interfacial processes from
the measurements of current or potential. However, these results are
obtained as an average behavior of the whole interface, which render
difficult the elucidation of the local corrosion mechanisms [20-23].
Therefore, the use of local techniques is needed to describe the interface
reactivity.

The objective of this study is to characterize the electrochemical
interface by both local and global techniques during biocorrosion of low
carbon steel in the presence of S. oneidensis used as model of IRB and
HOB. Scanning electrochemical microscopy (SECM), which has been
widely described by Bard et al. [24-26] and subject of numerous reviews
[27-29], and local electrochemical impedance spectroscopy pioneered by
[saacs et al. [21,30] were used as electrochemical techniques. Carbon steel
has been considered as candidate material for the multi-barrier system
due to the low corrosion rate under reducing conditions. In a previous
study [31], corrosion products, iron oxides (e.g. magnetite) and H, were
shown to favor the hydrogen-oxidizing IRB development in the context
of active corrosion of metallic radioactive waste containers. Moreover,
the size of bacterial cells is in the range of a few micrometers to a few
tens of micrometers. Such dimension makes possible to perform local
electrochemical measurements even in the biofilm environment. A
microelectrode can also be used for generating locally H, in the close
vicinity of the bacterial cells.

2. Experimental
2.1. Bacterial culture

The cultures of S. oneidensis strain MR-1 (ATCC 700550™) were
obtained aerobically at the beginning of the stationary growth phase
in Luria Bertani Broth (LB) medium (5 g-L~! NaCl, 10 g-L~! tryptone,
5g-L~ T yeast extract) after 24h at 30°C. S. oneidensis cells were harvested
from the LB medium by centrifugation (4000 rpm for 20 min), washed
once with sterile minimal medium (M1) and then inoculated in
electrochemical reactor (initial concentration of 108 cells-mL~" counted
by THOMA counting chamber). The chemically defined minimal medium
(M1) was prepared according to Esnault et al. [31]. The composition
consisted in a mixture of 9 mM (NH,4),SO4, 2 mM NaHCOs, 0.8 mM

MgS0O4-7H,0, 0.4 mM CaCl,-2H,0, 45 pM HsBOs, 10 pM NaCl, 4 uM
FeSO4-7H,0, 5pM CoSO4- 7H,0, 5 M NiSO4 - 6H,0, 3 uM Na;MoO,4- 2H,0,
11 uM NaySeOy, 1 M MnSO4-H,0, 0.8 M ZnSO4-7H,0, 0.2 pM CuSOy4-
5H,0, 17 mM HEPES buffer, amino acids (0.11 mM arginine, 0.13 mM
glutamate, 0.19 mM serine), and vitamins (0.08 mM nicotinic acid,
0.01 mM thiamine-HCl, 0.40 uM biotine). The pH was adjusted to ca. 7
with NaOH and then the medium was sterilized by autoclaving (120 °C
for 20 min), except for the thermolabile components (e.g. amino acids)
which were filter-sterilized (0.22 um). For local impedance experiments
this medium was prepared without phosphate ions in its composition.

2.2. Carbon steel coupons

Low carbon steel coupons A37 (0.12% C, 0.22% Si, 0.62% Mn, 0.008%
Al, 0.012% S and P, 0.02% Ni, 0.03% Cr, 0.04% Cu, 0.005% Co and
<0.005% Ti) were obtained from the CEA (Commissariat a I'Energie
Atomique et aux Energies Alternatives — France). Rod-shaped coupons
(1 cm in diameter) were laterally insulated with a cathaphoretic paint
and then molded in a diallylphthalate glass-fiber resin (Presi), leaving
adisk area of 0.79cm? exposed to the solution. Prior to each experiment,
the electrode was polished with emery paper (P600 grit SiC) and
sterilized with ethanol by sonication for 15 min.

2.3. Electrochemical experiments

2.3.1. Scanning electrochemical microscopy (SECM)

Preliminary experiments for the detection of H, were performed in a
0.5 M sulfuric acid solution with a platinum electrode of 0.5 cm in
diameter as substrate and a platinum microelectrode of 20um in radius.

