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INTRODUCTION

Les batiments, les monuments, les ouvrages d’arit.paur vocation de durer dans le temps.
Au fil des années, ils sont exposés au vieillissgmaeaturel di a la pollution
environnementale, au gel, au vent, a la pluie...rigisont également soumis aux attaques
biologiques. Les micro-organismes ont la capaciésd développer sur la surface des
matériaux de construction, organiques ou inorgasgl’impact microbien sur ces matériaux
a une influence non négligeable sur leur durabditéeurs propriétés, allant de I'altération de
laspect esthétigue jusqu’a la diminution de lewrré® de vie: on parle alors de

« biodétérioration ».

Selon la définition donnée par Eggins et Oxley @d@ mot détérioration implique la perte
de la valeur économique, et présente donc un emeagilutdt négatif. Le colt de la
biodétérioration des matériaux de constructiondiffitile a estimer (RILEM, 2003). Cela
inclut aussi bien le colt économique des opératiltneettoyage, de peinture et de réfection
gue du codt culturel causé par la détérioratiopalimoine historique. Dans certains cas, on
trouve aussi le terme « biodégradation ». Biologigant, c’est exactement le méme
processus que la biodétérioration, mais la biodkgian présente un caractere plutdt positif

dans le sens ou le résultat est souhaité.

La biodétérioration chimique est causée soit par r@cro-organismes eux-mémes avec
I'utilisation directe du matériau comme source dé&iments, soit de maniére indirecte via la
production de métabolites acides par ces mémeso+oiganismes. La biodétérioration

physique est due a la pression exercée sur le imatpendant la croissance des micro-
organismes. Enfin, la biodétérioration esthétiqgésulte du développement des micro-
organismes qui est visible a I'eeil nu. Parmi legrovorganismes concernés, on trouve les

algues, cyanobactéries, champignons, et bien slaetéries.

Actuellement, des solutions existent pour luttente® la biodétérioration, elles mettent en
ceuvre des meéthodes chimiques (dont l'utilisationbiecides), physique, mécanique ou

encore biologique. Ces mesures, préventives odivesacoltent des millions d’euros par an.
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Ces codts ne prennent pas en compte les recheetHesdéveloppement de programmes
entrepris a travers le monde, qui visent a dévelppes matériaux résistants et des biocides
moins agressifs vis-a-vis de I'environnement (RILEM0O3). Parmi ces nouveaux matériaux

nous pouvons citer le ciment photocatalytique, setoke TiQ.

Les mécanismes intervenant dans la biodétériorai@oront pas encore totalement élucidés,
pour lutter efficacement contre la biodétériorateinprévenir le développement des micro-
organismes, il est nécessaire d’avoir une meilleorapréhension de ces mécanismes. Pour
cela, nous devons avoir a notre disposition uniegsanous permette de reproduire a
I'échelle du laboratoire (quelques mois) des effatsches de ceux que I'on observe en
environnement naturel aprés plusieurs années. i@'qudrt, 'étude de la biodétérioration
nécessite une approche pluridisciplinaire, meteanjeu des compétences complémentaires
dans le domaine du Geénie Civil, de la biologie eetadmicrobiologie, et de la physico-chimie
des matériaux. C’est dans ce contexte que s'ineetie étude sur la biodétérioration d’'une

matrice cimentaire par des champignons.

Les écoles des Mines se sont regroupées pour farmeéseau : le GEM (Groupement des
Ecoles des mines). Le GEM permet d'unir des cosaaises et des moyens techniques, et
ainsi de rassembler les équipes de recherche afit gl® I'étude de thématiques
pluridisciplinaires. Au total, ce sont 43 laboraési de recherche qui sont concernés.

Ce travalil a été réalisé au sein du GEM « Matér@ixonstruction», dans le cadre du projet
sur la « Biodétérioration d’une matrice cimentgieg des champignons ». Ce projet comporte
un axe Physico-chimie, qui fait I'objet d'une cditaation entre le département Génie Civil
de I'Ecole des Mines Douali, et le centre Scien@ssRtrocessus Industriels et Naturels (SPIN)
— département Poudres et Matériaux Multi-ComposdRig&IMC) de I'Ecole Nationale
Supérieure des Mines de Saint-Etienne. L’étudesgiti s'inscrit dans ce premier axe. Le
projet est également composé d’'un axe Matériauxadiéoe, qui est suivi par les Ecoles des

Mines de Paris et Ales.

Le but de notre étude est la mise au point d'uaiesscéléré de laboratoire, afin d’étudier la
biodétérioration d’'une matrice cimentaire par desngpignons. A travers cette mise au point
nous visons a optimiser le vieillissement accétkrda matrice et le développement fongique.
L’objectif final est d’obtenir avec cet essai uneilleure compréhension des mécanismes qui

interviennent dans la biodétérioration d’'une matiganentaire par des champignons, afin de

2
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mieux lutter contre les dommages engendrés en@etprévenir le développement de micro-

organismes.

La premiéere partie de ce mémoire est dédiée adichibliographique a travers 3 chapitres,
respectivement sur la biodétérioration, les miaigaaismes de I'étude, et la présentation de
la matrice cimentaire.

La deuxieme partie traite de l'aspect expérimedtll’étude. Le chapitre IV présente le
matériel utilisé et les méthodes employées. Nopiegentons la mise en culture des souches,
la préparation et le vieillissement accéléré deddrice cimentaire, les techniques d’analyses
et de caractérisation, et la description du tesbiddétérioration. Dans les chapitres V, VI,
VII, nous exposons et discutons les résultats exgétaux.

Enfin, nous concluons ce mémoire dans une dermiarie ; Les principaux résultats sont

rappelés ainsi que les suites et les perspectidesger a ce travail sont abordeées.
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CHAPITRE I :
LA BIODETERIORATION DES MATERIAUX :

ETAT DES LIEUX

Nous nous proposons dans cette premiere partie reesed un état des lieux sur la
biodétérioration des matériaux de construction énéganl, et plus particulierement des
matériaux cimentaires. Nous nous intéresseronsitenasux micro-organismes de I'étude, a
travers la présentation des champignons microsaepjgdes souches sélectionnées, et des
différentes méthodes de quantification de la biG@a®ngique. Enfin, nous aborderons un

aspect plus physico-chimique en décrivant les tanatiques des matrices cimentaires.

De nombreux matériaux de construction sont sujetk &olonisation par les micro-
organismes. Cette colonisation est responsable hdegements dans la couleur, et les
propriétés chimiques ou physiques du matériau. Bdaudin des années 60, ces changements
ont été regroupés sous les termes de « biodégradatet « biodétérioration » (Guillitte,
1995) selon les auteurs. Afin d’éviter les confasicet par soucis de clarté pour la suite, nous

entamons ce chapitre par quelques définitions.

1. Biodétérioration ou biodégradation ?

H. J. Hueck définit dés 1965 la biodétérioratiomare étant «out changement indésirable
dans les propriétés d'un matériau causé par ldtdivvitale d'organismes. La
biodégradation est généralement associéd’ exploitation, par 'homme, des capacités de
décomposition d’organismes pour rendre un déches pitile ou plus acceptable (Hueck,
1965 ; Allsopp et al, 2003). Eggins et Oxley (198tent d’approfondir ces définitions.
Selon les auteurs, la biodétérioration est vue ceramprocessus qui diminue la valeur et la
biodégradation comme un qui l'accroit, mais les xdaont identiques en principe, la

distinction étant basée uniquement sur les besbusains. Conventionnellement, la

" Biomasse : masse totale (quantité de matiére)utes les espéces vivantes présentes en un milieéd

4
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biodétérioration se réfere aux dommages causémateriaux, constructions, et processus de
valeur relativement élevée tandis que la biodégiauae réfere seulement aux matériaux et
se distingue par le traitement biologique prin@pa¢nt parce qu'elle s’applique aux
matériaux de valeur basse ou méme négative.

Urzi (2006) définit la biodégradation comme unengfarmation irréversible causée par des
organismes de tout type de matériaux (organiqgumanganique) en environnement naturel.
La biodétérioration est qualifiée de transformatiwaversible causée par des organismes de
tout type de matériaux (organique et inorganiqud) grésentent une valeur économique,
historique ou artistique.

Selon la norme I1SO 846 : 1997, sur I'évaluationl’detion des micro-organismes sur les
plastiques, la biodétérioration est définie commamtda «variation des propriétés chimiques
ou physiques d’'un matériau provoquée par I'acticumdmicro-organisme». Cette définition
semble néanmoins un peu restrictive dans le senkessehangements relatifs a I'aspect
esthétique ne sont pas abordés. En ce qui contzeledégradation, le terme fait I'objet de
discussions au sein du comité technique.

Il apparait a travers ces définitions que les terrmbéiodétérioration » et « biodégradation »
ne peuvent étre employés pour décrire le méme phéme. Ce travail fait I'objet d’une étude
sur la biodétérioration, et nous retenons la débimi suivante : « changement indésirable
engendré par l'activité d’organismes vivants, desppétés (esthétique, chimique, physique)
d’'un matériau (organique ou inorganique) présentaet valeur économique, historique ou

artistique.

2. Les facteurs influencant la biodétérioration

La composition du matériau utilisé et son état denservation, les conditions
environnementales et climatiques favorables (teaipgr, humidité, pluie, exposition au
soleil, polluants organiques et inorganiques) patiaéer de bonnes conditions, parfois
méme optimales, pour le développement des orgarissoe la surface (détérioration
esthétique), et/ou jusqu’a des couches plus pre®ridétérioration physique/mécanique et
chimique) (Urzi et al., 2000). L'estimation de lantribution biologique dans la détérioration
des pierres commence par la description du typpielee/batiment, y compris la présence

d’eau (par exemple, humidité qui monte du sol, adksfal’écoulement de I'eau, humidité de
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condensation), et des nutriments (par exemple, ogagorganiques ou inorganiques issus de

sources naturelles ou anthropogéniquéa/arscheid et Braams, 2000).

2.1.Bioréceptivité
En 1995, Guillitte définit le concept de la biorptieité comme d’aptitude d’'un matériau a
étre colonisé par un ou plusieurs groupes d’orgar@s vivants sans nécessairement induire
une biodétérioratior». La bioréceptivité peut aussi étre définie combeasemble des
propriétés du matériau qui contribuent & l'instédia, I'accrochage, et le développement de la
faune et/ou de la flore. La bioréceptivité déperwhald des propriétés intrinseques de la

matrice, telles que sa composition, la porosit@elanéabilité, ou encore la rugosité.

2.1.1. Influence de la composition de la matrice

La surface de la matrice est utilisée comme suppaut la croissance, mais aussi comme
source de nutriments par les micro-organismes. da@asition minérale ou organique, de
méme que son pH, ont une influence sur le type dmororganismes et les espéces

sélectionnées (Dubosc, 2000).

2.1.2. La porosité

La porosité du support influence I'absorption etdgention par le matériau d’eau apres les
intempéries ou une humidification quelconque (Debd000). Des valeurs de porosité
elevées (environ 14% vol) permettent une pénétraga profondeur de l'humidité a
lintérieur du matériau, préparant la voie pour weatamination microbienngusqu’a 3-5
cm. Les matériaux possédant de larges pores fawmbrisne contamination microbienne
temporaire, a cause de leur faible rétention d’'déas matériaux a petits pores, avec des
temps de rétention deau plus longs, offrent desditimns plus favorables pour la
colonisation par les micro-organismes (Warscheial.et1989a, 1993). La plupart des micro-
organismes peuvent se développer a des humiditgves (HR) comprises entre 60 et 98%.

" Anthropogénique : lié aux activités humaines.
" Microbe : vient du greenikros=petit, etbiossvie. Ce mot désigne tous les micro-organismesleisi au
microscope comme les bactéries, les champignonglumi petit encore comme les virus. Dans le langage

familier, se dit de tout micro-organisme pathogéne.
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2.1.3. Larugosité

Elle influence l'accrochage des cellules apportpes le vent, surtout celles qui sont
véhiculées par un écoulement sur un mur. D’autre f@bullage de surface peut créer des

zones de rétention d’eau favorables aux alguesd&yt2000).

2.2.Les conditions environnementales

Les conditions environnementales, telles que l&, \larpluie, la neige, I'exposition au soleil,
la pollution, ... jouent un double rdle dans la bid@ration. D’une part, elles contribuent au
vieillissement naturel du matériau (Warscheid eadBns, 2000), et modifient donc sa
bioréceptivité. D’autre part, elles ont une influerdirecte sur le développement des micro-
organismes créant selon les cas un environnemeqticer ou néfaste a la colonisation
microbienne. Ces dernieres années, les activitbaings et industrielles ont modifié la
composition de l'atmospheéere, créant un environnémans agressif, qui accélere la
détérioration des matériaux. Le dioxyde de souftd’e@n des composés gazeux majeurs des
atmospheres polluées en environnement urbain. Coliaxyation du dioxyde de soufre
conduit a la formation d’acide sulfurique, il y aeuforte corrélation entre la sulfatation des
roches calcaires et les concentrations en. $(attaque des roches calcaires par l'acide
sulfurique conduit a la formation de gypse. Pendamtistallisation du gypse, les particules
organiques des polluants, les particules carbore@mussiere, le pollen, etc. s‘accumulent a
la surface des batiments et sont piégés dans lacmatinérale. Cela aboutit a la formation
d’'une cro(te dure, de couleur grise a noire (Samedez, 1993). Manifestement, cette crodte
enrichit le substrat et les composeés anthropogésigeuvent influencer, de fagon importante,
la colonisation et le modeéle de croissance desoagpganismes sur les pierres situées dans un
environnement pollué en comparaison a la croissdasemicro-organismes sur un mateériau
similaire en environnement rural (Saiz-Jimenez,7)99

Par opposition, une faible exposition a la lumiéééavorise le développement d’organismes

photosynthétiques, c'est-a-dire qui ont besoirudedre pour produire leur énergie.
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3. Les mécanismes de la biodétérioration

Dans I'environnement naturel, il est difficile, @ n’est impossible de séparer I'influence
biologique de l'impact physique et/ou chimique. M&n se basant sur les connaissances
actuelles sur la biodétérioration des pierres, npoigvons éliminer I'approche purement
abiotique dans 'analyse et I'évaluation de la détérioratiless pierres (Warscheid et Braams,
2000). Les effets néfastes du développement desoibiganismes sur les matériaux de
construction s’échelonnent de l'altération de l&dp esthétigue aux changements des
caractéristiques physiques et/ou chimiques (Plaafhkees dommages principaux dérivés de
I'activité métabolique des organismes sont assaigsmeécanismes physiques, chimiques et
esthétiques, tandis que lintensité des dommagesdiesctement corrélée aux types et
dimensions de l'organisme impliqué, au type de nwiéet a son état de conservation, aux
conditions environnementales, a I'exposition, aaetgt niveau de la pollution atmosphérique
(Tiano, 2001).

3.1.La biodétérioration esthétique

Le développement de micro-organismes a la surfae rdatériaux est responsable de

changements dans l'aspect esthétique, diminuanérgiément sa valeur économique

(Planche 1). Néanmoins, dans certains cas ce gipaitent est souhaité et encouragé. Cela
peut donner du charme a certaines batisses erumilial ou harmoniser un mur colonisé en

d’autres endroits (Dubosc, 2000). On peut appligpeur favoriser les développements

biologiques, un lavage avec du fumier de vachededu. Des traitements plus élaborés sont
également mis au point. lls sont a base de nuttsnende cellules congelées et séchées
(Jones, 1987).

3.2.La biodétérioration chimique

L’action chimique est imputable a la production digers métabolites, qui agissent par
assimilation ou dissimilation. Lors des processassimilation, les constituants du matériau

sont utilisés comme nutriments aprés avoir étéitegar diverses enzymes extracellulaires

" Abiotique : qualifie un milieu oul la vie n’exispas, ou dans lequel la vie est impossible.
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qui facilitent la pénétration des hyphekans le matériau (Boissier, 2003). Les processus d
dissimilation sont liés a la production d’acideganmiques et de pigments. Les acides
organiques sont capables de réagir avec le substraiissolution des cations ou par chélation
des ions métalliques. Le dioxyde de carbone progait tous les organismes aérobies,
notamment les moisissures lors de la respiratmue ggalement un réle dans la dégradation
des supports. En effet, a partir d’'un certain tdihumidité, ce gaz peut se transformer en
acide carbonique, capable de dissoudre le calcitine enagnésium pour former des
bicarbonates de calcium et de magnésium hydrosdufBoissier, 2003 ; Warscheid et
Braams, 2000 ; Sand, 1997). Outre I'action direlgeces acides, leur production favorise la
croissance d'espéeces fongiques acidophiles quirpoupoursuivre la dégradation du support
(Sand, 1997 ; Garg et al., 1995 ; Singh, 1994).

3.3.La biodétérioration physique

Il s’agit de la pression exercée par les micro-oigaes sur le matériau pendant sa
croissance. Ce sera le cas des hyphes pour lepmrams, ou des racines pour des systemes
plus complexes comme les mousses et les lichenssWad et Braams, 2000 ; Sand, 1997).
Les champignons peuvent étre responsables dellagmait de I'exfoliation de la surface, ils

peuvent engendrer également des Iésions commeiteqoateres (Urzi et al., 2000Db).

4. Les organismes impliqués dans la biodétérioratio n

L’étude de la communauté microbienne est généralergéalisée en utilisant les méthodes de
culture traditionnelles, ce qui favorise I'identdition des souches a croissance rapide, mais
tend a sous-estimer la part de souches a croispiugkente. Actuellement moins de 10% des
micro-organismes ont été découverts dans des éeosys individuels, et ces méthodes de
culture sont partiellement inadéquates pour I'étddela composition de la communauté
microbienne naturelle. Il est reconnu que probabl@nplus de 90% des micro-organismes
présents dans les biens culturels ne sont pas deteuCeci a une importance majeure, étant
donné que la plupart des travaux de restauratidisemt les biocides conventionnels qui ne

conviennent probablement pas aux communautés necnods complexes et inconnues qui se

" Hyphes : vient du greleyphe= tissu, filaments longs, fins et ramifiés & stoue cellulaire qui constituent les

mycetes.
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développent sur et sous les surfaces (Saiz-Jim@®€X)). D’autre part, il faut également
souligner que la présence d'un organisme sur unémaat détérioré n’'implique pas

nécessairement qu'’il en est la cause (Saiz-Jiméd®&z, ; De Leo et Urzi, 2006).

4.1.Les macro-organismes

Les oiseaux, en particulier les pigeons, causemen@rquables dégats sur le plan esthétique
et de la détérioration chimique par I'intermédiaite guana Il y a également une multitude
d’autres organismes vivants qui vivent sur et @tdliieur de la texture minérale, tels que les
araignées, moustiques.... (Urzi et al., 2000). Nausvpns également citer les plantes, les
mousses et lichens responsables entre autres d@iégoration esthétique, mais aussi d’'une
importante détérioration chimique et physique. liekens provoquent aussi bien une
détérioration physique que chimique ; les métab®ldcides solubilisent et désintégrent le
substrat (Nimis et al., 1992).

4.2.Les micro-organismes

Généralement, tous les types de micro-organismdsactéries, cyanobactéries, algues,
champignons — sont capables d’attaquer et de déglesl matériaux (Sand, 1997). Plusieurs
groupes microbiens coexistent en méme temps, sar@me matériau. Toute biodétérioration
qui se produit est probablement le résultat d’axtgons microbiennes complexes (Warscheid
et Braams, 2000).

4.2.1. La succession biologique

Les micro-organismes sont sélectionnés naturellensefon le pH et les nutriments
disponibles. Le développement des premiers coltmissa modifie les parametres physico-
chimiques de la surface, rendant possible la ce&tinin par de nouvelles espéces, les seconds
colonisateurs, et ainsi de suite, on parle alorsuwtEession biologique. La colonisation du
béton est un excellent exemple de succession ninod, comme lillustre Roberts et al..
(2002) dans leurs travaux sur la biodétérioraties tlyaux d'égouts : dés que le pH de
surface est réduit &B, et avec suffisamment de nutriments, d’humiditédexygene,

certaines especes de bactéries comuaidithiobacillus sppeuvent s’accrocher a la surface

" Guano : nom donné aux excréments des oiseaus ehdeves-souris.
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du béton et se reproduire. lls identifierent 5 espedeAcidithiobacillusse développant pour
une gamme de pH allant de 10 a 0,5. Donc, selocdextéristiques physico-chimiques, une
ou deux espéces se développent au détriment dess.a@n parle alors de succession
biologique (Figure 1). Les bactéries sont génératentes premiers colonisateurs, car elles
peuvent se développer sur tout type de supponreies gammes de pH étendues (Dubosc,
2000).

A Mass of Concrete
B L5
=i "
- ’.
& il enne "ae I}H 5':"'-\..
[ .J'-‘. TEEREE =y S
E stage 1 “a, " ASOM
L biotic —ta 3
U -rt . .
by ) & NSOM b X
5 reduction Vs “t ' Stage 3
= A . T Active
E Stage Pl Concrete
= Biological Succession X "%.- Deterioration
{3 and I’H reduction 3 " TT sEEEEE .
o i
=

Time ]

Figure 1 : Evolution théorique des propriétés biolgiques et physiques du béton en fonction du temps
d’exposition — NSOM: Neutrophilic sulfur-oxidizing micro-organisms ; ASOM: Acidophilic sulfur-
oxidizing micro-organisms (Selon Roberts et al., ZI2)

4.2.2. Le biofilm

Les micro-organismes vivant sur des substrats amgges forment des communautés plus
ou moins complexes structurées en biofilm, ou @msteicrobien. Les biofilms microbiens

sont des assemblages de cellules microbiennestefesasians une matrice complexe de
substances polymériques complexes (EPS). EndaiEPS représentent le ciment qui permet
le développement microbien et assure son adhési®ulastrat, protegent les cellules de la
déshydratation, et représentent un accumulatewad®one organique. Elles jouent un role
important dans la formation du biofilm. Les biofdrmicrobiens se développent pratiquement
sur tous les substrats inorganiques, altérant laleao originale et l'aspect par le

développement d’'une population avec des pigmemiésyaen piégeant la poussiére, la suie et
la matiére particulaire dans les EPS. Généralenepillution environnementale représente
une source de nutriments, augmentant considérahtdmeroissance du biofilm microbien et

ainsi le processus de détérioration (Tomaselli2200
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4.2.3. Les bactéries

Ce sont des organismes unicellulaires procaryateules sans noyau véritable). Elles
peuvent étre autotrophes ou hétérotrophes. Un imimgan autotrophe est capable de
synthétiser lui-méme les matiéres organiques gquiol®posent a partir de I'oxydation de
composés minéraux. En revanche, un organisme héténe utilise des molécules
organiques préformées, réduites, comme sourcesadmre. Il existe une telle variété
d’especes que I'on considere que tout support lggatoirement colonisé par des bactéries
(Dubosc, 2000). Elles sont capables (i) de sealigrparticules cristallines et d’étre ainsi plus
persistantes a la surface de la roche et dansdéauéporeux, (ii) de solubiliser Ca&Xia la
production de métabolites acides et/ou a travenedapiration et le rejet de GQO(iii) de
précipiter les carbonates, oxalates ou autres auméet de contribuer ainsi a la formation de
croltes (Urzet al, 2000).

Les bactéries sont largement impliquées dans hadton du biofilm sur les pierres et sont
responsables de changements considérables danmojesétés physico-chimiques de la
structure minérale (Warscheid et al., 1991 ; 19%)es utilisent une large variété de
nutriments, et sont, de ce fait, capables de sdotte la microflore par la cassure de
composés faiblement dégradables, comme les hydnoes aliphatiques et aromatiques et
contribuent a la stabilisation de la microflore kg pierres (Warscheid et al., 1991 ; Ortega-
Calvo et Saiz-Jimenez, 1996 ; Zanardini et al. 2000

La colonisation des matériaux par les bactérie®-gdydantes, ou nitrifiantes dépend de la
présence de composés réduits soufrés et azotéS, (H, SG, NH;, NO,). La
biodétérioration par les bactéries sulfo-oxydanfesdithiobacillus sp. a été décrite en
premier en France et au Cambodge (Pochon e©98l0, 1Pochon et Jaton, 1967, 1968 ; Jaton,
1973). Dans une série d’'étude, Parker et son écugidirent que la présence de Thiobacilli
acidophiles est corrélée a la dégradation du bétoisolantAcidithiobacillus concretivorus
(renommeéeAcidithiobacillus thiooxidans et Acidithiobacillus sp., de tuyaux d’égouts
corrodés (Gu, 1998). Des études montrent que @ebdoioration des pierres par les bactéries
nitrifiantes en chambre de simulation se produitea taux 8 fois supérieurs comparé a un

processus d’altération purement chimique (Warsceeifamms, 2000).

4.2.4. Les champignons

Les champignons sont des organismes eucaryotdslésehd noyau). lls sont dépourvus de

chlorophylle et donc incapables de photosynthédsesont hétérotrophes vis-a-vis du carbone,
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c’est-a-dire gu’ils ont besoin d’'une source exiémede carbone (Dubosc, 2000 ; Kumar et
Kumar, 1999). Les déchets issus d'algues et dehast(ou les cellules mortes de ces micro-
organismes), les feuilles mortes, et les fientessdaux constituent une source de carbone
(Kumar et Kumar, 1999). Les champignons peuver ébnsidérés comme les organismes
associés a la biodétérioration des matériaux oggasi et inorganiques les mieux armés (De
Leo et Urzi, 2006). lls sont omniprésents et agatune grande variété de substrats, tels que
le textile, le cuir, le papier, les pierres, le die plastique, la peinture, les matériaux de
construction etc. (Khandelwal, 2001). lls sont ¢tdes de pénétrer a l'intérieur du matériau
par la croissance des hyphes et par une activiteosiee, due a I'excrétion d’acides
organiques ou a I'oxydation de composés de la omatlieur activité de détérioration inclut la
décoloration de la surface des matériaux, par té&ian de mélanine par les champignons
Dematiceous(Warscheid et Braams, 200Q)a biodétérioration par les champignons est

détaillée dans le chapitre suivant.

4.2.5. Les algues et les cyanobactéries

Les algues sont des organismes eucaryotes (cellalemoyau) autotrophes Les
cyanobactéries, également appelées algues bleueyamophycées, sont des organismes
procaryotes, autotrophes. Elles possédent de taagtiyllea et d'autres pigments, d'ou leur
couleur qui peut varier beaucoup, mais qui estrarcipe bleu, ce qui explique leur nom.
Elles utilisent également la photosynthese commecsad’énergie (Prescott et al., 2003s
principales conditions pour le développement adgait : I'humidité, la chaleur, la lumiére et
des nutriments inorganiques (Kumar et Kumar, 1999).

On pensait que les micro-organismes phototropmésvaient pas d'effets directs sur la
détérioration des pierres, excepté d’un point deesthétique due a leurs pigments (Pietrini et
al., 1985 ; Urzi et al., 1992). Certains auteumsepa méme de film protecteur a la surface de
la pierre, sous certaines conditions climatiqueg. (environnement tropical), qui régule
’humidité et la température (Wendler et Prasaytd®99 ; Warscheid et Braams, 2000).
Néanmoins, d’autres études ont souligné I'impomrtades organismes phototrophes dans la
détérioration physique et chimique des pierrescigf@ment lorsqu’ils sont alimentés par la

" Autotrophe : désigne un organisme capable de égisén par lui-méme les matiéres organiques qui le
composent a partir d’éléments minéraux.

" Phototrophe : désigne un organisme qui utilider@ére comme source d’énergie.
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pollution anthropogénique sous climats modérés. esessus de biodétérioration sont
caractérisés entre autres par (i) I'excrétion dlasiorganiques corrosifs particulierement sur
le marbre et les roches calcaires (Arino et al97)9(ii) I'assimilation et 'accumulation de
soufre et de calcium dans leurs cellules (OrtegaeCat al., 1994). L'accumulation de
biomasse photosynthétique constitue une base ertelde nutriments organique pour la
microflore hétérotrophe suivante et leur activie lodétérioration (Caneva et salvadori,
1989). Cependant leur présence sur la surfaceieespn’implique pas forcement une action
destructive. Le développement de la flore algaleeol® sur la surface de monuments situés
en Asie, en Europe et en Amérique n’'est en géndgrake influencé par la composition
chimique du substrat. La colonisation et la craissasont plutét influencées par le climat et
les conditions environnementales. Les especeslisscpmmunes appartiennent aux genres
des (i) cyanobactéries filamenteuse®hormidium, Microcoleuset (i) des algues:
Klebsormidium, TentepohliaDes formes unicellulaires, par exemple les cyant#ies
Gloeocapsaet Chroococcus et les algueChlorella et Chlorococcum,sont également
observées (Ortega-Calvo et al., 1995, Gaylardeagta®le, 2005).

Planche 1 (ci-aprés) : Exemples de biodétérioratiode matériaux en environnement naturel. (a) Détaitle
la statue de I'Ange présente au musée de Messineeavune pigmentation noire due a la colonisation
fongique (De Leo, 2005), (b) Tuyau d'égout détériér suite a I'activité bactérienne, (c) et (d) détaid’'une
corniche présente au musée de Ravello, le développent d’algues est responsable de la coloration vert
(e) crypte de la Villa Ruffolo (Ravello) avec un déeloppement microbien important, (f) et (g) détaild'une

corniche de la cathédrale d’Amiens, avec le dévelppment de mousses, lichens et plantes.
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5. Les technigues d’analyse et de caractérisation

Comment étudier les micro-organismes responsalkelés biodétérioration ? On va distinguer
le travail sur site et en laboratoire. Sur sitdailt tout d'abord procéder a une estimation des
caractéristiques de l'altération, puis en faire wescription, dresser une cartographie et
compléter la documentation par des photographiggedA avoir déterminé la meilleure
procédure (destructive ou non) a utiliser, vieétdpe d’échantillonnage avec le prélévement.
Puis en laboratoire, nous pouvons utiliser leshowts microscopiques pour I'observation,
les analyses culturales avec lidentification deslats, et les analyses moléculaires des
populations colonisatrices (Figure 2) (Urzi, 2005).

Différentes techniques optique, chimique, et physigeuvent étre utilisées pour I'étude de
impact microbien sur les matériaux de construttihes techniques optiques les plus
utilisées sont I'observation directe, la microseopptique, la pétrographie de section mince,
la microscopie électronique a balayage (environm¢ahe), la microscopie laser confocale, et
la microscopie a force atomique. Les techniquessipigs les plus communes sont
'assimilation d’'eau, la porosimétrie, la thermogmaétrie, les analyses thermiques
différentielles, les mesures de perte de masseniRes techniques chimiques importantes,
nous pouvons citer la spectroscopie infrarougeaasformée de Fourier, I'analyse de la
dispersion d’énergie des rayons X, la diffracti@s dayons X, chromatographie échangeuse
d’'ions, chromatographie liquide haute performanspectroscopie d’émission atomique
(Welton et al., 2005).

5.1.Les techniques biologiques

5.1.1. Echantillonnage

L’échantillonnage et le suivi de la croissance dmidue sur les matériaux de construction
doivent étre réalisés en utilisant des techniqueésant non seulement non contaminantes, et
si possible non destructives. Plusieurs méthodesdestructives ont été proposées pour la
mise en évidence directe ou indirecte de la co#bims microbienne. Procédures avec
aiguilles et seringue, empreinte sur agar, meserd’attivité microbienne, détection des

bactéries par fluorescence des anticorps, techaidedioluminescences, et dosage de I'ATP
ont été décrites par plusieurs auteurs (Eckha@it81 May et Lewis, 1988 ; Hirsh et al.,

1995 ; Wollenzien et al., 1995 ; Ranalli et al. 0@ Cependant, malgré leur indéniable

utilité, ces techniques ne donnent aucune infoonasur les relations entre les micro-
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organismes et la surface méme (Urzi et De Leo, R0Q0atilisation de bandes adhésives,
technique empruntée a la mycologie clinique, auétisée pour la premiére fois par Gargani
en 1968 dans le domaine du patrimoine culturel poattre en évidence la croissance de
champignons sur des fresques apreés les inondateo©866 a Florence (Gargani, 1968 ; Urzi
et De Leo, 2001 ; Welton et al., 2005). Les barat#gsives sont appliquées délicatement sur
la surface de la pierre et sont placées immédiatesie une lame de microscope stérile et
sont conservées dans une boite jusqu’au laborat@sebandes sont ensuite coupées en petits
morceaux pour I'observation au microscope et I'gealculturale. L'utilisation de bandes
adhésives est une technique simple qui offre plusiavantages : (i) elle est non destructive
et peut étre utilisée pour suivre la colonisatiaorabienne sur une période donnée, (ii) c’'est
une méthode peu chére qui ne requiert aucun instruxcepté un microscope, (iii) elle
montre les relations existantes entre la surfateseanicro-organismes colonisateurs (étape de
croissance), diffusion des micro-organismes adtieur de la matrice, (iv) cette méthode met
en évidence les relations qui existent entre lesngconautés microbienne (par exemple micro-
organismes dominants), (v) cette technique perrd¢ntification de micro-organismes
isolés. Parmi les méthodes destructives, nous pmueiter |'utilisation du scalpel pour gratter

et prélever un échantillon de la surface du mai@aonisé (Urzi et De Leo, 2001).

5.1.2. Méthodes de cultures

Les méthodes de culture ont pour but de quantifigsoler et de réaliser une caractérisation
taxonomique, biochimique, et physiologique des ammganismes présents. L'identification
est basée sur la macro-morphologie des coloniessgusont développées sur différents
milieux de culture, et sur la micro-morphologie d#sictures reproductives. Dans certains
cas, des méthodes moléculaires telles que le séageromplet des génes de '’ADNr, offrent
la possibilité d’'identifier et de caractériser @speces qu'il est impossible de reconnaitre par
les procédures morphologiques, biochimiques, etsiplggiques traditionnelles. Ces
meéthodes donnent également des informations qunli@génie des souches (De Leo et Urzi,
2005).
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Figure 2 : Méthodologie schématique pour I'étude narobiologique de la biodétérioration selon les

techniques d’échantillonnage (Urzi, 2005)

5.1.3. Méthodes moléculaires

Actuellement, une approche pour étudier la commiénawicrobienne est l'utilisation de
techniques moléculaires comme la DGGE (Denaturingdi@nt Gel Electrophoresis) et la
SSCP (Single Strand Conformational PolymorphisnojléiRe et al., 1998 ; Pinar et al. 2001 ;
Urzi et al., 2003c). Le but de ces techniques estattactériser la communauté microbienne
totale (micro-organismes cultivables et non culilea) par extraction de I’ADN total et
amplification a I'aide d’amorces universelles d&DNr 16S. L'électrophorése des fragments
amplifiés est réalisée sur gel de polyacrylamidasdan gradient dénaturant en urée et
formamide (DGGE), ou apres digestion d’'un des d@arments d’ADN (SSCP). Dans les
deux cas, les bandes obtenues correspondent &uleeespeéce microbienne. Ces techniques
sont largement utilisées pour la caractérisationlalecommunauté bactérienne sur des
échantillons de pierre prélevés sur différents moents (Rolleke et al., 1998 ; Pinar et al.,
2001). Vaestrate et al. (2001) ont utilisé des wats moléculaires pour déterminer les

communautés microbiennes présentes sur les pardigten de tuyaux d’égouts (Vincke et
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al., 2001). L’empreinte génétique est obtenue paGE de fragments de genes d’ARNr 16s.
lls observerent des changements au niveau des daodenantes en comparant les profils
DGGE des communautés bactériennes présentes sunféce du béton sain et du béton
corrodé. Avec l'utilisation d’outils statistiquet,a été possible de distinguer deux groupes
différents, correspondants a la communauté micnol@ede tuyaux sains et corrodés
respectivement. La caractérisation des communaut&sobiennes a montré que les
séquences de bandes les plus représentatives teréiderplus haut niveau de correspondance
avec les séquences des souches bactéridmdishiobacillus thiooxidansAcidithiobacillus
sp.,Mycobacteriunsp., et différents hétérotrophes appartenantcau®- et )»Proteobacteria
Acidobacteriaet Actinobacteria(Welton et al., 2005).

5.1.4. Détection de biomolécules

Les cellules peuvent étre détectées et quantifis@sanalyse de molécules biologiques
spécifiques, telles que les protéines, les phogptiek, les acides nucléiques, la chlorophylle
ou les enzymes. Les dosages d’enzymes peuvenpétiieulierement utiles, étant donné
gu’ils mesurent les cellules actives plutdét que ptement les cellules qui peuvent se

reproduire pour donner des colonies sur miliewdso{iWelton et al., 2005).

5.1.5. Coloration des cellules

Différentes colorations peuvent étre utilisées peadre les cellules microbiennes visibles au
microscope. Certains colorants fluorescents, tadslqcridine orange et DAPI (4’,6-diamino-
2-phenyllindole) permettent de compter les celldésde distinguer leur forme, sans les
enlever du substrat. D’autres colorants fluorescg@rmettent de différencier les cellules
vivantes ou actives de celles qui sont mortes ouaubives (Welton et al., 2005).

