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Introduction Générale

A T’heure actuelle, il existe un besoin croissant de construction, de réhabilitation et de
rénovation des réseaux d’assainissement. Dans la plupart des pays industrialisés, les réseaux
d’assainissement ont en moyenne quarante a cinquante ans mais ont €été¢ construits pour des
durées de vie de ’ordre de soixante a quatre-vingt ans. Des travaux de rénovations et de
réhabilitations importants sont donc nécessaires pour maintenir la qualité de 1’assainissement
dans ces pays. Le conseil de I’Union Européenne (UE) a par ailleurs adopté en 1991 une
directive qui impose a ses pays membres de collecter et de traiter les eaux usées des
agglomérations de plus de 2 000 équivalent-habitants en prenant en compte la sensibilité des
milieux récepteurs. Il y a donc une nécessité de construction de structures d’assainissement et
de traitement des eaux usées efficaces et durables. Enfin, I’assemblée générale des Nations
Unies a établi huit Objectifs du Millénaire pour le Développement en 2011 dont le septieme
est d’assurer un environnement durable entre autres en réduisant de moiti¢, d’ici 2015, le
nombre de personnes n’ayant pas acces a I’eau potable et a une structure de traitement des
eaux usées. Tout ceci méne les gestionnaires et les fabricants de matériaux impliqués dans
I’assainissement a se questionner sur la construction de réseaux durables et sur les protocoles
de gestion optimaux a mettre en place pour ces structures.

Le fonctionnement durable d’un réseau d’assainissement passe également par sa bonne
conception hydraulique. Elle consiste a évaluer le débit des effluents, puis a dimensionner les
ouvrages en tenant compte des perspectives d’évolution de la collecte et du degré de
protection contre les inondations. De nos jours, les réseaux d’assainissement sont des
structures construites a partir d’éléments préfabriqués essentiellement en béton pour les
canalisations de gros diametres et tous les points de connexion (regards, chambre de
pompage, station de relevage,...) puis assemblés directement sur place pour optimiser la
durée des travaux de construction en assurant une mise en fonctionnement rapide de
I’ensemble du réseau. Cependant ce type d’assemblage est soumis a de nombreuseS
dégradations causées par le principe méme de construction (déplacement de joint, défaut de
connexion, etc.), par I’environnement (croissance de racine dans les réseaux, mouvement de
terrains, etc.) ou encore par I’effluent et la biomasse qu’il transporte (production d’hydrogéne
sulfuré, etc.).

La gestion du patrimoine d’ouvrage d’assainissement passe donc nécessairement par la mise
en place de traitements et de réparations tres souvent difficiles, onéreux et causant de
nombreux désagréments. En effet, ce type d’intervention nécessite la plupart du temps
d’éventrer les routes pour accéder aux canalisations, de créer des déviations routicres le temps
des travaux, d’utiliser du matériel spécialisé et donc des personnels qualifiés. Ainsi, il semble
nécessaire de hiérarchiser les interventions de réparation mais également de trouver des
solutions de construction et de réhabilitation qui soient adaptées et d urables. L’amélioration
de la fiabilité des réseaux va ainsi passer par la réalisation d’un diagnostic du systéme
d’assainissement et des sources possibles de détérioration qui nécessite I’approfondissement
des connaissances sur les facteurs déterminants et le développement de modeles de durée de
vie.

L’hydrogeéne sulfuré est un probléme majeur dans les réseaux d’assainissement puisqu’il
entraine des risques sanitaires importants et peut conduire, dans le pire des cas, a la ruine des
structures. Ce gaz se forme dans les zones anaérobies des boues et sédiments qui
s’accumulent dans le fond des canalisations, quand I’effluent a un temps de séjour élevé
associé a une faible vitesse d’écoulement, peu ou pas de turbulences et de fortes
concentrations en sulfates. 40 a 50% des postes de refoulement présentent des concentrations
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en hydrogéne sulfuré qui préoccupent les exploitants, ce pourcentage peut atteindre 70% en
zone rurale. Trois facteurs principaux favorisent sa formation :
- les réseaux d’assainissement prennent souvent en compte un développement futur. Ils
sont donc surdimensionnés et s’étendent sur des distances de plus en plus grandes,
- la diminution de la consommation en eau conduit a limiter les vitesses d’écoulement
des effluents,
- le réchauffement climatique conduit a une augmentation des vitesses de reactions
biochimiques.

L’hydrogéne sulfuré entraine un certain nombre de nuisances. Tout d’abord, des nuisances
olfactives puisque ce gaz sent 1’ceuf pourri pour de faibles concentrations (< 5 ppm). Il
représente €galement un danger pour les égoutiers comme pour les riverains puisqu’il peut
étre mortel méme a des concentrations faibles. Il entraine aussi des dysfonctionnements au
niveau des processus biologiques dans les stations d’épuration des eaux usées, les rendant
moins efficaces. Enfin, ce gaz est a I'origine de la détérioration prématurée des réseaux
d’assainissement.

Cette détérioration, induite par des microorganismes, est un processus se déroulant en
plusieurs étapes avec tout d’abord la sédimentation des boues et sédiments présents en
suspension dans les eaux usées qui vont former des zones anoxiques (privées d’oxygene) dans
lesquelles des bactéries sulfato-réductrices vont pouvoir se développer en réduisant les
molécules organiques et les sulfates en sulfures. L hydrogéne sulfuré ainsi formé peut ensuite
se dégazer plus en aval, quand I’effluent rencontre des zones de turbulences. Une fois dans la
partie aérienne de la canalisation, ’H,S va servir de source d’énergie a d’autres types de
bactéries (bactéries sulfo-oxydantes) qui vont 1I’oxyder en acide sulfurique sur les parois de la
canalisation et entrainer la dégradation de cette derniere.

Néanmoins, tous les matériaux ne sont pas équivalents face a cette attaque biogénique. En
s’intéressant uniquement aux matériaux cimentaires, on constate des différences de durabilité
en fonction des formulations employées. Les expositions sur sites et les retours terrains
réalisés dans divers réseaux a travers le monde montrent que les matériaux cimentaires a base
de ciment d’aluminate de calcium ont de meilleures performances que ceux a base de ciment
Portland, les taux de corrosion étant de trois a douze fois inférieurs dans le cas du ciment
d’aluminate de calcium. Le ciment Portland étant majoritairement utilisé dans les réseaux
d’assainissement, il a été bien étudié et des mécanismes de biodétérioration ont été proposes.
Au contraire, le ciment d’aluminate de calcium, malgré ses bonnes performances, occupe une
part du marché¢ de I’assainissement beaucoup plus restreinte et ainsi une plus faible
occurrence dans les travaux de recherche. La bonne tenue des matériaux cimentaires a base de
ciment d’aluminate de calcium serait due a un certain nombre de facteurs : une capacité de
neutralisation a I’acide plus importante, la formation d’un gel d’alumine ayant une zone de
pH stable importante, une concentration en aluminium suffisante pour inhiber la croissance
des microorganismes impliqués dans les processus de biodétérioration.

Ce travail de recherche vise a mieux comprendre les mécanismes de biodétérioration des
matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement en s’intéressant plus
particulierement a la différence de comportement entre les ciments d’aluminate de calcium et
les ciments Portland. En paralléle, il a pour but de mettre au point un essai accéléré
normalisable en laboratoire qui recrée les conditions des réseaux d’assainissement pour
pouvoir classer les matériaux du point de vue de leur durabilité.
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Pour répondre a ces problématiques, des essais in situ et en laboratoire ont été menés et les
résultats sont rassemblés dans ce manuscrit subdivisé en cing chapitres.

Le premier est dédi¢ a une étude bibliographique qui s’intéresse tout d’abord a la
biodétérioration des matériaux. Ce chapitre décrit ensuite les différents matériaux rencontres
dans les réseaux d’assainissement et détaille les aspects spécifiques de la biodétérioration des
matériaux cimentaires dans les systémes de traitement des eaux usées. Enfin, les differents
essais accélérés mis au point sur la biodétérioration des matériaux cimentaires sont présentés.
Le chapitre suivant présente les matériaux, les matériels et les méthodes utilisés et mis au
point dans le cadre de cette étude. Le troisieme chapitre expose les résultats relatifs aux essais
réalisés sur sites destinés a mieux comprendre I’impact de I’environnement et de la
formulation cimentaire dans les processus de biodétérioration. Il est suivi d’un chapitre
regroupant I’ensemble des résultats des expériences qui ont été menées en laboratoire et qui
permettent de mieux appréhender certaines phases du mecanisme de biodétérioration. Le
dernier chapitre est dédié a la mise au point d’un essai accéléré qui se base sur les résultats
obtenus dans les deux précédents chapitres. Enfin, les principaux résultats de ce travail sont
rassemblés dans une derniere partie ainsi que les nouvelles perspectives de recherche qui en
découlent.






CHAPITRE |
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Chapitre | Etude bibliographique

I- Introduction

Les premiers réseaux d’assainissement connus ont été datés de 1’époque romaine. Il est
reconnu que ce peuple aimait les eaux de qualité et n’hésitait pas a construire de grands
ouvrages tels que les aqueducs. Mais 1’eau qui entre dans une ville doit également en ressortir,
c’est pourquoi les romains ont imaginé un systéme d’évacuation. C’est la genese des égouts
qui avaient pour unique fonction le transport des eaux usées. Le plus ancien réseau d’égouts
connus est la cloaca maxima de Rome qui a été entrepris par Tarquin 1’Ancien a la fin du
VII°M siécle avant J.C. (Figure 1-1). Les matériaux employés a cette époque dépendaient des
ressources locales. On trouve donc la brique magonnée et la pierre de taille mais des fouilles
faites a Bordeaux montrent que le bois était également employé comme matériau de
construction [1].

sl

Figure I-1 : Photographies de la Cloaca maxima a Rome.

A I’époque des barbares (III°™ au V™ siécle), les égouts n’étaient plus entretenus. Ils
finissaient par s’engorger et n’étaient plus utilisables. L’eau stagnante et croupie €tait porteuse
de nombreux désagréments allant des mauvaises odeurs aux maladies. L’évacuation des eaux
usées était réalisée grace au denivelé, les eaux se dirigeaient vers les riviéres impactant
directement le milieu naturel. Par nécessité et peut-étre par mesures d’hygiéne, des tranchées
ont ensuite été creusées au milieu des voies et étaient parfois recouvertes de dalles. Ce
systeme rudimentaire était curé lors des orages qui entrainaient les différents détritus et
sédiments.

Vers 1200, Philippe Auguste a fait paver les rues de Paris en prévoyant en leur milieu une
rigole d’évacuation. Il faut cependant attendre 1325 pour qu’apparaisse pour la premiére fois
la présence d’une galerie couverte (archives de Paris). Hugues Aubriot, prévot de Paris, fit
construire en 1374 un égout vouté et magonné d’une centaine de meétres rue Montmartre qui
rejoignait le ruisseau de Ménilmontant. Il avait également prévu le développement de ce
réseau et la couverture de certains sites, certainement a cause des odeurs. A cette époque le
réseau d’assainissement était compose de peu de canalisations inégalement raccordées et mal
entretenues. Pour répondre aux débuts d’engorgement des égouts, la ville de Paris se dota en
1740 d’un réservoir pour stocker une grande quantité¢ d’eau permettant de faire des curages
réguliers.

Au début du XIX®me siécle, le réseau d’assainissement de la ville de Paris était incohérent,
vétuste et ne faisait que 25 km. Les canalisations de petit diametre n’étaient pas ou peu
entretenues. Emmanuel Bruneseau, inspecteur des Egouts de Paris, réclama donc un curage
géneral du réseau et sa cartographie.
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En 1832, I’épidémie de choléra qui toucha Paris fit prendre conscience de 'utilité des réseaux
d’assainissement. De grands travaux furent alors entrepris pour transformer le réseau parisien.
Les canalisations devinrent ainsi des galeries ovoides suffisamment grandes pour permettre
I’intervention des ouvriers.

En 1852, une loi est publiée a Paris sur 1’obligation de raccorder les nouvelles constructions a
I’égout si celui-ci existait, puisque les canalisations parisiennes ne représentaient que 160 km.
Il faut ensuite attendre 1854 pour que les travaux du Baron Haussmann, préfet de la Seine, et
de I’ingénieur Eugéne Belgrand permettent le développement du réseau d’assainissement et
d’approvisionnement en eau de la ville de Paris. Par la suite, le réseau de canalisation se
développa lentement pour passer de 600 km en 1878 a 2450 km aujourd’hui.

L’évolution du réseau d’assainissement de la ville de Paris (Tableau I-1) est similaire a celle
de la plupart des grandes villes francaises et européennes.

Tableau I-1 : Evolution de la longueur du réseau d'assainissement a Paris, d’aprés [2].

Date !_ongueur du
réseau (en km)

1806 23
1815 28
1825 34
1830 45
1848 134
1852 157
1878 600

Fin du XIX® 1000

Aujourd’hui 2450

Le linéaire de conduite d’eaux usées sur I’ensemble de la France métropolitaine a été estimé
par I’office international de 1’eau [3] pour la période entre 1962 et 1998 (Figure 1-2). Ces
données permettent de reconstituer un historique du linéaire de conduites des réseaux
d’assainissement.

o 238900 | 2°0000
1 ! | - 218100 o o E
| 196300 . ;
158500  * |
w0

£ i ! '
1 118 600 | |

linéaire de conduites
eaux usées (km)

1960 1965 1970 1975 1880 1985 1980 1995 2000
année

Figure 1-2 : Estimation de I'évolution, entre 1962 et 1998, du linéaire de conduites d'eaux usées sur
I'ensemble de la France métropolitaine [3].
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En France, les réseaux d’assainissement urbains sont agés pour la plupart de 40 a 50 ans et
nécessitent aujourd’hui des travaux de réhabilitation importants. Il est estimé par Satin et
Selmi [4] que 10% des linéaires ont plus de 60 ans alors qu’ils ont été initialement construits
pour une durée de vie comprise entre 60 et 80 ans.

Dans un autre contexte, au niveau européen, des mesures ont été mises en place pour réduire
la pollution de I’eau (cours d’eau, nappes phréatiques, lacs,...). Le conseil des communautés
européennes a arrété le 21 mai 1991 la directive européenne (Directive 91/271/CEE) relative
au traitement des eaux urbaines résiduaires fixant des objectifs & atteindre par les Etats
membres mais les laissant libres du choix des moyens pour y parvenir. Cette directive impose,
par les articles 3 et 4, aux agglomérations de 1’Union Européenne de collecter et de traiter
leurs eaux urbaines résiduaires. L’article 7 indique que la date butoir de mise en service de ces
infrastructures était le 31 décembre 2005. En 2008, la France ne respectait toujours pas la
directive bien qu’elle ait été condamnée par la cour de justice des communautés européennes
pour ce motif. Il est a noter que beaucoup d’agglomérations n’ont toujours pas de station
d’épuration. La directive cadre sur I’eau de 2006 précise également dans ’article L1331-1 que
« le raccordement des immeubles aux réseaux publics de collectes ... est obligatoire dans un
délai de deux ans a compter de la mise en service du réseau public de collecte ». L’article
L1331-13 précise que « les zones d’urbanisation future ne peuvent étre urbanisées que sous
réserve de I’existence ou du début de réalisation d’un équipement de traitement et
d’évacuation des effluents des futurs constructions, installations et aménagements ». Le
respect de ces reglements va conduire a une augmentation de la construction de réseaux
d’assainissement et de stations d’épurations dans les prochaines années.

Par ailleurs, au niveau international, I’assemblée générale des Nations Unis a déclaré I’année
2008 année internationale de 1’assainissement avec dans le cadre des objectifs du millénaire
pour le développement un engagement a réduire de moitié le nombre de personnes n’ayant
pas acces a I’eau potable et a un assainissement convenable d’ici 2015. En effet, beaucoup de
pays en voie de développement ne sont pas encore équipés de réseaux d’assainissement
(Figure 1-3). Selon un rapport conjoint de I'UNICEF et de I'Organisation Mondiale de la
Santé, en Afrique, seulement 45% de la population dispose d'installations sanitaires et 62%
n'a pas acces a des installations convenables [5]. L’Union Européenne n’est pas épargnée
puisque des pays comme la Roumanie ont jusqu’a 40% de leur population qui n'est pas relié¢e
a un systeme d'assainissement. Les besoins en assainissement dans le monde sont donc trés
importants.
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- Less than 50%
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| Data not available

Figure 1-3 : Proportion de la population utilisant des installations sanitaires améliorées [6].

Ainsi, la nécessité de réhabiliter certaines parties du réseau d’assainissement des grandes
villes, la construction de nouveaux réseaux découlant des directives européennes sur 1’eau et
le souhait des Nations Unies de réduire le nombre de personnes n’ayant pas accés a des
systémes d’assainissement dans le monde et notamment dans les pays en voie de
développement conduisent aujourd’hui les gestionnaires et les fabricants de produits
manufacturés a s’interroger sur la construction de réseaux d’assainissement durables et sur
I’optimisation des protocoles de gestion vis-a-vis d’un usage donné.

Ce travail de recherche s’inscrit dans une des problématiques liées a la pérennité des
structures d’assainissement : la dégradation des matériaux cimentaires par des processus bio-
physico-chimiques. Dans ce chapitre consacré a la bibliographie, nous allons détailler les
différents aspects de cette dégradation. La premiére partie de ce chapitre traitera de maniere
générale de la biodétérioration des matériaux et la deuxiéme partie présentera les matériaux
rencontrés dans les réseaux d’assainissement. Une troisieme partie développera les différentes
étapes des processus de biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux
d’assainissement. Enfin, une dernicre partie sera consacrée a I’analyse des expérimentations
in situ et des essais en laboratoire mis en ceuvre pour 1’étude de la biodétérioration des
matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement. Cet état de I’art permettra de définir
les objectifs de notre recherche.

I-1. La biodétérioration des matériaux
Un matériau depuis sa fabrication et pendant toute sa vie en service peut subir des agressions
qui vont modifier ses propriétés initiales. Ces agressions peuvent étre physiques, chimiques

ou biologiques suivant I’environnement en contact du matériau.

Les détériorations induites par des microorganismes, ou biodétérioration, sont des
phénomeénes trés souvent rencontrés qui touchent de nombreux matériaux qu’ils soient
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métalliques, minéraux, polymeres ou biologiques (Figure 1-4). Dans certains cas, la
biodétérioration meéne a la destruction totale du matériau.

Le terme microorganismes est utilisé pour désigner 1’ensemble des étres vivants
microscopiques. Ainsi, ce terme regroupe les bactéries, les champignons, les levures, les
micro-algues, les lichens et les mousses. Certains y incluent également les virus.

% - < 4 e &

Figure 1-4 Exemplés de biodétérioration de différents matériaux : canalisation métallique, dents, pierres
dans une riviere.

D’un point de vue terminologique, il est essentiel de faire la distinction entre une bioaltération
et une biodétérioration. Une bioaltération est caractérisée par des modifications de surfaces
générées par l’action de microorganismes, ces modifications généralement visibles ne
diminuant pas les propriétés du matériau (c’est le cas par exemple pour la formation d’une
patine ou le développement d’algues photosynthétiques sur une surface).

De la méme fagon, la biodétérioration ne doit pas étre confondu avec la biodégradation qui est
d’apres la définition du journal officiel (JORF n°0087 texte 38) un processus conduisant a la
décomposition de la matiére organique en un ensemble de molécules simples et non
dangereuses pour le milieu naturel. Ce phénomene est induit par des microorganismes tels que
des bactéries, des champignons et des micro-algues et peut étre assimilé a une bioconversion
ou & une biotransformation du matériau.

La biodétérioration se définit comme I’endommagement non désiré d’un matériau sous
I’action de microorganismes. Les processus de biodétérioration conduisent a la perte des
propriétés du matériau, aux modifications de sa composition ou encore aux chutes de ses
caractéristiques mécaniques. Quand le matériau est inclus dans un ouvrage, la biodétérioration
peut entrainer un risque pour la structure.

De nombreux domaines sont touchés par la biodétérioration. On peut citer par exemple
I’industrie pétroliere (puits d’extraction, plates formes,...), les installations portuaires
maritimes et fluviales, les centrales de production d’¢électricité ou I’industrie aérospatiale (de
la biocorrosion a été observée dans des réservoirs de kérosene) [7]. Les matériaux du
patrimoine sont également touchés par ces détériorations d’origine biologique [8]. En guise
d’exemple, nous pouvons citer le cas du verre et celui du bois. La matrice siliceuse du verre
peut-étre attaquée par des champignons ou par des bactéries qui produisent des composés
acides entrainant la dissolution progressive de la matrice, son opacification et la formation de
taches noires. En extérieur, le bois est soumis a 1’action de microchampignons et de bactéries.
Les attaques fongiques principales du bois sont les pourritures blanches, brunes et molles.
L’attaque du bois par des bactéries et des actinomyceétes nécessite un fort contenu en eau
trouve par exemple dans les environnements marins et en extérieurs tres humides.
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Pour qu’un phénoméne de biodétérioration impacte un matériau, il est nécessaire de
rassembler trois paramétres : un matériau, des microorganismes et un milieu favorable (Figure
I-5).

Durant les processus de biodétérioration, des interactions interviennent entre les difféerents
paramétres : la surface du matériau est en interaction avec le milieu extérieur, les
microorganismes présents sous forme de biofilm réagissent avec la surface du matériau et le
biofilm est dépendant du milieu extérieur. Chaque interaction est importante et va influer sur
I’évolution des propriétés du matériau. Nous allons donner dans la suite de cette partie
quelques éléments liés a chacun des parameétres et a leurs interactions.

Microorganismes

\ z"/ : \\.
" Biodétério A
H"‘*H—-.._,__,_,_...a- '.II
Milieu : Matériau |

v

-
-

Figure I-5 : Paramétres menant a la biodétérioration.

I1-1.1. Le milieu

Le milieu extérieur apporte les microorganismes et une partie des nutriments nécessaires a
leur croissance. Il est donc le vecteur de la biodétérioration.

Suivant les paramétres du milieu, la biodétérioration sera plus ou moins favorisée. Les
conditions d’humidité relative, de température et de pH sont les principaux parametres qui
vont régir la croissance des microorganismes, chacun des microorganismes nécessitant des
conditions bien définies.

Les flux rencontrés dans le milieu vont aussi jouer un rble majeur. La présence
d’écoulements, de frottements ou de turbulences dans le milieu peut entrainer le détachement
de certains microorganismes et ainsi favoriser la colonisation de nouvelles surfaces.

Le milieu extérieur peut aussi avoir une influence directe sur le matériau. Par exemple, la

lumiere a un effet catalytique sur de nombreuses réactions chimiques, le gaz carbonique peut
agir sur certains composés, 1’eau peut dissoudre les sels,... Ces modifications initient souvent
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la colonisation de la surface du matériau par certains microorganismes qui sans ces
transformations n’auraient pas trouvé les conditions nécessaires a leur croissance.

I-1.2. Les microorganismes

Les microorganismes sont les agents de la biodétérioration en ayant une action directe ou
indirecte sur le matériau. Dans le cas d’une attaque directe, la détérioration va résulter de la
simple présence des microorganismes. La détérioration peut alors résulter de la formation de
matiére biologique dans la porosité du matériau, créant des contraintes internes et aboutissant
a la fissuration ou a I’éclatement du matériau. Dans le cas d’une attaque indirecte, les
microorganismes sont a 1’origine de la production d’une substance qui va réagir avec le
matériau. Cette réaction peut entrainer la dissolution du matériau ou la formation de produits
expansifs et/ou non cohésifs.

La plupart du temps, les microorganismes les plus nuisibles se développent sous forme de
biofilm ce qui leur permet de se créer un environnement encore plus favorable en termes
d’humidité relative, de nutriment et d’association entre différents types de microorganismes.
Avec ce type d’organisation, les microorganismes peuvent devenir résistants a certaines
conditions particulieres du milieu environnant telles que les chocs thermiques ou hydriques, la

présence d’inhibiteur de croissance, de radiations lumineuses ou d’antibiotiques.

Un biofilm se définit comme une communauté structurée de cellules microbiennes enrobées
dans une matrice polymérique auto-produite et adhérentes les unes aux autres ou a une surface
inerte ou vivante [9]. La formation d’un biofilm est un processus qui s’effectue de maniére
progressive (Figure 1-6). Tout d’abord, des microorganismes planctoniques (ou libres) vont se
déposer sur une surface et vont, soit s’en détacher, soit s’y fixer a 1’aide de fimbriae (organite
bactérien ayant la forme de cils ou de poils et permettant I’adhésion). L’état de surface du
matériau est déterminant ; plus la rugosité est importante, plus la phase d’attachement est
favorisée. Ces microorganismes vont ensuite se développer en micro-colonies et vont produire
une matrice de substances polymériques extracellulaires. Ces substances sont principalement
composées de polysaccharides et de protéines permettant I’adhésion des bactéries aux
surfaces mais créant également un environnement favorable d’un point de vue osmotique et
hydrique. Le biofilm suit ensuite une phase de maturation pendant laquelle une organisation
peut apparaitre. Au cours de la vie du biofilm, des fragments peuvent étre arrachés ou libérés
et coloniser d’autres surfaces. Un biofilm peut-étre composé d’une seule souche bactérienne
mais on retrouve en général une certaine organisation avec plusieurs souches bactériennes qui
vivent en synergie.

fa
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Figure 1-6 : Etapes de formation d'un biofilm [10].
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La présence d’un biofilm a la surface d’un matériau entraine fréquemment son altération et,
suivant le type de microorganismes, sa détérioration.

I-1.3. Le matériau

Le matériau est le support physique de la détérioration et différents paramétres liés a ce
matériau vont intervenir lors du processus de biodéterioration parmi lesquels sa composition
chimique, sa porosité et son état de surface.

La composition chimique du matériau va permettre ou non la croissance de certains types de
microorganismes. Suivant 1’espéce microbienne considérée, certains ¢léments présents dans la
matrice du matériau pourront servir de nutriments ou au contraire d’inhibiteurs de croissance,
voire de poisons.

La porosité est un parametre a prendre en compte puisque si la taille, la géométrie et le
positionnement des pores permettent I’entrée des microorganismes dans le matériau, CceS
derniers risquent d’augmenter la vitesse de dégradation. A titre d’exemple, les
microchampignons utilisent en partie la porosité pour développer des hyphes (filaments plus
ou moins ramifiés) leur permettant de récupérer les nutriments dissous dans 1’eau piégée de la
porosité du matériau.

Enfin, 1’état de surface est un facteur aggravant lors de la colonisation microbienne. La
présence d’une rugosité importante entraine une augmentation de la surface de réaction entre
le matériau et le milieu extérieur et peut favoriser le dépdt de nutriments ou de
microorganismes. Par ailleurs, cette rugosité favorise 1’accrochage et limite 1’entrainement du
biofilm en présence d’un flux liquide ou gazeux.

Comme le choix d’un matériau en fonction de son environnement apparait essentiel pour sa
pérennité, nous allons maintenant nous intéresser aux différents matériaux rencontrés dans les
réseaux d’assainissement et aux dégradations qu’ils subissent.

1-2. Les matériaux rencontrés dans les réseaux d’assainissement

Les matériaux employés dans les réseaux d’assainissement sont trés variés et dépendent en
grande partie de 1’époque de construction. Les techniques et les possibilités des concepteurs
de réseaux ont évolué en fonction des avancées du génie civil et des codts de mise en ccuvre
des matériaux. Les canalisations les plus anciennes qui sont parvenues jusqu’a nous étaient
construites en pierres de taille mais ce mode de construction était long et couteux ; les pierres
extraites des carrieres proches devaient étre retaillées sur place pour optimiser les formes et
permettre un assemblage parfait de la structure. Par la suite, la brique a été utilisée car elle
permettait d’accélérer la construction des réseaux a un prix plus faible. L’arrivée du béton a
profondément modifié la conception des réseaux d’assainissement. Les temps nécessaires aux
travaux de constructions sont devenus plus courts. La préfabrication des canalisations en usine
a encore amélioré la conception des réseaux d’assainissement puisqu’une simple tranchée est
alors nécessaire a I’installation de canalisations réalisées en usine dans des conditions
parfaitement maitrisées. Le développement des polyméres ces derniéres années s’inscrit
¢galement dans une démarche de progrés notamment pour 1’assainissement individuel.
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I1-2.1. Répartition des matériaux dans les réseaux d’assainissement

De nos jours, les matériaux rencontrés dans les réseaux d’assainissement sont essentiellement
le béton et la pierre mais on trouve également, et dans une plus faible proportion, la brique,
les polyméres et la fonte. Le Tableau I-2 présente a titre d’exemple la distribution de chaque
matériau dans les réseaux allemands en 1999. La Figure I-7 donne des exemples de
canalisations réalisees avec différents matériaux.

Tableau I-2 : Matériaux rencontrés dans les réseaux d'assainissement allemand, d'apreés [11].

- Pourcentage
Materiau (en %)
Béton 46
Pierre 38
Brique 6
Fonte 5
Polymere 5

a1

alisées a partir de différents

\ S AN
ies de canalisations de réseaux d'assainissement ré
matériaux (pierre, polymeére, béton).

Figure I-7 : Photograph

1-2.2. Détériorations rencontrées dans les réseaux d’assainissement

L’environnement qui régne dans les réseaux d’assainissement peut étre agressif pour
I’ensemble des matériaux. La plupart des dégradations rencontrées est générée par des
fissures, des joints défectueux entre les canalisations, des déplacements de joints et par la
corrosion (Tableau 1-3). Ces dégradations sont essentiellement dues a une mauvaise
conception, une mauvaise construction ou a un trop fort débit et sont quelquefois a 1’origine
de la pollution des eaux souterraines. Une estimation de 500 millions de métres cube d’eau
usée par an est donnée par Kaempfer et Berndt [11] concernant la pollution des sols et des
eaux souterraines en Allemagne.

Face aux dégradations rencontrées dans les réseaux d’assainissement, un texte normatif a été
rédigé pour éetablir un référentiel de codification des détériorations permettant de faciliter le
dialogue entre les intervenants. Ainsi, les normes NF EN 13508-1' et NF EN 13508-2
s’appliquent a la détermination de 1I’état des réseaux d’évacuation et d’assainissement par
inspection, la codification de 1’état constaté et la prise en considération des facteurs extérieurs.

1 e s ,
Les références concernant les normes citées dans ce document sont rassemblées dans 1’annexe a.
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D’un point de vue du matériau, le Tableau I-3 nous indique que 9% des dégradations sont
dues aux attaques bio-physico-chimiques, 6% a 1’érosion de surface et 22% a la fissuration.
L’ensemble de ces détériorations peut €tre caus¢ par l’action plus ou moins directe de
microorganismes, il y a donc un intérét majeur a comprendre les mécanismes chimiques et
biologiques de détérioration pour construire, réparer et réhabiliter les réseaux
d’assainissement.

Tableau I-3 : Distribution des défauts des canalisations en Allemagne, d'apreés [11].

) Pourcentage

Défaut (en %)
Défaut de connexion 24
Fissure 22,1
Déplacement de joint 22,1
Biodétérioration / Attaque de gaz 8,7
Erosion de surface 5,8
Trou 5,8
Déformation 3,8
Incrustation 3,8
Racines de végétaux 3,8

Une enquéte realisée en France par le Centre Scientifique et Technique du Batiment (CSTB)
en 1989 [12] aupres de 1106 gestionnaires pour un linéaire test de 49281 km recense les
dégradations rencontrées dans les réseaux d’assainissement (Tableau I-4). Elles résultent dans
24% des cas traités, d’un mauvais choix de matériau. Dans ce cas, il est précisé que 65% des
matériaux étaient fissurés, 9% avaient subit une abrasion importante et 26% avaient été
impactés par des problémes de corrosion. Pour cette derniere problématique liée a des
mécanismes de biodétérioration, 1’hydrogéne sulfuré (H,S) présent dans les réseaux
d’assainissement constitue le parametre moteur comme nous le verrons en détails dans la
partie 3 de ce chapitre.

Tableau I-4 : Dégradations et dysfonctionnements observés lors d'une enquéte du CSTB en 1989 [12].

, Pourcentage
Deéfaut (en %)
Obstacle pénétrant 10,8
Eaux parasites 29,3
Mauvais choix de matériaux 23,6
Exfiltration 10
Ensablement 5,7
Affaissement 6,4
Ecrasement 4.4
Rugosité 4,4
Contre-pente 54

Ce gaz nocif et corrosif intervient dans des mécanismes biochimiques permettant aux
bactéries de trouver leur énergie. La conséquence de ces mécanismes est 1’oxydation de ce
gaz en acide sulfurique particuliérement néfaste pour les matériaux cimentaires. On constate
par exemple que 40 a 70% des postes de refoulements sont touchés par ce type de
dégradation.
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1-2.3. Les matériaux

I-2.3.1. Les matériaux anciens

Les ouvrages d’assainissement anciens sont réalisés en magonnerie qui est un agencement de
pierres ou de briques jointées [13]. De maniére générale, du mortier est utilisé comme
matériau de liaison.

La pierre la plus rencontrée dans les réseaux d’assainissement est le grés qui est une roche
sédimentaire généralement siliceuse et a été utilisée pour la construction des premiers réseaux
d’assainissement. Les pierres siliceuses, a condition d’avoir été posées parfaitement, sont
résistantes aux conditions acides qui peuvent é&tre rencontrées dans les réseaux
d’assainissement alors que les pierres calcaires se dissolvent tres rapidement.

Les canalisations réalisées en brigues de terre cuite sont actuellement peu courantes. En effet,
outre I’intervention d’une main d’ceuvre qualifiée, la brique est fragile et particuliérement
sensible aux changements fréquents d’humidité relative.

De manicre générale, la magonnerie n’est plus utilisée depuis des dizaines d’années dans les
pays industrialisés et les interventions sur ces ouvrages se font dans 1’'unique optique de les
réhabiliter. Il n’est pas rare de trouver sur les ouvrages en magonnerie une couche de matériau
cimentaire projetée lors de travaux de réhabilitation. En effet, cette technique permet de
conserver la fonctionnalité de la canalisation en s’affranchissant d’une grande campagne de
travaux de reconstruction.

-2.3.2. La fonte

Une fonte est un alliage métallique dont I'élément essentiel est le fer et dont la teneur en
carbone est supérieure a 2%. Suivant la composition de la fonte, le matériau va avoir des
propriétés différentes. Les tuyaux en fonte d’assainissement ou « fonte intégrale » pour les
ouvrages a écoulement libre sont conformes a la norme NF EN 598.

La plupart du temps, un revétement en matériau cimentaire, typiquement un mortier, est
projeté a I’intérieur de la canalisation pour servir de couche sacrificielle. La canalisation est
ainsi isolée du milieu agressif ce qui prolonge sa durée de vie. Les détériorations observées
sur ce matériau composite vont alors étre les mémes que sur un matériau cimentaire. D’aprés
le Guide Technique de 1’Assainissement rédigé par Satin et Selmi [4], les tuyaux en fonte
ductile et revétement intérieur en ciment alumineux ont des résistances aux attaques acides
fiables.

[-2.3.3. Les polymeres

Un des polymeres le plus utilisé, le polyéthylene haute densité (PEHD), est un matériau
flexible et relativement léger. Sa grande ductilité le préserve des cassures et lui confere une
bonne résistance aux chocs. Cependant, sa faible dureté le rend sensible aux attaques des
rongeurs et favorise les altérations de ses parois externes par friction. A cause de leur
souplesse, les canalisations circulaires en polymeére sont sujettes a 1’ovalisation. Par ailleurs,
d’un point de vue physico-chimique ou biochimique, le faible recul de temps sur 1’utilisation
de ce type de matériaux ne permet pas de donner une estimation correcte de leur durée de vie
a long terme. En particulier, leurs propriétés mécaniques peuvent étre modifiées dans le temps
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par I’extraction de certains constituants présents dans les matériaux polymeres comme les
stabilisants, les plastifiants, ...

Dans une autre optique, des revétements en réesine eépoxyde sont parfois appliqués pour
protéger ou réparer les structures existantes. Ce type de résine allie une grande stabilité
chimique a une résistance importante a la rupture et aux fissures. Cependant cette solution
présente un colt non négligeable et les revétements en résine époxyde ne protégent pas
toujours durablement les structures en béton contre la biodétérioration. Les conditions de
réalisation et de mise en place de cette résine sont primordiales pour les propriétés finales du
revétement. De Muynck et al. [14] ont travaillé sur différents traitements de surface et ajouts a
du béton de type Portland pour améliorer sa résistance aux attaques acides. Ils en concluent
que la meilleure protection a été obtenue grace au revétement en résine époxide et que les
ajouts de silicate hydraté ou de composé antimicrobien n’ont pas amélioré la tenue du
matériau cimentaire. Cependant Milde et al. [15] ont montré que des canalisations en béton
nouvellement installées et recouvertes d’une fine couche de résine époxyde dans le réseau
d’assainissement d’Hambourg ont subi une dégradation en quelques années seulement. La
résine forme des pustules et des trous qui révélent un matériau sous-jacent tres dégradé. Les
zones dans lesquelles vont se développer ces dégradations sont généralement des zones de
défauts dues soit a une mauvaise application de la résine soit a des abrasions causées a
posteriori par les déchets contenus dans I’effluent.

I-2.3.4. Les matériaux cimentaires

Les matériaux cimentaires sont des matériaux congus a partir de ciment. On distingue trois
types de matériau dans cette classe : les pates de ciments, les mortiers et les bétons. Les pates
de ciments ne sont pas employées dans les réseaux d’assainissement mais les mortiers et les
bétons y sont largement développés, sous forme d’¢léments préfabriqués mais aussi au niveau
des zones réhabilitées, réparées ou rénovées. Ainsi, les matériaux cimentaires sont tres
présents et leurs comportements doivent étre étudiés avec soin.

1-2.3.4.1. Les ciments

Le ciment est un liant hydraulique, c'est-a-dire un matériau minéral finement moulu qui,
mélangé avec de I’eau, forme une pate qui fait prise et durci. Il existe différents types de
ciments apportant des propriétés particuliéres en termes de durée de prise, de résistance,...

En décembre 2009, le fascicule de documentation FD P 18-011 a été publié¢ par I’AFNOR
pour définir et classifier les environnements chimiquement agressifs. Ce nouveau fascicule se
caractérise par 1’introduction de I’hydrogeéne sulfuré comme agent agressif en milieu humide.
Trois classes d’exposition ont été définies selon la norme NF EN 206-1 et correspondent a
trois niveaux d’agressivité chimique (XAl, XA2 et XA3). Les valeurs des différents seuils
concernant 1’H,S sont données dans le Tableau I-5. Une des recommandations de ce fascicule
est d’incorporer dans le béton une addition hydraulique ou pouzzolanique (laitier de haut
fourneau, cendres volantes, fumée de silice utilisés en substitution partielle de ciment CEM |
ou incorporés au béton sans substitution de ciment) pour limiter la teneur en portlandite?
(Ca(OH),) et ainsi conférer au ciment une bonne tenue au contact des solutions acides.

% Les mécanismes d’hydratation des ciments ainsi que la nature et les propriétés des composés formés sont
donnés en annexe b.
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Tableau 1-5 : Définition de la classe d'agressivité chimique en fonction de la concentration (ppm) en H,S
[16].

XAl XA2 XA3
Concentration homogéne <01 | >0,1et<10 | >10et<200
Concentration non homogene | <0,1 | >0,l et<7 >T7et<25

Dans le cas d’un milieu acide et avec une classe d’exposition XA3, ce fascicule préconise
I’utilisation de cinq types de ciments : les CEM Ill, CEM IV, CEM V ainsi que les ciments
sursulfatés et d’aluminates de calcium. Ces ciments font I’objet de différentes normes : NF P
15-319 pour les CEM I11 et VV, NF P 15-313 pour les ciments sursulfatés, NF EN 14647 pour
les ciments alumineux et NF EN 197-1 pour les CEM IV.

La norme européenne EN 197-1 détaille les ciments courants. Ils sont divisés en cing types
selon leur composition :

CEMI Ciment Portland
CEMII Ciment Portland composé
CEM Il Ciment de Haut fourneau

CEM IV  Ciment pouzzolanique
CEMYV  Ciment composé

Comme nous venons de le voir, les ciments CEM I, 1V et V peuvent étre utilisés dans les
environnements agressifs. Ces trois types de ciments contiennent respectivement du laitier de
haut fourneau, de la pouzzolane et des cendres volantes mélangées a du laitier de haut
fourneau. Ces ciments se caractérisent par une proportion plus faible de portlandite ce qui leur
permet d’étre moins réactifs face a une attaque acide.

Le ciment sursulfaté est un ciment élaboré a partir de laitier de haut-fourneau (> 80%), de
sulfate de calcium (< 20%) et d’un systeéme d’activation. Le processus d’hydratation de ce
ciment lui permet une consommation totale de la portlandite entrainant une bonne résistance
vis-a-vis des attaques chimiques. Comme ce ciment libere une tres faible chaleur
d’hydratation, il est long a prendre et a été délaissé. 1l est donc peu utilisé dans les réseaux
d’assainissement.

La norme francaise NF P 15-315 décrit le ciment alumineux fondu comme un liant
hydraulique qui résulte de la mouture, aprés cuisson jusqu’a la fusion, d’un mélange composé
principalement d’alumine, de chaux, d’oxydes de fer et de silice, dans des proportions telles
que le ciment obtenu renferme au moins 30% de sa masse d’alumine. Sa composition
chimique particuliére et I’absence de libération d’hydroxyde de calcium pendant son
hydratation lui permettent de résister a de nombreux agents agressifs (eaux pures, sulfates,
eaux de mer, acides organiques et minéraux,...).

1-2.3.4.2. Les mortiers

Le mortier est un mélange de liants (chaux ou ciment), de sable, d’eau et éventuellement
d’adjuvants. Selon les performances souhaitées, on utilise des formulations variées,
notamment en ce qui concerne les liants. Il n’est pas utilisé en matériau de construction mais
comme revétement ou comme joint pour les canalisations en pierres ou en briques. Les
mécanismes impliqués dans la détérioration de ce matériau sont les mémes que pour le béton.
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1-2.3.4.3. Les bétons

Le terme béton est un terme générique désignant un matériau de construction compose a partir
de granulats naturels ou artificiels, de sable, de ciment et d’eau. Les matériaux de base utilisés
lors de la fabrication du béton vont influer sur les propriétés du béton final. Le béton présente
I’avantage d’étre pré-fabricable, les canalisations des réseaux d’assainissement peuvent ainsi
étre fabriquées en usine et transportées sur le chantier pour une utilisation immédiate. Le
choix du ciment et des granulats pour la confection des éléments en béton est conditionné par
les données disponibles concernant 1’agressivité de I’effluent.

Suivant les risques ou les problémes rencontrés, la formulation du béton pourra étre adaptee.
Sur un site sans probleme particulier, du béton au ciment Portland pourra étre utilisé alors que
sur un site présentant de fortes abrasions, un béton a base de ciment alumineux est préférable
compte tenu de sa meilleure résistance. D’aprés les retours de terrains [17-19], les bétons au
ciment alumineux présentent également ’avantage d’étre plus durable dans les zones de
biodétérioration.

I-3. La biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux
d’assainissement

La biodétérioration est un phénomene extrémement dangereux et dommageable pour les
matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement. Elle a été étudiée pour la premiéere
fois en 1900 par Olmstead et Hamlin [20] qui ont décrit la détérioration d’un déversoir en
briques du réseau de Los Angeles aux Etats-Unis. Le mortier jointif entre les briques se
désintégrait et les ferronneries étaient fortement rouillées. Ces auteurs précisent également
que le joint de mortier avait gonflé pour atteindre un volume de 2 a 3 fois son volume initial et
que ceci a conduit a la destruction ou au déchaussement de certaines briques.

D’autres etudes ont été menées depuis et les exemples donnés dans le Tableau 1-6 montrent
que la perte de matiére peut atteindre plusieurs millimetres par an.

Tableau 1-6 : Valeurs de perte d'épaisseur de matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement.

S Perte de masse Type de
ource K} L
(en mm an™) matériau
US EPA, 1991 [21] 2,5-10 béton
Morton et al., 1991 [22] 2,7 béton
Mori et al., 1992 [23] 4,347 béton
Ismail et al., 1993 [24] 24 mortier
Davis, 1998 [25] 3,1 béton
Monteny et al., 2001 [26] 1,0-1,3 mortier
Vincke et al., 2002 [27] 1,1-18 béton

Ces phenomenes de biodétérioration peuvent conduire a la fragilisation, voire a
I’effondrement de la structure. La Figure 1-8 donne un apercu de différents bétons de type
Portland dans des réseaux d’assainissement a divers stades de détérioration.
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Figure 1-8 : A — Biodétérioration d’une canalisation en béton avec mise & nu des armatures métalliques
[28]. B — Biodétérioration d’un trou d'homme mise en évidence apreés 5 ans de service [28]. C — Attaque
par H,S d’une voiite non-immergée [29]. D — Attaque par H,S d’un collecteur. E — Attaque par H,S d’une
rehausse en fonte [29]. F — Attaque par H,S dans un dessableur [29].

Les phénomeénes impliqués dans les processus de biodétérioration des matériaux cimentaires
dans les réseaux d’assainissement sont schématisés sur la Figure 1-9. Dans le fond des
canalisations vont s’accumuler des couches de boues sédimentaires plus ou moins épaisses
permettant 1’établissement de zones privées oxygeéne. Dans ces conditions, des bactéries
anaérobies sulfato-réductrice (BSR) vont se développer en utilisant les composés soufrés de
I’effluent et vont excréter de I’hydrogéne sulfuré (H,S). Comme I’H,S est trés peu soluble et
fortement volatil, il va étre dégazé dans la partie aérienne du réseau ou il pourra impacter les
matériaux cimentaires de deux facons. Soit directement en réagissant avec les matériaux
cimentaires et en entrainant une diminution du pH, soit indirectement par son utilisation en
tant que nutriment par des bactéries sulfo-oxydante (BSO) qui vont produire de 1’acide
sulfurique. Cet acide va ensuite ruisseler sur les parois de la canalisation et entrainer une
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dissolution de la matrice cimentaire puis, suivant la composition de cette derniére, la
formation de produits expansifs tels que le gypse et I’ettringite.

BACTERIES SULFO-OXYDANTES

BETON
ETTRINGITE

GYPSE
BIOFILM

BACTERIES SULFATO-REDUCTRICES

Figure 1-9 : Cycle schématique du soufre dans un réseau d'assainissement, dessin F. Boinski, 2009.

Les deux étapes de ce mécanisme de détérioration sont développées dans la suite de ce
chapitre en précisant les parameétres influents ainsi que les moyens utilisés pour y remédier.

1-3.1. La production d’hydrogéne sulfuré

I-3.1.1. Origine de [’hydrogene sulfuré
L’origine de I’hydrogene sulfuré dans les réseaux d’assainissement est multiple.

La majeure partie provient de la réduction de composés soufrés par les bactéries sulfato-
réductrices (BSR) qui vont produire des sulfures (S*) ou des composés volatils comme les
methylmercaptans (CH3-SH) ou les dimethyl-disulfures (CH3-S-S-CH3). Les BSR se
développent dans les couches de boue d’épaisseurs variables qui résultent de la sédimentation
des matiéres en suspension dans les eaux usées. Ces boues sont principalement constituées de
matiéres organiques, mais on trouve également des microorganismes filamenteux et de la
matiére gélatineuse (zoogleae) dans laquelle se développent les BSR [30]. Les BSR
généralement rencontrées sont les bactéries du genre Desulfovibrio et Desulfobulbus.

L’autre origine des sulfures dans les réseaux d’assainissement est I’apport d’eau industrielle

contenant déja des sulfures comme celles provenant par exemple de tanneries, de papeteries,
d’abattoirs ou d’industries de raffinage d’huile.

I-3.1.2. Formation de [’hydrogene sulfuré
Les molécules soufrées, organiques ou minérales, rencontrées dans les eaux usées sont

nombreuses. On retrouve par exemple des sulfates, des sulfites, des acides aminés soufrés
(méthionine, cystéine). Le soufre sous forme minérale existe a des degrés d’oxydation allant

24



Chapitre | Etude bibliographique

de -2 a +6, respectivement du sulfure au sulfate. Des réactions d’oxydoréduction permettent
de passer d’une molécule a une autre.

La Figure 1-10 apporte une vision globale et schématique du cycle du soufre. Il est possible de
constater que 1’ensemble des espéces soufrées peut conduire aux sulfates et/ou au soufre
¢lémentaire qui sont utilisés par les BSR pour la formation d’H,S. La totalité des molécules
soufrées de I’effluent sont donc a prendre en compte pour estimer le potentiel d’émission

d’H,S.

Les BSR utilisent les sulfates comme accepteur final d’électrons et le réduisent en hydrogene
sulfuré selon les mécanismes suivants [31] :

Soj_ +H 2C) bactéries— ATP S 2— +OH" Réaction I-1
SO?™ +matiére organique —2% 552~ L H 0 +CO, Réaction 1-2

L’ATP ou adénosine triphosphate est la molécule de stockage de 1’énergie de tous les étres
vivants. L’¢énergie libérée par I’hydrolyse de la liaison phosphate permet aux bactéries d’étre
actives d’un point de vue chimique.

H2S
Sulfide
s

Sulfites
SO5™

Org. Matter
Organic S

Sulfur Bacteria

Partial Chem. Oxidation

0

Elemental
S

Death
Fecal Matter
Bliojorg 5iqoseeuy

Animal
Protein
Organic S

Sulfates
SO«

Protein
Organic S

Figure 1-10 : Cycle du soufre [31].

Les sulfures formés vont ensuite se mettre en equilibre chimique avec le milieu agueux selon
un double équilibre :

HS «s>H"+S* pKa, =11,96 Reaction 1-3
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H,Su)«—H" +HS pKa, =7,04 Réaction 1-4

L’H,S dans les réseaux d’assainissement peut donc étre présent sous différentes formes qui
dépendent du pH (Figure 1-11), de la température et de la force ionique. Comme les effluents
ont genéralement un pH proche de la neutralité, deux espéces majoritaires cohabitent : HS™ et
H,S. La présence de S% n’est pas considérée dans les effluents car sa concentration reste
négligeable.

Pourcentage relatif de sulfure

pH
Figure 1-11 : Diagramme de prédominance des sulfures en fonction du pH.

Du fait des équilibres thermodynamiques et de la loi de Henry, I’H,S ainsi produit va étre
dégaz¢é dans la partie aérienne du réseau selon I’équilibre suivant :

H, S <> H, S k = 47,4 MPa (fraction molaire)™ & 20°C Réaction 1-5

D’aprés les enquétes réalisées par différents auteurs [32-34] dans plusieurs pays,
respectivement les Etats-Unis, I’Australie et le Portugal, en moyenne la concentration
maximale d’H,S rencontrée dans les réseaux d’assainissement est de 300 mg m'3, soit 300
ppm. Dans le bassin parisien, la concentration maximale rencontrée par les égoutiers reste
inférieure a 100 ppm.

I-3.1.3. Influence de différents parametres sur la formation d’hydrogene
sulfuré

Selon le rapport de 1’agence de protection environnementale américaine [31], la production

d’hydrogéene sulfuré va dépendre de nombreux paramétres physico-chimiques, topographiques
et hydrauliques.
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La concentration en oxygene est le paramétre principal dans la production d’hydrogéne
sulfure [30].

Lorsque de I’oxygene est disponible dans la partie émergée de la canalisation, une certaine
quantité va se dissoudre suivant un équilibre thermodynamique (Loi de Henry). Ainsi a 25°C,
il y aura en théorie 9 mg L™ d’oxygeéne dissous. Cette valeur dépend de la température mais
aussi de la quantité de matiere organique présente dans les réseaux. Le dioxygeéne va étre
utilisé par des microorganismes aérobies pour dégrader la matiere organique ou pour oxyder
des composés réduits. Dans le cas d’une oxygénation suffisante, aucun sulfure n’est donc
présent dans la canalisation sauf en cas d’apport externe (source extérieure ou production en
amont).

Dans toutes les zones anoxiques des boues qui sédimentent dans le fond de 1’effluent vont
croitre des microorganismes anoxiques. Dans les zones ne contenant ni oxygene, ni nitrate, les
microorganismes sulfato-réducteurs et plus particulierement les bactéries sulfato-réductrices
(BSR) vont utiliser la réduction dissimilatrice (ou catabolique) du sulfate comme procédé de
conservation de 1’énergie. Le sulfate est d’abord activé en adénosine phosphosulfate (APS)
[35] en réagissant avec de I’ATP avant d’étre réduit en phosphate inorganique, en adéonosine
monophosphate (AMP) et en bisulfite.