For the experiments related to the study of carbon steel corrosion,
the electrochemical measurements were performed with a home-
made scanning electrochemical microscope (SECM), which consisted
in a 4-electrode cell configuration depicted in Scheme 1, elaborated
specifically for anaerobic and sterile conditions. A double-wall glass
cell thermostated at 30 °C allowed the carbon steel working electrode
(WET1) to be placed in the bottom of the cell in a face up position. The
reference and the counter electrodes consisted in a saturated calomel
reference electrode (SCE) and a platinum gauze, respectively. The cell
was closed with a Teflon cover where a flexible nitrile bracket was
adapted. Throughout this flexible support, a platinum tip of 50 pm in
diameter, acting as a second mobile working electrode for generating

’

Counter Platinum probe Reference
electrode electrode
l N, atmosphere
thermostated
cell :
£

|
ar
® o

M1 solution

r

Carbon steel substrate

Scheme 1. Sketch of the SECM setup used in this study.
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H, in solution (see Results and discussion section), was placed perpen-
dicular to WE1. A home-made bi-potentiostatic workstation coupled
with high gain and low noise current to voltage converters were used.
The microelectrode was positioned with the help of motorized stages
allowing a spatial resolution of 200 nm along the 3-axis and was driven
by a motion controller (Newport). All experiments were computer
controlled with a Labview software [32,33]. The disassembled cell and
the electrodes were sterilized prior to experiments with 70% ethanol
solution for 20 min; and then rinsed with sterilized water in laminar
flow chamber followed by UV irradiation for 15 min. Whenever
possible, the instrumentation was sterilized in an autoclave. The cell
was assembled under sterile conditions and 260 mL of M1 medium
was introduced and deaerated for 2 h under N, atmosphere. The N,
flow was maintained at the headspace of the cell (near to the liquid
surface) so as to ensure the anaerobic conditions during the whole
duration of the electrochemical measurements.

The contact point between the substrate and the probe (i.e. the
distance 0) was determined by performing an approach curve [24,34].
Then, the SECM was used in generation/collection mode [35,36] for
investigating the role of H, for different distances between the probe
and substrate.

2.3.2. Local electrochemical impedance spectroscopy (LEIS)

Similarly to the SECM, LEIS consisted in using a micro probe for
measuring the local current density [21,37-39]. The two devices require
some similar apparatus, in particular for positioning the probe in the
vicinity of the substrate. The LEIS is based on the measurement of the
local potential difference in solution with a bi microreference electrode
(dual Ag/AgCl microelectrodes) positioned close to the substrate as
sketched in Scheme 2. These microreference electrodes were obtained
from the anodization of silver microelectrodes in a potassium chloride
solution. The local AC-current density i, (®) was obtained through
Ohm's law using [40]:

ijoc (@) = M )

BFPOtentiOStat Reference electrdde (RE)

R

4-channels Frequency
Response Analyzer

\l Loc f
Differential |

where k is the electrolyte conductivity, AV,npe(w) is the AC potential
difference between the two probes, and d is the distance between the
two probes. The local impedance (z) involves the electrode potential
measured with respect to a reference electrode located far from the
electrode surface and the local current according to [38-40]:

Vio)—P V() d
e

Z(W) - iloc(“’) B Avpmbe(w)

(10)

where V(w)—®, represents the AC potential difference between the
electrode surface and the reference electrode in the bulk solution.
Similarly to other scanning probe techniques, the spatial resolution
of the LEIS is governed by the size of the probe and the distance
between the probe and the steel substrate. The measurements
were carried out with a four-channel frequency response analyzer
(Solartron 1254) and the potential difference between the two
microelectrodes was amplified with a home-made differential amplifier.
For this study, a specific tri-microelectrode was devised (Scheme 2)
allowing the generation of H, and local microbiological activity
to be induced with the platinum microelectrode (similarly to the
generation/collection mode of the SECM), and the simultaneous
local electrochemical impedance measurement with the two Ag/AgCl
microreference electrodes.

2.4. Characterization of the coupon surface

Steel coupon surfaces were analyzed at the end of the experiments
by scanning electron microscopy (SEM). These investigations were
performed with a Leica Stereoscan 440 microscope coupled with EDS
elemental semi-quantitative analyses (Princeton Gamma-Tech)
at 20 keV and 5.3 nA. The samples were slightly rinsed with
deionised water, dried with N, gas and stored in plastic containers
until analysis. The coupons were coated with carbon prior to SEM
analysis.

l Counter electrode (CE)

Ptprobe

’ /L‘ Positioning system

Ag/AgCI

Ptwire - @ 100um

N, atmosphere

Ll
/@ i \Lw JiHiiE

M1 solution

Working e!ec;roae

Scheme 2. Sketch of the LEIS setup used in this study.
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3. Results and discussions

