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Résumé — Cette étude est consacrée a la détermination de 'origine biotique ou abiotique de sulfures de fer
formés au cours de processus de corrosion anoxiques par I’analyse de la composition isotopique du soufre.
Usuellement ces analyses sont réalisées par IRMS (Isotopic Ratio Mass Spectrometry) sur des sulfures et
des sulfates préalablement dissous. Dans cette étude, en revanche, une nouvelle approche est utilisée, basée
sur des analyses isotopiques locales de surface réalisées en nanoSIMS afin de conserver I'information sur la
localisation des produits de corrosion. Deux types d’échantillons ont été étudiés : un échantillon (CBCC)
corrodé pendant 13 mois en conditions controlées, et un échantillon archéologique corrodé pendant environ
2000 ans dans des conditions mal connues. Lorsque le systéme de corrosion est parfaitement connu, tel que
le cas de I’échantillon CBCC, I'analyse isotopique locale par nanoSIMS permet effectivement de conclure
sur la (bio-)origine des liserés de sulfures de fer formés. En revanche, lorsque la composition isotopique de
la source de sulfates est inconnue, comme dans le cas de I’échantillon archéologique, il n’est pas toujours
possible de conclure sur 'origine des sulfures de fer observés.

Mots clés : Corrosion anoxique / sulfures de fer / bactéries / fractionnement isotopique du soufre /
nanoSIMS

Abstract — Characterisation and determination of the bio-origin of iron sulphides in anoxic
corrosion systems thanks to isotopic analyses by nanoSIMS. This study is devoted to the deter-
mination of the bacterial or inorganic origin of iron sulphides formed during anoxic corrosion processes
by sulfur isotopic composition analyses. Broadly, these analyses are realized by IRMS on dissolved sul-
phides and sulphates. Yet in this study, surface local isotopic analyses are realized by nanoSIMS in order
to preserve the information about the corrosion products’ localization. Two kinds of samples are studied:
a sample (CBCC) corroded during 13 months in controlled laboratory conditions; and one archeological
sample corroded during about 2000 years in not very well known conditions. When the corrosion system is
perfectly well known, as for the CBCC sample, the local isotopic analyses by nanoSIMS actually enable to
conclude on the (bio-)origin of the iron sulphides observed. However, when the isotopic composition of the
sulphate’s source is unknown, as for the archeological sample, the origin of iron sulphides cannot always
be determined.
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1 Introduction

La formation de sulfures de fer lors de processus de
corrosion anoxique constitue une problématique majeure
que ce soit pour la conservation d’objets archéologiques
in situ sur leur site d’enfouissement [1-3] ou pour la
prévision de la durée de vie d’ouvrages métalliques en-
fouis dans les sols tels que les oléoducs [4,5] ou encore les
barrieres en acier non ou faiblement allié, surconteneurs et
chemisage, prévus dans le cadre du stockage des déchets
nucléaires de haute activité en milieu géologique pro-
fond [6, 7). En effet, la formation de sulfures de fer
est susceptible de modifier les processus de corrosion.
Ainsi la formation d’une couche hétérogene de sulfures
de fer, phases conductrices, pourrait notamment en-
trainer un phénomene de corrosion galvanique [8] et/ou
des hétérogénéités de pH [9] conduisant a laccélération
des processus de corrosion. La formation d’'un dépot
homogene de sulfures de fer constituerait quant a elle
une couche passivante inhibant les processus de corro-
sion [10-12]. Afin de prévoir la durée de vie d’échantillons
ferreux en conditions anoxiques, il est donc nécessaire de
mieux comprendre les processus de formation conduisant
a la présence de sulfures de fer parmi les produits de
corrosion formés. Notamment, I'intervention de bactéries
telles que les bactéries sulfato-réductrices, dans le pro-
cessus de formation des sulfures de fer, est envisagée. En
effet, ces bactéries sont capables de transformer les sul-
fates du milieu environnant en sulfures [13]. Or, lorsque la
formation d’anions sulfures se produit simultanément au
processus de dissolution anodique du fer, la précipitation
de phases de sulfures de fer peut avoir lieu. Ainsi en mi-
lieu pauvre en sulfures, I'observation de sulfures de fer
au sein des couches de produits de corrosion est usuelle-
ment associée a l'activité de bactéries sulfato- (ou thio-
sulfato-)réductrices. Cependant dans les milieux riches
en composés sulfurés (ex : argiles riches en pyrite), la
formation de sulfures de fer pourrait également se pro-
duire par le biais de mécanismes totalement inorganiques
de dissolution-reprécipitation. Des lors, comment distin-
guer les sulfures de fer ayant une origine bactérienne de
ceux formés selon des mécanismes de corrosion purement
inorganiques 7

Dans la littérature, des analyses isotopiques du soufre
réalisées en global sur des échantillons de solution aqueuse
de laboratoire ont montré que la réduction microbienne
des sulfates aboutit a des sulfures déplétés en soufre 34
jusqu’a des valeurs de fractionnement isotopique

R3S (sul fures) — R3*S(sul fates)

34g _
075 = R34S (sul fates)

x 1000

I(34S)
Ty &)

avec R3S =

pouvant atteindre ~70 %o [14-17]. 6345 représente ici le
fractionnement isotopique entre les sulfures formés et les
sulfates résiduels en solution. En effet, les bactéries uti-
lisent préférentiellement les sulfates les plus légers, c’est-
a-dire ceux composés de l'isotope le plus léger du soufre
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(32S), par rapport aux sulfates les plus lourds contenant
des isotopes plus lourds du soufre (335, 34S, 36S) [18]. Les
sulfures issus de I'activité métabolique seraient donc enri-
chis en soufre 32, conduisant a des fractionnements isoto-
piques de plusieurs dizaines de pour mille. En revanche,
dans le cas de processus inorganiques, les fractionnements
isotopiques attendus sont beaucoup plus faibles en va-
leurs absolues, de 1'ordre de quelques pour mille [19-21].
L’étude de la composition isotopique du soufre au sein des
sulfures de fer pourrait donc permettre la détermination
de la bio-origine de ces phases.