SOZ + ATP + 2H* ——> APS + PPi AG®’ = + 46 k] mol™ Réaction 1-6
PPi + H,0——2Pi AG®* = -22 k) mol™ Réaction 1-7
APS + H, ——HSO; + AMP + H* AG®” = - 69 k] mol™ Réaction 1-8

Le bisulfite est ensuite réduit en sulfure. Deux mécanismes ont été proposés, le premier est
une réduction a six électrons du bisulfite en H,S en une seule étape et sans la formation
d’intermédiaire libres. Dans le second, le bisulfite est réduit en sulfure en trois étapes via la
formation de deux intermédiaires libres, le trithionate et le thiosulfate [36, 37]. La réduction
des composeés soufrés conduit donc a la formation de sulfure [31, 38]. En présence d’oxygéne
et de nitrate, les microorganismes réduisant les sulfates seront inhibés par le potentiel trop
élevé de ces deux molécules. Pour que les BSR produisent de I’hydrogene sulfuré, il est donc
nécessaire qu’il n’y ai ni oxygene, ni nitrate. La concentration critique en oxygene en dessous
de laquelle la production de sulfure est possible est de 0,181 mg L™.

Avec une concentration en oxygeéne dans [’effluent faible (quelques dixiemes de
milligrammes par litre), la quantité d’oxygene qui atteindra la surface de la couche de boue et
du biofilm sera insuffisante pour oxyder la totalité des sulfures qui y sont produits. Les
sulfures peuvent alors s’échapper dans 1’effluent et de I’hydrogeéne sulfuré sera émis dans la
partie aérienne de la canalisation.

La Figure 1-12 illustre de maniére schématique I’influence de la quantité d’oxygéne dans une
canalisation d’assainissement.
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Figure 1-12 : Impact de la quantité d'oxygéne sur la production d'H,S dans une canalisation
d’assainissement, d’aprés [30].

La concentration en oxygeéne dissous détermine la limite entre les zones aérobie et anaérobie
plutdt que le type de bactéries présentes. Si la quantité d’oxygene dissous augmente, la zone
aerobie va devenir plus grande. Des microorganismes aérobies sont présents dans la zone
anaérobie, préts a utiliser les nutriments organiques mais ils restent en dormance aussi
longtemps que I’oxygene n’est pas présent. Les microorganismes anaérobies, de leur coté, ne
peuvent pas utiliser leurs métabolismes tant que 1’oxygéne est présent mais ils sont préts a
reprendre leurs activités quand il disparait. Comme ces facteurs ne sont pas constants, la
frontiere entre les deux zones n’est pas fixée.

Un autre parameétre important pour la formation d’hydrogéne sulfuré est la concentration en
matieres organiques et en nutriments qui serait corrélée dans la plupart des réseaux
d’assainissement, d’aprés Pomeroy [30], a la Demande Biochimique en Oxygéne (DBO). La
DBO représente la quantité d’oxygene consommé, d’une part, par les phénomenes
d’oxydation chimique et, d’autre part, par la dégradation des matieres organiques par voie
biologique aérobie. Dans le cas d’un excés de sulfates (typiquement 20 a 100 mg L™), la
production de sulfure serait proportionnelle a la DBO. Thistlethwayte [39] a postulé que la
vitesse de production des sulfures évoluait avec la DBO selon (DBO)"2.

D’aprés Pomeroy [30], la concentration en sulfate représente un parametre majeur dans la
production de sulfure. Si la concentration en sulfate dans I’effluent est faible, alors elle sera
considérée comme un facteur limitant dans les réactions de réduction effectuées par les
microorganismes donc pour la production d’hydrogene sulfuré. Au contraire, si la
concentration en sulfate dans I’effluent est en exces, ce ne sera plus un facteur limitant dans la
production de sulfure et il peut étre consideré que ces deux parametres sont globalement
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indépendants. Thistlethwayte a élaboré en 1972 [39] une relation empirique entre la
production de sulfure et la concentration en sulfate.

‘3? =05.10" V5" (DBO, f* " (s07 J* 113972 ! Equation 1-1
Avec:

ds L . , 141

’m Cinétique de production de I’H,S mgL™h

Vs Vitesse moyenne de 1’effluent ms*t

DBOs Demande biochimique en oxygéne a5 jours mgL™

SO,  Concentration en SO4* mg L™

T Température de I’effluent °C

r Rayon hydraulique m

Ce modele prédit que la production de sulfure augmente avec la concentration de sulfate. Il a
été montré par Pomeroy et Bowlus [34] que cette équation n’était pas fiable si les sulfates sont
en exces.

Pour que la production de sulfures soit possible, il est nécessaire que le pH de I’effluent soit
compris entre 5,5 et 9,0. Si cette gamme de pH est respectée, la croissance bactérienne est
possible donc la production de sulfure également. Le pH optimal se situe entre 7,5 et 8,0. Le
pH de I’effluent est également important car il va influer comme nous I’avons déja vu sur la
proportion d’H,S et d’HS™ (pKa ~ 7 a 20°C).

La température influence également fortement I’activité bactérienne. En général, une
augmentation de 10°C a pour conséquence un doublement de 1’activité bactérienne [40]. En
conséquence, plus la température est élevée, plus la réduction des sulfates est importante et la
production d’H,S élevée. L’US EPA [30] propose la relation suivante :

.. =M x[EBOD] Equation 1-2
EBOD =[BOD]x(1,07)"*" Equation 1-3
Avec :

f Flux de sulfure gm?ht

M Coefficient spécifique au flux de sulffure mh™

[EBOD] DBO effective mg L™

[BOD]  DBO standard mg L™

T Température °C

Le terme DBO effective (EBOD) a été propose par Pomeroy et Bowlus [34] pour combiner
les effets de la température et de la DBO.

Cette équation a été mise au point a partir du réseau d’assainissement de Long Beach grace au
suivi de la production d’hydrogene sulfuré sur environ deux ans (Figure 1-13).
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Figure 1-13 : Concentration en hydrogéne sulfuré a la sortie du réseau de Long Beach, Etats-Unis [30].

La production d’H,S suit également des fluctuations au cours de la journée et de I’année. En
2000, le suivi de ce gaz a été effectué a Virginia en Afrique du Sud. La production est
maximale en été a 16 heures avec 110 ppm alors qu’en hiver, le maximum se situe autour de
13 heures avec 50 ppm [41]. De maniére générale, la concentration d’hydrogéne sulfuré
évolue dans le méme sens que la température ; plus la température est élevée et plus la
production d’H,S sera importante.
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Figure 1-14 : Maximum, minimum et moyenne typiques de concentrations d'H,S rencontrées dans le
réseau expérimental de Virginia durant les mois d'été (S) et d'hiver (W) [41].
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La vitesse de I’effluent a une action sur la production d’hydrogéne sulfuré puisqu’elle va agir
sur 1’épaisseur des boues qui s’accumulent. Plus la vitesse d’écoulement sera lente et plus
I’épaisseur des boues sera importante, créant une zone anaérobie plus épaisse. Au contraire, Si
I’effluent est plus rapide, 1’épaisseur des boues sera plus faible et la zone de croissance des
microorganismes responsable de la production de sulfure sera moindre.

Un autre paramétre important dans la production d’hydrogeéne sulfuré est le temps de
rétention. Plus le temps de rétention est faible et moins la production d’hydrogéne sulfuré est
importante. A ’inverse, I’augmentation du temps de rétention va favoriser les échanges entre
la phase gazeuse et la phase liquide et va donc permettre de dégazer plus d’HjS.
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Pour finir, la charge hydraulique de I’effluent va agir de maniére indirecte sur la production
d’hydrogéne sulfuré. Le Tableau 1-4 (cf. paragraphe 2.2.) nous indique que 29% des
problémes rencontrés dans les réseaux d’assainissement sont liés a la présence d’eaux
parasitaires dans les réseaux d’assainissement. C’est pourquoi une politique de diminution de
ces eaux a été menée avec les réseaux séparatifs. Par ailleurs, les usagers font de plus en plus
d’économies d’eau grace a des matériels récents et économes en eau. Ainsi, ces deux
nouvelles conditions entrainent une diminution de la charge hydraulique pour une charge
polluante équivalente donc une possible augmentation des problémes liés a 1’H,S.

Differents modeles numériques expérimentaux ont été établis par de nombreux auteurs pour
prédire la cinétique de production de I’hydrogeéne sulfuré. La plupart des modéles ont été
réalisés pour les conduites de refoulement. Outre le modele de Thistlethwayte déja présente,
on trouve celui de Pomeroy [30] :

‘jf =1,0.10"%" (DBO, ) 1,077 %" r** (1+0.37" A&) Equation 1-4
Avec :

ds e - . -1 -1

o Cinétique de production de ’'H,S mgL~h

DBOs Demande biochimique en oxygéne a5 jours mgL™

T Température de 1’effluent °C

r Rayon hydraulique m

A Diametre de la conduite m

Ce modele a été développé grace a I’étude de quarante conduites de refoulement. Toutefois,
pour qu’il soit valable, plusieurs conditions doivent étre respectées. Tout d’abord, les sulfures
ne doivent provenir que des bactéries et non d’un apport extérieur. Ensuite, les sulfures ne
doivent pas s’échapper de I’effluent vers la partie aérienne ou précipiter dans 1’effluent. Enfin,
ce modele a été ajusté pour le cas des pires conditions de production d’hydrogéne sulfuré
c'est-a-dire avec une forte concentration de sulfates, sans inhibition des bactéries et en
absence compléte d’oxygene. Ce modele n’est donc pas totalement réaliste et donne une
vision pessimiste de la présence d’H,S dans les réseaux d’assainissement.

Le modeéle de Boon et Lister [42], tres similaire a celui développé par Pomeroy, se base sur la
demande chimique en oxygéne (DCO) plutét que la demande biochimique.

dS

o 0,228.10*" (DCO) 1,077 %" r " 1+0.37" A) Equation 1-5
Avec :

ds e . . , 1 -1

m Cinétique de production de ’'H,S  mg L™ h

DCO  Demande chimique en oxygéne  mgL™

T Température de I’effluent °C

r Rayon hydraulique m

/e Diamétre de la conduite m

La DCO est un paramétre représentant la teneur totale d’une eau en matiére organique, qu’elle
soit ou non biodégradable. Contrairement a celle de la DBOs, la mesure de la DCO est
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reproductible et précise. Les limites de ce modele sont similaires a celles avancées pour le
modele de Pomeroy.

Pomeroy a également travaillé avec Parkhurst [43] sur un modele spécifique aux conduites
gravitaires.

f =0,32.10°" (DBO,) 1,072 r - N" (1" V)5 d_* Equation 1-6
Avec :
ds c . . , 1 -1
m Cinétique de production de I’H,S mgL~h
DBOs Demande biochimique en oxygene a 5 jours mg L™*
T Température de 1’effluent °C
r Rayon hydraulique M
N 0,64 pour une concentration maximale en sulfure

0,96 pour une concentration moyenne en sulfure
I Pente mm m™
Vv Vitesse moyenne ms*t
do Profondeur hydraulique moyenne (surface de m

I’écoulement sur la largeur de la surface libre)

Ce modele a été élaboré a partir d’informations collectées pendant 20 ans dans les réseaux
d’assainissement de Los Angeles aux Etats-Unis. La formule est composée de deux parties.
La premiére fait référence au taux de génération d’H,S alors que la deuxiéme porte sur
I’élimination par la phase liquide de ’hydrogéne sulfuré, c'est-a-dire par oxydation par les
processus biologiques et par dégazage vers la phase vapeur.

1-3.1.4. Traitement de [’hydrogene sulfuré
Il existe de nombreux moyens de lutte contre la formation d’H,S. La Figure 1-15 identifie de

manicre schématique les différentes possibilités d’action d’un gestionnaire de réseau pour
contrdler la concentration d’H,S. Les traitements peuvent étre préventifs ou curatifs.
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H,S control methods in sewer systems
|
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Figure 1-15 : Technologies chimique et biologique pour le contréle de I'émission d'H,S dans les réseaux
d'assainissement [44].

L’approche préventive de contrdle d’H,S consiste a faire une simulation des conditions
hydrauliques pour évaluer le potentiel d’émission en H,S. D’un point de vue pratique, il est
alors possible d’intervenir sur le maintien des conditions aérobies.

En introduisant de I’air ou de I’oxygéne dans le réseau, il est possible d’inhiber la croissance
des BSR donc la production d’H,S. Cet ajout va également diluer les gaz potentiellement
nocifs a la fois pour le matériau, I’environnement et les hommes. Raj Sherma et al. [45]
proposent un modéle mathématique de la dynamique de production d’H,S pour optimiser
I’injection d’oxygene. A ’aide d’une étude sur deux sites australiens, les auteurs concluent
que la position de I’injection de 1’oxygéne joue un réle déterminant dans le contrble de
I’hydrogéne sulfuré. En optimisant la position et la quantité d’oxygene apportée, les cofits de
traitement sont grandement diminués et le rendement d’épuration est augmenté. On peut
toutefois noter que ce procédé est bruyant et encombrant et que I’insertion doit étre réalisée a
contre courant de 1’effluent (sens ascendant de la canalisation) [46].

Une autre fagon de diminuer la production d’H,S est 1’ajout de nitrate aux effluents. C’est une
méthode préventive et curative. Heukelelekian [47] a constaté que dans les systémes pauvres
en oxygene, les nitrates étaient réduits avant les sulfates. L’ajout de nitrate entraine
I’augmentation du potentiel redox de 1’effluent et permet de contréler la production d’H,S
aussi longtemps que le potentiel redox de I’effluent est maintenu au dessus de 300 mV/ENH
par cet ajout [48]. Ce procédé est actuellement employé par la société Yara sous le nom
Nutriox®. Cette application diffuse un mélange optimisé de nitrates et d’autres produits grace
a un systeme de dosage et de surveillance « intelligent ». Ce type de traitement s’¢léve a 410
euros par tonne de nitrate de calcium [46].

Le retrait des boues et des sédiments qui s’accumulent dans le fond des canalisations est un
moyen d’éviter la formation de zones anaérobies donc le développement des bactéries
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responsable de la synthése de I’hydrogene sulfuré. C’est pour cela que les gestionnaires de
réseaux curent les canalisations par exemple au moyen de wagon-vanne ou de boule de curage
(Figure 1-16). L’ensemble du réseau ne peut pas étre traité de cette fagon car les canalisations
ont des tailles différentes et il est nécessaire que les procédés employés se déplacent dans la
canalisation. Si le procédé obstrue la canalisation, 1’écoulement des effluents va étre
grandement diminué en aval et la pression va augmenter en amont. Le nombre d’agents
nécessaire a la mise en place de cette technique est important et son utilisation est limitée a
certaines zones, ¢’est pourquoi cette technique est peu utilisée.

Figure 1-16 : Boule de curage des égouts de Paris.

L’approche curative permet d’éliminer I’hydrogéne sulfuré présent dans les canalisations des
réseaux d’assainissement.

La chloration des eaux usées est une des premiéres solutions industrielles apportées aux
problémes d’odeurs, en particulier au Royaume-Uni et aux Etats-Unis [46]. Le chlore va avoir
trois impacts : par voie chimique en oxydant les sulfures, par destruction des bactéries sulfato-
réductrices et par maintien dans 1’effluent d’un résiduel d’oxygene dissous non consommeé.
Suivant la quantité de chlore apportée, I’oxydation des sulfures sera plus ou moins compléte
et le produit final sera soit du soufre élémentaire soit des sulfates.

L’¢élimination de I’hydrogene sulfuré par I’introduction de sels de fer est la pratique la plus
couramment employée a travers le monde. L’ajout aux effluents de sel ferreux ou ferriques,
permet I’obtention d’un précipité de formule FeS ou Fe;S;. De maniere générale, il est
recommandé de travailler en exces de sel mais il semblerait que la quantité apportée puisse
étre largement diminuée si un contr6le en ligne est effectué. Il est nécessaire de combiner les
connaissances théoriques et les observations sur site pour permettre une prédiction plus juste
de I’efficacité des sels [49]. Les cofits d’un tel traitement varient de 3,7 a 26 € / kg de soufre
retiré [50, 51]. Ce type de traitement présente I’inconvénient de produire des boues noires
supplémentaires.

Une autre solution consiste a apporter de la soude ou une autre base forte a I’effluent pendant
20-30 minutes, ce qui augmente artificiellement le pH a des valeurs de I’ordre de 12,5 — 13. A
ce pH, la croissance des BSR est inhibée. Ce traitement a une efficacité s’échelonnant de
quelques jours a deux semaines [21] et nécessite de diluer les eaux usées en station
d’épuration pour réduire leur impact sur le milieu naturel.
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D’autres possibilités sont a 1’étude [44] telle que utilisation d’une pile microbienne (Figure
[-17) qui permettrait d’oxyder les sulfures en soufre élémentaire a I’anode tout en produisant
de I’¢lectricité.

Air phase

Figure 1-17 : Schéma de la pile microbienne dans un réseau d'assainissement convertissant les sulfures en
soufre élémentaire [44].

Une autre voie d’élimination du sulfure d’hydrogene serait l’utilisation de bactériophages

spécifiques qui élimineraient les BSR [44]. Les bactériophages étant des virus infectant
uniquement les bactéries.

I-3.2. Le processus de biodétérioration des matériaux cimentaires

L’hydrogéne sulfuré formé dans les réseaux d’assainissement va se condenser sur les parois
en béton des canalisations. Comme un béton frais a un pH alcalin, I’'H,S va se déprotoner a
son contact. Suivant le pH du béton, il se transformera en HS™ ou en S*. Ceci va avoir pour
conséquence directe une augmentation de la libération d’HpS de D’effluent. Comme le
processus d’oxydation du sulfure d’hydrogeéne sur du béton est rapide en comparaison de son
émission par les eaux usées, il peut y avoir une faible quantité de gaz dans la partie aérienne
mais une grande disponibilité de molécules soufrées a la surface du béton. Malgré la faible
concentration en hydrogéne sulfuré, la vitesse de détérioration peut donc devenir significative.
Par exemple, 5 a 10 ppm d’H,S gazeux peuvent induire une détérioration du béton de
quelques millimétres par an [52].

I-3.2.1. Oxydation de [’hydrogene sulfuré en acide sulfurique

La corrélation entre la présence de sulfure d’hydrogéne gazeux et celle de I’acide sulfurique
responsable de I’attaque du béton est bien connue des gestionnaires de réseaux
d’assainissement mais les mécanismes bio-physico-chimiques de transformation du gaz en
acide restent partiellement identifiés.
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En absence d’eau, I’oxydation directe de I’H,S par de I’oxygéne n’est pas possible aux
températures rencontrées dans les réseaux d’assainissement, il est nécessaire de monter a de
fortes températures pour que cette réaction devienne cinétiquement envisageable. Pour
faciliter cette réaction, il est possible d’utiliser des catalyseurs [53], typiquement des oxydes
de vanadium ou de molybdéne comme c’est le cas pour la désulfurisation des fumées
industrielles. Ainsi, la température d’activation peut-étre ramenée a des valeurs comprises
entre 200 et 350°C.

Selon Steudel [54], I’oxydation de I’H>S passe par I’intervention d’un métal (M), représenté
par le vanadium ou par le fer, selon la réaction suivante :

HS +2M™ —>S'+H" +2M ™" Réaction 1-9
Comme I’ion métal réduit est ensuite oxydé par 1’oxygene, il peut étre considéré comme un
catalyseur.

4\ (D +0, +2H"——4M™ +20H" Réaction 1-10
L’¢quation bilan devient donc :
2HS +0,——>2S° +20H" Réaction 1-11

Toutefois, les canalisations des réseaux d’assainissement sont des environnements humides
qui permettraient, d’aprés Parker [55], ’oxydation de 1’hydrogéne sulfuré. En effet, Parker
[55] a noté que sur du béton sain, les sulfures peuvent étre oxydés de maniere chimique et
produire du thiosulfate (S,03%) ou du tetrathionate (S:0¢”). Au contraire, sur du béton
dégradé, donc avec un pH plus faible, les sulfures sont oxydés en soufre élémentaire. Il
semblerait que 1’oxydation de I’hydrogéne sulfuré dans les réseaux d’assainissement puisse
suivre deux voies (Figure 1-18).

La premiére passe par le thiosulfate qui est oxydé en tetrathionate par différentes especes
bactériennes. Le tetrathionate peut étre oxydé directement en sulfates ou bien il peut étre
utilisé pour donner du pentathionate (SsOs”) et du trithionate (S3Os%). Le pentathionate
pourra étre dissocié en soufre élémentaire et en tetrathionate. Le trithionate est oxydé en
dithionate (S203%), et le dithionate en sulfate.

La deuxiéme voie passe par le soufre élémentaire. Comme la production de soufre est plus
rapide a des pH faibles, elle peut étre la voie prédominante au fur et a mesure que la
biodétérioration du matériau cimentaire se met en place. Il a été démontré par Waksman et
Starkey en 1921 [56] que I’oxydation du soufre en sulfate suivait une réaction totale et directe
et qu’aucun composé¢ oxydé intermédiaire du soufre ne s’accumulait.

La frontiére entre ces deux voies n’est pas marquée, les deux peuvent se produire en méme
temps et des réactions passant d’une voie a une autre peuvent exister.
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Figure 1-18 : Oxydation de I'hydrogene sulfuré [57].

En paralléle aux réactions proposées par Parker, I’oxydation de I’H,S en soufre élémentaire
peut étre réalisée par les microorganismes oxydant les sulfures [58] (Acidithiobacillus
thiooxidans, Thiobacillus thioparus, Paracoccus versutus, Sulfolobales,...) selon la réaction
suivante :

H,S¢ e oyl o0 4 2H ™" +2¢ Réaction 1-12

Cette réaction est catalysée par une enzyme, la sulfure oxydase. Les électrons excédentaires
vont étre utilisés pour la respiration bactérienne :

2H" +2€ +;OZ—>HZO Réaction 1-13
La réaction bilan de 1’oxydation de I’H,S par les microorganismes est donc :

1 :
HZS+EOZ——>S° +H,0 Réaction 1-14

Le soufre élémentaire va se réorganiser sous forme cristalline pour former un cycle a huit
soufres qui est plus stable que la forme initiale S° [58].

Réaction 1-15

88 —

Cet octet va pouvoir étre utilisé par les bactéries sulfo-oxydantes comme source énergétique
et étre oxydé grace a une sulfure-dioxygenase (SDO) en sulfite selon la réaction suivante :
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;Sg +0, +H,0—225307 +2H" Réaction 1-16

Actuellement, la SDO n’a pas été directement caractérisée méme si elle a été partiellement
isolée mais son activité a été mise en évidence dans différents travaux [58-60]. Cette réaction
a été partiellement vérifiée puisque des expériences de marquage & I’oxygéne radioactif 20
[61] ont mis en évidence I’implication de dioxygene et son incorporation dans les sulfites.

Rohwerder et Sand proposérent en 2007 [62] une voie réactionnelle possible pour 1’oxydation
du soufre élémentaire par des bactéries acidophiles. D’aprés ce schéma réactionnel, la SDO et
les autres enzymes impliquées dans I’oxydation des composés soufrés sont rassemblées dans
I’espace périplasmique de la bactérie. En conséquence, le soufre élémentaire octamérique (Sg)
extracellulaire doit passer la membrane externe de la bactérie avant toute oxydation.
L’oxydation par la SDO peut uniquement se faire sur la liaison hautement réactive des thiols
liés aux atomes de soufre des sulfures mais la réaction ne pourra pas se faire directement sur
les sulfures ou sur le soufre élémentaire octamérique car les liaisons soufre relatives a ces
composés sont faiblement réactives. Il est tres probable que les protéines contenant des
fonctions thiols dans la membrane externe et I’espace périplasmique sont utilisées pour le
transport du soufre. En fixant le soufre du sulfane a la SDO, les groupements thiols se
libérent. Le produit de la dioxygénation est le sulfite qui est par la suite essentiellement oxydé
en sulfate par 1’oxydoréductase acceptant les sulfites (ou sulfite acceptor oxidoreductase :
SAR). Une vision globale de ce schéma réactionnel est indiquée dans la Figure 1-19.

/ R-SH \'
SDO SAR

S; —5—> RSSH » SO > SO

Figure 1-19 : Modeéle d'oxydation du soufre élémentaire par les bactéries acidophiles, d'aprés [62].

En outre, Oprime et al. [63] démontrent que la présence de bactéries de type Acidithiobacillus
(ferrooxidans et thiooxidans) entraine une réduction significative de la concentration d’H,S en
solution, de 1’ordre de 99% par rapport au témoin stérile. Les Acidithiobacilli seraient donc
capable d’utiliser directement I’H,S sous forme aqueuse. L’expérience a été réalisée dans des
flacons agités a 150 tours par minutes et & 30°C avec une solution d’acide sulfurique a pH 2
contenant 5 ppm d’H,S.

D’apres ’ensemble des données retrouvées dans la littérature, le choix de la molécule soufrée
utilisée par les bactéries reste donc mal connu. Prieur [64] propose les réactions bilans
théoriques suivantes pour chaque molécule soufrée :

H,S+20,——>S0; +2H" DG =-798 kJ Réaction 1-17
S +H,0 +;o2 SO +2H° DG®'= - 587 kJ Réaction 1-18
S,0 +H,0+20,——>2S0 +2H" DG°'=-822 kJ Réaction 1-19

L’oxydation de I’hydrogéne sulfuré en une autre molécule soufrée dans les réseaux
d’assainissement peut, selon 1’agence de protection de I’environnement americaine [65] étre
réalisée chimiquement ou biologiquement. La littérature est contradictoire sur la proportion
relative de 1’une ou de 1’autre voie. Il est probable que les deux soient importantes car Wilmot
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et al. [66] ont montré que I’oxydation biologique atteint 12 a 56% de I’oxydation totale de
I’H,S. Pour Kotronarou et al. [67] la part biologique représente 70% de 1’oxydation. Au
contraire, Jolley et al. [68] ont comparé le taux d’oxydation d’une eau synthétique tamponnée
stérile a une eau usee et ont trouvé que le taux était plus rapide dans le milieu sans
microorganismes. Cependant le taux d’oxydation mesuré dans 1’eau synthétique n’est pas
nécessairement représentatif d’une eau usée car certaines molécules présentes dans les eaux
usées peuvent inhiber 1’oxydation.

I-3.2.2. Degradation du béton

Les bactéries peuvent altérer la qualité et la durabilité des matériaux cimentaires en produisant
certains métabolites agressifs ou corrosifs a partir de 1’oxydation de I’hydrogeéne sulfuré. La
pate de ciment et certains granulats sont relativement vulnérables a ce type d’agression. A
titre d’exemple, une expérience en laboratoire [69] sur des éprouvettes en béton & base de
ciment Portland a conduit a une perte de masse de 16% en 39 jours pour le béton inoculé avec
des bactéries tandis que la perte de masse était de seulement 0,8% pour 1’échantillon de
contréle. Pour cette derniére expérience, les échantillons étaient directement plongés dans le
milieu de culture des bacteéries.

La connaissance de la succession de la colonisation microbienne est essentielle pour la
compréhension et la gestion du phénoméne de détérioration du béton induite par des
microorganismes. Aprés un an d’étude sur cette succession de colonisation, Okabe et al. [70]
ont mis en évidence, par des techniques de biologie moléculaire basées sur le séquencage de
I’ARNr 16S, que six phylotypes sont impliqués : Thiothrix, Thiomonas, Thiobacillus,
Halothiobacillus, Acidiphilium et Acidithiobacillus.

Les bactéries et les micro-champignons vont se fixer sur la surface alcaline du béton et ainsi
réduire le pH de surface jusqu’a des valeurs inférieures ou égales a 5 [71] comme nous allons
le décrire dans la suite de ce chapitre. C’est le début de la succession microbienne qui est
déterminée non seulement par le pH de surface du béton, mais aussi par les différents types de
composés soufrés qui sont présents a différents moments durant la succession microbienne.
Les microorganismes neutrophiles sulfo-oxydants (NSOM) produisent des composés acides et
convertissent une grande quantité de sulfure présent dans le milieu en soufre élémentaire et en
acide polythionique (H,S,0s). Lorsque les différents microorganismes se développent, les
produits métaboliques acides s’accumulent et le pH de surface du béton chute. Aux environs
d’un pH de 4-5, les microorganismes acidophiles sulfo-oxydants (ASOM), comme
Acidithiobacillus thiooxidans, commencent a coloniser la surface et a oxyder le soufre et les
acides polythioniques en une grande quantité d’acide sulfurique. Ainsi le cycle du soufre dans
les réseaux d’assainissement est acheveé.

L’état de surface du matériau est un parametre important dans le phénomene de colonisation.
En effet, ’accrochage du biofilm bactérien est favorisé si la surface présente des aspérités.
Les principales étapes de fixation du biofilm peuvent se présenter de la fagcon suivante : une
surface comportant des irrégularités de I’ordre de grandeur de la taille de la bactérie est
nécessaire afin que les premicres bactéries puissent s’y accrocher. Ensuite, des microcolonies
amenées par 1’effluent ou par aérosol vont se fixer aux bactéries présentes et former au fil du
temps le biofilm. La croissance du biofilm est alors assurée par les nutriments constamment
apportés par le flux de I’effluent.
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D’aprés Okabe et al. [70] et Roberts et al. [71], le processus de corrosion induit par les
microorganismes peut-étre divisé en trois étapes (Figure 1-20).

Etape 1 "

réduction e _.' ASOM
abiotique o MNSOM e =
du pH / o
i Etape 3
/ - détériaration
- ’\ active du béton
.
n

pH, nombre de cellule et masse du béton
—

et réduction du pH I

Etape 2
r Succession biologigue

Temps =i

Figure 1-20 : Changements théoriques des propriétés biologiques et physiques du béton, a base de ciment
Portland, en fonction du temps durant le processus de détérioration ; NSOM : bactéries neutrophiles
sulfo-oxydantes, ASOM : bactéries acidophiles sulfo-oxydantes [71].

La premiére étape est caractérisée pour les bétons de ciment Portland par une diminution
modérée du pH de 13 a 9 résultant de la neutralisation essentiellement abiotique de la
portlandite (Ca(OH),) par le CO; et par I’H,S selon les réactions suivantes :

CO, +Ca(OH), ——CaCO, + H,0 Réaction 1-20
H,S +Ca(OH), ——2H,0 +CaS Réaction 1-21

Pour ce type de béton, la carbonatation conduit & une diminution de la porosité [72]. Les
cristaux de calcite précipitant autour des grains de portlandite conduisent a 1’augmentation de
la taille des hydrates. Parallelement, la diffusion du CO; est freinée par I’enveloppe de calcite
qui a une porosité faible. Les cristaux de calcite vont donc progressivement isoler la
portlandite restante, réduisant ainsi la réaction de carbonatation.

L’H,S induit la formation de sulfure de calcium (CaS) qui est un sel blanc peu soluble dans
I’eau. Aucune information n’est disponible dans la littérature sur les effets de cette
transformation dans les matériaux cimentaires.

Dans le cas des bétons formulés avec du ciment alumineux la réaction entre le CO, et le
ciment va entrainer la formation de CaCO3; et d’AH3, sans considération des hydrates
initialement présents, selon les équations suivantes :

CAH,, +CO, —>CaCO, + AH, +7H,0 DG =-82,25kJ Réaction 1-22
C,AH; +2CO, —2CaCO, + AH, +5H,0 Réaction 1-23
C,AH, +3CO, —3CaCO, + AH, +3H,0 DG =-230,41kJ Reéaction 1-24

La carbonatation des bétons de ciment alumineux ne conduit pas systématiquement a une
réduction de la porosité. Le type d’hydrate présent initialement est déterminant [73]. Pour un
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matériau non converti (contenant essentiellement CAHjo) la carbonatation va s’accompagner
d’une réduction du volume solide de I’ordre de 48% alors que pour un matériau totalement
converti (contenant principalement du C3AHg) la carbonatation va entrainer une augmentation
du volume solide de I’ordre de 17%.

Aucune information n’est disponible dans la littérature concernant I’impact direct de 1’'H,S sur
les betons de ciment alumineux.

La deuxieme étape est marquée par une autre diminution de pH résultant de 1’apparition d’une
succession de colonisation bactérienne neutrophile oxydant les sulfures (ou le soufre
élémentaire) en acide sulfurique sans que la perte de masse du béton ne soit significative. Les
microorganismes majoritaires présents sur le béton évoluent dans ce sens : Thiothrix spp.,
Thiobacillus plumbophilus, Thiomonas sp. et Halothiobacillus neapolitanus. Ces espéces sont
tres certainement responsables de la production d’acide sulfurique conduisant a la diminution
de pH. On peut noter que ces microorganismes ont des plages de croissance suivant le pH qui
se recoupent permettant cette diminution continue du pH (Figure 1-21).

13 =
12 |
1+
10
g b T. thiooxidans
8 |
T
o 7L . .
T. intermedius,
o T. novellus
5 -
4
3 |
2 T. thioparus
1+ |

hois - Année

Figure 1-21 : Succession bactérienne intervenant sur un béton de ciment Portland exposé a de I'H,S [57].

La derniere étape est marquée par 1’émergence d’une colonisation bactérienne acidophile
oxydant les sulfures (ou le soufre élémentaire) et par une détérioration sévere du béton. Il a
été constate [38, 57] que la perte de masse importante du béton coincide avec 1’apparition
d’Acidithiobacillus thiooxidans, qui possede une vitesse de croissance maximale a pH 2.
L’H,S (ou le S% est consommé par ces microorganismes suivant les réactions bilans
suivantes :

1
HZS+§OZ—>H20+S Réaction 1-25
3 :
S +go2 +H,0——H.,SO, Réaction 1-26
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L’acide sulfurique produit par A. thiooxidans s’accumule de plus en plus et le milieu de
culture s’acidifie au fur et a mesure que le soufre est oxydé. Si du calcium est présent, alors
des cristaux de sulfate de calcium (gypse) et d’ettringite (en présence d’aluminium) peuvent
se former lorsque les produits de solubilité sont atteints.

Apres avoir énoncé de facon genérale les facteurs entrant en jeu lors de la biodétérioration,
nous présentons dans le paragraphe suivant les caractéristiques des bactéries responsables de
I’attaque.

[-3.2.3.  Microorganismes impliquées dans le processus de
biodétérioration

En 1904, la capacité de croitre de certaines bactéries Gram négatives utilisant comme source
d’énergie une molécule soufrée réduite a été considéré suffisamment importante d’un point de

vue taxonomique pour que ces bactéries méritent d’étre classées dans le genre Thiobacillus
[74].

L’ensemble des Thiobacilli est caractérisée par une large gamme de conditions de croissance
[74, 75]. Elles couvrent un domaine de pH important allant d’approximativement 0 a plus de
8,5, un pourcentage du contenu en guanine et cytosine de leur ADN trés variable (50 a 68%),
une large diversit¢ de I’homologie de I’ADN et une variété importante d’ubiquinones et
d’acides gras. Toutes ces bactéries sont petites, Gram négatives, sous forme de bacilles, et
pour certaines sont mobiles grace a un flagelle polaire. Aucune n’a la capacité de sporuler (la
sporulation est 1’aptitude a former une spore, qui est un organite permettant a la bactérie de
résister dans des conditions tres défavorables).

La source énergétique de ces bactéries est dérivée de 1’oxydation de composés soufrés réduits
tel que les sulfures, le soufre élémentaire, les thiosulfates, les polythionates (S,Os>) ainsi que
les thiocyanates. L’oxydation compléete de ces composés soufrés aboutie a la formation de
sulfates ou d’acide sulfurique.

Tous ces bacilles sont autotrophes, c'est-a-dire qu’ils utilisent de la matiére inorganique pour
produire de la matiére organique. Une partic d’entre eux sont des chimiolithotrophes
obligatoires, alors que d’autres sont aussi capables de croitre de maniere
chimioorganotrophiques. La chimiolithotrophie est I'utilisation de substances minérales, en
I'absence de lumiére, comme source d'énergie pour la croissance des microorganismes. Au
contraire, la chimioorganotrophie est l'utilisation de substances organiques, en l'absence de
lumiere, comme source d'énergie pour les syntheses cellulaires.

Les techniques récentes de biologie moléculaire (analyses de I’ARNr 16S,...) ont révélé la
grande diversité entre ces microorganismes et ont permis de mettre en évidence des erreurs de
classification qui ont depuis été corrigées [75].

Dans cet ordre des Thiobacillus, on trouve entre autres Thiobacillus thioparus, Starkeya
novella (anciennement Thiobacillus novellus), Halothiobacillus neapolitanus et
Acidithiobacillus thiooxidans. Chacune de ces bactéries & des conditions de croissance
différentes mais qui se recoupent. Ceci conduit pour le béton a la mise en place d’une
succession bactérienne en fonction du pH (Tableau I-7).
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Tableau I-7 : Genres et especes de BSO et conditions de cultures [71].
Genres et especes Sl Type Substrat soufré Produits
de pH trophique
Th|(_)baC|IIus 45-10 | Autotrophe Thlogulfate, H.S, Soufrg, at_:ldes
thioparus thiocyanate polythioniques
Starkeya novella 5-9,.2 Mixotrophe Thiosulfate Soufre
Halothlo_bacnlus 4_9 Autotrophe H2$, soufre, AC|de_s polythlqnlques,
neapolitanus thiosulfate acide sulfurique
Th'ObaC”.IUS 1,7-9 Mixotrophe Thiosulfate AC'de.S polythlqnlques,
intermedius acide sulfurique
AC|d|_th|o_baC|IIus 05-4 | Autotrophe Thiosulfate, Soufre,_aude
thiooxidans soufre sulfurique

Acidithiobacillus thiooxidans est une bactérie acidophile, elle se développe a un pH compris
entre 0,5 et 4 avec un maximum d’activité a 2. Elle a été isolée pour la premicre fois en 1921
par Waksman et Joffe [76]. Cette bactérie croit uniquement sur des substrats fortement
sélectifs en utilisant le soufre élémentaire ou le thiosulfate de sodium comme source
d’énergie. La présence de composés organiques dans le milieu n’est pas nuisible pour la
croissance de cette bactérie, méme a forte concentration, et peut parfois la stimuler.
Cependant, sa croissance nécessite toujours la présence de soufre inorganique (H.S, soufre
élémentaire ou thiosulfate) et la présence de dioxygene.

D’aprés une étude réalisée par Cho et Mori [77], un micro-champignon a été identifié dans un
béton séverement corrodeé. Il vit en association avec Acidithiobacillus thiooxidans. Ce micro-
champignon appelé OMSOf1 est résistant a 1’acide et peut oxyder les sulfures. Son produit
métabolique est identifi€ comme étant le thiosulfate. L’association entre la bactérie et le
micro-champignon accélére la détérioration du béton car le mycélium du champignon se
développe dans les porosités et les fissures du matériau en entrainant des pressions internes
importantes. Le mycélium permet au micro-champignon de se nourrir en dégradant la matiére
organique proche, il est composé d’un ensemble de filaments plus ou moins ramifiés, appelés
hyphes. Ces filaments excretent des métabolites qui réagissent avec le calcium endogéne pour
former des complexes organocalciques solubles (oxalate de calcium,...). Les nutriments
disponibles pour I’ensemble des microorganismes sont alors en quantité plus importante et la
surface réactive du matériau peut également étre modifiée.

Ce type d’association a également été montré par Gu et al. [78] avec I’implication d’un
micro-champignon du genre Fusarium. Selon ce travail, la dégradation du béton par Fusarium
est plus rapide que par Thiobacillus intermedius.

les matériaux

[-3.2.4. Conséquence de la biodétérioration sur

cimentaires

L’acide sulfurique produit en surface par les BSO va pénétrer dans le béton en interagissant
avec les especes chimiques constituant le matériau, et ainsi former des phases caractéristiques
de la réaction de détérioration du béton par I’H,SQO, [70] telles que le gypse ou I’ettringite.

Le béton composé de granulats calcaires montre une profondeur de détérioration plus faible
que celle obtenue avec des granulats siliceux. Les granulats calcaires en se dissolvant sous
I’attaque acide créent localement un environnement tampon qui a un role protecteur pour la
pate de ciment. Les analyses microscopiques de la surface érodée confirment ce role et
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permettent de faire I’hypothése que les granulats calcaires neutralisent 1’acidité alors que les
granulats siliceux n’ont aucune influence lors des mécanismes de biodétérioration [79]. Un
matériau cimentaire réalise a partir de granulats calcaire va se dissoudre de maniére
homogene alors qu’avec des granulats siliceux, il n’y aura que la pate de ciment qui sera
dégradée. Pour ces derniers cas, les granulats siliceux se déchaussent révélant ainsi de
nouvelles surfaces d’attaque.

Grace a la microscopie électronique a balayage, il est possible d’analyser le facies des fissures
profondes dues a la formation de produits de détérioration au sein du béton. Ces fissures sont
typiques des pates de ciments corrodés par de 1’acide sulfurique [69]. Dans le cas des bétons
formulés avec du ciment Portland 1’acide réagit avec les hydroxydes de calcium, les
aluminates de calcium et les silicates de calcium pour former des cristaux de gypse et
d’ettringite.

Ca(OH), + H,S0, ——CaS0,.2H,0 Réaction 1-27
3Ca0.Al,0,.12 H,0 +3(CaS0,.2 H,0)+14 H,0——3Ca0.Al,0,.3CaS0,.32 H,0  Réaction 1-28
Ca0.Si0,.2 H,0+H,S0, ——CaSO, + Si(OH), + H,0 Réaction 1-29

Ces produits de corrosion ont un volume supérieur aux phases initiales et induisent une
augmentation de la pression interne. Par conséquent, leur formation entraine un élargissement
de I’ouverture des fissures avec comme conséquence une augmentation de 1’aire surfacique
pour les processus de corrosion et la création de sites supplémentaires pour la pénétration de
I’acide.

La durabilité¢ des bétons de ciments alumineux dans les milieux de pH acide est, d’une
maniere générale, supérieure a celle des bétons de ciments Portland. Cela s’explique par la
stabilité de I’alumine hydraté AH3 jusqu’a des pH de 3 a 4 (Figure 1-22).

Concentration
mol/l '
7.10°1
Al(OH) 3
Al (aq)ﬁ
| A0 AIOH), (aq)
1 Lo, 20,01
10-3 T 11 |
T 1 4 8 I 1|0 pH

Figure 1-22 : domaine de stabilité du gel d'alumine (AI(OH);) [80].

Dans le cas d’une attaque acide sur des bétons formulés avec des ciments alumineux, deux
mécanismes distincts doivent étre considérés avec une limite fixée a pH 4. Au dessus de cette
valeur, I’acide va entrainer la précipitation d’AHs a partir de la détérioration des hydrates
d’aluminates de calcium. L’AHj3 précipite sous forme de gel qui agit comme une barriére de
diffusion et entraine donc la réduction des vitesses de réactions suivantes :

CAH,, +2H" ——Ca* +2AI(OH),(s)+8H,0 Réaction 1-30
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C,AH, +4H"——2Ca* +2Al(OH),(s)+7H,0 Réaction 1-31
C,AH,+6H"——3Ca* +2Al(OH),(s)+6H,0 Réaction 1-32

A des pH inférieurs a 4, le gel d’alumine réagit avec 1’acide et se dissous selon :
AH, +6H" ——2A* +6 H,0 Réaction 1-33

Cette réaction augmente de maniere considérable la capacité de neutralisation des bétons de
ciments alumineux. De plus, le temps nécessaire a la dissolution du gel d’AH3 permet de
prolonger la protection du béton sous-jacent.

Comme il vient d’étre exposé, le gel d’alumine tamponne la surface du béton a un pH de 4.
Les bactéries acidophiles (Acidithiobacillus thiooxidans) qui colonisent la surface du béton
commencent a se fixer et a étre actives a ce pH mais les conditions chimiques du béton a base
de ciments alumineux ne sont pas suffisantes pour que la quantité d’acide produite annihile
I’effet tampon du gel d’alumine.

Comme les bétons a base de ciment alumineux ont une capacité de neutralisation plus
importante et une couche protectrice qui se forme trés rapidement en surface, ils sont plus
adaptés aux conditions acides rencontrées dans les réseaux d’assainissement comme le montre
la Figure 1-23.

b
Figure 1-23 : Echantillons de béton exposés pendant 17 mois dans le cadre du projet Virginia [41].
a- béton a base de ciment Portland et de granulats siliceux.

b- béton & base de ciment alumineux et de granulat type ALAG®®,

Une explication supplémentaire a la bonne tenue des bétons de ciments alumineux dans ces
milieux pourrait étre I’impact des ions aluminium sur les bactéries. A forte concentration,
I’ion aluminium inhibe la croissance bactérienne empéchant toute synthése de composés
acides ou de multiplication cellulaire [81].

I-3.2.5. Lutte contre le développement bactérien

Un moyen de lutter contre la biodétérioration des matériaux cimentaires, autre que par une
action sur la production d’hydrogene sulfuré, est d’influer sur la croissance ou ’activité des
microorganismes impliqués dans ce processus.

® ALAG® : granulats synthétique silico-alumineux-calcique obtenus par fusion et contenant environ 40 %
d’alumine. Ils se caractérisent par une densité élevée et une exceptionnelle dureté.
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Un revétement a base de zéolite contenant de I’argent a montré une résistance a la corrosion
du béton par 1’acide sulfurique d’origine biologique mais aussi une inhibition de la croissance
microbienne [82]. Les aptitudes de ce revétement a lutter contre la biodétérioration ont été
mises en évidence aprés 32 jours d’immersion par 1’absence de sous-produits tels que le gypse
ou l’ettringite caractéristiques des attaques par 1’acide sulfurique sur les bétons de ciment
Portland.

Haile et al. [83] ont travaillé sur 1’utilisation d’un nano oxyde de cuivre pour contrdler la
croissance d’A. thiooxidans. Cet oxyde a été déposé par des techniques électrochimiques sous
forme d’un revétement sur du béton de type CEM II. L’inhibition est estimée active a partir de
2,3 — 2,6 milligramme de cuivre par milligramme en poids secs de cellules.

La perspective d’utiliser la compétition microbienne pour contrler la croissance des
Thiobacillus a été envisagée par Padival et al. [84]. Les bactéries de type Thiobacillus sont
caractérisées par une croissance lente et le fait d’introduire des bactéries compétitives, en
controlant les conditions de cultures, permet de réduire le nombre et 1’activité des
Thiobacillus. Les bactéries compétitives sont des bactéries de tout type qui se développent
dans les mémes niches environnementales et utilisent les mémes nutriments que les bactéries
a combattre. Toutefois, ces nouvelles bactéries ne produisent pas de composés acides et
n’altérent donc pas le béton. La production d’acide n’est cependant pas complétement
éliminée puisque les Thiobacillus sont toujours présentes et actives malgré une diminution
significative de leur activiteé.

Une nouvelle technique a été développée par Zhang et al. [44] pour I’élimination des
microorganismes impliquée dans le processus de biodétérioration. Cette technique a pour
principe I’utilisation de phages spécifiques aux bactéries impliquées dans la biodétérioration.
Les phages sont des organismes qui infectent les bactéries et détournent leurs métabolismes
pour se répliquer. Les phages nouvellement formés lysent la paroi bactérienne pour sortir et
infecter de nouveaux hotes entrainant la mort des bactéries infectées. L’avantage de cette
méthode est que les phages sont trés spécifiques et que méme si les bactéries développent une
résistance, les phages peuvent lutter contre cette résistance en développant de nouvelles voies
d’acces.

Une manicre alternative de lutter contre le développement bactérien peut étre I’emploi
d’aluminium dans les matériaux cimentaires. Il est connu que I’aluminium a un effet nocif sur
la majorité des étres vivants d’autant plus que la plupart de ces organismes ne possedent pas
de controle sur cet élément. Lee et al. [85] ont montré en 1991 que 1’aluminium avait un effet
choc sur la croissance bactérienne et ce a partir d’une concentration d’un ppm, ’inhibition
totale de la croissance n’intervenant qu’a partir de 20 ppm.

Il est important de noter que la solvatation de 1’aluminium implique une diminution du pH qui
peut avoir une influence sur I’activité des bactéries présentes.

[AI (H 2O)ﬁ] * —>[AI (H 2O)G_ . (OH )n ]B "+nH* Réaction 1-34

La forme prise par ’aluminium en solution est le paramétre qui va agir sur la toxicité de cet
élément. Une forme complexée ne sera pas nocive pour la croissance bactérienne. Le pH va
influer de maniére significative sur la spéciation de I’aluminium en solution et donc sur son
impact sur le vivant.
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L’étude menée par Wood et Cooper [86] a permis de démontrer que les bactéries en phase de
croissance rapide étaient plus sensibles a I’aluminium que celles en phase stationnaire. Ceci
vient confirmer les découvertes de Munns et Keyser [87] qui précisent que les cellules sont
plus sensibles a 1I’aluminium lors de la division cellulaire.

L’aluminium est un puissant inhibiteur de nombreux processus biologiques, il va d’abord
entrainer une toxicité au niveau cellulaire puis, au niveau de 1’organisme dans le cas des
eucaryotes pluricellulaires [88]. Mais pour qu’il devienne toxique, il faut qu’il réponde a trois
critéres qui sont la quantité, la durée et la fréquence de contact.

L’aluminium peut se lier a I’ADN de trois fagons différentes suivant le pH [89]. A bas pH,
I’aluminium, sous forme Al3+, va venir s’intercaler dans la double hélice de I’ADN et va donc
déstabiliser la structure méme du porteur de I’information génétique. A un pH plus élevé, ce
méme élément, sous forme AI(OH)*, va stabiliser ’ADN en s’accolant a la double hélice
d’ADN. Pour des pH intermédiaires, on va retrouver un mélange des deux formes formant un
nouveau complexe.

Ces effets de I’aluminium restent toutefois a vérifier dans le cas de bétons formulés a partir de
ciment alumineux.

I-4. Les essais accélérés de dégradation des matériaux cimentaires

L’intérét port¢é a la biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux
d’assainissement est actuellement fort comme nous le montre la Figure 1-24. Le fait que de
nombreux chercheurs répartis sur I’ensemble de la planéte travaillent sur cette problématique
est vraisemblablement dli, comme nous I’avons vu, a ce que les réseaux des grandes villes
sont vieillissants et nécessitent des travaux de réhabilitation ou de reconstruction avec
I’emploi de matériaux durables.
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Figure 1-24 : Evolution du nombre de publications portant sur « sewer - H,S » et sur « sewer - H,SO,4 »
dans Science Direct.
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De nombreuses expériences ont été réalisées a travers le monde pour comprendre I’impact de
I’hydrogeéne sulfuré sur les canalisations en béton. Chaque équipe propose un essai qui lui
semble refléter au mieux les phénomenes réels. Ces essais peuvent-étre classés dans trois
catégories : chimiques, biochimiques et in situ.

1-4.1. Les essais chimiques

Les essais chimiques sont les premiers essais qui ont été mis en place. Comme les matériaux
cimentaires sont soumis a une attaque acide a la fin du processus de biodétérioration, ces
expériences consistent essentiellement & mettre en contact un échantillon de mortier ou de
béton avec une solution d’acide sulfurique.

Deux approches peuvent étre envisagées. Les essais peuvent se faire dans des conditions
réalistes ou en exacerbant certains des mécanismes pour accélérer les processus de
dégradation.

Les essais réalistes ont 1’avantage de coller au maximum aux conditions reelles mais il est
nécessaire de mettre en place des techniques de détection de la détérioration qui soient tres
sensibles. Un inconvénient majeur de ce type d’essai est que 1’extrapolation des résultats ne
permet pas nécessairement de prédire avec certitude le devenir du matériau cimentaire. Le
risque est qu’un nouveau mécanisme, qui n’était pas détectable pendant la durée de 1’essai, se
mette en place durant une période ultérieure de la détérioration.

Au contraire, les tests accélérés ont pour but de simuler la vie entiére d’un échantillon dans
des conditions particuliéres. Pour cela, il est possible de jouer sur différents parametres dont
la température, les cycles humidité-séchage, la concentration de I’agent agressif et enfin la
taille de I’échantillon.

D’un point de vue normatif, le seul document existant s’applique aux tuyaux en fonte ductile
protégée par un revétement cimentaire. Il s’agit de la norme NF EN 598+A1 qui impose de
tester la résistance des matériaux selon une méthode d’essai précise. Avant les essais, les
tuyaux doivent étre brossés avec une brosse dure en plastique et nettoyés avec de lair
comprimé puis €tre immergés dans de 1’eau a température ambiante pendant environ 24
heures. Ensuite, ces tuyaux sont remplis jusqu’a mi-hauteur avec de 1’acide sulfurique a pH 3
ou par de I’hydroxyde de sodium a pH 13. Les solutions sont recyclées a un débit d’environ
1+0,5L min et ’essai se déroule a une température de 18 + 2°C pendant 6 mois. La valeur
du pH doit étre contrdlée régulierement et ajustée de sorte que sa variation soit inférieure a
+ 0,3 par rapport a la valeur initiale. La concentration en ions calcium doit également étre
surveillée et ajustée par ajout d’eau douce ou d’eau dé-ionisée de sorte qu’elle ne dépasse pas
200 mg L™. Aprés 6 mois d’exposition, la variation d’épaisseur du revétement est mesurée et
est comparée aux valeurs normées. Cet essai est simplifié au maximum pour obtenir
rapidement des résultats reproductibles mais reste tres éloigné des conditions réelles des
réseaux d’assainissement.