L'utilisation de I'acide périodique et du réactié bcehiff permet la coloration en rouge de
composeés tels que les EPS, le glycogene, 'amitiorgellulose, la chitine, les complexes
protéines-carbohydrates, et les glycolipides. Gettenique a été proposée pour les matériaux
de construction par Warscheid (1990) et a été ansyipliguée avec succes pour estimer
I'étendue de la colonisation microbienne sur/dassmatériaux (Urzi et Albertano, 2001).
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5.2. Analyses physiques et chimiques

5.2.1. Analyse chimique élémentaire par voies physi  ques

Les méthodes physiques couramment utilisées sospdatrométrie d’absorption atomique
(SAA), la spectroscopie d’émission atomique parspla (ICP), et la spectrométrie de
fluorescence X (SFX). Les spectrometres utilisésymartent tous une source lumineuse
(SAA) ou une source dexcitation (ICP et SFX), uronochromateur, un systeme de
comptage et tres souvent un micro-ordinateur pacgguisition et le traitement des données.
Ces méthodes physiques sont des méthodes comparafiv nécessitent des étalonnages
réalisés soit a partir de matériaux étalons de owsitipn connue avec précision, soit a partir
de mélanges synthétiques préparés avec des produgsareté analytique ou bien encore en
utilisant des solutions prétes a I'emploi. Cesagtalservent a I'établissement de courbes
d’étalonnage qui permettent de déterminer la coanaton de I'élément dans le produit a
analyser. Pour les méthodes SAA et ICP, les arab@at réalisées apres mise en solution des
matériaux. Par contre, pour la SFX, les analyseseftectuées directement sur le matériau en
poudre (Witier et al., 1999).

5.2.2. Analyse minéralogique d’'un matériau

Elle a pour objet l'identification et le dosage deféraux constitutifs du matériau. Son
processus est trés différent de celui de I'anatygmique qui ne donne que la composition
élémentaire des matériaux, exprimée en oxydegxadption de quelques cas ou les teneurs
de certaines espéces minérales peuvent étre cadcaliéectement a partir de l'analyse
élémentaire (chlorures alcalins, carbonates ddura)c L'analyse minéralogique utilise les
résultats de plusieurs méthodes instrumentalesaqi utilisées pour caractériser un minéral
par :
- sa structure cristalline (répartition des atomeassdies réseaux géomeétriques), qui
est mise en évidence par la diffractométrie desmay.
- son réseau cristallin, qui peut étre extrait ducspede diffraction de rayons X
obtenu sur I'échantillon (méthode de Debye et Sehngr
- sa teneur dans un mélange, qui peut étre détermitades certains cas par la
diffractométrie quantitative de rayons X, par lestinodes dites de I'étalon interne,

de I'étalon externe et d’addition ; les choix da®s et des étalons peuvent parfois
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poser des problemes dans le cas de composés cantpalisieurs minéraux, ce
qui entraine une erreur relative souvent élevééeswesultats obtenus ;

- sa morphologie (taille et forme des particules)sague ses défauts (dislocation,
joints de grain, etc.) qui peuvent étre observégwalués par microscopie optique
et électronique ;

- sa composition élémentaire approchée, qui peut d&terminée localement par
l'analyse a la sonde électronique (dite sonde dstallay) ou au microscope
électronique a balayage équipé d’'un spectrometseiXa dispersion de longueur
d’onde soit a dispersion d’énergie (EDS) ;

- son comportement thermique (polymorphisme en fonctile la température,
identification et dosage de certaines phases ltingts et surtout amorphes, état de
'eau dans les hydrates), qui peut étre mis eneém€ principalement par analyse
thermogravimétrique (ATG), par analyse thermiquéérkntielle (ATD), par
analyse enthalpique différentielle (AED, DSC) essiypar dilatométrie ;

- les énergies de réaction, d’oxydation et de décaitipn, exprimées en variation
d’enthalpie, qui peuvent étre mesurées par micooicaétrie, par analyse
enthalpique différentielle. Les énergies de liaisontramoléculaires et
interatomiques qui peuvent étre révélées dansieertas par la spectrométrie

d’absorption dans l'infrarouge (Broll, 1996).

5.2.3. Exemples d’application

Nele De Belie et al. (2004) ont travaillé sur I'tys@® de matériaux de construction soumis a la
biodétérioration. lls ont analysé du béton, destimi;, et des pierres. Le but de leur étude
était de déterminer la composition de composésalins formés suite a I'action de micro-
organismes. L'observation au MEB a montré la présede cristaux formés sur des
échantillons de béton suite a linteraction aves @eides organiques produits par des
bactéries. Les analyses DRX ont révélé que cetugricontenaient de I'acétate de calcium,
différents hydrates d’'acétate de calcium, et debdigs de lactate de calcium. Ces analyses
ont également montré que les cristaux de carbodatecalcium formés par I'action
microbiologique déBacillus sphaericugtaient de la vatérite et de la calcite.

Moema Ribas Silva et al. (1995) ont étudié la biédération du béton en combinant
'analyse de plusieurs techniques : ATD-TG, DRXMEB/EDS. Ces techniques ont donné
des informations trés utiles sur les caractéristigiu matériau concernant la biodétérioration.
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Les analyses ATD et DRX ont permis d’identifier ls@mposés amorphes et cristallisés, y
compris les produits issus de la détérioration. dreslyses MEB/EDS ont permis d’observer,
entre autres, la présence de ces composés, lagakiumatériau et également de détecter la

présence de micro-organismes et de caractérisemieyphologie.

6. Les outils actuels de lutte contre la biodétério ration

Lorsque les processus de la biodétérioration somsidérés importants, le développement et
la sélection de traitements résistants aux micgasasmes sont conseillés. D’'un autre cote,
les mesures peuvent étre de trés courte duréeugept méme conduire a une augmentation
de la contamination microbienne et par conséquentadtivité biodétérioratrice (Warscheid
et Krumbein, 1996).

6.1. Nettoyage

Le nettoyage a I'eau des surfaces aide a enlesefllorescences et les sels solubles, mais a
long terme cela conduit a une répartition microbeeplus importante due a l'augmentation
de 'humidité (Warscheid et al., 1988a). Les nedtygs physiques et chimiques peuvent
occasionner une décoloration et de sévéres domnamge®uvrages (Ashurst et Ashurst,
1990).

6.2. Méthodes chimiques

Au Breésil, le colt pour repeindre les batimentst &stimés approximativement a 4% du co(t
total des batiments, et il est nécessaire de rdpeianviron tous les 2 a 5 ans, selon les
caractéristiques du batiment. Les biocides (enqudidr les algicides et les fongicides) sont

généralement incorporés dans les formulations diggyves dans le but d’allonger la période

entre deux opérations de peinture. Les biocidesnuentiaux et les substances actives
antimicrobiennes peuvent étre classées en : alcatlehydes, acides organiques, esters,
phénols et leur dérivés, composés halogénés, méhtauwsubstances organo-métalliques,
oxydants, enzymes, surfaces actives, divers pmdyihthétiques organiques (Allsopp et

Allsopp, 1983).

L'utilisation de biocides a un impact négatif s@nkironnement : ils peuvent étre lessives et

se retrouver dans différents compartiments écolmgig L'objection la plus importante a
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I'utilisation de biocides pour les ouvrages expoada fréequentation humaine est I'impact
écotoxicologique des agents biocides. Les effé¢sgaines et synergiques des biocides sur la
santé humaines ne sont pas totalement compris. €ffess potentiels doivent étre
sérieusement considérés lors de la sélection diaaide et de sa méthode d’application
(Warscheid et Braams, 2000). En ce qui concermeclaerche de traitements moins agressifs
pour I'environnement, Leznicka (1992) a démontedficacité a long terme de I'éthyl ester p-
hydroxybenzoique (PHB, Aseptine A) en combinaisgacades résines de silicones pour
contrbler la biodétérioration causée par les chgnis et les algues (Warscheid et Braams,
2000).

Plus récemment, le projet européen PICADA (Pho#dgi¢ Innovative Covering
Applications for De-pollution Assessment, 2006) wale jour. L'objectif est de développer
une gamme de revétements de facades autonettoygintdépolluants a base de
photocatalyseur, le Ti¥D Ce projet regroupe des centres de recherche, |ld0BSTB, des

industriels des matériaux, de la chimie et du b&mim

6.3. Méthodes physiques

Les traitements par radiation ionisantes et l'ilméidn sous UV ont prouvé leur efficacité
contre la contamination microbienne des pierrepe@dant leur application est limitée aux

objets mobiles et de petites tailles (Warschei@raams, 2000).

7. La biodétérioration étudiée a I'’échelle du labor atoire

De nombreuses études sur la biodétérioration postendes études cas. Les travaux dédiés a
I'étude de la biodétérioration en laboratoire sooins nombreux. De plus, la biodétérioration
est un sujet tellement vaste de par la variéténgdsriaux touchés et la diversité microbienne
concernée, que les tests ont besoin d’étre adaptéptimisés selon le contexte que l'on
souhaite étudier. Nous présentons ici des essaislaberatoire sur l'étude de la
biodétérioration de mortiers ou béton, sur lesguelss nous sommes basés pour développer
notre test accélére. Le tableau 1 reprend les malstéet méthodes de chaque essai, afin

d’avoir une vision générale des points commun®stdifférences entre ces essais.
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7.1.Etude de M. A. Shirakawa sur le développement  d’'une méthode pour
évaluer la bioréceptivité d’un enduit de platre int  érieur a la croissance

fongique (Shirakawa et al., 2003)

Le but de cette étude était de développer et dwlatdiser un essai de laboratoire accéléré
pour détecter la bioréceptivité d’'un mortier inééni au développement fongique. Pour
déterminer les souches fongiques dominantes enitmmranaturelles, un isolement a partir
d’échantillons de mortier prélevés sur 41 batimenété réalisé dans deux villes de I'état de
S&o Paulo au sud-est du Brésil. Le genre le pltreue estCladosporium Différents
mortiers ont été étudiés. Plusieurs paraméetreg@ntestés pour déterminer les facteurs qui
influencent la bioréceptivité fongique : le type ohertier, le degré de carbonatation et les
valeurs de pH du mortier, 'humidité relative. Toles mortiers sauf un ont montré un
développement fongique significatif. Cependantrtassance a lieu a 100% HR. L'interaction

entreCladosporium sphaerospermuwehle mortier a été étudiée par MEB/EDS.

7.2.Etude d’Arnaud Dubosc sur la mise au point d'e  ssais accélérés de
vieillissement pour I'étude du développement de sal issures biologique
sur les parements en béton (Dubosc, 2000 ; Escadeil las et al., 2007)

L'objectif de cette étude était de mettre au poémt,laboratoire, des bancs d’essais simulant
des conditions propices aux développements biolegicsur des supports cimentaires. Dans
le cadre de cette étude, seul I'aspect esthétiqugrdbleme était pris en compte. Des
investigations dans la région toulousaine ont cordila présence majoritaire d’algues dans
les recouvrements visibles de murs salis, et notmrdes especes ubiquistes des classes
cyanophycées et chlorophycées. Pour la mise au pleis essais de vieillissement, une
meéthodologie générale a été appliquée (choix gbgpadion des especes, préparation des
corps d’épreuve, techniques de quantification, )etelusieurs conditions environnementales
ont été testées, conduisant a développer gquategs assmplémentaires variant par le mode
d’humidification du support (remontée capillairepglement, brumisation et maintien dans
différentes hygrométries). Les essais de validateffectués sur différentes formulations de
mortier, ont montré que trois simulations donnerd tesultats positifs en moins de deux mois
et peuvent étre retenus pour des études ultérieDeeplus, ces essais ont montré que si les
algues chlorophycées se développent rapidementdisonditions d’humidité favorables,

les cyanophycées sont plus résistantes aux pérgebes. lIs ont aussi mis en évidence que
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la porosité et la rugosité du matériau sont dedefms de premier ordre pour les
développements biologiques sur support cimentaire.

Ces travaux ont été approfondis par Escadeillasoat équipe (2007). Cela a abouti au
développement de deux tests de croissance algatlesirmortiers. Le premier recrée le
développement de salissures observées a la bassuldg®t liees aux remontées capillaires.
Le second simule les salissures observées sur riée daaute des murs ou pour des
localisations particulieres (rebords de fenétrikempile ponts...) qui sont essentiellement dues

au ruissellement.

7.3.Etude de de Moraes Pinheiro, sur I'altération de la microstructure du
béton par les mécanismes de la biodétérioration (de Moraes Pinheiro et
al., 2003)

Les travaux de de Moraes Pinheiro et al. portent I$mpact du développement du
champignonCladosporium sphaerospermusur des échantillons en béton. L’étude s’inspire
des travaux de Shirakawa (1999) et de Dubosc (2@M@)consiste en I'analyse d’échantillon
de béton soumis a une contamination fongique.

Pour évaluer Iimpact sur la microstructure, leshtégques suivantes ont été utilisées :
MEB/EDS, DRX, ATD-TG, analyses chimiques, et cadcalinéralogiques. Ces techniques
ont permis d’observer des altérations dans la reiawoture d’échantillons inoculés et non
inoculés soumis a l'incubation, telles que la pnésede gypse et un déficit en aluminium et
en fer dans le matériau. La présence de gypse enan# attaque sulfatique. Ces altérations
peuvent cependant étre originaire d’'une contanunabactérienne observée au MEB et
peuvent étre caractérisées morphologiquement. Utre altération observée au MEB est la
solubilisation de certains cristaux de carbonatsalcium, qui indique qu€ladosporium

sphaerosperumrend place dans le processus d’altération.

7.4.Etude de Akira Ohshima sur le développement de champignons et
d’algues sur un mortier (Ohshima et al., 1999)
Cette étude traite de la relation entre la croissate champignons et d’algues et la structure
poreuse du béton. Des échantillons de mortier odtpééparés avec différents rapports
eau/ciment et différentes périodes de séchageédteantillons ont été inoculés par aspersion
de suspension de spores de champignons et d’algues,ont été incubés en conditions
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acceélérees. Les mémes échantillons ont été égalemposés a I'extérieur. Le test fongique

accéléré a consisté a déposer les échantillonsiavaagle de 30° par rapport a la verticale.
Chaque semaine une solution nutritive a été vaderavec la suspension de spores. Les
conditions d’'incubation ont été accélérées paplinprogressif de nutriments, ainsi que par
laugmentation de la température, et de I'humidité. test accéléré avec les algues est
similaire, avec en plus une exposition a la lumigké Les échantillons ont été exposés a
'extérieur pendant 1,5 ans. Les auteurs ont coqci@ dans les conditions accélérées, les
croissances fongique et algale étaient modérées @mve source de nutrition inorganique,

mais I'addition d’une source de nutriments orgaegjla provoqué une croissance rapide.
L’apport de nutriments organiques a donc eu urt effeélérateur. D’autre part, la croissance
des algues a été affectée par I'équilibre hydridaes la structure poreuse. Lorsque I’humidité
relative était la méme, la teneur en eau variddarske réseau poreux. Cet équilibre est corréle
avec la croissance des algues. La croissance d@espainons est également affectée par
I'équilibre hydrique, mais dans une moindre mesHlrerevanche, la croissance fongique est
hautement affectée par le mode de nutrition, carclkeampignons sont hétérotrophes. En ce
qui concerne les échantillons exposés a l'extéri@wcune croissance fongique n’est

observée, mais une croissance algale est congttébima et al., 1999).

7.5.Etude d’'Héléne Barberousse sur la recherche de s facteurs favorisant
limplantation des algues et des cyanobactéries col onisant les

revétements de facade en France (Barberousse, 2006)

Une partie de I'étude était dédiée a I'évaluati@nla résistance a la colonisation par des
micro-organismes d’éprouvettes de matériaux a d’aidun banc d’essai par ruissellement
d’eau. Ce banc d’essai était inspiré de I'essaianipoint par Boulon et repris par Dubosc. Le
systeme consistait en un caisson de verre, dansllétpient installés deux supports inclinés a
45°, Le principe était le suivant : le caissontétampli d’une culture de micro-organismes
qui était pompée et venait ruisseler sur le hastggouvettes. Le ruissellement de la culture
a la surface des matériaux reproduisait le phénenakn colonisation d’'un revétement de
facade : les micro-organismes, transportés pasligign avait la possibilité de s’accrocher et
d’adhérer au revétement en fonction des caradtpres du matériau. Ces essais ont montré
gue des facteurs, tels que la porosité, la rugositee pH de surface des matériaux, influent

sur la colonisation par les micro-organismes.
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7.6.Etude de Clara Urzi et Filomena De Leo sur I'é valuation de l'efficacité de
biocide et de composés hydrofuges contre la colonis ation microbienne
de mortiers (Urzi et al., 2007)

Le but de cette étude est d’évaluer l'efficacitéird’traitement sur un mortier contre la
colonisation microbienne. Les expériences ont ééhédes en laboratoire et également en
conditions naturelles par exposition des échansll@ I'extérieur sur une terrasse. Deux
compositions de mortier, 3 composés hydrofugeskeb@des ont été testés. Les échantillons
de mortiers ont été inoculés soit par une suspend® spores fongiques, soit par une
suspension bactérienne ou par une suspension é&lgti cyanobactéries. Les résultats
obtenus montrent que les mortiers non traités plesgéune importante bioréceptivité. Il a
également été montré que I'application de compbgésofuges seuls n’était pas suffisante
pour prévenir le développement du biofilm sur l&aze. Au contraire, il est apparu évident
gue la combinaison de composés hydrofuges et dede® appligués en méme temps,
pendant 15 mois en condition de laboratoire, cré&kis conditions défavorables au
développement microbien. Des résultats similaines @€ obtenus pour une exposition a
I'extérieur. En effet, les « black fungi » (champigs Dematiceousse sont révélés étre les
principaux colonisateurs des mortiers traités oun mvec I'hydrofuge seul. Ceci peut
s’expliquer par le fait que les champignons peuwsnidévelopper a des humidités moins

élevées que les algues et les bactéries.

7.7.Etude K. F. Nielsen sur l'influence de I'hnumid ité et de la température sur
le développement fongique ainsi que des métabolites secondaires

agissant sur des matériaux de construction (Nielsen et al., 2004)

Ce travail porte sur l'influence de la températetrele I'humidité relative sur la croissance et
le métabolisme de 8 champignons microscopiques-vis- de 21 types de matériaux de
construction différents (matériaux a base de bdisent, gypse, laine de verre, ...). Les
champignons ont été inoculés sous forme déshydsatéles matériaux, et ont été incubés a
5°C, 10°C, 20°C ou 25°C pour 3 valeurs d’humidékative dans une gamme allant de 69% a
90% HR, pendant 4 a 7 mois. Les résultats ont raogtre la limite inférieure pour le
développement fongique sur les matériaux en boenetomposites a base de bois était de
78% HR, a 20-25°C et augmentait a 90% a 5°C. Unmidité relative de 86% était
nécessaire pour avoir un développement fongique ces plagues de platre. Le

développement a été déetecté sur les matériaux mmizpies pour une humidité relative

27



Chapitre | : La biodétérioration des matériauxatites lieux Virginie Wiktor

supérieure a 90%, bien que 95% HR était nécegsainedétecter chimiquement la biomasse.
SeulemenAspergillus Penicillium et Eurotiumse sont développés sur les matériaux inoculés.
La production de métabolites secondaires et de toytws ont diminué avec les valeurs
d’'HR. De plus, les quantités de métabolites ontn&té significatives par rapport a celles
obtenues pour des humidités relatives élevées (X9BYsauf pouiEurotium (Nielsen et al.,
2004).

8. Conclusion

Nous avons vu dans ce chapitre que les micro-osgees ont la capacité de se développer sur
les matériaux de construction, et sont responsaegehangements dans la coloration, et dans
les propriétés chimiques et physiques. Nous rappéto les points essentiels :

» La biodétérioration est influencée par les condgienvironnementales, telles que
le vent, la pluie ou encore lI'exposition a la lumiémais également par la
bioréceptivité : la composition de la matrice, ¢ de surface, la porosité, et la
rugosité.

» Les mécanismes impliqués dans la biodétériorationt si'ordre esthétique
(développement des micro-organismes), chimiqueliqation de la surface
comme source de nutriments, production de métasokicides), et physique
(pression exercée sur le matériau pendant la amissdes micro-organismes).

» Les principaux micro-organismes impliqués dans iadé&térioration sont les
bactéries, les champignons, les algues et les byateries.

» Les techniques d’analyses couramment utilisées pdatude de la
biodétérioration sont empruntées a la microbiologieur l'analyse de la
communauté microbienne (méthodes classiques deoldngie, méthodes
moléculaires, ...), et au domaine des matériaux paucaractérisation de la
matrice (DRX, ATD-TG, porosimétrie ...). Les micropies optique ou
électronique apportent également de précieusesniatmons sur l'interaction

entre les micro-organismes et la matrice.
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Tableau 1 : Synthéese des protocoles utilisés pows essais de laboratoire sur la biodétérioration dematériaux

matériau étudié

stérilisation

Auteurs nature taille échantillon conservation traitement
carbonatation a 80% HR Autoclavage 2h a 110C
Shirakawa et al. mortier 4x4x1lcm démoulage aprés 24h sous 5% CO, puis séchage 72h a 80T
1x1x0,3cm 48h a 22<C et 80% HR durée : 10 a 56 jours et acclimatation 6 jours a 25C
a100% HR
démoulage apres 24h carbonatation alcool ethylique
de Moraes Pinheiro béton 5x5x1cm 15 jours cure humide atmosphere saturée en CO, puis séchage
etal. puis 10 jours en 65% < HR < 70% et acclimatation 6 jours a 25C
laboratoire 25T <T<30C
durée : 120 jours
démoulage apres 24h
ou apres 28 jours
Ohshima et al. mortier 4x4x1lcm oxyde d'éthyléne gazeux
puis conservation a
20C et 60%HR
démoulage apres 24h carbonatation
conservation 24h sous sous 50% CO,
Dubosc mortier 5x5x1cm cellophane 60%<HR<70% non
Escadeillas et al. puis 15 jours a durée : 1 a 3 mois
20C et 50% HR
conservation 48h sous film carbonatation
Barberousse mortier 20x8x1cm puis 26 jours a 23T 5 jours sous eau puis non
et 50% HR et démoulage 5 jours a 23T et 50% HR
immsersion 3 secondes dans
une solution avec biocide seul
Urzi et De Leo mortier 1x1x0,5cm ou hydrofuge seul non
ou hydrofuge + biocide
puis séchage 72h sur papier filtre
matériaux
Nielsen et al. construction 25x15x5cm 3 mois a 65% HR non ionisation rayonnement gamma
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incubation
micro-organismes inoculation TT HR % durée technigues analyses références
suspension de spores 75% microscope optique
champignon concentration 10” spores/ml 25<C 85% 30 jours MEB Shirakawa et al, int. Biodeter. & Biodeg.
Cladosporium sphaerospermum 25 ul 100% MEBE/EDS 2003, 51: 83-92
suspension de spores MEB/EDS
champignon concentration 10* spores/ml 25¢C NC 60 jours DRX de Moraes Pinheiro et al.,
Cladosporium sphaerospermum 250 pl ATD-TG proceeding of conference on microbial impact
calcul minéralogique on building material, Lisbon, 2003
champignon suspension de spores 26C NC 21 jours
Aspergillus niger 29T NC 42 jours Index
Penicilium citrinum de
Cladosporium cladosporioides croissane Ohshima et al., transaction of the japan concrete institute
vol 21, 1999
algue suspension de spores 26C NC 21 jours porosimétrie Hg
Chlorella vulgaris 29C NC 42 jours
Oscillatoria laetevirens
algue microscope optique
Chlorhormidium 21T 80% 60 jours MEBE
Chlorella 25T 95% analyse d'images
culture liquide colorimétrie Dubosc, These de doctorat INSA Toulouse, 2000
cyanobactérie 21T 80% 60 jours dosage chla Escadeillas et al., Materials and Structures,
Chroococcidiopsis 25¢C 95% résistance mécanique 2007, 40: 1061-1071
microscrope confocale
algue MEB
Klebsormidium flaccidum culture liquide 23C 50% MET Barberousse, These de doctorat
Stichococcus bacillaris porosimétrie Hg Muséum National d'Histoires Naturelles, 2006
Chlorella rugosimetrie laser
champignon suspension spores
Aletrnaria alternata concentration 10 cfu/ml Tamb 15 mois
Cladosporium sp. 0,1 ml microscope optique
bactérie suspension cellulaire - 0,1 mi Tamb 15 mois microscope a Urzi and De Leo, Int. Biodeter. & Biodeg.
Microccocus sp. concentration 10 cellules/ml épifluorescence 2007
biofilm prélevé sur site suspension Tamb 15 mois cultures cellulaires
Nostoc sp., Chlorella sp., 0,1 ml
Humicola, Ulocladium, Phoma
Microccocus
16 souches fongiques coton tige roulé a la surface 5C 69% 4 mois microscope otpique
Aspergillus, Penicillium, de la boite de pétri puis a a a GC-MS/MS Nielsen et al., int. Biodeter. & Biodeg.
Chaetomium, Trichoderma inoculation en 20 locations 25¢C 90% 7 mois HPLC-DAD 2004, 54: 325-336
Cladosporium, Stachybotrys sur les échantillons
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CHAPITRE II :
LES MICROMY CETES

Ce chapitre est consacré aux champignons micrageegi les micromycetes, impliqués dans
la biodétérioration. Nous commencerons par quelqgéséralités, puis nous nous

intéresserons plus particulierement aux souchests@inées dans cette étude.

1. Généralités

1.1. Introduction a la taxinomie

Il existe aujourd’hui un nombre considérable d’aigames et la tdche de les nommer et de les
classer s’avére étre complexe. La taxinomie, oense de la classification des étres vivants,
fut établie par Carl Von Linne au XVllle siecle.pitoposait alors un systeme de classification
basé sur les ressemblances et les différences rdagismes dans leur morphologie, leur
fonctionnement, leur habitat et leur reproductidra classification est en continuel
changement. Le classement traditionnel des espestesurtout basé sur la présence (ou
'absence) d’'un caractére morphologique. Le clagsgmepose sur une hiérarchie fixe de
catégories. Au niveau le plus bas de ce system&pame l'espécen laquelle correspond un
type particulier d’organisme vivant ; plusieurs &sgs différentes peuvent constituer un
genre plusieurs genres uriamille, plusieurs famille urordre ; puis vient laclassesuivie de
I’embranchemergt enfin lerégne La classification phylogénétiquest un nouveau systéme
de classification systématique des étres vivantgi(€ 3). Elle pourrait, & plus ou moins long
terme, remplacer la classification traditionnellas®e sur des traits phénotypiques et des
préférences nutritionnelles. Initiée par Carl Woesel990 a partir de données génétiques,
elle montre notamment que les procaryotes pouva&et divisés en deux groupes trop

différents pour pouvoir étre identifiés comme ualse

" Phylogénétique : relatif & I'étude de la formatiirde I'évolution des organismes vivants en viéatlir leur

parenté.
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La premiere hiérarchie est donc composée de tomsathes :
- Archéobactéries
- Eubactéries

- Eucaryotes

Le domaine des Eucaryotes est subdivisé en queajnes :
- les protistes (eucaryote unicellulaire)

les champignons (eucaryote multicellulaire)

les végétaux (eucaryote multicellulaire)

les animaux (eucaryote multicellulaire)

Bacteria Archaea Eukarya

Green
Filamentous Slime
Spirochetes bacteria Entamoebae molds Animals

Fungi

G ram Methanosarcina
positives

Methanobacterium Halophiles

Proteobacteria Plants
i Methanococcus
Cyanobacteria

Ciliates

Planctomyces
Flagellates

Bacteroides

Cytophaga Trichomonads

Microsporidia

Thermotoga
Diplomonads
Aquifex

Figure 3 : Arbre phylogénétique selon la classifidéon proposée par Woese et al. (1990)

On désigne scientifiguement un individu par le gesglrl’'espece auxquels il appartient ; c’est
la nomenclature binomiale. Des deux termes lattilisés, seul le nom du genre prend une

majuscule, mais les deux s’écrivent en italiqueufBonnais, 2005).

1.2.Le regne des Champignons

Le regne des Champignons est divisé en 4 classpaéM) : Chytridiomycota, Zygomycota,

Ascomycota, Basidiomycota. Les champignons son¢rbgbphes, c'est-a-dire qu’ils sont
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incapables d'utiliser I'énergie solaire, et utihselonc de nombreuses molécules carbonées
fabriquées par d’autres étres vivants.

Les chytridiomycétes sont des champignons souveitellulaires et sont probablement
proches des algues.

La plupart des zygomyceétes vivent sur des matieéggtales et animales en décomposition
dans le sol. Quelques uns sont parasites de plahitesectes, d’animaux et de I’'homme.

De nombreuses especes d’ascomycéetes sont famiéiEgonomiquement importantes ; par
exemple les moisissures rouges, brunes et bleuenerdétériorent la nourriture sont des
ascomycetes. Le nom d’ascomyceéte provient de leuctare reproductrice caractéristique,
'asque (du greaskos sac) en forme de massue ou de sac.

Les basidiomycetes sont communément connus sousriele « champignons a chapeau ».
Les deutéromycetes (ou champignons imparfaits)omstituent pas un groupe naturel, mais
un ensemble artificiel regroupant environ 15 00péess (plus du quart des champignons
actuellement connus) ne présentant jamais, ouve€ésptionnellement, de forme sexuée. lIs
se reproduisent uniqguement par voie végétative agemde spores asexuées ou par simple
fragmentation du mycélium. On place ces formes wsex dans les classes auxquelles
appartiennent leur phase sexuée (soit Ascomycatdasidiomycota). lls sont responsables

d’'un grand nombre de maladies des végétaux et mané&Boiron, 2002).
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Figure 4 : Les classes du réegne des Champignons

33



Chapitre 1l : Les micromyceétes Virginie Wiktor

1.3.La diversité des ascomycetes

Nous travaillons dans cette étude avec des espppastenant a la classe Ascomycota. C’est
pourquoi nous présentons les similitudes et Idérdifices de développement rencontrés pour

cette classe uniquement.

1.3.1. Mode de développement

L’'appareil végétatif, qui permet la croissanceestiéveloppement, est composé de filaments
appelés hyphes dont I'ensemble constitue un résieamycélium. Il va a la recherche de ses
aliments, dégrade le support par émission d’enzymesd’acides, en transforme les
composants a l'intérieur de la cellule et rejedte tléchets a I'extérieur, ou les stocke. La
dégradation du substrat peut étre infime ou considé, selon I'adaptation spécifique du
champignon, la durée et les conditions de son dppeiment. Cette activité de dégradation
est la cause de la détérioration des supports.ol@nisation du substrat est réalisée par
extension et ramification des hyphes. L’accroissgnde celles-ci s’effectue par le sommet,
ou apex, ou s'effectue I'essentiel des réactionsym¢hése et dégradation du métabolisme dit
« primaire », indispensable a la construction ded#ule du champignon. Les produits du
meétabolisme « secondaire » non indispensable attibmmement de la cellule, sont plutét
stockés en région subapicale. Les métabolites dages les plus connus sont les pigments,
les antibiotiques, les mycotoxines... (Roqueb&97).

1.3.2. La reproduction

La plupart des micromycetes se multiplient parspEses, d’origine sexuée et/ou asexuée. Ce
sont des cellules au métabolisme réduit, entoudéeparois protectrices épaisses qui les
isolent du milieu ambiant. Elles sont produiteste¥s grand nombre et peuvent survivre
plusieurs mois a plusieurs années. C’est sous foettee que les micromycétes sont dispersés
puis se déposent sur de nouveaux supports. Lorksgieconditions environnementales
deviennent favorables, elles germent comme desagaiet redonne du mycélium qui
reformera, a son tour des spores (Figure 5) (Ratiel®97).

Les spores se forment a partir du mycélium selanpmtecessus plus ou moins différenciés,
mais en tout cas trés variés. Elles peuvent étiifaises groupées en chaines ou en tétes,
portées a la surface du mycélium, ou contenues dkmss enveloppes cellulaires. Le

développement normal d’'une moisissure comprend pivase végétative de croissance, et
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presque simultanément, une phase reproductive as cke laquelle se forment les spores
assurant la dispersion. La germination des sposésad’origine de la phase végétative
(Boissier, 2003). L’identification des moisissunepose principalement sur leur mode de

formation et de groupement du myceélium.

Spore Spore
Germination Formation
\ .‘ /

L Y ® Spores
®

Figure 5 : Cycle de développement des Hyphomycet@Bapres Kubeldis, 2003)

1.3.3. Cas particuliers

1.3.3.1. Les champignons lévuriformes

Les champignons lévuriformes ont la capacité dééselopper selon un mode de croissance
type levure (Figure 6) ou selon la forme mycélie(ifigure 7). Les blastospores représentent
la forme unicellulaire du champignon et se car&é®ét par des cellules ovoides de type
lévuriforme. Ce sont des cellules bourgeonnantedopurgeonnement étant un processus de
division cellulaire permettant de générer ultimetggux blastospores a partir d’une cellule

parentale.

o~6-8-8ig

Figure 6 : Bourgeonnement d'une blastospore (d’apreBarron, 1999)
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Une blastospore produit une nouvelle cellule aipditin site déterminé situé a proximité de

I'un de ses podles (Figure 6).

La forme hyphe (mycélienne) est caractérisée pdorimation d’'un tube microscopique a
partir d’'un site indéterminé situé sur le blastospde terme « tube germinatif » est utilisé
pour décrire cette structure. Au fur et a mesueeltiyphe s’allonge, des septa sont formés et

séparent les unités cellulaires distinctes.

0-C=-Ct==

i
el

J

Figure 7 : Formation d’hyphes chez les champignonigvuriformes (d’aprés Barron, 1999))

De plus, une hyphe peut permettre la formation ldstdspores et/ou d’hyphes secondaires
situées latéralement au tube germinatif principad @roximité des septa. Ainsi, une hyphe

peut émerger a partir d'une blastospore ou d’udhéyréexistante (Figure 7).

1.3.3.2. Les champignons méristématiques

Le développement méristématique est rare chez Hamgignons, mais est frequemment
rencontré chez les lichens (association d’une atgudun champignon), qui sont sujets aux
conditions de sécheresse. Une cellule méristéneaegt une cellule non différenciée qui est

apte a se diviser.

O-O-ODO-O-CD

Figure 8 : Croissance méristématique (d’aprés Wollezien, 1995)
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La croissance méristématique se fait par gonflerdena cellule initiale qui donne naissance
a deux nouvelles cellules, qui peuvent a leur seudiviser (Figure 8). Le développement ne
se fait pas forcément de fagon apicale (en bowhdéne). Les champignons méristématiques
ont la capacité de se réorganiser de facon intemmeemplacant les cellules mourantes ou
mortes par de nouvelles (Gorbushina et al., 2008)sont particulierement adaptés aux
conditions environnementales hostiles car leurssaice ne dépend pas de la quantité d’eau

disponible.

2. Les mécanismes de biodétérioration par les champ  ignons

Le processus de biodétérioration commence desegjobhdmpignon s’installe et colonise la
surface du matériau. Les principaux mécanismesqréLee résumer ainsi :

- Production d’acides. Les acides organiques (teks ltacide oxalique, citrique,
propionique, etc.) conduisent a la dissolution clbonates et a la décohésion des
grains. Ce mode de biodétérioration est documertér pges especes des
hyphomycétes commeBenicillium et Aspergillusmais jamais démontré pour les
« black fungi » (Wollenzien et al., 1995 ; De LadJezi, 2003).

- Dommages esthétiques dues aux pigments fongiqaesc(gierement la meélanine
et les caroténoides) (Sterflinger, 1999 ; Urzil.e800a).

- Croissance intercrystalline. Dans ce cas le chamopigse développe le long des
défauts de la matrice.

- Biopitting. Ce mode de biodétérioration a été déoour les « black fungi », et
plus spécialement pour les champignons méristeaegtigl a été suggéré que la
formation de petits cratéres serait due a la d&tohdles grains déterminée par la
pénétration des hyphes a l'intérieur des pierrésrilfhiger et Krumbein, 1997).

3. Les champignons impliqués dans la biodétériorati on

Parmi les micro-organismes impliqués dans la bérit#ation des matériaux de construction,
les champignons jouent un rdle important : ils $&iruent des bactéries car ils sont
responsables d’'une détérioration esthétique degrimax de construction (crodtes noires,
marron), et des algues et cyanobactéries car leuwgr de détérioration est nettement plus
important, dans la mesure ou ils provoquent unéraéation chimique (métabolites acides),

voire physique (ancrage des hyphes dans la matiday et al. (1993) mentionnent les
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champignons parmi les agents majeurs de la dééoar microbienne des matériaux de
construction. Lezinickat al. (1988) soulignent I'importance particuliere des rap&gnons
dematiceougde couleur foncée) dans la coloration et la détation du patrimoine culturel.

La plupart de ces champignons appartiennent aakseldes ascomycetes. En général, deux
groupes de champignons sont isolés de la surfacpidees :

- le premier groupe inclus les espéeces des gemesarium Penicillium,
Aspergillus Phomaparmi ceux qui ne produisent pas de mélanine. rouvé
€galement ceux qui présentent une pigmentation iondls quAlternaria,
Ulocladium Cladosporium producteurs de meélanine. Sont aussi présents les
champignons lévuriformes comragophiala La plupart de ces champignons sont
ubiquistes et largement répartis (Domsch et al., 1980).dis saractérisés par une
croissance rapide en milieu de culture classique; ane humidité relative élevée
et des conditions nutritives eutrophique@Braams 1992 ; De Leo et al., 1996 ;
Sterflinger, 2000). La présence de ces champigreurs les monuments a
différentes étapes de la détérioration, pour dgso&ions en environnement
extérieur et pour différentes zones climatiqueshest documentée (Hirsch et al.,
1995 ; Urzi et al., 1995 ; Urzi et Realini, 1998 Leo et Urzi, 2003).