De nombreuses études recensées dans la littérature
semblent conforter la pertinence de I'étude isotopique
pour la détermination de 'origine biotique ou abiotique
des sulfures de fer. Ces études sont consacrées a deux
types d’échantillons : des échantillons naturels c’est-a-
dire des minéraux de sulfures de fer et leur solution
environnante prélevés directement dans le milieu natu-
rel [15,18,19,22] ou des échantillons issus d’expériences
de laboratoire [14, 23, 24]. Le plus souvent les compo-
sitions isotopiques sont déterminées en IRMS (Isotopic
Ratio Mass Spectrometry) apres dissolution des sulfures
et des sulfates. Cette méthode permet de déterminer les
compositions isotopiques moyennes des sulfates et des sul-
fures. Ces mesures renseignent donc sur le fractionnement
isotopique moyen des sulfures par rapport aux sulfates.
D’apres 'hypothese exposée précédemment selon laquelle
les sulfures de fer d’origine bactérienne présenteraient un
fractionnement isotopique pouvant aller jusqu’a plusieurs
dizaines de pour mille, il serait alors possible de conclure
sur la bio-origine des sulfures de fer.

L’étude décrite ci-apres est consacrée a deux
échantillons : un premier échantillon corrodé en labo-
ratoire sur une durée moyenne (13 mois) et pour le-
quel les conditions de corrosion sont bien connues; et un
échantillon archéologique corrodé pendant pres de deux
mille ans dans des conditions de corrosion mal connues.
L’objectif est de déterminer 'origine biotique ou abio-
tique des sulfures de fer formés dans ces deux types
d’échantillons tout en préservant I'information sur la loca-
lisation des phases de sulfures de fer au sein de la couche
de produits de corrosion. Afin de préserver la morpho-
logie de la couche de produits de corrosion, les compo-
sitions isotopiques des sulfures de fer sont déterminées
localement par nanoSIMS sans nécessiter de dissolution
préalable des sulfures. Nous avons ensuite étudié la fai-
sabilité de la détermination de l'origine des sulfures de
fer par analyses isotopiques en fonction des informations
accessibles sur le systeme de corrosion.

2 Matériels et méthode

2.1 Références

Deux échantillons standards ont été utilisés pour la
calibration des instruments d’analyse isotopique : la Troi-
lite Canon Diablo (3*S/32S (CDT) = 0,0450045) [19] dans
le cas du nanoSIMS; la Troilite Vienna-Canon Diablo
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Fig. 1. Schéma de la cellule de percolation biotique.

(34S/328 (V-CDT) = 0,0441626) [25] dans le cas de I'EA-
CF-IRMS.

2.2 Echantillon de laboratoire

L’échantillon CBCC est issu d’une expérience de cor-
rosion anoxique en cellule de percolation biotique a 60 °C
pendant 13 mois (Fig. 1) [6,26]. Tous les éléments compo-
sant cette cellule ont été préalablement stérilisés. La cel-
lule de percolation cylindrique est constituée par un tapis
de poudre de fer métal compactée et calibrée (dparticule <
60 pum, Sspécifique = 0,13 £ 0,02 m?/g). La poudre de fer
métal est surmontée d’un échantillon d’argilite du Toar-
cien prélevée sur le site de Tournemire, la plateforme
expérimentale de I'TRSN (Institut de Radioprotection et
de Streté Nucléaire) située dans la région Auvergne-
Rhone-Alpes en France. La composition minéralogique
de cette argilite est détaillée dans le Tableau 1. Enfin,
un barreau de fer (d = 3 mm, H = 1 cm) a été inséré
dans l'argilite. Une solution porale synthétique est in-
jectée en continu par la base du dispositif & une pres-
sion comprise entre 12 et 15 bars. Cette solution traverse
donc successivement la poudre de fer métal compactée
puis I’échantillon d’argilite préalablement fissuré. La com-
position de la solution porale synthétique, détaillée dans
le Tableau 2, a été choisie afin de s’approcher au maxi-
mum de la composition de I’eau porale en équilibre avec la
roche argileuse de Tournemire [27,28]. En outre, elle doit
étre en équilibre avec I'argilite & 60 °C, température choisi
pour cet essai. Enfin, elle doit contenir certains éléments
nécessaires a la croissance bactérienne et notamment le
phosphore, le carbone et I'azote.