Roy et al. [90] ont travaillé sur I’incorporation a du mortier de ciment CEM 1 de différents
éléments pour comprendre leurs influences durant les attaques acides. Pour cela, différentes
formulation ont été utilisées : CEM I, CEM 1 et fumée de silice, CEM | et métakaolin, CEM |
et cendres volantes pauvres en calcium. La proportion d’ajout a été étudiée tout comme le
rapport eau sur ciment (E/C). Ces différents échantillons ont été testés selon la norme ASTM
C-267 (méthodes de test standardisées pour la résistance chimique des matériaux cimentaires)
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c'est-a-dire qu’ils ont été immergés dans différentes solutions agressives dont de 1’acide
sulfurique a 1 et 5% pendant 28 jours. Aprés cette période d’immersion, ils ont été rinces a
I’eau distillée puis pesés pour mesurer la perte de masse. Les auteurs concluent qu’a faible
concentration d’acide (1%), la résistance des échantillons est bonne mais qu’elle devient
faible & plus forte concentration (5%). La résistance chimique va également augmenter dans le
sens de I’ajout de fumée de silice, de métakaolin et de cendres volantes. Enfin et
contrairement a la logique, la résistance chimique augmente quand le rapport E/C passe de
0,36 a 0,40.

De Belie et al. [79] ont imaginé un essai pour tester les matériaux cimentaires dans des
conditions qui se veulent proches de celles rencontrées dans les réseaux d’assainissement. Ce
travail est basé sur I’étude de trois parameétres : la méthode de reéalisation des échantillons, le
type de ciment et le type de granulats. Les échantillons ont été réalises par centrifugation (E/C
= 0,25), par démoulage immédiat (E/C = 0,36-0,40) ou par durcissement en moule (E/C =
0,43-0,49). Ces échantillons cylindriques ont été fabriqués a partir de ciment a haute
résistance aux sulfates (CEM | et CEM I1II) et les granulats étaient soit inertes (roches
volcaniques) soit réactifs (roches calcaires). Pour cette expérience, les échantillons ont subit
dix cycles de détérioration compose de trois étapes : une immersion alternée par rotation des
cylindres dans une solution d’acide sulfurique a 0,5% (Figure 1-25) puis un séchage a 1’air et
enfin un brossage de la surface. Aprés chaque cycle, la solution d’acide est renouvelée. Ces
conditions cherchent a représenter la formation d’acide sulfurique et les fluctuations du
niveau d’eau pour la premiere étape, le séchage causé par les situations de faible niveau d’eau
pour la seconde étape et enfin, la perte de matiere due a des flux importants dans la
canalisation pour la derniére étape. Cet essai montre que les mortiers a base de granulats
calcaires sont moins attaqués que ceux avec des granulats non réactifs. Les granulats calcaires
créeraient localement, au niveau de la matrice cimentaire un microenvironnement protecteur
grace a la neutralisation de 1’acide. En ce qui concerne le rapport E/C, plus il est faible et plus
la résistance est importante. Contrairement aux autres études [26, 91], le CEM | a haute
résistance aux sulfates serait plus résistant que le CEM |1l & haute résistance aux sulfates ce
qui serait dii d’aprés les auteurs aux conditions particulicres de cure utilisées pour la
fabrication des éprouvettes.

\ ',\‘. 2 - s T “ o :4‘-7','
G EESTN
de détérioration accéléré développé par I’Université de Gand en 1999

[79].

Figure 1-25 : Appareil pour I'essai
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Le point méthodologique le plus important dans ce type d’expérience est 1’élimination ou non
de la couche de gypse (ou d’autres produits de dégradation) formée au cours de 1’essai. Cette
couche devient en effet au bout d’un certain temps une barriére de diffusion a I’acide
sulfurique pour les essais chimiques alors que pour les essais biochimiques, elle devient la
zone de colonisation des microorganismes produisant 1’acide sulfurique [92]. Elle devient
donc une zone agressive pour le béton sous-jacent.

1-4.2. Les essais biochimigues

Les essais biochimiques font intervenir les microorganismes identifiés comme participant
activement a la dégradation du béton. Les expériences sont en général réalisées avec une seule
souche bactérienne, Acidithiobacillus thiooxidans, dans un grand volume avec 1’introduction
d’une quantité¢ définie de molécules soufrées.

L’Institut National des Sciences Appliquées de Strasbourg a étudié I’impact d’une eau douce
naturelle sur la biodégradation des matériaux cimentaires [93]. Pour cette étude, des
¢chantillons de pates de ciment (CEM I, CEM III et CEM V) ont été inoculés avec de I’eau de
la nappe phréatique rhénane (Strasbourg) additionnée de nutriments plus ou moins spécifiques
pendant respectivement 3 semaines et 2,5 mois. L’ensemble des essais montre que les nuances
cimentaires et les microorganismes ont une influence sur I’évolution de la surface du matériau
et donc sur sa biodétérioration. Quelle que soit la nuance cimentaire considérée, I’activité
métabolique des BSR induit un dép6t essentiellement composé de calcite, celle des BSO
entraine un dépdt contenant de I’hydrogénophosphate de calcium hydraté. Pour les
échantillons de pate de ciments plongés dans le milieu propice au développement des
bactéries thiosulfato-réductrice, ils constatent que 1’action des bactéries induit des dépots de
compositions différentes en fonction de la nuance cimentaire.

Cette équipe a également travaillé sur I’impact de la porosité sur la colonisation [94]. Elle
conclu que la structure poreuse propre des pates de ciments interdit 1’acceés du réseau poreux
aux microorganismes exogenes. Sans évolution du réseau poreux, les microorganismes ne
peuvent donc pas pénétrer a 1’intérieur du matériau ni y sécréeter des substances agressives.
Néanmoins, les fissures sont une voie d’acces possible pour les microorganismes au coeur du
matériau.

Le groupe d’Heidelberg [95, 96] a travaillé a I’¢laboration d’une chambre de simulation. Le
but de ce groupe était de développer un test qui soit relativement simple. Cela a été rendu
possible en réduisant le temps d’exposition et le nombre de souches bactériennes utilisé, qui
est représenté uniquement par Acidithiobacillus thiooxidans.

La chambre d’essai de cette équipe est composée de deux parties, un incubateur et un réacteur
(Figure 1-26). A. thiooxidans est cultivée dans I’incubateur de 25 litres avec un milieu minéral
a un pH de 3,5 comprenant du soufre élémentaire comme unique source de soufre (10 g L™).
La température est fixée a 28-30°C et I’humidité relative est importante. Dans le réacteur,
differents echantillons de mortiers, de taille 60x10x10 mm, sont exposés dans des supports en
acier inoxydable. Ces échantillons sont recouverts par la suspension bactérienne provenant du
fermenteur 5 minutes par heure, le milieu de culture est ensuite réinjecté dans le fermenteur
par I’intermédiaire d’une pompe. La procédure d’immersion est reproduite durant 3 a 5 mois.
Apres quelques cycles d’immersion, un biofilm se forme en surface comprenant A.
thiooxidans et des amas de soufre.
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Figure 1-26 : Schéma du montage de la chambre de simulation d’Heidelberg [95].

Les mortiers sont inspectés aprés une exposition de 3 a 5 mois. La perte de masse et la densité
bactérienne sont mesurées sur 1’ensemble des échantillons.

Cet essai montre que les mortiers de ciments Portland sont moins résistants a la biocorrosion
que les mortiers de ciments alumineux, la résistance de ces derniers étant dix fois supérieure.
Differents granulats ont été utilisés : du clinker a haute teneur en alumine, du quartz et des
roches volcaniques. Pour cette étude, la nature des granulats n’a révélée aucune influence sur
les processus de biodétérioration [96].

Ce type de test entraine une exposition a deux types d’agression. La premicre est une attaque
chimique, puisque les échantillons sont immergés dans le milieu de culture pendant 5 minutes
par heure. Ce milieu a un pH de 3,5 et va dégrader le béton par attaque acide, il va aussi
« laver » la surface des éprouvettes en solubilisant les produits de détériorations formés qui ne
peuvent donc pas s’accumuler en surface. La seconde attaque est microbiologique, A.
thiooxidans va se fixer a la surface des échantillons durant la phase d’immersion. Pendant 55
minutes par heure, les bactéries vont induire une diminution du pH sous des valeurs de 3,5.
Une des limites majeure de ce type de test est que la croissance des bactéries s’effectue
essentiellement dans le milieu le plus favorable pour elle c'est-a-dire le milieu de culture, la
croissance sur les échantillons pouvant étre tres différente de celle rencontrée dans les réseaux
d’assainissement.

Des chercheurs de la ville de Gand en Belgique [79, 97] ont également imaginé un test
accéléré de biodétérioration des matériaux cimentaires. Le but principal de cette équipe était
de réaliser un test simple reproduisant les pires conditions rencontrees in situ.

Pour cet essai, les échantillons testés sont des bétons réalises a base de ciment Portland ou de
ciment avec ajout de laitier. Pour chaque type de ciment, des ajouts ou non de polymere (ester
acrylic-styrene) ont éte effectués. Les échantillons sont des blocs de 2x2x5 cm.

L H,S est apporté une fois par cycle, c'est-a-dire tous les 17 jours a une concentration de 250
ppm. Les échantillons de béton sont fixés a des lames de verre et maintenus dans cette
atmospheére durant 3 jours (Figure 1-27). lls sont ensuite plongés dans une solution enrichie en
Thiobacillus et placés sur des agitateurs rotatifs pendant 10 jours a 90 rpm. Le pH du milieu
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descend jusqu’a des valeurs de 1 a 3. Pour accélérer la corrosion des bétons, les échantillons
sont lavés a 1’eau Milli-Q pendant 2 jours dans des agitateurs rotatifs. Le cycle se termine par
une période de séchage de 2 jours.

Apres un cycle, 1’épaisseur de 1’échantillon est mesurée. La perte de masse et la résistance
sont estimées au bout de 3 cycles de 17 jours. La baisse de pH et Iaugmentation des
concentrations en sulfates et en calcium sont déterminées dans les suspensions.

Front Side view

13 em

Sem

R

10 em

Figure 1-27 : Schéma de la deuxieme étape du test de I'équipe de Gand [97].

L’influence de différents parametres a é€té analysée et il en ressort que le type de granulats est
important. Les granulats calcaires créeraient un microenvironnement protecteur contre 1’acide
sulfurique [79]. Par ailleurs, ce test conclut qu’il n’y a pas de différence majeure entre les
matériaux a base de ciment Portland et ceux a base de ciment au laitier de haut fourneau [97].
Néanmoins, De Belie et al. [79] ont montrés quelques années plus tard que les bétons a base
de ciment Portland étaient plus résistants que ceux avec ajout de laitier.

La premiére critique qui peut étre faite sur cet essai est que ce type d’expérience est trés loin
des conditions rencontrées in situ. Ensuite, les différents parameétres ne sont pas suivis comme
il faudrait, par exemple, I’H,S est oxydé chimiquement dans la chambre avec une cinétique
non déterminée. De plus, les échantillons baignent dans une solution de culture des
Thiobacillus qui est une solution acide, I’attaque est donc plus chimique que biologique. La
premiére étape de ce test n’est pas justifiée puisque la seconde apporte du soufre grace au
milieu de culture. La derniere étape n’est également pas justifiée puisque dans les réseaux
d’assainissement, les bétons sont toujours en contact avec de I’eau apportée par la forte
humidité ambiante.

L’équipe de I’Universit¢ de Hambourg a travaillé sur I’élaboration d’une chambre de
biodétérioration qui permet de recréer les conditions rencontrées dans les réseaux
d’assainissement [98]. Pour cela, ils ont utilisé une enceinte hermétiquement close dans
laquelle la température, I’humidité, la concentration d’H3S et I’exposition aux aérosols (apport
de nutriments) sont contr6lées (Figure 1-28).
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Figure 1-28 : Chambre de biodétérioration de I’équipe d’Hambourg, durant son fonctionnement en 1983
et 25 ans apreés son installation [98].

Cette chambre a un volume d’un métre cube et contient environ 110 litres d’eau. Les
températures des parois et du fond sont contrdlées séparément. L’eau au fond de la chambre
est a une température deux a trois degrés plus élevée que celle des parois pour favoriser une
évaporation et donc une condensation a I’intérieur de I’enceinte. Ceci permet d’atteindre une
humidité relative trés importante, de 1’ordre de 98%. Six diffuseurs sont installes afin de
répandre sur les échantillons une solution de sels minéraux (0,4 g L™ KH,PO,4 0,4 g L™
K,HPO,, 0,4 g L™ NH,4CI, 0,65 g L™* MgCl,-6 H,0) indispensable & la croissance bactérienne.
La température est fixée a 30 = 1°C. L’atmosphére dans la chambre contient entre 15 et 20
ppm d’H2S qui est oxydé, en présence d’air, en soufre élémentaire qui se dépose dans la
chambre. Cette enceinte (Figure 1-29) est équipée d’un systeme de ventilation qui engendre
des mouvements d’air importants et permet d’homogénéiser 1I’atmosphere de la chambre. Les
échantillons exposés (cubes de 18 mm de c6té) sont soumis a douze souches différentes de
bactéries isolées a partir du réseau d’assainissement d’Hambourg [99]. La période
d’incubation dure trois mois durant lesquels des suspensions bactériennes sont apportées a
intervalles réguliers.
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Figure 1-29 : Schéma de montage de la chambre de simulation d’Hambourg [98].

Les échantillons extraits a échéances réguliéres de la chambre le sont toujours par trois pour
vérifier la répétabilité puis sont immergés dans une solution de sels minéraux qui est
homogénéisée pendant 90 minutes grace a un systeme rotatif. Ceci permet de détacher les
¢léments dégradés pendant 1’essai et de mettre en suspension les bactéries tout en les
conservant de maniére stable. Cette solution est ensuite divisée en trois parties, chacune
additionnée d’éléments nutritifs spécifiques pour trois types de bactéries A. thiooxidans, H.
neapolitanus et T. intermedius — S. novellus). Apreés trois semaines d’incubation, le nombre de
bactéries est évalué et permet de remonter au nombre initial de bactéries. Parallelement a ces
essais, la perte de masse et le pH de surface des échantillons de béton sont mesurés.

Cette expérience [98] permet de confirmer le fait que deux matériaux présentant des
résistances comparables lors des tests par immersion dans de ’acide peuvent avoir des
résistances complétement différentes en présence de bactéries. L’exemple des matériaux a
base de ciment alumineux illustre trés bien ce point puisque selon les essais chimiques, ces
matériaux sont classés dans la catégorie des matériaux non durables alors qu’ils ont une
excellente tenue dans les réseaux d’assainissement.

Cet essai a permis de conclure que les matériaux a base d’aluminate de calcium sont tres
résistants aux attaques d’acide sulfurique d’origine biogénique et donc qu’ils sont utilisables
dans les réseaux d’assainissement (Tableau I-8 et Figure 1-30). On peut noter que 1’addition
de granulats de type ALAG® améliore considérablement la résistance du matériau aux
attaques acides de type biogénique [100].
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Tableau I-8 : Détérioration des mortiers dans le test de I'université d'Hambourg [101].

Ciment Portland Alumineux
Type Portland | CALCOAT®" | SewperCoat®’
Granulats siliceux ALAG®
Capacité de
neutralisation (MM g™) 8,0 132 38,4
pH (84 jours) 5,8 5 54
pH (170 jours) 1,8 3,0 3,3
pH (320 jours) 1,0 2,1 3,0
Perte de masse 0 0 0
(150 jours) 25,1% 13,1% 3,4%
Perte de masse 0 0 0
(350 jours) 100% 43% 20%
100

——— CAC plus synthetic aggregate
90| e CAC paste

——— Qrdinary Portiand cement
80 [ Sulfate-resisting
70 Portland cerment
60
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40}~
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Figure 1-30 : Perte de masse due a I'attaque biogénique de ciment alumineux, Portland aprés un an de test
accéléré, équivalent environ a 24 ans dans un réseau [73].

Il ressort des études que les matériaux cimentaires contenant des aluminates de calcium sont
exposés a moins d’acide sulfurique que les matériaux a base de ciment Portland. Ceci est dd a
la plus forte capacité de neutralisation des ciments alumineux et a la plus faible quantité de
microorganismes présents en surface sur ce type de matériaux [91, 101].

Par comparaison avec les données recueillies dans un réseau d’assainissement, un facteur
accélérateur de ce test peut étre donné. La premiére estimation était de 8 [98] mais les essais
suivants ont conduit a estimer une vitesse trois fois plus importante soit un facteur de 24 [91],
c'est-a-dire qu’un échantillon passant un an dans la chambre de dégradation subit une
dégradation équivalente a celle d’un échantillon exposé sur site pendant 24 ans.

Cet essai semble relativement bien adapté pour tester des échantillons de matériaux
cimentaires. Le fait d’utiliser différents types de microorganismes, de 1’H,S et de ne pas
remettre en place les échantillons aprés analyse a une échéance donnée permet de se

* CALCOAT® : ciment a base d’aluminates de calcium spécialement congu pour une utilisation dans les réseaux
d’assainissement.

® SEWPERCOAT® : mortier sec prét-a-I’emploi congu spécifiquement pour la protection des infrastructures
d’assainissement exposés a la corrosion acide d’origine biogénique.

55



Chapitre | Etude bibliographique

rapprocher au maximum des conditions rencontrées dans les réseaux d’assainissement. Les
microorganismes ont été choisis d’apres la succession de colonisation rencontrée dans les
réseaux d’Hambourg. Le biotope recréé est donc le plus proche possible, quoique simplifié,
de celui établi dans les réseaux d’assainissement.

1-4.3. Les essais in situ

Les essais in situ permettent de mieux comprendre les mécanismes effectifs dans les réseaux
d’assainissement mais aussi de comparer les résultats obtenus en laboratoire dans des
chambres d’altération avec ce qui se passe réellement sur site.

Comme la mise au point d’une chambre d’altération recréant les conditions rencontrées dans
les réseaux d’assainissement est difficile, il a été décidé par un ensemble de chercheurs de
I’université de Le Cap (Afrique du Sud) d’utiliser un véritable réseau dans lequel différents
types et compositions de matériaux cimentaires sont exposés [41, 102]. La construction d’une
ligne expérimentale a permis de mieux gérer les expériences entreprises car le débit d’eau
usée peut étre transféré vers une ligne de dérivation et les échantillons régulierement inspectés
(Figure 1-31). Ce projet s’est déroulé suivant plusieurs phases durant lesquelles, des
échantillons cylindriques de petites tailles ont été exposés mais également pour les phases
plus récentes des portions de canalisation. Actuellement, ce projet en est a la phase 4, c'est-a-
dire I’exposition de portions de canalisation qui ont été préalablement divisée en trois pour
permettre le retrait d’échantillon au cours du temps.

Manhole
Flow (2,5 m/s) J
-

By-pass line
Rising main

Inlet Manhole

Experimental line

Figure 1-31 : Schéma du réseau de Virginia montrant le réseau gravitationnel alimentant la section
expérimentale 600 metres plus bas que le poste de relevage [41].

Le lieu choisi est idéal pour étudier la corrosion du béton induite par les microorganismes car
la concentration en H,S est toujours supérieure a 70 ppm en hiver et a 140 ppm en été. Les
éprouvettes de bétons, en forme de demi-cylindre, sont fixées directement sur la paroi de la
canalisation juste au dessus de I’effluent dans une zone de turbulence. Les échantillons sont
inspectés environ 5 mois apres leur mise en place. Avant retrait, le pH en surface est mesuré
puis les échantillons sont brossés pour retirer les parties dégradées. Aprés approximativement
4 mois de séchage a I’air, les échantillons sont pesés et photographiés.

Ce projet conclut que les matériaux a base de ciment alumineux sont les plus résistants, que
les granulats dolomitiques sont sensiblement plus efficaces dans ce type d’environnement
corrosif que les granulats siliceux et enfin, que les biocides introduits dans les matériaux
cimentaires n’ont pas d’effet.
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Des chercheurs de 1’université d’Hokkaido (Japon) [103, 104] ont également travaillé sur les
problémes de biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement.
Pour cela, soixante échantillons de mortiers (40x18x8 mm) ont été exposés dans un réseau a
trente centimétres au dessus du niveau de ’effluent. Les échantillons ont été récupérés de
maniére réguliére pendant six mois puis au bout d’un an. La coupure de six mois correspond a
une période de travaux durant laquelle le site d’observation n’était pas accessible.

Les produits de corrosion formés sur les échantillons collectés dans le réseau d’assainissement
ont ensuite été grattés sur I’ensemble de la surface et mis en solution dans de I’eau distillée
stérile. Les produits de dégradation, composés principalement de gypse, se dissolvent
facilement dans 1’eau et peuvent étre analysés d’un point de vue chimique et bactériologique
(ARNr 16S).

Il ressort des déterminations que 1’exposition des échantillons a 1’environnement agressif des
réseaux d’assainissement a conduit a la formation d’une couche épaisse de gypse, de 1’ordre
du centimétre. Le pH de surface des échantillons initialement de 12 est descendu et s’est
stabilisé en une centaine de jours a 1,6.

Les analyses FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) ont permis de suivre la colonisation
bactérienne & la surface des échantillons au cours du temps. Ces analyses montrent que la
colonisation du mortier a débuté au bout de 80 jours et qu’une succession de bactéries s’est
mise en place. Au bout d’un an, il n’est retrouvé qu’A. thiooxidans.

L’¢élaboration d’un profil de la répartition de la population bactérienne dans le mortier
détérioré a eté effectuée sur un échantillon exposé pendant un an (Figure 1-32). Ce profil
montre que I’activité d’A. thiooxidans est principalement retrouvée en surface de la couche de
détérioration du mortier, sur 1,5 mm. Les auteurs estiment que ceci est du a la faible
pénétration de I’oxygene et de I’hydrogéne sulfuré dans la couche de gypse. Ils proposent que
I’acide sulfurique soit produit uniquement en surface puis éventuellement qu’il attaque le
béton sain sous-jacent. D’autres bactéries ont été retrouvées dans les premiers 1,5 mm de la
couche d’altération mais elles représentent une part mineure de la population présente sur
I’échantillon (environ 10%).
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Figure 1-32 : Profils en profondeur effectué sur un la couche gypseuse d'un béton exposé un an. A :
Dénombrement de la totalité des cellules présentes (DAPI), d’A. thiooxidans (Thie820), d’Acidiphilum
(ACDB840) et de Leptospirillum (LF655). B : Profils d’oxygéne et de pH dans les 2000 premiers
micrometres de la couche d’altération [103].
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Les chercheurs de ['universit¢ de Sydney (Australie) s’intéressent ¢également aux
détériorations des matériaux rencontrés dans les réseaux d’assainissement [105]. Leur projet a
pour but d’identifier et d’établir des relations entre les paramétres des réseaux
d’assainissement qui déterminent la durabilité de différents revétements sacrificiels. Cette
¢tude doit également permettre d’examiner 1’impact, sur la durabilité des revétements, de
produits métaboliques tels que les acides carboxyliques générés par 1’activité fongique. Des
¢chantillons ont été exposés dans les réseaux australiens et une chambre d’essai a été
construite pour 1’é¢tude en laboratoire de ces mémes parametres.

Les connaissances scientifiques générées par ce projet vont permettre de mettre en place des
recommandations pour formuler des revétements plus durables en considérant 1’agressivité
des réseaux d’assainissement.

D’autres études ont été menées sur différents sites d’exposition, consistant pour la plupart en
un suivi des matériaux nouvellement installés sur des périodes allant de 1 a 18 ans. Les
résultats rassemblés dans le Tableau 1-9 montrent que quelles que soient les conditions de
température et de concentration d’H,S, les matériaux cimentaires a base de ciment alumineux
sont plus résistants que ceux a base de ciment Portland.
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Tableau 1-9 : Comparaison d'études de terrain sur différents matériaux cimentaires (CAC : Calcium Aluminate Cement ; OPC : Ordinary Portland Cement).

(USA)

. L Durée de Taux de corrosion (mm an™) o [H2S] e
Lieu Application Granulats Foeattnes (o) CAC OPC T (°C) (ppm) Référence
Melbourne Siliceux 1,3
(Australie) Eprouvette Calcaire 18 i 0,8 ] >-40 [106]
. I - [23, 107,
Shiman (Japon) Canalisation Siliceux 12 - 4,5 10-30 5-400 108]
Virginia (Afrique Siliceux 2,5 7,5 ) )
du Sud) Eprouvette Calcaire 14 . 3.9 0-30 [109, 110]
i i Siliceux
JUtS)a” (ﬁable Station de relevage 2 Trop lent - 14-42 - [111]
aoudite) ALAG®
Virginia (USA) Trou d’homme ALAG® 13 0,9 10,8 - 20-100 [17]
, Chambre de collecte | ALAG® 10 Trop lent 5-20 - 25-100 [17]
Floride (USA) Dessableur ALAG® 5 Trop lent 2,7 - [18]
Corpus Christi Canalisation ALAG® 1 Trop lent - - 70 [19]
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I- Conclusion

Les réseaux d’assainissement sont des structures ayant pour but le transport et le traitement
des eaux usees chargées en agents agressifs ou corrosifs susceptibles de détériorer les
matériaux constitutifs de ces structures, en particulier les matériaux cimentaires. La
biodétérioration est la cause d’environ 10% des dégradations et conduit a une perte des
propriétés mécaniques du matériau pouvant aller jusqu’a I’effondrement de la structure. La
nécessité de construire, réparer ou réhabiliter les réseaux d’assainissement est devenue une
problématique majeure de notre siécle. Pour obtenir des structures durables, il est nécessaire
de prendre en compte les parametres bio-physico-chimiques de ces environnements
particuliers et d’intervenir en amont de la construction en selectionnant des matériaux qui
répondent au mieux a ces contraintes.

Pour cela, la compréhension des mécanismes impliqués dans le processus de biodétérioration
est primordiale. Ce processus peut étre scindé en deux phases représentées, d’une part, par la
production d’hydrogéne sulfuré et, d’autre part, par son utilisation par les microorganismes
avec formation d’acide sulfurique biogénique a la surface des matériaux cimentaires. Les
travaux des différents auteurs montrent que la deuxiéme phase du processus peut elle-méme
étre divisée en trois étapes avec dans un premier temps une diminution abiotique du pH de
surface des matériaux cimentaires de 12-13 a des valeurs proches de 9 causée par la
carbonatation et par I’impact direct de ’hydrogene sulfuré. La deuxiéme étape est marquée
par une succession de colonisations de la surface des matériaux cimentaires par des
microorganismes neutrophiles sulfo-oxydantes (Thiobacillus thioparus, Starkeya novella,
Halothiobacillus neapolitanus et Thiomonas intermedia) réduisant le pH de surface jusqu’a
des valeurs voisines de 4-5. Ces deux premiéres étapes se déroulent sans détérioration notable
du matériau. La derniére etape est la colonisation par des microorganismes acidophiles
(Acidithiobacillus thiooxidans) qui ont un impact différent suivant le type de ciment et la
nature des granulats utilisés dans la formulation du matériau cimentaire. Par exemple avec les
ciments Portland, le pH va continuer a baisser et atteindre des valeurs proches de 1 en
entrainant une destruction rapide du matériau alors que pour les matériaux formulés a partir
de ciments alumineux, le pH se stabilisera aux alentours de 3-4.

Certains mécanismes complexes ont pu étre mis en évidence grace a de nombreux travaux et
essais accélérés qui se veulent proches des conditions réelles. Cependant, les essais simplifiés
ne rendent pas toujours réellement compte des phénoménes impliqués et ne donnent pas
nécessairement d’informations détaillées pour chacune des étapes. Les essais chimiques sont
certes faciles a mettre en ceuvre et rapides mais ne prennent pas en compte par définition
I’implication biologique rendant certains résultats erronés par rapport aux observations in situ.
Les essais biochimiques sont plus adaptés mais plus difficiles a mettre en place car il y a une
intervention du vivant. De maniére générale, la plupart de ces essais ne prend en compte que
la derniére étape du processus de biodétérioration en s’affranchissant de toute la succession
bactérienne antérieure. Enfin, les essais sur site ont 1’avantage de bien représenter les
mécanismes mais, d’une part, ne sont pas accélérés donc trés longs et, d’autre part, peuvent
étre biaisés par des conditions locales particuliéres. 1l y a donc une nécessité de mettre au
point un essai simplifié qui soit rapide et qui donne une information juste pour choisir les
matériaux les plus adaptés aux environnements riches en hydrogene sulfuré. L’essai accéléré
qui apparait a ce jour le plus convenable est celui mis au point par 1'universit¢ de Hambourg
avec un environnement parfaitement homogene et contrélé (H,S, T, HR,...) et une succession
bactérienne certes limitée mais trés représentative.
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Malgré les imperfections que nous venons d’évoquer, la plupart de ces essais révelent
toutefois bien la différence de résistance qui existe entre les matériaux cimentaires élaborés a
partir de ciment alumineux et ceux élaborés a partir de ciment Portland. Néanmoins, les
causes de cette différence ne sont pas définitivement arrétées. Les hypothéses avancées sont
actuellement de trois types : le ciment alumineux posséde une capacité de neutralisation plus
importante que le ciment Portland, le gel d’AH3 formé durant 1’attaque acide ferait office de
barriére tamponnée, et enfin 1’aluminium aurait un effet bactériostatique ou bactériolytique.

Cette étude bibliographique révéele la complexité des mécanismes réactionnels conduisant a la
biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement. Cette
complexité résulte a la fois du role des bactéries dans ces mécanismes et des propriétés
intrinseques a chaque matériau cimentaire. 1l convient donc de définir un test de
vieillissement accéléré prenant en compte ces différents aspects. Cette nécessité s’inscrit dans
le cadre actuel de réhabilitation des anciens réseaux d’assainissement et de construction de
nouvelles structures. La définition des conditions expérimentales de ce test de vieillissement
accéléré doit toutefois étre subordonnée a une amélioration des connaissances des
mécanismes bio-physico-chimiques prenant places a chacune des étapes du processus de
biodétérioration des matériaux cimentaires. L’étude proposée dans le cadre de ce travail vise
donc dans un premier temps & appréhender de maniere parfaitement maitrisée ces différentes
étapes afin de proposer un test de vieillissement accéléré optimisé. La deuxiéeme partie de
I’étude a pour objectif d’analyser les résultats de ce test de vieillissement accéléré appliqué a
plusieurs formulations cimentaires et de les confronter aux observations faites in situ.
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Chapitre |1 Matériaux, Matériels et Méthodes

I1- Introduction

L’étude bibliographique a permis de mettre en évidence que certains matériaux cimentaires
pouvaient étre fortement détériorés dans les réseaux d’assainissement a cause de
I’intervention de microorganismes. Les mécanismes conduisant a ce type de détérioration sont
assez bien connus dans le cas de matériaux cimentaires a base de ciment Portland mais restent
mal compris pour ceux & base de ciment d’aluminate de calcium qui se comportent
généeralement mieux.

Ce chapitre se propose de présenter les matériaux cimentaires choisis dans le cadre de ce
travail de recherche ainsi que les souches bactériennes sélectionnées pour recréer les
conditions de biodétérioration rencontrées dans les ouvrages d’eaux usées. La méthodologie
expérimentale est ensuite expliquée succinctement. Enfin, les méthodes analytiques utilisées
pour le suivi des mortiers et de la biomasse sont présentées dans la derniére section de ce
chapitre.

I1-1. Choix des matériaux cimentaires

D’apres I’étude bibliographique, les matériaux cimentaires représentent la grande majorité des
matériaux employés dans les ouvrages d’assainissement puisqu’on dénombre 45% de béton.
A ce pourcentage, il faut ajouter toutes les parties qui sont recouvertes d’un revétement
cimentaire pour protéger le matériau sous-jacent (cas des canalisations en fonte) et les
revétements cimentaires employés lors de la réhabilitation ou de la rénovation de structures
plus anciennes (pierre, brique,...).

Les matériaux cimentaires sont représentés par trois groupes : les pates de ciment (ciment et
eau), les mortiers (ciment, sable et eau) et les bétons (ciment, sable, granulats et eau). Les
pates de ciment ne sont pas employées dans les réseaux d’assainissement au contraire des
deux autres systemes cimentaires. Le béton, a cause des granulats de grande taille, présente de
trop grandes disparités pour permettre une véritable comparaison entre les échantillons. Le
choix de cette étude s’est donc porté sur les mortiers qui ont I’avantage de permettre 1’étude
du comportement lié a la fois a la matrice de ciment et aux granulats de petite taille.

Le ciment d’aluminate de calcium est utilisé dans cette étude compte tenu de sa bonne tenue
dans les réseaux d’assainissement. Les retours terrain indiquent qu’il est moins impacté par
les phénoménes de biodétérioration que les matériaux a base de ciment Portland [1-6]. Le fait
qu’il soit conseillé par la norme FD P18-011 de décembre 2009 de I’employer dans les
travaux en milieu fortement et trés fortement agressif (pH < 4) est une raison supplémentaire.
Le ciment Portland de type CEM 1 est le ciment le plus utilisé et a ce titre, le mieux connu. Il
semble donc indispensable de 1’utiliser comme référence pour les comparaisons avec les
autres types de ciment.

Le ciment Portland de type CEM Il est un mélange de ciment CEM 1 et de laitier de haut
fourneau (36 a 95% suivant la catégorie). Il est conseillé dans le cas de travaux souterrains en
milieux agressifs, comme les eaux usées. Sa résistance aux milieux acides tiendrait du fait
qu’il posseéde moins de chaux et serait donc moins réactif qu'un ciment CEM I face a une
attaque acide. Son étude permettra de savoir s’il est bien résistant dans les réseaux
d’assainissement.
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En ce qui concerne les granulats, il a été décidé d’utiliser du sable normalis¢ AFNOR pour
une partie des échantillons de mortier. Ce sable étant normalisé, il possede une variabilité
granulométrique faible ce qui assure une comparaison facilitée des résultats entre les
échantillons pour des ciments différents.

Un granulat de synthése alumino-calcique (ALAG®) a également €té utilisé. Ce type de
granulat a la méme composition minéralogique que le ciment d’aluminate de calcium et
permet ainsi d’obtenir une matrice homogene, répondant de maniére uniforme aux
phénomenes de biodétérioration.

Les rapports eau sur ciment (E/C) et sable sur ciment (S/C) utilisés pour fabriquer les mortiers
sont respectivement de 0,37 et de 1,44. Ces rapports sont les mémes que ceux employés par
Saint-Gobain, un fabricant de canalisation adaptée aux réseaux d’assainissement. Le choix de
tels rapports permet ainsi de rester proche de la réalité industrielle.

A partir de ces différents choix, cing formulations de mortier ont été définies (Tableau I1-1).
Les compositions des ciments et du laitier sont données dans le Tableau 11-2.

Tableau 11-1 : Descriptif des formulations cimentaires utilisées pour cette étude.

. . Type de .
Type de ciment Ajout granulat Appellation
Echantillon 1 - CEMI
Portland Laitier de haut
Echantillon 2 fourneau CEM 111
(75%) Sable
AFNOR
Echantillon 3 - CAC+S
Ciment Laitier de haut
Echantillon 4 d’aluminatg de fourneau CAC+L
calcium (75%)
Echantillon 5 - ALAG® CAC+A

* CALCOAT® RG
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Tableau 11-2 : Composition des ciments et du laitier. Valeurs en pourcentage massique (ND : Non Défini).

Portland CAC Laitier
Al,O3 5,07 51,87 12,2
CaOo 63,93 37,06 41,5
SiO, 20,87 5,31 34,5
Fe O3 3,31 2,25 0,4
MgO 0,83 0,54 8,2
MnO ND ND 0,4
TiO, 0,24 2,19 0,9
SOs 3,39 0,15 0,1
KO 1,01 0,31 0,5
Na,O 0,20 0,05 0,4
P20s 0,94 0,19 ND
Sulfures ND ND 11
Pereal |l o0 ND ND
Rt om | wo | w

Pour cette étude, deux types d’échantillon ont été préparés. Les premiers sont des cubes de
mortier de deux centimetres de c6té utilisés pour les études de laboratoire. Les seconds sont
des cylindres de mortier avec un manche en plastique (PVC) utilisés pour les essais sur site.

Les cubes sont obtenus a partir de parallélépipedes de mortier de 2x2x16 ¢cm qui sont coupes
en sept morceaux de deux centimetres environ (Figure 11-1). Les extrémités des
parallélépipédes sont éliminees pour avoir des échantillons qui soient tous identiques. Tous
les échantillons présentent donc trois faces moulées, deux faces sciées et une face gachée.
Aprés durcissement de 48 h, ils sont stockés en atmosphere ambiante pour permettre la
carbonatation naturelle qui facilitera la colonisation des bactéries.
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]
l Sciage ’ ’

>

Elimination des extrémités

Figure 11-1: Schéma de I'obtention des échantillons cubique a partir d'une barre 2x2x16 cm.

ﬂWWWFﬂWWWﬂ

Les cylindres sont réalisés en deux temps. Tout d’abord, le manche en plastique d’une
longueur de 16 cm et de 1,5 cm de diamétre est coupé a une de ses extrémités sous forme de
croix sur 1,5 cm. Cette partie est ensuite recourbée afin d’éviter un retrait du manche lors des
études (Figure 11-2). La partie cimentaire est un cylindre de 6 cm de diamétre et de 14 cm de
haut. La tige de plastique est introduite dans le mortier encore frais. Une fois le mortier durci,
le manche est gravé pour permettre son identification méme apreés vieillissement et un trou de
petite taille est pratiqué dans la manche pour permettre de suspendre 1’échantillon lors des
expositions dans les réseaux d’assainissement.

| | /=

Manche grave

Figure 11-2 : Schéma de la réalisation d'un échantillon cylindrique.

Les échantillons initiaux ont été caractérisés en laboratoire par différentes techniques pour
connaitre leur état avant détérioration (voir annexe c).

I1-2. Souches bactériennes

En 1945, Parker [7] a identifi¢ pour la premicre fois I’implication de bactéries dans les
processus de détérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement. Il
isole Acidithiobacillus thiooxidans qu’il nomme alors Thiobacillus concretivorus a cause de
sa capacité a entrainer la détérioration du béton. Il met également en évidence I’implication
d’autres bactéries qu’il classe en deux groupes: celui se rapprochant de Thiobacillus
thioparus et un groupe « divers ».

Plus tard, d’autres bactéries du genre Thiobacillus ont également éte identifiés pour leur
implication dans le processus de biodétérioration, il s’agit de Thiobacillus thioparus [8],
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Starkeya novella (anciennement Thiobacillus novellus) [9], Halothiobacillus neapolitanus

(anciennement Thiobacillus neapolitanus) [9] et Thiomonas intermedia (anciennement
Thiobacillus intermedius) [9, 10].

Okabe et al. [11] ont mis en évidence par des techniques de biologie moléculaire basées sur le
séquencage de ’ARNr 16S, la succession de colonisation, impliquant six phylotypes qui

sont: Thiothrix, Thiomonas, Thiobacillus, Halothiobacillus, Acidiphilium et
Acidithiobacillus.

Les moisissures, ou microchampignons, ont parfois un role dans le processus de
biodétérioration des matériaux cimentaires [12, 13] mais ils ont été moins étudiés dans la
littérature et ne sont donc pas clairement identifiés. Dans 1’optique de mettre au point un essai
accéléré qui se veut proche des conditions réelles, il a été décidé de s’affranchir de 1’impact

des microchampignons puisqu’ils ne sont pas retrouvés sur 1I’ensemble des sites touchés par le
processus de biodétérioration [13].

Comme la succession de microorganismes cultivables impliqués dans le processus de
biodétérioration est connue et qu’elle suit I’ordre suivant : Thiobacillus thioparus, Starkeya
novella, Thiomonas intermedia, Halothiobacillus neapolitanus et Acidithiobacillus
thiooxidans, il a été choisi de prendre I’ensemble de ces bactéries sans Thiobacillus Thioparus
car sa gamme de croissance est trés similaire a celle de Starkeya novella (Figure 11-3).

>

e - S. novella

g s L\ =T. thioparus
b -

S . 0 H. neapolitanus
5 ;i —T. intermedia
© & i ==sA thiooxidans
3 S
‘@ ,’ []
= °* .
.2 0’ ]
3 -
< u

> H
9 8 7 6 5 4 3 2 1 P
Figure 11-3 : Succesion de colonisation retrouvée sur du béton biodétérioré d’apres [14].

11-2.1. Choix des bactéries

Les bactéries ont été fournies par la société allemande DSMZ GmbH (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH — Collection allemande de microorganismes et
cultures cellulaires) qui est le centre de ressources biologiques européen le plus complet.
Cette entreprise propose un large choix d’especes bactériennes et de souches bactériennes

pour une méme espéce. Ainsi, différents critéres ont été utilisés pour sélectionner les bactéries
utilisees pour cette étude.

I n’y a pas eu de choix a faire dans le cas de Starkeya novella et de Thiomonas intermedia car
DSMZ ne proposait qu’une souche de ces bactéries (Tableau 11-3 et Tableau 11-4).
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Tableau 11-3 : Informations fournies par DSMZ sur Starkeya novella.

Nom Starkeya novella
Synonymes Thiobacillus novellus
Numéro DSMZ 506
Isolée depuis Sol
Tempeérature
optimale de 26-30°C
croissance

Tableau 11-4 : Informations fournies par DSMZ sur Thiomonas intermedia.

Nom Thiomonas intermedia
Synonymes Thiobacillus intermedius
Numéro DSMZ 18155
Isolée depuis Eau douce
Température
optimale de 30°C
croissance

Au contraire, trois variétés d’Halothiobacillus neapolitanus sont proposées (Tableau 1I-5). Le
choix de la souche 15147, isolée a partir d’un béton biodétérioré dans un réseau
d’assainissement, a été fait car le support de croissance de départ est identique a ceux de notre
étude. Les bactéries sont donc adaptées pour croitre sur du béton.

Tableau 11-5 : Informations fournies par DSMZ sur Halothiobacillus neapolitanus.

Nom Halothiobacillus neapolitanus
Synonymes Thiobacillus neapolitanus
Numéro DSMZ 581 15147 16832
Béton biodégradé en
Isolée depuis Canal réseau Puits de soufre
d’assainissement
Température
optimale de 30°C 25°C 30°C
croissance

Le choix de la souche d’Acidithiobacillus thiooxidans a été plus difficile. En effet, DSMZ
propose cing souches différentes qui ont des conditions de croissance trés variées (Tableau I1-
6). Pour cette étude, le choix s’est porté sur la souche 14887 car ces bactéries ont été isolées a
partir d’un milieu minéral.

Tableau 11-6 : Informations fournies par DSMZ sur Acidithiobacillus thiooxidans.

Nom Acidithiobacillus thiooxidans
Synonymes Thiobacillus thiooxidans
Numéro DSMZ 504 622 9463 11478 14887
. Eau de :
Isolée depuis - Etang bRe"’.‘C'FeL.” Eje drainage de . Argll_e
iolixiviation S Kimmeridge
minier
Température
optimale de 26°C 28-30°C 28°C 30°C 25°C
croissance
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11-2.2. Milieux de culture

Chaque bactérie a un milieu de culture qui lui est propre. Ce milieu liquide contient
I’ensemble des éléments indispensables a la croissance et au développement des bactéries. 1l a
été mis au point pour assurer une croissance optimale de celles-ci et est proposé par DSMZ.

De nouveaux milieux de culture sont ajoutés tous les 15 jours dans les incubateurs pour
permettre aux bactéries de conserver suffisamment de nutriments pour pouvoir se developper.

Pour éviter toute contamination et préalablement a leur emploi, une stérilisation des milieux
de culture est réalisée au moyen d’un autoclave a 125°C pendant 15 min.

Starkeya novella :

Pour ce milieu de culture, les différentes solutions sont stérilisées separément (Tableau 11-7).
Une fois ’ensemble des solutions revenu a température ambiante, elles sont mélangées pour
atteindre un volume final d’un litre. Le pH doit étre ajusté a 8,5 avec une solution a 0,5 N de
NaOH stérile. La composition de la solution C correspondant a la solution d’éléments traces
est indiquée a la fin de cette partie (Tableau 11-11).

Tableau I1-7 : Milieu de culture de Starkeya novella.

Solution A :

Na,HPO4-12H,0 10,60 ¢
KH,PO, 1,50 ¢
NH,4CI 0,30 ¢
Extrait de levure 0,30 g
Rouge phénol 2,00 g
Eau distillée 900,00 mL
Solution B :

MgSO,-7H,0 0,10 ¢
Eau distillée 50,00 mL
Solution C :

Solution élémentstraces | 5,00 mL
Solution D :

Na,S,03-5H,0 5,00 g
Eau distillée 50,00 mL

pH du milieu : 8,5

Thiomonas intermedia :
Ce milieu de culture (Tableau 11-8) est ajusté a un pH compris entre 5,5 et 6,0 puis il est

autoclavé. Le thiosulfate de sodium est sterilisé séparément et ajouté a la solution une fois a
température ambiante.
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Tableau 11-8 : Milieu de culture de Thiomonas intermedia.

NH,4CI 01 ¢
KH,PO, 3,0 g
MgCl,-6H,0 01 ¢
CaC|2 0,1 g
Na,S,03-5H,0 5,0 g
Extrait de levure 10 g
Eau distillée 1000,0 mL
pH du milieu : 5,5-6,0

Halothiobacillus neapolitanus :
Ce milieu de culture (Tableau 11-9) est ajusté a un pH compris entre 6,6 et 7,0 puis il est
autoclavé. Le thiosulfate de sodium est stérilisé séparément dans 100 mL d’eau distillée et

ajouté a la solution une fois a température ambiante.

Tableau 11-9 : Milieu de culture d'Halothiobacillus neapolitanus.

KH,PO, 40 g
K,HPO, 40 ¢
MgSO,-7H,0 08 g
NH,CI 04 ¢
Solution d’éléments traces 50 mL
Na28203-5H20 10,0 g
Pourpre de bromocrésol 0,5 mL
Eau distillée 1000,0 mL
pH du milieu : 6,6 — 7,0

Acidithiobacillus thiooxidans :

Ce milieu de culture (Tableau 11-10) est préparé sans thiosulfate. Le pH est ajusté entre 4,4 et
4,7 puis autoclavé. Le thiosulfate stérile est ajouté froid au milieu de culture.

Tableau 11-10 : Milieu de culture d'Acidithiobacillus thiooxidans.

KH,PO,4 3,00 g

MgSQ,-7H,0 0,50 g

(NH4)ZSO4 3,00 g

CaCl,-2H,0 0,25 g

Na,S,03-5H,0 5,00 g

Eau distillée 1000,00 mL
pH du milieu : 4,4 — 4,7

Solution eléments traces :
Cette solution (Tableau 11-11) entre dans la composition de deux des milieux de culture et

permet d’apporter aux bactéries les éléments traces nécessaires a leur croissance. Elle est
réalisée en mélangeant différents sels puis en ajustant le pH a 6,0.
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Tableau 11-11 : Solution d'éléments traces.

Na,-EDTA 50,00 ¢
ZnSQ,4-7H,0 22,00 g
CaCl,-2H,0 554 ¢
MnCl,-4H,0 5,06 g
FeSO,4-7H,0 500 g
(NH4)5M07024'4H20 1,10 g
CuS0Q4-5H,0 157 ¢
COC|2'6H20 1,61 g
Eau distillée 1000,00 mL
pH du milieu : 6,0

11-2.3. Matériel

Les bactéries sont cultivées dans des incubateurs d’une capacité de 7 litres (Figure 11-4)
équipés d’un systéme a double paroi permettant la régulation en température par une
circulation d’eau thermostatée par un bain-marie a 30°C. Ces incubateurs sont entreposés sous
une hotte a flux laminaire pour conserver un environnement stérile et donc s’affranchir de
toute contamination. Les milieux de cultures contenus dans les incubateurs sont homogénéisés
au moyen d’agitateurs magnétiques.

Figure 11-4 : Développement des différentes souches bactériennes dans leur milieu de culture.

Une mesure du pH est réalisée tous les 15 jours pour contréler la croissance des différentes
souches bactériennes.

11-3. Méthodologie expérimentale

11-3.1. Essais in situ

Pour étudier la biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement,
il est nécessaire de garder un lien étroit avec les phénomeénes réels en passant par des
expositions sur site. Deux campagnes d’exposition ont ét¢ menées, la premiére en France et la
seconde aux Emirats Arabe Unis.
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La campagne d’exposition frangaise se porte sur deux sites d’études présentant des potentiels
de détérioration différents. Sur ces sites, un suivi des paramétres environnementaux
(température, humidité relative, concentration en hydrogene sulfuré) est assuré par des
analyseurs en continus. A chaque échéance, soit tous les quatre mois, un suivi des échantillons
est effectué¢ en termes d’aspect visuel, de masse et de pH de surface. La colonisation
microbienne est également surveillée et estimée par des techniques de biologie moléculaire.

La deuxiéme campagne d’exposition, mise en place aux Emirats Arabe Unis, représente un
site avec une trés forte concentration d’hydrogéne sulfuré, soit un fort potentiel de
biodétérioration. Pour cette campagne, le suivi des échantillons se limite a I’étude des
mortiers (aspects visuels, évolution de la masse et du pH de surface).

Les caracteristiques plus complétes de ces trois sites sont présentées dans le chapitre 111 :
Essalis sur site.

11-3.2. Réacteurs

D’apres la littérature, le processus de biodétérioration des matériaux peut étre expliqué par
une succession de quatre étapes : I’oxydation abiotique de I’H,S en soufre élémentaire a la
surface du matériau, I’implication de microorganismes qui vont utiliser les molécules soufrées
présentes en surface du matériau et les oxyder en acide sulfurique, la diffusion de cet acide a
travers une couche de produits de détérioration et enfin 1’attaque acide du matériau sain.

L’¢tude des mécanismes de biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux
d’assainissement doit donc passer par des expériences en atmosphére contrdlée pour étudier
chaque étape individuellement. Pour cela, il est nécessaire d’utiliser des réacteurs spécifiques
de petite taille permettant de travailler sous H,S dans des conditions de sécurité suffisantes.

Les essais de laboratoire sont présentés dans le chapitre IV : Etude des mécanismes de
biodétérioration.

11-3.3. Enceinte de biodétérioration

L’¢tude de chaque étape du processus permet de mettre en évidence les éléments déterminants
et discriminent vis-a-vis des matériaux cimentaires pour pouvoir développer et mettre au point
un essai accéléré en laboratoire recréant les conditions rencontrées dans les réseaux
d’assainissement. L’utilisation d’une enceinte de grand volume est donc importante pour
mettre a 1I’épreuve différents matériaux cimentaires et pour pouvoir comparer leur durabilité
dans des conditions identiques de biodétérioration.

Cette enceinte se doit d’étre la plus simple possible et apporter des résultats répétables pour
pouvoir envisager, dans un avenir plus ou moins lointain, une normalisation de cet essai. A
terme, cet essai devrait pouvoir permettre de tester n’importe quel type de matériau en vue
d’une utilisation dans les réseaux d’assainissement. Le développement de cet essai doit donc
répondre a un certain nombre de questions, tel que la source de soufre employée, le type de
bactéries apportées, la manieére d’ensemencer les échantillons avec ces bactéries, les
paramétres bio-physico-chimiques a suivre,... qui sont traitées dans le chapitre V : Mise au
point d’un essai accéléré.
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11-4. Méthodes analytiques

11-4.1. Etude des mortiers

L’ensemble des techniques analytiques utilisées pour cette étude sont couramment employées
pour I’étude de la durabilité¢ des matériaux cimentaires.

11-4.1.1. Diffraction des rayons X

La diffractométrie de rayons X (DRX) est une technique d'analyse fondée sur la diffraction
des rayons X par la mati¢re. Cette technique d’analyse permet d’identifier, par comparaison
avec des spectres de références, les phases cristallines d’une poudre ou d’un solide.

Les analyses diffractométriques sont effectuées sur le diffractométre PHILIPS PW 1830 avec
le rayonnement K, du cobalt et au moyen d’un compteur proportionnel. Elles sont
enregistrées entre 4 et 70 © / 20 sur les échantillons séches et broyés a 80 microns.

Chaque diagramme obtenu est traité par informatique sur une station de travail SUN a ’aide
d’un ensemble de logiciels réalisés sous GKS a I’Ifsttar a partir des programmes de
GOEHNER et GARBAUSKAS et en utilisant la base de données JCPDS :

= Lissage sur 11 points,

= Calcul et suppression du fond continu,

» Indexation des raies et normalisation des intensités,

» Recherche des phases possibles,

* Interprétation du diagramme par comparaison avec les phases possibles.

11-4.1.2. Analyses thermiques

Le terme analyses thermiques désigne un ensemble de techniques permettant la mesure de
caractéristiques d'un matériau en fonction de la montée en température.

Deux types d’analyses thermiques sont utilisés pour ce travail. La premicre est 1’analyse
thermogravimétriqgue (ATD) qui consiste en la mesure de la variation de masse d'un
¢chantillon en fonction de la température. L’interprétation des résultats est facilitée par la
courbe dérivée (DTG) qui permet de distinguer les différentes étapes des pertes enregistrées
par la courbe ATG.