- le second groupe inclus les champignons appeléstér@atiques ou MCF (Micro
Colonial Fungi). D'un point de vue taxonomique, riiprésentent un vaste groupe
hétérogene de champignons a la pigmentation sonilsrepartagent comme
caractéristique commune, la présence de mélanifietérieur de leurs cellules
(cellules qui gonflent, hyphes et/ou spores). Ladpction de mélanine et le
développement méristematique leur permettent dévsaren conditions de stress
tel gu’'une humidité relative basse, ou une impaeaxposition au soleil (De
Hoog, 1993). On utilise également le terme « radiabiting fungi » pour ce
groupe de champignons, ce qui souligne bien qurulaart ont été isolés a partir
de la surface des pierres. Récemment, de nombrsasekes de ce groupe ont été
décrites comme des especes nouvelles (Sterflingar, 1997 ; Wollenzien et al.,
1997 ; De Leo et al., 2003a), et les recherchef@gicues et taxonomiques sont
actuellement en cours (De Leo et al., 2003a). ilsl®@ capacité de se réorganiser

de fagon interne, en remplacant les cellules maeesaou mortes par de nouvelles

" Ubiquiste : se dit des espéces susceptibles di&servées dans de trés nombreux habitats.

"~ Eutrophique : se dit d’'un milieu qui se retrouveiehie en éléments nutritifs.
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(Gorbushina et al., 2003). Il est possible de foraes hyphes qui pénetrent en
profondeur a [lintérieur du matériau, se protégeamsi des conditions
environnementales non favorables. En ce sens, fige pasible des MCF est
comme la partie émergée des icebergs, car les bygherent pénétrer rapidement
de plusieurs millimetres jusqu’au centimetre at&meur des roches dures a la
recherche d’'un environnement plus protecteur (Gshima, 2007).
Le premier groupe est dominant lorsque les conwtisont favorables tandis que le second
prévaut en environnement rude et hostile (Gorbash®07). Il est trés probable que les
champignons méristématiques en particulier possddenniche écologique naturelle sur la
surface des pierres (Wollenzien et al., 1995) etcdde la plupart des matériaux de

construction.

Une étude menée par Uret al. (2001), porte sur 'examen de 49 échantillons dares
prélevés sur sites dans divers pays européensuébriagportier, marbre). Quarante-deux
échantillons présentaient une colonisation par desmpignonsdematiaceousParmi les
souches les plus fréquemment isolées, ils trouvdesngenre<Cladosporium, Alternaria,
Phoma, UlocladiumDans certains cas, des souches ubiquistesdeomaticeousiu genre
Penicillium, Aspergilluset Fusarium ont été isoléesAspergillus, Penicillium, Mucor,
Trichoderma, Fusariumsont des champignons acidogéniques produisaféretits acides
organiques comme : acide oxalique, gluconique,qualicitrique etc, pour des concentrations
basses et normales en glucose (de la Tetral, 1991). Ces acides forment des sels de
calcium ou agissent comme agent de chélation d@énsatminéraux favorisant la
biodétérioration (Berthelin, 1983). Cependant, tdigue des champignons n’est pas
exclusivement chimique par la production d’acidegaaiques. Le développement des « black
fungi » sur les pierres n’est pas seulement inggthe salissant les monuments, en raison du
changement de couleur et de I'apparition de paioiss, mais il est également la cause de
Iésions en forme de cratere et exfoliation de téase de la pierre combinée avec une perte du
matériau (Urziet al, 2001). L'attaque physique de ces champignonsresacteur important
de la biodétérioration des pierres (Diakumaddual, 1995). Leur pigmentation sombre
(mélanine et mycosporines) les protége des irradisit des températures extrémes et d’'une
possible dessiccation (Zdanoghal, 1973). Ces pigments contribuent considérableradat
survie de ces champignons aux conditions extrébes.étude sur la microflore présente sur
des sculptures et des batiments de St-Petersbourgprdaré qu’ils étaient sujets a une

biodétérioration active par des micromycetes pas#egne pigmentation sombre. Les hyphes
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étaient présents a l'intérieur des pores des @ieetecausent lentement leur destruction
(Gorbushina et al., 2002). Pour montrer la capatst micromycétes a se développer sur les
pierres, Gorbushina et al. (2002) ont inoculé ddsa#tillons prélevés sur des monuments,
apres stérilisation, par des micromyceté&xophiala moniliaeet Phialophora melinii Aprés

5 jours d’incubation seulement, le développemerst deux souches est observé sur les
échantillons, et ce sans aucun ajout d’élémentstifaitLa matiére organique déja présente

dans la matrice a permis le développement fongigies. substrats minéraux fraichement

exposes a l'air extérieur présentent une lacunewgnments organiques, ce qui les rend

réfractaires a la croissance végétative des chamopgy Pour palier a ce probleme, certains
groupes de champignons ont abandonné leur systendé\wkloppement par élongation des
hyphes (qui est plus appropriée pour la pénétragtdiutilisation du substrat) et ont adopté

une croissance comme les levures (par bourgeonne(arbushina, 2007).

En résumé, certaines souches, commspergillus, Penicillium, Trichodermasont
responsables de la biodétérioration du matériau voé chimique (production d’acides
organiques) alors que d’autres, comméernaria, Phoma Conosporium attaquent le
matériau par voie physique (pénétration en profandans la matrice). Notons aussi que les
micromyceétes possédant une pigmentation sonAiternaria, Exophialasont responsables
d'une biodétérioration esthétiqgue indéniable. Wtfgouligner également I'importance des
champignons meéristématiques dans la biodétérioratibn effet, contrairement aux
micromycetes couramment identifiés qui sont ubiggisles champignons méristématiques
sont quasiment tous isolés a partir de la surfacgidrres. De plus, la nature de la flore
fongique varie selon la teneur en eau du suppar. tuimidité croissante du substrat entraine
'apparition successive de genres fongiques, déspcemiére Aspergillus, Penicilliur
deuxieme Cladosporium, Ulocladiuin et de troisieme colonisationté&hybotry$ (Grantet

al., 1989 ; Boissier, 2003).

4. Les micromycetes de I'étude

Nous venons de voir que les micromycétes colonisatees matériaux de constructions
peuvent se regrouper en quatre grandes catégetipsur étudier la biodétérioration d’'une
matrice cimentaire par les champignons nous avélest®onné une souche représentative de
chaque catégorie : (Alternaria alternatapour représenter un hyphomycéte producteur de

mélanine, (ii))Aspergillus nigemour un hyphomyceéte acidogénique, (Ejophialasp. pour

40



Chapitre 1l : Les micromyceétes Virginie Wiktor

un champignon lévuriforme, et (iviConosporium uncinatumpour les champignons

méristématiques (Planche 2).

4.1.Alternaria alternata

Alternaria est abondamment retrouvée lors de prélevemensiteard’échantillons de marbre
(Wollenzienet al, 1995). Plus récemment, Simonovic@tal. (2004) étudierent les types de
champignons retrouveés sur divers substrats miréans un cimetiére a Bratislava. Trente-
six especes de micro-champignons ont été isoléet, lds plus fréquemment retrouvées :
Acremoniumsp., Alternaria alternata Penicillium sp., et Trichodermasp. Les especes
d’Alternaria furent également retrouvées parmi les micro-chgmgis dominants sur
substrat minéral. Diakumaku (1995) considére gseekpéeces du genAdternaria sont les
principales causes de coloration marron et noirdesmarbre, les roches calcaires, et le gres
des monuments en Europe et en Afriqgue. Cette dadarast due a la synthése de mélanine,
un pigment de couleur sombre. Bien que ce genreprame les parasites de plantes,
guelques especes sont ubiquistes et frequemmentes dans les sols.alternataest la plus
commune de ces espéeces. Elle est bien adaptémaditians de froid, avec une température
minimum de croissance allant de —-5°C a 0°C (Simmowa et al, 2004). La croissance
maximum apparait pour un pH de 4-4,5, mais la samise est possible pour une gamme de
pH allant de 2,7 a 8,0 selon Domsehal (1980). Elle semble étre sensible a la pollution
atmosphérique : elle est largement retrouvée demdibfilms formant des crodtes noires a
Lexington, une zone peu polluée, et que trés ramemeCambridge, site pollué (Mitchedt

al., 2000). Alternaria alternataest capable de se développer en conditions d’an@eie
d’'oxygéne = 0,25%). Les spores contiennent env86% d’eau; sous des conditions tres
séches, elles restent viables pendant plusieugseanhes spores Alternaria alternata sont
produites en chaine, c’est-a-dire que la nouv@tgesest formée par extrusion a la suite de la
précédente.

Le genreAlternaria Nees ex Fr. comprend plus de 40 espéces. C’eseme gres commun
dans le sol ; les espéces dites phylloplamalternataet A.tenuissimasont retrouvées en trés
grand nombre dans l'air extérieur pendant I'ététddcologie des toxines Alternaria a été
passée en revue par Woody et Chu. La toxicité gipuéy) des alternariols chez les rongeurs

" Phylloplan : microenvironnement d’une feuille. @éms auteurs définissent le phylloplan comme Idase

d’une feuille.
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semble étre d’'un ordre de grandeur de 400 mg/kgjuieest plutdt bas, méme s'’ils sont
répertoriés comme tératogénea des niveaux 10 fois moins élevés. L’acide teoniagie
(DLso 10-200 mg/kg chez les rongeurs) est plus toxigueseautres altertoxines sont environ
1000 fois plus toxiques (Bb 200pg/kg chez le rongeur). Rehal. montrent que seulement
certains alternariols sont produits sur divers meai& de construction, alors que les
altertoxines ne sont pas produites en quantitéslaldles. Cependant les espéces de ce genre
pourraient étre la cause de problemes de santé Idanmoisissures de batiments, et des
métabolites tres différents pourraient étre pradgélectivement sur les matériaux de

constructions (Nielsen, 2002).

4.2.Aspergillus niger

C’est une espéce qui est souvent identifiée arphatprélevements sur sites de monuments ou
batiments dégradés (Warscheid et Braams, 2000i;dtral, 1998). C’est un champignon
acidogeénique (de la Torre, 1991), c’est-a-dire Igoroduit des acides organiques, tels que
I'acide ascorbique, citrique, acétique, gluconigue,

Aspergillus nigerest une espéece du genresplrgillus Il existe plus de 160 espéces
d’Aspergillus Aspergillus nigerse développe aussi bien sous peu de lumiérentérigur),
gue sous la forte lumiére de I'extérieur. C’est apéce toxique et pathogene : elle provoque
des otomycoses (mycoses pulmonaires) chez I'homndeseoiseaux. Elle peut provoquer
I'aspergillose du conduit auditif externe chezdagets présentant une lésion préalable ou une
malformation anatomique du conduit auditif. Ceperidalle posséde des toxines a propriétés
insecticides, actives sur les moustiques respoasald la fievre jaune.

Le mycélium dAspergillusniger est cloisonné. Les phialidesont portées directement par les
vésicules dans le cas de tétes unisériées, otimarmédiaire de métules dans le cas de tétes
bisériées. Les phialides portent les conidies fmues) (Guillaume, 2005).

4.3.Exophiala sp.

Le especes du genre Exophiala sont ubiquistes tett@nisolées a partir de nombreux

substrats, tels que le bois en décomposition, mentsneaux polluées (Wand et Zabel, 1990,

” Tératogeéne : se dit des substances susceptibfa®dequer des malformations congénitales par atierasur
'embryon.

" Phialide : article mycélien fertile en forme deutmlle formant successivement des spores.
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Gorbushina et al., 2002). Les cultures en milididessont marron a verdatre. La texture des
colonies peut éventuellement devenir duveteuseaisorr du développement des hyphes. Les

cellules se reproduisent par bourgeonnement.

4.4.Coniosporium uncinatum

Les especes deoniosporiumsont couramment isolées a partir de monumentsidésadans

le bassin méditerranéen. Dans de nombreux ca®iistituent la microflore prédominante,
voire méme exclusive (Sterflinger, 1995 ; Garcidlé&et al., 1997 ; Urzi et al., 1998). Ceci
peut étre dO aux conditions extrémes prévalantesumatériaux pendant la saison seche. Les
colonies sont de couleur sombre, et atteignent &Dda diamétre en 4 semaines de culture
sur Maltose Extract Agar. Le mycélium est composguhes particuliers marron, composés
de parois cellulaires épaisses et lisses. Lesles]lpresque sphériques, atteignent 6,5 -7,5 um
de longueur pour 5-6 um de diametre. On note égalera présence d’hyphe terminal
caractéristique courbé a l'extrémité des cellulesivant atteindre 10 pum de longueur.
Conosporium uncinaturse développe pour une gamme de température diah® a 30°C.

La souche utilisée a été isolée a partir de préé@vds sur des statues en marbre situées dans
le jardin du musée de Messine par Filomena De 1889).

5. Quantification de la biomasse

Pour estimer le degré et I'intensité de la biodétation d’'un matériau, il faut quantifier les
micro-organismes, c’'est-a-dire quantifier la biossm$fongique. La biomasse peut se définir
comme étant la masse totale des organismes vipagsents a un moment donné dans un
environnement particulier. Plusieurs méthodes dantification de la biomasse existent,
certaines étant spécifiques a un type de microrisgees.

Le probleme majeur dans I'étude du développemengifue sur substrat solide est
'incapacité a déterminer la biomasse du mycéliumactement par la mesure du poids sec ou
humide. Ceci a conduit au développement de tecksigudirectes pour I'estimation de la
biomasse fongique. On trouve des méthodes baseéskmervation microscopique (Jones et
Mollison, 1948 ; Frankland et al., 1981 ; S6derst&Bv¥7), ou la biomasse est estimée a partir
de la longueur des hyphes. Il y a également debBadés biochimiques, basées sur le dosage
chimique de composeés cellulaires. Ces composésepe@re spécifiques aux champignons

comme la chitine, les acides gras phospholipid8sd@6, 16 :135), ou I'ergostérol (Seitz et
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al., 1979 ; Zelles et al.,, 1992 ; Frostegard etti8ad996). Ills peuvent étre également
communs a tous les organismes comme les protéindsadénosine triphosphate (ATP)
(Gaunt et al., 1985 ; Barajas-Aceves et al., 20Baymi ces méthodes nous avons choisi de
développer pour notre étude un dosage spécifigudadbiomasse fongique : celui de
I'ergostérol, et un plus global : le dosage desgines qui permet I'estimation de la biomasse

microbienne totale.

100 pm

100 pm

Planche 2 : Observation de culture sur milieu solid (a)Exophiala sp., (b)Aspergillus niger (c)

Coniosporium uncinatum, (d) Alternaria alternata

5.1.Dosage de I'ergostérol

L’ergostérol est utilisé pour la mesure de la bisggafongique car c’est un stérol endogene et
prédominant trouvé seulement dans la membranelaefiudes champignons (Weete, 1989),
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et de certaines microalgues et protozoaitBewell, 1992). Le dosage de I'ergostérol a été
d’abord décrit pour le domaine de l'agriculturei{®et al., 1979). L'ergostérol joue un role
important dans la croissance des champignons (keed, 1995). Il se trouve dans la
bicouche phospholipidique de la membrane cellulgricipalement dans un état libre, et a
un moindre degré estérifié en acide gras (Magtiral, 1990). La biomasse fongique est
déterminée en utilisant un facteur de conversi@ngosterol-a-Biomasse fongique » a partir
de cellules cultivées dans des cultures pures lfasét al, 1993 ; Gessnaat al, 1993).
Saxeneet al. (2001) ont démontré que la production d’ochratexin(OA) suivait la méme
tendance que la production d’ergostérol. Ainsidtesage d’ergostérol pourrait étre utilisé
comme indicateur de la production potentielle d’QAA est une mycotoxine produite par
Aspergillus ochraceysertaines souchesAlpergillus nigeret Penicillium verrucoson{Pitt

et al, 1997). Il est considéré que I'OA pourrait étre wause possible (jamais prouvée) d’'une
maladie humaine, connue sous le nom de néphropattdémique des Balkans. Il a été
également montré que I'OA est néphrotoxique (orgaiide : le rein), génotoxique et
cancérigene.

L’ergostérol est un excellent marqueur pour la gfiaation de la biomasse fongique sur les
matériaux de construction et peut aussi étre étd@mme marqueur d’exposition dans I'air ou
la poussiére, employé spécialement par Larssaih, et Miller et al. (Nielsen, 2002).

Pour minimiser les erreurs de mesures, il peut &i&essant de comparer la quantité
d’ergostérol & la concentration en AT ontrairement & I'ergostérol, le dosage de I'ATP
n’est pas spécifique a la biomasse fongique, maimet la mesure de biomasse microbienne

totale (bactéries, champignons, protozoaire) (Ragzi2000).

Figure 9 : Formule chimique développée de I'ergostél

" Protozoaire : organisme unicellulaire eucaryote.
" ATP : AdénosineTri-Phosphate. C’est une molécule dont la dégradatimei beaucoup d’énergie, récupérée

pour le fonctionnement de nombreuses réactionsighas.
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Les techniques de dosages de l'ergostérol s’appusan une caractéristique de cette
molécule : son absorbance a 282 nm, caractéristigaene possédent pas les autres stérols,
ceci réduit donc la possibilité d’'interférence pamidl’analyse chromatographique (Newell,
1992).

L’ergostérol est analysé par GC-MS (Larsson etfSae®7), par HPLC (Gong, 2001), HPLC
et GC-MS (Axelsson et al., 1995 ; Daktsal, 1997) ou encore par GC-MS-MS (Nielsein

al, 2000).

5.2.Le dosage des protéines

Les protéines sont des macromolécules, assemidagmdes aminés, qui sont présentes chez
tous les organismes vivants. On parle de proté@rsgjle plus de 100 acides aminés sont liés
au sein d'une chaine d'acides aminés. Les propriées acides aminés (charge,
hydrophobicité...) gouvernent la structure de latgine, globulaire ou fibrillaire. Les
protéines ont des fonctions trées diverses : cagapourront avoir une fonction structurale
(elles participent a la cohésion structurale deltules entre elles), enzymatique (elles
catalysent les réactions chimiques de la matiarente) ou encore une fonction de messager
(pour les protéines impliquées dans des processagdalisation cellulaire).

Parmi les méthodes de dosage des protéines, ladestle Bradford, est couramment utilisée
car elle nécessite un appareillage simple (spduttométrie UV-vis), et c’'est une méthode
rapide. Le réactif de Bradford est utilisé poureddtiner la concentration en protéines en
solution. Le dosage est basé sur la formation damplexe entre le colorant, bleu de
Coomassie G250, et les protéines en solution. Leptexe protéines-colorant crée un
changement du maximum d’absorbance du colorane &b et 595 nm. L'absorption est
proportionnelle a la quantité de protéines préseddms le milieu.

Comme le dosage de I'ATP, le dosage des protémest pas spécifique a la biomasse

fongique, mais permet de mesurer la biomasse meamob totale.

6. Conclusion

Ce chapitre a permis de souligner la place imptetgn’occupent les champignons dans la

biodétérioration des matériaux de construction.faats importants a retenir sont :
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» Les champignons sont responsables d'une biod&éoar esthétique
(essentiellement due a la présence de pigment doapi chimique (via la
production d’acides organiques), et physique (pétiéh en profondeur des
hyphes dans la matrice).

» Quatre grandes catégories de champignons sont quéals dans la
biodétérioration : (i) les hyphomycétes productewds mélanine comme
Alternaria alternata (ii) les hyphomycétes acidogéniques tel Appergillus
niger, (i) les « yeast like fungi » commigxophialasp. et (iv) les champignons
méristematiques ave&tonosporium uncinatum

» La quantification de la biomasse peut étre réalp@de dosage de I'ergostérol et
le dosage des protéines.
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CHAPITRE IIT :
LA MATRICE CIMENTAIRE

A travers ce troisieme chapitre, nous présentanpiepriétés et les caractéristiques de notre

matériau support : la matrice cimentaire.

Le ciment est un liant hydraulique : il a la pr&péi de faire prise et de durcir au contact de
l'eau. L’hydratation du ciment anhydre conduit abfention d’un matériau durci, poreux,

saturé avec une solution interstitielle qui évadmefonction des réactions d’hydratation. Les
pates de ciment hydraté sont donc composées desgrahydres et d’hydrates en équilibre
avec la solution interstitielle. La porosité, qwiokie au cours du temps, va influencer les

propriétés diffusives intrinseques du matériau (Mimw, 2000).

1. Généralités

1.1.Fabrication du ciment

Le clinker de ciment Portland est obtenu par cumsd@n mélange de roches calcaires et
argileuses dans des proportions proches de 80086, 2avec d’éventuels ajouts correctifs de
composition comme la bauxite, du sable siliceukate pureté, des cendres de pyrite. Avant
de passer dans le four de cuisson ce mélange petéale «cru ». Il doit présenter des
proportions précises en oxydes principaux (CaO,,SM0; et FeOs3) et en oxydes mineurs
(NaxO, K;0, MgO).

Différents modes de cuisson du cru existent, denimbde par «voie séche », qui est
aujourd’hui le plus courant. Avec ce mode de fadiim, la farine du cru finement broyée est
introduite dans une tour de précalcination. Au salde son cheminement dans cette tour, la
farine est portée a 850°C. Elle est ensuite initeddans un four tubulaire rotatif ou elle est
portée de 850 a 1450°C. A la fin de ce procédéyrdeluit obtenu se présente sous forme
boulets noirs de taille centimétrique.

Le clinker est le composant principal des cimeiris « Portland » et « Portland composeés ».

Le ciment Portland contient au moins 95% de clinké&angé a du gypse (pour réguler la
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prise) et d’autres ajouts éventuels. Les cimentsldha dits « composés » sont constitués
d'un mélange de clinker, de gypse et d'autres domasits, selon les propriétés désirées,
comme les laitiers de hauts fourneau, des fuméesilabe, des cendres volantes, des
pouzzolanes, des particules de calcaires broyéses. laitiers de haut-fourneau sont des
scories fondues issues de la fusion du mineraiededdns un haut-fourneau. Les cendres
volantes sont des poussiéres fines produites macel@rales thermiques brdlant du charbon
pulvérisé. Les fumées de silice sont des sous-figoda la fabrication du silicium métallique
et de divers alliages ferro-silicieux. Les pouzmek sont des matériaux naturels issus de
I'activité volcanique. Elles sont formées d’unetmabien cristallisée et d’une partie vitreuse
qui est la phase réactiy@itier et al., 1999). Les ciments courants répaomdala norme NF
EN 197-1 sont de 5 types, définis par leur compmsi{exprimée ci-aprés en % hors

régulateur de prise) :

clinker laitier pouzzolanes| calcaire |constituants

ou cendres ou silice |secondaires
ou schiste (*)
CEMI > 95 <5
CEMII > 65 ——— 6335 — <5
CEM Il 5a64 36 a95 <5
CEMYV 20a 64 18 a 50 18 a 50 <5

(*) peuvent étre du filler ou des constituants gipaux (si non déja utilisés)

Figure 10 : composition des ciments courants (d'ags Bollotte, Italcementi Group)

1.2.La chimie du ciment

La chimie du ciment se construit essentiellemeptdir de 4 oxydes majeurs : CaO, §iO
Al,O3, FeOs, présents dans les matieres premiéres et qui foomter les silicates et les
aluminates de calcium du clinker. Pour simplifies Ecritures des réactions, nous utiliserons

la notation des cimentiers (Figure 11) :
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Oxydes Notation chimique  Notation cimentiére
Oxyde de calcium CaO C
Oxyde de silicium SiO, S
Oxyde d'aluminium Al,O4 A
Oxyde de fer Fe,O3 F
Silicates
Silicates tricalcique (Ca0)sSio;, CsS
Silicate bicalcique (Ca0),Sio, C,S
Autres
Aluminate tricalcique (Ca0)3Al,03 CsA
Alumino-ferrite tetracalcique | (Ca0)4(Al,03)(Fe,03) C,AF
Eau H.O H
Gypse CaS0.(H,0), CSH,

Figure 11 : Notation cimentiére des principaux cortguants du ciment

Les réactions chimiques simplifiées exprimées d\ade de la notation cimentiére sont les
suivantes (Farcas et Touze, 2001) :

» L’hydratation de deux phases silicates qui conduita formation de silicates de
calcium hydratés (C-S-H) et de portlandite (Ca(@KBquation 1), le durcissement de

la pate de ciment Portland est principalement dia dormation de ces produits
(Gervais, 2004);

C.,SetC,S+ (wtz)H = Cx-Sy-Hz + wCH (1)
clinker Silicate de  Portlandite
calcium
hvdraté

» L’hydratation des deux phases aluminates qui réagtsavec le gypse (régulateur de
prise) pour former de I'ettringite, du monosulfaainate tricalcique hydraté et de
'aluminate tétracalcique hydraté (équation 2);
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C,A + CSH, + 55 H = C,A,CS,H., + C,A, CS,H,, + C,AH,, )
Clinker Gypse Ettringite Monosulfo- Alumincte
aluminate tétracaicigue
tricalcigue hvdraté
hvdreté

Dans la phase solide, trois composants assureahkesion du matériau, ce sont dans l'ordre
décroissant d'importance : les silicates de caldiyaratés (C-S-H), la portlandite (CH), et la
série des aluminates. Les proportions dépendelat nfgture et de la composition chimique du
liant (Nguyen, 2005). Les ciments au laitier de th&murneau contiennent moins de
portlandite, plus de C-S-H, et plus d’aluminates tgs ciments Portland pur (Gervais, 2004).
La portlandite cristallise sous forme de fines pkites hexagonales. Les C-S-H ont une
structure cristalline de composition variable. Bpport CaO/Si@(Ca/Si) et la concentration
en C&" contrélent le type de C-S-H. La stoechiométrilal@lupart des C-S-H est définie
pour une gamme de rapport Ca/Si comprise entre<Cé&tsi<2 (Flint et al., 1934 ; Glasser et
al., 1987). Plusieurs structures ont été propopéasles C-S-H, mais Taylor (1990) a donné
une classification qui est la plus communément @éee: C-S-H (1) et C-S-H (ll), qui sont

déduits de la structure de la tobermorite et derlaite respectivement.

1.3.La porosité des matrices cimentaires
La porosité est un paramétre important pour lactire des pates de ciment car elle est
déterminante pour certaines propriétés (résistaméeanique, transfert hydraulique,...). La
porosité évolue au cours du temps car d’'une playdfatation du ciment se produit sur une
échelle de temps étendue, et d’autre part de narsbseréactions de dissolution précipitation
ont lieu dans le réseau poreux. La distributionopmnétrique est souvent décrite par trois

classes de pores (Gervais, 2004) :
» La microporosité : 0,006 unix0,1 pum
» La mésoporosité : 0,1 pmk0,6 um

» La macroporosité : 0,6 pmxk

La porosité et la répartition porosimétrique soa$ drandeurs évolutives, elles contrélent la

durabilité d’'une pate de ciment. Une pate de cimgmratée faiblement poreuse a une
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meilleure résistance mécanique et limite la pétiétrales agents extérieurs agressifs comme

'eau et le dioxyde de carbone (Gervais, 2004).

2. Vieillissement naturel et accéléré des matrices cimentaires

2.1.La carbonatation des matériaux cimentaires

La carbonatation des matériaux cimentaires correbp® un ensemble de mécanismes
physiques et chimique qui résultent de I'instadities phases Ca(OHt C-S-H de la matrice
cimentaire en présence de £Q@’action du CQ se manifeste a de faibles concentrations
telles celles que I'on trouve en milieu rural, @iftaction volumique en CQest d’environ
0,03%. Dans un local mal ventilé ce pourcentage aeeindre 0,1% ; dans les grandes villes
le pourcentage moyen est de 0,3% et peut atteihétse(Thiery, 2005). En condition
atmosphérique, la vitesse de carbonatation pezihdte une valeur approximative de 1cm /an
de profondeur pour les bétons de structures (Geptail., 2004).

Lorsqu’une solution est soumise a une pressiongtlartie CQ, le gaz se dissout et s’hydrate

sous forme d’acide carbonique®Ds, ce passage en solution suit la loi de Henry :

COg = CQuy (3) Kucoz 34.10' M.atmi*
Hypothéses: CO, se comporte comme un gaz parfait
FbCQ* = C02 (aq) + H2CQ3 -~ C02 (aq)

Dans l'eau, I'acide carbonique se comporte commediacide faible:

HCO;+ H0 <= HCQ+HO' (5) pKa=63
HCQ +H,0 <= CQ*+H0O"  (6) pKa=10,3

A 20°C, pour un pH supérieur & 10,3 c’est Iion £@Qui prédomine et pour un pH compris
entre 6,3 et 10,3 c’est I'ion HGQui prédomine. Au cours de la carbonatation, ledeHa
solution interstitielle des matériaux cimentairesge d’'une valeur trés basique, proche de 13,
a une valeur proche de 9 (Thiery, 2005).

Le CQ, de I'air pénétre sous forme gazeuse dans le nplegaux de la matrice cimentaire, se
dissout dans la solution interstitielle des potegagit sur certains composeés pour former des
carbonates de calcium. Les mécanismes prépondé&antsceux de la carbonatation de la
portlandite Ca(OH)et des silicates de calcium hydratés C-S-H (Thi2op5s).
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2.1.1. La carbonatation de la portlandite Ca(OH)

Le passage en solution du &Guivant les réactions (3) a (6) entraine unesbkaide
concentration en ion OHdans la solution interstitielle des pores. Le pt rilieu est

maintenu a une valeur élevée par la dissolutiola gertlandite suivant la réaction :
Ca(OHy <= C&"+20H (7) pKs=5,3

Les ions calcium ainsi libérés précipitent avecites carbonates pour former du carbonate

de calcium CaC®@suivant la réaction :
cd"+CO> <= CaCQ (8) PKS (calcites™ 8,48

Le pH de la solution interstitielle, qui correspoad’équilibre du systeme Ca(OHLO,-
CaCQ-H,0, est de 12,4. La portlandite opére donc un défetpon, en maintenant le pH
autour de cette valeur. Alors que cet hydrate n@peu d’importance d’'un point de vue de la
résistance mécanique, cette caractéristiqgue chanligiuconfére un réle fondamental dans le

maintien de la durabilité des matériaux cimentaffdsery, 2005).

2.1.2. La carbonatation des silicates de calcium hy  dratés C-S-H
La carbonatation des C-S-H donne naissance a dbsnedes de calcium, & un matériau
siliceux hydraté (qualifié de gel de silice) et éwellement a de I'eau libre. Cette réaction est
considérée sous une forme topochimique (c'esteasdins transport de matiere ou phénomeéne

de dissolution-précipitation) entre phases hétaregéThirey, 2005) :
C§H; + x H,CO; <= x CaCQ + ySiO,.tH,0O + (x-t+z) HO (9)
Les C-S-H, qui représentent la phase hydratée Ua phportante dans la pate de ciment,

conférent au matériau cimentaire I'essentiel deessstance mécanique. En revanche, ils ont

un pouvoir tampon sur le pH de la solution intéiedte plus faible que la portlandite.
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2.1.3. La carbonatation des autres constituants des matériaux

cimentaires

Les aluminates hydratés sont sensibles a la catdtmra Des études (notamment Sauman et
Lach, 1972) indiquent qu’ils se carbonatent en pisaht des carbonates de calcium, des
hydroxydes d’aluminium et de I'eau.

La carbonatation de I'ettringite et du monosulfoailate de calcium produit du gypse qui est
tres soluble dans I'eau et tres réactif. Si lesdpits de la carbonatation se trouvent en
présence de portlandite et d’eau, il peut se refome I'ettringite a partir des aluminates et du
gypse libéré lors de la carbonatation.

2.1.4. Aspect morphologique, cristallographiques et chimiques des

carbonates de calcium formés

Différentes phases cristallines de carbonates f#uoa sont identifiées dans les matériaux
cimentaires carbonatés : la calcite, la vatériteaedgonite. Ces trois formes ont bien la méme
formule chimique CaC¢) mais elles sont distinctes sur le plan cristalipyique : la calcite
est rhomboédrique, I'aragonite est orthorhombicetela vatérite hexagonale. De plus, la
morphologie des précipités est tres différentes: degcipités de calcite s’apparentent a des
macrocristaux cubiques dont la taille est de I'erdu micrométre tandis que les précipités de
vatérite et aragonite sont de taille plus petitedetforme plutét sphériqgue (Hostomsky et
Jones, 1991 ; Tai et Chen, 1998 ; Thiery, 2005).

Thiery (2005) a montré dans ses travaux par an@y%e — ATD d’échantillons de pates de
ciment carbonatées que la formation de calcite ipnulrait essentiellement de la
carbonatation de gros cristaux de Ca(@Hd)ors que la vatérite, I'aragonite et les carlvesa
amorphes seraient produits apres carbonatatio€¢®41. La présence de CagMétastable
(vatérite et aragonite) dans la zone carbonatéeblseitre caractéristique des tests de

carbonatation accélérée (Thiery et al., 2007).

2.1.5. Effet de la carbonatation sur la microstruct ure

Les produits de carbonatation ont un volume molaupérieur aux hydrates initiaux
(Ca(OH), et C-S-H), on s’attend donc a une diminution dedeosité (Tableau 2).
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_ - 3 3 B I . .
Mineral Density (gem ) Muolar volume (cm) Crystal shape Variation of volume (%)

Portlandiwe 2.23 33.20 Laminar

Calcite 2.71 3693 Prismatic 112
Aragonile 2.93 316 Fibrous 29
Vaterite 2.54 3940 Spherical 18.7

Tableau 2 : Propriétés des minéraux impliqués danis carbonatation (Arandigoyen et al., 2006)

Ngala et Page (1997) ont étudié les effets de dbooatation sur la structure poreuse et les
propriétés de diffusion de pates de ciment hydsatéa réduction du volume poreux total est
observée, et peut étre associée au dépbt de £&ELME pendant la carbonatation. lls
observérent également une redistribution de ldetalles pores pour les éprouvettes
partiellement séchées avant carbonatation : augti@mtde la proportion de larges porés (
>30nm) sans changement notable du volume poreak tot

Les travaux de Thiery et al. (2007) ont montré lguearbonatation de matériaux cimentaires
a base de ciment Portland ordinaire conduisaitear@duction importante du volume poreux.
En revanche, les matériaux a base de ciment Pdrdlaec ajouts minéraux (fumées de silices,
cendres volantes, laitier de haut-fourneau) ontamportement différent : la carbonatation

conduit a une augmentation de la porosité.

2.1.6. Essais de carbonatation accélérée

Pour I'étude et la modélisation de la carbonatasonles matériaux cimentaires des essais
accélérés de carbonatation ont été développéslpsieyrs auteurs. Nous décrivons ici les

principaux essais de carbonatation accélérée nusieme.

2.1.6.1.Parametres influant sur la carbonatation

» Influence du rapport E/C
Le rapport E/C a une influence considérable sumdiconnexion du réseau poreux et par
conséquent la perméabilité du béton et sur la glifité des espéces gazeuses ou ioniques en
son sein (Chaussadent, 1997). Papadakisal. (1992) montrent que la profondeur de
carbonatation double lorsque le rapport passe 8ea(),8. La cinétique de carbonatation
dépend de la résistance mécanique du béton. Upatameétres influant sur cette résistance

est bien entendu le rapport E/C et la porositéequiépend.

55



Chapitre 11l : La matrice cimentaire Virginie Wadt

» Influence de I'humidité relative
On sait que la vitesse de carbonatation est magipalir des humidités relatives comprises
entre 50 et 65%. Il est en effet nécessaire d’awodr certaine quantité d’eau pour dissoudre le
gaz carbonique mais cette quantité doit étre lienfgéur que l'accés a la surface solide par
diffusion (la diffusion en phase liquide esf f6is inférieure a la diffusion en phase gazeuse),

et par conséquent la carbonatation soient effec{i@haussadent, 1997).

» Pré-conditionnement des échantillons

La migration du C@dans les bétons et les cinétiques des réactiangqeles entre les ions
carbonates et les différents minéraux de la matioeentaire sont trés dépendantes de la
teneur en eau du béton, du taux de saturation des @t de I'humidité relative du milieu
extérieur. L'état hydrique du béton des corps dépe au démarrage de l'essai de
carbonatation, comme I'humidité relative du mélarggzeux pendant toute la durée de
I'essai, sont donc des facteurs déterminants péwolltion des profondeurs de carbonatation
en fonction du temps. Le pré-conditionnement inewa l'issue de la phase de conservation
des corps d’épreuve en salle humide et avant leadé@ge de l'essai de carbonatation
accélérée. Il doit permettre de désaturer, danscdeditions reproductibles, la surface des
bétons, afin que la carbonatation puisse avoir litutype de pré-conditionnement, qui peut
étre mis en ceuvre, fixe la durée de séchage qeetajti le type de béton. Au démarrage de
'essai de carbonatation accélérée, I'état hygmoisgee des bétons peut donc varier en
fonction de la microstructure du matériau. Néanmoida simplicité de ce pré-
conditionnement est telle qu’elle permet d’assumee bonne reproductibilité pour une durée
d’utilisation faible (Rougeau, 1997).