Barreau en fer massif

Injection (12-15 bar)

Enfin, deux souches bactériennes, la sulfato-réductrice
Thermodesulfovibrio  hydrogeniphilus ~ Hbr5T  (DSM
18151) isolée dans une source d’eau chaude en Tuni-
sie [29] et la ferri-réductrice Thermotoga subterranea
strain SLT 1 isolée dans un réservoir pétrolier de 'est
du bassin de Paris [30] ont été inoculées dans la cellule.
Chaque souche bactérienne a d’abord été cultivée, en
anoxie, sur un milieu de culture « riche » dont la com-
position est détaillée dans le Tableau 3. Puis les souches
bactériennes ont été cultivées, toujours en anoxie, sur
le milieu appauvri en éléments nutritifs et énergétiques
plus représentatif de la composition de I'eau porale de
Tournemire (Tab. 2). Dans ce milieu, les souches sont
mises en cultures simultanément.

En début d’essai, la densité totale de bactéries ino-
culées dans la cellule de percolation atteignait 4 x
108 bactéries/mL. Au cours de l'essai, la population
bactérienne est suivie au cours du temps lors de
prélevements liquides via la méthode de 1’épifluorescence.
Le fluorochrome utilisé est le SYTO® 9 stain de Ther-
moFischer Scientific®. Il a ainsi été observé un maintien
de la population bactérienne dans la cellule biotique pen-
dant toute la période de l'essai (13 mois). Néanmoins,
une diminution nette de la population est observée apres
200 jours de suivi jusqu’en fin d’essai. Cela semble avoir
entrainé une diminution de 'activité bactérienne dans le
systeme. En effet, I’activité bactérienne est estimée grace
a la consommation des sulfates. Celle-ci est élevée pen-
dant les 100 premiers jours (2,1 mmol/L/j) mais a chuté
a 0,5 mmol/L/j en fin d’essai. Au sein de la cellule de
percolation, la nature probable des donneurs d’électrons
sont le dihydrogene produit par la corrosion de la poudre
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Tableau 1. Minéralogie de l'argilite de Tournemire [27].

Minéral Kaolinite — Illite  Illite/Smectite  Chlorite Carbonates Quartz  Pyrite
Proportion en masse (%) 10420 54a15 20 a 30 1ab 10 a 40 10420 2a5
Tableau 2. Composition de la solution porale synthétique.
Sel (NH4)QSO4 KHQPO4 NaHCO::, NaQSO4 NaCl KC] MgCIQ, 6H20
Concentration massique (g/L) 0,395 0,041 0,303 1,155 0,081 0,054 0,161

de fer et du fer massif, ainsi que la matiére organique dis-
soute, notamment 'acétate, le formate, le fumarate et le
lactate provenant de la roche argileuse et identifiés par
C. Chautard au cours de ses travaux de these [26]. Ces
composés organiques pourraient également constituer une
source de carbone pour les bactéries. La concentration en
fumarate dans I’eau porale de 'argilite de Tournemire est
comprise entre 0,9 et 3,4 mg/L [26]. Les concentrations en
acétate, formate et lactate sont, quant a elles, tres faibles :
inférieures & 0,5 mg/L [26].

2.3 Echantillon archéologique

Afin de comprendre les variations de rapport iso-
topique sur des produits de corrosion formées sur le
long terme, un clou archéologique en fer, 1’échantillon
T6F12C13, provenant du chaland gallo-romain d’Arles
Rhone 3 (Arles, Bouches-du-Rhone, France) a également
été étudié [32]. L’épave date du 1°" siecle apres JC et a
été découverte entre 4 m (la poupe) et 9 m (la proue) de
profondeur dans le Rhone. Le clou, incrusté dans le bois
du navire, s’est donc corrodé pendant pres de deux mille
ans en conditions anoxiques au fond du Rhone.

2.4 Préparation des échantillons

La préparation des échantillons CBCC et T6FI2CI3
a été réalisée dans une boite a gant anoxique en PVC
avec systeme de régulation en surpression par rapport a la
pression atmosphérique (Les Ateliers de Technochimie®).
L’atmosphere au sein de la boite a gant est composée de
Ny pour préserver les sulfures de fer qui sont des phases
tres réactives a 'oxygene. Afin de permettre 'analyse en
coupe transverse des échantillons, ils ont tout d’abord été
enrobés dans de la résine époxy (Specifix-20, Struers®)
puis découpés transversalement et polis sous éthanol a
laide de papier SiC (320-4000). Le polissage est finale-
ment perfectionné en utilisant une poudre diamantée de
1 pm.

2.5 Techniques de caractérisations élémentaires
et structurales

La morphologie des échantillons préparés en coupe
transversale a tout d‘abord été étudiée en microscopie op-
tique en champ clair. Puis, suite a leur métallisation par
pulvérisation d’une couche de carbone, les échantillons
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ont été analysés en microscopie électronique a balayage
a effet de champ (MEB FEG) couplé & un systéeme de
détection EDS (Energy Dispersive Spectrosocpy) de type
SDD (Silicon Drift Detector). L’appareil utilisé est le
JSM-7001F de JEOL et la tension d’accélération em-
ployée est de 15 kV. Ainsi, la distribution des éléments
chimiques (Fe, O, S, Ca) au sein des couches de produit
de corrosion a pu étre étudiée avec une résolution latérale
de 1 pm. Plus particulierement, des liserés contenant a la
fois du soufre et du fer ont pu étre localisés au sein des
couches. Pour cela, le logiciel Idfix de Fondis Electronics
a été utilisé conjointement au logiciel Maxview de Fondis
Electronic.