La seconde est I’analyse thermique différentielle (ATD) qui consiste a suivre I’évolution de la
différence de température entre 1’échantillon étudié et un corps témoin inerte, c’est-a-dire
dépourvu d’effets thermiques dans le domaine de température étudié. Elle permet la mesure
des enthalpies des diverses réactions tout au long du chauffage dans le milieu réactionnel.

Les analyses thermiques ont été effectuées avec un analyseur thermique simultané NETZSCH
STA 409E avec les conditions opératoires suivantes :

= prise d’essai de l'ordre de 160 mg placée dans un creuset en platine taré et calciné

= chauffage de 25 & 1130°C & 10°C min™ sous balayage d'air (80 mL min™)
La prise d'essai est placée dans un creuset en platine préalablement calciné et taré. La
thermobalance est étalonnée sur tout le domaine de température compris entre 25 et 1250°C
par analyse d'étalons certifiés afin de déterminer le coefficient de sensibilité qui permet de
calculer les enthalpies directement en J g™,
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11-4.1.3. Microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage environnemental (MEBE) est une technique de
microscopie électronique capable de produire des images en haute résolution de la surface
d’un échantillon en utilisant le principe des interactions électrons-matiére sous faible vide.
Cette technique d’observation a été développée pour observer des échantillons non conducteur
et/ou contenant des phases plus ou moins hydratées.

Un microscope électronique a balayage se base sur deux modes d’observation. Le premier
repose sur I’emploi d’un détecteur d’¢lectrons secondaires qui permet d’obtenir une
information sur la topographie de 1’échantillon alors que le second dépend d’un détecteur
d’électrons rétrodiffusés qui apportent une information sur le contraste chimique du matériau.

Les clichés de microscopie €lectronique sont réalisés a partir d’un microscope électronique a
balayage environnemental de type Quanta 400 de chez FEI. Les échantillons sont observés
sous une pression de 47 Pascal, une tension de 25 kV et une distance de travail (WD) de 10
millimetres.

Les analyses chimiques élémentaires ont été effectuées grace au systéme d’analyse EDS
(Energy Dispersive X-ray Spectroscopy) EDAX DX 4i par Oxford.

Les examens microscopiques ont été effectués d’une part a partir de fragments de béton
imprégnés de résine et polis jusqu’au micrométre et d’autre part de cassure fraiche au
marteau, afin de préserver ’apparence et I’agencement des minéraux constitutifs du matériau.
Les échantillons de mortiers issus de la chambre de biodétérioration subissent un traitement
complémentaire en vue d’observer le biofilm. Dans un premier temps, ils sont déshydratés
progressivement dans des bains d’éthanol successifs de 10 min (éthanol a 25%, 50%, 75% et
100%). Les échantillons sont ensuite séchés a I’air avant d’étre métallisés a I’or puis observés
en microscopie électronique a balayage.

11-4.1.4. Plasma a couplage inductif

Le plasma a couplage inductif ou ICP-AES (Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission
Spectrometry), est une technique de spectroscopie d’émission atomique permettant de doser
dans une solution de nombreux éléments de la classification périodique. Les résultats sont
généralement exprimés pour les matériaux cimentaires sous forme d’oxydes.

Un atome possede un grand nombre de niveaux d’énergie possibles. Une raie spectrale résulte
de la transition électronique entre certains de ces niveaux. Lorsqu’un atome est excité, il
quitte 1’état fondamental pour passer a un niveau électronique supérieur mais cet état instable
le pousse a rejoindre le niveau fondamental en réémettant un rayonnement sous forme
d’énergie. Chaque atome émet un ensemble de raies spectrales a des longueurs d’ondes
caractéristiques qui sont parfaitement connues et répertoriées dans des banques de données.
De plus, I'intensité des rayonnements émis est proportionnelle a la quantité d’¢léments a
doser. Cette méthode permet donc de caractériser chaque élément qualitativement et
quantitativement.

La torche a plasma est un spectrométre d’émission atomique basé sur I’excitation d’un plasma
d’argon par une haute fréquence. Le plasma est un gaz partiellement ionisé, électriquement
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neutre. A D’intérieur de celui-ci, les températures atteintes, de 1’ordre de 5000 a 6000°C,
permettent d’analyser une grande partie des €éléments du tableau périodique.

L’appareil du laboratoire, modéle ULTIMA 2000 de la marque Jobin-Yvon est composé
d’une pompe péristaltique, d’une chambre de nébulisation, d’une torche a plasma, d’un
monochromateur Czemy-Tumer, d’un photomultiplicateur et d’un ordinateur. Ces principales
caractéristiques optiques sont les suivantes :

» monochromateur Czemy-Tumer de 0,64 m de focale,

» réseau holographique haute luminosité de 4320 traits mm™,

= surface du réseau : 80 x 100 mm,

= résolution pratique pour le réseau 4320 tr mm™ : < 11 pm de 120 & 440 nm,

= 2 détecteurs "Haute dynamique" (HDD) sont utilisés pour optimiser la sensibilité

dans I'UV et le visible,

* 'analyse de chaque élément est optimisée par le choix informatique de différentes

largeurs de fentes d'entrée et de sortie (résolution variable).

L’échantillon préalablement mis en solution aprés attaque acide (HNOs; au 1/50°™) est
introduit par un gaz d’argon dans le plasma sous forme d’aérosol. Il subit successivement une
désolvatation, une atomisation, une ionisation et une excitation. Les particules excitées se
désexcitent spontanément, en émettant un rayonnement électromagnétique qui sera analysé
par le dispositif optique appelé réseau holographique puis traité par le systeme informatique.
Pour obtenir des résultats fiables, il est nécessaire de préchauffer 1’appareil, de réaliser une
courbe d’étalonnage et de détecter la meilleure sensibilité possible.

11-4.1.5. Porosité accessible a [ 'eau

La porosité accessible a I’eau permet d'obtenir la porosité globale du matériau, c'est-a-dire le
rapport entre le volume total des vides et le volume de I'échantillon testé. La porosité
accessible a I'eau est un indicateur de durabilité du matériau (accés aux éléments délétéres).
Les mesures ont été effectuées selon la norme NF P18-459 de mars 2010 « Essai pour béton
durci. Essais de porosité et de masse volumique » [15]. Cet essai repose sur des pesées de
I’échantillon saturé d’eau ou sec dans I’air et dans 1’eau. Elle est exprimée en pourcentage
volumétrique selon 1’équation suivante :

EZMX].OO
M

air eau

e  Laporosité accessible a 1’eau
Mair  Lamasse de I’échantillon imbibé d’eau dans I’air ¢

libre
Mg La masse de I’échantillon a 1’état sec g
Meaw La masse apparente dans I’eau apres immersion g
dans I’eau de I’échantillon imprégné a 1’eau sous
vide

La porosité des échantillons sains est indiquée dans le Tableau I1-12.

Tableau 11-12 : Valeurs de porosité (en %) des échantillons de mortier sains.
CEMI CEM I CAC+S CAC+L CAC+A
| Porosité (en %) 9,8 16,8 8,9 14,5 18,8
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11-4.1.6. Surface spécifique BET et porosité BJH

Les mesures ont été réalisées a 1’aide d’un analyseur de surface Microméritics modéele ASAP
2010. La méthode repose sur le principe d’adsorption/désorption de gaz (azote) a la surface
d’un échantillon. Elle permet de déterminer ’aire spécifique du solide (surface totale du
produit accessible aux atomes ou aux molécules d’un adsorbat) et le volume poreux dans le
domaine nanométrique a partir respectivement des modéles BET [16] et BJH [17].

Préalablement aux essais, les produits ont subi un dégazage lent pendant 3 jours & une
température de 40°C jusqu’au vide (5 mbar), afin de désorber les substances étrangeres
physiquement adsorbées (H,O, CO,, ...)

La méthode BET permet d’obtenir la surface spécifique d’un matériau, c'est-a-dire la surface
totale du mortier accessible a 1’azote y compris celle correspondant aux pores de petits
diamétres (quelques nm). Elle est issue du traitement théorique de I’hypothése des
multicouches établie par Brunauer, Emmett et Teller (BET).

Le résultat de ce traitement sur la courbe d’adsorption d’azote montre que le volume de gaz
sorbé V sous une pression P est donné par la relation suivante :

P 1 C-1P
= —+ _
V(P°-P) VmC VmCP®
Avec:
P Lapression Pa
P°  Lapression de vapeur saturante a la température T Pa
V  Le volume réduit aux conditions standards cm® g
Vm La quantité, toujours dans les conditions standards
de pression et de température, de gaz nécessaire em® gt

pour recouvrir la totalité du solide d’une
monocouche de gaz
C  Une constante

La valeur de l’aire surfacique est alors reliée au volume de gaz adsorbé sous forme d’une
monocouche (Vm) et a 1’aire d’encombrement d’une molécule d’adsorbat Ai. La surface
spécifique est donnée par la formule :

S= vm x N, x Ai
VM

Avec .

Na 6,02.10% (nombre d’ Avogadro) mol™

S Surface spécifique m? g™
Vm  Volume de gaz adsorbé sous forme de em® o

monocouche g

VM  Volume molaire cm?® mol™

Ai 0,162 nm?
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La méthode de Barett, Joyner et Halenda ou BJH permet de calculer la distribution des tailles
de mésopores d’un matériau. Ce calcul est basé¢ sur I’analyse itérative de la courbe de
désorption d’azote.

Les matériaux sains ont été caractérisés par ces techniques et les différentes valeurs de ces
parametres sont rassemblées dans le Tableau 11-13.

Tableau 11-13 : Valeurs des aires BET (en m? g% et du volume total adsorbé cumulé (en cm® g™) pour les
différents échantillons sains.

CEMT | CEMIII | CAC+S | CAC+L | CAC+A
'é'nrem'?;Eng) 3.9 42 22 26 22
éﬁ'gg}s gB.f)H 0,017 0,019 0,010 0,012 0,009

11-4.2. Etude des biofilms

Dans le but de mieux comprendre I’intervention du vivant dans la biodétérioration des
matériaux cimentaires, il est nécessaire de suivre différents parametres: le nombre de
bactéries qui se sont développées en surface des échantillons a été étudié grace a un
microscope a épifluorescence couplé a une coloration au DAPI, I’état physiologique des
biofilm a été caractérisé a 1’aide d’un microscope a épifluorescence associé a un marquage au
Dead/Live® ainsi que par des observations par microscopie électronique a balayage, ’activité
de ces microorganismes a ¢té estimée a partir de mesures d’ATP et de dosages des protéines
issues des biofilms. Enfin, la biodiversité des échantillons exposés in situ a été étudiée au
moyen du polymorphisme de conformation des simples brins (SSCP).

11-4.2.1. Microscopie a épifluorescence

La microscopie a épifluorescence est une technique de microscopie qui consiste a observer
des élements fluorescents. Certains objets microscopiques présentent la propriété d'étre
naturellement fluorescents, c'est-a-dire de réémettre sur une bande de longueurs d'onde
spécifiques I'énergie lumineuse recue sur une certaine plage de longueurs d'onde plus courtes.
D’autres objets ne sont pas fluorescents mais peuvent le devenir par ajout d’un composé
chimique, appelé fluorochrome ou fluorophore. Dans ce cas, le fluorochrome doit étre choisi
de telle maniere qu’il soit spécifique de I’objet a marquer.

Pour pouvoir observer un échantillon en épifluorescence, il est nécessaire de mettre en place
un systéme de filtres séparés par un miroir. Cet ensemble appelé « cube » est schématisé par
la Figure I1-5. On peut voir que la lumiere émise par la source passe dans un premier temps a
travers un filtre d’excitation qui va sélectionner une longueur d’onde précise. La lumiére
sélectionnée va ensuite se réfléchir sur un miroir dichroique pour atteindre I’échantillon par
I’intermédiaire de I’objectif. L’échantillon va donc étre excité et renvoyer de la fluorescence.
Cette dernicere va étre captée par 1’objectif, traversera le cube car le miroir dichroique va la
laisser passer. Le filtre d’arrét ou filtre d’émission va sélectionner les longueurs d’onde
recherchées provenant de 1’échantillon. La fluorescence va donc atteindre les oculaires et étre
observée.
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Figure 11-5 : Schéma d’un « cube » pour illumination en épifluorescence.

Quand on cherche a observer du matériel vivant, différents fluorochromes peuvent étre
envisages tels que le DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole), la GFP (Green Fluorescent
Protein, protéine verte fluorescente) ou encore 1’acridine orange. Nous avons choisis de
travailler avec le DAPI (Figure 11-6) car ce fluorochrome est trés largement utilisé pour
observer du matériel génétique dans des structures vivantes et préservées [18-20].

N\

N NH
H 2

NH

HN

NH,
Figure 11-6 : Molécule de DAPI.

Ce fluorochrome se lie fortement a ’ADN au niveau des bases adénosine — thymine, il
absorbe la lumiére ultra-violette et réémet une fluorescence bleue brillante (Figure 11-7).

Figure 11-7 : Exemple d'une suspension bactérienne colorée au DAPI.
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Le marquage au DAPI est utilisé pour dénombrer les bactéries présentes en surface des
échantillons de mortier apres decrochage du biofilm. Pour cela, le biofilm est passe en
solution au moyen d’ultrasons, fixé, coloré au DAPI, filtré sur une membrane en
polycarbonate noire puis observé sous un microscope a épifluorescence. Un protocole détaillé
est disponible en annexe d.

Pour mettre en évidence ces bactéries, nous utilisons un microscope a épifluorescence de
marque Carl ZEISS Axio Scope A.l avec un objectif x500, un filtre d’émission pour une
longueur de 358 nm et un filtre d’excitation pour une longueur d’onde de 463 nm.

Nous avons également travaillés a partir d’un kit de coloration : le « Live/Dead BacLight®
viability kit » qui permet de distinguer les cellules viables des cellules mortes en se basant sur
I’intégrité membranaire, qui est selon Joux et Lebaron [21] et Grégori et al. [22] I'un des
principaux critéres de viabilité. Le kit est composé du SYTO-9 (vert) qui va colorer toutes les
bactéries indépendamment de 1’état de leur membrane et de I’iodure de propidium (rouge) qui
va pénétrer uniquement dans les cellules dont les membranes sont abimées. Le SYTO-9 est
excité a 480 nm et émet a 500 nm, I’iodure de propidium est excité a 490 nm et émet a 635
nm. Ce kit de coloration nous permet d’observer directement le biofilm formé a la surface des
échantillons de mortier. Le protocole de coloration est détaillé en annexe e.

11-4.2.2. ATPmétrie

L’ ATPmétrie est une technique de biologique moléculaire permettant de mesurer la quantité
d’Adénosine TriPhosphate (ATP) présente dans un échantillon contenant des cellules
vivantes.

Toutes les cellules vivantes produisent et consomment de I’ATP (Figure 11-8). L’hydrolyse de
cette molécule en Adénosine DiPhosphate (ADP) ou en Adénosine MonoPhosphate (AMP)
fournie 1’énergie nécessaire a l’ensemble des réactions chimiques au sein des cellules
vivantes. L’ ATP est considérée comme la molécule de stockage et de transport de 1’énergie.

\ .
0o o 0 el
. N
1
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OH OH OH H " H

OH OH
Figure 11-8 : Molécule d'Adénosine TriPhosphate (ATP).

Le dosage de I’ATP permet d’estimer ’activité bactérienne si une estimation de la quantité de
bactéries est faite en paralléle.

Une des méthodes de dosage de I’ATP repose sur les réactions de luminescence impliquant la
luciférine. La luciférine est tout d’abord modifiée en présence d’ATP, puis oxydée sous le
controle d’une enzyme, la luciférase, en oxyluciférine et émet une certaine quantité de
photons. Les réactions sont présentees dans la Figure 11-9.
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Figure 11-9 : Réaction d'ATPmétrie.

Ces réactions conduisent en un complexe luminescent dont la quantité de lumiére émise est
proportionnelle a la quantité¢ d’ATP présente dans 1’échantillon. Ainsi, plus il y aura d’ATP et
plus la quantité de lumiére émise sera importante. La valeur obtenue est exprimée en RLU
(Relative Light Unit ou Unité relative de lumiere).

Les mesures d’ATP ont été réalisées a 1’aide d’'un ATPmeétre de marque Novalum® de chez
Charm Sciences associé a des écouvillons WaterGiene®.

Un protocole détaillé est disponible en annexe f.

11-4.2.3. Dosage des protéines

Le dosage des protéines permet d’estimer la quantité de protéines produite par une biomasse
et donc d’en évaluer son importance a un instant précis. En effet, une biomasse qui se
trouvera dans de bonnes conditions produira une grande quantité de protéines pour interagir
avec son environnement alors que si cette méme biomasse est en état de stress, elle sera moins
productive.

Pour réaliser ce dosage, il est nécessaire dans un premier temps d’extraire les cellules du
biofilm puis de les lyser et de doser les protéines extraites selon le protocole de Bradford
utilisant de bleu de Coomassie G250 [23].

L’extraction des protéines est réalisée par sonication a 0°C du biofilm préalablement mis en
solution au moyen d’un bain a ultrasons. La sonication est une technique basée sur I’émission
d’ultrasons dans un liquide a partir d’une sonde en titane qui provoque une alternance de
compressions / décompressions dans le liquide qui créent des microbulles. Elles disparaissent
rapidement en engendrant des variations locales et importantes de pression allant jusqu’a 300
atmospheres. Ce phénoméne est accompagné d’un échauffement localisé et trés intense
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pouvant atteindre 3 000 K. Ainsi, les ultrasons entrainent une lyse des cellules en solution.
Cette technique emploie des ultrasons 300 fois plus puissants que ceux d’un bain a ultrasons.

La méthode de Bradford est un dosage colorimétrique, base sur le changement d'absorbance
du bleu de Coomassie apres complexation avec des acides aminés aromatiques et des résidus
hydrophobes d’acides aminés présents dans la ou les protéines étudiées. La forme liée du
colorant est bleue, et posséde un spectre d'absorption maximal estimé historiquement a 595
nm. Les formes libres du colorant sont rouges et vertes, absorbant a 465-470 nm. Le
changement d'absorbance, observé en spectroscopie UV étant proportionnel a la quantité de
colorant lié, il est possible de remonter a la concentration en protéines dans I'échantillon en
utilisant une gamme étalon.

Les spectres UV ont été réalisés a 1’aide d’un spectrophotométre double faisceau JASCO
V-630 a une longueur d’onde de 594 nm et dont le trajet optique est fixé a 1 cm. Un protocole
détaillé est disponible en annexe g.

11-4.2.4. Polymorphisme de conformation des simples brins

Le polymorphisme de conformation des simples brins ou SSCP (acronyme anglais de Single
Strand Conformation Polymorphism) est une technique de biologie moléculaire permettant
d’obtenir rapidement le panorama d’une communauté microbienne complexe sans
identification préalable de chaque type de microorganismes (Figure 11-10). Cette technique se
base sur la migration différentielle par électrophorese capillaire de fragments d’ADN générant
une «empreinte » de la communauté microbienne. 1l est ainsi possible d’obtenir une
dynamique du biofilm ou de la communauté microbienne en comparant plusieurs échéances.

Figure 11-10 : Profil de SSCP. Chaque fleche correspond a une espéce microbienne différente.

L’ADN a été extrait en utilisant un kit MP Biomedical de type « Fast DNA® SPIN Kit for
Soil » qui permet d’extraire et de purifier le matériel génétique en provenance d’un
échantillon issu d’un milieu environnemental (sol, mati¢re fécale, eaux usées, boues). Ce kit
présente 1’avantage d’isoler en moins de trente minutes de ’ADN génomique pour une
amplification par PCR (Réaction de polymérisation en chaine).

Les échantillons de biomasse sont placés dans des tubes contenant une matrice de lyse, un
mélange de particules de céramique et de silice congu pour lyser efficacement toutes les
cellules. L’homogénéisation a lieu en présence d’un tampon MT et d’un tampon de phosphate
de sodium. Ces reactifs permettent l'extraction de 'ADN génomique avec un minimum de
contamination par de I’ARN. A la fin de cette extraction, ’ADN peut directement étre
amplifié par PCR.
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La réaction quantitative de polymérase en chaine ou qPCR (quantitative Polymerase Chain
Reaction) est un type particulier de PCR. Une PCR étant une technique d’amplification
d’ADN (ou d’ARN) in vitro qui permet d’obtenir un trés grand nombre de copies d’une
séquence génetique choisie. Une PCR quantitative permet de mesurer la quantité initiale de
matériel génétique utilisé pour I’amplification.

Chaqgue cycle de PCR est constitué de trois étapes :
* Une dénaturation de ’ADN par chauffage pour séparer les deux brins qui le
composent,
= Une hybridation ou fixation d’amorces aux extrémités de la séquence recherchée,
* Une élongation du brin d’ADN a partir de I’amorce par action de I’ADN polymérase.

Ce cycle est répéte un grand nombre de fois pour obtenir une multiplication exponentielle de
la séquence d’ADN désirée (Figure 11-11). Les fragments d’intéréts comprennent uniquement
les séquences d’ADN comprises entre les deux amorces.
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Figure 11-11 : Schéma des quatre premiers cycles d'une PCR.
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La SSCP est une technique d'électrophorése basée sur la conformation secondaire repliée
qu'adopte un fragment d’ADN simple brin en conditions non-dénaturantes (Figure 11-12) et
qui est dépendante de sa séquence. Pour cela, les fragments d’ADN amplifiés par PCR au
moyen de sondes marquées par des fluorochromes sont dénaturés a 95°C, c'est-a-dire que les
deux brins d’ADN vont se séparer. Le mélange obtenus est rapidement refroidis a 0°C,
chaque brin d’ADN adopte alors une conformation tridimentionnelle unique et répétable qui
dépend de la taille du brin d’ADN, de sa composition en bases azotées et de 1a succession de
ces bases. Les simples brins d’ADN sont ensuite déposés a 1’entrée d’un capillaire rempli
d’un gel de migration puis un potentiel électrique est appliqué a chaque extrémité de celui-ci
ce qui provoque la migration électrophorétique des simples brins. La forme et la taille de la
conformation de chaque brin vont donc étre a I’origine d’une migration différentielle a travers
le maillage du gel. Un scanner associé a un laser va alors capter 1’intensité de fluorescence sur
toute la téte de lecture et produire un chromatogramme.

- .
’ Communauté
bactérienne

Extraction de
I'ADN total

Amplification par
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O Trempe =+ réassociation
conditions
. l differentes des hrins
non-dénatarantes

Analyse de 1a
fluorescence

Intensité de fluorescence

Temps de migration
Figure 11-12 : Principe de ’analyse SSCP.

Un protocole détaille de cette technique analytique est disponible en annexe h.
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Chapitre 111 Essais sur site

I11- Introduction

Les essais sur site sont un moyen permettant de classer d’un point de vue durabilité différents
types d’échantillons dans les mémes conditions. De maniére générale, ces essais sont utilisés
par les chercheurs comme point de départ de recherches pour identifier les parameétres
déterminants dans les phénomenes de biodétérioration ou par des industriels pour tester leurs
produits.

Comme nous 1’avons présenteé dans le chapitre I, différents groupes de recherches ont travaillé
sur les problémes générés par 1’hydrogéne sulfuré a travers des essais sur sites [1-16]. Les
résultats de ces essais font ressortir des différences de comportement entre les différents
matériaux cimentaires testés. Ainsi, il a été montré que les matériaux cimentaires a base de
ciment d’aluminate de calcium sont plus durables que ceux a base de ciment Portland (de trois
a douze fois), que les granulats siliceux sont plus défavorables que les granulats réactifs a
I’acide comme les granulats calcaires ou dolomitiques. L’impact des parameétres
environnementaux tels que la concentration en H,S, la température, I’humidité relative et
I’activité bactérienne n’est toutefois pas toujours détaillé dans ces études alors que ce sont des
points importants dans I’optique de définir les mécanismes de biodétérioration mis en jeu et
de mettre au point un essai accéléré de biodétérioration qui soit en accord avec la réalité.

Dans le cadre de cette étude, il nous a donc semblé indispensable de réaliser des expositions
d’échantillons in situ compte tenu que les mécanismes relatifs a la biodétérioration des
matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium sont encore mal connus. Cette
étude doit permettre d’apporter des réponses complémentaires pour expliquer les différences
de tenue décrites dans la littérature. Par ailleurs, certaines solutions, comme 1’utilisation de
matériaux cimentaires a base de laitier de hauts fourneaux susceptibles d’étre moins réactifs
vis-a-vis de I’acide sulfurique, seront aussi évaluées compte tenu des résultats contradictoires
rencontrés dans la littérature [17-20].

Cette étude a pour but d’observer et de quantifier le comportement de cinq types de matériaux
cimentaires en relation avec leur environnement et de faire ressortir les parametres majeurs de
la biodétérioration pour définir les essais a réaliser en laboratoire et mettre au point in fine un
essai accéléré. Pour cela, les paramétres environnementaux sont suivis en continu et les
échantillons sont caractérisés a différentes échéances d’un point de vue physique, chimique et
biologique.

La campagne d’exposition porte sur trois sites dans lesquels ont été exposés les mémes types
d’échantillons, le but étant de comparer des sites ayant des potentiels d’émission d’H,S trés
variables donc a priori des vitesses de biodétérioration des matériaux différentes.

I11-1. Matériels et méthodes

I11-1.1. Présentation des sites d’exposition

Trois réseaux d’assainissement ont été choisis pour cette étude, les deux premiers sont situés
en France et le troisieme aux Emirats Arabes Unis.

Le premier site est un poste de pompage réferencé S1 (Figure I11-1-A). Ce site est touché par
des phénomenes de dégradation puisque le revétement polymere qui avait été appliqué a la
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surface du béton est détérioré (Figure I11-1-B) et révele un matériau cimentaire sous-jacent
légerement dégradé. Cependant le potentiel de production d’H,S est faible car ’eau qui y
transite est uniquement d’origine domestique. De plus, ce site recueille I’eau d’un faible
nombre d’habitations.

~

Figure 111-1 : Visuel de I'environnement direct (A) et de I’intérieur de S1 (B).

Le deuxi¢me site est situé dans une zone industrielle en aval d’une station d’épuration et plus
particulierement dans une station de refoulement, il est référencé S2 (Figure 111-2-A). 1l a un
potentiel de production d’H3S plus important puisqu’il fait transiter des eaux provenant d’une
zone industrielle ainsi que des eaux d’origines domestiques. Ce site présente une forte
dégradation au niveau des parois de béton (Figure 111-2-B). La matrice cimentaire n’a plus de
propriétés cohésives et les granulats deviennent apparents. Dans certaines zones, une couche
de gypse importante s’est formée.

Figure 111-2 : Visuel de ’environnement direct (A) et de Pintérieur de S2 (B).

Le troisiéme site localisé aux Emirats Arabes Unis est situé en centre ville, en amont d’une
station d’épuration. Il est référencé S3 (Figure I11-3). Il a un trés fort potentiel d’émission
d’HjS puisque la température dans les réseaux y est toujours élevée et de I’ordre de 40°C. Des
pics de production d’H,S a 1000 ppm ont pu étre mesurés avec une valeur de fond située aux
alentours de 500 ppm. Les matériaux cimentaires utilisés pour la conception de ce site sont
fortement détériorés.
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Figure 111-3 : Visuels de I'environnement direct de S3.

La campagne d’exposition réalisée sur ce dernier site a débuté un an aprés la campagne
francaise et n’est donc pas exploitée dans le présent manuscrit.

I111-1.2. Matériels d’exposition

Aprés avoir pris contact avec les gestionnaires des réseaux d’assainissement, un cahier des
charges a été mis au point pour définir les moyens a mettre en ceuvre. Les échantillons
devaient étre enfermés dans une caisse pour éviter qu’ils ne soient emportés lors d’une
éventuelle montée des eaux. Cette caisse devait également étre transportable par un homme ce
qui a impliqué de travailler avec un poids limite.

Le systéme retenu pour les expositions est présenté sur la Figure I11-4.

 — Casse en PEHD

Panier en PEHD

Echantillon

+— Serre-joint

Gaine en PEHD
Figure 111-4 : Schéma de montage d’une caisse d'exposition.
Les matériaux constitutifs de la caisse d’exposition ont été choisis pour résister a I’ambiance

corrosive des réseaux d’assainissement. Le plastique a été privilégié car il est réputé pour étre
inerte en présence d’H,S.

Trois échantillons de chacun des cing types de mortier (voir Chapitre I1-1) sont introduits par

caisse. Chaque caisse comporte donc quinze échantillons qui sont suspendus sans contact
direct avec les parois de la caisse d’exposition.
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Tous les sites ont été équipés d’analyseurs en continu de la température et de la concentration
en HyS avec une liaison GSM permettant de récupérer directement sur un serveur I’ensemble
des données enregistrées. Par ailleurs, des capteurs d’humidité et de température de petite
taille ont été également introduits dans les caisses d’exposition pour faire un suivi de ces
parameétres au cours du temps. Ils sont programmeés pour faire une mesure toutes les 6 h.

111-1.3. Méthodologie

A chaque échéance, les échantillons sont pesés pour estimer les variations de poids puis le pH
de surface est mesure sur quatre zones (Figure I11-5) au moyen de papier pH : une mesure sur
la face supérieure, deux sur les cotés et une sur la face inférieure. Ceci permet d’avoir une
représentativité de ce paramétre sur I’ensemble des échantillons et de vérifier I’homogénéité
des phénomenes.

1 : Dessus
2:Coté 1
3:Coté 2
4 : Dessous

1
4

Figure 111-5: Zones de mesure du pH.

Chacun des trois échantillons d’une formulation exposés (Figure 111-6) est 1’objet d’une étude
particuliére :

- Les échantillons de la premiere série sont destinés a 1’é¢tude des phénomenes de
biodétérioration en partie haute des réseaux. lls sont tres peu manipulés et la couche de
détérioration qui se forme est conservée.

- Les échantillons de la deuxiéme série sont destinés a étudier I’impact des zones de marnage
et la mise en solution de la couche de détérioration. A chaque échéance, les échantillons sont
brossés avec une brosse souple puis rincés a 1I’eau du robinet.

- La troisieme série d’échantillons est destinée a I’étude de la diversité microbienne. A chaque
échéance, le biofilm qui se forme en surface de ces échantillons est récupéré sur un quart de la
surface totale de 1’éprouvette pour étre analyse par SSCP (polymorphisme de conformation
des simples brins ou « Single Strand Conformation Polymorphism »). Ces analyses visent a
définir si la composition du mortier et les conditions d’exposition relatives a chaque site
influent sur la biodiversité.
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Série 1 :
Etude de la zone aérienne

Série 2 :
Etude de la zone de marnage

Série 3 :
Etude du biofilm

Figure I11-6 : Répartition en série de chaque échantillon par caisse d'exposition.

Les échéances de suivi de 1I’évolution des échantillons sont de quatre mois.

I11-2. Résultats

Comme nous ’avons déja précisé, cette étude vise a observer et quantifier le comportement
de cinq types de matériaux cimentaires en liaison avec leur environnement. Dans cet objectif,
nous présenterons tout d’abord le suivi des caractéristiques environnementales (température,
humidité relative, concentration en H,S) puis nous décrirons 1’évolution des caractéristiques
propres aux matériaux (observations visuelles, évolution de la masse et du pH de surface).
Enfin les deux derniéres parties seront consacrées a 1’étude de la biodiversité en interaction
avec les différents matériaux cimentaires.

111-2.1. Suivi des caractéristigues environnementales

D’apres les capteurs positionnés dans les caisses exposées sur les sites francais, ces sites ont
toujours été soumis a une humidité relative proche de 100% qui permet la condensation sur
les échantillons étudiés. En ce qui concerne la température (Figure I11-7), les deux sites
présentent une différence de 1’ordre de 5°C mais 1’évolution est similaire pour toute la durée
d’exposition. On peut en particulier observer le cycle annuel de température avec un
maximum en €té et un minimum en fin d’hiver.
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Figure 111-7 : Evolutions des températures sur les sites d'exposition S1 et S2.

Les mesures en continu de la concentration en H,S et de la température dans les sites
d’exposition sont rassemblées dans le Tableau I11-1 et la Figure 8.

Tableau I11-1 : Concentration en H,S et température des sites S1 et S2 mesurées par les analyseurs sur
une période d’un an.

S1 S2
Minimum 0 0
(eEHSSr]‘n) Moyenne 5 96
Maximum 104 308
Température Minimum 7,5 9,5
(en °C) Moyenne 16 20
Maximum 30 30
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Figure 111-8 : Evolutions des concentrations en H,S sur les sites S1 et S2 (Nota Bene : I’analyseur H,S du

site S2 a eu des probléemes de fonctionnement).

D’aprés Alexander et al. [1], la concentration d’H,S évolue dans le méme sens que la
température extérieure. D’aprés la Figure 111-9, on retrouve cette tendance avec une
augmentation de la concentration en H,S de 30 a 40 ppm pour une augmentation d’environ
5°C a I’échelle de la journée pour le site S2.
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Figure 111-9 : Evolutions de la concentration d’H,S et de la température du site S2 pour une journée type.
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111-2.2. Observations visuelles des échantillons de mortier

Pour observer 1’évolution de la surface des mortiers, des photographies des différents
¢échantillons ont été faites. Celles de la série 1 (échantillons destinés a 1’é¢tude de la partie
haute des canalisations) ont été¢ choisies pour représenter 1’évolution de la surface car ces
échantillons ne sont pas manipulés. Des deétails pourront cependant étre apportés avec des
photographies des deux autres séries.

111-2.2.1. Echantillons de mortier CEM |

Les échantillons de mortier CEM 1 du site S1 (Figure 111-10) subissent une détérioration
progressive. Lors de la premiére échéance, les échantillons ont légérement noirci et une fine
couche blanchatre est apparue. Cette patine a ensuite évolué¢ avec 1’apparition d’un dép6t non
homogéne de particules jaunatres assimilées a du soufre sans détérioration de 1’échantillon. A
un stade plus avancé, la dégradation débute avec 1’apparition d’une couche ocre et la présence
d’éclatement a la base du manche de plastique associée a une pate visqueuse blanche
identifiée par DRX comme du gypse (Figure 111-11).

Pour le site S2, les échantillons de mortier CEM | subissent une détérioration beaucoup moins
linéaire (Figure I11-10). Les échantillons se sont d’abord couverts d’une patine noire et les
zones de rétention (partie supérieure et macroporosité) ont été le siege de la formation de
produits de dégradation plus ou moins importants (Figure 111-12). La partie supérieure a éclaté
au niveau du manche de 1’échantillon. Par la suite, les phénoménes de détérioration se sont
arrétes (période estivale), la patine noire a été lessivée puis un dépbt ocré est apparu, associé a
une reprise de la détérioration de 1’échantillon.

132 jours 273 jours 375 jours 496 jours
d’exposition | d’exposition | d’exposition | d’exposition

TO

d'exposition francais.
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Figure 111-12: Détails des dégradations observées sur des échantillons de mortier CEM I sur le site S2. A -
exposé 132 jours, B — exposé 375 jours.

Le site d’étude a donc une grande influence sur la cinétique de dégradation des échantillons
de mortier CEM 1.

111-2.2.2. Echantillons de mortier CEM IlI

Les échantillons de mortier CEM |11 exposés sur le site S1 (Figure 111-13) se comportent bien.
Ils évoluent trés peu sur la premiére année d’exposition mais se couvrent au bout d’un an
d’une couche brune foncée potentiellement associée a une immersion de 1’échantillon. En
effet, la présence de débris semble indiquer que les échantillons ont été immergés a plusieurs
reprises sans pour autant que cela influe sur leur détérioration.

Les échantillons de mortier CEM 111 exposés sur le site S2 se comportent moins bien (Figure
111-13). Ils se détériorent rapidement et la formation de produits expansifs entraine des
éclatements situés au niveau des zones de rétention (Figure I1l1-14). La surface des
échantillons a également évolué, de couleur blanche elle est passée a jaunatre pour finir avec
des teintes ocrées. Les échantillons au bout d’un an sont fortement dégradés. Ils présentent
des zones d’éclatements importantes et les prémices d’une desquamation a partir des zones de
rétention ou il est possible d’observer des décollements de la surface.

Pour les échantillons de mortier CEM 1II, le site d’étude semble jouer un role certain en
entrainant ou non des détériorations importantes.
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132 jours 273 jours 375 jours 496 jours
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Photographies de I'évolution des échantillons de mortier CEM 111 sur les deux sites
d'exposition frangais.

Figure 111-13 :

[ 4
Figure 111-14 : Détails des dégradations observées sur des échantillons de mortier CEM 111 sur le site S2.
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111-2.2.3. Echantillons de mortier CAC+S

Les échantillons de mortier CAC+S sur le site S1 (Figure 111-15) ont globalement peu évolué.
Ils se sont couverts d’une patine blanche a bleutée dans les premiers temps qu’ils ont
rapidement perdu au profit de coulures blanches. Au bout d’un an, ces échantillons ont repris
une apparence proche de celle d’origine sans montrer de dégradation majeure.

Les échantillons de mortier CAC+S sur le site S2 (Figure 111-15) ont subi des transformations
de surface importantes. Ils ont d’abord noirci et se sont recouverts d’une couche blanche plus
ou moins homogene. Au bout d’un an, les échantillons ont repris une teinte proche de leur
couleur d’origine mais des coulures orangées provenant des zones de rétention (partie
supérieure de 1’éprouvette essentiellement) restent présentes.

132 jours 273 jours 375 jours 496 jours
d’exposition | d’exposition | d’exposiion

=

TO

s

Figure 111-15: Photographies de I'évolution des échantillons de mortier CAC+S sur les deux sites
d'exposition francais.

Les échantillons de mortier CAC+S sont bien conservés quel que soit le site d’étude.

[11-2.2.4. Echantillons de mortier CAC+L
Les échantillons de mortier CAC+L exposés sur le site S1 (Figure I11-16) ont trés peu évolué
sur la premicre année d’exposition. Ils se sont couverts d’une couche orangée. Les

échantillons n’ont subi aucune dégradation au cours de cette exposition.

Les échantillons de mortier CAC+L exposés sur le site S2 (Figure 111-16) sont trés bien
conservés pour I’ensemble de la durée d’exposition. Ils ont subi des transformations de
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surface caractérisées par la formation d’une patine blanche ocrée mais la durabilité du mortier
n’a pas été atteinte.

132 jours 273 jours 375 jours 496 jours
d’exposition d’exposition | d’exposition

- L=

TO

Figure 111-16 : Photographies de I'évolution des échantillons de mortier CAC+L sur les deux sites
d'exposition francais.

111-2.2.5. Echantillons de mortier CAC+A

Les échantillons de mortier CAC+A exposés sur le site S1 (Figure I11-17) ont subi des
phénomenes de surface. Ils se sont partiellement recouverts d’une couche noire non
homogéne. Au bout d’un an, des produits blancs sont visibles sur la partie supérieure des
échantillons. Les divers débris retrouvés en surface des échantillons ne semblent pas impacter
la détérioration de la matrice cimentaire.

Les échantillons de mortier CAC+A exposés sur le site S2 (Figure 111-17) ont noirci de
maniere plus ou moins homogeéne et une couche blanchétre a recouvert les échantillons depuis
la face supérieure. La disparition de cette couche au profit d’une couche plus orangée ne
semble pas avoir impactée la durabilité de cet échantillon.
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Figure 111-17 : Photographies de I'évolution des échantillons de mortier CAC+A sur les deux sites
d'exposition frangais.

111-2.3. Suivi de la masse des échantillons

A chaque échéance, les échantillons sont pesés avant toute manipulation pour estimer les
variations de masse. La Figure 111-18, basée sur les pesees des échantillons des séries 1 et 3,
nous indique que I’ensemble des masses des échantillons augmentent au cours du temps.
Vraisemblablement, ces variations sont dues a une saturation partielle en eau du réseau
poreux mais elles ne peuvent pas étre directement reliées aux valeurs de porosité des
échantillons (voir chapitre 11-4.1.5).

La prise de masse des échantillons suit les mémes tendances de stabilisation sur les deux sites
d’étude mais avec des valeurs 1égérement supérieures pour le site S2. Ces prises de masse
sont trés variables suivant les échantillons puisque par exemple les mortiers CAC+L n’ont
pris que trés peu de poids alors que les mortiers CAC+A ont pris jusqu’a 6% de leur poids de
départ. Le mortier CEM I est le seul a avoir perdu du poids au bout de 496 jours d’exposition.
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Figure 111-18 : Evolution de la masse des échantillons au cours du temps (moyenne sur 2 mesures, barres
d’erreur : écart du minimum et du maximum par rapport a la moyenne).

Comme nous I’avons précisé au début de ce chapitre, un des trois échantillons de chaque
formulation est brosse a chaque échéance pour retirer les produits de dégradation qui se sont
formés. Ces pertes sont bien caractéristiques de la détérioration car elles sont calculées a partir
de la différence entre les poids avant et apres brossage. Cet essai a pour objet de suivre le
comportement des matériaux situés dans la zone de marnage d’un réseau d’assainissement.

Comme nous avons pu l’observer précédemment (Figures I11-10 a I11-17), les pertes de
matiére sont surtout localisées sur les zones de rétention des échantillons et ne sont donc pas
homogenes sur toute la surface. Ces pertes ont été ramenées a la masse initiale des
échantillons compte tenu de la difficulté a bien définir la surface réellement dégradée.

Les échantillons exposés sur le site S1 sont de maniere générale peu touchés par les
phénoménes de biodétérioration. Des produits de dégradation commencent toutefois a se
former a partir d’un an pour les mortiers CEM 1 et CEM III (Figure 111-19). Les échantillons
du site S2 présentent une perte de poids dés la premiére échéance pour les mortiers CEM 1 et
CEM Il et dans une moindre mesure pour les mortiers CAC+S.
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Figure 111-19 : Pourcentage massique des produits de dégradation apres brossage suivant le type
d'échantillon et le site d'exposition au cours du temps.

111-2.4. Suivi du pH des échantillons

Le pH des échantillons a également été mesuré et les résultats obtenus sont rassemblés dans
les Figures 111-20 a 111-22. Nous pouvons ainsi analyser les évolutions du pH suivant le type
d’échantillon, le site considéré et I’emplacement de la mesure sur 1’échantillon.

La face supérieure des échantillons est une zone fortement soumise aux variations de pH
puisqu’il s’agit d’une zone de rétention. L’acide formé par les microorganismes peut stagner
sur cette face et attaquer le matériau sous-jacent.

Les profils de pH des différents échantillons sont tres similaires pour le site S1 alors que ceux
du site S2 montrent des différences de comportement plus marquées. Pour ce dernier site,
I’ensemble des mortiers atteignent des pH correspondant au domaine de prédominance
d’Acidithiobacillus thiooxidans (0 a 4) ce qui implique une production importante d’acide et
donc une forte dégradation, si toutefois cette espéce bactérienne est bien active a la surface
des matériaux.

Les zones latérales et la face inférieure des échantillons sont moins touchées par les
évolutions de pH. L’acide produit par le biofilm ruisselle sur les échantillons et a un impact
modéré sur les matériaux aux échéances considérées. Malgré cela, le pH atteint des valeurs de
I’ordre de 4 lors de la derniere échéance. Ce pH commence donc a devenir favorable a la
croissance d’Acidithiobacillus thiooxidans.
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Figure 111-20 : Evolution du pH moyen de surface de la face supérieure des échantillons (moyenne sur 3
échantillons, barres d’erreur : écart-type).
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Figure 111-21 : Evolution du pH moyen de surface de la partie latérale des échantillons (moyenne sur 3
échantillons avec 2 mesures par échantillon, barres d’erreur : écart-type).
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Figure 111-22 : Evolution du pH moyen de surface de la partie inférieure des échantillons (moyenne sur 3
échantillons, barres d’erreur : écart-type).

111-2.5. Etude de 1’eau de condensation

Les échantillons ont éteé fabriqués avec un manche en PVC creux permettant de recueillir
I’eau de condensation (= 13 cm®). Ces eaux, prélevées a différentes échéances ont été
analysées en laboratoire par ICP pour déterminer la nature et la concentration des ions en
solution et leur impact sur les microorganismes suivant la formulation cimentaire (les
analyses complétes sont regroupées en annexe i).

Les eaux prélevées pour les échantillons exposés sur le site S1 sont acides et le niveau d’ATP
(Adénosine Tri-Phosphate) varie avec le type d’échantillon (Tableau I11-2). Les échantillons
de mortier CEM I, CEM III et CAC+A présentent des quantités d’ATP importantes par
rapport aux échantillons de mortier de CAC+S et CAC+L. Ces valeurs sont cependant
critiquables car les échantillons ont été immergés pendant une durée indéterminée et 1’eau
contenue dans les manches a donc pu étre polluée.

Les analyses effectuées sur les eaux récupérées pour les échantillons du site S2 sont
également acides et présentent une quantité¢ d’ATP plus faible. Nous pouvons remarquer que
seuls les mortiers a base de ciment Portland (CEM | et CEM Il1) présentent une quantité
d’ATP indiquant la présence de microorganismes actifs. Les échantillons a base de ciment
d’aluminate de calcium ont tous une quantit¢ d’ATP nulle laissant penser que ce ciment
inhibe la croissance microbienne.
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Tableau I11-2 : Mesures de pH et d'ATP réalisées sur I'eau condensée dans les manches en PVC des
échantillons exposés 375 jours.

S1 S2
H ATP [Al] total H ATP [Al] total
P enRLU) | (enmgL?) | P (enRLU) | (enmg L™
CEMI 2 709 239 917 46 1 2 221 456 475
CEM 1 2 1102 288 350 1 42 191 380
CAC+S 2 109 576 2243 1 0 3363
CAC+L 1 108 553 675 1 0 874
CAC+A 3 133 745 197 100 1 0 1376

La comparaison entre la concentration en aluminium total dissous et le niveau d’ATP (Figure
111-23) montre que cet ¢lément a un role inhibiteur de 1’activité des microorganismes a partir
d’environ 350 mg L™.
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Figure 111-23 : Mesure d'ATP dans I'eau des manches des échantillons en fonction de la concentration en
aluminium total.

I11-2.6. Analyse de la diversité microbienne

La troisieme série d’échantillons est utilisée pour 1’é¢tude de la colonisation microbienne et
permet d’estimer la quantité d’ADN total présent dans le biofilm.

Les résultats rassemblés dans le Tableau I11-3 nous indiquent que les matériaux cimentaires a
base de ciment Portland, et plus particulierement le CEM 1, sont généralement plus bio-
réceptifs que ceux a base de ciment d’aluminate de calcium. La quantité d’ADN total extrait a
la surface des échantillons varie également d’un site et d’une échéance a 1’autre, le site S2
étant plus favorable au développement de microorganismes.
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Tableau I11-3 : Quantité d'ADN total (en ng cm?2 de matériau) extrait a la surface des échantillons.

CEMI1 | CEM Il | CAC+S | CAC+L | CAC+A
T0 Témoin 0,8 3,2 0,5 13,2 14,9
132 jours S1 10,3 4,3 3,5 0 5,3
S2 154,5 106,8 47,8 46,7 34,2
273 jours S2 1,3 - 3,1 - -
375 jours S2 70,6 - 8,1 - 3,6
496 jours S2 16,9 - 3,8 - 2,4

L’ADN bactérien a ensuite été amplifié a partir de I’ADN total extrait du biofilm en utilisant
des sondes spécifiques aux bactéries (archées et eubactéries) et aux eucaryotes. L’étude de ces
fragments d’ADN bactérien amplifiés (ou amplicons) par SSCP a permis d’obtenir une
empreinte a un instant donné de la population bactérienne établie sur les échantillons (Figures
I11-24 a 111-27). Plus ces spectres possedent de pics et plus la population bactérienne est
diversifiée. Le dénombrement de ces pics permet donc de discriminer les échantillons suivant
leur réceptivité biologique.

La comparaison des spectres SSCP pour une méme formulation montre que les échantillons
les plus diversifiés en termes d’espéces bactériennes sont ceux du site S2 a I’exception du
mortier CAC+L. Les échantillons exposés sur le site S1 présentent une diversité faible et
dominée par certaines especes. Malgré tout, les espéces dominantes sont plus nombreuses
(hauteur de pic) sur le site S1 que sur le site S2.

Si nous nous intéressons au site S1 (Figures 111-24 et 111-28), nous pouvons constater que la
diversité bactérienne augmente sensiblement a la premiére échéance sur les matériaux
cimentaires a base de ciment portland (CEM | et CEM III) par rapport au témoin (TO). Le
mortier CAC+L présente une évolution du nombre d’espéces bactériennes comparable aux
mortiers Portland. Cependant, la diversité bactérienne est différente suivant le type de ciment
considéré puisque les pics, qui représentent chacun une espeéce bactérienne, n’ont pas les
mémes temps de rétention. Nous pouvons aussi noter que les quantités de bactéries (hauteur
de pic) ne sont pas identiques suivant les matrices cimentaires considéreés.

Les profils SSCP déterminés pour les échantillons du site S2 (Figures 111-25 et 111-28) sont
trés différents de ceux obtenus pour le site S1. La diversité bactérienne reste cependant
toujours plus importante pour les matériaux cimentaires a base de ciment Portland mais
également pour le mortier CAC+A. Encore une fois, nous pouvons noter que les espéces
majoritaires sont différentes et que la quantité de bactéries associée a ces espéces varie
suivant le matériau cimentaire.
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Figure 111-24 : Profil SSCP procaryotiques des échantillons du site S1 exposés 132 jours.
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Figure 111-25 : Profil SSCP procaryotiques des échantillons du site S2 exposés 132 jours.

Le suivi de la colonisation bactérienne sur le site S2 (Figures I11-26 et 111-27) montre une
évolution importante de la biodiversité au cours du temps. L’espéce bactérienne majoritaire
présente a la surface du mortier au ciment CEM | (Figure 111-26) disparait peu a peu au profit
d’une partie des autres souches bactériennes déja présentes mais surtout de nouvelles souches
qui s’implantent a la surface de 1’échantillon. 1l en va de méme pour les eucaryotes (Figure
I11-27). De maniere générale, la biodiversité augmente au cours du temps sans qu’aucune
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souche microbienne ne devienne apparemment dominante. L’ensemble des résultats des
analyses SSCP sont rassemblés dans 1’annexe j.

W 273 jours W 375 jours W 496 jours

Figure 111-26 : Profil SSCP procaryotiques du mortier CEM | au cours du temps sur le site S2.

W 273 jours m 375 jours M 496 jours

CEM |

Figure 111-27 : Profil SSCP eucaryotiques du mortier CEM | au cours du temps sur le site S2.
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Figure 111-28 : Richesse (nombre de pics) des échantillons de mortiers obtenue par SSCP des fragments
d’ADN procaryotiques aprés 132 jours d’exposition dans les réseaux d’assainissement.

111-3. Discussion

Les résultats de cette étude confirment ceux retrouves dans la littérature [1-2, 14-16]. Les
mateériaux cimentaires & base de ciment d’aluminate de calcium ont une meilleure tenue sur
sites que ceux a base de ciment Portland. Nous pouvons remarquer que 1’ajout de laitier de
haut fourneau (a hauteur de 70%) n’améliore que tres peu les propriétés du ciment Portland au
contraire de ce que laissait penser certains auteurs [17, 19-20]. Cependant, 1’ajout de laitier de
haut-fourneau a du ciment d’aluminate de calcium (CAC+L) améliore la durabilité de ce
matériau dans les réseaux d’assainissement par rapport a un matériau sans laitier (CAC+S).
De méme, I’utilisation de granulats synthétiques silico-alumineux-calcique (CAC+A) a la
place de granulats siliceux (CAC+S) augmente la durabilité du matériau.

Les observations que nous avons faites a partir des expositions sur site vont dans le méme
sens que celle d’Okabe et al. en 2007 [3]. Cette équipe a réalisé une exposition d’échantillons
de mortier in situ avec une échéance toutes les deux semaines a partir du premier mois
d’exposition pendant six mois puis une derniére échéance a un an. Selon ces auteurs, les
mortiers ont été colonisés rapidement entrainant une chute progressive du pH mais des pertes
de masses importantes n’ont été mesurées qu’a partir d’un an d’exposition (Figure 111-29). 1l
en va de méme pour nos travaux avec certains des échantillons exposés sur le site S2 qui
commencent a montrer des pertes significatives a partir d’un an et quatre mois.
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Figure 111-29: Evolution du pH et des pertes de masses des échantillons de mortier exposés in situ par
Okabe et al. [3].

La biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement est donc un
processus non linéaire qui a un temps de latence important et une phase de détérioration
rapide et exponentielle. La phase de latence correspond au temps nécessaire pour que le
matériau épuise sa réserve alcaline. Ceci est rendu possible grace aux conditions
environnementales (CO,, H,S) puis aux premiers microorganismes neutrophiles qui en se
développant produisent des métabolites acides qui vont influer sur le pH et consommer la
réserve de base des mortiers. Le pH doit ensuite rester bas pour permettre aux souches
acidophiles de s’implanter et de se développer dans le biofilm (Figures I11-29 et 111-30). Ces
souches vont produire de grandes quantités d’acide sulfurique qui va attaquer la matrice
cimentaire.