2.1.6.2.Protocole de carbonatation utilisé par Ngadt Page (1997)

Avant carbonatation, les éprouvettes sont conserpéer séchage dans un dessiccateur ou
’humidité relative est régulée a 65% par une solusaturée de nitrite de sodium. Elles sont
ensuite placées dans un container étanche danal ldgumidité relative est régulée par une
solution saturée de nitrite de sodium. Chaque jbes, éprouvettes sont soumises a un
balayage d’'un mélange gazeux : 5% C@6% N pendant 30 minutes. La profondeur de
carbonatation est mesurée par pulvérisation d’uvletisn de phénolphtaléine sur des

fractures fraiches d’éprouvettes.
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2.1.6.3.Essai de carbonatation accélérée dévelgpgel’Association Francaise
Pour la Construction et '’Association Francaise deecherche et d’Essais
sur les Matériaux et les constructions (AFPC — AFIRE — Rougeau
(1997)

Les corps d’épreuves de béton (70 x 70 x 280 mmgsapgémoulage subissent une cure en
ambiance humide (humidité relative supérieure a @kP@ans I'eau) pendant 28 jours. lIs
sont ensuite placés dans une étuve réglée a upetatre de 40+2°C pendant deux jours. A
cette température, lI'impact sur les hydrates demiatrice cimentaire et donc de la
microstructure est faible. Les corps d’épreuves gbacés dans une enceinte dans laquelle
’humidité relative est régulée a 65% a l'aide déusons salines, et la teneur en £€3t de
50%. La profondeur de carbonatation est mesurée pparérisation d’'une solution de
phénolphtaléine sur des fractures fraiches d’épttes pour différentes échéances : 7, 14 et
28 jours.

2.1.6.4.Essai de carbonatation accélérée développd.aboratoire Central des
Ponts et Chaussées (LCPC) — Thiery (2005)

Le principe de carbonatation accélérée consistdraduire du dioxyde de carbone dans une
enceinte a humidité relative et température coéé®l dans laquelle sont placés des
échantillons de bétons et de pates de ciment. faines échéances (généralement 3, 7, 14,
28, et 58 jours) les échantillons sont retirés eleckeinte et pesés. A partir du fendage de deux
éprouvettes, la profondeur de carbonatation esuréessur fractures fraiches a I'aide d’'un
indicateur colorée de pH. D’autres échantillonst gwélevés pour des essais complémentaires
d’obtention de profils.

Les échantillons subissent un prétraitement avamatbonatation : les bétons sont placés a
'étuve a 45°C pendant 1 mois, puis un mois dares airambre de dessiccation ou regne la
méme humidité relative que celle qui est utiliséarpla carbonatation, c'est-a-dire 53+5%.
Pour les pates de ciment, le séchage a 45°C n'dimasles éprouvettes sont directement
placées dans la chambre de dessiccation, pour unée gouvant dépasser les 12 mois. Les
échantillons sont ensuite placés dans I'enceintecatbonatation. L’humidité relative est
régulée a 53+5% par une solution saline saturéeitdate de magnésium. L'ensemble du
dispositif est placé dans une salle de laborattorg la température est maintenue a 21+1°C.
Une sonde thermohygrométrique enregistre la tenyo@rat I'humidité relative régnant dans

'enceinte. La profondeur de carbonatation estisypar : (i) pulvérisation de phénolphtaléine
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sur des fractures fraiches de béton ou de patesnmts, (i) gammadensimétrie, (iii) le suivi
de la masse des échantillons (iv) I'analyse thermadmétrique (ATG) complétée par
I'analyse chimique (AC).

2.2.La lixiviation des matrices cimentaires

Lorsque les matériaux cimentaires sont mis dansiliau agressif comme une eau déionisée
ou faiblement minéralisée, il se produit plusiegsénomeénes physiques et chimiques
complexes, des réactions chimiques, des processusdis$olution et un échange avec
'environnement. L'ensemble de ces phénoménes é&wtrglement regroupé sous le nom de
lixiviation (Nguyen, 2005).

La cinétique de lixiviation dépend fortement ducdi/C de la pate de ciment et de la solution
lixiviante ; I'eau pure est plus agressive que U'eainéralisée carbonatée. Ainsi, une eau
minéralisée carbonate la surface, diminue la auoétide lixiviation et modifie la profondeur
de lixiviation, qui est 5 fois moins importante qeelle obtenue dans I'eau pure (Moranville
et al., 2004). Haga et al. (2005) ont montré ques p¢ volume poreux est grand, plus la
dissolution de la portlandite est rapide.

D’un point de vue thermodynamique la lixiviation shatériaux a base de ciment Portland est
un processus complexe, di a la diminution du pHgaiverné par la combinaison de

processus de dissolution et précipitation tels(¢lidalgo et al., 2007) :

La dissolution de la portlandite,
La décalcification des C-S-H,

La polymérisation des silicates,

YV V V V

L’incorporation d’aluminium tétraédrique et/ou hgraal dans un gel polymeére,

ce qui aboutit a la formation d’'un aluminosilicate.

2.2.1. Influence de la lixiviation sur la porosité

Au cours de la lixiviation, la dissolution des hgtis et notamment de la portlandite, entraine
une augmentation importante de la porosité (de 135%) dO essentiellement a une
augmentation de la porosité capillaire (pores denéire compris entre 36 et 380 000 nm)

dont la proportion passe de 1,4 a 25% (Adenot, 1992dissolution sélective du calcium des
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C-S-H provoque des modifications au niveau de laroporosité (inférieure a 0,1 um)
(Bishop, 1992 ; Gervais 1999).

2.2.2. Dissolution de la portlandite

Lors de la lixiviation, un processus de dissolutainde transfert des espéces chimiques est
enclenché pour atteindre un nouvel équilibre. Laceatration des espéces basiques dans la
phase aqueuse des pores ainsi que son pH s’aliai€ssnvariations sont régulées par la
présence simultanée de nombreux hydrates du ciiest,'effet tampon. La portlandite est

le premier hydrate a jouer un réle dans les réastite neutralisation (Gervais, 2004). Cet
hydrate peut se dissoudre, pour générer des @QHinversement précipiter pour consommer
les OH en excés. Une solution contenant de la portlareditelonc capable de réguler son pH
(~12,4). Ce pouvoir tampon constitue un mécanisggalateur important. Ensuite, lorsqu’une
partie de la portlandite a déja été lixiviée, ldxates et les aluminates, moins solubles, se

décomposent progressivement (Gervais, 2004).

2.2.3. Décalcification des C-S-H

La décalcification des pates de ciment est étratdnmassociée a la lixiviation ; certains
auteurs ont indiqué que, pour un matériau cimemtéardécalcification des C-S-H se produit
jusqu’a atteindre une valeur constante du rapparSC(Thomas et al., 2004, Harris et al.,
2002). Comme dans les argiles, I'aluminium des B-Beut se substituer soit dans les sites
octaédriques du calcium, soit dans les sites tdtigages du silicium (Hidalgo et al., 2007). La
génération de particules colloidales Ca-Al-Si &ipde pate de ciment hydratée a récemment
été observée par MET (Fuijita et al., 2003). Hidadgal. (2007) ont montré que la lixiviation
de pates a base de ciment Portland produit unetsteugéopolymere proche de celle des
zéolithes artificielles. Ces structures C-A-S-Htsoonstituées d’'un motif polymere Si-O-Al,
similaire a celui trouvé dans les zéolithes, etvpati étre considérés comme des précurseurs
de zéolithes.

A cause de I'échelle nanométrique de la structareyse interne des C-S-H et de la nature
hétérogéne des pates de ciment, il est expérineen¢ait difficile de séparer les effets
individuels des différentes phases du ciment suplepriétés des pates de ciment (Chen et

al., 2006). Néanmoins, Constantinides et UIm (2a@si)vérent que le module élastique des
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pates de ciment mesuré par nano-indentation dinpfuseséverement avec la décalcification

des C-S-H qu’avec la dissolution de la portlandite.

2.2.4. Profil de dégradation des matrices cimentair  es lixiviées

Faucon et al. (1998) ont montré que la lixiviatide pates de ciment par de l'eau
déminéralisée produisait un gradient de la conaénotr en calcium qui diminue continument
de la zone non altérée a la surface du matériagr&bent est responsable du développement
d'une zone dégradée dans la pate de ciment et défilesion du calcium de la solution
interstitielle vers la solution lixiviante. La dimition de la concentration en calcium dans
cette zone induit la dissolution de la portlandiéé,des précipitations secondaires (AFm,
ettringite, calcite) dans la partie plus interndal@one dégradée. Ces précipités se dissolvent
dans les parties les plus externes de la zone di&gyraa progression du front de dissolution
vers le cceur du matériau est régie par la cinétilgudiffusion. Ainsi, dans la zone proche de
l'interface solide/solution de lixiviation, la ptahdite peut étre complétement dissoute, et les
C-S-H partiellement décalcifiées, alors que dangdae adjacente (quelques centaines de

micrométres de la surface), la portlandite pewt &tiacte (Gervais, 2004).

2.3. Lixiviation de matrices cimentaires carbonatée S

La lixiviation et la carbonatation sont largemetudéées mais séparément. Peu de travaux
dans la littérature font référence a la lixiviatida matrices cimentaires carbonatées. Nous
pouvons citer néanmoins les travaux de Gervais4ARé0Van Gerven et al (2004, 2007).

Les travaux de Gervais (2004) montrent que la catation préalable des bétons modifie
fortement le relargage du calcium : apres 6000 d®ede lixiviation, la quantité de calcium
relarguée est 5 fois moins importante si le bétsh @rbonaté. L'auteur explique ce
phénomene par la fixation du calcium sous formecdebonate de calcium, suite a la
carbonatation du matériau. En effet, le carbonateadcium est beaucoup moins soluble que
la portlandite : sa solubilité dans I'eau a 25°€des15 mg/l alors que celle de I'hydroxyde de
calcium est de 1185 mg/l (valeur a 0°C). De plus,likiviation en continu a Il'eau
déminéralisée d’'un béton carbonaté se traduit parinhibition, dans la premiére période, du
relargage du calcium, apparemment compensée paalangage plus important en sodium et

en potassium.
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Van Gerven et al (2007) montrent que la carboratagt la lixiviation diminuent la quantité
de pores capillaires. Selon les auteurs, la cathtion affecte la lixiviation a 3 niveaux :
diminution de la porosité, diminution du pH, etnséormation des hydroxydes en carbonates.
La diminution de la porosité diminue la lixiviatialu sodium et du potassium, alors que la
diminution du pH augmente la lixiviation. L’effeeda porosité est cependant plus important

gue celui du pH, ce qui résulte en une nette dittonude la lixiviation due a la carbonatation.

3. Conclusion

Ce chapitre nous a permis de voir que la matriogentaire est un systeme complexe, qui
réagit avec son environnement. Les points qui moigsessent plus particulierement pour la
suite de notre étude sont les suivant :

» Les pates de ciment hydratées sont des matériatenfent basique, pH~13, qui
sont principalement composées par les C-S-H, lalamalite, la série des
aluminates.

» La carbonatation accélérée de la portlandite caridia formation de calcite, celle
des C-S-H a la formation d’aragonite et de vatéte qui se traduit par une
diminution du pH et de la porosité.

» La lixiviation des matrices cimentaires provoquélissolution de la portlandite et
la décalcification des C-S-H, ce qui conduit & uheninution du pH et une
augmentation de la porosité.

» La carbonatation préalable de matériaux cimentaaiesitit leur lixiviation.
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DEMARCHE EXPERIMENTALE

La mise au point du test accéléré de laboratoite ptudier la biodétérioration d’'une matrice
cimentaire nécessite une approche multidiscipknairenant en compte les interactions entre
les différents compartiments du systéenid atrice -Micro-organismes Milieu », les 3M
(Figure 12).

4P

protéines Boster]

o B

. Micro-
carbonatation .
Jomm—= organismes
Matrice o ti‘
' Test accéléré de\ | i
biodétérjoration:

;iEi

nutriments ”
-

Milieu

T°C

Figure 12 : Représentation schématique du systemertsidéré pour I'étude de la biodétérioration

L’étude du systeme des 3M a été proposee par Ddrdiem, pour I'étude de la biocorrosion.

Dans ce cas les micro-organismes étaient des tir matrice des aciers, et le milieu des
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eaux naturelles, aérées, ou milieu anaérobie.... lagcolrosion est une forme de
biodétérioration, cette approche qui souligne |& qauridisciplinaire de la biodétérioration

peut donc étre transposable a notre étude.

Dans un premier temps nous considérons séparémemteparation de la matrice et des
micro-organismes. La démarche expérimentale adoptée étre schématisée de la fagon

suivante :

Elaboration des échantillons ciment | | Sélection des souches

A

A 4

Vieillissement accéléré du ciment | | Preparation des cultures

Stérilisation Mise au point des dosages

)

Inoculation

A 4

Suivi du développement de la biomasse et de la dégradation
de la matrice

En ce qui concerne la matrice, nous avons choigralailler avec une pate de ciment, qui
nous permettra par la suite d’étudier des syst@tusshétérogénes tel que le béton. Le pH de
surface d'une pate de ciment fraiche est de l'ordee 12-13. Afin d'accélérer le
développement fongique, nous procédons a un g®#inent accéléré de la matrice pour
diminuer ce pH de surface. Les modes de vieillisggnétudiés sont la carbonatation et la
carbonatation couplée a la lixiviation des éprotegeten ciment. La confection des
éprouvettes ainsi que la mise au point de I'essacatbonatation accéléré se déroulent au
département Génie Civil de I'Ecole des Mines de &ol'étude de la lixiviation des
éprouvettes carbonatées est réalisée au centre SR#partement PMMC de I'Ecole des

Mines de Saint-Etienne.
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Concernant les micro-organismes, cette étude pste la biodétérioration par les
champignons. Nous avons sélectionné 4 souchesgfeegiappartenant a chaque catégorie de
champignon que l'on retrouve impliqué dans la biédération : Alternaria alternatapour
représenter un Hyphomycete producteur de mélanifispergillus niger pour un
Hyphomycete acidogéniquesxophiala sp. pour un «yeast like fungi ¥ oniosporium
uncinatumpour un champignon méristématique.

Une attention particuliere est portée a I'étude dasmmetres physico-chimiques pouvant
accélérer le développement fongique, avant inocmasur milieu de culture mais aussi
pendant le test de biodétérioration sur la matriceentaire.

Dans un second temps, nous avons mis au pointaieages biochimiques pour quantifier la
biomasse : le dosage de I'ergostérol et le dosaggubtéines.

Cette partie de I'étude est réalisée au départefabiMC de I'Ecole des Mines de Saint-

Etienne.

Enfin, nous étudions le développement fongiquelaumatrice cimentaire. Cette partie de
l'étude est dédiée a la mise en place du test Herdtoire proprement dit, avec la
détermination du dispositif expérimental. Diversdes d’inoculation et d’incubation sont
testés. Les observations au microscope (optiggeé@nicroscope, électronique a balayage)
pendant et aprés le test, la coloration des édlmangtipar le réactif de Schiff en fin de test
permettent d’étudier I'interaction entre les chagmains et la matrice mais aussi d’estimer
I'étendue de la colonisation microbienne sur etsdammatrice.

Les premiers essais sont réalisés avdternaria alternata et Aspergillus niger au
département PMMC de I'Ecole des Mines de Saintriaie La phase finale de la mise au
point du test accéléré de biodétérioration avealestre souches se déroule au département
des Sciences Microbiologiques, Génétiques et Médées au sein du laboratoire de
Microbiologie de I'Environnement et Appliquée auxu@ages d’Art de I'Université de
Messine (Sicile).
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CHAPITRE IV :
MATERIELS ET METHODES

1. La matrice cimentaire

1.1.Confection et conservation des éprouvettes

1.1.1. Détermination du rapport Eau/Ciment (E/C)

La premiéere étape dans la préparation des éprasvateté de déterminer le rapport E/C de
travail. Ce premier point est important pour laeuwie I'étude car le rapport E/C détermine la
porosité capillaire de la pate de ciment : plugagmport est élevé, plus la porosité capillaire
est importante, mais aussi plus la pate de cimsntiguide avec un ressuaginportant.
Plusieurs éprouvettes de pates de ciment sonteoal¢ec différents rapports E/C dans des
moules cylindriques en plastique transparent. Nmamis noté dans chaque cas le ressuage de
'eau, et la texture de la pate (+/- liquide). st @pparu que le meilleur compromis est obtenu
pour un rapport E/C=0,55. C’est avec cette valewgr mpus travaillerons par la suite.

1.1.2. Confection des éprouvettes

Dans un premier temps, des éprouvettes de delestdifférentes ont été confectionnées.

tom = s
4om
l;l I 1cm
l— 8.5 cm _'.l 4 16 cm b

2,5 cm o

Les essais réalisés pour la mise au point de I'elesaarbonatation accélérée (cf. annexe F)
ont montrés que la carbonatation était plus homeggrrapide pour les petites éprouvettes.
L’étude est donc réalisée avec les petites éprtesiet

" Ressuage : remontée d’eau a la surface d’un cdalisiment, d’un mortier ou d’un béton aprés laenes

place.
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Le ciment est mélangé a I'eau dans un malaxeurek)il minute a petite vitesse, puis aprés
homogénéisation de la pate manuellement, 2 minatgsande vitesse. Les moules sont
ensuite remplis & moiti€, placés sur table a vidmat pendant 30 secondes, puis complétés.
Apres arasage de la surface, un film plastiquelese sur les moules pour éviter les contacts

avec l'air.

1.1.3. Conservation des éprouvettes

Les éprouvettes sont démoulées aprés 24 heurassgqnservées 28 jours a 100% d’humidité
relative et a 21°C. Elles sont ensuite emballédwituellement sous film plastique de poly-

éthylene afin d’éviter les contacts avec I'air, mviaur utilisation.

1.2.Vieillissement accéléré

1.2.1. La carbonatation

Le dispositif expérimental est placé dans une pfecmée ou la température est régulée a
21+1°C, 'humidité relative est de 65+5%. Le momgage compose principalement de 3

parties (Figure 13) :

Figure 13 : Dispositif expérimental pour I'essai dearbonatation accélérée

- le premier compartiment est constitué par le baoot son réle est de faire buller
le gaz (CQ) dans I'eau avant I'entrée dans I'enceinte atnpduvoir réguler le

débit et amener une certaine humidité.
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- I'enceinte compose la seconde partie du montagst gn dessiccateur (30 x 30 x
25 cn?), partagé en 3 étages. Les deux étagéres sumisont destinées &
recevoir les éprouvettes pendant I'essai, |'étag@férieure constitue le réservoir
de solution saline. Un hygrometre est placé adiisur de I'enceinte, et permet
d’obtenir un enregistrement de I'évolution de I'hdité relative et de la
température au cours de I'essai.

- enfin, la derniére partie, constituée d’'un tuyaongeant dans l'eau, assure la
sortie du gaz. Le bullage de sortie nous rensesgmde balayage a l'intérieur de

I'enceinte.

Le bullage de C@dans I'eau provoque un apport en continu d’hur@idéns I'enceinte. Une
solution saline de carbonate de potassiurgC® (Normapur AR) est utilisée afin de réguler
’humidité relative a une valeur proche de 65%irgtérieur de I'enceinte :

Les éprouvettes subissent un prétraitement etmdacées 24 heures dans une enceinte a 40°C
avant I'essai de carbonatation accélérée.

La profondeur de carbonatation est mesurée au malan indicateur de pH, la
phénolphtaléine, dont le pH de virage se situe lmutte 9. La matrice cimentaire non

carbonatée se colore en rose tandis que la parti@catée ne change pas de couleur.

1.2.2. La lixiviation

Le dispositif expérimental est composé d’'un bagelypropyléne d’'une contenance de 10
litres (Figure 14). Le bac est alimenté en confiam de I'eau distillée par I'intermédiaire
d’'une pompe péristaltique (Ismatec labortechniklydikalSM 834), le débit est réglé a 7
ml/min ce qui représente un renouvellement totdhdmlution lixiviante du bac en 24 heures.
Trois éprouvettes 1 x 2,5 x 8,5 sont placées dans le bac, elles sont retourniggsrialle

de temps régulier, afin d’homogénéiser la lixivdati La solution lixiviante est agitée en
permanence avec un agitateur magnétique placénaudio bac. Une électrode pH mesure le
pH de la solution lixiviante en continu. Toutes &Esnaines, les éprouvettes sont retirées du
bac, et le pH de surface est mesuré avec uneadectte contact Sentix Sur, pour avoir des

données plus précises sur I'évolution du pH deaérice.
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Figure 14 : Dispositif expérimental pour I'essai ddixiviation

1.3. Techniques analytiques

1.3.1. Diffractométrie des rayons X (DRX)
La diffraction des rayons X permet I'analyse norstdective d’échantillons cristallisés.
L’interaction d’'un faisceau de rayons X avec laigratdonne naissance a une émission dans
toutes les directions d’'un rayonnement de mémeueagd’'onde et de phase cohérente. La
diffusion d’'un ensemble d’atomes, entraine uneri@tence des ondes cohérentes diffusées
par chaque atome (Broll, 1996). Cette onde, ditieadtée, dépend de la structure atomique

de la matiere. La direction du faisceau diffract€donnée par la loi de Bragg :

nA = 2d.sind

n = ordre de diffraction
A = longueur d’onde du rayonnement diffracté

d = distance interréticulaire séparant deux planséme famille (h, k, I)

La diffractométrie des rayons X est réalisée suappareil Brukner D8 advance. On utilise la
raie Kol du cuivre X = 0,15406 nm). Le dispositif comprend une antigdéhde cuivre et un

détecteur ponctuel. L'analyse se fait sur une pallant de 5 a 59°. Les analyses sont
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effectuées sur les échantillons massifs de cimgiiialté aprés une cure de conservation de 28

jours a 100% HR, les éprouvettes carbonatéesplesiéettes carbonatées et lixiviées.

1.3.2. Spectrométrie InfraRouge a Transformée de Fo  urier (IRTF)
En spectrométrie infrarouge, les rotations et lgsations moléculaires sont le résultat de
'absorption d’'un rayonnement électromagnétique sdém domaine de [linfrarouge. La
position d’'une bande d’absorption est donnée pkmigueur d’'onde\.

La longueur d’ond@ peut étre convertie en nombre d’ondepar la formule :

“v (emt) = 1A (um)

La région normale d'un spectre infrarouge s'éteadl@00 & 400 cth
Energie et nombre d’onde sont liés par la loi denEX :

AE =h.c. v

h = constante de Planck ;
AE = différence entre deux niveaux d’'énergie (é@ufgue, vibrationnels ou rotationnels)
caractérisés par des nombres quantiques différents.

¢ = vitesse de propagation de la lumiere

L'appareil est un spectrométre a transformée deai&oBIORAD FTS 185 (digilab). Les
échantillons de ciment non vieillis, carbonatéscatonatés puis lixivies sont analysés en
mode Réflexion Totale Atténuée (ATR) (cf. Annexe Ggs spectres sont enregistrés avec

une résolution de 2 chet avec 32 scans.

1.3.3. Fluorescence X

L’'analyse par fluorescence X permet de déterminemttativement la teneur en éléments

exprimée en équivalent d’'oxydes du ciment de I'ét(thbleau 3).
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Oxydes Teneur
%Si0, 21,84
% Al,O3 4,13
% Fe,03 0,28
% CaO 65,82
% MgO 0,61
%SOS Leco 2156
% MnO 0,001
% TiO, 0,2
% K,O 0,11
% P,05 0,07
% Na,O 0,04

Tableau 3 : Composition chimique en équivalent d’oypdes du ciment anhydre utilisé pour I'étude

A partir de la teneur en oxydes, la formule de Bogst une approximation qui permet de

remonter avec précision aux concentrations relatiles phases en présence. Toutefois, cette

approximation parfaitement exacte dans le cas ihkesl nécessite une correction pour étre

valable dans le cas du ciment. En effet, il fantrteompte du CaO présent dans la chaux libre

et le gypse. Ainsi, un facteur correctif est appdich la teneur en CaO expérimentale, en

déduisant 0,7 fois la teneur en Siur obtenir la teneur en CaO corrigée (Tableau 4)

C:S=4,0710C-7,6024S-1,4297 F-6,7181 A
C,S =-3,0710 C +8,6024 S + 1,0785 F + 5,0683 A
CsA =-1,6920 F + 2,6504 A

C/,AF =3,0432 F

Phases | teneur aprés correction
% CsS 66,47
% C,S 12,48
% C3A 10,47
% C,AF 0,85

Tableau 4 : Formule de Bogue et teneur des phases dment anhydre utilisé pour I'étude
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1.3.4. Pycnométrie a hélium

La densité d’éprouvettes non-vieillies, carbonatéets carbonatées puis lixiviees est
déterminée par pycnométrie a hélium. L'apparelisétiest un AccuPyc 1330 Micromeritics.
Le pycnométre permet de déterminer le volume d'atériau donné. Connaissant sa masse,
on en déduit sa masse volumique. Le principe dunqy@tre a hélium repose sur la loi de
Mariotte. Un échantillon de volumes\ést placé dans une cellule de mesure de volume V

connu (Figure 15).

celule de  V, valve cellule

mesure - :
d'expansion

Vs

Figure 15 : Schéma simplifié du pycnométre

Aprées avoir purgé l'air de cette cellule, on la pditnde gaz (hélium). Lorsque la pression est
stabilisée a la valeur;Pon opére alors une détente, par I'ouverture dwamene, dans une
deuxieme cellule de volume,\iitialement vide puis on attend I'équilibre. Lqte celui-ci

est atteint, on mesure la nouvelle valeprdP la pression. En considérant le gaz comme un
gaz parfait, il est facile de montrer que le voluxhedu solide que 'on a introduit dans la
cellule est donné par (1) :

1.3.5. Porosimétrie par intrusion de mercure

Cette technique repose sur le principe que touidi&E non mouillant peut pénétrer dans les
pores d’'un corps poreux sous l'effet d’'une presgicsur ce liquide ; la pression doit étre
d’autant plus élevée que le rayon de pomst petit, obéissant a I'équation de Washburn et
Jurin (2) :

71



Chapitre IV : Matériels et Méthodes Virginie Wikto

y = tension superficielle du liquide (480 dynes/obuiple mercure)

6 = angle de mouillage du liquide avec le matérE®0¢ pour le mercure)

Parmi les liquides non mouillants, le plus utilest le mercure. L'intérét de cette méthode est
de pouvoir établir un histogramme de distributi@s diamétres d’accés des pores (Charpin et
Rasneur, 1983 ; Girodet, 1996).

1.3.6. Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

1.3.6.1.0Observation des éprouvettes en ciment

Des éprouvettes non-vieillies, carbonatées, etoretées puis lixiviées sont cassées. Aprés
une métallisation a l'or, les échantillons corresgent a la surface des éprouvettes sont
observés au MEB conventionnel JEOL 840 a I'Ecoldidvale Supérieure des Mines de

Saint-Etienne.

1.3.6.2.0bservations de sections polies

Les sections polies d’éprouvettes non-vieilliespoaatées, et carbonatées puis lixiviees sont
préparées par imprégnation sous vide dans uneerépioxy. Elles sont réalisées par Patrick
Dégrugilliers au Département Génie Civil de I'Ecdls Mines de Douai. Aprés métallisation
par une couche d’or/palladium, les sections pal@# observées au MEB JEOL 840 couplé a
une sonde d’analyse X a dispersion d’énergie (ED&)microanalyse X permet une analyse
élémentaire, par détection des raies caractéregtiges éléments en présence. Elle permet des
analyses ponctuelles avec une résolution spat@léottre de 1 urh Elle est qualitative et
guantitative. Nous dosons les éléments suivargssilicium, le calcium, 'aluminium et le
soufre au cceur et en superficie de nos échantillbes observations MEB couplées a
'analyse EDS nous permettent de suivre I'évolutienia microstructure et de la composition

s sz

chimigue de la matrice avec le vieillissement a&cel
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1.3.6.3.Préparation des échantillons biologiques

Les échantillons biologiques contiennent beaucdapudainsi que d’autres liquides. Dans le
vide du microscope, cette eau va s’évaporer violentnet la structure de I'échantillon va
s’effondrer. Pour remédier a cet inconvénient, dekantillons hydratés doivent subir un
traitement de fixation suivi d’'une étape de déshtation. Nos échantillons sont préparés
selon le protocole proposé par Urzi et Albertan@0(9 : les échantillons sont fixés
chimiquement dans une solution de paraformaldéRgdegm/v) toute la nuit a 4°C. lls sont
ensuite rincés trois fois dans un tampon phosplg@dM pendant 10 minutes. La
déshydratation est réalisée en plongeant les étbhastdans des solutions d’éthanol de plus
en plus concentrées : 70%, 85%, et 95% (v/v) paisd'éthanol anhydre (100%), 15 minutes
dans chaque. Les échantillons sont ensuite séchdwiraavant la métallisation a
l'or/palladium. Les observations sont réalisées MEB conventionnel, et pour certains
échantillons, au MEB équipé d’'un canon a émissmetthmp (FEG : Field Emission Gun).

1.3.7. Microscopie optique, et stéréoscopique

Pendant le test de biodétérioration, les éprouvettent directement observées au
stéréomicroscope Wild Heerbrugg M8 a I'Ecole desddide Saint-Etienne, et avec un Leica
Wild M10 a I'Université de Messine, avec des gressiments compris entre 6 et 80.

Des montages entre lame et lamelle de préléevendentaulture fongique sont réalisés afin
d’observer la morphologie des souches, durantdéueloppement sur milieu de culture, au

microscope optique (Olympus - BH

1.4.La stérilisation des éprouvettes

La manipulation de micro-organismes nécessite ioegamesures de sécurité, comme le
travail sous hotte a flux laminaire, ou encore axpnité d’'une flamme, ayant pour but
d’éviter toutes sources de contamination de lauocglltmais également de I'environnement de
travail. Il est donc nécessaire de stériliser toodtériel et objet faisant partie de
I'expérimentation.

Le but de la stérilisation d’un objet est la destian ou I'inactivation irréversible de tous les
micro-organismes qui se trouvent dans ou sur cgt.otant donné qu’un objet stérile peut
étre contaminé par contact avec le milieu extériene premiere exigence est de conditionner

I'objet avant la stérilisation. Ce n’est qu’au marhée son utilisation qu’il peut étre déballé

73



Chapitre IV : Matériels et Méthodes Virginie Wikto

de maniere aseptique. Le conditionnement et le ndedeonservation du matériel stérile font
intégralement partie de la stérilisation.

L'efficacité de la stérilisation dépend de troictiurs : (i) le temps d’exposition a I'agent
létal, (ii) la dimension de la population microbmen (iii) le taux de mortalité des micro-
organismes a détruire. Ce dernier facteur est Bmm influencé par la nature du micro-
organisme, ainsi que par la nature et l'intens@gd’alyent létal (Regnault, 1990).

Différentes méthodes de stérilisation existentri{fi&étion a la chaleur humide, a I'oxyde
d’éthyléne, expositions aux UV, ionisation...). Leoohse fait selon les contraintes imposées
par I'objet a stériliser, sa résistance ou non #&mpératures et pressions élevées, par
exemple.

Les éprouvettes sont stérilisées apres 28 joucwnservation a 100% HR, ou apres I'étape de

vieillissement accéléré.

1.4.1. Stérilisation par rayonnements ionisants

L’ionisation des éprouvettes par rayonnement garestaéalisée au centre du Commissariat
a I'Energie Atomique de Cadarache. Les éprouveitad emballées sous film de poly-
éthylene et déposées a l'intérieur d’'un cylindre={2 cm, h=30 cm). Le cylindre descend
dans la chambre d’ionisation, ou il est prochealedurce. Pendant I'ionisation, le cylindre
tourne sur lui-méme, ce qui permet une ionisatiombgéne de toutes les éprouvettes. La
dose délivrée est calculée a partir de la densiténatériau a ioniser, par I'intermédiaire d’'un
logiciel de calcul. Ce logiciel est paramétré pales densités 1 (densité de I'eau), il
détermine en fonction de la densité le temps dSiatidn nécessaire. Plus la densité est élevée,
plus le temps d'ionisation est élevé. Pour des n@abé ayant une densite 1,
'expérimentateur estime le temps nécessaire efievdn dose réellement délivrée a l'aide
d’un dosimetre.

Dans notre cas (ionisation d’éprouvettes en cimeirt)peut estimer la dose absorbée par
I'éprouvette, a partir de la densité. Pour avoie waleur précise de la dose absorbée au cceur
de I'éprouvette, nous avons préparé quelques éptmsvcontenant un dosimeétre a l'intérieur.
Apres l'irradiation, il suffit de mesurer la dosesarbée par le dosimétre pour connaitre avec
certitude la dose absorbée au cceur de I'éprougieiiare 16). Une dose de 30kGy assure la

stérilité de I'’échantillon.
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R

ionisation

= =

Cassage de ['éprouvette

Mesure de la dose absorbée au cosur de 'éprouvette
via le dosimétre

Figure 16 : Mesure de la dose absorbée au cceur d&prouvette

1.4.2. Stérilisation aux UV

Les éprouvettes sont exposées une nuit a la lunu&rale la hotte a flux laminaire, puis

placées dans des boites stériles jusqu’a I'inoicuiat

2. Techniques microbiologiques

Toutes les manipulations avec les micro-organissoes effectuées en environnement stérile,

sous hotte a flux laminaire.

2.1.Cultures fongiques

2.1.1. Souches fongiques utilisées

La soucheAlternaria utilisée pour la premiére partie de I'étuddternaria alternataFries
von keissler DSM 62006, provient de la collectidleraande de micro-organismes DSMZ.
Dans la phase finale de la mise au point du testiaBétérioration, nous travaillons avec une
soucheAlternaria alternataissue d’'un prélévement sur un monument en Indan@es non
publiées).

Aspergillus nigeDSM 823 provient de la collection DSMZ.

Coniosporium uncinatura MC557 — a été isolée a partir d’'un prélevementusie statue en
marbre située dans le jardin du musée de MessiodejDe Leo et al, 1999).

Exophialasp. a été isolée a partir d’un prélevement sumonument en Inde (données non

publiées).
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Alternaria alternata Coniosporium uncinatumExophiala sp. sont conservées dans la
collection du département des Sciences Microbiglogs, Génétiques et Moléculaires de
I'Université de Messine.

2.1.2. Conditions de culture des souches fongiques

Les cultures sont réalisées en plusieurs étapass th premiére partie de I'étude, nous
travaillons uniquement avealternaria alternata Plusieurs facteurs jouent un réle sur la
croissance du champignon tels que la températhrenidité relative, le pH, la composition
du milieu. Il est reporté dans la littérature goeteés les espécesAdternaria sporulent mieux
dans des milieux pauvres en sucre tels que puagdr (J. Rotem, 1994). De plus, la lumiere
aurait un impact positif sur la sporulation de aeres souches Alternaria, bien que son role
ne soit pas compléetement élucidé. Nous avons dooisicd’étudier I'influence du milieu de
culture et de la lumiére sur la sporulation.

Trois milieux solides de culture sont testés : Adas \4, Agar jus \4 modifié (le jus de
légumes est remplacé par de la purée de tomat€)agteck-Dox modifié (le saccharose est
remplacé par la cellulose en poudre), dont les cmitipns sont détaillées en annexes. Le pH
des milieux est ajusté a 7,2 par ajout de NaOH OdlMHCI 0,1M avant stérilisation a
'autoclave (20 minutes a 120°C). La souche estivdd en boite de Pétri et en tube. Les
cultures sont incubées a 90+5% HR et 24+1°C. Umiepdes cultures est placée sous néons
horticoles, ayant un rayonnement spectral accedéans le bleu (450 nm) et le rouge (650
nm), avec des photopériodes de 10h/jour. Les @adtexposées a la lumiére regoivent une

intensité lumineuse de 560 Lux contre 3,5 Lux gesrcultures non exposees.

La deuxieme partie de I'étude est menée akspergillus niger La souche est cultivée en
boite de Pétri et en tubes, sur milieu solide BewmDextrose Agar (PDA - Sigma). Le pH du
milieu est ajusté a 7,2 par ajout de NaOH 0,1M asgéérilisation a I'autoclave. Les cultures
sont incubées a 75+5% HR et 24+1°C.

La derniéere phase de l'étude se déroule au dépantenhes Sciences Microbiologiques,
Génétiques et Moléculaires de I'Université de MessiNous travaillons dans cette partie
avec les quatre souches sélectionné@dgernaria alternata Aspergillus nigerExophialasp.,

Coniosporium uncinatunCes souches sont cultivées en milieu solide PO¥o{d) en boites
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de Pétri, et en milieu liquide Malt Extract BrofMEB - Oxoid). Les cultures sont incubées a
26°C.

2.2.Préparation d’'une suspension de spores

La suspension de spores est préparée dans un@mssgbhtysiologique (0,9% NaCl). Deux
millilitres de solution physiologique sont répamisr la surface de la boite de Pétri. La surface
de la culture est raclée avec une anse d’ensememntepour récupérer les spores. La
suspension obtenue est filtrée sur de la gaze érajpn est répétée 2 fois mais avec 1 ml de
solution physiologique. Le comptage des sporesaitesfir une cellule de Malasse@V.
Schreck Hofheim/Ts, Allemagne) au microscope ogidia concentration de la suspension
ajustée a la valeur désirée par ajout de solutitysiplogique. La suspension est utilisée dans

les 6h qui suivent sa préparation.