La microspectroscopie Raman a également été em-
ployée afin de préciser la structure cristalline des pro-
duits de corrosion et notamment la composition des liserés
soufrés préalablement observés en MEB FEG-EDS. L’ap-
pareil utilisé est un spectrometre Renishaw® (InVia Ra-
man Microscope) associé & un microscope optique Leica.
Le laser employé (Nd :YAG doublé) émet un rayonnement
vert de longueur d’onde A = 532 nm. La résolution spa-
tiale obtenue est de l'ordre de 1 um de diametre. L’acqui-
sition et le traitement des spectres Raman sont effectués
avec le logiciel WIRE de Renishaw. Les temps d’acquisi-
tion sont compris entre 30 et 300 s par point. Les spectres
obtenus sont ensuite comparés aux spectres recensés dans
la littérature. Les positions des bandes associées a cha-
cune des phases de sulfures de fer sont résumées dans le
Tableau 4. Dans le cas de I’échantillon CBCC, les ana-
lyses © Raman ont été réalisées en cellule anoxie afin de
préserver les échantillons de I'oxygene. Le spectre associé
au verre de la cellule est présenté Figure 2 et présente deux
bandes larges autour de 400 et 800 cm ™! caractéristiques
d’une matrice vitreuse.

2.6 Méthode de détermination de la valeur
de fractionnement isotopique du soufre

Le fractionnement isotopique du soufre, 534S, est tou-
jours calculé par rapport a une référence (cf. Eq. (1)).
On peut prendre comme référence des sulfures solides, la
CDT ou V-CDT ou bien les sulfates résiduels.

Dans le cas de I’échantillon CBCC nous avons uti-
lisé les sulfates résiduels afin d’obtenir une comparaison
immédiate entre la composition isotopique des sulfures
formés et celle de la source initiale de sulfates :

R34S (sul fures) — R34S (sul fates)

34 _
0mS = R34S (sul fates)

x 1000, (2)
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Tableau 3. Composition des milieux préconisés par la souchotheque DSMZ de chacune des deux souches dit « milieu riche ».

Thermodesulfovibrio hydrogeniphilus

Thermotoga subterranea

Tryptone (2/T)
Peptone (g/L)
Extrait de levure (g/L)
KHQPO4 (g/L)
NaQSO4 (g/L)
MgSO4, TH20
K,HPO4 (g/L)
NH4CI (g/L)
KCl (g/L)
CaClg, 2H20
NaCl (g/L)
Acétate de sodium (g/L)
Cystéine — HCI (g/L)
NaCOs & 0,2 mol/L (mL)
NazS & 0,2 mol/L (mL)
Solution d’éléments traces (mL)

Mélange de vitamines détaillé
dans la fiche DSMZ du milieu 141 (mL)

1,0 (solution d’éléments
traces du milieu M1 [31])

1,0
1,0
2,0 0,5
0,3
3,0
0,5
0,3 0,02
1,0 0,1
2,0
0,2
0,025
1,0 0,5
0,16
0,5
1,0 1,0
- 2,0

10,0 (solution d’éléments
traces du milieu 141 de la DSMZ)
1,0 1,0

Tableau 4. Positions des pics principaux des spectres Raman associées aux composés soufrés reportés dans la littérature. Les
nombres d’onde reportés en gras correspondent & la position du (des) pic(s) le(s) plus intense(s) associé(s) & chaque phase de

sulfure de fer considérée.

Sulfure de fer

Principales bandes de vibration

Références

Raman & partir de 200 cm ™" (cm™")

Mackinawite nanocristalline FeS

Mackinawite cristalline (FeS)
Mackinawite partiellement oxydée
Fell o Felll'S avec z = 0,09

Soufre élémentaire a-Sg

Greigite (Fe3S4) Fe''Fel! S,

208 et 282

208, 256 et 298
256, 312 et 322
Pics intenses & fins : 223 et 474

Pics secondaires : 249 et 437
Pic intense & large : 350-370 (parfois deux

Boughriet et al, 1997 [33]
Bourdoiseau et al., 2008 [34]
Bourdoiseau et al., 2011 [35]
Bourdoiseau et al., 2008 [34]
Bourdoiseau et al., 2011 [35]
Bourdoiseau et al., 2011 [35]

Bourdoiseau et al., 2008 [34]
Bourdoiseau et al., 2011 [35]
Bourdoiseau et al., 2011. [35]

bandes distinctes & 351 cm™'et366 cm ™)
Pic secondaire : 250

Pyrite (FeS2)

Pics principaux : 343 et 379

White, 2009 [36]

Pics secondaires : 430

Marcasite (FeSs)

Pic principal : 323

White, 2009 [36]

Pic secondaire : 386

Les poudres de sulfates commerciales utilisées pour la
réalisation de la solution synthétique injectée dans la
cellule de percolation de cet échantillon ont donc été
préalablement analysées en EA-CF-IRMS (Elementary
Analyser Continuous Flow Isotope Ratio Mass Spectro-
metry). La calibration a été réalisée a 1’aide du standard
isotopique international VCDT.