Cells (107 cells cm2 -concrete)

Time (day)

Figure 111-30 : Evolution des souches bactériennes au cours du temps, d'apres Okabe et al. [3]. A :
Thiothrix spp., B : Thiobacillus plumbophilus, C : Thiomonas intermedia, D : Halothiobacillus neapolitanus,
E : Acidiphilium spp., F : Acidithiobacillus thiooxidans.
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Les paramétres environnementaux ont une influence importante sur les phénoménes de
biodétérioration puisque nous observons des différences de comportement des échantillons
suivant les sites d’études. Ces différences ne sont pas inattendues puisque nous savons d’apres
la littérature que les microorganismes sont affectés par la température de leur environnement
[21]. Les réactions catalysées par des enzymes sont nombreuses au sein d’une cellule et la
température a un effet important sur les vitesses de ces réactions (Figure 111-31). En effet, a
chaque augmentation de 10°C la vitesse de réaction catalysée par une enzyme double comme
celle de n’importe quelle réaction chimique. Puisque ces réactions sont plus rapides, le
métabolisme est plus actif et la vitesse de croissance du microorganisme est augmentée. Au-
dela de la température optimale de croissance, une nouvelle augmentation de température
diminue la croissance et une température suffisamment élevée entraine la dénaturation des
enzymes.

Optimale

vitesse de croissance

Minimale Maximale|

! /

Température
Figure 111-31 : Effet de la température sur la vitesse de croissance [21].

Le site S2 est en moyenne plus chaud de 4°C que le site S1 et il est plus proche de I’optimum
de croissance des microorganismes identifiés dans la littérature comme participant aux
phénoménes de biodétérioration (30°C), les microorganismes s’y développent plus
rapidement et peuvent donc générer plus d’acide sulfurique.

La concentration d’H,S est également un parameétre clef dans ce processus puisque comme
nous pouvons le constater plus elle est importante plus la dégradation est avancée.
L’hydrogene sulfuré est une des sources d’électrons, et donc d’énergie, utilisées par les
microorganismes sulfo-oxydants dans les réseaux d’assainissement pour croitre et se
développer. Il est donc normal que la production d’acide sulfurique soit plus importante sur le
site S2 que sur le site S1. Comme la production d’acide est favorisée sur le second site, les
dégradations sont plus importantes.

Roberts et al. [22] ont montré que la dégradation d’une matrice cimentaire était linéaire entre
0 et 250 ppm d’H,S et Valix et al. [5, 6] ont pu observer que cette relation perdait sa linéarité
pour de fortes concentrations. En présence de 500 ppm d’H,S, la dégradation des matrices
cimentaires serait moins importante car I’H,S deviendrait nocif et entrainerait donc
I’inhibition des microorganismes. Cependant, il a été montré par Nishimura et Yoda [23]
qu’une population de Thiobacillus sp. provenant d’une station d’épuration pouvait traiter un
biogaz contenant de 300 a 2 000 ppm d’H,S avec un rendement supérieur a 99% et Schieder
et al. [24] ont montré que des Thiobacillus sp. pouvaient traiter, avec une efficacité de plus de
90%, un biogaz similaire contenant 5000 ppm d’H,S. Selon Hirayama et Vetter [25],
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I’inhibition engendrée par 1’H,S intervient en solution (eaux hydrothermales) pour une
concentration allant de 9 000 a 60 000 ppm. D’autres phénoménes doivent donc intervenir
pour expliquer cette baisse d’activité rencontrée a 500 ppm. Les résultats attendus sur le site
S3 permettront d’évaluer I’impact de 1’H,S & haute concentration.

Lors de la mise en place des essais, il a été décidé de traiter les deux premiers échantillons de
chaque formulation de maniére différente pour représenter les différentes zones d’une
canalisation. Les échantillons de la premiére série, représentant la partie supérieure de la
canalisation ont été tres peu manipulés alors que la seconde série a été brossée a chaque
échéance pour représenter la zone de marnage. On se serait attendu a ce que les échantillons
de la seconde série soient, comme dans une canalisation en fonctionnement, plus dégradés
mais les résultats nous indiquent le contraire. Plusieurs hypotheses peuvent expliquer ce
phénomeéne :

- Tout d’abord, dans une canalisation la zone de marnage est également la zone ou la
plus grande quantité d’acide peut se trouver compte tenue des coulures le long des
parois. Cette accumulation doit donc attaquer plus intensément le matériau et les
produits de dégradation sont évacués rapidement. Ce n’est pas le cas dans le cadre de
notre étude car nous avons de petits échantillons.

- Il est également possible que I’intérieur de la caisse d’exposition ne soit pas
suffisamment ventilé. L’H,S et les nutriments présents dans la canalisation vont dans
un premier temps interagir avec la caisse puis avec les échantillons de la premiere ou
de la troisiéme série. Les échantillons de la deuxiéme série, situés au centre de la
caisse seraient donc entourés d’une atmosphere moins nocive pour les matériaux ou
moins favorable a la croissance des microorganismes car moins riche en nutriments.

- Une autre hypothése est que le brossage des échantillons entraine le retrait de tout le
biofilm formé en surface des échantillons. Les matériaux brossés seraient donc mieux
protégés puisque tous les quatre mois, un nouveau biofilm se mettrait en place sans
qu’il parvienne réellement a maturer. Les bactéries les plus dégradantes pour les
matériaux cimentaires tel qu’Acidithiobacillus thiooxidans ne parviendraient pas a
s’implanter dans ce biofilm trop jeune.

Les échantillons de mortier a base de ciment Portland (CEM | et CEM Il1) de la troisieme
série, utilisés pour 1’étude de la colonisation bactérienne, présentent des dégradations plus
importantes que celles de la premiere série (Figure I11-32). Cette observation n’a pas été
constatée pour les échantillons de mortier a base de ciment d’aluminate de calcium.

Sér.ie 1 Série 3

CEM I

CEM 1

21 o i
Figure 111-32 : Visuels des échantillons de mortier CEM | et CEM 111 des séries 1 et 3 exposés 496 jours
sur le site S2.
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La seule différence de traitement entre ces deux séries est le grattage de la surface des
échantillons de la troisieme série avec une brosse fine imprégnée de guanidine thiocyanate.
Deux facteurs peuvent donc expliquer cette différence de comportement, le grattage et/ou le
réactif. Il est a noter qu’a chaque échéance, il est possible de retrouver visuellement la zone de
prélévement précédente car une couche formée de dépots jaunatre est clairement visible, ce
serait donc trés certainement I’impact de la guanidine thiocyanate qui interviendrait. Cette
molécule est un agent chaotropique utilisé trés généralement comme dénaturant protéique ou
pour I’extraction de ’ARN et de I’ADN car il lyse les cellules et entraine la dénaturation des
ARNases et des ADNases, qui autrement endommageraient la fraction de matériel génétique
extraite. Une possibilité serait donc que le prelevement réalisé sur le biofilm entrainerait une
lyse cellulaire plus ou moins importante et le déversement du contenu protéique et
enzymatique a la surface des matériaux. Ainsi, la surface des mortiers deviendrait plus
bioréceptive et un nouveau biofilm pourrait se mettre plus facilement en place avec des
nutriments plus simples a assimiler qui lui permettraient de croitre et de maturer rapidement.

L’¢étude réalisée sur I’eau de condensation piégée dans les manches des échantillons permet de
mettre en évidence I’impact de I’aluminium sur la croissance microbienne. Cet élément inhibe
le développement microbien & partir d’une concentration de 350 mg L™. Trés peu de données
sont disponibles dans la littérature sur I’impact de 1’aluminium sur les microorganismes
impliqués dans le processus de biodétérioration. Néanmoins, Ehrich [26] a montré que I’ion
AI’* diminue Dactivité des bactéries du genre Thiobacillus avec une concentration seuil
différente suivant les espéces. Pour Halothiobacillus neapolitanus, ce seuil est de 250 mg L™,
pour Starkella novella de 75 mg L™, pour Thiomonas intermedia de 50 mg L™ et pour
Acidithiobacillus thiooxidans de 750 mg L™. Ces chiffres sont du méme ordre de grandeur
que ceux obtenus dans notre étude. Une autre étude réalisée par Fischer et al. [27] indique
qu’Acidithiobacillus thiooxidans a un temps de génération (temps nécessaire pour doubler la
population bactérienne) qui augmente et une activit¢ qui diminue en présence d’une
concentration de sulfate d’aluminium allant de 70 mg L™ & 140 mg L™. Cette concentration
influe sur la croissance d’A. thiooxidans sans pour autant I’inhiber totalement.

La spéciation de I’aluminium est un parametre essentiel pour comprendre les différences de
concentration engendrant une inhibition. En effet, cet élément a une chimie qui évolue
fortement avec le pH (Figure 111-33).
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Figure 111-33 : Evolution des différentes especes de I'aluminium en fonction du pH [28].
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Bruce et al. [29] ont montré qu’un échantillon de sol a pH 5,8 présentait une concentration
initiale en AI** de 6,3 pM. Un abaissement de son pH & 4,77 la fait augmenter & 700 uM et
une augmentation de son pH a 6,22 la diminue a 5 uM. Connaitre la concentration exacte des
différentes formes ioniques de 1’aluminium et identifier celles qui vont influer sur la
croissance bactérienne est donc difficile et doit prendre en compte de hombreux parametres.
De plus, I’aluminium peut précipiter sous forme d’Al(OH); ou encore se lier a d’autres ions
pour former des complexes, modifiant le milieu initial.

Différents modes d’actions de I’aluminium ont été identifiés (Tableau I11-4). L’aluminium est
une espéce sans fonction biologique connue et intrinsequement toxique [30], qui interfére
avec de nombreux processus indispensables au bon fonctionnement de la cellule, tant a
I’intérieur (influence sur la réplication, sur la production d’ATP) qu’a I’extérieur (influence
sur le pH, sur le transport membranaire, sur les enzymes et/ou le substrat). Il peut donc
impacter de fagon différente de nombreuses souches de microorganismes.

Tableau I11-4 : Mécanismes de la toxicité de I'aluminium chez les microorganismes [28].

Mécanisme Processus affecté

Homéostasie ionique, structure ou fonction des

Acidification du milieu !
macromolécules

Fixation aux composants de la membrane | Transport membranaire

Fixation aux enzymes ou aux substrats Processus enzymatique

Substitution au magnésium Processus métabolique

Inhibition du transport des ions Homéostasie ionique

Fixation a I’ADN Réplication ou transcription de I’ADN
Fixation a ’ATP Processus nécessitant de I’énergie
Inhibition de la synthése d’ATP Processus métabolique

I11- Conclusion

L’exposition de cinq types d’échantillons de mortier dans des réseaux d’assainissement durant
un an et quatre mois a permis de valider les travaux antérieurs concernant la bonne tenue des
matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium par rapport a ceux a base de
ciment Portland. Nous pouvons établir une hiérarchie des matériaux cimentaires étudiés du
moins au plus résistant : CEM | < CEM IlIl < CAC+S < CAC+A/CAC+L. Ces essais in situ
ont également permis d’améliorer les connaissances sur les mécanismes de biodétérioration
en mettant en évidence une différence de colonisation des différentes formulations
cimentaires ainsi qu’une inhibition de I’activité microbienne a partir de 350 mg L™
d’aluminium en solution.

Ces essais font également ressortir des ¢éléments intéressants qu’il est nécessaire d’étudier en
laboratoire pour mieux les comprendre. Dans ce cadre, nous pouvons citer la présence d’une
couche colorée dans les tons de jaune, se formant sur la majorité des échantillons, qui pourrait
étre attribuée a la présence de soufre issu de 1’oxydation de ’hydrogene sulfuré. Par ailleurs,
le développement microbien différe d’une matrice cimentaire a 1’autre et il serait donc
pertinent de rechercher les éléments qui peuvent influer sur la population du biofilm en
étudiant par exemple 'influence de la source d’électron utilisée préférentiellement par ces
microorganismes. Enfin, si on s’intéresse plus particuliérement aux matériaux, nous pouvons
également nous demander quel est I'impact réel de l’acide sulfurique produit par les
microorganismes sur les différentes matrices cimentaires.
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Cette étude in situ va se poursuivre pour mieux étudier sur le long terme la biodétérioration
des matériaux cimentaires et la colonisation microbienne. Pour ce dernier point, des
techniques de biologie moléculaire (pyroséquencage) seront utilisées pour identifier les
especes microbiennes dominantes présentes a la surface des matériaux cimentaires a base de
ciment d’aluminate de calcium.

Des améliorations peuvent étre proposées pour d’éventuelles futures expositions de matériaux
dans les réseaux d’assainissement. Par exemple, I’emploi de microélectrodes de pH de surface
qui permettrait d’avoir une valeur chiffrée du pH de I’extréme surface. Le principe méme de
I’exposition pourrait étre amélioré en utilisant une caisse plus ajourée ou mieux ventilée pour
favoriser la circulation d’air.

L’un des buts de ce travail est in fine la mise au point d’un essai accéléré en laboratoire. Pour
que celui-ci soit caractéristique des conditions délétéres rencontrées dans les réseaux
d’assainissement, il apparait qu’une concentration d’H,S proche de celle du site S2 (100 ppm)
est suffisante.
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IV- Introduction

D’apres la littérature, les mécanismes de biodétérioration qui conduisent a la ruine des
structures en béton dans les réseaux d’assainissement peuvent étre analysés comme un
enchainement de trois phases avec tout d’abord la réduction abiotique du pH, causée par
I’action du dioxyde de carbone et de I’hydrogene sulfuré, jusqu’a des pH de 1’ordre de 9 puis
la mise en place d’une succession de microorganismes neutrophiles qui abaissent le pH des
matériaux cimentaires jusqu’a un pH de 4. Enfin, des microorganismes acidophiles colonisent
la surface des matériaux cimentaires et produisent de grandes quantités d’acide sulfurique qui
entraine la dissolution de la matrice cimentaire ainsi que la formation de produits non cohésifs
et/ou expansifs tels que le gypse et/ou D’ettringite. Du point de vue du matériau, la
biodétérioration peut étre considérée comme un enchainement de quatre étapes (Figure 1V-1).
La premiere est I’oxydation, a la surface du béton de I’hydrogéne sulfuré en soufre
élémentaire. Cette oxydation serait réalisée par voie chimique et biologique [1-4] mais la voie
abiotique serait prépondérante dans la premiére phase du phénomeéne de biodétérioration. La
deuxiéme est 1’utilisation, comme source d’énergic par les bactéries sulfo-oxydantes, des
molécules soufrées présentent a la surface du béton qui vont étre oxydées en acide sulfurique.
Cet acide va diffuser, dans une troisieme étape, a travers une couche de détérioration (si elle
est présente) et attaquer dans une derniere étape le matériau sain sous jacent.

Cementitious material 1
e s
2
H,S0,

Figure 1V-1 : Représentation schématique des quatre étapes de la biodétérioration des matériaux
cimentaires dans les réseaux d'assainissement.

Les essais réalisés sur site (voir Chapitre III) montrent que les matériaux cimentaires n’ont
pas tous le méme comportement face a la biodétérioration. Des essais complémentaires sont
donc nécessaires pour comprendre notamment 1’impact direct de I’hydrogene sulfuré sur les
différentes formulations cimentaires, ’influence de la source de soufre utilisée par les
microorganismes ainsi que les mécanismes mis en jeu lors des attaques acides.

Ce chapitre a pour but de mieux comprendre le processus de biodétérioration en étudiant en
laboratoire chaque étape du processus, de maniére indépendante et controlée, afin de faire
ressortir les différences entre les matériaux et d’identifier les meilleures conditions de
détérioration a employer pour la réalisation d’un essai accéléré.

IV-1. Oxydation abiotique de I’'H,S

D’aprés Roberts et al. [5] et Islander et al. [6], le processus de biodétérioration des matériaux
cimentaires dans les réseaux d’assainissement débute par une réduction abiotique du pH de
surface engendrée par I’impact du CO, (carbonatation) et de I'H,S qui permet aux
microorganismes de coloniser la surface. Selon les travaux de Joseph et al. [7], cette premiere
réduction abiotique du pH serait essentiellement due a I’H,S présent dans I’atmosphére. Ce
sulfure d’hydrogene au contact des matériaux cimentaires va s’oxyder en différentes
molécules qui pourront étre utilisées, lors de la colonisation de la surface, comme source
d’électrons par les microorganismes (source d’énergie). Tres peu de données sont publiées sur
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le devenir de I’H,S a la surface des matériaux cimentaires et plus particulierement ceux a base
de ciment d’aluminate de calcium. Il nous a donc semblé indispensable d’étudier cet aspect.

Le but de cette étude est triple puisqu’elle vise tout d’abord a évaluer si la transformation
abiotique de 1’H,S en une autre espéce soufrée est possible a pression atmosphérique avec une
humidité relative et une température données. Le deuxiéme objectif est de mettre en évidence
I’influence de certains des constituants des matériaux cimentaires sur cette transformation.
Enfin, le dernier objectif est d’étudier 1’influence de la concentration d’H,S sur différents
types de matrices cimentaires.

I\VV-1.1. Matériaux, matériels et méthodes

IV-1.1.1. Matériaux

Dans le cadre de cette étude, différents types de matériaux ont été testés. Tout d’abord, les
cing formulations cimentaires étudiées dans ce travail (CEM I, CEM I, CAC+S, CAC+L et
CAC+A) et décrites dans le chapitre II. Ensuite, d’autres matériaux ont été utilisés de maniére
plus ponctuelle : du fer, de I’aluminium, du verre, des granulats siliceux (Palvadeau) et des
granulats calcaires (Boulonnais). Ces matériaux ont été choisis car ce sont des composés que
I’on retrouve tels quels ou sous forme ionique en plus ou moins grande quantité dans les
matériaux cimentaires.

Les matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium peuvent subir un
phénomeéne de conversion (voir annexe b). Les hydrates métastables initiaux évoluent vers
des hydrates thermodynamiquement plus stables modifiant ainsi la conformation et donc les
propriétés du matériau cimentaire. Des matériaux a base de ciment d’aluminate de calcium
convertis et non convertis ont donc été exposés pour connaitre I’influence de ce parametre sur
la transformation abiotique de I’H,S.

IV-1.1.2. Matériels et méthodes

Les échantillons sont répartis dans un réacteur a double paroi hermétiquement fermé de 7 L
(Figure 1V-2). La température est maintenue a 30 + 1 °C par une circulation d’eau a partir
d’un bain thermostaté. L’humidité relative est controlée par des solutions salines et ’H,S est
apporté dans le réacteur en flux continu & une concentration de 20 ou 50 ppm. Un flacon

laveur contenant de ’acétate de zinc est ajouté en sortie de réacteur pour précipiter I’H,S en
Zns.

HoS

Figure IV-2 : Schéma du montage pour étudier I'oxydation abiotique de I'H,S.

L’¢étude de I'influence de I’humidité relative a été réalisée grace a ’emploi de trois humidités
relatives sous un flux constant de 20 ppm d’H,S. La premiére humidité relative n’est pas
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contrblée et représente une humidité relative faible (< 30%). La deuxieme est obtenue en
utilisant une solution saline saturée de chlorure de sodium qui impose une humidite relative
de 75%. La derniére a été choisie a saturation et, pour cela, les échantillons sont imprégnés
d’eau sous vide puis exposés au-dessus d’eau distillée. Ces essais ont été réalisés avec un
nombre limité d’échantillons (CEM I, CAC+S et CAC+A) pour évaluer la possibilité de
I’oxydation abiotique de 1’hydrogene sulfuré. Chaque matériau cimentaire a base de ciment
d’aluminate de calcium a été utilisé sous deux états de conversion.

L’étude de D’influence des différents matériaux constitutifs des mortiers a été réalisée
uniquement a 100% d’humidité relative et sous un flux continu de 20 ppm d’H,S.

Enfin, I’influence de la concentration d’H,S (20 et 50 ppm) a également été étudiée a 100%
d’humidité relative avec ’ensemble des matériaux cimentaires étudiés dans le cadre de ce
travail de recherche (CEM I, CEM IIl, CAC+S, CAC+L et CAC+A).

Le réacteur est ouvert une fois par mois pour récupérer un échantillon de chaque matériau.
L’¢étude de I’influence de I’humidité relative a duré un mois alors que I’étude de I’influence de
la concentration d’H,S a duré trois mois pour estimer la cinétique de la réaction.

Apres exposition, chaque échantillon est observé par microscopie électronique a balayage
sous faible vide a 25 KV et sans aucune préparation pour s’affranchir d’une éventuelle
pollution due a la métallisation. Des mesures de la teneur en soufre ont été réalisées par EDS
(Energy-Dispersive X-ray Spectrometry) a un grandissement de quarante (surface étudiée =
10,6 mm?) sur trois zones de chaque échantillon pour estimer la quantité de soufre déposée a
chaque échéance. Par ailleurs, des cartographies du soufre ont également été réalisées par
EDS pour connaitre la répartition de cet élément a la surface des échantillons.

IV-1.2. Résultats

IV-1.2.1. Influence de I’humidité relative

Cette premicre étude vise a étudier ’impact de ’humidité relative sur I’oxydation abiotique
de I’H3S. Deux états de conversion des matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate
de calcium ont été utilisés afin d’en étudier 1’influence sur 1’oxydation abiotique de I’H5S.

Les observations réalisées a une humidité relative faible sont comparables a celles pour des
surfaces sans exposition & I’H,S (Tableau 1V-1). Ce premier point montre I’importance de la
présence d’eau a la surface des échantillons pour I’oxydation abiotique de I’H,S.

Les échantillons de mortier de type CEM 1 exposés a 20 ppm d’H,S présentent des quantités
de soufre différentes suivant I’humidité relative considérée (Tableau 1VV-1). Les teneurs en
soufre sont similaires pour un échantillon de mortier exposé a 75% d’humidité relative et
100% d’humidité relative.

Les échantillons de mortier au ciment d’aluminate de calcium (CAC+S et CAC+A) non
convertis exposés a 20 ppm d’H,S et a des humidités relatives variables ne présentent pas
d’évolution majeure dans la quantité de soufre déposée (Tableau IV-1). Il semble que la
transformation de I’H,S en soufre élémentaire soit tout de méme Iégerement plus importante a
75% d’humidité relative. Au contraire, ces mémes échantillons convertis présentent une
variation de la quantité de soufre déposé suivant I’humidité relative. La formation de cristaux
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de soufre est deux fois plus importante a 75% d’humidité relative qu’a 100% d’humidité
relative. De plus, moins de soufre se dépose sur les matériaux convertis par rapport aux
matériaux non converti quelle que soit I’humidité relative considérée.

Tableau I1V-1 : Pourcentage de soufre mesuré a la surface des échantillons exposés a une humidité relative
variable a 20 ppm d'H,S pendant un mois (moyenne de 6 mesures).

CAC+S CAC+A
CEM | ; . . .
non converti converti non converti convertl
Sans 0,19+009 | 0,11+0,08 | 018+003 | 013+006 | 0,14+ 0,05
exposition
HR=75% | 1,74+008 | 136+011 | 082+024 | 148+007 | 1.85+012
HR=100% | 141+017 | 1,18+017 | 048+007 | 1,18+0,08 | 089+007

Le soufre se forme de maniére hétérogene a la surface des matériaux (Figure 1V-3) et
préférentiellement sur la pate de ciment sauf dans le cas du mortier CAC+A qui a une matrice
totalement alumineuse et ou le soufre se dépose de fagon plus homogene.

En conclusion, nous noterons que 1’hydrogéne sulfuré s’oxyde bien de manicre abiotique en
soufre élementaire a la surface des matériaux cimentaires étudiés. Cette transformation
s’effectue en présence d’un film d’eau créé par une humidité relative importante. Nous
pouvons constater qu’une humidité relative inférieure a 100% favorise cette transformation
comme c’est aussi le cas avec la carbonatation du béton qui est accélérée dans un domaine
d’humidité relative comprise entre 60 et 80%. Cette transformation semble étre plus difficile a
la surface des granulats siliceux que sur la pate de ciment. Enfin, la conversion des mortiers
au ciment d’aluminate de calcium joue un réle dans la transformation de 1’hydrogéne sulfuré
en soufre élémentaire.
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Figure IV-3 : Observations MEB des échantillon de mortier CEM I (A a C), CAC+S non converti (D a F),
CAC+S converti (G a ), CAC+A non converti (J a L) et CAC+A converti (M a O) exposé a 20 ppm d'H,S
et 75% d'humidité relative pendant un mois, (A, D, G, J et M) en électron secondaire, (B, E, H, K et N)
cartographies du silicium, (C, F, I, L et O) cartographies du soufre. La barre blanche représente 1 mm.

133



CHAPITRE IV Etude des mécanismes de biodétérioration

IV-1.2.2. Influence des éléments constitutifs des mortiers

Un matériau cimentaire peut étre assimilé a une matrice complexe composée d’éléments
simples. L’étude de 1’oxydation abiotique de 1’H,S sur des matériaux cimentaires doit donc
passer par des expositions de matériaux ou d’¢léments a la base des mortiers étudiés. Ainsi
nous avons soumis pendant trois mois et dans les mémes conditions cing matériaux de base
(fer, aluminium, verre, granulats Palvadeau et Boulonnais) a 20 ppm d’H,S.

Le fer exposé a de I’H,S se dégrade, les produits de corrosion se développent en surface et
croissent avec le temps. Les cartographies réalisées sur les zones corrodees (Figure 1V-4)
révelent la présence d’une quantité importante de soufre (Tableau 1V-2) mais les surfaces
encore saines en sont exemptes. Il existe donc une corrélation entre la présence d’H,S et les
dép6ts de produits de corrosion présents en surface du matériau.

100 pm -

3 ) 45 = i P R R i LA :
Figure 1V-4 : (A) Observation au MEB de I'échantillon de fer exposé trois mois a 20 ppm d'H,S et (B)
cartographie du soufre associée.

Axh

L’aluminium n’a pas été altéré, il a gardé son apparence initiale tout au long de 1’essai.
L’aluminium semble donc trés peu favorable a la formation de complexes soufrés ou au dépét
de soufre (Tableau IV-2).

L’analyse des échantillons de verre n’a pas révélé d’évolution de la quantité de soufre formeé
au cours du temps (Tableau 1V-2). En effet, quand il est présent, le soufre est associé a des
particules exogénes de fer, de cuivre ou de zinc. Le verre en lui-méme ne semble pas fixer ou
favoriser le dep6t de soufre résultant d’une oxydation de 1’H»S.

Les granulats Palvadeau sont totalement siliceux. Au bout d’un mois, du soufre apparait sur
leur surface (Tableau 1V-2) associé a des particules exogénes de fer, de zinc ou de cuivre
(résidus de sciage).

Les granulats Boulonnais sont totalement calcaires. L’exposition a de 1’H,S conduit & une trés

faible quantité de soufre (Tableau 1VV-2) qui s’est déposé de maniére hétérogeéne et ponctuelle.
Encore une fois, ce soufre est associé a des particules de fer exogeénes.
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Tableau V-2 : Pourcentage de soufre mesuré a la surface des échantillons exposés pendant trois mois a 20
ppm d'H,S (moyenne de 6 mesures).

Sar]s- 1 mois 2 mois 3 mois
EXDOSItIOH
Fer 0,24 + 0,08 0,19 + 0,07 1,75 + 1,04 1,96 + 0,16
Aluminium 0,14 + 0,04 0,15 + 0,10 0,12 + 0,04 0,04 + 0,04
Verre 0,21 + 0,02 0,21 + 0,01 0,19 + 0,05 0,18 + 0,04
Granulats | 507002 | 017+003 | 0124002 | 017007
Palvadeau
Granulats 0,15 + 0,01 0,15 + 0,04 0,16 + 0,03 0,82 + 0,89
Boulonnais

IV-1.2.3. Influence de la concentration d’H,S

Avec 20 ppm d’H,S, seul le mortier a base de ciment CEM | présente une légére
augmentation de la concentration en soufre (Figure 1VV-5) qui est corrélée avec 1’observation
de cristaux de soufre en surface du mortier. Les autres matériaux ont une valeur de fond plus
¢élevée mais qui n’évolue pas. Pour 50 ppm, on retrouve du soufre sur tous les matériaux mais
en concentration plus importante sur les matériaux cimentaires a base de ciment Portland

(CEM | et CEM I11).

Pourcentage de soufre mesuré par EDS

7

e

[#3]

s

—# - CEM 120 ppm
—@— CEM | 50 ppm

—u - CEMII 20 ppm
—m— CEM Il 50 ppm

—k - CAC+S20 ppm
— CAC+S 50 ppm

—a . CAC+L 20 ppm
— CAC+L 50 ppm

— . CAC+A 20 ppm
—t— CAC+A B0 ppm

Vi

Temps d'exposition (en maois)

Figure IV-5 : Evolution du pourcentage de la proportion de soufre a la surface des échantillons de
mortiers au cours du temps pour 20 et 50 ppm d’H,S.
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Les analyses des échantillons de mortier CEM | révélent une répartition particuliére du soufre.
Au bout de deux mois d’exposition a 20 ppm d’H,S, des cristaux de soufre se forment a
I’interface entre la pate de ciment et les granulats (Figure 1V-6).

Figure 1V-6 : (A) Observation au MEB de I'échantillon de mortier CEM | exposé deux mois a 20 ppm
d'H,S en électron rétrodiffusé et (B) cartographie du soufre associée.

Ces cristaux sont également retrouvés sur des particules exogenes de cuivre et de zinc. Lors
d’une exposition a 50 ppm d’hydrogéne sulfuré, le soufre est retrouvé en plus grande quantité
qu’a 20 ppm (x20 ; Figure 1V-5) et sa répartition devient plus homogeéne. La Figure V-7
présente un cristal de soufre typique formé sur un échantillon de mortier & base de ciment
CEM 1 en trois mois sous 50 ppm d’H,S. Ces cristaux de soufre font en moyenne 34 £ 9 um
de long.

Figure IV-7 : Cristal de soufr observé au MEB sur un échantillon de mortier CEM | apreés trois mois
d'exposition a 50 ppm d'H,S.

Les échantillons de mortier CEM |11 présentent initialement une faible proportion de soufre
dans la pate de ciment. A 20 ppm d’H,S, le soufre se dépose essentiellement sur les dépots
exogenes de cuivre et de zinc. Lorsque ces mortiers sont exposés a 50 ppm d’H,S, le soufre
va se déposer en grande quantité sur toute la surface du matériau (Figure IV-5) mais
préférentiellement sur la pate de ciment. La Figure IV-8 présente des cristaux de soufre
formés sur de la pate de ciment. Ces cristaux de 23 £ 5 um de long sont nombreux mais mal
formés.
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Spot Sig HFW

x|25.0 5. HS“FH-‘.;mmD.Mmm
Figure IV-8 : Cristaux de soufre observé au MEB sur un échantillon de mortier CEM I11 apres trois mois
d'exposition a 50 ppm d'H,S.

Les échantillons de mortiers CAC+S présentent initialement trés peu de soufre dans la pate de
ciment. Au bout de trois mois d’exposition a 20 ppm d’H,S, le soufre est retrouvé de maniere
ponctuelle et en faible quantité (<1%). Ce type de mortier n’est donc pas favorable au dépot
de soufre ou a la formation de complexes soufrés. Apres trois mois d’exposition a 50 ppm
d’H,S, vingt fois plus de soufre est retrouvé en surface des échantillons (Figure 1V-5). Il est
principalement mis en évidence sur la pate de ciment. Les cristaux observés (Figure 1V-9)
présentent une forme bipyramidale de 27 + 5 um de long mais avec la présence de trous plus
ou moins importants sur les faces des cristaux.

| e 20 1m
Figure 1V-9 : Cristal de soufre observé au MEB sur un échantillon de mortier CAC+S apres trois mois
d'exposition a 50 ppm d'H,S.

Les mortiers CAC+L possédent initialement une faible proportion de soufre dans la pate de
ciment (= 0,5%). L’exposition a 20 ppm d’H,S pendant 3 mois n’a pas modifié cette quantité.
Les mortiers CAC+L ne sont donc pas favorables au dépét de soufre ou a la formation de
complexes soufrés. Lorsqu’ils sont exposés a 50 ppm d’H,S, ces matériaux se couvrent de Six
fois plus de soufre qu’a 20 ppm (Figure 1V-5) qui se dépose de maniere préférentielle sur la
pate de ciment en formant des cristaux imparfaits de 30 um de long (Figure 1VV-10) avec la
présence de trous comme pour 1’échantillon CAC + S.
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Les cristaux formés sur les granulats siliceux (Figure IV-10-A) s’éloignent de la forme
caractéristique des cristaux de soufre par rapport a ceux formés sur un gel d’alumine (Figure
IV-10-B) mais ces derniers arborent des trous dans leur structure. Les cristaux rencontrés a la
surface de ces échantillons ont une longueur de 29 £ 7 pm.

Mag| HV Spot Sig WD | HPW “HPW File
1000x/25.0 kV 5.0 BSE 12.2 mm|0.14 mm 265 5 0.10 mm| 556 _004 tif*
Figure IV-10 : Cristaux de soufre observés au MEB sur un échantillon de mortier CAC+L apreés trois

mois d'exposition a 50 ppm d'H,S, sur un granulat (A) et sur un gel d’alumine (B).

Les echantillons de mortier CAC+A sont des matériaux possedant peu de soufre initialement
(0,14%). L’apport d’HoS a 20 ppm pendant 3 mois n’a que trés peu modifié¢ la proportion de
soufre présent en surface du matériau (<1%). Les échantillons de mortier CAC+A ne sont
donc pas favorables au dép6t de soufre ou a la formation de complexes soufrés. 1l en va de
méme pour une exposition a 50 ppm d’hydrogéne sulfuré (Figure 1V-5). Les granulats ayant
la méme composition chimique que la matrice cimentaire n’ont pas d’impact sur 1’oxydation
de I’hydrogene sulfuré.

Les cristaux de soufre de 31 + 5 um de long et de forme plus ou moins bipyramidale (Figure
IV-11) ont une répartition hétérogéne a la surface des échantillons. On peut remarquer que les
cristaux formés sur le gel d’alumine présentent un faci¢s particulier. Ils gardent la forme
bipyramidale mais leur surface semble étre transparente, laissant penser qu’elle présente une
composition chimique différente. Les analyses EDS ne sont toutefois pas assez fines pour
dégager des différences de composition entre le cceur et la périphérie de ces cristaux.
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Mag HV bpot Sig. WD HFW
1000x/25.0 kV 5.0 BSE 12.5 mm|0.14 mm

Figure IV-11 : Cristaux de soufre observés au MEB sur un echantlllon de mortler CAC+A aprés trois
mois d'exposition a 50 ppm d'H,S, sur un granulat (A) et sur un gel d’alumine (B).

Ces études montrent de maniere générale que le soufre se répartit de maniére ponctuelle et
hétérogene a la surface des matériaux et en périphérie des granulats dans le cas du CEM | a 20
ppm d’H,S. Il semble que la présence de cations métalliques (fer, cuivre ou zinc) ou de
calcium soit indispensable a 1’oxydation abiotique de 1’H5S.

Au bout de trois mois d’exposition, des cristaux de soufre sont retrouvés a la surface de tous
les échantillons exposés a 50 ppm d’H,S. Ces cristaux font en moyenne 24 £ 7 um de long
mais sont mieux formés sur le CEM 1 que sur les échantillons contenant du ciment
d’aluminate de calcium ou du laitier. La présence de gel d’alumine semble influer sur la
formation des cristaux de soufre en surface des matériaux cimentaires & base de ciment
d’aluminate de calcium. Des interactions particulieres entre ’hydrogene sulfuré et les ions
aluminium issu de la couche d’alumine pourraient venir perturber 1’oxydation de I’hydrogene
sulfuré en soufre élémentaire.

1\V-1.3. Discussion

L’oxydation abiotique de I’hydrogeéne sulfuré en soufre ¢lémentaire est possible a pression
atmosphérique et sous une température de 30°C mais elle varie en fonction de certains
parametres comme 1’humidité relative et les paramétres physicochimiques des matériaux
étudiés (composition, humidité relative, conversion).

L’humidité relative a une influence importante sur la faisabilité de cette réaction, la formation
de soufre ne se faisant qu’a haute humidité. D’apres une étude récente réalisée par Joseph et
al. [7], la quantité de soufre élémentaire retrouvée a la surface d’un échantillon de béton
exposé a une concentration d’H,S de 20 a 50 ppm pendant un an est plus importante a 100%
d’humidité relative qu’a 85-90% d’humidité relative. Nos travaux semblent indiquer un
comportement différent puisqu’en un mois, nous obtenons une quantité de soufre ¢lémentaire
comparable pour deux humidités relatives mais la durée d’exposition a sans doute une
influence notable sur la quantité de soufre déposée. Ainsi, I’oxydation se déroule dans un
milieu liquide puisqu’une forte humidité relative implique 1’établissement d’une fine couche
d’eau en surface des matériaux qui va permettre la mise en solution de I’H,S. Comme les
réseaux d’assainissement présentent la plupart du temps une humidité relative élevée
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permettant la condensation, 1’oxydation abiotique de I’H,S est donc possible a la surface de
ces ouvrages en béton.

L’oxydation de I’hydrogéne sulfuré en présence de matériaux cimentaires & base de ciment
d’aluminate de calcium convertis est fortement dépendante de 1’humidité relative. La quantité
de soufre retrouvée a 75% d’humidité relative est deux fois plus importante qu’a 100%
d’humidité relative tandis que les matériaux non convertis ont des quantités de soufre formé
plus proches. La conversion est un phénomeéne par lequel les hydrates métastables (CAH1o et
C.,AHjg) se convertissent en hydrates thermodynamiquement stables (C3AHg). Les hydrates
passent d’une structure hexagonale a une structure cubique ce qui entraine une augmentation
de la porosité. Cette variation est potentiellement la cause de la différence de comportement
des matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium.

Des études menées sur 1’oxydation abiotique de 1I’hydrogéne sulfuré directement en solution
[8-11] ont montré qu’il existe un temps d’induction (ou de latence) pour 1’oxydation des
sulfures (Figure 1VV-12) attribuable a un mécanisme en chaine. Ce temps d’induction se traduit
par un délai entre le moment ou les conditions de sursaturation sont créées et celui ou
I’oxydation est effectivement observée.

L T |
09y,
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OBSERVED SPECIFIC RATE, K, M.
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® First peak, pH<8.0
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n

1.0
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Figure 1V-12 : Vitesse d'oxydation d'H,S en fonction du temps de latence [8].
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En solution, cette période de latence varie de quelques heures a plusieurs jours. Elle est de
I’ordre de 1’heure pour Chen et Morris [8], de 8 heures a 4 jours pour Chiu et Meehan [9], de
8 a 24 heures pour O’brien et Birkner [10] et de 8 heures pour Steudel [11]. Dans le cas de
notre étude, elle semble beaucoup plus importante puisqu’il est parfois nécessaire d’attendre
plusieurs mois pour obtenir une évolution de la teneur en soufre sur les matériaux. Ceci peut
s’expliquer par le fait que pour arriver a oxyder 1’H,S de fagon abiotique, il est nécessaire de
passer par un état de saturation en H,S de la couche d’eau retrouvée en surface des matériaux.

Le soufre est toujours présent de maniére ponctuelle et hétérogéne a la surface des matériaux
et le plus généralement associé a des particules métalliques (fer, cuivre, zinc) ou a des zones
plus fortement concentrées en calcium. Il semble donc nécessaire qu’un site de sorption soit
présent pour activer le phénomeéne et permette aux cristaux de soufre de se constituer et de
croitre. Cependant, tous les métaux ne participent pas a 1’oxydation de I’H,S car I’aluminium
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n’a pas favorisé cette oxydation. L’ensemble des couples oxydant/réducteur ne peuvent donc
pas intervenir dans 1I’oxydation abiotique de 1’hydrogéne sulfuré.

Cette hypothese est validée par Steudel [12] qui fourni également un mécanisme réactionnel
pour des oxydants mettant en jeu un ¢€lectron. Selon ses travaux, 1’oxydation de I’H,S en
soufre élémentaire se déroule dans un milieu aqueux dans lequel I’H,S, sous forme d’HS,
s’oxyde en soufre élémentaire par I’intervention d’oxydants métalliques échangeant un
électron selon les réactions 1 et 2. Les matériaux cimentaires ayant un pH basique, cette
transformation est possible.

Les ions hydrosulfure (HS") réagissent en présence d’ions métalliques (M™) pour former du
soufre élémentaire (Réaction 1V-1). Les ions metalliques vont ensuite étre régénerés en
présence d’oxygene et de protons (Réaction 1V-2).

HS +2M™ ——S° + H* +2M (¢ Réaction V-1
AM D" 10, +2H" ——>4M™ +20H " Réaction 1V-2
Le soufre élémentaire formé suivant la réaction 1 est noté S° pour représenter son état
d’oxydation mais consiste principalement en du soufre cyclique Sg qui Se construit étape par
étape a partir de précurseurs ou d’ions.

En soumettant de I’HS™ a un oxydant impliquant 1’échange d’un seul électron, des radicaux
vont se créer selon la Réaction IV-3.

HS"——>HS® +e” Réaction V-3

Le pKa de HS étant inférieur a 7, on va essentiellement trouver du S™, formé selon la
Réaction IV-4.

HS* «—S" +H" Réaction V-4

Ce radical va ensuite réagir selon deux voies réactionnelles, par dimérisation (Réaction IV-5)
ou par réaction avec HS™ (Réaction IV-6).

25" ——S2- Réaction 1V-5
S* +HS «——>HSS™ Réaction V-6

Le radical HSS™ va rapidement disparaitre pour former plus de S,* selon les réactions V-7
et IV-8.

2HSSH* ——H,S, +2H.,S Réaction V-7
HSSH* + HS* ——H,S, + HS™ Réaction 1V-8

Comme H,S; est un diacide, il va se décomposer a des pH élevés en disulfure dianion selon la
Reéaction 1V-9.

H,S,«—H"+HS, «—2H" +S2" Réaction 1V-9

S,% va ensuite réagir avec les radicaux libres HS” et S selon les réactions 1V-10 et IV-11.
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S +HS «—S; +HS” Réaction 1V-10
S +S" +H «—S, +HS” Réaction 1V-11

En solution, le radical ionique S, va se dimériser (Réaction 1V-12) ou réagir avec S™ suivant
la Réaction 1V-13.

282 ——>S7 Réaction 1V-12
SZ +8" ——SZ Réaction 1V-13

Par des réactions similaires, des polysulfures de plus en plus gros vont se former (réactions
IV-14 4 IV-19).

S +HS"——>S; +HS™ Réaction 1V-14
S + HS® —S;” + HS" Réaction 1V-15
2S; «—S¢& Réaction 1V-16
2S; «——S¢ Réaction 1V-17
Sy +S; «—S7 Réaction 1V-18
2SZ «—>SZ +SI° Réaction 1V-19

Ces différents polysulfures vont ensuite s’équilibrer avec des formes plus stables (réactions
IV-20 a 1V-22) et aboutir a la formation du Sg cyclique.

S +H " «——>HS; «——>HS +S, Réaction 1V-20
S¢ +H"«——HS; «—>HS +8S, Réaction 1V-21
S& +H"«—>HS; «——>HS™ +8S, Réaction 1V-22

La transformation de 1’H,S en soufre élémentaire est aussi possible a des pH acides en passant
par un radical H,S™ qui réagit avec I’eau pour former des ions HsO" et des radicaux HS" qui
interviennent ensuite dans le méme mécanisme réactionnel a partir de la réaction 4.

L’oxydation abiotique de I’hydrogene sulfuré est fortement dépendante du pH. Selon Chen et
Morris [8], elle suit un schéma complexe (Figure IV-13). Pour des solutions de pH inférieurs
a 6, le taux d’oxydation est trés faible car H,S (aq) domine en solution. La vitesse de réaction
augmente avec le pH pour atteindre un maximum a pH 8. Cette vitesse va ensuite diminuer
jusqu’a pH 9 pour augmenter a nouveau jusqu’a un second maximum équivalent au premier a
un pH voisin de 11. Enfin la vitesse de réaction va a nouveau diminuer pour les pH les plus
alcalins.
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Figure 1V-13 : Taux d'oxydation spécifique des sulfures en fonction du pH a 25°C [8].

Ce schéma réactionnel indique que 1’oxydation abiotique de I’hydrogéne sulfuré passe par
I’intervention de I’ion HS™ comme proposé pour le modéle de Steudel [12] énoncé ci-dessus.
Cependant, Steudel indique également dans un article plus récent [11] qu’une solution saturée
en H,S posseéde un pH de 4,1 et qu’elle s’oxyde rapidement en présence d’une atmosphére
d’oxygene pur. Le pH influerait donc sur la nature de 1’espece soufrée formée. Pour des pH
supérieurs a 8, aucune présence de soufre élémentaire n’est mise en évidence, entre 7 et 8, il y
a formation de polysulfides alors que pour des pH inférieurs a 7, du soufre élémentaire est
formé. Le pH de surface des mortiers est donc un parameétre important car il va déterminer la
vitesse d’oxydation du sulfure d’hydrogene par voie abiotique et le type de molécules soufrés
formées potentiellement utilisables par les microorganismes. Le pH de surface des mortiers
étudiés pour cette étude est basique, de ’ordre de 10 a 12, mais ces mesures sont réalisées a
I’aide de papier pH humide qui indique donc une valeur moyenne sur une certaine
profondeur. Ainsi, le pH en extréme surface peut avoir une valeur inférieure résultant de
phénomene de carbonatation ou de réactions acide avec I’hydrogene sulfuré.

Les cristaux de soufre ne se forment pas uniquement a partir d’empilements de soufre Sg mais
également a partir de soufre Sg et S; et d’autres composés hydrophobes présents dans le
systeme comme les hydrocarbures, qui viennent polluer les cristaux [12]. Cela entraine la
présence d’imperfections dans la forme finale des cristaux. La forme la plus stable
thermodynamiquement est la forme orthorhombique (Figure 1VV-14-A) mais dans certains cas,
la formation de cristaux monoclinique est possible (Figure 1V-14-B) [13].
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Figure 1V-14 : A- Cristal de soufre orthorhombique. B- Cristal de soufre monoclinique [13].

Les cristaux observés a la surface des différents matériaux exposes a de 1’H,S sont la plupart
du temps plus proches des cristaux orthorhombiques. Néanmoins des imperfections sont
observées sur nos échantillons (Figures 1V-8 a IV-11). Trois hypothéses sont envisagées pour
expliquer la présence d’anfractuosités :

- La formation de ces cristaux pourrait passer par I’incorporation d’hexaméres (Sg) ou
d’heptameéres (S;) de soufre a la place du Sg, ce qui modifierait la structure cristalline
thermodynamiquement stable du soufre élémentaire.

- 11 est également possible d’expliquer ces imperfections par le fait que les cristaux
observés puissent étre en cours de formation. Dans ce cas, la croissance de ces cristaux se
ferait tout d’abord par les arrétes puis par les faces.

- Une autre explication envisageable est que les cristaux de soufre élémentaire
s’oxydent plus rapidement sur ces matrices en un autre composé soufré soluble tel que les
sulfates, les thiosulfates ou en des ions au degré d’oxydation intermédiaire (S50¢>, S4O¢”,
S306%, S,06%) qui ne seraient donc pas visible lors des observations au microscope
électronique a balayage. Toutefois, cette possibilité ne semble pas correspondre au modéle
proposé par Islander et al. [6] qui indiquent que le soufre élémentaire ne peut s’oxyder que de
fagon biotique.

Si on s’intéresse a la répartition du soufre a la surface des matériaux cimentaires, nous
remarquons qu’il est observé essentiellement en périphérie des granulats. Cette zone appelée
auréole de transition (ou ITZ pour Internal Transition Zone) a été caractérisée comme
possédant des surfaces spécifiques, des porosités et des concentrations en calcium croissantes
de la pate de ciment vers le granulat (Figure 1V-15) [14]. La porosité a cette interface est
environ 30% supérieure a celle de la matrice cimentaire. Cette zone, typiquement de trente
microns de largeur [15] doit donc favoriser les échanges grace a sa plus grande surface
spécifique, a la rétention d’eau causée par sa porosité et a I’apport d’ions calcium participant a
I’échange d’électron a I’origine de la formation des cristaux de soufre.
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Figure 1V-15 : Evolution des valeurs moyennes du pourcentage de I’aire des pores, de la portlandite (CH)
et du ciment anhydre en fonction de la distance du granulat d'un béton [14].

Les granulats siliceux ou calcaires, seuls ou inclus dans une pate de ciment, ne semblent pas
participer a la transformation abiotique de 1’H,S.

Pour cette étude, différents types de ciment ont eté utilisés (CEM I, CEM III et plusieurs
matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium). Les différences apparaissant
entre ces matériaux a 50 ppm d’H,S indiquent que les mortiers CEM | et CEM 111 sont plus
favorables au dép6t de soufre élémentaire que les mortiers a base de ciment d’aluminate de
calcium. Le type de ciment a donc un role important dans 1’oxydation abiotique de I’H,S. Le
fait que I’on puisse retrouver plus de soufre ¢lémentaire en surface des matériaux réalisés a
partir de ciment Portland pourrait en partie expliquer la différence de durabilité de ces deux
matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement.

Les matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium présentent une
concentration élevée en aluminium qui d’aprés les essais réalisés sur de I’aluminium ne
participe pas a I’oxydation abiotique de I’H3S. Cependant d’apreés Chiu et Meehan [9] ’ajout
d’Al,Cl; dans une solution ou est diffusée de I’hydrogeéne sulfuré entraine une diminution du
temps d’induction de 1’oxydation abiotique. La spéciation de I’aluminium semble donc
importante pour expliquer ces différences de comportement. 1l est possible que, dans le cas de
notre étude, la couche d’oxyde recouvrant naturellement 1’aluminium 1’ai isolé de I’H,S en
inhibant ainsi son hypothétique effet catalyseur. On peut également noter que les matériaux
cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium se couvrent, sur une gamme de pH allant
de 4 a 10 (voir Figure 22 du chapitre I), d’une couche de gel d’alumine en surface. Celle-Ci
limiterait la transformation de 1I’H,S en soufre élémentaire. 1l est donc normal que cette
transformation soit moins favorisée sur ces supports. Les matériaux cimentaires a base de
ciment d’aluminate de calcium possédent une autre particularité, la conversion, qui implique
la modification des hydrates présents au sein de la matrice cimentaire. Les essais réalises ne
semblent pas montrer d’impact de cette transformation sur la faisabilit¢ ou I’importance de
I’oxydation abiotique de I’H5S.

I\V-1.4. Conclusion

L’oxydation abiotique de I’hydrogene sulfuré en soufre élémentaire a la surface des matériaux
cimentaires est possible dans les conditions de température, d’humidité relative et de pression
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rencontrées dans les réseaux d’assainissement. Elle conduit a la formation de cristaux de
soufre de forme majoritairement orthorhombique et de taille similaire quel que soit le
matériau cimentaire considéré. Elle nécessite 1’intervention d’un catalyseur qui peut étre une
particule chargée issue de certains métaux (fer, cuivre, zinc,...) ou une forte concentration de
calcium comme c’est le cas au niveau de 1’auréole de transition qui présente ¢galement une
porosité plus importante. Les composés peu solubles comme la silice ou les carbonates ne
permettent pas cette catalyse.

La formulation cimentaire et plus particulierement le type de ciment va jouer un réle dans la
cinétique et le rendement de cette réaction. Les échantillons a base de ciment Portland (CEM |
et CEM II1) sont plus favorables a cette transformation que ceux réalisés a partir de ciment
d’aluminate de calcium (CAC+S, CAC+L, CAC+A), tant par la quantité de soufre formé que
par la qualité des cristaux produits (présence de défauts dans le cas des CAC).

Les différents matériaux n’ayant pas le méme comportement face a ’hydrogéne sulfuré, il
apparait indispensable d’utiliser I’H,S dans un essai accéléré. En effet, ce gaz s’oxyde en
surface des matériaux cimentaires en soufre élémentaire mais également en d’autres composés
oxydés potentiellement utilisables par les bactéries sulfo-oxydantes comme source
énergétique.

IV-2. Influence de la source de soufre sur la croissance des bactéries sulfo-
oxydantes

L’oxydation abiotique de I’H,S conduit au dép6t de soufre élémentaire en surface des
matériaux cimentaires et éventuellement a la formation de produits plus oxydés du soufre tels
que les sulfates, les thiosulfates ou des ions au degré d’oxydation intermédiaire (S506%,
S406%, S306%, S,06%). Par définition, toutes les espéces bactériennes sulfo-oxydantes (BSO),
appartenant anciennement au groupe des Thiobacillus, vont, pour se développer, utiliser
I’énergie issue de I’oxydation de composés soufrés réduits [18]. Ainsi, ’ensemble des
molécules soufrées ci-dessus présentées est potentiellement utilisable par les bactéries sulfo-
oxydantes comme source d’électron.