2.3.Préparation d’'une suspension de cellules fongi  ques

La suspension est préparée aprés une semainetdee @ds différentes souches, a I'exception
de Coniosporium uncinatungui nécessite trois semaines de cultures. Lesileslisont
collectées en raclant la surface de la boite de EPéntenant du milieu PDA, puis sont
transférées dans un tube de centrifugation contehanl de solution physiologique (0,9%
NaCl). Les cultures en milieu liquide MEB sont dtement transvasées dans les tubes de
centrifugation. Les suspensions sont centrifugdesnihutes a 2095 g (3000 rpm avec une
centrifugeuse Allegra X-12R Beckman and coulterotor SX 4750A). Les culots sont
suspendus dans un volume minimum de solution plogggue. La concentration de chaque
suspension fongique est déterminée par comptagealeses sur une cellule de Biircker
(ProSci Tech, Australie) au microscope optiquectacentration finale est ajustée a la valeur
désirée par dilution dans le milieu nutritif compode Yeast Nitrogen Broth (YNB) 1x +
Glucose 0,01%. La Figure 17 présente les sporeallates fongiques pour chague suspension

préparée.

" Cellule de Malassez ou de Biirker: cellule de matign, c’est une lame porte-objet dans laqueltecemisée
une chambre de comptage de volume connu. Ce destieiéterminé par (i) la surface du quadrillagevérsur

la lame, (ii) la profondeur de la chambre {Me vaiassez 1 MM, Veeiute surke= 0,9 Mrm).
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Figure 17 : Observation au microscope optique desispensions de cellules fongiques, grossissement x40
(a) Alternaria alternata, (b) Exophiala sp., (c)Aspergillus niger (d) Coniosporium uncinatum

2.4.Dosages biochimiques
Plusieurs méthodes de quantification de la biomassgent, certaines étant spécifiques a un
type de micro-organismes. Parmi ces méthodes nawssachoisi de développer pour notre
étude un dosage spécifique de la biomasse fongicelei de I'ergostérol, et un plus global :

le dosage des protéines qui permet I'estimatiola déomasse microbienne totale.
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2.4.1. Dosage de I'ergostérol

2.4.1.1. Principe du dosage
Les techniques de dosage de I'ergostérol s’appsigntine caractéristique de cette molécule :
son absorbance U.V a 282 nm. Le dosage est r&adis&chromatographie liquide haute
performance (CLHP). Le systéme est étalonné avecsalution d’ergostérol préparée a partir
d’ergostérol standard (SIGMA) dans du méthanolsyisteme WATERS utilisé 616 LC est
équipé d'une colonne NovapackgQ@le 60A. L’ensemble de I'appareillage est piloté par le

logiciel Millenium 32.

2.4.1.2. Parameétres testés

Pour la mise au point du dosage, nous faisonsniarieomposition de la phase mobile. Les
mélanges suivant sont testés : (i) eau/acétong€il&0 v/v, et (ii) acétonitrile/méthanol 80:20
viv. Le dosage est réalisé avec un débit de 0,5ml/ea 1 ml/min. Enfin, le volume

d’échantillon injecté est ajusté pour optimisedtsage, 20 et 100pL.

2.4.2. Dosage des protéines

2.4.2.1. Principe du dosage

Le dosage des protéines est réalisé par la méttied@radford. Le dosage est basé sur la
formation d’'un complexe entre le réactif de Bradfaet les protéines en solution. Le
complexe protéine-colorant crée un changement dummen d’absorbance du colorant entre
465 nm et 595 nm. L’absorption est proportionnéllea quantité de protéines présentes dans

le milieu.

2.4.2.2. Parameétres testés

Cette méthode de dosage nécéssite que les prosgieeg en solution. Il faut donc extraire
les protéines du matériel biologique pour les sitikdy dans une solution de composition

adaptée.

79



Chapitre IV : Matériels et Méthodes Virginie Wikto

Les parametres suivants ont été étudiés :

- protocoles de dosagele dosage 1,55 ml (1,5 ml de réactif de Brad&wdt ajoutés a
50 ul d’échantillon) et le micro-dosage (1ml dectdale Bradford sont ajoutés a 1 ml
d’échantillon).

- Solution d’extraction : eau UHQ, méthanol, solution NaCl 0,9%, PBS (Bhate
Buffered Saline).

- H,O ultra-pure : Solution de référence, afin d’évies interférences avec les
protéines, et avec le réactif de Bradford.

- Solution NaCl 0,9% : Les protéines sont plus stbl@ns une solution saline,
de plus le serum bovin albumine est conservé daesalution saline.

- PBS : C’est un tampon salin (NaCl 8g/l), donc fade a la stabilité des
protéines en solution. De plus, I'acide ascorbipuee le réle d’agent réducteur, et
évite I'oxydation des protéines.

- Méthanol : Nous souhaitons associer le dosage detipes au dosage
d’ergostérol. L'extraction de I'ergostérol doit ajdtoirement se faire dans le
méthanol. Il serait intéressant de procéder a wimaion globale du matériel
biologique (ergostérol et protéines), et d’'effectles dosages spécifiques sur une
partie de I'extrait.

- Nombre de cycles de sonication pour I'extraction

2.4.2.3. Extraction des protéines

Les échantillons sont préparés a partir de cultéggses de 10 jours sur boites de Pétri. Le
mycélium est gratté de la surface de la boite anecspatule, et inséré dans 10 ml de PBS. La
suspension est soniquée avec un sonicateur Vib@aeeicroprocesseur Vibracell (Bioblock
scientifique) équipé d’'une micro-sonde. Un cycle simication comprend 3 secondes de
pulsations et 1 seconde d’arrét pendant 30 secawesune amplitude de 10 %. Ce cycle est
répété plusieurs fois avec un temps de pause de@ihdes entre chaque cycle, pour éviter
I'échauffement de I'échantillon. La suspension mstintenue dans un cristallisoir contenant
des glagcons pour conserver une température basse, gas dénaturer les protéines. Nous
avons testé I'extraction avec 7, 10, et 12 cyckesahication.

La suspension est centrifugée 10 min a 2000 toaral°C. Le dosage est effectué sur le
surnageant. L'absorbance est mesurée a 595 nm d@emin dincubation avec un
spectrophotomeétre UV-vis VARIAN Cary 300 Scan.
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2.5.Coloration au réactif de Schiff (PAS)

La coloration PAS (Periodic Acid Schiff) est unelaration couramment utilisée en
histologie pour mettre en évidence les polysaccharides pigskEms certains tissus. C’est
l'acide périodique qui agit le premier en révélted fonctions des aldéhydes et cétones qui
constituent des groupements réducteurs. Interéestiite le réactif de Schiff qui, incolore a
I'origine, apparait rouge-fuchsia au contact degresipements réducteurs.

Cette technique a été proposée pour les matériawomistruction par Warscheid et appliquée
avec succes pour l'estimation de la colonisatiomrafiienne sur et dans les pierres. La
coloration PAS permet dans ce cas, de colorer gsnauge les composes tels les substances
polymériques extracellulaire (EPS), le glycogeriamidon, la cellulose, les complexes
protéines-carbohydrates, et les glycolipides. Nsuwigons le protocole de coloration proposé
par Urzi et Albertano (2001).

A la fin du test de biodétérioration, les éprousgtsont cassées en petits morceaux (Figure
18).

échantillons utilisés

Figure 18 : échantillonnage des éprouvettes pour leoloration PAS

Les échantillons sont fixés 2h dans I'éthanol 709v)( puis transférés dans I'acide
périodique 1% (m/v) et agités pendant 5-8 minsdsat ensuite placés 5 min dans I'éthanol
70% (v/v). Les échantillons sont rincés 5 min dah® distillée et placés 10 min dans le
réactif de Schiff, puis introduits dans une solutide sodium métabisulfite 0,6% (m/v),

" Histologie : est la branche de la biologie quidéules tissus. Elle a pour but d’explorer la cosigon, la

structure, le renouvellement des tissus ainsi gs€thanges cellulaire en leur sain.
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2x3min. lls sont rincés 2 fois dans,® distillée (5 min chaque fois) et introduits dans

I'éthanol 70% (v/v) pendant 35 min.

3. Test de biodétérioration

Différents dispositifs expérimentaux sont testés, faisant varier notamment le mode
d’'inoculation, et l'apport déléments nutritifs. L&ableau 5 présente les conditions
expérimentales des différents tests réalisés.

Dans tous les cas nous utilisons des boites emm@yléne 9,5 x 9,5 x 9,5 cinLes boites,
les milieux de culture, la vermiculite, les feudllde papier sont stérilisées a l'autoclave 20
minutes a 120°C avant le test.

Les inoculations sont réalisées en duplicat. Apmir chague souche fongique étudiée, nous
inoculons deux éprouvettes ayant subit le mémdligg@ment. Les témoins sont inoculés

avec une solution physiologique (NaCl 0,8 g/L).

Les quatre premiers tests concernent le développede la méthodologie en termes de
dispositif expérimental, mode d’inoculation, appaet milieu nutritif. Seules les observations
au stéréomicroscope et dans certains cas au MEBtérdffectuées. Lors du cinquieme test,
la préparation spécifique des échantillons pol B et la coloration au réactif de Schiff ont

pu étre réalisées.
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Tableau 5 : Comparaison des dispositifs expérimentx des différents tests réalisés
Essai A Essai B Essai C Essai D Essai E
A. alternata A. alternata A. alternata A. alternata A. alternata
DSM 62006 DSM 62006 DSM 62006 DSM 62006
A. niger A. niger A. niger
Souche DSM 823 DSM 823 DSM 823
Exophiala sp.
C. uncinatum
MC 557
Milieu de culture jus Vg jus Vg jus Vg PDA jus Vg PDA PDA
non vieillies non vieillies non vieillies non vieillies non vieillies
Eprouvettes inoculées carbonatées carbonatées carbonatées carbonatées carbonatées
carbonatées + lixiviées carbonatées + lixiviées carbonatées + lixiviées
Stérilisation éprouvette ionisation rayons y ionisation rayons y ionisation rayons y ionisation rayons y rayons UV
mode suspension spores suspension spores suspension spores suspension spores suspension cellules
Inoculation volume 1mL 1mL 1mL 1mL 1,5mL
concentration 6,5.10° spores/mL 6,5.10° spores/mL 12.10° spores/mL 12.10° spores/mL 8,7.10° cell/mL
Incubation 24+1C et 90+5% HR 24+1C et 90+5% HR 24+£1TC et 90£5% HR 24+1C et 90+5% HR 26x1C
24+1T et 75+5% HR 24+1T et 7535% HR
Ajout nutriments non 1 ml jus Vg lig / semaine 1,5 ml jus Vg liq / semaine 1,5 ml jus Vg liq / semaine non
coton cardé coton cardé soton carda coton cardé coton cardé
@ éprouvette EE Brouvelta i3 Enrauveites imbibdes de éprouvettes recouvertes &prouvettes
Dispositif expérimental . T L m”‘i”,ﬂ”;ﬁ";ig'if”“‘e ] [ d”slﬂcTeﬁ\'Z el 7
vermiculite
g 2 milieu Vg - g _Ammeu Vg 4 ; '/ ;;--' milieu V, ou PDA y Ax ‘( 7 milieu Vg ou PDA feuille papier
liquide ——— solide - solide S— 2 solide
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CHAPTER V :
ACCELERATED WEATHERING OF THE MATRIX

This fifth chapter is devoted to the cementitioustnx. The first part deals with the
characterization of hydrated cement paste bef@evimthering. The second part presents the
development of a method to accelerate matrix wetipeaccelerated carbonation operation
and leaching operation. Finally, the influence ofederated weathering of the matrix on its

microstructure is discussed in the third part.

1. Characterization of hydrated cement paste

1.1. X-ray diffraction (XRD) analysis

The XRD analysis of hydrated cement paste is pteden Figure 19. The assignments of the

XRD peaks to phases were based 8iwv&ues and the corresponding d-spacing (Table 1).

Table 1: XRD Data for hydrated cement paste at 28al/s of curing at 100% HR

20 dd) Phase 20 dd) Phase

93 9.671 Ettringite 340 2628 Portlandite
16.1 5.583 Ettringite 471 1927 Portlandite
18.1 4900 Portlandite 51.5 1796  Portlandite
233 3859 Ettringite 551 1687 Portlandite

287 3112 Portlandite

Diffractogram investigation indicates that the rgtéd cement paste studied is mainly
composed of portlandite, and ettringite. The peatsesponding to portlandite appear at
4.900, 3.112, 2.628, 1.927, 1.796, and 1.68The main peaks corresponding to ettringite are
present at 9.671, 5.583, and 3.859 A. Presencealsfte (CaCQ@) and gypsum can be
observed but at a lower extent.
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Figure 19: X-ray diffractogram of hydrated cement paste at 28 days of curing at 100% RH

E=ettringite, G=gypsum, P=portlandite, C=calcite

1.2. Fourier Transformed infrared (FT-IR) analysis

FT-IR spectra of hydrated cement paste are shovigare 20 and Figure 21. Usually band

assignments reported in literature are deducted fpectra performed in diffuse reflectance.

Table 2: FT-IR characterization of hydrated cementpaste

Band Hydrated cement® Hydrated cement” Hydrated cement © Hydrated cement *
assignements 1 month (cm') after mixing (cm™) paste (™) paste{crm ")
v, 80, 9805, b 970 s, b 977s,b 959 5
v, 8io,* 536w,sh e
v, 8i0,* T A S — 453w 446 w
Vi Si042' 1105 w, sh 1100 1134 vw, sh 1113 vw, sh
1155w,sh = = e ———-
v, 8i0,* 667 w 610 e
vi+v; H,O 3325 e
3450 s, b 34155, b 34365, b 3414m, b
v; H,0 1630w 1638 m 1656 m 1640w
v OH 3645 sr, sh 3640 sr 3644 ar, sh 3636 3ar, sh
Vs C032' 1425 1497 s, b 1421 5, b 14625, b 1414 s
vy 0032' B76 1y, sr 874 m, sr 875m, sr B72 s, sr
v, CO.” 32w 713w 718w 710 w

* Reference Mollah et al., 1995; 2004
® Reference Farcas and Touzé, 2001

" Present study diffuise reflectance

* Present study ATR

b: broad, s: strong, sh: shoulder, sr: sharp, m: medium, vw: very weak, w: weak

v1 = symumetric stretching
v, = symmetric bending

v; = asymmelric stretching
v, = asymmelric bending
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In the present work, spectra acquisition is mapdyformed in ATR. Band assignments on
ATR spectrum (Figure 21) are deducted from spectpenfiormed first in diffuse reflectance
(Figure 20).
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Figure 20: Diffuse reflectance FT-IR spectrum of hdrated cement paste at 28 days of curing at 100% RH
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Figure 21: ATR FT-IR spectrum of hydrated cement pate at 28 days of curing at 100% RH
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A shift of about 10-20 wave number units is notetween both spectra. Nevertheless the
band assignments for hydrated cement paste artose agreement with those previously
reported by Mollah et al., 1995; 2004; and Farcag &ouzé, 2001 (Table 2). The band at
3645 cnt is due to the OH band from Ca(QHMollah et al., 2000). The water bands appear
at approximately 3440 (stretching) and 1660 (beg)domi* (Mollahet al., 1998). The bands

at 1480-1430 cih, 875 cmt* and 720 crit are due to carbonates. The wide and deep band
between 1480 and 1430 &nis attributed tos; of COs* and the sharp bands at 875 and 720
cm™ are due tw, andv, vibrations, respectively (Mollah, 1998). The bad®75 crit is due

to the Si-O asymmetric stretching bangd) from C-S-H (Mollah et al., 1995).

1.3.Mercury Intrusion Porosimetry (MIP)

In the usual procedure, a small specimen is firgddemptying the pores of any existing
fluid. It is then weighed, transferred to a chambénere the air is evacuated. Then mercury
fills this chamber surrounding the specimen. Simezcury does not wet cementitious solids
spontaneously, it does not intrude into empty parekess pressure is applied. Therefore
pressure in progressive increments is then applibd. intrusion of mercury at each step is
monitored. The set of pressure steps and corregpprdlumes intruded provides the basic
data for pore size distribution calculation. The SMaurn model used to convert mercury
intrusion data into pore size distribution curvesokes two distinct assumptions: (i) that
pores are cylindrical, and (ii) that they are esfyirand equally accessible to the outer surface
of the specimen. There is no distinction in the eldaketween intrusion into a single long,
continuous cylinder or intrusion into a multitudiesborter cylinders of the same diameter, as
long as they are all open to the outer surfacenfidiad, 2000). The access to large regions of
porosity may be controlled by very small size esgtrand all the pores in this region (whatever
their actual size) will be assigned to the sizé¢hef smallest entry (Scrivener, 2004). So, MIP
data should be investigated and interpreted with.ca

According to Diamond (2000), MIP measurements aseful only to provide threshold
diameters and intrudable pore space measuremehitsh wan serve as comparative indices
for the connectivity and capacity of the pore sysen hydrated cements. MIP measurements
should be abandoned as measures of the actuasigerpresent.

The apparent threshold diameter corresponds tesspre above which very little intrusion

into specimen is recorded, and immediately belowckvhiihe greatest portion of intrusion
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takes place. This apparent threshold diameteraatgr for higher water: cement (w/c) ratios

and for younger cement pastes; reducing with agenibnd, 2000).

Pore size distribution of the hydrated cement pasieied is presented in Figure 22. The

threshold diameter obtained is about 2 um, thit say that essentially all of the space can be
allocated to pores less than 2 um in size. The fmeosity corresponding to the MIP

measurements is of 21.6%.

Cumulative intrusion (mLfg)

1 10 100 1000 10000 100000 1000000
Pore =ize diameter (nm)

Figure 22: Pore size distribution of hydrated cemenpaste at 28 days of curing at 100% RH

1.4.Helium pycnometry

Usually, helium pycnometry is used to determineletlaé density of a solid, and could give

indirect information about pore volume and closextopity when the sample’s apparent
volume and density are known. In our case the spats are shaped irregularly, so it is not
quite as easy to determine their apparent volumenckl, only skeletal bulk density is

obtained from pycnometry measurements performed.skieletal density of hydrated cement
paste measured is to 2.197 + 0.002 d/after 28 days of curing at 100% RH.

A synthesis of XRD and FT-IR analyses indicateg tha major components in hydrated
cement are portlandite Ca(Ofixalcium-silica-hydrate C-S-H. The formation ofrieiite -
CsA, 3 CaSQ, Hs; -, and calcite CaCgis also observed. These observations are in close

agreement with previous publication. Upon hydratiloa alite (GS) and belite (€S) phases
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produce mainly portlandite Ca(OH{}20-25%) and amorphous calcium-silica-hydrate ¢(C-S
H) (60-70%) (Mollah, 1998). Calcium carbonate Cad® also produced as a result of
secondary reactions between CaQ@idd C-S-H with atmospheric GQReardon et al., 1989).
The hydrated cement paste studied is also chaizadeby: (i) a threshold diameter of 2 um,
(ii) a total porosity of 21.6%, and (iii) a skeletgensity of 2.197 g/cth

2. Accelerated weathering of the matrix

2.1. Accelerated carbonation

The accelerated carbonation is performed on hydregenent pastes after 28 days of curing at
100% RH. Prior to exposure to carbonation, the nitgjof specimens (four exceptions) were
oven dried at 40°C for 24h. The saturated solutibpotassium carbonate is renewed after
30h. Hence, RH is maintained between 52% and 65%eanchamber. This saturated salt
solution is known to provide 43% RH at 20°C whenam enclosed space (OIML R 121,
1996). In the experimental set-up, £ubbled through a column of deionised water before
entering the inlet chamber, providing continuouslymidity. Thus, RH is maintained in the
chamber at a higher value than the one expectedording to Chaussadent (1997) and
Gervais (2004) the carbonation reaction is optinwimen the RH in the pores of the matrix is
close to 65% and decreases as the RH in the poeemases. The reaction is quasi-inhibited
when the RH is below ca. 50%,®0; appears to be a suitable salt to maintain an gpiate
level of RH during the carbonation operation.

Owing to the cement’s bleeding effect when wateprissent and which occurs in the early
stages after casting, the porosity and pore seteéldlition is expected to vary between the top
(trowelled) layer and deeper layers of the pastea(, 2003). The trowelled face is located

on the top of specimens and each face is ident#geshown in Figure 23.

Top (trowelled) face: T

| 2.5¢m / |

I ‘ 1

4 Side: §
1 em \
+— Middle (core): MI

P4
Bottom : B

Figure 23: Identification of faces for carbonationoperation (section through vertically cast cube)
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Figure 24: Carbonation depth for hydrated cement pates after 48h of accelerated carbonation —

Example of: (a) non pre-dried specimen, (b) and (q)re-dried specimen

Figure 6 shows that the pre-dried specimens (Figdrd, and c) are more carbonated than
those without pre-treatment (Figure 24 a). Thesseptations are in accord with those
previously reported. The formation of calcium carét@ requires that carbon dioxide diffuses
from the atmosphere into the pores of materials Qais needs liquid water to form carbonic
acid. However, the carbonation will be largely cutaut if the pore system is completely filled
with water, which will hinder or block the diffusioof carbon dioxide in its gaseous phase.
Thus, the situation where pores are only partlgdiwith water makes possible both diffusion
of carbon dioxide in the gaseous phase and formatfocarbonic acid (Rougeau, 1997;
Johannesson et al., 2001; Gervais et al., 2004ryh2007).

The same carbonation profile (Figure 24 b) is ole#rfor all pre-dried specimens
whatsoever its location inside the chamber: bothttp faces and sides are carbonated on
about 1.5-2 mm whereas the bottom is almost nonocated. The top surface (trowelled) of
a cement paste possesses more numerous poredterthanger volume than the bottom face.
The pore volume near the top surface can be tvadarge as that for the bottom face (Khatib
et al., 2003), which facilitates G(enetration. In the following experiment the caréied
specimens used are pre-dried.

The results of carbonation influence on the matrigrostructure are presented and discussed

in section 3.
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2.2.Leaching operation

Leaching occurs in which species such as calciuindigsolve in the pore solution, This

phenomenon leads to an increase of the matrix poleme (Watanabe et al., 2006). The
leaching operation is performed on carbonated spats. Leachate pH and surface pH of the
matrix as a function of time are shown in Figure RBlating to the leachate pH curve, note
that pH increases rapidly from about 5.5 to 9.2him first hours, reaches a maximum at 9.6
after 3 days, and then decreases slowly to abéuf&er 28 days. On the contrary, the surface
pH of the matrix decreases rapidly from ~10.6 t8 8uring the first 3 days, and then

decreases slowly and seems to reach a plateauca8d8in

11,00 T
. —:—surface pH
L
\ —=— |eachate pH
10,00
9,00 L L i T
n 1 &N

pH

i 3 10 15 20 25 30

time (days)

Figure 25: Evolution of pH in function of the leacting period (average of duplicates) - green curve:

surface pH of the matrix, red curve: leachate pH

Prior to the leaching operation, specimens werbarated for only 48h, and portlandite and
ettringite remained present near the matrix surféégure 27). When specimens are
submerged in water, soluble alkaline compoundsh sa& portlandite and ettringite, are
rapidly dissolved. This results in the releaseyafrbxide ions and thereby increasing leachate
pH and decreasing the surface pH of the matrixaddition, portlandite dissolution involves
the release of calcium (Ca) in leachate. The calcazoncentration measured in leachate
oscillates between 3.9 and 6.3 mg/L (-4.4 < log)(€a4.2). Calcium carbonate is much less
soluble than portlandite (Figure 26), so once attlpndite is dissolved, local quasi-stationary

state between the matrix pore solution and leaclpatgressively takes place. This is
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consistent with the slow decrease in pH, calciunbaaate solubility and carbonate equilibria
(Figure 26, calculations relating the consideresteay are detailed in annexe).
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Figure 26: Soluble Calcium derived from calcite andportlandite for CaC0O3-C0»-H,O system — calcium

carbonate in water with a fixed partial pressure ofcarbon dioxide (Bureau and Zasoski, 2002)

According to the curves of the Figure 26, pH shaddainly decrease even more with time.
Our objective is to accelerate the weathering efrttatrix in order to decrease the surface pH.
Hence, we have to find a compromise between therarpntal time and pH obtained, that’s

why we decided to stop the experiment at 28 daysesponding to a surface pH about 8.8.

The influence of leaching on the matrix microstuetis discussed in the next section.

3. Influence of accelerated weathering on the matri  x microstructure

3.1. X-ray diffraction analysis

Figure 27 shows the XRD analysis performed on neathered and weathered specimens.
Additional peaks are noticed on the diffractograirthe carbonated specimen compared to
non weathered one. They are attributed to the fbomaf calcium carbonate polymorphs —
aragonite and vaterite — as a result of accelexadabnation.
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Figure 27: X-ray diffractogram of specimen before &) and after (b), (c) accelerated weathering of the

matrix — E=ettringite, G=gypsum, P=portlandite, C=alcite, A=aragonite, V=vaterite
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The decrease in relative intensity of portlandiéals is due to the dissolution of portlandite
to form calcium carbonate. The diffractogram of tb&bonated and leached specimen
exhibits only calcite and aragonite peaks. Theptiearance of portlandite and ettringite is a
consequence of their dissolution as a result afhieay. Vaterite is the less stable calcium

carbonate polymorph, and it is easily transfornméd other forms.

3.2.Fourier Transformed Infrared analysis

The major bands identified for the non weathereetipen are: the OH band at 3636 tm
from portlandite, the carbonates bands at 1414, &l 710 cni from calcite, and the
silicate band at 959 cmfrom C-S-H. The spectral data changes upon weatheand
analyses of these changes can provide valuablematmn about the reactions involved. The
FT-IR data for band assignments are presented lnleT& Details of FT-IR spectra for the

most characteristic bands are shown in Figure 28.
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Figure 28: Details of FT-IR spectra (ATR) of the cenentitious matrix before and after accelerated

weathering

94



Chapter V: Accelerated weathering of the matrix

irghie Wiktor

Table 3: FT-IR characterization of specimens beforand after accelerated weathering

Band Calcium carbonate * Non weathered ° Carbonated ° Carbonated and *
assignements CaCoO, (erm)) specimen (cn'!) specimen (crm™) leached specimen (')
v, 8i0,* 9705, b 959 5 970 s 970 s
AL {7 Pu— o —
v; 80, 1100 113vw,sh -
v OH 3640 sr 3636sh - e
v;CO% . 14218,b 1414 1414 s 1414s
v;CO3% oo 1400-1500 5, b 1414 - 1440 s, b 1414 - 1440 s, b
v, COY g 1080W e
viCO o 1083 e 1080 w, sh 1080 w, sh
v, 0032' caldite 874 m, sr 875 s, sr 876 s, sh 876 s, sh
N ole I s I J— ? ?
80m,sr 0 - ? ?
v3COs" ose 856m e BS8 s, sh 858 s, sh
v, CO . Tl3w 70w 714 m 714 m
v, COT . TMOw e 742w,sh =
710m e ? ?
viCO¥ e 700 e 702w 702w

® References Simpson, 1997, Ghosh, 1998, Farcas and Touzé, 2001; Devarajan et al., 2007
" Present study - Non weathered specimen

* Present study - Carbonated specimen

“ Present study - Carbonated and leached specimen

b: broad, s: strong, sh: shoulder, sr: sharp, m: medium, vw: very weak, w: weak

v, = symimetric stretching

v, = symmetric bending

v, = asymumetric stretching

v, = asymmetric bending

? = certainly covered by another band

The OH band at 3636 chfrom portlandite disappears with carbonation. Heeve XRD
analyses show the presence of portlandite on catbdrspecimen, but in small amounts. The
majority of portlandite is mainly transformed duginarbonation operation, and totally during
leaching. The small amounts present on the carbdrsgiecimen are probably non detectable
with FT-IR.

The FT-IR spectra of weathered specimens (carbdrzate leached or carbonated only) show
a strong broad band at 1414-1440cwhich is broader than the calcite band, charistier

of aragonite. According to the intensity it can é&sumed that the aragonite overlays the
calcite band. New bands appear at 1080, 858, 702acm are assigned to aragonite formed
as a result of accelerated carbonation. The barttatcm* belonging to vaterite, appears
only in the carbonated specimen. Other charadebsinds at 860, 850, and 710 tmay be
overlaid by calcite bands. As aforementioned, v&es a less stable polymorph of calcium
carbonate and thereby transforms into more stastad calcite and aragonite with leaching

operation. The Si-O stretchingsf band now appears at approximately 970 and 986 fom

95



Chapter V: Accelerated weathering of the matrix irghie Wiktor

the carbonated and carbonated then leached spexciregpectively, while the same band in
the non weathered specimen appears at 959 etance, this shifting to higher frequency is
caused by the polymerization of the orthosilicatétsu(SiQ*) during weathering process.

The magnitude of this shift is indicative of thegdee of polymerization (Mollah et al., 1995).

3.3.Mercury Intrusion Porosity and helium pycnomet ry

The measured porosities vary from approximately Zo#cthe non weathered specimen to
17% for the carbonated one (Table 4). The leactohdhydrated cement pastes leads
traditionally to an increase of the porosity. Inr @ase, it doesn’t. The leaching takes place
after the carbonation, and a slight decrease afgiiyris even noted.

The decrease in total porosity results in an irswed skeletal density. Well-defined threshold
diameters are evident from 2 um for the non weathspecimen to 500 and 400 nm for the
carbonated and the carbonated then leached speciraspectively. Increased weathering
time results in lower total porosity and smallelues for threshold diameter (Figure 29). The
threshold diameter is a characteristic propertyhef pore structure and therefore varies with
the microstructure of the material (ArandigoyenQ@0D A lower threshold value is indicative
of a finer pore size distribution (Khatib, 2003)heTl lower threshold observed for the

weathered specimens is a consequence of the desappe of large pores around 1um.
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Figure 29: Change over time for the pore size disiioution with accelerated weathering
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Table 4: Characterization of the matrix microstructure

Threshold Porosity Skeletal

Specimen diameter (rum) (%8 density (g/em™)
Non weathered 2000 216 2.1968
Carbonated 500 17.2 2.3352
Carbonated and leached 400 16.8 2.5383

The overall shape of the carbonated and leachechidronated only curves is similar for
weathered specimens, but differs from those of m@athered specimens. Beyond the
threshold of the curve for the non weathered spegifhe. from approximately 2000 nm to
500 nm) there is a more profound decrease in thigeshan for weathered specimens curve.
But after a pore diameter of approximately 500 hm dlope increases again. This change in
shape of the pore size distribution is a consequeaicthe increase in the proportion of

smaller pores (Figure 29).

3.4.Direct observations

Figure 30 shows direct observations of specimensdifierent stages of accelerated

weathering. The appearance of cracks on the susfa@eimen is observed after carbonation.
This cracking is considerably augmented by leachMgreover, precipitate formation was

noted inside the cracks, which according to XRD BmdR analysis should be CaGO

| Sl

Figure 30: Direct observations of specimen beforena after accelerated weathering — (a) non weathered

specimen, (b) carbonated specimen, (c) carbonatelen leached specimen
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These observations point out the significant alienas of the specimen surface after the

accelerated weathering.

3.5.Scanning Electron Microscope (SEM) observation s

Figure 31 shows surface fractures. Platy crystald fine needles are the distinguishing
characteristic shapes of portlandite and ettringgspectively (Diamond, 1976; Pratt, 1986).
A thin layer covers progressively the specimenasgfas accelerated weathering progresses.
This is consistent with the weathering performearbonation results in a decrease in the
amount of portlandite and the leaching gives rigethe dissolution of portlandite and

ettringite. A net decrease in porosity is also olse pores are progressively filled by CaLO

precipitation and become smaller and smaller asnidugix is weathered.

portlandite
2o

ettringite

Figure 31: SEM images of fracture surfaces — (a) moweathered specimen, (b) carbonated specimen, (c)

carbonated then leached specimen

98



Chapter V: Accelerated weathering of the matrix irgwiie Wiktor

Now, if one examines the following images of thactsons, microstructure alteration is not
observed between non weathered and carbonatedrspeciFigure 32 a and b, Figure 34 a
and b). Contrarily, numerous cracks are observedh® carbonated and leached specimen
(Figure 32 c). These cracks are distributed altwegperiphery (Figure 33). This phenomenon
may be explained by one of two scenarios: (i) aeks appear progressively during leaching
operation, this could be confirmed by direct obagon (Figure 30 c) or (ii) the matrix
structure is weakened by the leaching operatiod,thereby the cracks are due to the sample
preparation. We also notice on the carbonated @ached sample the presence of a thin band
which seems to be more porous than the rest ofimpac(Figure 32 c, Figure 34). Its
thickness is estimated to be 70 um (Figure 34).

core

core

Figure 32: SEM images of thin sections — (a) non &thered specimen, (b) carbonated specimen, (c)

carbonated and leached specimen
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2000 pm

Figure 33: Global SEM images of thin sections of earbonated and leached specimen

Non weatered

Carbonated and leached

Figure 34: Measured thickness in close ups of eagliimages
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3.6. SEM/EDX analysis

Direct and microscopic observations point out stefaalterations and changes in

microstructure of carbonated and leached specintéaisce, chemical change was expected
from EDX analysis. Figure 36 presents EDX analyssformed on carbonated and leached
specimens, and Figure 35 shows the different aagab/sed. Twenty punctual analyses are
performed for each area, mean values are plottegtagphs. Each analysis is performed on a
surface about 20 x 200 pum.

We compare concentrations in calcium, silicon, aluom between analyses performed on
the side and in the core. We assume that accelevagathering has a superficial impact, so
the chemical composition in the core is represengtaif a non weathered matrix. This was

confirmed with comparison with analyses performadon weathered specimens.

Top (trowelled) face: T

| 2.5 cm / |

I ‘ 1

% Side: 8

1 cm core
‘\7 Middle (core): MI

Bottom : B

Figure 35: Localization of EDX analyzed areas

EDX data shows no change in chemical compositibreret is just a tendency of Ca

enrichment and thereby Si depletion on the sidespetimen
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Figure 36: SEM / EDX analysis of thin sections focarbonated and leached specimen

3.7.Discussion

Our results show that accelerated carbonation teesol calcite, vaterite and aragonite
formation (Figure 27, Figure 28). This is consistemth literature. The presence of
metastable forms (vaterite and aragonite) in thdbarzated area seems to be a feature of
accelerated carbonation tests (Thiery et al., 208@¢ording to Thiery (2005), the thermal
stability of CaCQ produced is lower as the carbonation level ina@eadhis author also
showed that the thermodynamically metastable faf@aCQ correspond to the carbonation
of C-S-H. The shift of thesSiO,* from the FT-IR spectrum (Figure 28) to higher wave
number units suggests also a polymerisation of KLABith the carbonation as well as with
leaching operations (Mollah et al., 1995).

The carbonation reaction mainly has two effectstlom cement matrix and its pore water
solution (Van Gerven et al., 2004): lowering of thie of the pore water, and decreasing of
the matrix porosity. This is because of the foroatof calcite, which is less dense than
portlandite, thereby can clog pores more easilyleBrease of total porosity of about 20% is

noticed with accelerated weathering (Table 4). pbeosity decrease observed in literature
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ranged from 10 to 19 % (Houst and Wittmann, 199dald and Page, 1997). Evolution of
total porosity with carbonation is dependent of v&ito and cement type.

The presence of cracks for weathered specimentigatected with MIP analyses. This can
be explained by the sampling method used. Speciraendroken into small pieces. They
break along cracks, so these fissures don’t appehe final sample.

Generally, the leaching of cement paste gives tisenatrix decalcification due to the
dissolution of portlandite and C-S-H decalcificatiddaga et al. (2005) concluded from their
work that the major leached constituents of hardemrdinary Portland cement are portlandite
and C-S-H gel, and the large pore size, assocwaidd the leaching of portlandite, will
significantly affect the diffusion of leached canhstnts. An increase in porosity was expected
after the leaching of our carbonated specimen ftbendissolution of portlandite and the
transformation of vaterite into calcite (Thiery at, 2007). However, results show a slight
decrease in total porosity after leaching opera(ibable 4). In the present study leaching
occurs after carbonation. The porosity decreaseinidhes the leaching of matrix
constituents, while the decrease in pH increasashiag. The effect of porosity, however,
exceeds that of pH, resulting in a net decreageaching due to carbonation (Van Gerven et
al., 2007). It can be assumed that the dissolufgportlandite and decalcification of C-S-H
result in CaC@ precipitation in the pore volume. Gervais (199®)rfd that carbonation prior
to leaching operation results in a decrease ofwalcelease compared to the leaching of non
carbonated specimens. The mobility of*Ci reduced, and it may precipitate with £0
before, thus not reaching leachate. This coulda@rdEDX analyses and lack of the matrix
decalcification observed (Figure 36): most of thissdlved C& precipitates into CaC{
before, hence not exiting the matrix with the outeo an enrichment in calcium near the

specimen surface.

4. Conclusion

To conclude, the key points to remember are:
» Accelerated weathering of the matrix alters the@egal surface aspects of the
specimens.
» Carbonation of specimen leads to a decrease dfutiace pH and total porosity, as
well as the formation of calcite, vaterite and awate as a result of the depletion of

portlandite, and polymerization of C-S-H respedtive
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» Carbonated and leached specimens are charactdrnyzedlower surface pH and
lesser porosity than carbonated only. They are masomposed by calcite,

aragonite and C-S-H gel.
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CHAPTER VI .
FUNGAL DEVELOPMENT

This chapter contains cultural informations on faingtrains, and more especially about
culture ofAlternaria alternata Then the development of biochemical assays isritesl.