Par contre, dans le cas de 1’échantillon archéologique
T6F12C13 la source initiale de sulfates a proximité du clou
n’étant pas accessible, le fractionnement isotopique a été
calculé par rapport au standard international CDT :

R3S (sul fures) — R¥*S(CDT)
R34S(CDT)

5318 = x 1000, (3)

La composition isotopique en soufre des liserés de sul-
fures de fer observés a été déterminée en nanoSIMS.
L’instrument utilisé a cette fin est le NanoSIMS NSO de
CAMECA® du Muséum National d’Histoire Naturelle de
Paris (MNHN). Le traitement des images est réalisé avec
le logiciel PV-WAVE. Lors de I’analyse, une surface de
12 pm x 12 pm est tout d’abord abrasée par un courant
d’ions primaires Cs™ de 18 pA pendant 25 min. Puis le
courant de ce faisceau d’ions est diminué pour 'acquisi-
tion de sorte qu’il atteigne une valeur d’environ 1 pA au
niveau de la surface. La surface analysée est réduite & une
zone de 9 pm x 9 um et la résolution est fixée a 256 pixels
x 256 pixels (soit 35 x 35 nm? /pixel). L’acquisition dure
50 a 100 cycles en fonction des analyses.
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Fig. 2. Spectre Raman du verre de la cellule sous anoxie.

Plusieurs sources d’erreur peuvent impacter la va-
leur de la composition isotopique obtenue en nano-
SIMS par rapport a la composition isotopique réelle de
I’échantillon : leffet de D'arrivée quasi-simultanée des
ions secondaires sur le détecteur (« effet QSA »); et le
fractionnement instrumental se produisant lors du tra-
jet des ions secondaires entre la surface de 1’échantillon
et le détecteur. Finalement, chaque point des graphes
présentés dans cet article correspond a une unique ana-
lyse. Les barres d’erreurs associées matérialisent 1’erreur
finale réalisée sur le fractionnement isotopique corrigé a
la fois de leffet QSA et du fractionnement instrumental,
§34S(corr).

3 Résultat
3.1 Echantillons de laboratoire

La Figure 3 est une micrographie optique de
I’échantillon CBCC réalisée en coupe transverse. Nous
distinguons un liseré doré d’une dizaine de micrometres
d’épaisseur a l'interface entre le barreau de fer et l'ar-
gilite. Les analyses en MEB FEG-EDS ont permis de
préciser la composition élémentaire de ce liseré doré, riche
en fer et soufre mais pauvre en oxygene (Fig. 4). Des
mélanges & 1’échelle submicrométrique de sulfures de fer
de type mackinawite (nanocristalline, cristalline ou par-
tiellement oxydée en Fe(Ill)), greigite, pyrite et soufre
«-S8 ont été identifiés en microspectroscopie Raman. La
Figure 5 présente trois spectres représentatifs des spectres
de mélanges de phases obtenus sur cette zone. Enfin, les
analyses isotopiques réalisées sur ce liseré de sulfure de
fer et sur les sulfates de la solution synthétique mettent
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Fig. 3. Microscopie optique d’une section transverse de
I’échantillon CBCC.

en évidence une déplétion en soufre 34 des sulfures de
fer par rapport aux sulfates de la solution synthétique.
Les fractionnements isotopiques obtenus valent environ
—4,5 45 %o environ quelle que soit la zone (1, 2 ou 3 de
la Fig. 4c) du liseré analysée (Fig. 6).
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(b)

Fig. 4. Image EDS en superposition du fer (a), de 'oxygene (b) et du soufre (jaune), section transverse de 1’échantillon CBCC.
Les zones 1, 2 et 3 correspondent respectivement aux spectres yuRaman de la Figures 5a, 5b et 5c.
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Fig. 5. Spectres pRaman : (a) mélange greigite(G) et mackinawite cristalline (Mc); (b) mackinawite nanocristalline (Mnc)
mélangée au soufre a-S8 et a la goethite (G*); (¢) mélange mackinawite contenant du fer(II1T) (M*) et pyrite (P).
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Fig. 6. Echantillon CBCC, mesures de fractionnements isotopiques des sulfures de fer par rapport aux sulfates de la solution
synthétique sur les zones 1, 2 et 3 repérées sur la cartographie EDS du soufre de la Figure 4c.

3.2 Echantillon archéologique

En contact avec la couche de produit de corrosion se
trouve une zone dorée épaisse de plusieurs centaines de
micrometres. Cette zone se situe dans le milieu trans-
formé, c’est-a-dire la zone dans laquelle sont détectés a
la fois des éléments de la couche de produit de corrosion
(Fe, C, O, ...) et des éléments des sédiments fluviaux
sol (Ca, Si...). Les analyses u Raman réalisées sur ces
zones dorées résultent en un spectre unique composé de
deux bandes fines et intenses & 348 et 383 cn~! ainsi que
d’une bande secondaire & 432 cm~! caractéristiques de la
pyrite (Fig. 9b).

Des analyses isotopiques ont ensuite été réalisées en
nanoSIMS & la fois sur les zones greigite et/ou mackina-
wite de la couche de produits de corrosion (acquisitions
GM10 et GM20) et sur les zones pyrite (points P5 et P6).
La source initiale de sulfate ne pouvant pas étre étudiée,
la composition isotopique des sulfures de fer a été com-
parée a celle du standard international, la CDT, pour le-
quel 2*S/32S = 0,045005. Les fractionnements isotopiques
obtenus sont compris entre —1 4+ 10 %o et 16 & 10 %o
(Fig. 10).