Toutes les bactéries sulfo-oxydantes sont des organismes chimiolithotrophes, c'est-a-dire
qu’elles puisent leur énergie dans 1’oxydation de molécules minérales et plus particuliérement
de composés réduits du soufre. Cependant, des différences existent concernant la source de
carbone utilisée par ces bactéries qui vont définir deux grands groupes : les autotrophes et les
hétérotrophes. Les autotrophes sont capables de se développer en milieu inorganique
contenant du CO, comme seule source de carbone. Les hétérotrophes exigent au contraire des
composés organiques pour croitre. 1l est également possible de rencontrer des bactéries
capables de se développer dans 1’une ou I’autre de ces conditions, ce sont des mixotrophes. Si
nous nous intéressons plus particulierement aux BSO impliquées dans la biodétérioration des
matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement, nous retrouvons cette distinction sur
la source de carbone. En effet, Starkeya novella et Thiomonas intermedia sont mixotrophes
alors que Thiobacillus thioparus, Halothiobacillus neapolitanus et Acidithiobacillus
thiooxidans sont autotrophes.

Les besoins nutritionnels des différentes bactéries sulfo-oxydantes sont donc variables et la

modification de la source d’électron ou de la source de carbone va avoir une influence sur leur
croissance, qui comprend quatre phases (Figure 1\V-16). La premiére est la phase de latence,
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période au cours de laquelle les microorganismes synthétisent les enzymes dont ils vont avoir
besoin pour utiliser les substrats disponibles dans le milieu de culture. La deuxiéme étape est
la période durant laquelle les microorganismes entrent en division cellulaire de maniére
exponentielle. On définit pour cette étape deux parameétres qui sont le taux de croissance ()
et le temps de génération (g). Le taux de croissance correspond a 1’accroissement de la
population par unité de temps et le temps de génération se définit comme le temps nécessaire
pour que la population double. Vient ensuite la phase stationnaire ou la population atteint un
maximum et pour laquelle la croissance apparait nulle car autant de microorganismes
apparaissent et disparaissent par lyse cellulaire. On definit a cette étape la capacité de charge
maximale (K) ou quantité maximale de microorganismes présents. La derniere étape est la
phase de déclin qui se caractérise par une augmentation du nombre de morts engendrés par
I’épuisement des nutriments et I’accumulation des déchets dans le milieu de culture.

L
>

ctéries

Nombre de ba

Tps de
latence

Temps

Figure 1V-16 : Schéma d'une croissance bactérienne type en quatre phases. 1- Phase de latence, 2- Phase
de croissance exponentielle, 3- Phase stationnaire, 4- Phase de déclin [19].

La littérature n’est pas claire concernant la source de soufre utilisée préférentiellement par les
bactéries sulfo-oxydantes. Pour certains auteurs comme Oprime et al. [16], les bactéries
semblent oxyder directement de 1’hydrogeéne sulfuré et pour d’autres tels que Rohwerder et
Sand [20], il est nécessaire que cet hydrogéne sulfuré soit d’abord oxydé en soufre
élémentaire ou en un autre produit plus facilement assimilable par les microorganismes.
Ainsi, il apparait nécessaire de réaliser des essais pour mieux connaitre le type de source de
soufre permettant une croissance optimale des bactéries impliquées dans le processus de
biodétérioration des matériaux cimentaires.

I\V-2.1. Matériels et méthodes

IV-2.1.1. Cultures bactériennes

Dans le cadre de cette étude nous allons etudier les bactéries dont les caractéristiques sont
retrouvées dans le chapitre 11-2 et qui seront impliquées dans 1’essai accéléré présenté dans le
chapitre V. Pour étudier I’impact de la source de soufre, S. novella (DSMZ 506), T.
intermedia (DSMZ 18155), H. neapolitanus (DSMZ 15147) et A. thiooxidans (DSMZ 14887)
sont repiquées a 1% dans 50 mL de milieu de culture privé de toute source de soufre.
L’inoculation des milieux de culture est réalisée en utilisant le culot obtenu par centrifugation
a 3000 g pendant 10 minutes a 20°C d’une suspension de 30 mL de culture en phase
exponentielle depuis 24 h. Ce culot est ensuite rincé deux fois dans le milieu de culture sans
soufre pour étre certain de s’affranchir du milieu de culture initial.
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Le suivi de la croissance est réalisé en batch, c'est-a-dire en systeme clos dans lequel aucun
nutriment n’est ajouté et aucun déchet n’est retiré lors de la culture. Ce travail est exécuté
avec des milieux de culture incubés a 30+1°C sous agitation a 150 rpm avec une variante sur
la source de soufre. Ces milieux de culture sont réalisés selon les recommandations de DSMZ
mais en otant tous les apports de soufre (Tableaux IV-3-1V-5, IV-7).

La source d’¢lectron est différente dans quatre milieux de cultures. Le premier est un témoin
ne contenant pas de soufre, le deuxiéme contient 5 g L™ de thiosulfate (10 g L™ pour H.
neapolitanus), le troisieme 1 g L™ de soufre élémentaire (2 g L™ pour H. neapolitanus). Le
dernier utilisé uniquement pour I’étude de S. novella et T. intermedia contient environ 4 g L™
d’hydrogene sulfuré. Il est apporté par bullage pendant une minute dans les milieux de culture
ensemencés a partir d’une bouteille de 50 ppm d’H,S. Les concentrations des différentes
molécules soufrées apportées a chaque milieu de culture représentent la méme quantité
d’¢électrons échangeables.

La solution d’éléments traces modifiée (Tableau IV-6) n’a été utilisée que pour 1’étude de la
croissance de H. neapolitanus.

Tableau IV-3 : Milieux de culture de Starkeya novella.

| Hétérotrophie | Autotrophie
Solution A :
Na,HPO,4-12H,0 10,60 ¢ 10,60 g
KH,PO, 1,50 g 150 ¢
NH,CI 0,30 ¢ 0,30 g
Extraits de levures 0,30 g -
Eau distillée 895,00 mL 895,00 mL
Solution B :
MgC|27H20 0,10 g 0,10 g
Eau distillée 100,00 mL 100,00 mL
Solution C :
Solution élémentstraces | 500 mL | 5,00 mL

Tableau V-4 : Milieux de culture de Thiomonas intermedia.

Hétérotrophie | Autotrophie
NH,CI 01 g 01 g
KH,PO, 30 g 30 ¢
MgCl,-6H,0 01 g 01 g
CaCl, 01 g 01 g
Extrait de levures 10 g -
Eau distillée 1000,0 mL 1000,0 mL
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Tableau IV-5 : Milieu de culture d'Halothiobacillus neapolitanus sans source de soufre.

KH,PO4 40 g
KoHPO, 4.0 g
MgCl,-7H,0 08 ¢
NH,4CI 04 g
Solution d’éléments traces 50 mL
Eau distillée 995,0 mL
Tableau 1V-6 : Solution d'éléments traces sans source de soufre.
Na,-EDTA 50,00 g
ZnBr, 17,24 ¢
CaCl,-2H,0 554 ¢
MnCl,-4H,0 5,06 g
FeCls-6H,0 492 ¢
(NH4)5MO7024'4H20 1,10 g
Cuivre pur 0,40 g
CoCl,-6H,0 161 g
Eau distillée 1000,00 mL
Tableau IV-7 : Milieu de culture d'Acidithiobacillus thiooxidans sans source de soufre.
KH,PO, 3,00 g
MqgCl,-7H,0 050 g
NH,4CI 150 g
CaCl,-2H,0 025 g
Eau distillée 1000,00 mL

L’influence de I’extrait de levures couplé a la variation de la source de soufre est également
étudiée sur les souches mixotrophes : S. novella et T. intermedia. Ces souches bactériennes
sont cultivées dans les mémes conditions que précédemment mais en retirant 1’extrait de
levures (Tableaux 1V-3 et 1V-4). Nous avons ainsi pu observer I’influence de la source de
carbone sur leur croissance.

IV-2.1.2. Suivi de la croissance

La croissance de S. novella et T. intermedia est suivie par densité optique en utilisant un
spectrophotomeétre UV en mode transmission a 289 nm pour S. novella et 300 nm pour T.
intermedia. Ces longueurs d’onde ont été choisies en fonction d’une premicre étude (Figure
IV-17) réalisée sur les suspensions bactériennes, la ligne de base ayant été obtenue avec les
milieux de culture stériles.

Le suivi de la croissance de Starkeya novella et Thiomonas intermedia a été realise par
densité optique a respectivement 289 et 300 nm. Il est a noter que ces valeurs de longueur
d’onde sont loin de celles retrouvées dans la littérature puisque Beffa et al. [21] proposent une
longueur d’onde de 436 nm pour étudier la croissance de S. novella et London et Matin et al.
[22, 23] proposent 540 nm pour T. intermedia.

149



CHAPITRE IV Etude des mécanismes de biodétérioration

0.8

06

04

Abs Ahs

02

0

5 | | | | | | o ‘ . ! . ! ‘ | ‘
20 30 400 500 600 700 ToE0 300 400 500 £00 700
Wavelength [nm] Wavelength [nm]

Figure 1V-17 : Spectre UV des milieux de culture de Starkeya novella (A) et de Thiomonas intermedia (B).

Le dénombrement de H. neapolitanus et A. thiooxidans est réalise par dilution successive a
10% puis étalement de 100 pL de chaque dilution sur gélose contenant les milieux de culture
conseillés par DSMZ. Les boites ensemencées sont placées en étuve a 30+1°C pendant 24
heures pour H. neapolitanus et 5 jours pour A. thiooxidans avant comptage.

Les croissances d’H. neapolitanus et d’A. thiooxidans ont été suivis pour cette étude par
dénombrement sur gélose puisque ces souches n’ont pas montré de variation de leur densité
optique en spectrométrie UV. Néanmoins, certains auteurs ont mis en évidence une croissance
pour ces bactéries a 660 nm pour H. neapolitanus [24], et a 605 nm pour A. thiooxidans [25].

IV-2.2. Résultats

Des différences significatives de croissance ont été observées pour Starkeya novella suivant le
mode de culture appliqué (Tableaux 1V-8 et IV-9, Figures 1V-18 et 1V-19). Les temps de
génération (g) sont de I'ordre de I’heure en présence d’extrait de levures et s’allongent
considérablement pour les milieux de culture sans extrait de levures pour atteindre des temps
de génération de I’ordre du jour. Le taux de croissance (i) est plus faible car le métabolisme
est moins efficace.

L’allongement des temps de latence dans le milieu sans extrait de levure est dii a I’adaptation
des bactéries aux nouvelles conditions de culture. Elles doivent faire face a un milieu plus
pauvre en nutriments les obligeant a synthétiser de nouvelles enzymes pour s’adapter.

S. novella croit avec toutes les sources de soufre, excepté 1’hydrogene sulfuré quand elle est
cultivée en absence d’extrait de levures. Le taux de croissance () de cette souche bactérienne
en présence d’extrait de levures est aussi important pour les milieux ne contenant pas de
soufre que pour ceux contenant du thiosulfate. Elle semble utiliser préférentiellement le
soufre élémentaire pour croitre. De plus, la capacité de charge (K) du milieu est maximale en
présence de soufre élémentaire sans extrait de levures. Quel que soit le mode de culture
choisi, ses caractéristiques de croissance avec le soufre élémentaire sont supérieures aux
autres sources de soufre.
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Tableau IV-8 : Caractéristiques associées a la croissance de Starkeya novella en présence d’extrait de

levures a 30 £ 1°C et a un pH de 6,8.

Soufre

Sans soufre | ., . Thiosulfate H,S
élémentaire
Temps de latence 3,32 3,87 3,87 3,87
(en h)
Taux d_elcr0|ssance 0.11 0,24 0.11 0,04
U (enh™)
Temps de demi-vie
g (en h) 8,4 4,2 9,1 24
Capacité de charge
K (en DO) 0,6 0,5 0,55 0,55
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Figure 1V-18 : Suivi de la croissance de Starkeya novella en présence d’extraits de levures.

Tableau IV-9 : Caractéristiques associées a la croissance de Starkeya novella sans extrait de levures a 30 +

1°Cetaun pHde 6,8.

Sans soufre | , ISoufre_ Thiosulfate H,S
élémentaire

Temps de latence 235 184 235 i
(en h)
Taux dicrmssance 0,011 0,032 0,008 i
K (enh™)
Temps de demi-vie 91 31 120 i
g (enh)
Capacité de charge
K (en DO) - 2,25 - -
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Figure I1\V-19 : Suivi de la croissance de Starkeya novella sans extraits de levures.

Thiomonas intermedia a été cultivée en présence ou non d’extrait de levures mais la
croissance n’a pu étre mise en évidence qu’en leur présence (Tableau 1V-10 et Figure 1V-20).
Pendant trois semaines, cette souche bactérienne cultivée en absence d’extrait de levures n’a
pas présentée de croissance.

La source de soufre a un impact faible sur la croissance de cette souche bactérienne. Elle
semble capable d’assimiler le soufre indépendamment de sa provenance avec le méme temps
de latence. Le temps de génération (g) est minimal pour le milieu privé de soufre.

Le milieu de culture a base de thiosulfate conduit a un taux de croissance () minimal mais sa
capacité de charge (K) est maximale ce qui indique que cette souche bactérienne, dans ces
conditions, croit plus lentement mais atteint une biomasse plus importante.

Tableau 1V-10 : Caractéristiques associées a la croissance de Thiomonas intermedia en présence d’extraits
de levuresa 30 + 1°C et & un pH de 5,5.

Sans soufre | , ISoufre_ Thiosulfate H,S
élémentaire

Temps de latence 215 215 215 215
(en h)
Taux dicrmssance 0,40 0,28 0,20 0,27
K(enh™)
Temps de demi-vie 253 3.56 4,95 3.66
g (enh)
Capacité de charge
K (en DO) 1,7 1,6 2 1,7
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Figure 1V-20 : Suivi de la croissance de Thiomonas intermedia en présence d’extrait de levures.

H. neapolitanus s’est développée quelle que soit la source de soufre (soufre élémentaire,
thiosulfate ou sans soufre ; Tableau 1VV-11 et Figure 1\V-21). Sa croissance est cependant plus
importante sur le thiosulfate que sur les autres milieux ; son taux de croissance est deux fois
plus important et sa capacité de charge supérieure d’un demi logarithme.

Tableau 1V-11 : Caractéristiques associées a la croissance d’Halothiobacillus neapolitanus a 30 + 1°C et a
un pH de 6,8.

Sans soufre . ,Soufre. Thiosulfate
élémentaire

Temps de latence 45 45 45
(enh)
Taux dz_elcrmssance 0.27 0,31 0,57
W (enh™)
Temps de demi-vie 3.68 3,19 1,76
g(enh)
Capacité de charge 7 7 !
K (ufc mL™) 310 o1 o
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Figure IV-21 : Suivi de la croissance d’Halothiobacillus neapolitanus.
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A. thiooxidans s’est développée dans tous les milieux de culture avec des taux de croissance
tres proches quelle que soit la source de soufre considérée (Tableau 1VV-12 et Figure 1V-22).

Les différences entre ces milieux sont observées essentiellement sur la capacité de charge
maximale. Cette souche bactérienne a une gquantité de biomasse trois fois plus importante si
elle est cultivée en présence de soufre élémentaire que de thiosulfate et une fois et demie plus

importante que sur un milieu sans apport de soufre.

Tableau 1V-12 : Caractéristiques associées a la croissance d’Acidithiobacillus thiooxidans a@ 30 + 1°C et a

un pH de 4,7.
Sans soufre . ISoufre_ Thiosulfate
élémentaire
Temps de latence 45 45 45
(en h)
Taux dglcrmssance 0.15 0.16 0,17
H(enh™)
Temps de demi-vie 6.65 6.25 5.75
g (en h)
Capacite de charge 5 5 5
K (ufc mL™) 4,210 6,0 10 2,210
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Figure 1V-22 : Suivi de la croissance d’Acidithiobacillus thiooxidans.

I\VV-2.3. Discussion

La quasi-totalité¢ des souches bactériennes a un temps de latence similaire, de I’ordre de 2 a 5
heures quel que soit la source de soufre. La seule exception est S. novella cultivée en
autotrophie dont le temps de latence est de 8-10 jours. Les taux de croissances varient en
moyenne de 0,13 & 0,38 h™* et permettent d’ordonner ces souches de la plus rapide & la plus
lente a se multiplier : H. neapolitanus, T. intermedia, A. thiooxidans et enfin S. novella.

Les caractéristiques de croissance des souches bactériennes étudiées dans cette étude et dans
la littérature sont rassemblées dans le Tableau 1V-13.

D’apreés la littérature, S. novella est capable de croitre a des taux de croissance plus élevés que
ceux que nous avons calculé. Pour Klein et Charles [26], le taux de croissance de S. novella
cultivée sur du thiosulfate et en présence d’une solution d’éléments traces est de 0,24 h™*, pour
Beffa et al. [21], elle est de 0,05 - 0,06 h™ pour une culture en autotrophie en présence de
thiosulfate. Enfin les études menés par Hondjuila Miokono et al. [27] ont montré que
S. novella pouvait croitre en autotrophie sur du thiosulfate & un taux de 0,03 h™ ce qui
représente quatre fois la vitesse de croissance de notre souche bactérienne.

Dans le cas de S. novella cultivée en absence d’extrait de levures, des temps de latence tres
variables sont observés indiquant que le métabolisme de cette souche bactérienne s’adapte
plus facilement au soufre élémentaire qu’aux autres sources de soufre. Elle n’a d’ailleurs
montré aucune croissance durant les dix jours de suivi avec de 1’hydrogene sulfuré. Cette
espece est I’une des premiéres a s’implanter sur les matériaux cimentaires [5, 28, 29] puisque
sa gamme de pH de croissance est la plus haute. La présence de soufre élementaire a la
surface des matériaux cimentaires va donc favoriser sa croissance et assurer la mise en place
rapide de la succession de microorganismes.

Concernant la croissance de T. intermedia, Smith et Rittenberg [30] ont estimé le temps de
doublement de leur souche bactérienne en autotrophie et en présence de thiosulfate a 20 h,
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soit un taux de croissance de 0,05 h™. Nos propres résultats nous indiquent que notre souche
n’est pas capable de croitre dans ces conditions en trois semaines.

La croissance de H. neapolitanus est plus rapide dans le cadre de notre étude qu’elle n’est
dans celle de Wood et al. [31] ou de Hondjuila Miokono et al. [27] qui trouvent
respectivement un taux de croissance de 0,22 + 0,04 h™ et 0,10 h™ sur du thiosulfate.

Enfin la croissance d’A. thiooxidans est deux fois plus rapide dans le cadre de notre étude que
dans celle de Hondjuila Miokono et al. [27] (0,09 h™) mais avec un temps de latence
similaire.

Tableau 1V-13 : Synthese des données relatives a la croissance des souches bactériennes retrouvées dans la
littérature. Toutes les souches bactériennes sont cultivées sur du thiosulfate.

Température VlipCiess
Souche Auteurs (eﬁ °C) pH croissance
(enh™)
DSM 506 Beffa et al. [21] 28 7,6 0,05-0,06
ATCC 8093 Klein et al. [26] 29 6 0,24
S. novella DSM 506 Hondjuila Miokono 30+ 2 6.5 0,03
et al. [27]
DSM 506 Notre étude 30+1 6,8 0,008
Souche extraite .
T. intermedia | par London [22] Smith et al. [30] 30 6.8 0,05
DSM 18155 Notre étude 30+1 55 0,20
OSWA Wood et al. [31] 30 73| 0,22+0,04
H. DSM 581 Hondjuila Miokono 30+ 2 6.5 0,10
neapolitanus et al. [27]
DSM 15147 Notre étude 30+1 6,8 0,57
A DsMmso4 | HondiuilaMiokono | g, 5 45 0,09
thiooxidans etal. [27]
DSM 14887 Notre étude 30+1 4,7 0,17

La fagon d’introduire I’H,S dans les suspensions bactériennes est critiquable. Nous avons fait
barbotter de I’H,S a 50 ppm dans les erlenmeyers de culture pendant 1 minute puis nous
avons refermé ces récipients de fagon hermétique a 1’aide de bouchons en plastique. La
quantité de gaz apportée n’est certainement pas suffisante pour atteindre la concentration
désirée en solution. L’H,S étant tres réactif, il a pu réagir avec le récipient. Ceci pourrait
expliquer I’absence de croissance de S. novella et de T. intermedia en présence d’H,S. Une
solution serait de travailler dans un bioréacteur avec un apport contrdlé d’H,S.

Nous avons vu précédemment que 1’oxydation abiotique de I’H,S conduit a la formation de
cristaux de soufre cristallisés a la surface des matériaux cimentaires. Ce soufre n’est pas
soluble dans I’eau [32]. Cependant, 1’oxydation de 1’H,S sur site serait également réalisée par
voie biotique [1-4] conduisant a la formation de soufre aux propriétés différentes du soufre
¢lémentaire formé chimiquement. D’apres Prange et al. [33], il serait composé de longues
chaines de soufre terminées par des groupements organiques. Steudel [34] propose une
composition légerement différente puisque, pour lui, il s’agirait d’un noyau soufté,
principalement de Sg mais contenant quelques inclusions d’autres soufres cycliques, qui serait
entouré par de longues chaines de polythionates. Dans tous les cas, les auteurs s’accordent a
dire que la surface du soufre ainsi formé est beaucoup plus hydrophile. Le test de solubilité
réalise par Janssen et al. [35] valide ce résultat. Ainsi, le soufre biogénique se disperse dans
I’eau et non dans I’hexadécane. Le soufre cristallisé orthorhombique a le comportement
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inverse puisqu’il se disperse dans 1’hexadécane et non dans 1’eau. Cette différence de
comportement rend le soufre issu de I’oxydation chimique de 1’H,S moins disponible pour les
microorganismes. Nos suivis de croissance ayant éteé réalisés a partir de ce type de soufre, il a
¢été plus difficile a assimiler par les souches bactériennes que ne pourrait 1’étre le soufre
rencontré dans les réseaux d’assainissement. Les bactéries ont du produire des tensioactifs
leur permettant de mouiller ces surfaces hydrophobes avant de les utiliser. La production de
ces substances organiques a été montrée pour Acidithiobacillus thiooxidans [36, 37].

L’¢tude de I’ensemble des souches bactériennes indique qu’elles sont capables d’utiliser le
soufre ou le thiosulfate avec des temps de latence similaires (de 2 a 5 heures), sauf dans le cas
de S. novella en absence d’extrait de levures. Ainsi, les différents substrats semblent étre
utilisés par la méme voie métabolique, les bactéries n’ont donc pas la nécessité de produire de
nouvelles enzymes.

Selon Vishniac et Santer [38] 1’oxydation de la source de soufre par les bactéries sulfo-
oxydantes suit un schéma complexe (Figure 1V-23). Tout d’abord, le soufre pénétre dans la
bactérie grace au groupement sulfhydrile (-SH) du glutathion (tripeptide, formé par la
condensation d'acide glutamique, de cystéine et de glycine, noté GSH sous sa forme réduite et
GSSG sous sa forme oxydée) ou par un autre composeé sulfhydrile de celle-ci (Réaction V-
23).

S° +2GSH ——>S% +GSSG+2H* Réaction 1V-23

Une fois le soufre sous forme de sulfure dans la cellule, il est oxydé en soufre élémentaire
(Figure 1V-23 réaction a) qui subit une condensation enzymatique avec un sulfite (Figure 1V-
23 réaction b) pour former du thiosulfate, par la suite oxydé en tétrathionate (Figure IV-23
réaction c¢). L’oxydation du tétrathionate méne a la formation de trithionate (réaction d) et
éventuellement a celle de sulfites (Figure 1\V-23 réaction e). Ces sulfites sont ensuite oxydés
en sulfate (Figure 1V-23 réaction f) mais une partie peut étre réintégrée dans la réaction b. Les
Thiobacillii sont également capables d’oxyder les thiosulfates a la place des sulfures. Pour
cela, il est nécessaire que du thiosulfate et du tétrathionate soient présents simultanément.
Dans ces conditions, le tétrathionate se dismuterait en trithionate et pentathionate (Figure 1V-
23 réaction g). Ce dernier par une autre réaction catalysée par le thiosulfate produirait du
tétrathionate et du soufre (Figure 1V-23 réaction h) qui serait assimilé par la bactérie.
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Figure 1V-23 : Schéma supposé de I’oxydation du soufre par une bactérie [38].

Suzuki [39] propose une suite de réactions catalysées ou non par des enzymes pour expliquer
I’oxydation de 1’hydrogene sulfuré, du soufre et du thiosulfate. Son travail est basé sur
I’action de deux inhibiteurs des réactions d’oxydation. Le N-ethylmaleimide (NEM) est un
agent fixant les thiols qui bloque 1’oxydation des sulfures au stade du soufre ¢lémentaire
puisqu’il impose la formation de I’octet de soufre (Sg). Le 2-heptyl-4-hydroxy-quinole N-
oxyde (HQNO) est un inhibiteur du transport des électrons.

Selon cet auteur, I’hydrogene sulfuré et le soufre élémentaire sont oxydés selon le méme
chemin réactionnel grace a I’intervention de la sulfure oxydase (Réaction 1V-24), d’une
enzyme oxydant le soufre (Réaction 1\VV-27) et de la sulfite oxydase (Réaction 1\VV-29). Durant
ce mécanisme, des électrons sont produits (Réaction IV-25) qui intégrent la chaine de

transfert des électrons ou chaine respiratoire.

Sulfure oxydase :
H,S«—S+2H" +2e"
Chaine respiratoire :

2H" +2e” +102—>H20
2
Réaction 1V-24 + Réaction 1V-25 :

H.,S +%02—>S+H20 (NEM)
Enzyme oxydant le soufre :
S+0,+H,0—H,SO, (HQNO)
Réaction IV-26 + Réaction IV-27 :

H,S +§Oz——>HZSO3 (HQNO)

Sulfite oxydase + chaine respiratoire :

Réaction 1VV-24

Réaction 1V-25

Réaction 1V-26

Réaction 1V-27

Réaction 1V-28
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1 )
H,S0, + EOZ — SO} +2H" Réaction 1V-29
Réaction 1V-28 + Réaction 1V-29 :
H,S +20, ——>SOj‘ +2H" Réaction 1V-30
Réaction 1\V-27 + Réaction 1\VV-30 :
3 )
S +§O2 +H,0<—S07 +2H" Réaction 1V-31

Pour expliquer I’oxydation du thiosulfate, il fait intervenir deux voies métaboliques La
premiere (Réactions IV-27, 1V-29, IV-32 a 1V-35) débute par le clivage de la liaison S-S par
la rhodaneése suivie par I’action d’une enzyme oxydant le soufre. La sulfite oxydase va ensuite
oxyder les sulfite en sulfate en libérant des électrons qui vont intégrer la chaine respiratoire.
Sans I’action d’inhibiteurs, les deux atomes de soufre du thiosulfate vont étre oxydés en
sulfate sous 1’action de deux moles d’oxygene.

Rhodanése (enzyme de clivage du thiosulfate) :

S-S0 +2H,0<—>S +H,SO, +20H" Réaction 1V-32
Enzyme oxydant le soufre :

S+0, +H,0—H,SO, Réaction 1V-27
Reéaction 1V-27 + Réaction 1V-32 :

S-S0, +0O, +3H,0——2H,S0, + 20H " (HQNO) Réaction 1V-33

Sulfite oxydase + chaine respiratoire :

H,SO, + %02 ——S07 +2H" Réaction 1V-29
Reéaction 1V-29 + Réaction 1V-32 :

S-S0, + %02 ——S+S07 (NEM) Réaction 1V-34
Reaction 1V-27 + 2 (Réaction 1V-29) + Réaction IV-32 :

S-S0, +20, + H,0——2S0; +2H" Réaction 1V-35

La seconde voie métabolique (Réaction IV-27, IV-29, IV-36 a 40) commence avec la
condensation de deux thiosulfates en un tétrathionate qui est hydrolysé en thiosulfate, soufre
élémentaire et sulfate. On retrouve ensuite la chaine de réaction du soufre élémentaire et du
thiosulfate de la voie 1.

Enzyme oxydant le thiosulfate + chaine respiratoire :
1 :
25,07 +EOZ +2H"«—S,07 +H,0 Réaction 1V-36

Hydrolase du tetrathionate :
S,07 +H,0—S,07 +S+S0; +2H" Réaction 1V-37
Réaction I1V-36 + Réaction IV-37:
1 :
S,07 + EOZ ——S+S07 (NEM) Réaction 1V-38

Enzyme oxydant le soufre :
S+0, +H,0—H,SO, Réaction 1V-27
Réaction 1\VV-27 + Réaction I\VV-36 + Réaction I\V-37 :
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S,07 + goz +H,0——H,S0, + S0 (HQNO) Réaction 1V-39

Sulfite oxydase + chaine respiratoire :
1 :
H,SO, + 502 ——S07 +2H" Réaction 1V-29

Réaction 1V-27 + Réaction IVV-29 + Réaction IV-36 + Réaction 1VV-37 :
S,07 +20, +H,0——>2S0; +2H " Réaction 1V-40

Ces mécanismes d’oxydation ne correspondent pas exactement au mécanisme plus global
proposé par Vishniac et Santer [38]. Ces auteurs n’ont cependant pas précisé quelle était la
bactérie sulfo-oxydante étudiée, se limitant a décrire le genre plus général qu’est Thiobacilli.
Il est donc possible que les voies d’oxydation soient légérement différentes d’une souche
bactérienne a 1’autre.

Un élément important se dégage de ces suivis de croissances bactériennes. 1l semblerait que
les bactéries sulfo-oxydantes soient capables de se développer sans qu’aucune source de
soufre ne soit apportée dans leur milieu de culture. Or ces souches bactériennes sont réputées
pour oxyder une source de soufre afin de se développer. Elles puisent de cette oxydation des
électrons qui integrent la chaine respiratoire et qui font fonctionner leur métabolisme. La
croissance observée montre que les bactéries ont obtenu de 1’énergie pour leur croissance, il
est donc possible qu’elles puissent oxyder d’autres molécules. Afin de vérifier cette
hypothése, un essai supplémentaire serait nécessaire qui consisterait a repiquer en cascade les
cultures bactériennes en phase stationnaire. Si le milieu de culture possede bien une
hypothétique source d’électron alors une croissance sera mise en évidence sur tous les
milieux, dont celui sans soufre. Dans le cas contraire, la croissance s’arrétera sur le milieu
sans soufre.

Une possibilité pour expliquer cette croissance sans apport de soufre réside aussi dans la
capacité de stockage du soufre dans des vésicules extracellulaires par les bactéries du genre
Thiobacillus [35, 40, 41] (Figure 1V-24).

Figure 1V-24 : Micrographie électronique de soufre excrété par Thiobacillus [35].

La croissance de Starkeya novella et Thiomonas intermedia en présence d’extraits de levures
peut aussi également expliquer cette croissance sans apport de soufre. L’extrait de levures est
un concentré de composes solubles issus de suspensions de levures déshydratés et lysees [42]
qui contiennent de nombreux éléments potentiellement sources de soufre comme les
protéines, les acides nucléiques, les peptides, les acides aminés, les nucléotides, les acides
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aminés dérivés [42-44]. Citons par exemple les deux acides aminés soufres indispensables a la
vie que sont la méthionine et la cystéine. Il semblerait donc que S. novella et T. intermedia
utilisent préférentiellement le soufre contenu dans cet extrait de levures plutét que celui
apporté sous forme de thiosulfate, de soufre élémentaire ou d’Hj,S.

London [22] a étudié la croissance de T. intermedia en autotrophie et en hétérotrophie en
présence ou non d’extrait de levures. Selon lui, cette espece bactérienne est capable de croitre
sans composés soufrés mais nécessite des extraits de levures et une source de carbone
organique de type glucose ou glutamate. Il suggere que la croissance de T. intermedia est
équivalente pour 0,05% d’extraits de levures et 0,5% de thiosulfate (Figure 1\VV-25) mais avec
un temps de latence beaucoup plus long. Ce temps de latence de 11 jours, n’est pas interprété
avec certitude. Il suggére I’existence d’une inhibition initiale qui s’annule d’elle-méme.
London propose également, en liaison avec les travaux de Mechalis et Rittenberg [45], que
ces extraits de levures soient utilisés comme des éléments préfabriqués pour la synthése des
protéines et des acides nucléiques réduisant du méme coup les demandes énergeétiques.
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Figure 1V-25 : Croissance de T. intermedia sous différentes conditions de culture [22].

La croissance des bactéries varie en fonction du type trophique imposé (autotrophie ou
hétérotrophie) et de la source de soufre. Celle-ci ne présente pas les mémes impacts d’une
souche bactérienne a I’autre. On peut donc se demander quel est le type d’environnement
rencontré dans les réseaux d’assainissement. L’effluent d’eau usée apporte de nombreux
composés au biofilm avec lequel il est en contact [46] : des fibres, des protéines, des sucres,
des sources de carbone organique ou encore des molécules oxydables. La composition d’un
effluent est trés variable d’un site a ’autre et dépend fortement de ’origine des apports en
eaux usees (Tableau 1V-14).

Tableau I1V-14 : Paramétres chimiques d'eaux usées selon [46, 47].

Eau usée domestique | Eau usée industrielle
(enmg LY (enmg L™
Demande Chimique en Oxygene 204-440 39 000- 60 000
Carbone Organique Total 50,3-139 -
Azote total 50-70 1 000-1 575
pH - 7-8
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Le biofilm en contact avec I’effluent pourra trés certainement se développer en hétérotrophie
car il trouvera dans I’effluent suffisamment d’éléments. Les conditions d’humidités
retrouvées dans les réseaux d’assainissement font que I’ensemble de la canalisation est
généralement humide. Les courants de convexions charrient jusqu’a la voute des
microgouttelettes d’cau ainsi que les composés volatils issus de 1’effluent [48] (Figure 1V-26).
La composition en éléments minéraux et organiques de la voute est donc le reflet de la
composition de I’effluent.
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Figure 1V-26 : Modélisation des températures sous COMSOL d'une canalisation d'eau usée [48].

Ainsi nous pouvons imaginer que la voute présente des conditions de croissance variable dues
a un apport non homogene des différentes molécules nécessaire a la croissance de toutes les
souches bactériennes. Le biofilm, en fonction des zones considérées et du temps doit passer
de I’hétérotrophie a I’autotrophie et consommer de facon différente 1’ensemble des sources de
soufre oxydé disponibles a la surface du matériau.

Cette variation des conditions trophiques va avoir une influence majeure sur la dynamique des
populations en favorisant ou inhibant certaines especes. On pourrait penser que les bactéries
mixotrophes soient favorisées dans ces environnements changeant par rapport a des
organismes autotrophes stricts mais Gottschal et al. [49, 50] ont montré que la fréquence des
changements est déterminante. Dans des environnements passant rapidement et de maniere
cyclique de conditions d’autotrophies a hétérotrophies, les bactéries autotrophes strictes sont
favorisées. Leur métabolisme reste prét a oxyder une source de soufre réduite contrairement
aux bactéries mixotrophes qui vont voir leur métabolisme s’adapter a chaque changement et
n’auront pas la réactivité nécessaire pour se développer rapidement. Gottschal et al. [49, 50]
I’ont montré a I’aide de trois souches bactériennes (Halothiobacillus neapolitanus :
autotrophe, Paracoccus versutus (anciennement Thiobacillus A2) : mixotrophe [51] et
Spirillum G7 : hétérotrophe) cultivées dans des conditions différentes (soit les proportions
d’acétate et de thiosulfate varient (Figure 1V-27-A) soit des cycles d’autotrophie/hétérotrophie
sont réalisés en alternant le thiosulfate et 1’acétate toutes les 4h (Figure 1V-27-B)).

La Figure 1\VV-27-A montre que Paracoccus versutus est capable de se maintenir quel que soit
le milieu de culture étudié. Quand le quotient [acétate]/[thiosulfate] augmente de 0/40 a 5/30,
le nombre relatif de P. versutus augmente alors que celui de H. neapolitanus diminue et que
S. G7 ne peut pas croitre dans le milieu. Quand le quotient [acétate]/[thiosulfate] diminue de
20/0 a 15/10, le nombre de P. versutus augmente en méme temps que celui de S. G7 diminue
et que H. neapolitanus ne parvient pas a se développer. La partie centrale de ce graphique
indique qu’une coexistence des trois souches bactériennes est possible si les nutriments sont
apportés dans les bonnes proportions.

La Figure IV-27-B démontre que P. versutus initialement présente comme 1’espéce dominante
est progressivement dépassée par S. G7 et par H. neapolitanus a mesure que le milieu est
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soumis aux cycles alternants 20 mM d’acétate durant 4 h puis 40 mM de thiosulfate durant
4 h.
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Figure 1V-27 : A — Résultat de I’essai de compétition entre P. versutus, H. neapolitanus et S. G7 [49]. B —
Compétition en culture continue entre P. versutus, H. neapolitanus et S. G7 pour la culture sur thiosulfate
et acétate en condition limitante en fonction du nombre de changement. Les deux milieux ont été apportés
successivement durant 4 h [50].

volume changes

Kuenen et Beudeker [52] ont mis au point un modéle simplifié (Figure 1\VV-28) permettant de
prévoir le type de population de bactéries sulfo-oxydantes présentes dans des eaux douces
soumises a des taux variables de renouvellement des composés soufrés inorganiques par
rapport aux composés organiques. Ces auteurs prévoient le développement de bactéries sulfo-
oxydantes autotrophes dans des environnements aux conditions trés changeantes. Ce modele
coincide bien avec la dynamique de colonisation des réseaux d’assainissement puisque les
bactéries impliquées dans la biodétérioration des matériaux cimentaires sont soit autotrophes
soit mixotrophes et la derniere bactérie de la succession, A. thiooxidans est une bactérie
autotrophe qui devient majoritaire vis-a-vis de toutes les autres bactéries.
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Figure 1V-28 : Modé¢le prédisant ’apparition de bactéries sulfo-oxydantes en fonction du taux de
renouvellement relatif des composés soufré inorganique réduit et des substrats organique durant des
conditions de croissance limitées en énergie dans des eaux douces [52].

1\V-2.4. Conclusion

L’¢étude de la croissance des différentes bactéries en présence d’une source de soufre variable
montre de réelles différences pour Starkeya novella cultivée en autotrophie qui se développe
majoritairement sur du soufre élémentaire. Les autres souches bactériennes ne semblent pas
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aussi sélectives quant au type de soufre a privilégier et utilisent I’ensemble des molécules
soufrées de maniére aussi rapide.

Les conditions qui favorisent le développement d’une biomasse importante sont a prendre en
considération pour la mise en place d’un essai accéléré. Or, d’apres cette étude, les conditions
les plus favorables varient d’une espéce bactérienne a I’autre et il semble difficile de satisfaire
I’ensemble des souches bactériennes simultanément. Apporter du soufre sous forme
d’hydrogene sulfuré parait étre la meilleure solution car il a la possibilit¢ de s’oxyder en
soufre elémentaire ou en une autre molécule plus oxydée a la surface des matériaux
cimentaires. Les bactéries vont ainsi retrouver toutes les sources de soufres indispensables a
leur croissance respective.

En se développant les bactéries sulfo-oxydantes oxydent les sources de soufre présentes dans
leur milieu jusqu’au composé le plus oxydé, I’acide sulfurique. Par conséquent, il est
indispensable d’étudier I’impact de cet acide sur les différents matériaux cimentaires.

IV-3. Attaque acide

D’aprés la littérature, la biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux
d’assainissement est un phénoméne correspondant, dans sa phase finale, a une production
d’acide sulfurique par des bactéries sulfo-oxydantes acidophiles, il en résulte donc une
attaque acide sur les matériaux cimentaires qui conduit a la dissolution de la matrice
cimentaire et a la formation de produits non cohésifs et/ou expansifs tel que le gypse et/ou
I’ettringite. Ainsi une maniére simple d’étudier cette étape du processus est de recréer
I’attaque acide directement sur les matériaux en les soumettant a une concentration connue
d’acide tout en réalisant un suivi de I’évolution des échantillons et des solutions.

Deux types d’attaques acides ont été réalisés en laboratoire sur deux matériaux cimentaires a
base de ciment Portland ou de ciment d’aluminate de calcium. Les essais sont effectués, d’un
cbté en soumettant les échantillons a une solution acide a différents pH et de 1’autre, a ces
mémes solutions acides mais en renouvelant toutes les 8 et 16 h la solution agressive. Le but
est de mettre en évidence des comportements différents des matériaux suivant le type
d’attaque mis en place.

I\V-3.1. Matériels et méthodes

Deux types d’essais, basés sur des immersions d’échantillons de mortier dans des solutions
d’acide sulfurique a différents pH, ont été réalisés. Ces essais ont une durée de cinq jours.

Le premier essai consiste a immerger un cube de mortier de 2 cm de c6té dans 500 mL d’une
solution d’acide sulfurique a un pH déterminé, variant de 1 a 5,5 (1;2; 3;4,5; 5,5). Toutes
les 24 heures, un prélevement de 20 mL de la solution est effectué pour réaliser un suivi du
passage des ions en solution par analyses ICP. Les pH de la solution et de la surface du
mortier sont également mesurés a chaque échéance.

Le second essai est une immersion d’un cube de mortier de 2 cm de c6té dans 500 mL d’une
solution d’acide sulfurique avec renouvellement de cette solution toutes les 8 et 16 heures.
Pour cet essai, le pH varie également de 1 a 5,5. A chaque renouvellement, les mémes
déterminations que pour le premier essai sont realisees.

164



CHAPITRE IV Etude des mécanismes de biodétérioration

Les échantillons utilisés pour ces essais sont des mortiers gachés avec du sable siliceux
normalisé et avec des rapports E/C de 0,37 et S/C de 1,44. Deux types de ciment ont été
employés, un ciment Portland de type CEM I et un ciment d’aluminate de calcium (CAC+S).
Les solutions d’acide sulfurique ont été¢ obtenues par dilution en cascade a partir d’une
solution a 10 N. Cinq pH ont été étudiés: 1;2;3;4,5et5,5.

I\V-3.2. Résultats

IV-3.2.1. Observation des mortiers

Aprés une semaine d’immersion dans des solutions acides, les échantillons ont changé
d’aspect (Figure 1V-29). Les plus détériorés sont ceux qui ont été exposés a une solution a bas
pH et plus particulierement ceux exposé a pH 1 (CEM | et CAC) et a pH 2 pour le CEM 1.

A / pH 1 2 3 | 45 \ 5.5 \ B
OPC CAC o
] cac déd

Figure 1V-29 : Mortiers a base de ciment Portland (OPC) et de ciment d’aluminate de calcium (CAC)
avant immersion (A) et aprés 5 jours d'immersion dans ’acide sulfurique sans renouvellement (B).

A la fin des essais, les échantillons de mortier ont été coupés en deux pour observer le profil
de la couche de détérioration. Deux indicateurs colorés, ayant des zones de virage distinctes,
ont été pulvérisés sur les échantillons. Les indicateurs colorés utilisés, sont d’une part, la
phénolphtaléine qui a une zone de virage comprise entre 8,2 et 10 avec une forme acide
incolore et une forme basique rose et, d’autre part, le pourpre de bromocresol qui a une zone
de virage comprise entre 5,2 et 6,8 avec une forme acide jaune et une forme basique pourpre.

Ces pulvérisations ont permis de mettre en évidence une zone ayant un pH plus faible en
surface des matériaux (Figures 1V-30 et IV-32). La profondeur maximale de la zone altérée
est de 1 mm pour le pH 1.

Les deux indicateurs colorés donnent des résultats quasiment identiques pour les solutions de
pH 1 et 2 et permettent de voir pour les autres solutions que le pH de surface n’est pas
descendu au-dessous de 7 (Figures I1V-30 et IV-31) lorsque I’essai est réalisé sans
renouvellement de la solution.
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Figure 1V-30 : Photographies des échantillons immergés 5 jours dans de I’acide sulfurique sans
renouvellement, vue de dessus.
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Figure IV-31 : Photographies des échantillons immergés 5 jours dans de ’acide sulfurique sans
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Figure 1V-32 : Photographies des échantillons immergés 5 jours dans de I’acide sulfurique avec
renouvellement.

IV-3.2.2. Evolution des pH

Pour les essais sans renouvellement, les mortiers a base de ciment Portland réagissent avec la
solution d’acide sulfurique pour atteindre un équilibre (Figures IV-33 et 1VV-34). Pour les pH 3
a 5,5, les solutions sont assez rapidement neutralisées par la dissolution des mortiers jusqu’a
une valeur d’équilibre. Au contraire, pour le pH 1, la solution acide impose son pH au
systéme et induit une chute importante et rapide du pH a la surface du mortier. Le pH 2
représente une situation intermédiaire puisque les pH sont conservés a leur valeur initiale
pendant 48h avant qu’une évolution puisse étre observée.
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- /X-
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Figure 1V-33 : Evolution du pH de la solution pour les essais sans renouvellement de la solution acide, du
mortier & base de ciment Portland.
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Figure 1V-34 : Evolution du pH de la surface du mortier pour les essais sans renouvellement de la solution
acide, du mortier & base de ciment Portland.

En ce qui concerne le mortier au ciment d’aluminate de calcium, le pH augmente
progressivement dans la solution non renouvelée et diminue a la surface du mortier pour les
pH de 2 a 5,5 (Figures 1V-35 et 1V-36). Seule la solution a pH 1 reste a ce pH aprés cing
jours. Un équilibre est atteint au bout de 4 a 5 jours et le mortier semble se stabiliser a un pH
de surface de 7.
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Figure 1V-35 : Evolution du pH de la solution pour les essais sans renouvellement de la solution acide, du
mortier a base de ciment d’aluminate de calcium.
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Figure 1V-36 : Evolution du pH de la surface du mortier (B) pour les essais sans renouvellement de la
solution acide, du mortier a base de ciment d’aluminate de calcium.

Avec un renouvellement de la solution acide, nous remarquons pour les mortiers a base de
ciment Portland un phénomene en deux étapes (Figures 1V-37 et 1V-38). Dans un premier
temps (24 a 32 h) le mortier réagit avec la solution acide. 1l en résulte une chute rapide du pH
de surface du mortier et une hausse du pH de la solution. A la fin de cette étape, les équilibres
acide/base sont atteints et les phénoménes de diffusion du cceur vers I’extérieur sont
totalement mis en place. Dans la seconde étape, le systéme reste a 1’équilibre, la solution
acide attaque le mortier sain mais doit au préalable diffuser a travers une zone déja détériorée.
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Figure 1V-37 : Evolution du pH de la solution pour les essais avec renouvellement de la solution acide, du
mortier & base de ciment Portland.
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Figure 1V-38 : Evolution du pH de la surface du mortier pour les essais avec renouvellement de la solution

acide, du mortier a base de ciment Portland.

Avec les mortiers a base de ciment d’aluminate de calcium le méme type de comportement est
observé (Figures 1V-39 et 1V-40). L’évolution du pH en surface des échantillons est
néanmoins plus complexe et provient vraisemblablement de la formation de gel d’alumine en

surface qui créé localement une zone tampon.
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Figure 1V-39 : Evolution du pH de la solution pour les essais avec renouvellement de la solution acide, du

mortier a base de ciment d’aluminate de calcium.
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Figure 1V-40 : Evolution du pH de la surface du mortier pour les essais avec renouvellement de la solution
acide, du mortier a base de ciment d’aluminate de calcium.

Les résultats obtenus pour les essais sans renouvellement de la solution d’acide sulfuré
different de ceux obtenus avec renouvellement. L’essai le plus agressif pour le matériau est
I’essai avec renouvellement. La solution d’acide sulfurique la plus agressive est la solution a
pH 1 qui engendre une chute importante du pH du mortier.

IV-3.2.3. Suivi des pertes de masses

Au cours de I’essai, les échantillons ont été pesés a chaque échéance. La quantité de matiere
perdue au cours du temps pour les pH 1 et 2 est présentée sur la Figure 1V-41 ainsi que les
résultats d’une étude similaire, réalisée par Espinosa et al. [53].

L’étude réalisée par Espinosa et al. [53] porte sur des échantillons parallélépipédiques de
mortier (2x2x10 cm) réalisés a base de ciment Portland ou de ciment d’aluminate de calcium
et avec du sable siliceux. Les mortiers sont formulés selon un rapport E/C de 0,4 et un rapport
S/C de 2.
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Figure 1V-41 : Evolution de la perte de masse au cours du temps et comparaison avec les résultats
d’Espinosa et al. [53].

Le suivi de la perte de masse réalisé sur les échantillons immergés dans une solution acide
avec renouvellement montre que les mortiers ne réagissent pas de la méme fagon suivant le
pH de la solution. Dans le cas d’un pH 1, le mortier au ciment d’aluminate de calcium perd
jusqu’a trois fois plus en masse que le mortier au ciment Portland alors qu’a pH 2, les deux
mortiers perdent une masse comparable.

La comparaison avec 1’étude d’Espinosa et al. [53] montre que les allures de courbes sont
similaires mais que les échantillons de notre étude perdent, de maniére générale, plus de
masse. La différence de perte de masse peut-étre due a la différence dans la géométrie des
échantillons ou a I’état de surface des échantillons avant immersion. En effet, d’apres Zivica
et al. [54], la porosité et donc, dans une certaine mesure, 1’état de surface des échantillons
joue un role important dans la durabilité des matériaux cimentaires face a une attaque acide.
Or les échantillons utilisés pour la présente étude ont été sciés sur deux de leurs faces
présentant donc une surface fragilisée et plus accessible & un agent agressif tel que I’acide
sulfurique alors que les échantillons de I’étude d’Espinosa ont été totalement moulés et
présentent donc une surface moins poreuse.

IV-3.2.4. Suivi du passage des ions en solution

Les Figures 1V-42 a IV-45 présentent 1’évolution des concentrations ioniques (exprimées par
rapport a la surface exposée) en fonction du temps pour les deux types de matériaux et pour
les deux types d’essais. Les évolutions des concentrations en ions lixiviés au cours du temps
pour les échantillons immergés dans les solutions acides de pH 2 a 5,5 sont rassemblées dans
I’annexe k.
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Figure 1V-42 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions en fonction du
temps pour I'essai sans renouvellement d’acide & pH 1.
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Figure 1V-43 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions en
fonction du temps pour I'essai sans renouvellement d’acide & pH 1.
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Figure 1V-44 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions en fonction du
temps pour I'essai avec renouvellement d’acide a pH 1.
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Figure 1V-45 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions en
fonction du temps pour I'essai avec renouvellement d’acide a pH 1.

Deux premicres observations peuvent étre faites pour 1’ensemble de ces courbes d’évolution
des ions en solution :

= Les ions sont extraits en fonction de leur teneur présente initialement dans le matériau. Par
exemple, les mortiers au ciment d’aluminate de calcium qui contiennent beaucoup
d’aluminate présentent une forte teneur en aluminium en solution alors que les mortiers au
ciment Portland conduisent a des concentrations faibles en cet élément.

= Pour tous les pH, I’extraction est plus rapide dans les premiers temps des essais sans
renouvellement mais diminue en fin d’expérience.
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= Les concentrations en ions atteintes pour les essais avec renouvellement de la solution acide
sont le plus souvent inférieures aux valeurs atteintes pour les essais sans ce renouvellement ce
qui peut étre expliqué par la mise en place d’une succession d’équilibres dans le cas du
renouvellement de la solution acide.

Si on s’intéresse au rapport Ca/Al, on remarque qu’il diminue avec 1’abaissement du pH
(Tableau 1V-15), comme ’on également montré Shi et al. [55]. Ceci nous indique que
I’aluminium contenu dans les matériaux cimentaires est plus sensible aux attaques acides que
ne I’est le calcium. D’apres le diagramme de phase d’Al,O3-H,O [56], I"aluminium existe
dans une solution sous la forme de différentes espéces hydratées qui dépendent du pH de la
solution. La solubilité de ces espéeces a pH 1 est plus importante que celle de ces mémes
espéces a un pH plus élevé. Ainsi la concentration en aluminium en solution augmente
significativement avec la chute de pH entrainant la diminution du rapport Ca/Al.

Tableau IV-15 : Evolution du rapport Ca/Al suivant le pH.
pH1 | pH2 pH 3

Sans CEM1 | 12,08 | 48,45 | 125,00
renouvellement | CAC+S | 0,96 3,15 6,54
Avec CEM | 9,23 8,98 73,07
renouvellement | CAC+S | 0,87 2,16 7,50

En tracant les courbes de la concentration en ions libérés en solution en fonction de la racine
carrée du temps (Figures IV-46 et IV-47, Annexe I) on distingue, quel que soit le type d’essai,
une zone linéaire commencant au bout de 24 heures et se terminant aux alentours de 72 a 96
heures. Ceci est caractéristique d’un processus de diffusion.
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Figure 1V-46 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour I'essai
sans renouvellement d’acide a pH 1 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment
d’aluminate de calcium (B).
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Figure 1V-47 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour I'essai

avec renouvellement d’acide a pH 1 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment
d’aluminate de calcium (B).
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Pour les essais sans renouvellement, 1’attaque chimique peut étre représentée par trois étapes
successives. Une premicre étape d’une durée d’environ 24 heures durant laquelle les
processus se mettent en place. La deuxieme étape est marquée de fagon quasi générale par des
processus de diffusion. La derniére étape est un ralentissement des réactions d’attaque
résultant vraisemblablement d’une saturation de la solution.