The results of the preliminary experiments related to the generation/
collection of H, in solution are illustrated in Fig. 1. These experiments
were performed in a 0.5 M sulfuric acid solution with a 0.5 cm diameter
platinum electrode as substrate. The potential of the substrate was
sweptat 15mVs™~ ! in the H, evolution reaction domain (Fig. 1a), whereas
the dissolved H, generated by the substrate was simultaneously
monitored as a function of time with a platinum microelectrode biased
at 0.3V (vs. SCE) for different tip-to-substrate distances (Fig. 1b). The
current peak observed after about 11 s corresponds to the beginning of
the reverse scan of the Pt substrate. It is noteworthy that the current of
the substrate does not depend on the tip-to-substrate distance (Fig. 1a).
Conversely, the response of the probe strongly depends on this distance.
First, there is a further delay in the response of the probe, which corres-
ponds to a longer time for the electrogenerated species to reach the
microelectrode when it is positioned far from the substrate. Second, due
to the concentration gradient of these species from the Pt substrate to
the bulk solution, the peak intensity of the current recorded at the
microelectrode decreases with the distance. However, these experiments
clearly evidence the possibility of dosing H, dissolved in solution with a
microelectrode positioned at a distance smaller than a few microelec-
trode radii.

Fig. 2 shows the CV curves of a platinum probe at 15 mV s
positioned at 80 um of the interface in abiotic (blue curve) and biotic
(red curve) conditions for 72 h and 24 h after inoculation, respectively.
These two curves were obtained successively during the same
experiment and at the same location for the probe. During the cathodic
scan, H, is generated at the probe and diffuses towards the interface
where it can be consumed by the bacteria. The anodic scan corresponds
to the re-oxidation of H, remaining in solution. It is noteworthy that the
electrochemical cell formed by the microelectrode and the substrate is a
thin layer in that case. This is the reason why the anodic peaks observed

1

(t)/ mA

sub

(t)/ nA

tip

Fig. 1. Dihydrogen detection with the SECM in H,SO4 solution. The potential of the Pt
substrate was swept in the hydrogen reduction reaction domain at 15mV s~ (curve a),
whereas the platinum probe was biased at 0.3 V (vs. SCE) for dissolved dihydrogen
detection (curve b), with the tip-to-substrate distance as a parameter. The minimum in
current observed after 11's on curves of (a) corresponds to the inversion of the potential
scan direction.
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Fig. 2. Cyclic voltammograms of a Pt microelectrode of 50 um in diameter at 15 mV s™!
positioned at 80 um from the steel substrate in abiotic (blue curve) and biotic (red
curve) conditions for 72 h and 24 h after inoculation, respectively. The curves presented
are a zoom of the anodic domain. (For interpretation of the references to colors in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

for both cases are ascribed to the dihydrogen oxidation. Moreover, the
amount of H, determined from the peak area is larger in abiotic
conditions, indicating a consumption of H, by the bacteria.

This result is confirmed by Fig. 3 in which the exchanged charge for
different microelectrode-to-substrate distances is reported for biotic
(red curve) and abiotic (blue curve) conditions. Interestingly, the two
curves exhibit very similar behavior and the difference between the
two curves provides an evaluation of the H, consumption by the
bacteria. A mean value of about 0.12 uC was obtained for the
amount of H, consumed. From Faraday's law, this corresponds to
about 6 10~ !> mol of Hs, and taking into account the duration of
the CV experiment for both generation and dosing of H,, this
corresponds to a H, consumption rate of about 10~ 4 mol~! for
biotic conditions. For comparison, the charge exchanged during the H,
production by the tip was about 9 pC showing that only 1 to 1.5% of
the H, generated is involved in the bacterial activity.

Fig. 4 shows the global impedance diagrams of the steel coupon
for biotic conditions. These experiments were performed with H,
generation by the probe polarized at —1 V/ECS and generating a DC
current of about 50 nA, as shown in the experimental setup of
Scheme 2. The high frequency loop between 65 kHz and 10 kHz is
ascribed to artifacts as already described in the literature [41], and
the electrochemical system can be readily described with two time

0.8 T T T T T T
0.7+ d
Q H, consumption
5
06 by the bacteria 1
o /\Q\o\o\q
0.5+ ]
0.4 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300

d/um

Fig. 3. Evolution of the amount of H, oxidized at the Pt microelectrode during the
backward scan of potentials as a function of the tip-to-substrate distance. The red curve
was measured in abiotic conditions and the blue one in biotic conditions. Symbols are
experimental measurements. (For interpretation of the references to colors in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 4. Evolution of the global electrochemical impedance diagrams at the corrosion potential
in presence of bacteria with time as parameter. Electrode surface A = 0.79 cm?. @ before
inoculation; @ after 4 h; - after 44 h; w after 68 h; p after 93 h; « after 116 h.