4 Discussion

L’échantillon CBCC a été étudié en conditions
controlées de laboratoire en présence notamment d’une
souche bactérienne sulfato-réductrice. Cet échantillon,
composé d'un barreau de fer, a donc été placé en condi-
tions corrosives dans un systeme dans lequel une solu-
tion synthétique composée notamment d’anions sulfate
(11,2 mmol/L) circulait en continu assurant ainsi un re-
nouvellement régulier de sulfate. Les analyses p Raman
réalisées au sein de la couche de produits de corrosion, sur
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les liserés dorés qui sont apparus a l’issue de ’expérience,
ont permis d’identifier des sulfures de fer : la mackinawite
nanocristalline, la mackinawite cristalline, la mackinawite
partiellement oxydée, la greigite ainsi que de la pyrite.
Ces phases se sont formées par la précipitation d’ions sul-
fures (S?7) avec les ions ferreux (Fe?T) relargués dans
le milieu suite aux processus de corrosion du fer métal.
Les ions sulfures du milieu sont issus dans le cas de cette
expérience soit de I'activité bactérienne [13,37,38], soit de
la dissolution de la pyrite contenue dans largilite [39-41].
En conditions anoxiques, la pyrite est peu soluble [42,43]
ce qui rend l'origine biotique des sulfures de fer plus pro-
bables. Et en effet, les analyses isotopiques réalisées sur
les liserés de sulfures de fer et sur les poudres de sul-
fate commerciales ont abouti a des fractionnements iso-
topiques négatifs des sulfures par rapport aux sulfates de
la solution porale de l'ordre de —5 %o. La déplétion en
soufre 34 des sulfures de fer par rapport a la source ini-
tiale de sulfate confirmerait donc 'origine bactérienne des
sulfures de fer observés dans cet échantillon.

Le second échantillon concerne un clou archéologique
provenant du chaland gallo-romain d’Arles Rhone 3
corrodé dans des conditions non controlées. Dans cet
échantillon, deux zones de sulfures de fer ont été dis-
tinguées : la premiere est située en externe de la couche
de produits de corrosion et est composée d'un mélange a
I’échelle submicrométrique de greigite et de mackinawite
cristalline. La seconde, en revanche, est située dans le mi-
lieu transformé et est uniquement composée de pyrite.

La composition isotopique de ces sulfures de fer a
été déterminée par nanoSIMS. En revanche, la compo-
sition isotopique du soufre dans la source de sulfate reste
inconnue car 1’échantillon s’est corrodé sur une période
d’environ deux millénaires. La composition isotopique des
sulfates dans ’environnement de 1’échantillon a donc pu
évoluer au cours de cette tres longue période d’enfouis-
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Fig. 7. Micrographie optique d’une section transverse du clou T6F12CI3. Localisation de la couche de produits de corrosion

(CPC) et du milieu transformé (MT).
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Fig. 8. Spectre yRaman de la sidérite

sement de l'objet. Nous ne pouvons donc pas accéder
a la composition isotopique de la source initiale de sul-
fates a proximité de 1’échantillon. Les fractionnements
isotopiques présentés ici ont donc été calculés par rap-
port a la Canon Diablo Troilite, le standard internatio-
nal généralement utilisé pour les études isotopiques sur
le soufre [19,44]. Puisque I'on ne compare pas la compo-
sition isotopique des sulfures de fer de 1’échantillon avec
celle de la source de sulfates initiale mais seulement avec
une référence arbitrairement choisie, le signe du fraction-
nement isotopique ne donne aucune information sur ’ori-
gine, biotique ou abiotique, des sulfures de fer observés.
En effet, le fractionnement isotopique des sulfures de fer
par rapport a la référence CDT peut étre positif ou négatif

selon que la source de sulfates est respectivement enrichie
ou déplétée en soufre 34 par rapport a la CDT.

Néanmoins, malgré que la composition isotopique de
la source de sulfates pendant la période de précipitation
des sulfures de fer soit inconnue, il est possible d’émettre
des hypotheses sur l'origine, biotique ou abiotique, des
sulfures de fer dans cet échantillon en étudiant la disper-
sion des valeurs de fractionnements isotopiques obtenue
au sein des liserés de sulfures de fer.

Nous constatons que les acquisitions réalisées dans
les zones greigite/mackinawite sont comprises entre —1
+ 10 %o et 16 £ 10 %o. L’intervalle maximal des frac-
tionnements isotopiques locaux dans cette zone est de
I’ordre de la quarantaine de pour mille ce qui est deux fois

509-page 9



S. Grousset et al. : Matériaux & Techniques 104, 509 (2016)

1400 296

1200 -

1000

3510

366 ©

800 -

Intensité Raman (U.A.)

600 25
400

200

T T T T T
200 400 600 800 1000 1200

Déplacement Raman (cm'l)

(a)

6000

5000 - 283

4000 -

3000 p

Intensité Raman (U.A.)

2000

1000 32

0] - e e ""M
T

T T T T
200 400 600 800 1000 1200

Déplacement Raman (cm)

(b)

Fig. 9. Spectre Raman type des zones jaune pale en externe de la couche de produits de corrosion (a) et des zones dorées dans

le milieu transformé (b). G

25 ]

20

15

10 S

(en pour mille)

sulfures-CDT

s¥s
0
1

: Greigite ; Mc : Mackinawite cristalline ; P : Pyrite.