Dans le cas des essais avec renouvellement, les deux premieres étapes sont observées avec la
phase de diffusion encore active apres 5 jours d’expérience compte tenu du renouvellement de
la solution d’acide.

Si I’on se focalise sur 1’étape de diffusion, la représentation des constantes de diffusion
(pentes des droites des Figures 1V-62 a IV-71) pour chaque élément en fonction du pH
(Figure 1VV-48) permet de tirer plusieurs enseignements de ces essais :

1. Le renouvellement de la solution acide n’influe pas sur la vitesse de lixiviation mise
en place lors de la phase de diffusion. En effet, quel que soit I’élément considéré, les vitesses
(Figure 1V-48) de mise en solution sont similaires & un pH donné et ce malgré des
concentrations en éléments parfois différentes dans les matériaux.

2. Le calcium passe en solution a la méme vitesse (Figure 1V-48) quelque soit le type
de ciment et ce malgre le fait que le ciment d’aluminate de calcium ait une concentration en
cet élément deux fois plus faible que celle du ciment Portland. Cela semble indiquer que le
maximum de solubilité est atteint ou que les hydrates constitutifs des deux matrices
cimentaires de natures différentes se comportent difféeremment.

3. L’aluminium a une vitesse de diffusion différente suivant le matériau. Il passe en
solution quasiment dix fois plus rapidement pour le mortier CAC que pour le mortier CEM 1.
Une explication possible réside dans la concentration initiale de cet élément dans les deux
ciments puisque la concentration en aluminium du CAC est dix fois supérieure a celle du
ciment Portland. De plus, I’aluminium n’est pas présent sous la méme forme dans les deux
ciments et est plus disponible et plus soluble dans le cas du CAC. On peut donc s’interroger
sur I’'impact de I’aluminium sur I’activité bactérienne lors d’une attaque acide.

4. En ce qui concerne le potassium et le sodium, il n’y a aucune influence du type de
ciment sur la vitesse d’extraction. Ces deux €léments, trois et quatre fois moins présents
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respectivement dans le ciment CAC atteignent donc leur maximum de solubilité puisque ce
sont des ions trés solubles.
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Figure 1V-48 : Evolution des vitesses d'extraction de différents éléments en fonction du pH.

1VV-3.3. Mécanisme de 1’attaque acide

La mise en contact d’une solution fortement acide (pH 1 ou 2) avec un matériau cimentaire
conduit a une détérioration importante de la surface de ce matériau.

Le mécanisme d’action de I’acide sulfurique sur des matériaux cimentaires peut €tre expliqué
par un mécanisme en deux voire trois étapes (Figure 1V-49) avec dans un premier temps, la
solution acide qui va réagir sur le matériau cimentaire entrainant une chute rapide du pH de
surface. La deuxiéme étape est la mise en place d’un phénomeéne de « double » diffusion dans
la zone détériorée avec dans un sens, les protons qui diffusent vers le cceur sain du matériau et
de l'autre, les ions mis en solution qui diffusent vers la solution. La troisiéme étape, est la
dissolution totale du matériau. Cette étape n’a pas été observée durant cette étude car les
échantillons ont conservé leur taille initiale. Les pertes de masse sont essentiellement dues au
passage des ions en solution.
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Figure 1V-49 : Schéma d'une attaque acide d'un matériau cimentaire.

Différentes équipes de recherches ont travaillé sur les attaques acides (faibles ou forts) des
matériaux cimentaires [54, 57-59] et leurs résultats montrent que le type de ciment a une
influence majeure dans la durabilité des matériaux cimentaires. Tous montrent que le ciment
Portland est le plus vulnérable face aux attaques acides sauf dans le cas de béton auto-
compactant ou les additions (cendres volantes, poudre de quartz, laitiers de haut-fourneaux)
semblent dégrader la résistance a 1’acide. Pour la majorit¢ des auteurs, les matériaux
cimentaires des plus sensibles au plus durable en présence d’acide sont : le ciment Portland
sans C3A, le ciment Portland, le ciment Portland avec ajout de cendres volantes et le ciment
Portland contenant du laitier. La présente étude va dans le méme sens puisque 1’on peut voir
des différences de comportement entre les deux ciments étudiés d’un point de vue du passage
en solution des ions, de la perte de masse et des observations visuelles.

Certains auteurs comme Helmut [60] précise que les ciments contenant de grandes quantités
d’alumine sont résistant aux solutions acides entre pH 4 et 5, ce que I’on peut observer pour la
présente étude. La meilleure performance de ces ciments comparés a celle des ciments
Portland pourrait étre attribuée non seulement a I’absence d’hydroxyde de calcium mais
également a la présence d’hydrates d’aluminate de calcium plus stables dans la matrice
cimentaire ainsi qu’a la présence d’hydroxyde d’aluminium qui encapsuleraient les produits
d’hydratation et les protégeraient contre 1’attaque acide.

De maniére générale, Zivica et al. [54, 61] concluent dans leurs travaux qu’aucun matériau

cimentaire actuel n’est durable en présence d’une solution acide et qu’il serait nécessaire de
développer une nouvelle génération de liants adaptés aux environnement acides.

I\VV-3.4. Conclusion

L’attaque de matériaux cimentaires par 1’acide sulfurique est une détérioration difficile a
interpréter car elle depend a la fois du type de matériau exposé mais également de la quantité
d’acide mis en contact avec ce matériau. Sans surprise, les pH les plus bas induisent les
détériorations les plus importantes.

Le renouvellement de la solution agressive est un parametre important qui influe grandement
sur la réponse du matériau. Sans renouveler la solution d’acide, on se place dans le cas d’une
exposition limitée a une solution acide. Dans ce cas, la réponse du matériau est en trois
phases : amorgage des mécanismes, diffusion, stabilisation.
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Dans le cas d’un renouvellement de la solution acide, le mécanisme est en deux étapes : une
phase d’amorgage puis une phase de diffusion.

Dans la problématique des réseaux d’assainissement, il faut considérer que 1’on se trouve dans
le cas du renouvellement de la solution agressive car les bactéries produisent en continu de
’acide sulfurique.

S’ils sont utiles pour comprendre les mécanismes de dissolution des matériaux cimentaires,
les essais purement chimiques d’attaque par de D’acide sulfurique ne peuvent pas étre
envisagés pour 1’étude des matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement car ils ne
refletent pas le comportement réel de ces matériaux sur site. En particulier, les étapes
précédant 1’attaque chimique sont fonction de la nature des matériaux cimentaires et il y a
donc nécessité de passer par I’intervention de microorganismes pour définir un essai accéléré
sélectif.

Les essais purement chimiques ne parviennent pas a expliquer la bonne tenue des matériaux
cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium dans les réseaux d’assainissement
puisqu’ils conduisent & une perte de masse importante. Sur site, le pH se stabilise a environ 3-
4 et la perte de masse est négligeable, laissant penser que la matrice est protégée par la
formation d’un gel d’alumine en surface. Dans le but de mieux comprendre les mécanismes
de biodétérioration des matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium, il est
nécessaire d’étudier cette phase hydratée et son impact sur les propriétés du matériau.

IV-4. Influence de I’alumine hydratée

Les essais d’immersion dans des solutions acides ont mis en évidence que les matériaux
cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium ont une résistance plus faible que les
matériaux a base de ciment Portland pour des pH fortement acides (pH 1 ou 2) alors qu’ils
présentent une meilleure tenue sur site. Des essais complémentaires sont donc nécessaires
pour mieux comprendre cette différence de comportement.

L’hydratation des ciments conduit a la formation de composés alcalins qui assurent un pH
¢levé a la solution interstitielle, de I’ordre de 11 a 14 suivant le type de ciment employe.

L’alcalinité des matériaux cimentaires a base de ciment Portland est essentiellement assurée
par la portlandite (Ca(OH),), par les C-S-H (silicates de calcium hydratés) et dans une
moindre mesure par les hydroxydes de potassium et de sodium [62, 63]. Les réactions de la
portlandite et des C-S-H avec un acide conduisent a la formation de sels de calcium
(Réactions IV-41 et IV-42) comme par exemple le sulfate de calcium avec I’acide sulfurique.

C-S-H +2H" ——Ca* +Si0, (aq) Réaction 1V-41
Ca(OH), + 2H* ——Ca* +2H,0 Réaction 1V-42

Les matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium sont basés sur un systeme
chimique différent et 1’alcalinité de ces matériaux est assurée par les principaux aluminates
hydratés (CAHy, C,AHg, C3AHg et AH3) [64]. La réaction des hydrates d’aluminate de
calcium avec un acide (Réactions 1V-43 a IV-45) conduit a la précipitation de trihydrate
d’alumine (AH3 ou Al(OH)3) a la surface des matériaux ou dans la porosité proche et peut
ainsi limiter I’accés au matériau sain sous jacent [29] (Figure 1V-50-A). Par ailleurs, I’AH3 est
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un composé stable sur une large gamme de pH allant de 3-4 a 10 et ne peut étre dissous que
lorsque le pH est infeérieur a 4 (Figure 1\VV-50-B).

CAH,, +2H " ——Ca* +2AI(OH),(s)+8H,0 Réaction 1V-43
C,AH, +4H" ——2Ca* +2AI(OH),(s)+ 7H,0 Réaction 1V-44
C,AH, +6H"——3Ca*" +2AI(OH),(s)+6H,0 Réaction 1V-45
Concentration B
A mol/l
71031
Al(OH) .
Al (aq*
| A0 AI(OH), (aq)
+ Lo, 21,0)
: ; 10-3“ |1 T R |
S o Ly Tt T |4 LN 81 T 1|0 ['JH

Figure 1V-50 : A) Microstructure du gel d'Al(OH); bloquant la porosité. B) Domaine de stabilité de
I'Al(OH); [29].

La quantification de la réserve alcaline passe par la réalisation d’un dosage par un acide fort
du matériau cimentaire mis en solution. Cependant, cette information n’est pas suffisante pour
caractériser le comportement d’un matériau cimentaire dans un environnement acide
puisqu’elle ne laisse pas au matériau le temps de se mettre en équilibre. Pour mieux
appréhender les cinétiques de réaction, il est nécessaire de quantifier la capacité de
neutralisation a I’acide qui se définit, selon la norme XP CEN/TS 15364, comme la quantité
d’acide nécessaire pour abaisser le pH d’une suspension de produit a une valeur donnée.

IV-4.1. Réserve alcaline

La réserve alcaline a été quantifiée pour ’ensemble des mortiers étudi¢s (Chapitre 1I-1) en
faisant varier le type d’acide. Pour certains mortiers (CEM | et CAC+S) cette détermination a
également été réalisée apres carbonatation. Le protocole expérimental consiste a introduire 1 g
de matériau cimentaire broyé finement dans 100 mL d’eau distillée et a réaliser un dosage par
une solution d’acide nitrique (1 M) ou par une solution d’acide sulfurique (0,5 M). Le volume
d’acide introduit et le pH sont mesurés en continu par un titrateur automatique couplé a une
électrode de pH.

L’acide nitrique est utilisé car il correspond au type d’acide généralement employé pour les
méthodes d’essais sur matériaux cimentaires [65]. Le choix de travailler également avec
I’acide sulfurique est motivé par le fait qu’il est le principal agent agressif dans le cadre de
notre étude sur la biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux
d’assainissement.

Comme nous pouvons [’observer sur les Figures IV-51 et IV-52 le type d’acide n’a pas
d’influence majeure sur la quantité nécessaire au dosage des réserves alcalines des différentes
formulations de mortiers. Le mortier a base de ciment CEM | posséde la réserve alcaline la
plus importante et les autres matériaux ont une réserve alcaline similaire.
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Figure 1V-52 : Dosage de la réserve alcaline des différents matériaux cimentaires par de I'acide sulfurique

ao05M.

L’¢tude de I'influence de la carbonatation sur la réserve alcaline indique que les matériaux
carbonatés présentent une réserve alcaline beaucoup plus faible que les matériaux non
carbonatés (Figures IV-53 et IV-54).

La carbonatation engendre des modifications de la matrice cimentaire par réaction avec les
hydrates. Dans le cas des matériaux cimentaires a base de ciment Portland, les C-S-H sont
décalcifiés avec une diminution tout d’abord du rapport Ca/Si, puis avec une transformation
en gel de silice hydraté trés poreux [66]. Quand le pH est inférieur a 10, les C-S-H riches en
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silice (typiquement pour des rapports Ca/Si inférieur a 0,65) coexistent avec un gel de silice
[67]. De plus, la portlandite, I’ettringite ((CaO)s (Al203)(SO3)3, 32H,0) et les phases AFm
(monosulfate de calcium hydraté : ((CaO)s(Al,03)(CaSQ,), 12H,0)) réagissent également
avec le CO, pour étre transformées respectivement en carbonate de calcium, gypse (CaSOy,,
2H,0) et alumine (Al,O3). Dans le cas des matériaux cimentaires a base de ciment
d’aluminate de calcium, le dioxyde de carbone réagit avec tous les hydrates présents pour
donner du carbonate de calcium et des aluminates hydratés (Réactions 1V-46 a IV-48) [64].
Des monocarboaluminates peuvent également se former de maniére transitoire.

CAH,, + CO, —>CaCO, + AH, + 7H,0
C,AH, +2C0O, —>2CaCO, + AH, +5H,0
C,AH, +3C0O,—>3CaCO, + AH, +3H,0

Réaction 1VV-46
Réaction 1VV-47
Réaction 1VV-48
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Figure 1V-53 : Dosage de la réserve alcaline des mortiers CEM | non carbonaté et carbonaté par de
I’acide nitrique a 1M et par de ’acide sulfurique a 0,5 M.
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Figure 1V-54 : Dosage de la réserve alcaline des mortiers CAC+S non carbonateé et carbonateé par de
P’acide nitrique a2 1M et par de ’acide sulfurique a 0,5 M.

I\V-4.2. Capacité de neutralisation a 1’acide

La capacité de neutralisation a I’acide a ét¢ mesurée en suivant le protocole fixé par la norme
XP CEN/TS 15364 intitulée « Caractérisation des déchets. Essais de comportement a la
lixiviation. Essai de capacité de neutralisation acide et basique ». 15 grammes de mortier
broyé finement sont introduits dans un flacon de 250 mL. 150 mL d’acide nitrique sont
ensuite introduits en trois fois (t = 0, t+30 min et t+2 h) pour éviter une exothermie excessive.
Le pH mesuré a 44 et 48 heures a 1’aide d’une ¢€lectrode de pH est considéré a 1’équilibre si la
variation est inférieure a 0,3 unité. Dix concentrations en acide nitrique ont été étudiées
(Tableau 1V-16) sur les mortiers a base de CEM | et de CAC+S.

Tableau IVV-16 : Concentration en acide nitrique contenu dans les 150 mL de chaque flacon.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 041|081 | 123|204 | 286 | 367 | 408 | 490 | 571

H;O"
(en mol L™

La capacité de neutralisation a I’acide du mortier au ciment d’aluminate de calcium diminue
rapidement pour se stabiliser a un pH compris entre 3 et 4 (Figure 1\VV-55). La réaction de six
moles d’acide avec chaque mole de trihydrate d’alumine (Réaction 1V-49) augmente
considérablement la capacité de neutralisation a I’acide des ciments d’aluminate de calcium.
De plus, la précipitation/dissolution progressive de I’AH3 entraine que I’intérieur du matériau
cimentaire est protégé de ’acide [68].

AH, +6H" ——2AI* +6H,0 Réaction 1V-49

Comme les attaques acides des mortiers au ciment d’aluminate de calcium conduisent a la
transformation des hydrates (CAHj, C,AHg et C3AHg) en AH3, ces matériaux ont un fort
potentiel de réponse aux environnements acides.
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Au contraire, le mortier au ciment Portland posséde une capacité de neutralisation a 1’acide
initiale plus importante mais elle chute de fagcon continue et devient nulle pour des
concentrations en acide plus faibles.

14

—-—CEM144h —=CEMI[48h -—=CAC+S 44h —+CAC+S 48h

N
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d
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Capacité de neutralisation a I'acide (moles H;0* g-)

Figure 1V-55 : Capacité de neutralisation & I'acide des mortiers CEM | et CAC+S a 44 et 48 h apres
I’ajout d’acide nitrique.

1V-4.3. Formation du gel d’alumine hydraté

Les mortiers au ciment d’aluminate de calcium ont donc une meilleure résistance a 1’acide
que ceux a base de ciment Portland car plus d’acide est nécessaire pour annuler le pouvoir
tampon d’une quantité de matiére initiale identique.

La détermination de la réserve alcaline et de la capacité de neutralisation a 1’acide donnent
deux informations complémentaires. La premiére permet de connaitre la quantité de base
directement accessible lors d’une attaque acide et la quantité d’acide que peut recevoir une
matrice cimentaire en continue. La seconde laisse plus de place aux cinétiques de réactions et
permet d’apprécier le pouvoir tampon d’une matrice cimentaire face a un apport ponctuel
d’acide.

Si on laisse le temps aux ciments d’aluminate de calcium de s’équilibrer avec un
environnement acide, ils sont capables de créer une couche qui va les protéger pendant un
temps plus long que ne le permettrait leur réserve alcaline initiale. Cette résistance est
attribuée a la capacité tampon du gel d’alumine formé a plus haut pH qui va fixer le pH de
surface du mortier a des valeurs comprises entre 3 et 4. Cette particularité de 1’alumine
hydratée participe donc grandement au bon comportement des matériaux cimentaires a base
de ciment d’aluminate de calcium sur site car elle explique la stabilisation du pH de surface a
des valeurs voisines de la zone de stabilité du gel d’alumine. On peut donc faire I’hypothése
que la production d’acide a la surface des canalisations d’assainissement est suffisamment
lente, ou met suffisamment de temps a se mettre en place, pour que le matériau ait le temps de
créer une couche de gel d’alumine qui le protege.
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Pour observer la formation du gel d’alumine hydraté nous avons immergé pendant 24 heures
une éprouvette de mortier a base de ciment d’aluminate de calcium dans une solution d’acide
sulfurique a pH 3. Le pH a ensuite été remonté progressivement a des valeurs supérieures a 4

pour atteindre la zone de stabilité du trihydrate d’alumine. L’échantillon est resté immergé
pendant 40 jours.

Ces conditions d’immersion ont conduit a la formation d’une couche blanche gélatineuse a la

surface de 1’échantillon de mortier (Figure 1V-56). Visuellement et mise a part cette couche,
I’échantillon n’est pas dégradé.

Figure 1V-56 : Photographie de I’échantillon de mortier CAC+S iergé pendant 40 jours dans une
solution d'acide sulfurique présentant la formation d’un gel en surface de I’éprouvette.

La couche blanche récupérée a été séchée et analysée par diffraction des rayons-X. Le
diffractogramme obtenu (Figure IV-57) se caractérise par une ou plusieurs phases cristallisées
responsables des raies fines et une autre phase mal cristallisée responsable des raies larges. La
phase cristallisée principale est identifiee comme étant de la bayerite, une alumine hydratée
(raie & 4,74 A). Les quatre raies de diffraction larges correspondent a de la boehmite, un
oxyde d’aluminium hydraté (AIO(OH)). Un épaulement visible a 4,83 A peut étre une autre
alumine hydratée comme la nordstrandite ou gibbsite, toute deux polymorphes de la bayerite.
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Figure 1V-57 : Diffractogramme du produit blanc formé en surface de I'échantillon de CAC+S immergé
dans une solution d'acide sulfurique.
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A la fin de la période d’immersion, de la phénolphtaléine a été¢ pulvérisée sur une coupe de
I’échantillon pour mettre en évidence les zones de pH (Figure 1V-58). Ce test montre que
I’échantillon n’est attaqué qu’en surface ce qui peut également étre un indice du role
protecteur que peut jouer 1I’Al(OH); en précipitant a la surface de 1’échantillon.

49
Figure 1V-58 : Test a la phénolphtaléine sur la section de I'échantillon de mortier CAC+S immergé
pendant 40 jours dans une solution d'acide sulfurique a pH 4,5.

1V-4 4. Influence du trihydrate d’alumine sur la croissance de bactéries

Comme les matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium se couvrent d’un
gel d’alumine en surface, il nous a semblé important d’étudier I’impact de ce type de composé
sur la croissance des bactéries impliquées dans le processus de biodétérioration. Nous avons
donc suivi la croissance de différentes souches bactériennes en présence de trihydrate
d’alumine.

Pour cela, 0,1 mL d’une suspension bactérienne de Starkeya novella, Thiomonas intermedia,
Halothiobacillus neapolitanus ou Acidithiobacillus thiooxidans en phase plateau a été réparti
sur des boites de pétri contenant leur milieu de culture (voir Chapitre 111-2.2) additionné de 20
g L™ d’Agar. 0,25 g de trihydrate d’alumine stérile est ensuite saupoudré sur la moitié de la
gélose. Enfin, les boites de Pétri sont incubées a 30+1°C pendant respectivement 24 h, 48 h,
24 h et 5 jours avant dénombrement.

La masse de trihydrate d’alumine apportée résulte d’une estimation de la quantité
potentiellement présente en solution lors d’une attaque acide. Nous nous sommes basé sur
I’épaisseur de la couche d’altération formée durant 1’attaque acide a pH 1 pour réaliser ce
calcul (voir Chapitre 1V-3).

D’aprés les résultats présentés dans la Figure 1V-59 et le Tableau 1V-17, I’alumine hydratée a
un effet inhibiteur sur la croissance des bactéries étudiées puisque moins de colonies se sont
développées sur la partie avec alumine. Cette inhibition est trés probablement due a la
présence d’une concentration d’ion aluminium a la surface de la gélose qui interagit avec les
colonies bactériennes. Elle est importante pour S. novella, T. intermedia et H. neapolitanus
mais beaucoup moins marquée pour A. thiooxidans. Seidel et al. [69] ont également montré
que P’apport d’alumine a 2 et 10% dans le milieu de culture d’A. thiooxidans induit une
augmentation du temps de latence mais n’influe pas sur leur croissance a proprement parler.
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On peut donc penser que dans les réseaux d’assainissement si les premicres souches
bactériennes impliquées dans la succession de colonisation sont inhibées par 1’aluminium, la
derniere souche, A. thiooxidans, aura plus de mal a s’implanter.

Se= 1 | 7 - -
Figure IV-59 : Impact du trihydrate d’alumne (moitié gauche) sur la croissance de Starkeya novella (A),
Halothiobacillus neapolitanus (B), Thiomonas intermedia (C) et Acidithiobacillus thiooxidans (D).

Tableau 1V-17: Résultat de D'impact du trihydrate d’alumine sur la croissance de bactéries.
Dénombrement réalisé en triplicata.

Nombre de Nombre de colonies par demi-
Dilution colonies sur boite
boite témoin Sans Alumine | Avec Alumine
S. novella 10" 340 155 + 18 17+3
T. intermedia 107 36 23+3 5+1
H. neapolitanus 10 206 77 +15 16 +3
A. thiooxidans 10 139 65+ 8 52 +12

IV-4.5. Conclusion

L’alumine a un réle important dans la bonne tenue des matériaux cimentaires a base de ciment
d’aluminate de calcium dans les réseaux d’assainissement. Elle permet de stabiliser le pH de
surface des matériaux cimentaires a une valeur proche de 3-4 augmentant considérablement la
capacité de neutralisation a 1’acide. Sa teneur élevée en aluminium induit également une
limitation de la croissance des bactéries impliquées dans le processus de biodétérioration et
donc une plus faible production d’acide en surface du matériau. Ainsi cette phase est en
grande partie responsable de la bonne tenue des matériaux cimentaires a base de ciment
d’aluminate de calcium dans les réseaux d’assainissement.
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I\VV- Conclusion

La biodéterioration des matériaux cimentaires dans la partie aérienne des réseaux
d’assainissement est la conséquence d’une succession de quatre étapes qui aboutissent a la
ruine des canalisations. Cette ¢tude s’est porté sur trois d’entres elles : I’oxydation abiotique
de I’hydrogene sulfuré en soufre élémentaire, 1’influence de la source de soufre sur la
croissance des bactéries sulfo-oxydantes impliquées dans le phénomeéne de biodétérioration et
enfin I’attaque acide et ses conséquences sur les matériaux cimentaires.

L’étude de I’oxydation abiotique de 1’hydrogene sulfuré, la premiére étape de ce processus,
permet de conclure qu’il est nécessaire d’étre dans des conditions d’humidité relative
importante pour que cette réaction soit possible et conduise a la formation de cristaux de
soufre de forme majoritairement orthorhombique. L’humidité relative a une influence forte
sur I’oxydation de I’H,S a la surface des matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate
de calcium convertis puisqu’a 75% d’humidité relative, la quantit¢ de soufre retrouvé en
surface est deux fois plus importante qu’a la saturation. L’influence de I’humidité relative est
moins marquée pour les autres matériaux. Par ailleurs, la transformation de 1’hydrogéne
sulfuré en soufre élémentaire a la surface des matériaux cimentaires nécessite 1’intervention
d’un catalyseur représenté par une particule métallique (Cu, Fe, Zn) ou par un cation (Ca2+)
dans les aureoles de transitions. La composition du matériau influe également sur
I’importance de 1’oxydation étant donné qu’un matériau cimentaire a base de ciment Portland
favorise plus I’oxydation de I’H,S qu’un matériau cimentaire a base de ciment d’aluminate de
calcium.

L’oxydation de I’hydrogene sulfuré ne s’arréte pas nécessairement au soufre ¢lémentaire mais
peut conduire a la formation d’autres composés soufrés tels que le thiosulfate ou les
polythionates. Les microorganismes présents en surface des matériaux cimentaires vont
utiliser ’ensemble de ces molécules soufrées comme source d’énergie pour faire fonctionner
leur métabolisme en produisant de ’acide sulfurique. L’étude de la croissance de souches
bactériennes sélectionnées ne permet pas de conclure avec certitude sur 1’influence de la
source de soufre puisque ces bactéries semblent utiliser 1’ensemble des molécules soufrées
aussi facilement. Il est donc nécessaire d’utiliser de I’hydrogéne sulfuré car ce gaz s’oxyde
jusqu’a des stades différents fournissant toutes les sources de soufre nécessaire a la croissance
de I’ensemble des bactéries. Le type trophique imposé aux souches bactériennes est aussi
important dans le cas des bactéries mixotrophes car leur taux de croissance est fortement
ralentit mais permet d’atteindre pour S. novella une biomasse plus importante. Identifier les
meilleures conditions de croissance permet d’optimiser la production d’acide sulfurique
produit qui va pouvoir interagir avec le matériau cimentaire.

Une matrice cimentaire soumise a une attaque acide conduit a la dissolution de la pate de
ciment et a la formation de produits non cohésifs et/ou expansifs tel que le gypse et ou
I’ettringite. La concentration de 1’acide et son renouvellement sont déterminants pour les
mécanismes mis en jeu. Lorsqu’un matériau cimentaire est soumis a une quantité limité
d’acide, une réaction en trois temps va se mettre en place avec tout d’abord une phase
d’amorgage suivie d’une phase de diffusion et d’une phase de stabilisation. Ces trois phases
correspondent a trois vitesses de lixiviations différentes des ions constitutifs de la matrice
cimentaire. Quand un matériau cimentaire est mis en contact avec une quantité d’acide
constamment renouvelée, les mécanismes mis en place n’atteignent pas la phase de
stabilisation. La matrice cimentaire du matériau est rongée petit a petit par 1’acide. Dans ces
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deux situations, plus I’acide est concentré (plus son pH est bas) et plus il détériore les
matériaux cimentaires. Ceux a base de ciment d’aluminate de calcium se dégradent
d’avantage que les matériaux cimentaires a base de ciment Portland lorsqu’ils sont soumis a
de I’acide sulfurique a bas pH (1-2). Or sur site, les matériaux cimentaires a base de ciment
d’aluminate de calcium sont plus durables comme leur pH se stabilise a 3,5-4. Cette
stabilisation est due a la formation d’une couche protectrice d’alumine hydratée en surface et
dans la porosité qui va considérablement augmenter le pouvoir tampon de ces matériaux tout
en limitant les échanges avec I’environnement agressif. Ce gel riche en aluminium est une des
raisons pour lesquelles les matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium ont
une meilleure durabilité sur site puisqu’il a également un effet bactériostatique plus ou moins
marqué sur la plupart des bactéries sulfo-oxydantes étudiées.

L’¢étude des mécanismes de biodétérioration des matériaux cimentaires dans les réseaux
d’assainissement a permis de faire ressortir différentes informations indispensables en vue de
développer et mettre au point un essai acceléré en laboratoire.
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V-Introduction

Comme nous I’avons explicité dans 1’étude bibliographique, la biodétérioration des matériaux
cimentaires dans les réseaux d’assainissement est un phénomeéne complexe qui préoccupe les
gestionnaires de systémes d’assainissement compte tenu de 1’évolution actuelle qui conduit a
I’augmentation de la présence d’hydrogeéne sulfuré. En effet, la tendance générale est a
I’agrandissement du linéaire de conduite pour collecter les eaux usées issues des habitations
des zones de plus en plus reculées engendrées par 1’étalement urbain. Parallélement, la
politique économique aggrave cette situation puisqu’elle est de plus en plus contraignante et
encourage a optimiser les colts en réduisant le nombre de postes de traitement des eaux usees,
ce qui allonge les temps de rétention des effluents et favorise la formation d’hydrogéne
sulfuré. De méme, la prise de conscience générale des probléemes environnementaux, associés
aux problémes économiques actuels, conduit les usagers a réduire leur consommation d’eau
ce qui génere des effluents davantage chargés en matiére organique et minérale et qui aboutit
encore une fois a ’augmentation de la production d’hydrogéne sulfuré. Cette hausse de
production conduit a 1’aggravation des problémes de biodétérioration des matériaux
cimentaires dans les réseaux d’assainissement. Par conséquent, il devient impératif
d’identifier les matériaux les plus adaptés et les plus durables pour répondre aux conditions
agressives rencontrées dans ce type d’environnement.

Il existe des textes normatifs (NF EN 206-1, XP P18-305) relatifs aux matériaux cimentaires
qui prennent en compte la durabilit¢ de ces matériaux en s’appuyant sur des classes
d’expositions. Les zones des réseaux d’assainissement touchées par la biodétérioration sont
classées en tant qu’environnement a forte agressivité chimique (XA3) compte tenu que la
concentration en H,S y est supérieure & 10 mg m™ et une liste exhaustive de matériaux est
recommandée par le fascicule de documentation FD P18-011 pour assurer une certaine
durabilité¢ tout en réduisant les colts d’entretiens et de gestion. Il s’agit des ciments CEM
I1I/A, B et C, CEM V/A et B conformes a la norme NF P 15-319, des ciments d’aluminates de
calcium conformes a la norme NF EN 14647 et des ciments CEM IV/B conformes a la norme
NF EN 197-1. La mise au point d’un essai accéléré est toutefois indispensable, d’une part,
pour identifier les matériaux les plus aptes a résister a 1’attaque acide résultant de 1’activité
des microorganismes et, d’autre part, pour enrichir ou mieux définir la liste de matériaux
préconiseés.

Notre objectif est de définir un essai accéléré qui puisse étre normalisé, c'est-a-dire dont les
parametres sont totalement maitrisés et validés. En nous basant sur les travaux menés par
différentes équipes de recherches et nos propres études sur plusieurs types de matériaux
cimentaires ayant des comportements tres différents sur site, nous avons défini un essai
accéléré qui recré en laboratoire les conditions aériennes d’un réseau d’assainissement.

Les essais d’attaque acide sur les mortiers au ciment Portland et au ciment d’aluminate de
calcium nous ont montré que les essais purement chimiques ne sont pas adaptés pour étudier
la durabilité des matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement puisque les mortiers
au ciment d’aluminate de calcium résistent bien en conditions réelles mais se dégradent
totalement lors d’immersion dans des solutions acides a pH 1 ou 2. Ainsi I'implication de
microorganismes est essentielle pour arriver a recréer les caractéristiques des matériaux
cimentaires observées sur site (pH, évolution de la surface,...).

La littérature donne une liste de bactéries sulfo-oxydantes généralement trouvées a la surface
des matériaux cimentaires soumis a la biodétérioration [1, 2]. Avec les connaissances acquises
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sur ces bactéries nous pouvons fixer la température de 1’essai accéléré a 30°C, ce qui
correspond a leur optimum de croissance [3, 4]. Ces microorganismes utilisent différentes
sources de soufre pour croitre et produire de 1’acide sulfurique. Leur fournir de I’hydrogéne
sulfuré permet d’obtenir toutes les sources possibles de molécules soufrées a différents
niveaux d’oxydation car ce gaz s’oxyde a la surface des matériaux cimentaires en soufre
¢élémentaire ou d’autres produits soufrés plus oxydés comme les thiosulfates ou les
polythionates.

Les expositions réalisées in situ nous indiquent que cet essai acceléré doit fonctionner avec
une concentration moyenne en H,S de 30 a 50 ppm pour étre proche des conditions du site S2
(Chapitre IIT) ou on observe des dégradations importantes. L’humidité doit également étre
régulée pour permettre la condensation puisqu’en période « séche », aucune dégradation n’est
observable.

L’Université de Hambourg a mis au point dans les années 90 une chambre de biodétérioration
qui répond a I’ensemble de ces critéres mais cet essai reposait sur une inoculation a partir de
microorganismes issus d’une zone impactée par les phénomenes de biodétérioration du réseau
d’assainissement de la ville de Hambourg. Dans le but de réaliser un essai accéléré qui puisse
étre normalisé, il nous a semblé indispensable d’utiliser des souches bactériennes issues de
collection.

Nous allons exposer dans ce chapitre I’ensemble des choix que nous avons fait pour arriver a
I’essai proposé. Pour cela, le matériel et les méthodes employés sont décrits puis nous
analysons les résultats de I’exposition de cinq formulations de mortier. Enfin, une analyse
critique de I’essai est faite en vue de sa future amélioration.

V-1. Définition de Pessai

La mise au point d’une enceinte pour la réalisation d’un essai accéléré en laboratoire qui
représente les conditions rencontrées dans les réseaux d’assainissement doit passer par une
maitrise totale des parameétres environnementaux que sont la température, I’humidité relative
et la concentration d’H,S. Cette enceinte de grand volume, pour comparer un nombre
important d’échantillons, doit étre la plus homogene possible au niveau de son atmosphere
afin d’assurer les mémes conditions de détérioration a tous les échantillons exposés. Enfin, cet
essai doit étre basé sur la pulvérisation d’une succession bactérienne, qui permet de diffuser
les bactéries et leur milieu de culture sans passer par une phase d’immersion qui engendre
généralement la formation de précipités en surface des matériaux [5, 6] et modifie également
les conditions chimiques au niveau de ces surfaces.

Pour répondre a I’ensemble de ces criteres nous nous sommes fondés sur un systéme
expérimental mis au point pour 1’étude de la corrosion des métaux qui est I’essai au brouillard
salin. En effet, ce type d’essai basé sur la norme ISO 9227 utilise une chambre d’essai dans
laquelle une solution saline est vaporisée sur les échantillons a tester dans des conditions
définies d’humidité et de température.

V-1.1. Enceinte de biodétérioration

La chambre d’essai choisie (ASCOTT S1000XP) a un volume utile de 1 m® (Figure V-1). Elle
est équipée d’un systeme de contrdle de la température et de I’humidité relative ainsi que d’un
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systeme de pulvérisation utilisé pour vaporiser la suspension bactérienne sur les échantillons.
L humidité relative est controlée grace a 1’introduction d’une quantité importante d’eau dans
le fond de I’enceinte qui est chauffée par une résistance a une température supérieure de
quelques degrés (2-3°C) de celle de I’atmosphere. Cette différence de température provoque
I’évaporation de I’eau qui condense sur toutes les surfaces. Le réglage de I’humidité relative,
de la température et de la pulvérisation est personnalisable au moyen d’un programme.

Figure V-1 : A — Schéma de I’enceinte de biodétérioration, 1 - Panneau de contrdle, 2 —Capteurs de
température et d’humidité relative, 3 — Buse de diffusion, 4 — Résistance chauffante, 5 — Solution diffusée
dans I’enceinte, 6 — Echantillons, 7 — Pompe péristaltique pour la solution a pulvériser. B - L’enceinte de

biodétérioration de cette étude.

Nous avons procédé a differents controles a la réception de I’enceinte pour vérifier que les
caractéristiques de I’atmosphere étaient bien homogenes dans tout le volume de la chambre
d’essai. La température, fixée a 30°C, et ’humidité relative, définie a saturation, ont été
suivies par I’utilisation de mini-enregistreurs de température et d’hygrométrie positionnés en
trois points de la chambre. Le premier a été placé a I’avant gauche, le second au fond sur le
milieu et le dernier a ’avant droite. Par ailleurs, le contrdle de ces parameétres est également
géré par I’enceinte elle-méme et les mesures peuvent étre consultées et extraites pour
s’assurer de son bon fonctionnement.

La température et I’humidité relative sont homogenes dans 1’enceinte de biodétérioration mais

il faut attendre quelques heures (Figures V-2 et V-3) pour que 1’atmosphére soit régulée
convenablement.
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Figure V-2 : Suivi de la température en trois points dans I'enceinte de biodétérioration (consignes : 30°C,
100% HR). Moyenne : 30,6 + 0,45°C.
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Figure V-3 : Suivi de I’humidité relative en trois points dans l'enceinte de biodétérioration (consignes :
30°C, 100% HR). Moyenne : 98 £ 0,45.

L’homogénéité du systéme de pulvérisation a également été controlée en vaporisant de I’eau a
I’intérieur de 1’enceinte qui contenait onze récipients identiques répartis sur toute la surface
(Figure V-4). Deux pulvérisations successives, de 36 minutes et 1h36, ont été effectuées avec
a chaque fois un suivi de la masse des récipients.
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Figure V-4 : Contréle de I’homogénéité de la pulvérisation.

La pulvérisation est homogéne au sein de 1’enceinte de biodétérioration sauf pour les
positions 6, 9 et 10 qui regoivent plus d’eau (Figure V-5). Il a ainsi été décidé d’éviter de
positionner les échantillons au niveau de ces zones pour avoir des conditions de détérioration
homogeénes.

Masse d'eau (en gramme)

Mpg
mfnu tes )

Te

8
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Figure V-5 : Suivi de la masse des verres utilisés pour contréler I'homogénéité du systeme de
pulvérisation.
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V-1.2. Systéeme de ventilation

D’aprés les travaux menés a Hambourg, un systéme de ventilation est nécessaire pour assurer
une bonne homogenéité des caractéristiques environnementales dans la chambre et accélérer
les échanges entre I’atmosphére et la surface des matériaux. L’ajout d’un tel systéme a permis
a Ehrich et al. d’atteindre un facteur d’accélération de 24 [7], c'est-a-dire que 1’exposition
d’un échantillon pendant 1 an dans leur enceinte représente 24 ans d’exposition dans le réseau
d’assainissement choisi pour modele. Sans ce brassage de [’atmosphere, le facteur
d’accélération est divisé par trois [8].

Notre choix s’est porté sur un ventilateur centrifuge. Ce type de ventilateur est constitué d’une
roue a aubes entrainée par un moteur qui tourne dans un stator épousant la roue. Ce stator
comporte deux ouvertures, la premiére alimente la partie centrale de la roue en fluide, lequel
pénetre par dépression et est soufflé par effet centrifuge par le second orifice. Ce type
d’appareil permet une régulation modulée du débit d’air en maintenant une pression
constante.

L’atmosphére de la chambre étant corrosive, une attention particuliere a été portée a la
composition des matériaux du systeme de ventilation. Le ventilateur retenu est intégralement
constitué de polypropylene avec un moyeu en nylon graffité (Figure V-6). Les raccordements
entre 1’enceinte et le ventilateur sont réalisés a partir de tuyau en polychlorure de vinyle.
L’ensemble de ces matériaux a une bonne tenue en présence d’hydrogene sulfuré a
température ambiante.

ey
Figure V-6 : Systéme de ventilation de I'enceinte de biodétérioration.

Ce ventilateur tourne a une vitesse de 1 500 tours par minute, aspire ’air dans la partie basse
de ’enceinte et le réémet directement a ’intérieur. Le flux, d’environ 230 m® h'l, est orienté
vers la partie haute de la paroi inclinée afin d’imposer un débit d’air qui va brasser la totalité
de I’atmosphere.

L’homogénéité du systéme de ventilation de la chambre de biodétérioration a été contrdlée en
disséminant des éléments mobiles de petite taille sur toute la superficie du capot puis en
enclenchant le ventilateur. Le flux imposé a mis en mouvement 1’ensemble des éléments nous
indiquant que tout I’air de I’enceinte est brassé.
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V-1.3. Approvisionnement en hydrogene sulfuré

L’essai accéléré se base sur ’emploi d’hydrogéne sulfuré comme source de soufre pour la
croissance des bactéries sélectionnées. L’un des buts de ce travail étant de mettre au point un
essai normatif, il est important de contréler au mieux la concentration d’H»S.

Deux fagons d’apporter de I’hydrogeéne sulfuré ont été testées. La premiére correspond a
I’utilisation de bouteilles d’H,S commercial a 20, 50 ou 500 ppm couplées a un régulateur de
débit fixé 2 0,017 L min™. La concentration des bouteilles d’H,S a été augmentée au cours du
temps selon le planning détaillé dans la Figure V-7.

600

500 500 ppm

50 ppm
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Figure V-7 : Evolution au cours du temps des concentrations d’H,S en bouteille apportées dans I'enceinte
de biodétérioration.

L’autre fagon d’approvisionner 1’enceinte en hydrogéne sulfuré est la production en
laboratoire de ce gaz a partir d’'un mélange de sulfure de sodium (NayS) et d’acide
chlorhydrique (HCI) (Réaction V-1) comme c’est le cas pour les travaux de Gutiérrez-Padilla
etal. [9].

2HCI + Na,S —H,S(aq) + NaCl Réaction V-1

L’hydrogéne sulfuré étant un ampholyte, il est en équilibre avec les autres formes de sulfures
(Figure V-8). De ce fait, il est nécessaire de se placer dans la zone de pH ou I’H,S est
dominant pour en optimiser 1’émission, c'est-a-dire pour des valeurs comprises entre 0 et 7.
Par conséquent, la production d’hydrogene sulfuré doit étre réalisée en dosant une solution
d’acide chlorhydrique par une solution de sulfure de sodium.
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Pourcentage relatif de sulfure

pH
Figure V-8 : Diagramme de prédominance des sulfures en fonction du pH.

La production d’H,S (Figure V-9) est réalisée a 1’aide d’un titrateur automatique (A) qui
introduit la solution de sulfure de sodium (B) & 0,32 M (25 g L™) avec un débit de 0,06 mL
min™ dans 750 mL d’une solution d’acide chlorhydrique (1M) (C) sous forte agitation (D). Un
faible débit d’air comprimé est introduit dans le flacon de titration (E) pour acheminer 1’H>S
gazeux émis vers I’enceinte (F). Le suivi de la concentration en H,S est réalisé directement
dans la chambre d’essai a I’aide d’un capteur de type Odalog.
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Figurg V-9 : Systeme de production de I'hydrogene sulfuré.

V-1.4. Approvisionnement en bactéries sulfo-oxydantes

L’essai accéléré se base sur I’introduction de bactéries sulfo-oxydantes sensees représenter la
succession naturelle rencontrée in situ [1, 2]. Les souches bactériennes selectionnées
(Starkeya novella (DSMZ 506), Thiomonas intermedia (DSMZ 18155), Halothiobacillus
neapolitanus (DSMZ 15147) et Acidithiobacillus thiooxidans (DSMZ 14887)) sont cultivées
dans des réacteurs de grand volume (7 L) suivant les recommandations de DSMZ (voir
Chapitre 11-2.2).

Deux manieres d’introduire ces souches bactériennes dans 1’enceinte de biodétérioration ont
été essayées. Dans un premier temps, nous avons inoculé les échantillons de mortier en
pulvérisant deux cultures en alternance tous les dix jours correspondant au mélange a méme
volume des trois souches neutrophiles d’une part et d’A. thiooxidans d’autre part. Par ailleurs,
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nous avons utilisé un autre milieu de culture unique pour toutes les souches bactériennes
(Tableau V-1) mis au point par I’équipe de recherche de 1’université d’Hambourg [10]. Tous
les 15 jours, 160 mL de chacune des suspensions bactériennes sont préleves, centrifugés a
3000 g pendant 10 minutes a 20°C puis mis en suspension dans 1 L de milieu de culture.
Cette suspension bactérienne est ensuite introduite au niveau du systeme de pulvérisation pour
étre vaporisée dans la chambre de biodétérioration.

Tableau V-1: Composition pour un litre de milieu de culture utilisé pour I'enceinte de biodétérioration,
d’aprés [10].

Masse (en g)
KH,PO, 0,4
K;HPO, 0,4
NH,CI 0,4
MgCl, 6H,0 0,65

La modification de I’introduction des bactéries dans 1’enceinte de biodétérioration a été
effectuée en méme temps que le changement sur I’apport d’hydrogéne sulfuré.

Quelle que soit la solution choisie pour apporter les bactéries sulfo-oxydantes, nous avons
programmé [’enceinte de biodétérioration pour gérer la pulvérisation de la suspension
bactérienne. Ce programme débute par une phase d’humidité saturée a 30°C pendant 23,9
heures et se termine par la pulvérisation de la suspension bactérienne pendant 0,1 heure. Ce
cycle de programmation permet de conserver un environnement humide et d’apporter une fois
par jour les nutriments et les microorganismes indispensables a la colonisation des surfaces.

V-1.5. Prélevement des échantillons

Tous les mois, la chambre est ouverte pour observer [’avancée du phénomene de
biodétérioration et des photos sont prises pour I’ensemble des échantillons. Trois échantillons
de chaque formulation sont ensuite récupérés pour analyser leur évolution. Ces échantillons
sont pesés puis photographiés et le pH de surface est mesuré a 1’aide de papier pH. Chacun
des échantillons est ensuite soumis a une analyse spécifique. Le premier échantillon est fixé
pour observer dans un premier temps par épifluorescence avec deux marqueurs fluorescents
(Dead/Live), I’un rouge pour mettre en évidence les cellules mortes et I’autre vert pour les
cellules vivantes. Puis sa surface est examinée au microscope électronique a balayage pour
mettre en évidence le biofilm et les structures formées. Les deux derniers échantillons sont
plongés dans 10 mL d’eau distillée, passés 10 min dans un bain a ultrason et trois analyses
biochimiques sont pratiquees. La premiére est une mesure d’ATP, la seconde est un
dénombrement des bactéries par épifluorescence aprés marquage au DAPI et la derniére, un
dosage des protéines. Les détails des modes opératoires sont rassemblés dans les annexes d a

g.

V-2. Résultats

Le développement d’un essai accéléré normatif nécessite d’utiliser des paramétres clairement
définis. Nous avons travaillé selon deux conditions expérimentales qui différent dans la fagon
de fournir I’hydrogéne sulfuré et le milieu de culture nécessaires au développement des
microorganismes. Dans le premier cas, nous avons approvisionné I’enceinte de
biodétérioration avec de 1’H,S en bouteille et en utilisant une alternance de deux milieux de
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culture. Dans le second cas, I’H,S est produit par réaction chimique et un seul milieu de
culture est utilisé.

V-2.1. Premiéres conditions expérimentales

La solution la plus simple pour approvisionner I’enceinte de biodétérioration en hydrogeéne
sulfuré semble étre 1’utilisation de bouteilles de gaz commerciales dont la concentration est
fixée et qui sont couplées a un régulateur de débit. Cependant, les mesures effectuées
directement dans 1’enceinte de biodétérioration ne correspondaient pas a la valeur de la
concentration de consigne. Par exemple, en utilisant une bouteille d’H,S a 500 ppm, nous ne
mesurons que 15 ppm au bout de 2h30 (Figure V-10). Des essais de laboratoire ont été
réalisés pour comprendre cette différence de concentration.
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Figure V-10 : Evolution de la concentration en H,S mesurée dans la chambre d’essai pour 500 ppm
introduit.

Nous avons introduit dans la phase aérienne de deux réacteurs de 1’H,S & 20 ppm. Le premier
contient un volume d’eau, le second contient une poche d’air utilisée pour occuper une place
équivalente au volume d’eau. Ainsi, la phase atmosphérique a un volume comparable dans les
deux cas et nous pouvons étudier I’impact de la présence d’eau sur la concentration d’HjS.
Cet essai est constitué de deux phases, la premiére est la montée en concentration jusqu’a
atteindre un équilibre. La seconde est le suivi de la chute d’H,S a partir de cet équilibre. Ces
deux étapes permettent d’obtenir un suivi cinétique de 1’augmentation et de la baisse de la
concentration en hydrogéne sulfuré.

Ces suivis (Figure V-11) nous indiquent qu’en présence d’eau, la concentration d’H,S atteint
un seuil différent de la concentration injectée (15 ppm au lieu de 20 ppm) et avec une
cinétique plus lente qu’en absence d’eau. Par conséquent, ce gaz se dissous et/ou s’oxyde en
présence d’eau. Il en va de méme quand 1’apport d’H,S est coupe, la disparition de ce gaz est
plus rapide en présence d’eau. Le grand volume d’eau introduit dans le fond de la chambre
d’essai et I’environnement humide impose donc une chute de la concentration en H,S.
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Figure V-11 : Suivi de I’augmentation et de la baisse de la concentration en H,S dans un réacteur
contenant de I’air ou de ’eau. L’H,S est introduit avec une concentration de 20 ppm.

Les échantillons exposés dans 1’enceinte de biodétérioration ont été étudiés sur une période
d’un an malgré la faible concentration en hydrogene sulfuré.

Lorsque I’H,S est apporté a partir d’un mélange d’air reconstitué en bouteille et que
I’alternance des milieux de cultures est utilisée, les échantillons se couvrent progressivement
de cristaux et de précipités (Figure V-12). Au bout d’un an, les échantillons de mortier a base
de ciment CEM I, CAC+S et CAC+A en sont majoritairement recouverts alors que les
mortiers contenant du laitier de hauts-fourneaux (CEM Il et CAC+L) sont moins impactés
par ces altérations. Ces derniers présentent néanmoins en surface des dépots faiblement
adhérents qui font penser a des microchampignons de par leur texture. Les échantillons de
mortier montrent une tres faible évolution aprés un an passés dans ’enceinte de
biodétérioration (Figure V-13).

CEM I CEM Il CAC+L CAC+A

CAC+S
— &

87 jours
d’exposition

311 jours
d’exposition

| S— |
Figure V-12 : Détails des faces des échantillons exposés 87 et 311 jours dans la chambre d'essai
approvisionnée en H,S en bouteille.
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Figure V-13 : Evolution des échantillons de mortier exposés pendant 374 jours dans I’enceinte de biodétérioration suivant les premiéres conditions expérimentales.
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La masse de chaque échantillon a été mesurée a chaque échéance (Figure V-14). Nous
constatons que les évolutions sont similaires quelle que soit la matrice cimentaire considéreée.
En effet, tous les échantillons prennent de la masse durant les trois premiers mois puis se
stabilisent. Cette évolution de la masse est attribuée a la saturation en eau des échantillons.
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Figure V-14 : Evolution de la masse des échantillons de mortiers soumis a I'essai accéléré suivant les

premiéres conditions expérimentales.

Les mesures du pH (Figure V-15) nous indiquent que les mortiers de ciment CEM 1 ont un pH
initialement élevé qui diminue pour se stabiliser a des valeurs proches de 6. Les mortiers au
laitier (CEM 1III et CAC+L) ont un pH qui varie peu tout au long de I’exposition alors que
ceux au ciment d’aluminate de calcium (CAC+S et CAC+A) subissent dans un premier temps
une augmentation du pH puis une chute importante, de 1’ordre de trois uniteés.
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Figure V-15 : Evolution du pH de surface des matériaux cimentaires soumis a I'essai accéléré suivant les
premiéres conditions expérimentales.

Les biofilms formés & la surface des différents échantillons de mortiers ont été caractérisés du
point de vue de leur biomasse (denombrement au DAPI) et de leur activité (quantification de
I’ATP et dosage des protéines). Les dénombrements réalisés a plusieurs échéances (Figure V-
16) nous indiquent que le nombre de microorganismes présents au cm? est similaire pour
toutes les matrices cimentaires testées et qu’il n’y a pas d’évolution particuliére de la quantité

de bactéries au cours du temps.
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Figure V-16 : Dénombrement de la population microbienne présente a la surface des échantillons de
mortiers soumis a I'essai accéléré suivant les premieres conditions expérimentales.
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De maniére générale (Figure V-17) la quantit¢ d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) est passée
de 10° RLU (Unité Relative de Lumiére) pour les échantillons sans exposition & 10’-10° RLU
pour ceux qui ont séjournés dans 1’enceinte de biodétérioration.
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Figure V-17 : Evolution de la quantité d'ATP mesurée a la surface des échantillons de mortiers soumis a
I'essai accéléré suivant les premiéres conditions expérimentales.