1. Cultural methods

The first step relating to the fungal cultivatiento determine physico-chemical parameters
which promote optimum fungal development. Mostat all methods for the production of
spores in culture were developed to provide a supplinoculum for inoculation (Rotem,
1994). Fungal growth is affected by incubation temagure, nutrient media, time period of
cultivation, and the type of culture condition® (j.stationary or shake culture). Conditions for
optimal growth and sporulation were reported tdedifwithin and among fungal species
(Gupta et al., 1999). The major work performed abdetermination of optimal culture

conditions was carried out witNlternaria alternata

1.1.Culture of Alternaria alternata

1.1.1. Influence of culture media

A.alternatawas grown in three different media at 24°G:jiice agar (\d), modified V4 juice
agar (m\g), and modified Czapeck-Dox agar (mCD) in ordedétermine suitable media and
conditions for optimum vyield of spores and mycetiavelopment. The mCD is a synthetic
medium widely used in mycological laboratories. Manoulds produce very characteristic
colonies on it and may also exude pigmented substarAerial growth is often suppressed
and sporulation may be enhanced. Some mould, howegr@avs poorly on this medium and
may even fail to sporulate altogether, often beeafstheir inability to synthesize vitamins.
The addition of agar to this medium makes it, ialitg, a semi synthetic one (Malloch, 1997).
The V3 and m\4 are natural media because they are partly or cetelglcomposed of natural
materials. The ¥Yjuice used in ¥ medium probably contains many nutrients that furag
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use, but we have a little idea what they may be& & medium that is used routinely in plant
pathology and seems to be a good complement toidi@snor PDA. Moulds that fail to
sporulate on those media often sporulate heavily§ror vice versa (Malloch, 1997).

Figure 37 shows fungal development after 9 or Iy ddi incubation. The growth at 9 days of
A.alternatain Vg medium is characterized by a short downy grey huyecewhich is dark
coloured on its periphery. Culture in mvhedium presents an abundant white mycelium
while mCD medium exhibits a much dispersed myceli@porulation is highest on mCD
medium, and lacking on mpV 1t is characterized by a dark ring on plate pesiy after 14
days on mCD medium (Figure 37d) and appears lasseda \4 medium after 20 days and is
more located around central inoculate.

Hence, mCD medium promotes sporulation more thagetagive growth. According to
Rotem (1994) allAlternaria species sporulate better in media poor in sugarsh as Y
medium prepared without the addition of sugar. Sogdia suffice for easily sporulating
Alternaria. Inhibition of vegetative development by starvatitriggered sporulation of
A.alternata A.daucj andA.solanitransferred from an agar medium with nutrientsviter
agar (Shahin and Shepard, 1979). SporesAaiiternata are formed in long chain of

approximately 10 spores or more, either beaklesgtarvery short beaks.
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V., juice agar

Figure 37 : Alternaria alternatagrown on different media at 24+1°C - 90+5% RH — (a9 days in \4, (b) 9
days in mVg, (c) 9 days in mCD, (d) 14 days in mCD, (e) obsextion of spore chains from (d) with
stereomicroscope x50, (f) observation of (e) withptic microscope (scale bare = 20 pm)
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1.1.2. Influence of light on sporulation

Most species that form spores in chains sporulasgyeand usually do not need triggering.
Nevertheless, in some cases external inductiora&seas sporulation in such species. Among
all triggers for mass production of spores, irrfidrais undoubtedly the strongest. Irradiation
with UV light is the main element in most formuli@s sporulation. For practical purposes it
does not matter whether the source of light israngedal bulb with short UV wavelengths or
a lamp with long UV or near ultraviolet (NUV) waeelgth. It also does not matter whether
glass or plastic dishes are used for the cultimatbd fungi (Rotem, 1994). In species that
sporulate in culture without induction, conidiopesrare obviously formed in darkness but
become dark and look more typical when exposeijtd (Rotem, 1994).

Figure 38 shows culture in mCD exposed or notgbtlafter 14 days of incubation at 24+1°C
and 90+5% RH. Cultures exposed to light were sulechito horticol neon (blue and red
wavelengths are increased). For both sporulatiomasced but higher spore density is
observed when cultures are exposed to light. Adngrdo Rotem (1994), mechanism of
photosporogenesis involves two distinctive phases. first, or inductive, phase leads to the
formation of conidiophores; the second, or termiphlase leads to the formation of conidia

(spore). The temperature and light requirementshiese two phases are distinct.

Figure 38: Influence of light exposition on sporuléon for culture grown 14 days in mCD medium — (a)

Not exposed to light, (b) exposed to light

" Conidiophore: It is a specialized hypha that bearsdia (spore).
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The inductive phase is stimulated by NUV wavelergth the range of 310-400 nm. The
terminal phase proceeds best in darkness andeis itibited by light (Leach, 1967).

Fungal growth is also affected by temperature, waietivity (a,), and pH. They are
considered to be some of the most important fagidcdeekin and Ross, 1996). The ability
to grow at high or low values of either temperatorggH increases when, ancreases. On the
other hand, a decrease i does not necessarily mean a decrease in pH oretaipe
optimum (Andersen and Frisvad, 2002). We follow D5Mstructions relating to optimum

temperature, pH and relative humidity faalternatacultivation.

The culture in mCD provides mainly spores, wheasin \g favours mycelial development
but permits also sporulation. Two points are imaottor the development of an accelerated
laboratory test:

(1) Inoculation has to be reproducible in terms of @ntiation. For this, the use
of spores suspension appeared first the most saiitabthod. It implies that
large amounts of spores must be available. Hereferdthe tesA.alternatais
grown in mCD 14 days and is daily exposed 5h totlig

(i) To study biodeterioration of a matrix, both hyphaed spores have to be
produced. At this stage of the study we plan tadgnutritive medium during
the biodeterioration test, therefore we selegmédium to promote vegetative

growth and sporulation.

1.2.Culture of Aspergillus niger

Aspergillus nigerwas grown in Potatoes Dextrose Agar (PDA) mediviegetative growth
and sporulation were rapidly observed in these itimmd (Figure 39a, Figure 39b, Figure
39c). Culture ofA.niger yields numerous spores and promote in the same tiycelial
development, which are the two main parameterghferbiodeterioration test. Therefore, no
further investigations about influence of parametsuch as media, light exposition are

carried out.
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Figure 39: Observations of fungal cultures — (a) Clture in plate of Aspergillus nigergrown 9 days in PDA,

(b) observation ofA.niger with steromicroscope, (c) observatioi.niger with optic microscope, (d) culture
in plate of Exophiala sp. grown 15 days in PDA, (e) observation d&xophiala sp. with stereomicroscope, (f)
culture in plate of Coniosporium uncinatumgrown 1 month in PDA, (g) observation ofC.uncinatumwith

stereomicroscope, (h) observation d€.uncinatumwith optic microscope
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1.3.Cultures of Exophiala sp. and Coniosporium uncinatum

Both strainsExophialasp. andConiosporium uncinaturare involved in the final step of the
study only. They are studied at the time of fingtimization of biodeterioration test
performed in the department of Microbiology, Geoethd Molecular sciences in Messina.
We based our experiments on culture knowledge dnilityaof researchers working there.
Therefore, no investigations on optimization of gahgrowth were required. Figure 39d to

39h show culture and observations of both strains.

2. Development of assays for biomass quantification

2.1.Proteins assay

2.1.1. Bradford assay

The Coomassie Brilliant Blue protein assay esthblisby Bradford (1976) is a spectroscopic
analytical procedure used to measure the concentrat proteins in solution. The principle
of the Bradford Protein Assay is based on an alasmwd maximum shift from 465 nm to 595
nm for Coomassie brilliant blue G-250 (CBBG) whending to protein occurs. The Bradford
method is commonly employed since it is sensitigst, simple and inexpensive. The reaction
between CBBG dye and protein occurs quickly andptioeluct is stable for approximately 1h
(LQ, 2006).

Some substances may interfere with the Bradforgenaduring the proteins assay. Therefore
to optimize the assay different solvent were testégD, methanol, physiologic solution
(NaCl 0.9%), and Phosphate Buffer Saline (PBS). Ppleeformance of each assay is
characterized by the limit of detection (LD) ane thmit of quantification (LQ). According to
the International Union of Pure and Applied ChernyisitUPAC), the limit of detection,
expressed as a concentration or quantity, is dérk@n the smallest measure that can be
detected with reasonable certainty for a givenydital procedure (Mocak, 1997). The limit
of quantification is not defined in the IUPAC. krtbe defined in words that the LQ refers to
the smallest concentration or the mass which caquaatitatively analysed with reasonable
reliability by a given procedure (Mocak, 1997). Thable 5 presents characteristics of
standard and micro-assay. The LD and LQ are cakulilas follow (Recueil International des
methods d’analyses — OlV, 2006):

The standard curve fit for use in the linear com@ion range. It is defined by equation (1):
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y=ax+b (1

The LD is the smallest concentration which can iséirdyuished from the blank with 0.13%

of risk to keep sample holding nothing and is dateed by (2) and (3):

Yip=b+3S, (2)
X p=(b+38,)/a 3)

With S, = standard deviation at the intercept point ofdtamdard curve.
The same reasoning is applied for LQ determinabionwith a multiplication factor of 10
(risk of 0.%%0 to conclude at the presence of the substance ahéris absent).

Y q=b+105, (4)
X o= (b+10S,)/a (5)

Results show that the linear concentration of stesthéssays ranges from 0 to 500 pg/mL
(Table 5) no matter the solvent used. The standamye obtained for standard assay
performed in PBS only is presented in Figure 40e Tdwest LD and LQ are obtained with
assay performed in PBS. Relating to the micro-gdsaystandard curve is linear over all the
concentration range tested, 0-10 pg/mL, with NaG@P®and HO, whereas precipitation of
proteins is noticed for assay carried out in methawhile very low LD and LQ are reached
with the micro-assay, a large volume of protein glenis used. The standard assay performed
in PBS seems to be best compromise between low h® l2Q, the linear range of

concentration, and the volume sample required.

2.1.2. Extraction of proteins

These assays were performed with standard prosaimgples from Bovine Serum Albumin

(BSA). Now, the next step is to determine the besthod and protocol to extract proteins
from sample that is to say to release proteins fitoencell. The amount of energy that must be
put into the breakage of cells depends very mucthenype of organism and to some extent
on the physiology of the organism. Some types tfate broken readily by gentle treatment
such as osmotic shock (e.g. animal cells and saar@-gegative bacteria), whilst others are
highly resistant to breakage. These include yeapten algae, fungal mycelia and some

gram-positive bacteria which have cell wall and rbeane structures capable of resisting
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internal osmotic pressures of around 20 atmospl{@rbiPa) and therefore have the strength,
weight for weight, of reinforced concrete (ChapRk@04).

Table 5: Characteristics of proteins assay performgin different solvents

Assay Solvent 1D (ug/ml) LQ (ug/ml) Linear domain (ug/ml)
standard NaCl 0,%%% 12,8 14,2 0-500
standard MeOH 7 7.8 0-500
standard H20 9,1 9.8 0-500
standard PBS 5,3 6 0-500

micro NaCl 0,%%% 0,27 0,36 0-10

micro MeOH 0 0 0

micro H20 0,2 0,252 0-10

LD = Limit of detection
LQ = Limit of quantification

R =099

0,8 -

Linear range of concentration

0,6 -

0,4 -

Absorbance 4 ., (AU)

0,2 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
BSA Standard (ug/mL)

Figure 40: Standard curve produced from standard asay performed in PBS

Consequently a variety of cell disruption techngb@ve been developed involving solid or
liquid shear or cell lysis. Ultrasonication prodsiceavitation phenomena when acoustic
power inputs are sufficiently high to allow the tiple production of micro-bubbles at

nucleation sites in the fluid. The bubbles growinyithe rarefying phase of the sound wave,
and then are collapsed during the compression pl@secollapse, a violent shock wave
passes through the medium. The whole process diade nucleation, growth and collapse
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due to the action of intense sound waves is catbdtation. The collapse of the bubbles
converts sonic energy into mechanical energy inftren of shock waves equivalent to
several thousand atmospheres (300 MPa) pressuie.emlrgy imparts motions to parts of
cells which disintegrate when their kinetic enecgyntent exceeds the wall strength. Much of
the energy absorbed by cell suspensions is conlvirtkeeat so effective cooling is essential.
Fungal cells were typically subjected to 7, 10,c¥2les of sonication. After centrifugation of

sonicated solution measurements of proteins comarenperformed on the supernatant.
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Figure 41: Influence of sonication on proteins extction

The protein concentration increases between 7 @ndytles of sonication whereas similar
concentrations are obtained after 10 and 12 soaicalcles (Figure 41). Although samples
are kept in ice, heating of sample is noticed afecycles. Ten cycles of sonication seems to
be necessary to release all proteins content witheating the samples.

2.2.Ergosterol assay

Ergosterol is the most abundant sterol held incdlemembranes of most filamentous fungi,
certain microalgae, protozoa and yeasts (Newe8i218le et al., 2000).

The ergosterol assay was developed by Seitz d9&6), and consisted of four major steps:
initial extraction; saponification; partitioning @revaporation; and HPLC determination. This
basic technique has been applied with modificati@entham et al., 1992; Hill et al., 1993).
Despite all the modifications, the analytical teicjues of ergosterol determination involving
saponification remain time-consuming, which mayseeto limit the utility of the analysis
(Ruzicka et al., 1995; de Ridder-Duine et al., 206&nce, the use of a simplified method of

extraction is primordial to make ergosterol ana\airactive.
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2.2.1. HPLC determination

The ergosterol is eluted with acetonitrile — metg80:20 v/v) at a flow rate of 0.5 or 1
mL.min. The injected sample volume was 20 or 100 pL. fgtention time of ergosterol
obtained at 0.5 mL/min was 22 min with the firsstteTherefore, it was decided to increase

the flow rate to 1 mL/min to lower retention time. these conditions, the ergosterol peak
appears at about 16-18 min.

0,064 i 996 at 262,00
ergostero]l |
0,04 | |
= ' ’ |
) |
0,024 impurities of methanol ( |
. |
] L } |
)
0,00- ; o =
T T T T T T T T T
0,00 2,00 400 6,00 8,00 10,00

—T N B e e e e e S BN e e
12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00
Minutes

Figure 42: HPLC chromatogram of solution of commer@l ergosterol eluted with acetonitrile-methanol

(80:20 v/v) with a flow rate of 1 mL/min

The chromatogram obtained with a 100 pL loop iswsh@n Figure 42. Two peaks are
observed: the first one appearing at 2.3 min remaonstant no matter the dilution factor
used. This peak is attributed to impurities presenmethanol. The ergosterol is identified
thanks its UV spectrum. Figure 43 presents the g&¥csum corresponding to the second

peak, eluting at 15.9 min. A strong absorbance & @m, characteristic of ergosterol is
observed.
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Figure 43: UV spectrum corresponding to the elutegheak at 15.895 min

The peak area at the absorption maximum of 282 ra® uwsed for quantification with an
external standard via eight point-calibrations. Bastandard range of ergosterol solutions at
concentrations of between 0 and 53 mg/mL, theioglahips between peak surface areas and

ergosterol concentrations were linear, with a doieffit of correlation, r2, of 0.999 (Figure

44).

Peak areas (Arbitrary unities)
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Figure 44: Standard curve of ergosterol solution
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The limit of detection (LD) and quantification (L@)ye shown in Table 6. LD and LQ were
determined as three and ten times the standar@ta®viof noise over the time range of the

eluting peak, respectively.

Table 6: HPLC data for ergosterol assay

Mobile phase Retention time Flow rate Injected volume LD 1.Q
A min mL/min ML ng/mL ng/mL
ACN/MeOH - 80:20 22 0,5 20 —— e
ACN/MeOH - 80:20 17,7 1 20 120 398
ACN/MeOH - 80:20 15,9 1 100 24 79,6
LD =Limit of Detection ACN = Acetonitrile
LQ =Limit of Quantification MeOH = Methanol

LD and LQ obtained are consistent with those regabim literature (Boissier, 2003; Robine et
al., 2006).

2.2.2. Extraction of ergosterol

Two fractions of ergosterol have been recognizesnely free and bound (esterified with
fatty acids) (Weete, 1989). The original methodsisted of an extraction of free ergosterol in
methanol, followed by alkaline hydrolysis of fatigids (saponification) (de Ridder-Duine et
al., 2006). The utility of the saponification stegs been under discussion (Davis and Lamar,
1992; Ruzicka et al., 1995; Djajakirana et al., @;9Gong et al., 2001). Whereas Davis and
Lamar (1992) found that more ergosterol was obthifgy alkaline extraction, such
differences were not found by others (Ruzicka gt1#95; Djajakirana et al., 1996). It was
argued that the saponification phase not only teduh the release of esterified ergosterol,
but also in the loss of heat-unstable free ergoktéherefore, Ruzicka et al. (1995) proposed
a method of non-alkaline extraction in combinatwith ultrasonication to enhance the
release of ergosterol from fungal membranes. Thaicbalea of this extraction is that
ergosterol can be released from fungal membranesdmphanical disruption. This can replace
the time- and chemical-consuming saponification siEthe original method. The omission
of the saponification step allowed for considerahlzease in sample throughput (de Ridder-
Duine et al., 2006). The Ruzicka method uses thparagion of ergosterol from a polar

(methanol) to a non-polar solvent (hexane: propat)2
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The use of a sonic probe to extract ergosterol feample was also reported by Boissier
(2003) and Robine et al. (2006) which obtainedat#é results.

The Ruzicka method appears very interesting frame ttconsuming and simplicity point of
view. Hence, extraction of ergosterol by mean «foaic probe has been selected for this
study. To validate the extraction protocol adaptedour conditions, cement specimens
exposed to fungal colonization are needed. Atgtage of the study, the experimental set-up
relating to the biodeterioration test is not wedfided. Thereby, samples are not available to
test and optimize the extraction phase selectede®er, the method validation should also
comprise a recovery study. For this, known volumkesrgosterol standard solutions should
be added to cement specimens non-exposed to fuolmbization, at different level. The

spiked samples should be extracted following thei¢ka method.

2.2.3. Discussion

Before extraction varying amounts of ergosterol st during sample preparation and
storage, with losses tending to be ordered: stoiagmethanol< freezing followed by
lyophilisation < lyophilisatiorg freezing at -20°C << air or oven drying (West bt 2987;
Newell et al., 1988; Zelles et al., 1991; Davis &adhar, 1992). Gessner et al. (1991) stored
samples in methanol at room temperature for onekwathout losses of ergosterol, and
extracted sample could mostly be stored at -20°@ewurair for 4-6 months without
pronounced losses.

Moreover, knowledge of ergosterol concentratioma)aloes not allow conclusions about the
absolute amount of fungus present. For this, ap@atepfactors to convert ergosterol values
into biomass in terms of mycelial dry mass (or amparameters) are necessary (Gessner and
Chauvet, 1993). If valid conversion factors aréeoobtained, then, culturing conditions must
be chosen such that natural growth conditions krgety simulated. Indeed, the amount of
ergosterol in fungal tissue is not constant. Itede}s among others on the fungal species, age
of the culture, developmental stage (growth phagehal formation and sporulation) and
growth conditions (growth media, pH and tempergtusafortunately, no clear trend relating
ergosterol to any of these factors has yet beasrm@ted (Parsi and Gorecki, 2006).

The method of ergosterol assay was developed ittec&®PIN in Ecole Nationale Supérieure
des Mines de Saint-Etienne. The final biodeterioratwas performed with four fungal
strains. While fungal growth was observed, no bissnguantification was carried out as the
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experiment was not achieved in Ecole Nationale Bepée des Mines de Saint-Etienne but in
the Science University of Messina.

3. Conclusion

» Cultivation of Alternaria alternataon Vs medium favoures vegetative development
and allows sporulation, whereas cultivation on m@Bdium promotes sporulation
essentially. The exposition to light enhances daptinn phenomenon.

» Proteins assay, using the standard, method allowbthining a limit of
quantification of 6 pg/mL.

» Ergosterol assay performed with standard solutiosing the mobile phase
composed of acetonitrile/methanol (80:20 v/v), p&ed to quantify and
characterize ergosterol at 15.9 min. The limit afamtification obtained is
79.6 ng/mL.

» More investigations about ergosterol assay mustcémey out with specimens
exposed to fungal colonization. Factors to coneegosterol values into biomass

must be determined for each strain.
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CHAPTER VII:
ACCELERATED LABORATORY TEST OF

BIODETERIORATION

The development of the accelerated laboratory tiesstudy fungal biodeterioration of a
cementitious matrix is described in this chapteve Rests were performed before to define
the best methodology. Each test was optimized essalt of the previous one. Therefore,

results relating to each test are presented chogiallly.

1. Test A

1.1. Set up of the experimental device

1.1.1. Experimental device

Boxes in polypropylene were used for the experialetévice (Figure 45). The use of such
boxes permits to keep a sterile environment ingigeas they are autoclavable. The
experimental device chosen is inspired by the oseduin test for wood preservatives
involving wood destroying basidiomycetes (NF EN J113he advantage is that the
methodology described was already developed in laboratory previously. Hence, the

procedure was just adapted to our experimentalitons.

1.1.2. Nutrients brought

Stone surfaces will be colonized by micro-organisisnough humidity and nutrients are
available (Kussmaul et al, 1998). For the first,tdse idea was that nutritive medium should
be brought to trigger and enhance fungal developniére first choice was ported on liquid
medium. By this way, the liquid solution could risentinuously by capillarity into the

submerged specimens, bringing the humidity for &lmgvelopment.
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1.1.3. Specimen weathering

Relating to specimens, freshly prepared hydratedeo¢ pastes are characterized by a pH
value of 12 or higher. Under such alkaline condiionost micro-organisms are unable to
grow (Shirakawa et al, 2003). The progressive aambon of hydrated cement paste leads to
the neutralization of the alkalinity of the watarthe matrix pores. This results in a decrease
of the surface pH (cf. chap V), thus creating faadle conditions for microbial propagation

(Shirakawa et al., 2003). At this stage of the gtodly carbonation was considered as
weathering step. The specimens are sterilizegayliation (30 kGy), which appears to be the

most suitable way of sterilization.

carded cotton

submerged
specimen

e
[

!: =

//
/‘// . / liquid

Vg medium

Figure 45: Experimental device developed for the®itest

1.1.4. Inoculation
Inoculation is performed by means of spores’ susjipenspread on the whole specimen
surface. This way of inoculation is the most widedported in literature relating to laboratory
tests of biodeterioration involving fungi (Oshima a, 1999; Shirakawa et al, 2003; de
Moraes Pinheiro et al., 2003; Urzi and De Leo, 200herefore, experiments can be easily

reproducible as the concentration inoculated is#x&nown.

1.2.Observations

After seven days of incubation at 24+£1°C and 90#%Ph no fungal growth is noticed on the
specimen surface and also in the liquid nutritivediam. Furthermore, the liquid medium

became gel like.
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From these first observations, it appears thasgieeimens should not be submerged in liquid
medium. In this way, the RH imposed in the cultadn@amber plus the humidity provided by
the presence of liquid medium may result in a taghtRH inside the box. Moreover, the
specimen may be too damp to trigger an optimal duigvelopment. These conditions are
nearer from culture in liqguid medium than one iticonedium. Therefore the experimental

conditions withdrew from ones expected.

The first step of optimization will be to change tsupply of nutrients: liquid medium will be

replaced by solid one.

2. TestB

2.1. Optimization of the experimental device

For this second test, solid nutritive medium covdies box bottom as suggested in NF EN
113. When the spores’ suspension is inoculatedherspecimen, it will draw along sides and
spill on the solid medium. Fungal development stidag faster on the nutritive medium than
on the specimen surface. Therefore, the presencautnitive medium should trigger and

enhance fungal growth.

Liquid nutritive medium is also spread on the spexi surface. Once it has been absorbed,
the specimen is placed vertically in the box, aswshin Figure 46. The suspension of
Alternaria alternatas spores are inoculated on the upper face. Thig efanoculation was
chosen in order to promote the maximum spreadingpofes on the specimen, on the two

vertical larger sides.

carded cotton

f?\/ specimen
g Yz + 1 mL liquid V; medium
X solid
- V,; medium

Figure 46: Experimental device for test B
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2.2.0Observations

After five days of incubation, no fungal growth nsticed on the specimens. Nevertheless,
fungal development is observed on the nutritive iomed(Figure 47), which indicates that

spores inoculated are viable.

After two months of incubation, the entire solidtnitive medium is covered bglternaria
alternata A progressive covering of the specimen was exgukat the bottom from the fungal
development on the solid nutritive medium, and lo@ apper face from the germination of
spores inoculated. However, no fungal developmemtoted on the non weathered and the
carbonated specimen. The dark colour observed enspiecimen surface (Figure 47)

corresponds to the spores inoculated and not & #ike fungal development.

Figure 47: Observations of boxes after 5 days of gubation at 24+1°C and 90+5% RH — (a) Non

weathered specimen, (b) carbonated specimen

The vertically disposition of the specimen doesgem to be the best choice. Spores are
probably not enough spread on the surface. Thewired agglomerated which does not
promote their germination. Actually, spores inotiola on the larger side should be a better

solution: spores could be shared out in a more ly@meous way.

The lack of fungal growth on the specimen could &ls explained by another important fact;
the surface pH of cement specimens is generallytalis 13. Shirakawa et al (2003) recorded
no fungal growth on any of their mortar not exposedaccelerated carbonation. The pH
values below or close to 9 allowed the colonisatioh mortars by Cladosporium
sphaerospermupwhile pH close to or higher than 10, inhibitectlsigrowth (Shirakawa et
al., 2003). In the present study, the carbonateration leads to decrease of surface pH to a
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value near 10 (cf chap V). This value remains toghho favour fungal growth. It is
necessary to decrease this surface pH to alloviutigus to develop rapidly. With this aim in
view, leaching operation was performed on carbahaggecimens for the next test. Thus,

surface pH of 8.8 was obtained (cf. chap V).

3. TestC

3.1. Optimization of the experimental device

This test is performed with specimens non weatheradbonated and leached, and carbonated
only. As previously, solid nutritive medium covete box bottom, ¥ medium or PDA is

used forAlternaria alternataor Aspergillus nigerespectively (Figure 48).

Two specimens with the same weathering are plattedeiach box. Specimens are disposed
on thin glass rod in order to avoid direct contaetween the solid nutritive medium and

specimens.

The way to brought nutrients is also changed. Heeisnens are soaked with liquid nutritive

medium as suggested by Shirakawa et al. (2003)efdre, nutrients are provided inside the
matrix. By this way, water is available to suppimgal growth and the fungus may also be
forced to penetrate inside the matrix to develope fuestion of the necessity to provide
regularly nutrients also arises. Some developets tbsng nutrients during incubation

(Oshima et al., 1999; Barberousse 2006), while sothers don’t (Sirakawa et al., 2003; De
Moraes Pinheiro et al., 2003; Nielsen et al., 200M¢ aim at developing an accelerated test,
so optimum fungal development is needed. Theretbeecontent of nutrients during the test
shouldn’t be a limiting parameter. On the otherdhahe amount of nutrients available should

not hinder interaction between fungi and the matrix

In the present case, liquid nutritive medium isetidn the specimen surface, one millilitre

each week.
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carded cotton

specimens soaked with
liquid medium:

7 V, or PDA

solid medium:
V, or PDA

Figure 48: Experimental device for test C

3.2.0Observations

Firstly, a rapid fungal development is noticed ba surface of the solid nutritive medium in
the box, forAlternaria alternataandAspergillus niger The whole surface is covered after 10
days. This indicates that culture conditions ingdite box are compatible with a rapid fungal
growth. Nevertheless, no fungal development is iMeskeon the specimen surface, even after
two months of incubation. It appears that the expental device is not optimum, but the way
it doesn’t is not clear: nutrients are providedungi, fungal growth is possible on the solid
medium, and spores are visible at the specimeaeirRelating to the relative humidity, it is
regulated inside the incubation chamber to 75 @590 for Aspergillus nigeror Alternaria
alternatarespectively. Inside the box, the RH appears tgmble for fungal development

as fungi grow on the solid nutritive medium.

Specimens with different weathering (non weathetbonated then leached, carbonated
only) were inoculated. From these observationanfioence of the matrix weathering on the
fungal development is noted. At this stage of thedy it could be assumed that fungal
development is favoured on the solid medium todbegiment of the specimen surface, no
matter the weathering of the matrix. Thereforeoluton to trigger fungal growth on the

specimen surface must be determined.

125



Chapter VII: Accelerated laboratory test of biodieteation Virginie Wiktor

0.5 cm .~ I 0.5cm

Figure 49: Observations of specimens inoculated witAspergillus nigerafter 10 days of incubation at
24+1°C and 75+5% RH — (a) Non weathered specimerb)(carbonated specimen, (c) carbonated then

leached specimen

It seems difficult to work more on the matrix weaihg to improve its bioreceptivity.
Actually, chapter V points out the important matriterations induced by the accelerated
weathering (carbonation followed by leaching opergt The surface of carbonated then
leached specimens is mainly composed by Ca@ich yet differs significantly from the
initial composition of the matrix (hon weathereasimen). Hence, we have first to determine
or at least to estimate the real impact of thisebrated weathering on the matrix

biodeterioration before to envisage a more extemadailix weathering. That is to say if:

- () the deterioration induced by fungal developmeah be observed and
evaluated on the weathered specimens,

- (i) or the structural and chemical modificationsiedto the accelerated
weathering alters the matrix in such a way thatleierioration couldn’t be
more deleterious to the matrix. In this case, whdebonation and leaching
occurs in natural environment, the methodologyhefdccelerated weathering
should be reconsidered.

For this reason, the way of the experimental dewigarovement focuses on the inoculation

step rather than on the matrix weathering.
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4. TestD

4.1. Optimization of the experimental device

The experimental methodology is similar to the pas one except the way the nutrients are
provided. In the present case, specimens are a@&edavith liquid medium, but covered by a
thin layer of solid nutritive medium (Figure 50prRthis, they are rapidly plunged in the solid
medium still hot and let to dry under laminar fldwood before inoculation. The test is
performed withAlternaria alternataand Aspergillus niger on specimens non weathered,

carbonated then leached, and carbonated only.

carded cotton

1 | specimens covered by

£ / solid medium:
7 V, or PDA

solid medium:
V, or PDA

Figure 50: Experimental device for test D

4.2.Observations

As previously, after 10 days of incubation fungalvelopment is noticed on the nutritive
medium covering the box bottom for both strainswiNbe specimens’ surfaces are observed
according to the weathering performed. For the neathered ones, no fungal growth is
noted no matter the strain inoculated. For the firee, fungal growth is observed after 10
days of incubation, only for one out of three cawdited specimens inoculated with
Aspergillus niger The most interesting point is that on all thebcarated then leached
specimendlternaria alternataandAspergillus niges growth is observed (Figure 51, Figure
52).

127



Chapter VII: Accelerated laboratory test of biodieteation Virginie Wiktor

0.5 em - 0.5 cm

Figure 51: Observations of specimens inoculated vhitAspergillus nigerafter 10 days of incubation at
24+1°C and 75+5% RH — (a) Non weathered specimerh)(carbonated specimen, (c) carbonated then

leached specimen

However, after 20 days of incubation, the fungaledepment observed at 10 days seems to
have reached its maximum. After this period, ndhfer growth is noted on the specimen

surface.

Figure 52: Observations of carbonated and leachegscimens inoculated withAlternaria alternataafter 10
days of incubation at 24+1°C and 90+5% RH

After three months of incubation, specimens areonad from the box. They are observed
with the stereomicroscope and then prepared forStB® observations. Then a surprising
observation was performed for one carbonated specifor which noAspergillus niger

development was noted on the inoculated surfage féoe). The bottom surface, separated
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from the solid nutritive medium by glass rod wasared byA.n (Figure 53b). Nevertheless,

this observation is valid just for this single sipgen. Nothing comparable was noted for
others and for the specimens inoculated \iliernaria alternata Hence, this observation is

hardly explainable. The following assumption can fgreposed; although specimens are
prepared all together, and the accelerated weathésiperformed simultaneously on all of
them, their chemical composition can change localg from each others. The carbonation
performed on the considered specimen may havedea gurface pH lower than the one
generally noted for the other specimens. Therefihis, constitutes favourable condition for

the fungal development.

Figure 53: Observations with stereomicroscope (x 3®f the specimen surface after 3 months of
incubation — (a), (d) non weathered, (b), (e) carbated, and (c), (f) carbonated then leached specime
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Stereomicroscope observations show that on allisees (with or without weathering, and
no matter the fungal development observed) the fiiffnagared medium adheres not
completely to the specimen surface. The film pesnt obtain fungal development on the
specimen surface, but also seems to act as ariaitgeor a barrier between fungi and the
matrix surface, avoiding a direct interaction beswéungi and matrix.

The results of visual and stereomicroscopy assegsofespecimen were confirmed with
scanning electron microscopy observations. Figyr® $hows spores’ chain and hyphae of
Alternaria alternatawhich confirms the fungal development previoushserved. Actually,
inoculation was performed by mean of spores’ susipan so when they are spread on the
specimen surface they appear as single cell. Hyphadhe results of spores’ germination,
and chain of spores resulted from the sporulatioth observations are due to the fungal
development. This growth occurs only superficialty the film, without interfering with the
matrix surface. Figure 54b leads to same obsematidspergillus nigergrew only on the

film surface.

Figure 54: SEM pictures of specimen surface after fonths of incubation for carbonated then leached

specimen inoculated with (a)Alternaria alternata and (b) Aspergillus niger
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These results show that this methodology allowduhgal development to occur only on the
film of solid agared medium and not at all on theface specimen as it was expected.
Nevertheless, it clearly appears that the acceldrateathering of the matrix acts upon the
fungal development. Therefore, the fungal growthtloa film is mainly observed with the
carbonated then leached specimen that is to sthetowest surface pH. It can be assumed
that once the film of solid nutritive medium is @ontact with the matrix surface, its pH is

balanced with the surface pH of the matrix.

Although the methodology must be improved, it isadaded that the surface pH of the
matrix is incontestably a major point to controk fihe development of the accelerated
laboratory test of biodeterioration. This is cotesi$ with results obtained by Shirakawa et al.
(2003); they concluded that the degree of carbonand pH values played a key role in the
susceptibility of mortar to fungal colonization. @ease of surface pH increases considerably
matrix bioreciptivity. Carbonation is the most commchemical reaction influencing cement-
based materials in natural environmental scendhtacias et al., 1997; Gervais et al., 2004)
that's why accelerated weathering of matrix is gale performed by carbonation. This
accelerated weathering leads to a pH to 8.5 aftérdays of curing (de Moraes Pinheiro et
al.,, 2003) or to a value near 9 after 56 days aingu(Shirakawa et al., 2003). The
experimental conditions and sample size should dkent in account for a comparison.
Nevertheless, cement based materials are also expoghe elements (humidity, acidic rain,
snow...) which leads to cement compounds leachingb{Ba Albert, 2002). In our case,
carbonation is followed by leaching operation. Tdllsws us to obtain a surface pH about 8.8
after 30 days, and also to have two ways of westanvolved in natural weathering of

materials.

So the overall methodology of the test has to ligoreght, in particular the inoculation step.
This is crucial to obtain a fungal development ba tnatrix surface in order to study the
interactions between fungi and the matrix. The arapon of the matrix does not seem to
need further investigations for its improvementtlais stage of the study. Besides, the
development of the test should be now envisaged &anicrobiology point of view. For this,

investigations to improve the biodeterioration tesé carried out in the department of
Microbiology, Genetic and Molecular Sciences of tBeiences University of Messina
(Sicily).
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5. TestE

5.1.Improvement of the experimental device

5.1.1. Conditioning of boxes

The present test is developed in collaboration withf. Clara Urzi and Dr. Filomena De Leo.
In the laboratory, incubator with temperature ragjoh only is available. Relative humidity
can’'t be exactly adjusted. So the first modificatjgerformed on the experimental device is
the use of vermiculite directly in the box (Figli®). Keeping the vermiculite wet will bring
constantly humidity necessary for fungal developmieiside the box. A sheet of paper
separates the specimens from the vermiculite todathe direct contact. For sterilization,
specimens are exposed overnight to UV lamp. Tweispns with the same weathering are

set in each box.

carded cotton

@‘:?/ specimens
{

¥

vermiculite

) paper sheet

Figure 55: Experimental set-up for test E

5.1.2. Inoculation

Four fungal strains are studied in this te#fternaria alternata (melanin producer
hyphomycete), Aspergillus niger (acidogenic hyphomycete)Exophiala sp. (yeast-like
fungus),Coniosporium uncinaturfmeristematic fungus).

Inoculation is performed by mean of suspension wighl units and not only spores
suspension. Firstly because it would have no sdosd¢alk about spores relating to
meristematic and yeast like fungi as they don’trsfate. Then fungi can develop from spores
but also from hyphal fragment. Therefore, relatingAlternaria alternataand Aspergillus
niger, which sporulate, this way of inoculation shouldrease the potential of development.
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5.1.3. Results

The results obtained are first described. Theypaesented following analytical techniques
used: direct observation, stereomicroscopy, stginith periodic acid Schiff’'s reagent,

scanning electron microscopy. They are then coedeantd compared to be discussed.