" T6FI2CI3

T T T
P5 P6

T T T T |
GM10 GM20

Fig. 10. Echantillon T6FI12Cl13, fractionnements isotopiques des sulfures de fer par rapport a la référence CDT. P5 et PG :
point localisés dans la zone pyrite (Fig. 7); GM10 et GM20 : points localisés dans la zone de mélange Greigite/Mackinawite

(Fig. 7).

plus grand que le double de I’erreur réalisée sur la mesure
du fractionnement isotopique. Si I'hétérogénéité du frac-
tionnement isotopique au sein de ces liserés est confirmée
par de nouveaux points d’analyse, deux hypotheses pour-
ront étre émises. Tout d’abord, cette dispersion pourrait
résulter d’une origine bactérienne des sulfures dans un
systeme présentant une déficience du renouvellement des
sulfates. En effet, dans un premier temps, les bactéries
réagissent majoritairement avec les 32802 légers mais
lorsque qu’ils s’épuisent, la proportion de sulfates lourds
augmente progressivement. Le rapport de consommation
des 3*SO?™ et 32S0?~ change donc cours du temps d’in-
cubation. En début d’activité métabolique, les sulfures
produits sont déplétés en soufre 34 puis peu a peu s’en-
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richissent en soufre 34. Une origine bactérienne des sul-
fures de fer associée a un défaut de sulfates dans I'envi-
ronnement immédiat pourrait donc expliquer des valeurs
de fractionnements isotopiques locaux hétérogenes. Par
ailleurs, puisque ces échantillons se sont corrodés pendant
pres de deux millénaires, ’hétérogénéité des valeurs de
fractionnements isotopiques obtenue dans ces liserés de
greigite/mackinawite pourrait s’expliquer par une origine
biotique des sulfures de fer mais avec une composition
isotopique de la source de sulfates qui évolue pendant la
période de précipitation des sulfures de fer.

Les mesures du fractionnement isotopique dans les
zones « pyrite » sont, quant & elles, trés proches (7 +
7 %o et 4 £ 7 %o). La dispersion observée dans cette
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zone est faible, de 'ordre de la quinzaine de pour mille
ce qui est environ égal au double de 'erreur réalisée sur
la mesure du fractionnement isotopique. Si ’homogénéité
du fractionnement isotopique au sein de ces liserés est
confirmée par de nouveaux points d’analyse, deux hy-
potheses pourront étre émises. D’une part, si les sulfates
a lorigine des sulfures par mécanisme biogénique sont
présents en exces dans I’environnement immeédiat, la com-
position isotopique locale des sulfures de fer précipités
au voisinage du fer métal devrait également étre ho-
mogene. En effet la proportion de sulfates « légers » et
« lourds » est maintenue constante du fait de l'exces
de sulfates. Par conséquent, le rapport de consomma-
tion des *SO3™ et 32503~ par les bactéries devrait étre
constant. Les sulfures produits devraient donc présenter
une composition isotopique homogene, donc des fraction-
nements isotopiques locaux homogenes. D’autre part, les
processus de formation non-biogéniques des sulfures de
fer [26,35,45,47-50] n’engendrant pas de fractionnement
isotopique, les sulfures abiotiques devraient présenter des
fractionnements isotopiques locaux homogenes. Il pour-
rait donc s’agir de phases de pyrite d’origine inorganique.
Néanmoins, cet échantillon était incrusté dans le bois
du chaland gallo-romain, c¢’est-a-dire en contact avec une
grande quantité de matiere organique. Sans écarter de
maniere certaine I’hypothese d’une origine abiotique des
liserés de pyrite, la présence d'une grande quantité de
matiere organique a proximité du clou rend ’hypothese
d’une origine biotique de ces liserés situés dans le milieu
transformé de ’échantillon plus probable.

Ainsi, lorsque la composition isotopique de la source
de sulfates est inconnue, il est intéressant d’étudier la dis-
persion des valeurs de fractionnements isotopiques obte-
nue au sein des liserés de sulfures de fer. Dans le cas
d’une forte dispersion des valeurs de fractionnement isoto-
pique, cas des liserés de mackinawite/greigite, nous pour-
rons conclure sur une origine bactérienne des sulfures de
fer dans un systeme présentant un défaut de sulfates ou
sur une origine bactérienne des sulfures de fer avec une
composition isotopique de la source de sulfates qui évolue
pendant la période de précipitation des sulfures de fer. En
revanche, dans le cas d’une faible dispersion des valeurs de
fractionnement isotopique, cas des liserés de pyrite, deux
hypotheses restent possibles : la formation inorganique
des sulfures ou bien la formation bactérienne des sulfures
dans un systéme présentant un exces de sulfates. Seule la
bonne connaissance du milieu d’enfouissement peut alors
nous permettre de privilégier une hypothese de formation
par rapport a une autre. En ce qui concerne 1’échantillon
du site d’Arles-Rhone 3, une origine biotique des liserés
de pyrite semble ainsi plus probable qu'une origine abio-
tique du fait de la présence de bois en grande quantité au
contact de ’échantillon étudié.

5 Conclusion

Nous avons montré dans cette étude que 'analyse par
nanoSIMS de la composition isotopique locale du soufre
au sein de liserés de sulfures de fer formés au cours

de processus de corrosion anoxique peut permettre de
distinguer les sulfures d’origine bactérienne des sulfures
d’origine inorganique. Lorsque la composition isotopique
de la source de sulfates est connue, cas de 1’échantillon
CBCC, la détermination de 'origine des sulfures de fer
est immédiate.