constants. The high frequency time constant (10 kHz < f < 100 Hz) is
characterized by an amplitude of about 30 Qcm? and does not
significantly vary with time. Such value is small and cannot be
attributed to a charge transfer resistance, but to a thin corrosion layer
product which has already been described for carbon steel in sterile
artificial sea water [42]. In addition, the analysis of this flattened
capacitive loop allows a constant phase element to be determined,
and from the used of Brug formula [43,44], a capacitance is obtained
(Fig. 5). This capacitance is about 7 utFcm™2 and is time independent.
Assuming a permittivity of 10 for the corrosion products, the thickness
of the layer is in the range of 1 to 2 nm. As shown in Fig. 4, in the low
frequency domain (f < 100 Hz), a second time constant can also be
evidenced. The amplitude of the loop is independent of the duration
of the experiment (3000 Qcm?) and is ascribed to the charge transfer
resistance of the steel dissolution process. The fitting of this low
frequency time constant also needs the use of a constant phase element
(CPE), and as previously mentioned, the use of Brug formula allows the
double layer capacitance to be obtained. Its variations are reported in
Fig. 6 and show an increase with time after 60 h (whereas in abiotic
condition, a continuous increase with time was obtained) from
300 pwFem ™2 to 750 pwFem ™2 after five days. Such unusual high values
for double layer capacitance can be explained by the accumulation of
corrosion product over the electrode surface and the 3D architecture
of the interface in the presence of biological material [42,45]. Thus, the
constant value of the charge transfer resistance indicates that the carbon
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Fig. 5. Evolution of the capacitance in high frequency range.
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Fig. 6. Evolution of the capacitance in low frequency range.

steel is dissolving at a constant rate, whereas the increase of the double
layer capacitance is linked to the growth of the system formed by the
bacteria and the corrosion products.

During the same set of experiments, local impedance measurements
were performed on various locations above the steel substrate. Fig. 7
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Fig. 7. Evolution of the local electrochemical impedance diagrams in the presence of
bacteria with time as parameter. (a) at the electrode center, and (b) at 1 mm from the
electrode center. Electrode surface A = 0.79 cm? O before inoculation; 4 after 1 h; v
after 4 h; ¢ after 44 h; « after 68 h; p- after 93 h; v after 116 h.
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Fig. 8. SEM image of the carbon steel substrate after 5 days of immersion in the M1 solution
in biotic conditions.

shows some examples of LEIS diagrams obtained at the electrode center
(Fig. 7a) and at 1 mm from the center (Fig. 7b). Both set of diagrams are
very similar. In the high frequency domain, the inductive behavior is
due to the cell geometry, as already described by Frateur et al. [37,46].
This inductive component hides the first capacitive loop, and only the
second loop corresponding to the charge transfer can be used for the
fitting. Interestingly, the values of the charge transfer resistance are
independent of both time and location. This indicates that from a local
point of view (the spatial resolution of the setup used is about 100 um)
the reactivity of the interface does not depend on the position. In addition,
the double layer capacitance obtained from local measurements shows
the same trends with time (i.e. a continuous increase), but this value
remains constant for various locations at different times. This is in
agreement with the charge transfer resistance variation and suggests
that S. oneidensis influences the overall reaction rate in this environment,
but no local corrosion could have been evidenced from the analysis of
electrochemical results. In addition, this was supported by post-mortem
SEM observations as shown in Fig. 8. The visual appearance of steel is
characteristic of a generalized corrosion and a close examination of the
surface after different experiments never allowed evidencing localized
corrosion.

4. Conclusions

This work shows that local electrochemical techniques are applicable
for the investigation of biocorrosion using S. oneidensis as a model of
iron-reducing bacteria as well as hydrogen-oxidizing bacteria. The
dissolved H, concentration in H,SO,4 solution can be measured or
controlled by SECM with the generation/collection mode when the
distance between the tip and the substrate is smaller than a few
microelectrode radii. The charge of the H, re-oxidation, in the thin
layer between the probe and the substrate, was compared for
biotic and abiotic conditions. A small charge was observed for biotic
conditions indicating that an amount of the H, generated by the
probe was consumed by S. oneidensis. Therefore, the use of the scanning
electrochemical microscopy allowed evidencing the H, consumption
by the bacteria. Moreover, H, consumption rate of about 10~ mol s !
was measured when only corrosion products were used as energetic
substrates.