5.1.3.1.Direct observations

Observations are classified according to the weathef the matrix.

¢+ Non weathered specimens
Figure 56 presents direct observations of the neatlered specimens performed after four
weeks of incubation. No microbial growth is noticatall exposed specimer3oniosporium
uncinatumcells are dark pigmented and taller than thos#loér fungi inoculated. Hence, this
results in the presence of black spots on the spati Moreover, when the suspension of
cells is inoculated on the non weathered speciniedseges not penetrate immediately into the
matrix. Thus, cells can agglomerate on the surfeesylting in observation of black spots.

These spots are, in this case, absolutely notaltlestfungal development.
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Control Asperg ilus niger Alternaria alternata
- -

L]

-
| a
1 2 1 2 1 2
Exophiala sp. Cloniaspo i WRcinaion
1 cm

Figure 56: Direct observations of the non weatheredpecimens after 4 weeks of incubation
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¢+ Carbonated specimens
Figure 57 shows direct observations performed am ¢hrbonated specimens just after
inoculation (TO) and after four weeks of incubat{@d). No microbial growth is noted on the
control and specimens inoculated witixophiala sp., Aspergillus niger A fungal
development is observed on one specimen inoculatgd Coniosporium uncinatumit
appears after three weeks of incubation and loékssimall dark area of about 1cm diameter.
Nevertheless, it doesn’t seem to be characterdtiConiosporium uncinaturdevelopment,
but looks more likeAlternaria alternata While boxes are handled with lot of care, they
remain very close during experiment, so a fungaitamination can easily occurs. This
should be confirmed with microscopic observatidngeresting results are obtained with the
specimens inoculated withAlternaria alternata Therefore, a fungal development is noticed
after one week only of incubation for one specinfeor. the second specimen inoculated, it
appears after three weeks of incubation. The fuiggos until the fourth week. It appears as
dark area, scarcely spread on the specimen sukigckated cement paste are heterogeneous
material, and there are likely to exist micro-regidhat could be prone to preferential fungal
colonisation due to e.g. differences in the cartionarate. Differences in specimen porosity
would lead to different rates of GOwhich in turn would produce varying degree of
carbonation. This would result in differences ire thH values in the micro-niches, thus
influencing fungal growth (Shirakawa et al., 200Bhe fungal spreading may also reflect the

distribution of fungal cells on the specimen suefafter inoculation.
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Conlosparium
LHICHIRIN

Exaphiala sp.

Alternaric
aliemaia

Aspergillts
niger

Control

Figure 57: Direct observations of the carbonated sTimens
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¢+ Carbonated then leached specimens

Figure 58 presents direct observations performethercarbonated then leached specimens.
Microbial development is noticed on all the speaisafter one week of incubation only. For
the specimens inoculated wiftspergillus nigerExophialasp. and surprisingly also controls,

it appears as pink coloured spots which seem tevgalong the specimen cracks. It is
certainly due a bacterial contamination. Moreowbe specimens were inoculated in two
series with one day of interval: firstly inoculatiovith Aspergillus niger Exophialasp., and
controls were performed, then the day after wAlkernaria alternataand Coniosporium
uncinatum The bacterial contamination occurred probablyirduthe inoculation of the first
series. Nevertheless, this contamination remaiesliled on restricted area and doesn’t

spread all over the surface.

Relating to controls, the bacterial contaminatiennot the only one. For one specimen, a
small fungal development is noted after two weekoubation. It is characterized by the
development of white mycelium on about 0.5 cm di@me

For the specimens inoculated witlspergillus niger except the bacterial contamination, no

microbial growth is observed.

Exophiala sp. growth is noticed after the first week on beftecimens inoculated. The
bacterial contamination doesn’t seem to prevenfuhgal development. The growth is more

pronounced on the periphery area of the specimeéacgu

Alternaria alternata development is observed since the first week aulation. It is
characterized first with mycelial development ahdrt sporulation is observed. The growth
appears more homogeneously than for the carbonatdg specimens. Others fungal
developments are noted, different from #kernaria alternatds one. It should be fungal
contamination. Each week, specimens are not kepstarnile atmosphere during the
stereomicroscope observations. While the time dfitaxt with the not sterile air is a

maximum shorten, a contamination is still possible.

The development ofoniosporium uncinatuns observed since the first week of incubation.
It is characterized by the increase of the number the size of the black spots. Mycelial
growth is noted as the incubation time increasewhB Alternaria alternata the specimens

are certainly contaminated by some other fungi.rbicopic observations should inform us
more precisely on the kind of fungi. The developmsgems to occur all over the surface,

rather homogeneously.
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Figure 58: Direct observations of the carbonated thn leached specimens — (T0) after inoculation, (T4)

after four weeks of incubation
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5.1.3.2.Stereomicroscope observations

The observations performed with stereomicroscopyfico and complete the direct

observations.

¢+ Non weathered specimen

Figure 59 presents the stereomicroscopic obsensatmerformed on the non weathered
specimens, just after inoculation (TO) and after fweeks of incubation (T4). The absence of
microbial growth is confirmed for all the non weatbd specimens. Spores and fungal cells
are visible on the specimen surfaces. Moreoverfungal development is observed on the
paper sheet on which the specimens are dispostt ihox. Therefore, the assumption that
the suspension could flow away along the sidesnduinoculation can reasonably be ruled

out.
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Figure 59: Observation with stereomicroscope of thaon weathered specimens — TO: just after

inoculation; T4: after 4 weeks of incubation
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¢+ Carbonated specimens
Figure 60 shows observations of the carbonated impes performed with the
stereomicroscope. Fungal contamination is obseatetie third week of incubation on one
carbonated specimen inoculated witkophialasp. . It appears as white mycelium localized

on surface of about 0.5 cm diameter.

The fungal development noticed on the specimenulabed withConiosporium uncinatums
the result of a contamination. The spores are predin chain, and are very similar to those
of Alternaria alternata(Figure 60I). Moreover, both fungiConiosporium uncinatunand
Alternaria alternatg were inoculated in the same time. Theses cordides linked at the
closeness of boxes during the observations, leatin& that the contamination is certainly

due toAlternaria alternata

Relating to the specimens inoculated wAlkernaria alternata the growth is characterized by
mycelial development and production of spores (Feg80j). Nevertheless, the observations
performed after four weeks of incubation show thatfungal development is not exclusively
due toAlternaria growth. Therefore, spores which differ in shapd grouping from those of
Alternaria alternataare noticed on the specimen surface (Figure 6Dkgir development
remained localized in restricted area and do navemt Alternaria alternata growth.

However, these strains were not identified.

As previously, fungal cells and spores are obsenredhe specimen surface for which no
fungal growth was noticed. Furthermore, fungal dEweent was also noted in some cases.
So the absence of fungal growth can’t be explaibgda possible too low suspension

concentration.
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Caiios porkiguncinnmm = T4

Figure 60: Observations performed with stereomicrosope of the carbonated specimens — (TO) just after
inoculation, (T1) after one week of incubation, (THafter four weeks of incubation
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¢+ Carbonated then leached specimens
Figure 61 presents the stereomicroscopic obsenstperformed on the carbonated then
leached specimens after inoculation and after feeeks of incubation. The pink coloured
contamination observed for the controls and theispens inoculated witAspergillus niger
has creamy like aspect which comforts the assummtidacterial contamination. Moreover,
this contamination seems to grow along the cra€lgu¢e 61c, Figure 61g, Figure 61h). After
two weeks of incubation, fungal contamination isoahoticed for the control, appearing as
white mycelium localized on small area (Figure 6l@hese observations point out the
inefficiency of the sterilization with exposition UV lamp.

Relating to the specimens inoculated wAtlkernaria alternata the growth is observed since
the first week of incubation. It develops more migoa and produces fewer spores than on
the carbonated only specimen. Moreover, after faoueeks of incubation; fungal
contamination is noticed (Figure 61l).

Exophialasp. growth is not spread all over the surfaceratiter occurs from numerous spots.
It seems characteristic of the yeast like develagmg fungal contamination, the same than

the one observed for the carbonated specimensasaticed.

A homogeneous growth d@oniosporium uncinatunis observed on the specimen surface
after one week of incubation. White mycelium andrsp are also noticed. They are certainly
due to a fungal contamination. Moreover, among th&me spores very similar in size and
shape to those dhlternaria alternataare noted (Figure 61t). As previously mentionee th
contaminations noted don’t seem to prevent theduggpwth of the inoculated strain.

These observations show that the fungal developrappears to be favoured as the pH
surface decreases. pH values seem to play a keyrrthe susceptibility of mortars to fungal

colonisation (Shirakawa et al., 2003).

143



Chapter VII: Accelerated laboratory test of biodieteation Virginie Wiktor

Figure 61: Stereomicroscopic observation performedn the carbonated then leached specimens — black

arrows point out the assumed bacterial contaminatio; pink arrows the fungal one
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5.1.3.3.Periodic acid Schiff staining

The staining with the Schiff's reagent permits restiion to the extent of the microbial
colonisation on and within the matrix. Therefore, completes the visual and
stereomicroscopic observations which give infororatonly on the presence of microbial

growth on the specimen surface.

Mon-weathered Carbonated Leached
0.5cm

Contral without medium

Control

Aspargiffus nigar

Alternaria alternata

Exophiala sp.

COnQSHOriIT
LnCinatim

Figure 62: Observations with stereomicroscope of saples before (left pictures) and after (right pictue)
PAS staining

First, the PAS is performed on the non-incubategcigpens. That is to say on specimens
which were neither inoculated with fungi nor mediwnly. These specimens are named
“control without medium”. This stage should be penfied to be sure that nutritive medium
doesn’t react with the Schiff's reagent, and als@anfirm that the staining is independent
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from weathering status of the specimen. Therefbraight be assumed that as the weathering
changes the porosity and the chemical compositidheomatrix it could result in a different

staining in the altered area.

The staining with Periodic Acid Schiff's reagentopides interesting results. They are
presented on Figure 62. The staining performed amral without medium shows the
coloration of samples without microbial growth, amdthout eventual interactions with
nutritive medium. In this case, all samples (noratnered, carbonated, carbonated then
leached) appear pale purple coloured (Figure 68w,Ncomparing these results with those
obtained for control (with medium) and the non-veatd specimens, the same pale purple
colour is noticed.

For the carbonated specimens, deep purple colareiobserved only on the sample surface
exposed tAlternaria alternata

For carbonated then leached specimens, all samgiescoloured in deep purple in
homogeneous way all over the exposed surfaces. ddridirms previous observations,
namely that leached specimens were subjected toobiét colonisation. The PAS staining
allows a better visualization of microbial develggm extent: from stereomicroscopical
observations for control and specimens inoculateith wAspergillus niger pinkish
contamination only on restricted areas on the specisurface was noted. Whereas, the PAS
staining reveals that the micro-organisms grewhenvthole surface. Moreover, observations
of cross section (Figure 63, Figure 64) show thatobial colonisation also penetrates within

the first micrometers of the matrix.

inoculated side
cross sectio

Figure 63: Location on the specimen of the differetrside observed
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1 mm

1 mm

Figure 64: Observations with stereomicroscope of oss-sections details of carbonated then leached
specimen after the PAS staining — (a) inoculated i Aspergillus niger (b) control, (c) inoculated with

Coniosporium uncinatum

5.1.3.4. Scanning Electron Microscopic (SEM) anags

The SEM observations of the surface and crossoseofispecimens were performed in order
to study interactions between microbes and the ixnalihe pictures corresponding to the
specimens for whom a microbial development wasipusly noticed are presented, except
for the control without medium. Briefly, specimeare fixed in glutaraldehyde solution and

then dehydrated in alcohol.
+ Controls without medium

Controls without medium are also sampling and pegpéor the SEM. Therefore, the fixation

of samples for SEM analyses involves chemical reastto fix the biological material.
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During this fixation step, the matrix itself mayamt and be modified by the chemical
solution. Figure 65 presents pictures of the serfaidhe controls without medium.
Observations for the carbonated then leached spesirare presented. Those corresponding
to the non weathered and the carbonated only spesiwere also performed and lead to the
same conclusions.

Crystals are noticed on the sample surface. Thek like very thin plates clustered in

rosettes, fairly crystalline. This precipitationrteenly occurred during the sample preparation.

Figure 65: SEM observations of the carbonated theleached control without medium — (a) and (b) surfae

observations

¢+ Controls
Examination of the sample surface does not give iafoymation about possible microbial
growth (Figure 66a). All compounds observed seetadxlong to the matrix.
Characteristic shapes of bacteria are noticed ereaminations of the cross-sections. They
are indicated by the pink arrows on pictures (Feg@6b). Nevertheless, observations with
higher magnification and with FEG show that thesegl cylindrical shapes seemed to be
covered by numerous little grains (Figure 66c¢, Fegb6d). In addition, the chemical analyse
shows the presence of Ca, Si, and Al. It can benasd that these shapes could belong to the
matrix, namely ettringite covered by aragonite tayidence, ettringite crystals are usually
elongated particles, sometimes roughly circulacrivss section, and sometimes bounded by
plane surfaces, which are hollow or partly hollae Moraes Pinheiro et al., 2003).
On the other hand, the chemical analyse performmedtty on mycelium of one sample for

which fungal development was observed shows thsepiee of Ca, Si, Al, Cl, Ag and Cu,
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and not of C. The question that comes to mind ikefchemical analyse is enough precise to

examine sample as punctually as we except.

SEl  15.0kV X1,600 T0pm WD 125mm c " 0KV X10,000 Tpm WD 128mm d

Figure 66: SEM observations of the carbonated theleached controls — (a) surface observation; (b),Xc

and (d) observation of the cross-section

The presence of bacteria inside the matrix may atsafirm the microbial development
pointed out with the PAS staining. According to theormation available, it seems difficult

to conclude about the nature of the observed shap#s assumptions could be possible.
Moreover, Figure 66b and Figure 66 c, Figure 66devgeerformed on the same specimen but
not the same day and not with the same SEM. Cleami@ation of these pictures lead to
think that shapes are very similar but not correspto the same area on the specimen and so
not refer necessary to the same element. In teedase, Figure 66b, it is probably bacteria.
But, on Figure 66¢c, Figure 66d the shapes seemetslightly taller, and so could rather

belong to the matrix element.
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+ Specimens inoculated withAspergillus niger
Cylindrical shapes typical of those of bacteria@vserved on the sample surface (Figure 67a,
Figure 67c, Figure 67d). Contrary to observatiohshe controls, these cylindrical shapes
don’t seem to be covered by any layer. Moreovesngration of the surface shows areas for

which no microbial development is apparent (Fighirg).

Figure 67: SEM observations of the carbonated theleached specimens inoculated witAspergillus niger-
(a), (b), (c) and (d) surface observation

The development seems to occur on various are#tseasurface exposed, which may confirm
stereomicroscopic observations and PAS stainingveNieeless, no bacteria shapes are

observed on the cross-section.
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¢+ Specimens inoculated withAlternaria alternata
For both samples, carbonated then leached andradzbonly, numerous hyphae are noticed
on the surface (Figure 68a, Figure 68b). Crystaliates like, resulting probably from the

sample preparation, are noted on the specimencsurfa

SEl  15.0kv X1,500 'IEjpm WD 8.5mm 4

Figure 68: SEM observations of specimens inoculategith Alternaria alternata— (a), (b) surface
observation of the carbonated specimen; (c) obsertran of the cross section of the carbonated then

leached specimen, (d) observation of the cross-sect of the carbonated specimen

Observations of the cross-section show also hyplaé a more dispersed way (Figure 68c,
Figure 68d). It is explained by the fact that fuogn penetrate inside the matrix only by the
open porosity, provided the pore diameter is laggeugh, or through the existing cracks.
Therefore, the space available for the fungal gnowiside the matrix does not permit
extensive development. Nevertheless, the resultiogeterioration could be more intense

inside the exposed material than on the surface.
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+ Specimens inoculated witfExophiala sp.
Hyphae are observed on the specimen surface (FigBee Figure 69b). They are not
homogeneously spread all over the surface, butpgin clusters. They seem to be closely
linked to the matrix. Moreover, some spherical gisapre observed very close to hyphae
(Figure 69b), which lead us to think that it coblel spores. It could be in this case, a fungal
contamination. In addition, cylindrical shapes als observed near these hyphae and spores,
which could reflect a bacterial contamination. Tdhassumptions are consistent with previous
stereomicroscopic observations.
Zones on the sample surface don’'t seem to be cadmeither by bacteria nor fungi (Figure
69c)

Figure 69: SEM observations of the carbonated theleached specimens inoculated witkxophialasp. —

(a), (b), (d) surface observation; (d) observatioof the cross-section
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Nevertheless, no microbial element is observed hen eéxamination of the cross-sections
(Figure 69d). This observation is a little bit sispg. Hence, from the surface examination it
looks like the fungus doesn’t develop by spreadiigover the surface, but agglomerates in
spots. It could be thinking that the fungus wantpénetrate deeper into the matrix to search

nutrients and develop inside it.

¢+ Specimens inoculated withConiosporium uncinatum
SEM pictures of the carbonated then leached spesinieoculated withConiosporium
uncinatum provide interesting information. The surface olagons exhibit the hyphae
spread on all over the surface (Figure 70a, Figdt®. Moreover, hyphae are closely linked

to the matrix, and even seem to penetrate inside it

Figure 70: SEM observations of the carbonated theleached specimens inoculated witlEoniosporium

uncinatum — (a), (b) surface observation; (c) and (d) obseation of the cross-section
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Examinations of the cross-section clearly show lyglenetration into the matrix through

cracks. It points out the capacity of the fungd&velop not only superficially but also inside

the matrix, via structural default, accentuating pnysical deterioration.

5.1.4. Discussion

Results about microbial development according te theathering of the matrix are

summarized in Table 7.

Table 7: Observations and evolution of microbial gowth on specimen

accelerated biodeterioration test

surfaces during 4 weeks of

unweathered
control Asp. niger Exophiala Alt. alt C. uncinatum
1st week - - : - : - -
fungal growth 2nd week - - - - s
3rd week - - . - : - -
' 4th week - - : - ; - =
contamination - - : S ] = -
carbonated
control Asp. niger Exophiala All. alt C. uncinatum
1st week - - s + -
fungal growth 2nd week - - - ++ +
3rd week - - + +++ ++
! 4th week - - + ++++ +++
contamination - - + + +
carbonated and leached
control Asp. niger : Exophiala Alt. alt C. uncinatum
1st week s = + ++ +
fungal growth 2nd week - - ++ +++ ++
3rd week 5 5 +++ +++ +++
: 4th week - - +++ bt ++++
contamination ++ + + ++ o

Asp. niger = Aspergillus niger
Exophiala = Exophiala sp.

All. alt = Alternaria afternata

C. uncinatum = Coniosporium uncinatum
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The results point out that in the present study rtherobial growth is promoted with the
accelerated weathering of the matrix. It plays gomiale. No microbial growth is noticed on
non-weathered specimens (Table 7). These obsengatvere also made by Shirakawa et al.
(2003). Decrease of surface pH increases consikyenastrix bioreciptivity. The microbial
colonisation is observed on some carbonated spasiraed on all carbonated then leached
specimens. Carbonation is the most common chemgadtion influencing cement-based
materials in natural environmental scenarios (Maetaal., 1997; Gervais et al., 2004). This is
the reason why accelerated weathering of matrigeserally performed by carbonation
(Dubosc, 2000, Shirakawa et al., 2003; de Moraekdrios et al., 2003). But cement based
materials are also exposed to the elements (hymiddidic rain, snow...) which leads to
cement compounds leaching (Barbieri Albert, 2002)our case, carbonation is followed by
leaching operation. This allows to obtain a surfpeeabout 8.8 after 30 days, but also to
have two ways of weathering involved in natural theang of materials. Beside the pH
decrease, the accelerated weathering results ifistwae formation all over the surface. This
allows the fungi to penetrate and develop insidentlatrix.

Physical weathering of a mineral substrate acteniwance or accelerate rates of chemical,
biomechanical and biochemical weathering ance versa The development of cracks,
fissures and weathering rinds in rocks acceletaitdsgical weathering by providing a niche

that can easily be exploited by opportunistic miorganisms (Burford et al., 2003).

The presence dAlternaria alternataand Coniosporium uncinatuptwo melanin producers,
was noted on the SEM observations of the crossessctMelanin pigmentation of rock-
inhabiting fungi confers extra-mechanical strenggtithe hyphae that are then better able to
grow into crevices (Dornieden et al., 1997; Stedér and Krumbein, 1997; Gorbushina,
2007). Increased penetration augments contactrafaluhyphae and their metabolites with
the rock, amplifying their geochemical influence tire mineral substrate. Expansion of
hyphal growth into deeper rock layers also helpgrtaect the cells from the UV radiation
(Gorbushina, 2007). One characteristic of meristeaméungi is the ability to form
filamentous hyphae that develop from clump-likeotiés to penetrate deep into rocks thus
protecting themselves from environmental stressesthis sense, the visible portion of
melanized micro colonial fungi is like the tip-dfe-iceberg, because the hyphae can rapidly
penetrate several mm to cm into hard rocks in seafc more protected environments
(Gorbushina, 2007). The fungi form explorative hgpho seek nutrients on the surface, or

mycelium during the growth. Under natural condipmutrient availability, even if small,
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enhances the chance of fungal units (single aaisidia, or hyphae fragments) surviving and
starting the colonization (Urzi et al., 2001a, Urad De Leo, 2007).

The presence of contaminations is noticed on allléfached specimens. This underlines the
importance of matrix sterilisation for the testedisation by exposition to UV is not a
sufficient way, the better solution for future testo sterilise specimens by ionisation wyth

radiations.

Aspergillus nigerdoesn’t develop as it was expected. It must beadtthat only this strain
didn’'t come from site sampling. It underlines a amapoint: presence of a strain on a
monument doesn’t obligatory mean it is source & deterioration. AlthouglAspergillus
niger has been identified from many site sampling, rsspnce on sample may appear after a

first microbial colonisation.

Results obtained withConiosporium uncinatumare encouraging as we notice a good
development all over incubation time. It could bénking that the fungal growth is really

accelerated because generally meristematic furogv gtowly.

6. Discussion

These results underline two essential points:
Firstly, relating to the methodology itself, therieaus test performed permits to point out the
key parameters. It appears that the inoculatiop ated the accelerated weathering of the
matrix are crucial points. Table 8 presents an oger of the results relating to the
development of the methodology for the biodetetioratest. Therefore, for the time of
experiment studied (4 weeks) the fungal developrisefaster on the carbonated then leached
specimens and inexistent for on the non weathemed o
Moreover, nutrients should be brought in restrictpthntities, to avoid creating interface
between the matrix and fungi.
The fungal growth is accelerated by two ways (ektlep pH decrease):
- Fungal units’ suspension is used as fungi can deviebm hyphae fragment
and not only from spores.
- An important quantity of fungal units’ suspensigninoculated, greater than
in test developed to study microbial growth on thumidy materials (Shirakawa
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et al., 2003; de Moraes Pinheiros, 2003; Nielsenl.et2004; Urzi and De
Leo, 2007).

Secondly, from a biodeterioration point of viewe ttest developed permits to observe and to
points out aesthetical and physical biodeterioratizainly. Table 9 sums up the results in
terms of fungal development for the carbonated teanhed specimens inoculated in the test
E. Microbial development was really observed fas test only, so the biodeterioration can be
studied from these results essentially.

Results point out the necessity to have not onlgrosicopic observations to study the
microbial development and colonisation. From steriecoscopical observations we notice
microbial growth only on the specimen surface. Whihis shows the aesthetical
biodeterioration of specimens, it underestimatesréal extent of the microbial colonization.
The PAS staining reveals microbial growth on andhini the matrix. Hence, for all the
carbonated then leached specimens, microbial dewedot is observed all over the surface
and penetrates into the matrix. The SEM observatiparmit to identify characteristic
bacterial shapes on sample inoculated Wispergillus nigeand on controls. Observations of
cross section show penetration of micro-organismsde the matrix. These analytical
methods appeared very complementary and esseatighd study of biodeterioration. They
permit to access to the physical biodeterioratwinich is certainly the most critical aspect of
biodeterioration to study. Moreover, bacterial depeent is observed inside the matrix. It
can be assumed that their growth results in treasel of acid metabolites which can interact
with the matrix, leading to the chemical biodeteat®mn. Nevertheless, this remains only
presumptions as no analytical methods were develapehis study to follow the chemical
biodeterioration specifically.

Ergosterol and protein assays were developed ierda quantify the biomass during the
biodeterioration test. Nevertheless, these assayfdwt be performed in the inoculated
specimens. Experiments were carried out in anokheoratory and experimental device
weren’t available for the assays. Besides, ergolstard protein assays should be included in

the biodeterioration test.
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Table 8: Overview of the results obtained for the dvelopment of the biodeterioration test

Test & TestB TestC TestD TestE
A. alternata A. altemata A. altemata A. alternata A. altemata
Strain A. niger A. niger A. niger
inoculated Exophigia 50.
G. uncinatum
Specimens non weathered non weathered non weathered non weathered non weathered
inoculated carbonated carbonated carbonated carbonated carbonated
carbonated + leached carbonated + leached carbonated + leached
Nutrients brought - 1ml W lig/week 1.9 ml Wgligdweek 1.9 ml Vg lig/week =
carded cotton garded cotton carded cotton carded cotton carded catton
; i womerged :p:;nﬁ:um W, medium specimens soaked with specimens covered by specimens
FEHRHI AR ' Z [ Viorroa ViorPoA 7
‘ / 2 " r/ wermiculite
= v, | M ., e par 7 —paver e

Liguid medium became

Fungal development on the

Fungal development on the

Non weahtered specimens:
--= no fungal growth

Carbonated specimens:

Non weahtered specimens:
--= nofungal growth

Carbonated specimens:

should be changed

the specimen should be changed

should be improved

should he improved

Observations gel like solid medium anly solid medium only —> fungal grawth only for 1/3 specimens -= fungal growth of A. afernaria only
Spores remains agglomerated inoculated with A niger
an the specimen surface Carbonated the leached specimens Carbonated the leached specimens
--» fungal development on all the specimens —» fungal developm ent on all the specimens
except for A. niger
The growth occurs on the thin layer
of solid medium only and doesn't interact Microbial contamination on all the specimens
with the matrix included the contrals
Conclusion The supply of nutrient The vertically disposition of Inoculation step Inoculation step Yalidation of the experim ental part of

the biodeterioration test
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Table 9: Overview of the results obtained for the @bonated then leached specimens inoculated in tAeest E, from a fungal growth point of view

Specimens inoculated with
Controls Aspergillus niger Exophiala sp. Alternaria alternata Coniosporiium Lmcinafim
Direct and Bacterial contamination Bacterial contamination Bacterial contamination
stereomicroscopic Fungal contamination Fungal contamination Fungal contamination
obervations Fungal growth Fungal growth Fungal growth
PAS
staining MWicrobial colonisation spread on the whole inoculated surface and also in the matrix volume on the first micrometers
MEB EBacterial contamination Bacterial contamination Hyphae only on the surface Hyphae on the surface Hyphae on the surface
observations on the surface and probably AMD AND
inside the matrix inside the matrix inside the matrix
Aestetical biodeter. + + (bacteria) ++ . St
Chemical biodeter. assumed assumed not controled not controled not controled
Physical biodeter. + = = ++ ++t+

biodeter. = biodeterioration
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7. Conclusion

The accelerated laboratory test developed permitdbtain a rapid fungal growth on cement
specimens. Accelerated conditions chosen are:

- Accelerated weathering of matrix by carbonat{@days) followed by leaching
operation (28 days).

- Acceleration of fungal growth by inoculation afoncentrated fungal cells

suspension.

To avoid contamination during test, specimen seation should be performed by ionisation.
Analyses used to study microbial growth during sestcomplementary methods:

- Stereomicroscopical observations permit a diodervation of specimens without
sample preparation.

- PAS staining allows visualization of microbialgnisation extent on/within matrix.

- SEM observations provide information on intel@t$ between matrix and fungi, and
also to recognize some characteristic microbiapebha

- Ergosterol and protein assays for the biomasasitification.

Relating to the fungal strains studied, the resptisited out thaExophialasp., Alternaria
alternata and Coniosporium uncinatumare obviously responsible of an aesthetical
biodeteriorationAlternaria alternataand Coniosporium uncinaturwere observed inside the

matrix, hence they could be responsible of phydazdeterioration.
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CONCLUSION GENERALE

Le développement des micro-organismes (bactényasobactéries, algues, champignons) sur
les matériaux de constructions conduit a I'altératies propriétés du matériau. Une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans |@tBibaration permettra de mieux lutter
contre les dommages engendrés et a terme de prdeedéveloppement de ces micro-
organismes. Le but de cette étude était de dévetopp test accéléré de laboratoire pour

étudier la biodétérioration d’'une matrice cimerdggiar des champignons.

L’étude de la biodétérioration nécessite une apgpmrogluridisciplinaire. Dans un premier
temps, ce travail a été abordé d'un point de vuerpant « micro-organismes ». Cela a
permis d’identifier et de définir les parametregimpms de culture et croissance fongique.
Dans un second temps, l'attention s’est portéelasyréparation d’'une matrice cimentaire
compatible avec le développement fongique. Enfis, deux approches ont été combinées
permettant I'étude de la croissance des micro-@sgaas sur le matériau. Ce travail a conduit
au développement d'un test accéléré permettant arossance fongique rapide (< 4

semaines) sur une matrice cimentaire.

Concernant les micro-organismes, notre intérétt esté sur I'étude des champignons
microscopiques (micromycetes). Ceci nous permebatier les différents aspects de la
biodétérioration : esthétique, chimique mais aps$sisique. L'étude bibliographique montre
que les micromyceétes colonisateurs des matériauzodstruction peuvent se regrouper en
guatre grandes catégories. Ainsi, nous avons g#eé une souche représentative de chaque
catégorie : (i)Alternaria alternatapour représenter un hyphomyceéte producteur deninéla

(i) Aspergillus nigerpour un hyphomycéte acidogénique, (iExophiala sp. pour un
champignon lévuriforme, et (iv)Conosporium unicinatumpour les champignons

méristématiques.

D’un point de vue matériau, le vieillissement aéoélde la matrice s’est rapidement imposé ;

le pH basique des matrices cimentaires fraichempemarées ne favorisant pas la croissance
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fongique. Les éprouvettes en ciment ont été dansgpremier temps carbonatées, puis
lixivies. Ce traitement a permis d’abaisser ledeHsurface de 12 a 8,8. Le vieillissement a
également conduit a une modification importantd’akpect de surface et de la composition
chimique de la matrice. Ces changements ont étactésisés a l'aide de différentes
techniques analytiques: DRX, IR-TF, porosimétrieercnre, pycnométrie hélium, et
observations au MEB. Le vieillissement de la matse traduit par 'apparition de fissures,
une diminution de la porosité et une compositiomadiue de surface proche de celle d’'une
roche calcaire. La surface est progressivementukexte d’'une couche de CagCCe

phénomeéne est d’autant plus prononcé que le gisdithent accéléré est important.
A propos du test de biodétérioration, une partipdrtante de la mise au point concerne

'optimisation de [l'inoculation. En effet, cinq chgurations ont été testées avant de

déterminer les conditions optimales. Le dispositipérimental retenu est le suivant :

coton cardé

Eprouvettes inoculées par
/ une suspension de cellules fongiques

/vermiculite

feuille de papier

=
]

Ce travail a abouti au développement d’'une méthagielpermettant d’une part d’obtenir une
croissance fongique rapide sur la matrice cimesta&ir d'autre part de disposer d’'un panel de
techniques analytiques tres complémentaires pétude de la biodétérioration.

En cours de test, le développement fongique est talites les semaines par observations
directes et au stéréomicroscope. L'étendue de lienisation microbienne est estimée par
coloration des échantillons au réactif de SchifA®P en fin de test. L'interaction entre les
micro-organismes et la matrice a été observée arostiope €électronique a balayage (MEB).
Enfin, les dosages de I'ergostérol et des protéimestté développés au sein du laboratoire.
Ces dosages pourront étre utilisés pour quant#ibromasse.

Les résultats obtenus ont notamment mis en évidienc@e fondamental joué par le pH de

surface sur le développement microbien, confirmaintsi les observations faites par
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Shirakawa et al. (2003). Les travaux ont montré daealyse des échantillons au
stéréomicroscope sous-estime I'étendue réelle deltmisation microbienne. L'analyse doit
donc étre complétée par d’autres méthodes. Aiasiploration au réactif de Schiff a mis en
évidence que la colonisation microbienne n’est gaglement en surface mais intervient
également dans le volume. De plus, des hyphA#eaidharia alternataet deConiosporium
uncinatumont été observés au MEB a l'intérieur de la mafrgoulignant ainsi leur potentiel

de biodétérioration physique.

La pénétration des micro-organismes a l'intérieaitadmatrice est rendue possible et facilitée
par I'existence des fissures. De plus, la respinaties bactéries et des champignons augmente
la concentration en CQocalement. Cela conduit a la formation dgCi8; et a la diminution

du pH du matériau en contact avec ces micro-orgass (Gorbushina, 2007). La
biodétérioration est un domaine complexe pour lediirapact biologique ne peut étre
dissocié des conditions environnementales jouanieswieillissement naturel du matériau.
Tous ces facteurs sont étroitement liés et agissenteraction. Les résultats montrent qu’il
ne peut y avoir de développement microbien sangailissement préalable du matériau. Le
méme scenario est rencontré en environnement hatarearbonatation et la lixiviation sont

deux phénomeénes qui interviennent dans le viedliireent naturel du matériau.

Le test développé dans cette étude nécessitenrois d’expérimentation pour obtenir des
résultats significatifs en terme de développemengique. Ces trois mois sont répartis de la
fagcon suivante : un mois de conservation des épttes; un mois de vieillissement accéléré,
un mois d’incubation. En ce sens, ce test se diséirdes tests de laboratoires existants qui
nécessitent des durées de vieillissement ou d’mtoofy, de quatre a quinze mois (Dubosc,
2000 ; Shirakawa et al., 2003 ; De Moraes Pinheiral., 2003 ; Nielsen et al., 2004 ; Urzi et
De Leo, 2007).

Les conditions expérimentales retenues sont prodbeslles utilisées par Escadeillas et al.
(2007). Les mortiers étudiés par les auteurs seibisdgalement un vieillissement accéléré
composé d’'une carbonatation suivie d’une lixiviatipour une durée totale de deux a cinq
mois. Néanmoins, ces deux tests se distinguenfpdurée de chaque opération. Escadeillas
et al. réalisent une carbonatation totale des éitloas puis une lixiviation rapide (7 jours),
alors que dans notre cas la carbonatation supmificdes éprouvettes est suivie d’'une

lixiviation importante de la matrice. D’autre pal, différence fondamentale entre ces deux
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tests porte sur la nature des micro-organismeséstudescadeillas et al. (2007) étudient les

algues, alors que notre travail porte sur les migietes.

L’originalité de ce test tient d’'une part dans lamplémentarité des souches fongiques
étudiées : I'étude de leur développement permdtalailler sur les différents aspects de la
biodétérioration : esthétique, chimique et physigaer un méme matériau.

D’autre part, une méthodologie expérimentale etydigae a été développée pour suivre le
développement fongique sur une matrice cimentdirgaeactériser la biodétérioration selon

ses différents aspects.
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PERSPECTIVES

Ce travail ouvre plusieurs perspectives, sur llopation du test mais aussi sur les différentes

applications envisageables.

D’un point de vue expérimental, I'étape de viedément accéléré de la matrice peut étre
optimisée. Nous pouvons logiquement nous demandkds geraient les effets sur la matrice
dans un premier temps, et sur le développementifoagdans un second temps d’une
carbonatation plus longue suivie d’'une lixiviatipfus rapide. Ceci pourrait aboutir & un

vieillissement plus rapide (< 1 mois) de la matrice

Un point important pour compléter ce travail serdiétudier I'évolution des propriétés
mécaniques de la matrice par micro-indentation.ibmations obtenues pourraient d’'une
part nous renseigner sur I'impact réel du vieidlisent accéléré sur le matériau, et d’autre part
nous permettre d’évaluer la contribution biologigiams la biodétérioration de la matrice.

Ceci aboutirait a une étude beaucoup plus completa biodétérioration, et pourrait mettre
en évidence la biodétérioration physique engengetedes champignons. Ce concept n’est

pas toujours évident a admettre pour les non slgtem

Deux applications peuvent étre envisagées pougste t
- Sur une courte durée, c'est-a-dire quatre semalhesubation, nous pouvons
comparer la bioréceptivité soit de différents matéx, soit d'un méme matériau
présentant différentes formulations,

- Sur une longue durée, plusieurs mois, I'étude désamismes peut étre envisagée.
Un test réalisé sur une courte durée va surtoutrenein évidence la biodétérioration

esthétique, celui envisagé sur une durée plus bpgumettra une étude plus fine et complete

de la biodétérioration (esthétique, chimique etsiiye).
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ANNEXE A : LA STERILISATION

La manipulation de micro-organismes nécessite ioegamesures de sécurité, comme le
travail sous hotte a flux laminaire, ou encore axpnité d’'une flamme, ayant pour but
d’éviter toutes sources de contamination de lauoglltmais également de I'environnement de
travail. Il est donc nécessaire de stériliser tondtériel et objet faisant partie de
I'expérimentation.