En revanche, pour conclure sur 'origine des sulfures
de fer lorsque la composition isotopique des sulfates est
inconnue, il est nécessaire de réaliser un grand nombre
de points d’analyse dans des zones de sulfures de fer as-
sez ¢éloignées les unes des autres. Plusieurs cas sont alors
possibles. Si les valeurs de fractionnements isotopiques
sont tres dispersées, 'hypothese la plus probable est la
formation des sulfures par les bactéries en présence d’un
défaut de sulfates ou avec une composition isotopique de
la source de sulfates qui évolue pendant la période de
précipitation des sulfures de fer. En revanche, si les va-
leurs de fractionnements isotopiques sont peu dispersées,
seule une bonne connaissance du milieu d’enfouissement
pourra nous permettre de privilégier une origine abiotique
ou une origine biotique en présence d’un exces de sulfates.

Remerciements. Nous remercions la plateforme PLATIN’
(PLATeau d’Isotopie de Normandie) pour la réalisation des
analyses isotopiques des poudres de sulfate de baryum uti-
lisées dans cette étude.

Annexe : Calcul du fractionnement isotopique
et de son erreur a partir des analyses
nanoSIMS

Plusieurs sources d’erreur peuvent impacter la va-
leur de la composition isotopique obtenue en nano-
SIMS par rapport a la composition isotopique réelle de
I’échantillon : I'effet de I'arrivée quasi-simultanée des ions
secondaires sur le détecteur (« effet QSA »); et le frac-
tionnement instrumental se produisant lors du trajet des
ions secondaires entre la surface de ’échantillon et le
détecteur.

Tout d’abord, 'effet QSA impacte deux parametres :
le rendement d’ionisation et le fractionnement isotopique.
Le rendement d’ionisation est calculé selon la formule :

~ Ns

K="
Np

(A.1)

avec Ns flux d’ions secondaires du fragment ionique et Np
flux d’ions primaires total.

Dans le cas des composés soufrés, le signal du 34S est
peu intense (K < 0,01), donc non sujet a leffet QSA.
En revanche, le signal du 32S peut étre trés intense (K >
0,01). T1 est donc nécessaire de corriger 'impact de Veffet
QSA sur la valeur du rendement d’ionisation expérimental
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associé au soufre 32 :

132S
Kexp = ~p (A.2)
err (Kexp) = %225) (A.3)
ou err(1325) =/ (%ﬁ) (A4)

Pour cela, Slodzian et al., 2001 ont défini un rendement
d’ionisation corrigé, K o, calculé selon la formule sui-
vante :

K exp

Kcorr - ) A5
SR (A.5)
(Ke)\* . [err(Ke)
err ex ETT(Nex
err(Keorr) = Keorr X v/ ( X P ) —|—< Kexp )
exp 1—Tp
(A.6)

En outre, une variation linéaire du fractionnement isoto-
pique mesuré (52)%13) en fonction de la valeur de Ko et
due a Dexistence de cet effet QSA, a également été mise
en évidence par Slodzian et al. (2004). Afin de corriger
le biais observé, 'intensité en soufre 32 est corrigée selon

I’équation suivante :

13250 = 1325 X (1 + Keopr X a), (A7)

CTT(I?)QSCO”) = \/ ((1 +a X Kcorr)2 X (67’7" (I32SEXD))2

+ <132Sexp (e”a(“) >2 + (%)2» (A.8)

avec « a » le facteur correctif de I'effet QSA correspondant
a la pente de la droite 621 = f(1000.Kcorr)-

exp
Le rapport isotopique du soufre est alors corrigé de

Peffet QSA :

1345

R =—""
I32Scorr

err (R =R x/ <<%)2+ (errBER))?

err (I328ep) \
* ( [328up ) (4.10)
. I345
ou R= 7325 (A.11)
err (I345)\? [err (I325)\°
err(R):Rx\/<< 1(345 )> +< I(32S ))
(A.12)
et err(1345) =/ (%) (A.13)

Par ailleurs, afin de corriger le rapport R’ du fractionne-
ment instrumental, une calibration a 'aide du standard
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isotopique international CDT est effectuée. Le facteur de
correction « F' » associé est défini par I’équation :

B R (CDT)
F= R (CDT) theorique (A-14)
~ err(R(CDT))
err(F) = R (CDT) theorique (A-15)

avec R(CDT)theorique = 0,0450045 le rapport isotopique
théorique de la CDT; et R’(CDT) le rapport isotopique
expérimental de la CDT corrigé de l'effet QSA.

Le rapport R,y des intensités en soufre 34 et en soufre
32 corrigé a la fois de I'effet QSA et du fractionnement iso-
topique instrumental est alors déterminé par la formule :

R/

Rcorr = F (A16)
err(Reorr) = Reore X/ ((err(R')/R')? + (err(F)/F)?)
(A.17)

Par conséquent, le fractionnement isotopique delta 34S
corrigé a la fois du QSA et du fractionnement instrumen-
tal est obtenu par la formule :

34 (Reorr — R (CDT) theorique)
= A.l
075 (corr) R (CDT) theorique (A.18)
err (Rl)
034Scorr) =1 — Al
err (934Scor) = 1000 x R (CDT) théorique (A-19)

Finalement, chaque point des graphes présentés dans cet
article correspond a une unique analyse. Les barres d’er-
reurs associées matérialisent l’erreur finale réalisée sur le
fractionnement isotopique corrigé a la fois de leffet QSA
et du fractionnement instrumental, §34S(corr).
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