Two capacitive loops were observed in the global impedance
measurements from the experiments performed with the M1 medium
for biotic conditions. The high frequency loop can be attributed to a
thin layer of corrosion products due to the small and constant values

of capacitance (9.5 uFcm™2). A thickness in the range of 1 to 2 nm was
estimated for this layer. The charge transfer resistance of the steel
dissolution process was attributed to the low frequency range. The
high capacitance values measured are caused by the spatial distribution
of species in the biofilm in combination with growth of a film of
corrosion products. General corrosion was clearly evidenced by local
electrochemical results and SEM observations. Thus, starting from the
general idea that biocorrosion is associated to localized corrosion;
this work clearly shows that in the case of S. oneidensis, generalized
corrosion predominates for short-time experiments.

These local descriptions of electrochemical processes offer new
perspectives for investigating the relevant activity of a given micro-
organism, or to studying the concomitant effect of actual environment
in combination to the presence of bacteria.
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Etude électrochimique des mécanismes de la biocorrosion a l'interface de I’acier
au carbone en présence de bactéries ferri-reductrices et hydrogénotrophes dans
le contexte de stockage des déchets nucléaires

Résumé

La sOreté du stockage de déchets nucléaires est un sujet de préoccupation
majeure. Il est prévu de stocker les déchets de haute activité pendant des
millions d’années dans des conteneurs métalliques enfouis dans des formations
argileuses a une profondeur de 500 m. La resaturation du milieu va entrainer
I’arrivée d’eau au contact du colis provoquant la corrosion des matériaux
métalliques en milieu anoxique, avec production d’hydrogéne et de produits de
corrosion comme des oxydes de fer Ill. Cette production d’hydrogene
représentera une nouvelle source énergétique pour le développement bactérien.
La croissance des biofilms bactériennes dans I’environnement des conteneurs en
acier carbone pourrait contribuer a la biocorrosion. L’objectif de cette étude etait
de caractériser les interfaces électrochimiques afin de comprendre les
mécanismes de la biocorrosion de I’acier au carbone mis en jeu en presence de
Shewanella oneideinsis, une bactérie ferri-réductrice et hydrogenotrophe.
Pendant cette étude les oxydes de fer Ill et I’hydrogene formés a partir de la
corrosion anaérobie ont été utilisés comme donneur et accepteur d’électrons
respectivement pour le métabolisme bactérien. Le taux de consommation
d’hydrogéne a été estimé a I’aide de la technique de microscopie
électrochimique a balayage. Enfin, I’influence de la génération locale
d’hydrogene a été évaluée par chronoampérométrie. Finalement, le mécanisme
de la corrosion généralisée a été mis en évidence a partir des techniques
d’impédance globale et locale.

MOTS CLES : Biodégradation, Spectroscopie d’impédance, Déchets radioactifs



Electrochemical study of biocorrosion mechanisms at the carbon steel interface
in presence of iron-reducing and hydrogenotrophic bacteria in the nuclear waste
disposal context

Résumé

The safety of deep geological repository for nuclear waste is a very important
and topical matter especially for the nuclear industry. Such as nuclear fuel the
high-level waste has to be stored for time frames of millions of years in metallic
containers. Typically these containers should be placed in deep geological clay
formations. Corrosion processes, will take place after the resaturation of the
geological medium and under the prevalent anoxic conditions lead to the
generation of hydrogen. The particular environment of geological repositories
does not provide much biodegradable substances. This is the reason that
hydrogen represents a suitable energy source for hydrogenotrophic bacteria.
Thereby formed bacterial biofilms on the containers may contribute to a process
of fast decay of the steel, the so called biocorrosion. The aim of this study is to
characterize the electrochemical interfaces in order to obtain the mechanisms of
biocorrosion of carbon steels in presence of iron-reducing and hydrogenotrophic
bacterium Shewanella oneideinsis. The products of corrosion processes, namely
hydrogen and iron (llI) oxides are used as electron donor and acceptor,
respectively. The amount of hydrogen consumed by Shewanella could be
estimated with 10-4 mol s-1 using SECM. The influence of the local hydrogen
generation was evaluated via chronoamperometry. When hydrogen was locally
generated above a carbon steel substrate an accelerated corrosion process can be
observed. Using LEIS, the mechanism of the generalised corrosion process was
shown.
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