Le but de la stérilisation d'un objet est la destian ou l'inactivation irréversible de tous les
micro-organismes qui se trouvent dans ou sur cgtt.otant donné qu’un objet stérile peut
étre contaminé par contact avec le milieu extériene premiere exigence est de conditionner
I'objet avant la stérilisation. Ce n’est qu’au marhele son utilisation qu'il peut étre déballé
de maniere aseptique. Le conditionnement et le ndedeonservation du matériel stérile font
intégralement partie de la stérilisation.

L’efficacité de la stérilisation dépend de troistiurs : (1) le temps d’exposition a I'agent
létal, (2) la dimension de la population microbieni§3) le taux de mortalité des micro-
organismes a détruire. Ce dernier facteur est Bmm influencé par la nature du micro-
organisme, ainsi que par la nature et l'intens@i¢’ayent létal (Regnault, 1990).

Différentes méthodes de stérilisation existent;Heix se fait selon les contraintes imposées
par I'objet a stériliser, sa résistance ou non #&mpératures et pressions élevées, par

exemple.

Stérilisation a la chaleur humide

Cette méthode doit seulement étre utilisée poupteduits connus comme étant stables a la
chaleur et n’étant pas volatils a la températurtadapeur d’eau. La stérilisation a la chaleur
humide au moyen de vapeur d’eau saturée et sogsi@neréduite constitue le procédé de
stérilisation le plus facile a contrdler. Ce moaestérilisation constitue le premier choix pour
le matériel qui résiste aux températures et prassébevees, aux brusques changements de
pression et a 'humidité (NF EN 113).
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Stérilisation a I'oxyde d’éthylene

L’oxyde d’éthylene est un gaz qui stérilise via smtion d’agent puissant d’alkylation. Sous

les bonnes conditions, les constituants cellulades organismes, tels que les complexes
d’acides nucléiques, protéines fonctionnelles elyees, réagissent avec I'oxyde d’éthylene,

provoquant I'addition de groupements alkyl. La ogfuction cellulaire est alors empéchée et
la mort cellulaire s’ensuit (Medical device, 2004)es conditions de sécurité liees a

I'utilisation de ce gaz et le prix de maintenan@s dnstallations spécialisées poussent les

utilisateurs privés a se tourner vers les labor@sgiroposant des prestations de services.

Stérilisation par les UV

La stérilisation par les U.V est utilisée au laboir@ pour la décontamination de I'air et des
paillasses situées sous la hotte de protectiomay@nnement n’agit que de fagon directe et sa
pénétration est faible. Des instruments ou degpidtis peuvent étre stérilisés de la sorte.

La stérilisation par les rayonnements ionisants

Ce procédé fait appel, soit a des rayonnementsré@eagnétiques de grande énergie (rayons
gamma), soit a des rayonnements corpusculairegr@daques (rayons béta). Dans tous les
cas, il s’agit de rayonnements fortement ionisanis possedent la propriété de pouvoir
arracher des électrons aux atomes. L’action baadérdes rayonnements ionisants a été mise
en évidence par Minck, en 1896, au moyen des ra)odécouverts un an auparavant par
Roentgen. Le développement des applications deriga nucléaire dés les premiéres années
de I'apres-guerre, 1939-45, puis l'introductionrdatériel médico-chirurgical non réutilisable
dans la pratique hospitaliere, ont permis a lailst&ion par les rayonnements ionisants

d’entrer en phase industrielle, pour le matériettmosensible notamment (Goullet, 1983).

L’irradiation par rayonsy
L'irradiation consiste a soumettre un produit aayannements d’'une source radioactive.
Lorsque les atomes de ce produit sont exposés aypnmementsy du Co 60 dans un
irradiateur, certains d’entre eux perdent un destins qui gravitent autour de leur noyau.
lls deviennent « ionisés » mais leurs noyau restaci. Ces ions et ces électrons éjectés
réagissent a leur tour avec d’autres atomes etaul@l® Il est donc physiquement impossible
aux noyaux des atomes du produit d’'étre altéréslgpamyonnement du Co 60. En effet,
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I'énergie des électrons éjectés, ou celle des mayoest relativement faible par rapport aux

forces qui lient les éléments du noyau du prodradié entre eux (Hydro-Quebec, 1997).

Mécanismes d’action des rayonnements ionisantiesunicro-organismes
Sous l'action des rayonnements ionisants, |'eauitsuibe radiolyse (Goullet, 1983): la
formation d’espéces réactives de I'oxygene pertlabsructure des acides nucléiques et des

protéines qui altére le fonctionnement cellulaire.

H,0
Excitation/ 27 o
dissociation I lonisation
,’ Radiations
¥ 4 ionisantes
Hydratation
°OH + H° H,0 ** + e, . e
= -
v
v !
\I
u H,0
Recombinaison I
|
n
(Y
I A
& N
H,+ H,0
£ H,0 * + °OH

{Selon Bensasson et al., 1993)

Figure 71 : Radiolyse de I'eau

Dose de rayonnement
Cette dose représente I'énergie de radiation tetad®rbée par le produit. L'unité de mesure
est le gray (Gy), qui est équivalent a 1J/kg. Dardomaine qui nous concerne, les doses sont

exprimées généralement en kilogray, kGy (Goming®12.

Puissance de la source
La puissance de la source, associée au rendemeayahinement, est le paramétre qui fixe le
débit de dose utile, c’'est-a-dire le temps d'extimside I'échantillon pour un traitement
donné. Dans les cas des radioéléments (cobalt &&setm 137), la puissance est représentée

par son activité en curies (ci).

185



Annexes Virginie Wiktor

Pour utiliser au mieux le rayonnemegrgémis, les sources sont placées au centre d'uhdecel
de taille importante dont la géométrie et les disi@ms doivent étre soigneusement étudiées.
Le volume doit étre occupé au maximum par les gtedl’activité des sources industrielles
de Co 60 se situe entre 100 000 ci et 3 & 5 Mci [esuinstallations les plus importantes.

Les débits de dose, compris entre 1 et 5 kGy/hdwaisent & des temps d’exposition de

guelques heures pour I'obtention d’'une dose de@y (Ksominet, 2001).

Energie du rayonnement
L’énergie d'un rayonnement (exprimée en eV) estcdaactéristique qui détermine son
pouvoir de pénétration dans la matiere, et dogpali'sseur du produit qu’il sera possible de
traverser et de traiter dans des bonnes condititnsnogénéité de dose ; en effet, le pouvoir
de pénétration utile est directement proportiorniétnergie et inversement proportionnel a la
densité moyenne du produit.
Dans le cas des sources radioactives, I'énergieraljgmnementsy émis est fixée par le
radioélément émetteur (Gominet, 2001):

- cobalt 60 : E=1,17 et 1,33 MeV

- césium 137 : E = 0,66 MeV
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ANNEXE B : COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE

Yeast Nitrogen Broth (YNB, Difco - 288620) — Approknate formula per litre

Nitrogen sowrce
Anmmonium sulfate 50g

Amino ocids

L-Histidine Monohydrochloride 10.0mg
DL-Methionine 20.0mg
DL-Tryptophan 20.0mg
Vitamins

Biotin 2.0 ug
Calcium pantothenate 400.0 ug
Folic acid 2.0 ug
Inositol 2 000.0 ug
Niacin 400.0 ug
p-Aminobenzoic acid 200.0 ug
Pyridoxine hiydrochloride 400.0 ug
Riboflavin 200.0 ug
Thiamine hydrochloride 400.0 ug

Compounds supplying frace elemenis

Boric acid 500.0 ug
Copper sulfate 40.0 ug
Ferric chloride 200.0 ug
Manganese sulfate 400.0 ug
Potassium iodide 100.0 ug
Sodium molybdate 200.0 ug
Zinc sulfate 400.0 ug
Salis

Calcium chloride 0lg
Magnesium sulfate 035g
Monop otassium phosphate 10g
Sodium chloride 0lg

Potatoes Dextrose Agar (PDA, Sigma — P 2182)

Agar 15.0 g/L.
Glucose (Dextrose) 20.0 g/L.
Potatoes, Infusion from 4.0 g/L.
Grams to prepare 1 L 39.0 g/L.
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Malt Extract Broth (MEB, Oxoid — CM0057)

Malt extract 17.0 g/L
Mycologic peptone 3.0 g/L
Grams to prepare 1 L 20.0 g/L

Modified Czapeck-Dox Agar (mCZA) — Formula per litre

Cellulose 300g
Sodium nitrate 30g
Magnesium sulfate 05g
Potassium chloride 05g
Ferric sulfate 10mg
Di-potassium hydrogenophosphate 1.0g
Agar 13.0g
Vg juice Agar (Vs)
Calcium carbonate 3.0 g/L
Agar 20.0 g/L
V. juice 200.0 mL

Modified Vg juice Agar (Vg)

Calcium carbonate 3.0 g/L.
Agar 20.0 g/L
Tomato mash 200.0 mL
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ANNEXE C: CULTURAL MEDIA IN MICROBIOLOGY

(Malloch, 1997)

Most culture media fit into one of three categari@ssynthetic, (i) semi-synthetic, and (iii)

natural.

Synthetic media

Synthetic media are composed of ingredients of knoghemical composition and
concentration. These media are useful in physiolgor descriptive studies when it is
necessary to duplicate exactly a previous batcimedflium or to record the effects of the
deletion or addition of a particular substance. Femgi show their best growth on synthetic
media; they must sacrifice speed in order to bthil€ir necessary cell components from
relatively simple materials. However, many prodtioe sporulating structures necessary for
identification more easily on synthetic media tlwanother kinds.

Semi-synthetic media

Semi-synthetic media resemble synthetic media mtaining a known set of ingredients, but
differ in that at least some of the ingredients afaunknown or variable composition. A

synthetic medium, in which all ingredients are ciwly defined, can be made semi-

synthetic by adding a substance such as yeasteXtva know that the yeast extract contains
thiamine and other vitamins, but we do not know éxact amounts or what else might be
present. The result is a medium of quite predietatdimposition but one not completely
known chemically. Semi-synthetic media are widedgdiin routine work and offer something

of a compromise between synthetic and natural media

Natural media

Natural media are so called because they are partlgompletely composed of natural

materials, such as ground-up (or whole) plantsnanals. Some natural media may consist of
synthetic medium augmented by tomato juice, catrgbs, or plant stems. Natural media are
often very good and allow sporulation in fungi thady otherwise remain sterile. Their major

disadvantage is that they may differ consideralbtymf batch and thus not yield reliable
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experimental results. Nevertheless, natural medéavadely used in laboratory work and

cannot be replaced by any other kind.
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ANNEXE D : NUMERATION CELLULAIRE

(Extrait des ressources académiques du réseauiSfEeBnologies et SMS de I'académie de Rouen)

La numération cellulaire est la détermination dunbce de cellules contenues dans un
volume précis de milieu liquide. On exprime le fésude la numération en concentration
cellulaire, c'est-a-dire en nombre de celluleslipa:

La numération cellulaire est réalisée directememtgpmptage au microscope, a l'aide d’une

lame de comptage spéciale (ou cellule de numépation

La cellule de numération est une lame porte objeisdaquelle est creusée une chambre de

volume connu. C’est une lame épaisse en verre, odarg des rigoles et un quadrillage :

""""""""" Profondeur de la

» | | [_T---I--~| ---------------- chambre

/

. Plateaux ) )
Lamelle planée surélevés  Rigoles Lame porte - objet

./

v

il

r 3

Quadrillage

Le volume de comptage est déterminé par : (i) tlasa du quadrillage gravé sur la lame, (ii)

la profondeur de la chambre.

La cellule de Malassez

La cellule de Malassez possede un quadrillage fiéeicomportant 100 rectangles :
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10 rectangles

F N
v

A 4

Rectangle non quadrillé

Rectangle quadrillé verticalement

Rectangle quadrillé horizontalement * 10 rectangles

Rectangle subdivise
en 20 petits carrés —* v

Parmi les 100 rectangles totaux, on trouve 25 ngiés qui sont divisés en 20 petits carrés
afin de faciliter le comptage.
Le volume correspondant au quadrillage total eat #4. mni = 10° dn?*.

Chaque rectangle correspond & un volume 100 faisfaible, soit 0,01 mie 102 dnr’.

La cellule de Burker suit le méme principe que dfute de Malassez, mais dans ce cas, le

volume correspondant au quadrillage total est #§89 mni.

Numération

Les cellules sont comptées au microscope a I'abpe40 (1 rectangle par champ). Pour les
cellules chevauchant les lignes de quadrillage,ptemseulement celles qui chevauchent 2
arétes du rectangle sur 4 (en pratique on chasgrdndre en compte les cellules chevauchant

la ligne horizontale supérieure, et la ligne vatgcdroite).

>‘/ Numération sur le

rectangle = 7 cellules
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Calcul de la concentration cellulaire
Apres avoir effectué la manipulation, on calculedmcentration cellulaire de la suspension
de cellules étudiée.
Soient : -n : nombre de cellules comptées
- V : volume de comptage = volume d'un rectangle x Im@rde rectangle
comptés
-N : nombre de cellules par litres

Si on a n cellules dans V litres, alors on a Nutedl dans un litre :
NxV=nxl1l

N=n/V
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ANNEXE E: CARBONATE EQUILIBRIA

(Courses notes SSC 102, Bureau, R. G., ZasosHi, Ravis, U. C., 2002 / Extract from Environmer8all Chemistry — by D. L. Sparks)

First, considering the open system £0:
Aqueous carbon dioxide reacts to form carbonic a@dhe following reaction:

CoO

2(aq)

+H,0 - H,CO,
The hydration of carbon dioxide is slow to attaguiibrium below pH 8 in pure systems.

However, above pH 11, the hydration reaction istretly rapid as carbon dioxide reacts

directly with hydroxide to form bicarbonate.
CO, +OH™ =HCO, (2)
In biological systems the hydration of carbon isalyged by carbonic anhydrase a Zn-

containing enzyme. Only a small portion of the amsecarbon dioxide exists as carbonic

acid. However, in CO; (as defined below) is used to represent solutishanates.
H,CO;, =H,CO, +CO,,, 2)

Where HCO; s the total dissolved carbon including aqueoubaadioxide.

Carbonic acid dissociates into bicarbonate and oreate according to the following

equations:

(H*)(HCO, ) _

K°n,co, =107 (3)
(H,CO;)

Where H,CO, = H,CO, +CO, ., = H,CO,

(aq)
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(H(H)éf)o_,?,) ) - K OHCO3_ - 10—10..3 (4)

As for every aqueous reaction the acid base relstiip between the proton and hydroxide is

an important relationship.

(H*)OH) _ o _qg ©
(H.0)

Starting with the electrical neutrality expression:
[H']=[OH ]+[HCO, ]+2[CO;"] (6)

The system is manipulated to collect terms in thdabées of interest — hydrogen ion
concentration and carbon dioxide partial pressiNete that the electrical neutrality
expression is defined in terms of concentrationslfoh Therefore, in order to utilize values
from the thermodynamic equilibrium expressions, ¢beditional equilibrium constants must
be used which relate concentrations rather thaivige$ to the ionic distributions at

equilibrium.

Defining OH in terms of H yields:

[OH =1 ™
Solving for HCQ' gives:
[HCO3_] - KCHzcl:Ql_ll:|:|]2CO3] (8)
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Finding carbonate via bicarbonate:

K “hco, [HCO37]

CO,”]= 9
[CO," ] (H'] )
Substituting for HC@:
o= reelenERl o)

The rewritten electrical neutrality expression imts of H and HCO;z is:

[H*] =( KCJ:N j+(KCHZCO3[|:|2C03]j+2(KCHZCQKCHCS3_[H2C03]J
[H'] [H7] [H*]

Rearranging, by (B2 and substituting kP co. for H,CO; yields:

[H*]® = K%[H "] =K h,co,[H "1k, Peo, — 2K “h,co, K “heoy Ky, Peo,

[H*]® =[H*](K°w + K u,cok,, Peo,) - 2K “n,co,K “heo, Ky, Peo, =0

ky = Henry’s Law Constant

(11)

=0

(12)

We are left with a polynomial equation in“JHIn this formulation the only variables are*jH

and Rq. If a known and constant value for the partialsgtee of carbon dioxide is inserted

into the above equation, {Hcan be found by a variety of numerical techniques

Now, calcium carbonate in water with a fixed padnigessure of carbon dioxide is considered.

For the case of a fixed partial pressure of carioride and calcium carbonate dissolved in

the aqueous phase one more equation is need tdbdetite system. This is the solubility

product of calcium carbonate:

(Ca")(CO,”) _

(Caco) K caco, (13)
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The electrical neutrality expression for this case i
2[Ca*]+[H*] =[OH ] +[HCO, ]+2[CO,* ] (14)

Substituting to produce an equation ihahd HCO; results in the following:

2eq _ K caco,
[Ca™] = [CO7] (15)

As in the previous case:

K “caco,

K h,co,K “heo-[H,CO;]
[H™]°

[Ca™]= (16)

K °n,co,[H,CO;,]
[H7]

[HCO, | =

K “H,co, K “Heos[H,CO;]
[H*]?

[CO," 1=

K
[H"]

[OH ] =

These equations yield an expression igJ8s] and [H] at a given partial pressure of carbon.
Knowing [H'] and Rq,, C&*, HCO; and CQ? can be found.
Therefore, soluble Ca derived from calcite or podite in relation to solution is given in the

following figure:
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Log (Ca?*)
o

-2 L -
_4 L Log (ca®) = -4.3\ |
_6 —
-8 ! ! ! I 1

4 5 [} 7 8 9 10
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ANNEXE F : ESSAI DE CARBONATATION ACCELEREE —
TESTS PRELIMINAIRES

Matériels et méthodes

- Eprouvettes utilisées
Nous utilisons des éprouvettes en ciment blanc (GE&hlIcia), élaborées avec un rapport
E/C=0,55.

4cm —aX ;
4. cm
2,5cm X 1 lcm

L_ 8.5 cm _’IV — 16cm —»

Apres une cure de conservation de 28 jours sousoeaiu 100% HR, les éprouvettes sont
conserveées sous film plastique fermé hermétiquenae2it+1°C et 65+5%.

Certaines éprouvettes sont séchées avant I'essa@rbdenatation. Elles sont placées a I'étuve
a 40°C 24h (Chaussadent, 1997).

- Contréle de 'humidité relative
Le bullage du C@dans I'eau provoque un apport en continu d’hur@idians I'enceinte.
Deux sels sont utilisés afin de réguler 'humidaéative a I'intérieur de I'enceinte :

- le nitrate d’ammonium : NENO;3 (Prolabo, Rhéne-Poulenc)

- le carbonate de potassium ;GO; (Normapur AR)

Le sel anhydre est placé dans la partie inféridarkenceinte et est renouvelé toutes les 24h.

- Essais réalisés
Lors du premier essai, 'humidité relative est colite avec du NENOs. Le débit est régulé
par bullage du C®en entrée uniquement. Pour le deuxieme essai, aomss utilisé du
K,CO; pour réguler I'humidité relative, le débit eststgiafin d’obtenir un bullage a I'entrée
et en sortie (figure 2 et 3).
Afin de suivre I'évolution de la profondeur de canlatation, des échantillons de ciment sont
cassés a intervalles de temps régulier de carkimrgtaet aspergés par une solution de
phénolphtaléine. La phénolphtaléine est incolorer mes pH inférieurs a 9,2 environ, et se

colore en violet au dessus de cette valeur (RILED39).
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Conservees sous eau
E/C petite = 0,73

E/C dwdx16 = 0,535
29h etuve 40°C

Conservées 100% HRE
E/C petite = 0,55

E/C d¥dx16 = 0,595
29h Etuve 40°C

4

Conservees sous eau
E/C petite = 0,75

E/C 4xdx16 = 0,55
Fas de sechage

Conservees 100% HRE
E/C petite = 0,35

E/C 4xdx16 = 0,65
Pas de sechage

Figure 72 : montage essai 1

Conservees sous eau
E/C petite = 0,75

E/C 4xdx16 = 0,55
24h etuve 40°C

Conservees 100% HR
E/C petite = 0,55

B/C dudx16 = 0,55
24h etuve 40°C

Eprouvette du 21/07

CONSErvERs SOUS BaU Petite sous eau - séchée Conservees 100% HR

E/C petite = 0,75

Pas de sechage

E/C petite = 0,35
E/C 4xdx16 = 0,55
Pas de sechage

Figure 73 : montage essai 2
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Résultats

- Essai 1
Apres 4 jours de carbonatation le test a la phdral@ine révéle une zone carbonatée plus
étendue et homogene sur les éprouvettes conseavé®8% HR séchées par rapport aux
éprouvettes non séchées (photos non montrées).n@ameil semble que certaines faces
soient privilégiées. Nous n'observons pas de catadion pour les éprouvettes conservées
sous eau.
Ces premiers résultats nous laissent penser gépdatition du gaz n’est pas homogéene dans
I'enceinte, le deuxiéme essai est donc réalisé anatebit de CQplus élevé, avec bullage en
entrée et en sortie.
D’autre part, d’apres la littérature la vitessecdebonatation serait maximale pour une HR de
65% (Chaussadent, 1997). Or, lors de cet essdR Bkhit regulée a 80%. Nous changeons

donc de sel pour le deuxiéme essai.

- Essai 2
* Eprouvettes 4x4x16 cm
Les premieres éprouvettes sont cassées apres Z24lcarbonatation. Le test a la
phénolphtaléine révele une zone carbonatée d’em@if® cm sur la face supérieure et un coté.
En revanche, la face inférieure n’est pas du todiareatée (Photo 1b). Cela peut s’expliquer
par le fait que cette face était en contact avegilee et donc tres peu en contact avec le gaz.
Apres 48h de carbonatation, nous observons un tferdarbonatation qui s’étend de la face
supérieure a environ 1,7 cm vers le cceur de I'émtdel (Photo 1c). Ces observations sont
réalisées a partir de coupes verticales de I'émtvelv Lorsque nous réalisons le test a la
phénolphtaléine mais cette fois-ci sur une coupgitadinale (Photo 1d) les observations
sont tres différentes : il N’y a pas de carbonatatLa carbonatation n’est pas homogene, et
semble suivre des chemins préférentiels : il seraiblgue la carbonatation suive dans un
premier temps les défauts de I'éprouvette. Il serdéressant de réaliser des observations

pour des durées de carbonatation plus importaetsoire de la semaine.
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24

* a8 0, 0% 0%000q aagam 0 s

coupe

verticale

coupe

longitudinale

Photo 1 : Résultats obtenus pour une éprouvette 4x46 cm conservée a 100% HR, non séchée — a.
localisation des morceaux observés sur I'éprouvetteb. coloration aprés 24 h de carbonatation — c.
coloration apres 48h de carbonatation — d. comparaon du front de carbonatation selon la découpe

verticale ou longitudinale apres 48h de carbonatabin

Concernant I'éprouvette séchée avant I'essai deoatation, nous observons a 24h une zone
carbonatée plus importante que sur I'éprouvette séchée (Photo 2b). Apres 48h de
carbonatation, le test a la phénolphtaléine réuake zone carbonatée plus grande qu’'a 24h
(Photo 2c). De méme que précédemment, la comparales observations d'une coupe
verticale avec une coupe longitudinale (Photo 2dhtne que le front de carbonatation n’est
pas homogene sur une méme face et plus globaleuetdute I'éprouvette. Cela nous laisse
donc penser que sur les éprouvettes 4x4x16 cnrit@matation se produit d’abord en suivant
les défauts du matériau.

La tendance est plus accentuée sur les éprouvaiteservées sous eau. Nous n’observons
aucune carbonatation sur celles qui n'ont pas é&téées (photos non montrées). A 24h de
carbonatation sur I'éprouvette séchée nous obssrume |égere zone de carbonatation,
certainement amorcée par un défaut du matériau@r3i). Aprés 48h de carbonatation, nous
observons un front homogéne de carbonatation alkata face inférieure de I'éprouvette vers
le cceur sur une bande de l'ordre de 1,5 cm. Cepénuiaus remarquons une fois de plus que
selon la coupe longitudinale il n'y a pas de cadtation.
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Coupe

ngitudina

Coupe
verticale

Photo 2 : Résultats obtenus pour une éprouvette 4x#6 cm conservée a 100% HR, séchée — a. localisatio
des morceaux observés sur I'éprouvette — b. coloiah aprés 24 h de carbonatation — c. coloration ags
48h de carbonatation — d. comparaison du front deazbonatation selon la découpe verticale ou

longitudinale aprés 48h de carbonatation

s

Coupe
Face )
o verticale
inférieure

Coupe
longitudinale

JEE R

Photo 3 : Résultats obtenus pour une éprouvette 4x46 cm conservée sous eau, séchée — a. localisadies

morceaux observés sur I'éprouvette — b. coloratioapres 24 h de carbonatation — c. coloration aprés8h
de carbonatation — d. comparaison du front de carbmatation selon la découpe verticale ou longitudinal

aprés 48h de carbonatation
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* Eprouvettes 1x2,5x8,5 cm

Pour I'éprouvette conservée sous eau, le tespadaolphtaléine révele une zone carbonatée
de l'ordre de 2 a 3 mm sur pratiquement touteddess de I'éprouvette des 24h (Photo 4a).
Le front de carbonatation évolue seulement a pddida face supérieure de I'éprouvette
(Photo 4b), a 48h la zone carbonatée atteint Bvén5l’épaisseur.

Intéressons nous aux éprouvettes ayant subi ureedmiiconservation de 28j a 100% HR.
Nous observons pour I'éprouvette non séchée, ai@4tont de carbonatation s'étendant de la
face supérieure de I'éprouvette jusqu'a 1-2 mm Versoeur de I'éprouvette (Photo 5b). En
revanche, nous constatons que selon la zone diaig®er sur I'éprouvette (Photo 5a), le front
de carbonatation n’a pas la méme étendue a 48hana carbonatée n'a pas évoluée a 48h
par rapport a 24h pour la zone indiquée par lad®5ot Nous observons sur la Photo 5d que

le front de carbonatation suit le défaut du matgeria

Photo 4 : Résultats obtenus pour une éprouvette 1)6%8,5 cm conservée sous eau, séchée — a. colonatio

aprés 24 h de carbonatation — b. coloration aprés3h de carbonatation

Face

supérieure

supérieure

Photo 5 : Résultats obtenus pour une éprouvette 1)68%8,5 cm conservée 100%HR, non séchée - a.
localisation des morceaux observés sur I'éprouvetteb. coloration aprés 24 h de carbonatation — c.
coloration aprés 48h de carbonatation — d. coloratin aprés 48h de carbonatation
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Pour I'éprouvette séchée, la carbonatation est ghestaculaire. Dés 24h (photo 6b), nous
observons une couronne symbolisant la zone cardemg 2-3 mm d'épaisseur partant des 4
faces de I'éprouvette vers le coeur, et de faconogeme. A 48h, la zone carbonatée n’a pas
progressé (photo 6¢ et d). La carbonatation indoé diminution de la porosité, il est tres
probable qu’il y ait une limite du front de carbtatéon dés que les pores sont bouchés, le gaz

ne peut plus pénétrer et diffuser a l'intérieutaleatrice.

Face

supérieure

photo 6 : Résultats obtenus pour une éprouvette 1)88,5 cm conservée 100%HR, séchée - a. localisat
des morceaux observés sur I'éprouvette — b. colofah aprés 24 h de carbonatation — c. coloration ags

48h de carbonatation — d. coloration aprés 48h deatbonatation

De plus nous pouvons également relier ces résudtzs la conditions de fabrication des
éprouvettes : en effet, dans nos essais, la fgoérisure qui est la face privilégiée pour la
carbonatation correspond a la face de laitancet e @ire la face qui est en contact avec l'air

dans le moule.

Conclusion

Les essais préliminaires de carbonatation accété@és ont permis dans un premier temps de
fixer quelques parametres expérimentaux tels qdéld de CQ le choix du sel pour réguler
I'humidité relative. D’autres essais sont nécessarour étudier plus en détail I'influence de
la durée de l'essai sur la carbonatation. Nous remmmes limités a quelques jours de
carbonatation, il serait intéressant d’étudierdebonatation sur plusieurs semaines.

Nous avons également remarqué que la carbonatgtadgrires hétérogene sur les éprouvettes
4x4x16 cm. La carbonatation suit dans un premigrdéfauts du matériau, les éprouvettes
n'ont été laissées assez longtemps pour étudiemntage le phénomeéne.

En revanche, les résultats obtenus pour les petjpesuvettes sont satisfaisant pour les
objectifs que nous nous étions fixés : la carbditatatait nécessaire pour abaisser le pH en

surface des éprouvettes. Bien que toutes les faeesoient pas carbonatées de facon
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homogene, le premier millimétre de la surface esjours carbonaté. De plus le front de

carbonatation est plus important sur la face darae.
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ANNEXE G : IRTF - MODULE ATR

(Extrait Delene, 1998 ; Deveau et Jacob, 2004)

Le principe de 'ATR (Réflexion Totale Atténuée) cmte a mettre en contact un cristal
(ZnSe, Ge, diamant ou Si le plus souvent) aveddatllon a analyser. Le faisceau IR circule
dans le cristal (Figure 74). Si l'indice de réfiant du cristal est supérieur a celui de
'échantillon, alors le faisceau subit des réfledototales au-dela d'un certain angle

d’incidence a l'interface échantillon/cristal.

Echantillon

27,

Vers interférométre
source

Vers détecteur Cristal

Miroir Miroir

Figure 74 : Montage ATR horizontal

En ATR, on travaille au-dela de 'angle critique. Ealité une onde, dite onde évanescente,
émerge du cristal et est absorbée par I'échantil@ast cette onde qui est responsable du
spectre IR observé.

Plusieurs points doivent étre notés. Tout d’aborgrtdondeur de pénétration est de I'ordre de
1 a 2 um. Cela rend donc I'ATR particulierementri@sSant pour I'analyse des échantillons
purs, puisque le risque de voir saturer les pidstrés faible. L'ATR fournit donc une

information de surface.
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Figure 75 : Dispositif ATR utilisé a 'TEMSE
Il existe des cellules ATR qui sont capables deditker en température, en flux continu ou

sur des produits corrosifs (acides, peroxydes, La).Figure 75 présente la cellule ATR

utilisée a I'Ecole des Mines de Saint-Etienne.
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ANNEXE H : COLORATION AU REACTIF DE SCHIFF

(Extrait de cours de chimie organique G. Dupuis)

Le réactif de Schiff (fuchsine décolorée par oxiagt se recolore en rouge en présence de

substances réductrices (aldéhydes). La réactidéreile en plusieurs étapes :

1- Une oxydation par I'acide périodique ouvre la lmisntre deux carbones voisins

présentant des fonctions alcools et transformefomstions en aldéhydes. Le
squelette reste en place et n'est pas modifié.

OH @
HIO,

-H,0-—HIO;

4N

OH

Cette réaction fait intervenir un ester de I'aqgideiodigue comme intermédiaire :

5 =
+ e _\‘1/9% + HpO
—_— = m—
IQ”PI‘Q‘Q =7 g ?
OH S 07 Ol
E
fa = =
0) JOH =
M1=0 — + HIO;
57 %
0" ol S
E

2- Le réactif de Schiff donne un précipité rouge aweau des functions aldéhydes

donc, spécifiquement au niveau des polysaccharides autres molécules
comportant des fonctions alcools vicinales.
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I + 3 stﬂg # H + 2 H2C|

II +2R—CH) =———— 1l

M === IV + H80,

HE“E NH—50:H
C NH, CI~
CITHg*N t|: NMH—50,H
S05H
HaM
| chlorhydrate dg-rosaniline Il réactif de Schiff
(rose) (incolore)
OH OH
| |
NH—50,—C—R MH—80,—C—FR.

| |
H H
OH
| CIH,™N —
G
|

CImHz N NH—50,—C—R
S0;H H
0OH
|
NH—SOZ—(ll—R
H
Il (incolore) IV (coloré)
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GLOSSAIRE

Anthropogénique : lié aux activités humaines.

ATP : AdénosineTri-Phosphate. C’est une molécule dont la dégradatioérdi beaucoup
d’énergie, récupérée pour le fonctionnement de meuses réactions chimiques.

Autotrophe : désigne un organisme capable de synthétiserlipanéme les matieres
organiques qui le composent a partir d’élément®rainx.

Biomasse: masse totale (quantité de matiére) de touteedpéces vivantes présentes en un
milieu donné.

Cellule de Malassezou de Burker: cellule de numération, c’est umadgporte-objet dans
lagquelle est creusée une chambre de comptage dme&atonnu. Ce dernier est déterminé
par (i) la surface du quadrillage gravé sur la laigela profondeur de la chambre. £\ie
MalasseZ 1 MM, Veeluie gurke= 0,9 mrm).

Eutrophique : se dit d’'un milieu qui se retrouve enrichie &ngents nutritifs.

Guano: nom donné aux excréments des oiseaux et degedigouris.

Histologie: est la branche de la biologie qui étudie lesuss Elle a pour but d’explorer la
composition, la structure, le renouvellement desus ainsi que les échanges cellulaire en
leur sain.

Hyphes: vient du grechyphe= tissu, filaments longs, fins et ramifiés a stuwe cellulaire
qui constituent les mycetes.

Microbe : vient du greanikros=petit, etbios=vie. Ce mot désigne tous les micro-organismes
visibles au microscope comme les bactéries, lesyplygons, ou plus petit encore comme
les virus. Dans le langage familier, se dit de toigro-organisme pathogéne.

Phototrophe : désigne un organisme qui utilise la lumiére cansource d’énergie.

Phylloplan : microenvironnement d’une feuille. Certains awsedéfinissent le phylloplan
comme la surface d’une feuille.

Phylogénétique: relatif & I'étude de la formation et de I'évobrt des organismes vivants en
vue d’établir leur parenté.

Protozoaire : organisme unicellulaire eucaryote.

Ressuage remontée d’eau a la surface d’'un coulis de ctin@lin mortier ou d’'un béton
apres la mise en place.

Ubiquiste : se dit des espéces susceptibles d’étre obsedadssde trés nombreux habitats.
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Résumé

Micro-organisms (bacteria, cyanobacteria, fungjaa) can grow on building materials. They are
liable to degrade materials properties: from apratton of aesthetic aspect to a reduction of its
service life. Biodeterioration is associated tomlwal, physical and aesthetic mechanisms. To
control and to act efficiently against biodetertaa of buildings materials, it is necessary toéav
better understanding of those mechanisms.

The aim of this study is to develop an acceleraaddratory test to study the biodeterioration of
cementitious matrix by fungi.

The study of biodeterioration involves a plurididicipry approach. Firstly, this work was
considered from a biological point of view. Henaptimum parameters for a rapid fungal
development were determined. Then, attention wad fmithe matrix preparation, to make it
favourable for fungal growth. Finally, these twopegaches were combined to study microbial
development on the matrix prepared.

The accelerated laboratory test developed permitsbtain a rapid fungal growth on cement
specimens. The results point out that in the prestendty the microbial growth is promoted with the
accelerated weathering of the matrix. It plays gom@ale. No microbial growth is noticed on non-
weathered specimens. From a biodeterioration mdimtew, the test developed permits to observe
and to points out aesthetical and physical biodetgron mainly. Results point out the necessity to
have not only microscopic observations to studyntherobial development. While this shows the
aesthetical biodeterioration of specimens, it ueskmates the real extent of the microbial
colonization. The PAS staining reveals microbialvgio on and within the matrix. The SEM
observations permit to identify characteristic bael shapes.
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Résume

Les micro-organismes (bactéries, cyanobactériemnpignons, algues) peuvent se développer sur
les matériaux de construction. lls sont capablesdéigrader les propriétés du matériau : de
l'altération de l'aspect esthétique jusqu’a uneuctidn de sa durabilité. La biodétérioration est
associée aux mécanismes chimiques, physiquesheitigaes. Une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans la biodétérioration pigranee mieux lutter contre les dommages
engendrés et a terme de prévenir le développeneectggimicro-organismes.

Le but de cette étude est de développer un testléaéc de laboratoire pour étudier la
biodétérioration d’une matrice cimentaire par dbangpignons. L'étude de la biodétérioration
nécessite une approche pluridisciplinaire. Danpremier temps, ce travail a été abordé d’'un point
de vue purement « micro-organismes ». Cela a pedidentifier et de définir les parametres
optimums de culture et croissance fongique. Dansamond temps, I'attention s’est portée sur la
préparation d’'une matrice cimentaire compatiblecdeedéveloppement fongique. Enfin, les deux
approches ont été combinées permettant I'étudeaderdissance des micro-organismes sur le
matériau.

Le test développé a permis d'obtenir un développerfengique rapide sur des éprouvettes en
ciment. Les résultats obtenus ont notamment mivatence le réle fondamental joué par le pH de
surface sur le développement microbien. Les résultaontrent qu’il ne peut y avoir de
développement microbien sans un vieillissementlgbéa du matériau. D’'un point de vue de la
biodétérioration, le test développé a permis d'oleseet de mettre en évidence la biodétérioration
esthétique et physique principalement. Les résutiat également montré la nécessité de ne pas se
limiter aux observations au microscope pour étuldidrsiodétérioration. Bien que ces observations
mettent en évidence la biodétérioration esthétiqllms sous-estiment I'étendue réelle de la
colonisation microbienne. La coloration PAS réV&&ndue de la colonisation microbienne sur et
dans la matrice. De plus, les observations au MEB mermis d’identifier des formes
caractéristiques de bactéries, confirmant les @hsens au stéréomicroscope et apres coloration.
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