La concentration en protéines a été mesurée durant les derniéres échéances (Figure V-18) et
permet d’observer des différences de comportement entre les échantillons de mortier. Les
échantillons de mortier de CAC+S ont un pic de la quantité de protéines a 280 jours. Les
échantillons de mortier de CAC+A ont une concentration de protéines toujours plus
importante que les autres échantillons et qui quintuple lors de la derniere échéance. Les autres
échantillons présentent une faible augmentation de la concentration en protéines sur les trois
derniéres analyses.
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Figure V-18 : Evolution de la concentration en protéines par cm? des échantillons de mortiers soumis &
I'essai accéléré suivant les premiéres conditions expérimentales.

L’ensemble des échantillons se sont recouvert d’une couche plus ou moins épaisse de
phosphate de calcium (Figure V-19) issu des milieux de culture. Le phosphate de calcium
prend la forme de petites aiguilles qui s’accolent au fur et & mesure pour former une couche
homogeéne.

Figure V-19 : Observation au MEB de phosphates de calcium sur les échantillons de mortiers CEM I (A),
CAC+S (B) et CAC+A (C) exposés 316 jours.

L’observation des échantillons exposés durant 281 jours dans I’enceinte de biodétérioration
(Figures V-21 & V-25) a permis de mieux apprécier la différence de colonisation des
matériaux. Le mortier CEM | (Figure V-20) se couvre quasi totalement d’un biofilm a I’aspect
cotonneux.
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3

Figure V-20 : Observation au MEB de la surface du mortier CEM | exposé durant 281 jours dans
I'enceinte de biodétérioration. A- Biofilm recouvrant la matrice cimentaire et cristal de soufre détérioré.
B- Biofilm recouvrant la matrice.

Les observations en microscopie électronique réalisées sur le mortier CEM 111 nous montrent
un biofilm plus épars associé a des phases déteriorées (Figure V-21-A). Il est également
possible d’observer des zones ou les bactéries, regroupées en amas, sont associées en
chainette a la surface du mortier (Figure V-21-B).

] s S 0um
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Figure V-21 : Observation au MEB de la surface du mortier CEM 111 exposé durant 281 jours dans
I'enceinte de biodétérioration. A- Biofilm et phase détériorée. B- Amas de bactéries associées en chainette.

Les bactéries observées a la surface du mortier de ciment d’aluminate de calcium CAC+S
(Figure V-22-A) ne sont pas cohésives et ne forment donc pas de biofilm. Il est toutefois
possible d’observer localement des phases détériorées (Figure V-22-B).
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5.0 k 11 m

Figure V-22 : Observation au MEB de la surface du mortier CAC+Sexposé durant 281 jours dans
I'enceinte de biodétérioration. A- Bactéries réparties sur la surface. B- Phase détériorée.

Il en va de méme pour les échantillons de mortier de ciment d’aluminate de calcium CAC+L
puisque des bactéries sont observables mais pas sous la forme de biofilm (Figure V-23-A). On
notera la présence d’une contamination de la chambre d’essai par un microchampignon
(Figure V-23-B) qui ne semble pas entrainer de détérioration du matériau.

Xposé durant 281 jours dans
I'enceinte de biodétérioration. A- Amas de bactéries cohésives. B- Microchampignon sur gel d’alumine.

Les échantillons de mortier de ciment d’aluminate de calcium CAC+A sont essentiellement
recouverts d’un gel d’alumine qui a tendance a recouvrir toute la surface. Malgré tout, il est
possible de voir des structures biologiques en des endroits localisés. Les microorganismes
sont surtout observés associés a de longs filaments riches en carbone (Figure V-24-A) mais
nous avons également pu constater la présence de spores fongiques ou bactériennes (Figure
V-24-B). Une spore bactérienne est la forme de résistance que prend une bactérie stressée
pour s’isoler de son environnement. Quand les conditions deviennent a nouveau favorables,
cette spore va germer et donner un nouvel individu viable. Tant qu’elle est sous forme de
spore, la bactérie perd sa capacité a se diviser.
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Figure V-24 : Observation au MEB de la surface du mortier CAC+A exposé durant 281 joursdans
I'enceinte de biodétérioration. A- Fibre riche en carbone colonisée par des bactéries. B- Spores (fongiques
ou bactériens).

Les observations des matériaux cimentaires réalisées par microscopie électronique a balayage
nous indiquent que le biofilm est plus important sur les matériaux cimentaires a base de
ciment Portland et plus particulierement sur le CEM I. Lors de ces observations, nous avons
constaté que les cristaux de soufre de tailles trés variables présents en surface ont une
morphologie particuliere (Figures V-25 a V-28). lls apparaissent parfois sous la forme
classique rhomboédrique mais le plus souvent, ils présentent une forme monoclinique ou une
forme intermédiaire mal définie. De plus, ces cristaux ont une texture de surface granuleuse
sur laquelle des bactéries sont parfois visibles. Nous notons également 1’absence de cristaux
de soufre a la surface du mortier au ciment d’aluminate de calcium CAC+L a cette échéance.

Les cristaux de soufre retrouvés sur le mortier au ciment Portland CEM | sont fortement
détériorés (Figure V-25-A). lls sont également creux et présentent un film en surface. Certains
cristaux présentent des bactéries a leur surface (Figure V-25-B) qui sont pris dans une fine
matrice adhérente.

Figure V-25 : Cristaux de soufre observés au MEB a la surface des échantillons de mortier CEM | exposés
281 jours dans I'enceinte de biodétérioration. A- Cristaux de soufre détériorés. B- Bactéries sur un cristal
de soufre.

Les anfractuosités des cristaux formés sous la configuration rhomboédrique sont plus
clairement visibles sur les matrices cimentaires a base de ciment CEM I1l1 (Figure V-26-A). Il
semble que les faces des cristaux soient majoritairement attaquées alors que la forme générale
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du cristal est conservée puisque les arrétes sont intactes. Les cristaux les plus attaqués (Figure
V-26-B) exhibent un voile translucide a leur surface qui épouse totalement la structure du
cristal.

Figure V-26 : Cristaux de soufre observés au MEB a la surface des
exposés 281 jours dans I'enceinte de biodétérioration. A- Cristaux de soufre détériorés. B- Gros plan d’un
cristal de soufre détérioré

Cette peau est également observable sur les cristaux formés sur les échantillons de mortier a
base de ciment d’aluminate de calcium CAC+S (Figure V-27) quelle que soit leur forme.

1

Figure V-27 : Cristaux de soufre observés au MEB a la surface des échantillons de mortier CAC+S
exposes 281 jours dans I'enceinte de biodétérioration. A- Cristal de soufre rhomboédrique bioaltéré. B-
Cristal de soufre monoclinique bioaltéré.

La peau des cristaux de soufre formés sur les échantillons de mortier au ciment d’aluminate
de calcium CAC+A peut étre trés travaillée (Figure V-28-A) et donne au cristal une apparence
martelée. Les cristaux de soufre rencontrés sur gel d’alumine (Figure VV-28-B) sont beaucoup
moins détériorés mais présentent toujours un voile.
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300 13 ym
Figure V-28 : Cristaux
exposés 281 jours dans I'enceinte de biodétérioration. A- Cristaux de soufre détériorés. B- Cristal de

soufre sur gel d’alumine.

Les analyses effectuées sur I’ensemble des échantillons exposés en présence d’une faible
teneur en hydrogéne sulfuré (bouteille) et d’une alternance de milieu de culture nous
indiquent la présence de microorganismes actifs qui oxydent le soufre élémentaire présent en
surface des échantillons. Les matériaux cimentaire a base de ciment Portland (CEM | et CEM
IIT) se couvrent d’un biofilm au contraire des échantillons de mortier au ciment d’aluminate
de calcium (CAC+S, CAC+L et CAC+A) sur lesquels les bactéries semblent isolées. L’essai
n’est pas totalement au point car la teneur en hydrogene sulfuré n’est pas suffisante pour
recréer les conditions rencontrées dans les réseaux d’assainissement et la couche de phosphate
de calcium qui s’est formée sur les échantillons a empéché la matrice cimentaire d’interagir
avec I’atmosphere de la chambre d’essai.

V-2.2. Secondes conditions expérimentales

Compte tenu de la précipitation de phosphate de calcium a la surface des matériaux
cimentaires soumis a 1’essai de biodétérioration, il est apparu nécessaire de modifier la
composition du milieu de culture pulvérisé. Ce nouveau milieu contient entre 7,5 et 10 fois
moins de phosphate que les milieux initiaux. Par ailleurs, la teneur en hydrogéne sulfuré
représentait également un frein dans le processus de biodétérioration. Etant donné le nombre
de bouteilles nécessaire, de la concentration d’H,S a utiliser pour atteindre une concentration
suffisante dans la chambre d’essai, de la dangerosité associée et de leur coft, il est apparu plus
simple de produire directement de I’H,S au niveau de la chambre de biodétérioration.

La production d’H3S est réalisée par titration d’une solution d’acide chlorhydrique par une
solution de sulfure de sodium (Réaction V-1). Les paramétres choisis permettent d’atteindre
dans I’enceinte de biodétérioration une concentration moyenne de 38 ppm stabilisée au bout
de 18 heures (Figure V-29). Il est intéressant de noter que les périodes de pulvérisation
entrainent des chutes journaliéres de 5 ppm d’H,S dans la chambre d’essai (Figure V-29) mais
la concentration de ce gaz revient a I’équilibre en 3 heures, ce qui est satisfaisant.
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Figure V-29 : Suivi de la concentration d’H,S dans la chambre d’essai.

Les échantillons exposés dans 1’enceinte de biodétérioration avec ces nouveaux parametres
subissent des modifications visuellement plus évidentes en surface dés le premier mois
d’exposition (Figure V-30). La matrice cimentaire des échantillons de mortier CEM |,
CAC+S et CAC+A s’assombrie sans engendrer de modification de la géométrie des
échantillons. Au contraire, les échantillons de mortier CEM 11l et CAC+L ne semblent pas
évoluer.
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Figure V-30 : Echantillons de mortier soumis a 1'essai accéléré avec production d’H,S au laboratoire et
milieu de culture unique.

La masse de ’ensemble des échantillons de mortier augmente rapidement a cause de leur
prise en eau (Figure V-31). Si nous comparons la prise de masse a 2 mois pour les
échantillons exposés suivant les deux conditions expérimentales nous constatons que ceux
exposés a de I’H,S produit en laboratoire ont pris 1% en masse en plus.
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Figure V-31 : Evolution de la masse des échantillons de mortiers soumis a I'essai accéléré suivant les

secondes conditions expérimentales.

L’évolution du pH de surface des échantillons de mortiers (Figure V-32) suit les mémes
tendances que les échantillons soumis aux premiéres conditions expérimentales puisque
durant 1,5 mois le pH des échantillons restait stable sauf pour le mortier de ciment CEM | qui
avait subit une augmentation de 3 unités de pH. Nous retrouvons cette augmentation du pH du
mortier de ciment CEM | mais elle est trois fois moins importante. De maniére générale, le
pH est stable sur ces deux premiers mois d’exposition.
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Figure V-32 : Evolution du pH de surface des matériaux cimentaires soumis a I'essai accéléré suivant les

secondes conditions expérimentales.

Le dénombrement des microorganismes présents a la surface des matériaux cimentaires
étudiés (Figure V-33) ne montre pas d’évolution particuli¢re de la biomasse.
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Figure V-33 : Dénombrement de la population microbienne présent a la surface des échantillons de
mortiers soumis & I'essai accéléré suivant les secondes conditions expérimentales.

La quantité d’ATP augmente sensiblement a la premiére échéance mais se stabilise lors de la
seconde échéance (Figure 1V-34).
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Figure V-34 : Evolution de la quantité d'ATP mesurée & la surface des échantillons de mortier soumis a
I'essai accéléré suivant les secondes conditions expérimentales.

Le dosage des protéines ne semble pas indiquer de différences importantes de comportement
entre les différents échantillons (Figure V-35). Néanmoins, deux échéances ne suffisent pas a
déterminer avec certitudes les tendances d’évolution.
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Figure V-35 : Evolution de la concentration en protéines par cm? des échantillons de mortiers soumis &
I'essai accéléré suivant les secondes conditions expérimentales.

L’évaluation de 1’état physiologique des microorganismes a été réalisée en utilisant un kit de
deux fluorochromes qui va marquer les cellules intactes en vert et celles endommagées en
rouge.

Les bactéries vivantes mises en évidence par ce marquage (Figure V-36) sont essentiellement
retrouves en association avec des cristaux de soufre (Figure V-36-B, D et E). Ces cristaux
apparaissent blancs sur les images en microscopie optique classique. Par ailleurs, les
microorganismes sont plus présents sur les matrices cimentaires a base de ciment Portland que
de ciment d’aluminate de calcium puisque la coloration verte y est plus intense.

Les microorganismes se développent essentiellement sur la matrice cimentaire et plus

particuliérement a I’interface entre les granulats et la pate de ciment comme illustré par la
Figure V-37.
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Live Dead

Optique

Figure V-36 : Marquage du biofilm formé en 28 jours sur les différentes matrices cimentaires a I’aide du
kit Live/Dead®. A- CEM I, B- CEM I11, C- CAC+S, D- CAC+L, E- CAC+A. Les barres blanches
correspondent a 20 um et les barres noires a 100 um.
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Optique _ Live Dead

Figure V-37 : Marquage du biofilm formé en 58 jours sur un mortier au ciment CEM | (A) et sur un
mortier au ciment CAC+S (B) a I’aide du kit Live/Dead®. Les barres blanches correspondent & 200 pm.

La surface des eéchantillons a été observee par microscopie électronique a balayage. En deux
mois d’exposition, les échantillons ne montrent pas d’évolution particuliére de leur surface.
Le phosphate de calcium retrouvé en abondance avec les premicres conditions d’essai n’est
pas visible avec I’emploi de ce nouveau milieu de culture.

Les analyses microbiologiques (dénombrement au DAPI, mesure d’ATP, dosage des
protéines et marquage au Dead/Live) indiquent qu’un biofilm s’est formé sur la surface des
matrices cimentaires de ’ensemble des échantillons de mortier. Ces biofilms permettent
essentiellement la croissance de microorganismes neutrophiles car le pH de surface est
stabilisé a des valeurs comprises entre 6 et 10. Par ailleurs, les échantillons se sont imprégnés
d’eau, en moyenne a hauteur de 4% et ne sont pas dégradés. L’évolution visuelle est
néanmoins prometteuse puisqu’elle rappelle I’évolution des échantillons exposés sur le site S2
durant les premiers mois.

V-3. Discussion

L’évolution visuelle des échantillons de mortier soumis a 38 ppm d’H,S et au milieu de
culture amoindri en phosphate rappelle 1’aspect des échantillons exposés quatre mois sur le
site S2 (132 jours) puisque la pate de ciment s’assombrie. Cette transformation n’avait pas eu
lieu avec la premiére série d’échantillons exposée a de faibles teneurs en H,S (bouteille). Le
noircissement est tres certainement di a la présence de sulfure en surface des matériaux qui
n’ont pas été mis en évidence par microscopie électronique a balayage. Les échantillons
exposés dans I’enceinte de biodétérioration montrent un noircissement de leur surface en
quelques heures seulement. Cette coloration s’intensifie ensuite progressivement mais ne
semble pas toucher les échantillons contenant du laitier de haut fourneau (CEM Il et
CAC+L). Cette distinction indique que la matrice cimentaire influe sur cette coloration. Une
différence majeure entre les échantillons de mortier au laitier de hauts-fourneaux et les autres
échantillons est leur teneur en fer, le ciment Portland en contient 3,31%, le ciment
d’aluminate de calcium 2,25% alors que le laitier de hauts-fourneaux n’en contient que 0,4%.
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Il est donc possible que I’assombrissement des échantillons de mortier résulte d’une formation
de sulfures de fer a la surface des mortiers. D’autres précipités ont également pu se former tel
que des thiocyanates. Ehrich [10] indique que I’exposition d’échantillons dans la chambre de
biodétérioration de Hambourg entraine également un changement de couleur mais dans son
cas, la surface passe du gris au marron et est attribuée a la croissance du biofilm.

La prise de masse des échantillons de mortier des deux conditions expérimentales évoluent de
la méme maniére mais ceux exposés a une teneur d’H,S plus importante et au milieu de
culture amoindri en phosphate prennent plus rapidement de la masse. Cette différence de
I’ordre de 1% est potentiellement due a I’impact du milieu de culture. Moins de phosphates
étant présent en solution, ils ne peuvent pas précipiter a la surface des matériaux ni dans sa
porosité. Ainsi I’cau imprégne facilement les matériaux. Une autre hypothése pour expliquer
cette différence de masse réside dans I’influence de I’hydrogéne sulfuré vis-a-vis de la
carbonatation. D’aprés Joseph et al. [11] la réduction abiotique du pH intervenant au début du
processus de biodétérioration des matériaux cimentaires est essentiellement engendrée par
I’H,S et non par le CO,. La carbonatation entraine un blocage de la porosité par formation de
carbonate de calcium (CaCOg) tandis que I’attaque directe de I’H,S mene a la formation de
produits solubles. La porosité restant accessible, I’eau peut imprégner les échantillons plus
facilement.

Les échantillons exposés dans I’enceinte de biodétérioration prennent plus rapidement de la
masse que les échantillons exposés sur site. Cette différence de comportement peut étre
expliquée par le fait que sur site I’humidité relative varie et conduit ponctuellement au
séchage partiel des échantillons. Les conditions utilisées pour 1’essai accéléré assurent la
condensation constante de 1’eau dans la chambre ce qui sature rapidement les échantillons en
eau.

L’ensemble des échantillons de mortiers exposés dans 1’enceinte de biodétérioration ont leur
pH de surface qui a chuté pour se stabiliser a environ 6. Ce pH correspond au domaine de
prédominance des souches bactériennes neutrophiles et est notamment plus proche de
I’optimum de croissance d’Halothiobacillus neapolitanus. En théorie, Thiomonas intermedia
devrait croitre en faisant chuter le pH jusqu’a des valeurs de ’ordre de 3-4 mais elle ne
semble pas étre suffisamment active pour y parvenir. La souche sélectionnée pour 1’essai
accéléré a été isolée a partir d’une eau douce naturelle, ce qui pourrait expliquer ses difficultés
a crofitre sur des matrices minérales.

L’évolution du pH de surface des échantillons de mortiers exposés dans la chambre de
biodétérioration peut étre comparée a I’évolution de ces mémes échantillons sur site. Les
échantillons de mortiers soumis aux premieres conditions expérimentales (faibles teneur en
H,S et milieux de cultures riches en phosphates) ont un pH qui se stabilise en un an a environ
7 pour ’ensemble des échantillons alors que sur site, le pH atteint une valeur d’environ 6 en
4,3 mois (132 jours). Ces premieres conditions expérimentales ne sont donc pas optimales.
Les échantillons exposés selon les secondes conditions expérimentales (teneur d’H,S = 38
ppm, milieu de culture pauvre en phosphates) permettent d’atteindre en 2 mois des valeurs
plus proches de celles retrouvees sur site. Cette évolution plus rapide du pH est engageante
quand a la mise au point de 1’essai accéléré.

Selon Roberts et al. [1] et Islander et al. [12] la production d’acide sulfurique devient

importante dés lors que les microorganismes acidophiles s’implantent a la surface des
matériaux cimentaires. Le pH de nos échantillons étant trop élevé pour qu’Acidithiobacillus
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thiooxidans puisse coloniser efficacement la surface, nous n’avons pas constaté de
dégradation. En effet, cette souche bactérienne est capable de croitre a partir d’un pH de 5,5
mais avec un temps de latence élevé et un taux de génération () faible [13 - 15].

Les souches bactériennes sont vaporisées dans I’enceinte de biodétérioration en méme temps
qu’un milieu de culture qui a une influence importante sur les échantillons. La solution
initialement choisie qui consistait a pulvériser les milieux de culture de croissance des
bactéries dans la chambre a entrainé la formation d’une couche de phosphate de calcium qui a
protégé les matrices cimentaires de 1’impact direct de 1’hydrogéne sulfuré et surtout des
microorganismes. Les phosphates de calcium sont des composés tres peu solubles
(4,3 107 g L™ pour le CaHPO,, 2 102 g L™ pour le Cas(PO,),) qui ont fortement limité les
interactions entre les échantillons de mortier et le milieu extérieur. Le nouveau milieu de
culture pulvérise contient entre 7,5 et 10 fois moins de phosphate que les milieux initiaux. Les
observations au microscope électronique a balayage des échantillons de mortier soumis a ce
nouveau milieu de culture ne montrent pas de phosphate de calcium. Nous nous
affranchissons donc de son influence pour les nouveaux échantillons exposés.

Les biofilms présents & la surface de chacun des échantillons se stabilisent en 1 & 3 mois & 10’
individus par cm?. Cette valeur est cohérente vis-a-vis des travaux d’Ehrich [10] puisque leurs
¢chantillons se couvrent d’une biomasse majoritairement comprise entre 10° et 10® bactéries
par cm®. La chute du nombre de bactéries & la premiére échéance (Figures V-16 et \VV-33) est
trés certainement due au changement d’environnement des échantillons de mortiers qui
possédaient initialement une certaine microflore adaptée aux conditions du laboratoire.
L’introduction des échantillons dans 1’enceinte de biodétérioration a totalement modifié
I’environnement conduisant a la mort de la plupart des microorganismes. Le nouveau biofilm
formé en surface des échantillons s’est reconstitué a partir des microorganismes vaporis€s et
d’une partie de la microflore initiale.

Le fait que le nombre de microorganismes se stabilise & environ 10 bactéries par cm? ne
signifie pas nécessairement que le biofilm est constitué de cette quantité de microorganismes.
En effet, pour quantifier le nombre d’individu présent en surface des matériaux nous passons
par une étape de mise en solution du biofilm au moyen d’ultrasons. Néanmoins, un biofilm
est, entre autre, caractéris€ par sa capacité a s’accrocher aux surfaces et aux difficultés a 1’en
détacher totalement. Il est donc possible que nous ayons mis en solution uniquement la partie
superieure du biofilm. Les observations réalisees au microscope électronique a balayage vont
dans ce sens puisque les matrices cimentaires a base de ciment Portland semblent plus
colonisées, avec un biofilm plus épais, que les matériaux au ciment d’aluminate de calcium.

Les observations des échantillons au microscope électronique a balayage indiquent que les
mortiers au ciment Portland exposés durant de longues durées a I’atmosphere de 1’enceinte de
biodétérioration présentent une biomasse généralement plus importante que celle des
échantillons au ciment d’aluminate de calcium. Ce résultat est en adéquation avec les résultats
obtenus sur site puisque la quantité d’ADN total extrait des biofilms est plus importante pour
les matériaux a base de ciment Portland indiquant donc que plus de biomasse est présente.

L’essai accéléré étant au point depuis quelques mois seulement, il n’a pas été possible de
montrer avec certitude d’influence particuliére du type de granulats sur la biodétérioration.
Néanmoins, les observations de la surface des échantillons de mortier au microscope a
épifluorescence avec un marquage en Dead/Live nous montrent que les bactéries s’implantent
préférentiellement sur la matrice cimentaire et non sur les granulats siliceux et plus
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particulierement au niveau de I’auréole de transition (interface granulat pate de ciment). Les
essais de laboratoire ont mis en évidence que 1’oxydation abiotique de 1I’H,S intervenait
généralement dans cette zone en conduisant & la formation de cristaux de soufre (Chapitre IV-
1). 1l est donc possible que gréace a la porosite, a la surface spécifique plus importante de cette
zone et a la présence d’une source d’électrons, les microorganismes s’y développent mieux
car les conditions y sont plus favorables en termes de nutriments et d’humidité. Par ailleurs,
les matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium avec des granulats de
synthese ALAG® ont une matrice homogene du point de vue de la composition chimique.
Nous ne retrouvons donc pas cette distinction granulats / pate de ciment pour ces matériaux.
Les travaux d’Ehrich [10] indiquent cependant que les granulats de synthése ALAG®
diminuent la perte de poids des échantillons soumis a la biodétérioration ce qui est en accord
avec les résultats obtenus sur site.

L’exposition des échantillons de mortiers dans 1’enceinte de biodétérioration a conduit a la
formation de cristaux de soufre plus ou moins bien constitués et généralement de grandes
tailles a la surface de I’ensemble des échantillons. Si nous comparons ces résultats avec ceux
de ’oxydation abiotique de I’H,S (Chapitre 1V-1), nous retrouvons davantage de cristaux de
soufre a la surface des matériaux cimentaires issus de 1’enceinte de biodétérioration. Ce
résultat est en concordance avec les résultats obtenus par 1’agence de protection de
I’environnement des Etats-Unis [16], Wilmot et al. [17] et Kotronarou et al. [18] qui montrent
que I’oxydation de I’H,S est majoritairement réalisée par voie biotique. Selon I’agence de
protection environnementale, le taux d’oxydation par voie biotique est plus important que le
taux d’oxydation par voie abiotique mais aucun chiffre n’est avancé. Pour Wilmot et al. [17]
la voie biotique représenterait de 12 a 56% de 1’oxydation de I’hydrogéne sulfuré. Enfin pour
Kotronarou et al. [18] les microorganismes seraient impliqués a hauteur de 70% dans
I’oxydation de I’H,S.

Les défauts des cristaux de soufre rencontrés durant 1’essai d’oxydation abiotique ne sont pas
identiques a ceux issu de I’enceinte de biodétérioration. Durant ’essai sans bactérie, les
anfractuosités étaient nettes et bien définies (Chapitre 1\V-1) laissant penser que les cristaux
¢taient en formation. Au contraire, les cristaux formés dans la chambre d’essai présentent des
trous beaucoup plus importants et arrondis certainement attribuables a leur détérioration par
des microorganismes.

Ces cristaux de soufre présentent également tous une peau ou un voile transparent en
microscopie €lectronique a balayage. Ce voile est d’autant plus visible et modelé que les
échantillons sont soumis longtemps a 1’essai accéléré. Les cristaux de soufre observés durant
les essais d’oxydation abiotique de I’H,S ne présentaient pas cet aspect de surface. Nous
pouvons donc I’attribuer a I’impact des bactéries qui colonisent les cristaux et les dégradent.
Le fait que cette couche soit transparente aux électrons et qu’elle laisse donc voir une
composition chimique différente a coeur nous donne une information sur son épaisseur. En
effet, pour qu’un matériau soit transparent aux électrons, il ne doit pas avoir une épaisseur
supérieure a 100 nm [19]. Il est possible que cette couche soit constituée de substances
polymériques extracellulaires ou de tensioactifs (agents mouillants) produits par les bactéries
pour pouvoir utiliser le soufre [20, 21].

Des cristaux de soufre sont quasiment toujours retrouves dans la macroporosité ouverte des
échantillons de mortiers ainsi que sur la face rugueuse des échantillons (face correspondant a
la partie supérieure de 1’échantillon lors du moulage). Ces espaces permettent une rétention
d’eau et favorisent donc la prolifération des microorganismes. Pour preuve, les dégradations
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sur site sont amorcées a partir des zones de retentions ou 1’eau ainsi que 1’acide sulfurique
biogénique s’accumulent et impactent le matériau.

V- Conclusion

La biodétérioration des matériaux cimentaires dans la phase aérienne des réseaux
d’assainissement est un phénoméne complexe que nous avons simplifié pour mettre au point
un essai accéléré. Cet essai se base, d’une part, sur les informations recueillies dans la
littérature et, d’autre part, sur les données obtenues a partir des expositions sur site et des
études en laboratoire des étapes du mécanisme de biodétérioration.

Cet essai acceléré consiste a suivre I’évolution bio-physico-chimique d’échantillons de
mortier dans une enceinte de biodétérioration de grand volume (1 m®) dont les paramétres
sont totalement stables et maitrises et dans laquelle quatre souches bactériennes sulfo-
oxydantes sont pulvérisées. La température est fixée a 30°C et I’humidité relative a 100%
pour offrir aux bactéries sulfo-oxydantes des conditions optimales de croissance. De
I’hydrogéne sulfuré est apporté dans 1’enceinte pour atteindre une teneur de 38 ppm ce qui
permet aux bactéries de 1’oxyder pour se procurer 1’énergie nécessaire au fonctionnement de
leur métabolisme. L’H,S s’oxyde également de fagon abiotique en d’autres molécules
soufrées qui pourront étre utilisées par les microorganismes pour croitre. Un systéeme de
ventilation permet d’homogénéiser 1I’atmosphére de la chambre d’essai.

Nous avons travaillé avec deux conditions expérimentales. La premiére correspond a une
faible teneur en hydrogene sulfuré couplée a un milieu de culture riche en phosphate alors que
la seconde utilise une concentration en H,S plus importante et un milieu de culture plus
pauvre en phosphate.

La premiere condition expérimentale conduit a la formation d’une couche de phosphate de
calcium a la surface des matériaux cimentaires qui inhibe les échanges et protege les mortiers
des bactéries produisant de 1’acide. Les microorganismes se développent a la surface des
échantillons de maniére différente suivant la matrice cimentaire. Ils colonisent les mortiers de
ciment CEM 1 sous forme d’un biofilm épais, les mortiers de ciment CEM 111 par un biofilm
épars et les mortiers de ciment d’aluminate de calcium de fagon isolée. Malgré la présence de
microorganismes, aucune détérioration n’a pu étre mise en évidence.

La seconde condition expérimentale, mise en place plus récemment, aboutit & une évolution
visuelle des surfaces proche de celle observée lors des expositions sur site. De plus, les
analyses microbiologiques indiquent que des bactéries sont présentes et actives a la surface
des matériaux cimentaires étudiés. Cette derniére condition expérimentale semble donc
prometteuse et sera poursuivie jusqu’a la détérioration des matériaux.
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Ce travail de recherche s’est intéressé a 1’étude des mécanismes de biodétérioration des
matériaux cimentaires dans les réseaux d’assainissement pour développer et mettre au point
un essai acceléré qui soit proche des conditions rencontrées sur site. Dans ce but, des
matériaux cimentaires a base de ciment Portland, de ciment d’aluminate de calcium et de
laitier de haut-fourneaux ont été étudiés in situ et en laboratoire pour comprendre leur
comportement et les paramétres clés qui influent sur leur durabilité.

Deux sites d’étude ayant des caractéristiques différentes ont été sélectionnés pour exposer des
échantillons de mortier. Le premier site possede une faible teneur en H,S et une température
de I’ordre de 16°C. Le second site présente une teneur en H,S d’environ 100 ppm pour une
température moyenne de 20°C. En 496 jours d’exposition les échantillons de mortier au
ciment CEM | et CEM IIl se sont fortement détériorés alors que ceux a base de ciment
d’aluminate de calcium (CAC+S, CAC+L et CAC+A) ont conservé leur géométrie initiale.
Les matériaux peuvent étre classés du moins au plus durable de la facon suivante : CEM | <
CEM Il < CAC+S < CAC+L / CAC+A. Les analyses de la quantité d’ATP a la surface des
échantillons indiquent que les mortiers a base de ciment Portland avec ou sans ajout de laitier
sont plus bioréceptifs que les mortiers a base de ciment d’aluminate de calcium. La
concentration en ions aluminium a été mesurée et la mise en relation avec les teneurs en ATP
permet de conclure & un effet inhibiteur de cet ion & partir d’une concentration de 350 mg L™
Enfin, la biodiversité microbienne est fortement influencée par la composition de la matrice
cimentaire ainsi que par les paramétres environnementaux. Les expositions sur sites
permettent de conclure de fagon générale que pour que les mécanismes de biodétérioration
puissent avoir lieu, il est nécessaire que les matériaux soient humides, que la température soit
proche de I’optimum de croissance des microorganismes (= 30°C) et que de I’hydrogene
sulfuré soit présent en quantité suffisante.

Les mécanismes de biodétérioration des matériaux cimentaires en phase aérienne ont été
étudiés en laboratoire en considérant que ces matériaux sont soumis a un mécanisme en quatre
étapes avec tout d’abord I’oxydation abiotique de 1’hydrogene sulfuré en soufre ¢lémentaire a
la surface des matériaux. Les microorganismes utilisent dans une deuxiéme étape I’ensemble
des sources de soufre présentes en surface des matériaux et les oxydent en acide sulfurique
qui va diffuser, dans une troisiéme étape, a travers une couche de gypse pour aller attaquer
dans une derniére etape le matériau sain sous-jacent.

L’oxydation abiotique de I’hydrogéne sulfuré a été étudiée en exposant différents matériaux a
deux concentrations d’hydrogéne sulfuré (20 et 50 ppm) et & trois humidités relatives (= 30%,
75% et 100%). Ces expositions permettent de conclure qu’il est nécessaire d’avoir une
humidité relative importante pour que la transformation de 1’hydrogéne sulfuré en soufre
¢lémentaire soit possible et qu’une concentration plus importante d’H,S entraine une
augmentation de la quantité de soufre a la surface des matériaux cimentaires. La composition
de la matrice cimentaire va également influer sur la transformation de 1I’H,S puisque les
quantités de cristaux de soufre sont plus importantes a la surface des mortiers formulés avec
les ciments CEM | et CEM 111 que pour les mortiers a base de ciment d’aluminate de calcium.
Ces cristaux de soufre sont potentiellement utilisés par les microorganismes comme source
d’¢électrons. Le fait que les surfaces des matériaux cimentaires a base de ciment Portland se
couvrent de plus de soufre peut donc conduire a une meilleure croissance des bactéries sulfo-
oxydantes et ainsi une détérioration plus importante. De maniére générale, les cristaux de
soufre se forment au niveau de sites catalytiques définis par exemple par certaines particules
métalliques (Cu, Zn, Fe,...) ou au niveau des zones de transition a I’interface avec les
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granulats qui possedent des concentrations en calcium, des porosités et des surfaces
spécifiques plus importantes.

L’¢tude de la source de souftre sur la croissance des microorganismes n’a pas permis de mettre
en évidence de comportement particulier des souches bactériennes étudiées. Ces bactéries
sulfo-oxydantes semblent capables de faire de grandes réserves pour se développer ce qui
entraine une croissance méme en absence de source de soufre. Les essais menés en paralléle
sur I’influence de la source de carbone sur les bactéries mixotrophes montrent des résultats
plus probants avec des temps de latence qui augmentent considérablement, des taux de
croissance qui chutent et une charge maximale qui va étre totalement différente lors d’une
croissance en autotrophie.

L’acide sulfurique produit par les microorganismes réagit avec les matrices cimentaires.
Suivant la quantité d’acide présente, deux mécanismes ont été mis en évidence. Dans le cas
d’une exposition a une quantité limitée d’acide, 1’attaque se déroule en trois étapes: une
phase d’amorgage, une phase de diffusion et une phase de stabilisation qui résulte de la
formation d’une couche de détérioration. Dans le cas d’une exposition a une quantité
« illimitée » d’acide, la couche de détérioration se dissout beaucoup plus rapidement ce qui
entraine un mécanisme en deux étapes. En outre, les attaques acides conduisent a la lixiviation
des ions dont une grande quantit¢ d’aluminium pour les matériaux cimentaires a base de
ciment d’aluminate de calcium.

Les attaques acides aboutissent également a la formation de produits secondaires. Les
matériaux cimentaires a base de ciment d’aluminate de calcium soumis a une attaque acide
modérée se couvrent d’une couche d’alumine hydratée qui protege le matériau en bouchant la
porosité, en augmentant la capacité tampon de facon importante et en ayant un effet
bactériostatique. Cette phase est donc la principale raison de la bonne tenue des matériaux a
base de ciment d’aluminate de calcium sur site.

L’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de ce travail de recherche en association avec
les informations identifiées dans la littérature ont permis de définir les conditions d’un essai
accélére.

La bibliographie nous a permis de dresser une liste de microorganismes généralement
impliqués dans les processus de biodétérioration. Les conditions de croissance de ces
bactéries sulfo-oxydantes permettent de fixer la température de I’essai a leur optimum de
croissance, c'est-a-dire 30°C. Par ailleurs, des études antérieures ont montré la nécessité
d’utiliser un systéme de ventilation qui homogénéise I’atmosphere et favorise les échanges
entre les matériaux et la phase atmosphérique.

L’enceinte de biodetérioration mise au point utilise de 1’hydrogéne sulfuré. Sa capacité a
s’oxyder en soufre ¢lémentaire ou en d’autres molécules soufrées permet d’assurer un apport
nutritionnel en soufre & toutes les bactéries qui se développent dans I’enceinte. La
concentration de ce gaz corrosif est comprise entre 30 et 50 ppm et ’humidité relative est
fixée a saturation. Ce choix est également fait pour assurer des conditions hydriques optimales
au biofilm et permettre 1’oxydation de I’hydrogeéne sulfuré.

Les premicres conditions expérimentales définies pour 1’essai accéléré (faible teneur en H,S
et milieu de culture riche en phosphate) n’ont pas abouti, en un an, a des détériorations
importantes. Au contraire, une couche de phosphate de calcium s’est développée a la surface
des matériaux les protégeant des microorganismes qui se développaient sur cette couche.

Les conditions ont été modifiées pour augmenter la quantité d’H,S et réduire la proportion de
phosphate pulvérisé. L’évolution visuelle des échantillons exposés deux mois dans ces
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conditions est similaire a celle des échantillons exposés sur site pendant quatre mois. Les
premiers résultats dans ces conditions de travail sont donc encourageants.

Cette étude ouvre de nombreuses perspectives. Les échantillons exposés sur site seront
maintenus en place ce qui constitue une opportunité pour évaluer la durée de vie des
matériaux a base de ciment d’aluminate de calcium puisqu’a ce jour seuls les mortiers au
ciment CEM | et CEM 111 ont montrés des signes de détérioration. Par ailleurs, une étude a
débutée pour suivre 1’évolution des populations de microorganismes en fonction des
conditions environnementales et du type de matériaux. Un premier travail a été realisé pour
quantifier ’ADN et les populations microbiennes sur certains des échantillons. Identifier
précisement les especes importantes permettra de valider ou non celles qui ont été
sélectionnées pour 1’essai accéléré.

L’¢étude des mécanismes de biodétérioration a mis en évidence un comportement d’ampleur
inattendue des bactéries en absence de soufre. Elles ont la capacité de stocker une grande
quantité de soufre pour se développer. Des essais complémentaires sont donc nécessaires pour
épuiser ces souches de leurs réserves afin d’observer un impact plus marqué de la source de
soufre.

Enfin, I’enceinte de biodétérioration est mise au point depuis quelques mois seulement et doit
encore étre validée. L apparition de détérioration permettra d’estimer le facteur d’accélération
de ce test vis-a-vis des résultats obtenus sur notre de site de référence (S2) présentant une
concentration importante d’H,S. Lorsque 1’essai accéléré aura été validé, un document type
normatif pourra étre rédigé afin de tester de maniére maitrisée des matériaux destinés a étre
utilisés dans des réseaux d’assainissement.
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Annexe a : Liste des normes

Directive 91/271/CEE :
Traitement des eaux urbaines résiduaires. 21 mai 1991.

NF EN 13508-1 :
Etat des réseaux d'évacuation et d'assainissement a l'extérieur des batiments - Partie 1 :
exigences générales. Mai 2004.

NF EN 13508-2 :
Condition des réseaux d'évacuation et d'assainissement a l'extérieur des batiments - Partie 2 :
systeme de codage de I'inspection visuelle. Septembre 2003.

NF EN 598 :
Tuyaux, raccords et accessoires en fonte ductile et leurs assemblages pour 1’assainissement —
Prescriptions et méthodes d’essai. Novembre 2007.

FD P 18-011:
Bétons - Classification des environnements agressifs. Décembre 2009.

NF EN 206-1 .
Béton - Partie 1 : spécification, performances, production et conformité. Avril 2004.

NF P 15-319 :
Liants hydrauliques - Ciments pour travaux en eaux a haute teneur en sulfates. Septembre
2006.

NF P 15-313 .
Liants hydrauliques - Ciment sursulfaté - Composition, spécifications et critéeres de
conformité. Mai 2005.

NF EN 14647 .
Ciment d'aluminates de calcium - Composition, spécifications et critéres de conformité.
Décembre 2006.

NF EN 197-1 .
Ciment - Partie 1 : composition, spécifications et criteres de conformité des ciments courants.
Février 2001.

NF P 15-315:
Liants hydrauliques - Ciment alumineux fondu. Avril 1991.

NF EN 598+A1 :
Tuyaux, raccords et accessoires en fonte ductile et leurs assemblages pour l'assainissement -
Prescriptions et méthodes d'essai. Aodt 2009.

ASTM C-267 :
Méthodes d’essais normalisés pour tester la résistance chimique de mortiers, de ciments, de
surfaces monolithiques et de bétons aux polymeres. Janvier 2006.
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XP P18-305 :
Béton prét a ’emploi. 1996

ISO 9227 :
Essais de corrosion en atmospheres artificielles -- Essais aux brouillards salins. 2006
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Annexe b : Les ciments

Pour simplifier les écritures des phases solides et des réactions chimiques, il existe une
notation cimentaire tres largement utilisée. Les éléments majeurs de ce systeme sont indiqués
ci-dessous :

C=Ca0 S =S0,
S =Si0, H=H,0
A= A|203 ~ _

F = Fe,05 C =C0

Le ciment courant est constitué principalement de clinker qui est obtenu a partir d’un mélange
de calcaire et d’argile, dans des proportions moyennes de 80% et 20% respectivement. Ce
mélange est intimement homogénéisé puis cuit a 1450°C et refroidit brusquement. Le clinker
ainsi obtenu est broyé finement et additionné de constituants secondaires suivant le type de
ciment recherché. Il existe cing types de ciment courant répondant a des applications
particulieres :

Le CEM I ou ciment Portland, contient au moins 95% de clinker et au plus 5% de constituants
secondaires. Les CEM | conviennent pour le béton armé ou le béton précontraint ou une
résistance élevée est recherchée.

Le CEM Il ou Ciment Portland composé, contient au moins 65% de clinker et au plus 35%
d'autres constituants : laitier de haut-fourneau, fumée de silice (limitée a 10%), pouzzolane
naturelle, cendres volantes, calcaires... De facon générale, les CEM II sont bien adaptés pour
les ouvrages massifs exigeant une élévation de température modérée, les routes et le béton
manufacturé.

Le CEM Il ou ciment de haut-fourneau, contient entre 36 et 95% de laitier de haut-fourneau
et 5 a 64% de clinker.

Le CEM IV est un ciment de type pouzzolanique. Ce type de ciment n'est pas fabriqué en
France.

Le CEM V ou ciment composé contient de 20 a 64% de clinker, de 18 a 50% de cendres
volantes et de 18 a 50% de laitier de haut-fourneau.

Les CEM Il et CEM V qui comportent du laitier de haut-fourneau sont bien adaptés aux
ouvrages hydrauliques souterrains, aux fondations et aux ouvrages en milieu agressif. Ils
peuvent également étre employés dans les travaux en eaux agressives ou dans les ouvrages
massifs. Leur utilisation permet en outre de réduire considérablement les émissions de CO,
gréce a la substitution du clinker par d'autres constituants. Entre 2000 et 2008, la part de
production de ce type de ciment est ainsi passée de 5 a 11%.

Le détail des proportions et des sous classes des différents types de ciment est indiqué dans le
Tableau b-1.
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Tableau b-1 : Composition des principaux types de ciment (extrait de la norme NF EN 197-1, article 6,
tableau 1).

Composition (pourcentage en masse)
Notation des 27 produits Constituants principaus
Principaux (types de ciment courant) ) Laitier de Fumee de Schiste . Constituants
Clinker|  haut I Pouzzolanes cendres volantes . Calcaire -
types silice calcingé secondaires
fourneau
Maturelle NatulreIJIe Siliceuse | Calcique
calcinge
K 5 8] P Q b W T L LL
CEM | Cirnent Portland CEM | 95-100 - - - - - - - - - 0-5
Cirnent Portland | CEM IFAS | 8084 | B-20 - - - - - - - - 0-5
au laitier CEMIB-S | B579 | 21-35 - - - - - - - - 0-5
Cment Ponland @) cemiaD | 9094 | - CRTI - - - - | - - 05
a furmée de silice

CEM IIFA-P | 50-54 - - §-20 - - - - - - 0-5
Ciment Portland a| CEM IVB-P_| B5-79 - - 21-35 - - - - - - 05
la pouzzolane CEM KA | 80-94 - - - B-20 - - - - - 0-5
CEM IFB- | B2-79 - - - 21-35 - - - - - 0-5
Ciment Portland CEM IIéA-Y | 5054 - - - - 5-20 - - - - 0-5
CEM I aux cendres CEM IIB-Y | B5-79 - - - - 21-35 - - - - 0-5
volantes CEM IIFAWY | B0-24 - - - - - 5-20 - - - 0-5
CEM IFB-WY | B5-79 - - - - - 2135 - - - 0-5
Ciment Portand | CEM IIFAT | 80-94 - - - - - - 5-20 - - 0-5
au schsite calcing| CEM IVB-T | B5-79 - = - - = - 21-35 - - 0-5
CEM IIFAL | 50-24 - - - - - - - 5-20 - 0-5
Ciment Partland | CEM IVB-L | B5-79 - - - - - - - 21-35 - 0-5
au calcaire CEM IIFALL | B0-34 - - - - - - - - 5-20 0-5
CEM IFB-LL | B5-72 - - - - - - - - 21-35 0-5
Cirnent Portland | CEM I1F8:-0 | 80-94 5-20 0-5
cormpose CEM II/B-M | B5-79 21-35 0-5
Ciment de haut CEM IS | 3564 | 35-B5 - - - - - - - - 0-5
CEM N fourneau CEMIIVE | 20-34 | BB-B0 - - - - - - - - 0-5
CEMIIG | 519 | 8195 - - - - - - - - 0-5
CEM I Ciment_ CEM MW/A | B5-83 - 11-35 - - - 0-5
pouzzolanigque CEMIMNV/EB | 45-B4 - 36-55 - - - 0-5
CEMY | Ciment composé CEMMA | 40-64 | 158-30 - [ ————1830——— | - - - 0-5
CEMMWE | 20-35 | 31-80 - | ————31a0——— | - - - 0-5

La chimie du ciment se construit essentiellement a partir de quatre oxydes majeurs : CaO,
SiO,, Al,O3, Fe,03, présents dans les matiéres premiéres. La fabrication du clinker entraine la
formation de quatre constituants anhydres principaux : le C3S, le C,S, le C3A et le C,AF.

Généralement du gypse (CaSO4-2H,0 ou CSH,) est ajouté comme régulateur de prise grace
a son action sur le C3A. En présence d’eau, ces constituants se recombinent pour former des
silicates, des aluminates de calcium hydratés et de la portlandite, a 1’origine du phénoméne de
« prise ».

Avant d’atteindre son stade final, I’évolution du ciment passe par trois phases successives : la
phase dormante, la prise et le durcissement.

La phase dormante est caractérisée par une apparence inchangée de la pate de ciment malgré
la mise en place des premiéres réactions. Cette phase peut durer de quelques minutes a
plusieurs heures.

La seconde phase est la prise durant laquelle le matériau subit une augmentation de sa
viscosité jusqu’a devenir un matériau rigide et non déformable. Cette phase est accompagnée
d’un dégagement de chaleur.

La derniére phase, le durcissement, est marquée par l’augmentation de la résistance

mécanique du matériau di a la poursuite du processus d’hydratation. La résistance mécanique
conventionnellement retenue est celle a 28 jours.
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Le gachage du ciment avec de 1’eau (et le sable et les granulats dans le cas du béton) conduit a
la formation d’une pate dans laquelle I’eau entoure chaque grain de ciment. Les composés
anhydres du ciment vont étre solubilisés en surface par I’eau et vont s hydrater. Les silicates
de calcium (C3S et C,S) s’hydratent en formant un gel de silicate de calcium hydraté C-S-H et
de la portlandite Ca(OH), & la surface du ciment. Ces deux composés hydratés vont
progressivement boucher les interstices entre les grains et entrainer un raidissement de la pate

(Figure b-1).

|
O

Bl crain anhydre
O produits hvdratas

1 eannferstifielie

Figure b-1 : Processus d'hydratation d*un ciment courant.

Le Tableau b-2 décrit I’hydratation de tous les composés du ciment qui se fait par dissolution
puis précipitation a partir de la solution.

Tableau b-2 : Hydratation des composés du ciment.

Composé
anhydre du Réactif | Produits d’hydratation
ciment
C-S-H
C,SetC,S
? ) H CH
C,AH,
H C4AH13
C;A C;AH,
csH. C,A-3CS - Hy,
C,A-CS-H,,
C,(A F)H,
H C,(AF)H,,
C,AF C,(A F)H,
CEH. C3(A,|:).3c:§-H32
C,(AF)-3CS-H,,
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Les matériaux cimentaires se structurent au cours du temps pour aboutir a un matériau qui
peut étre considéré comme la superposition d’une matrice solide et de vides. Cette porosité
résulte :

= de la structure particuliere de certaines phases solides,

= des vestiges des espaces intergranulaires des matériaux anhydres de départ,

= des éventuelles contraintes mécaniques (fissuration) ou attaques chimiques.

I1 existe également d’autres types de ciment tel que le ciment d’aluminates de calcium (CAC).
Ce ciment est obtenu a partir d’'un mélange de calcaire et de bauxite. Deux procédés de
fabrication peuvent étre utilisés : la fusion et le frittage.

Comme les matériaux initiaux ne sont pas les mémes que les ciments courants, la minéralogie
de ces ciments va étre differente. 1l existe différents types de ciment alumineux suivant la leur
teneur en différents éléments (Tableau b-3).

Tableau b-3 : Composition des ciments alumineux.

couleur | ALO; | CaO | SiO, | % | TiO, | MgO | NaO | K.O
« Standard » Grisou
pauvre en chamoisa | 36-42 | 36-42 | 3-8 | 12-20 <2 ~1 ~0,1 | ~0,15
alumine noir
Pauvre en Chamois
alumine, | legerou | 4o 60 | 3642 | 38 | 13 | <2 | ~01 | ~01 | ~005
pauvre en gris a
fer blanc
Moyen en blanc | 65-75 | 25-35 | <0,5 | <05 | <0,05 | ~0,1 | <0,3 | ~0,05
alumine
Riche en blanc | >80 | <20 | <0,2 | <02 | <0,05 | <0,1 | <0,2 | ~0,05
alumine

Le mécanisme d’hydratation reste trés proche de celui des ciments courants. Les phases
anhydres se dissolvent dans 1’eau de gichage puis les hydrates précipitent a partir de la

solution (Figure b-2).
Bl crain anhydre

O produits hvdratas

1 eau intarstitielis
Figure b-2 : Processus d'hydratation d'un ciment d'aluminate de calcium.
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De maniere plus détaillée, on peut identifier quatre phases dans ce processus :

= Ladissolution des anhydres (CA et C12A7) sans précipitation dans 1’eau.

= Quand la concentration atteint une valeur critique pour C,AHg et AHs;, une faible
partie de ces hydrates va précipiter. La concentration va donc retomber sous le seuil de
saturation.

= Les hydrates continuent de se dissoudre augmentant leur concentration dans la
solution.

= Aprés une période d’induction durant laquelle les noyaux de précipitation atteignent
une taille critique, la précipitation massive des hydrates intervient et la concentration
en solution baisse jusqu’a atteindre la courbe de solubilité des hydrates.

Contrairement aux ciments courants, la température influence énormément le processus
d’hydratation et plus particulierement le type d’hydrate formé (Tableau b-4). A température
élevée (supérieure a 65°C) les hydrates qui se forment majoritairement sont
thermodynamiquement stables, il s’agit du C3AHg et de I’AH3. Au contraire, a plus faible
température, les hydrates qui se forment, CAH3, et C,AHg, sont métastables. 1ls évoluent donc
avec le temps vers la forme thermodynamiquement stable, le C3AHs. Ce mécanisme est connu
sous le nom de conversion et peut prendre plusieurs années.

Tableau b-4 : Types d'hydrates majoritairement formés suivant la température de prise

CAH]_Q CzAHg CSAH6
27-35 35-65 | >65°C

Température
(en °C)

La conversion entraine une modification des propriétés du matériau. Le développement de la
résistance des CAC avec le temps suit un schéma particulier constitué d’une augmentation de
la résistance jusqu’a un maximum puis une diminution suivit par une période de léger gain de
résistance. La résistance n’est pas le seul parametre impacté puisque la porosité est également
touchée. En effet, la conversion entraine une augmentation de la porosité due au changement
de cristallinité des différents hydrates. Le CAHj et le C,AHg sont des hydrates ayant une
structure hexagonale alors que le C3AHg a une structure cubique, les produits de conversion
sont donc plus denses que les hydrates initiaux.

Les propriétés du CAC sont différentes de celle des ciments courants et il ne s’emploie donc
pas dans les mémes conditions. On peut distinguer quatre propriétés propres a ce ciment :

= Une prise rapide.

= Un développement rapide de la résistance mécanique méme a faible température.

= Une résistance aux températures élevées et aux changements de température.

= Une résistance a I’abrasion et aux impacts.

= Une résistance aux attaques acides.

= L’absence de réaction en présence de sulfates.

Son association avec d’autres ciments tels que le ciment Portland, permet :
= Un contrdle de I’expansion.

= Une compensation du retrait.

L’ensemble de ces propriétés permettent 1’utilisation du ciment d’aluminate de calcium dans
des domaines trés variés tel que les bétons réfractaires, la réparation de ponts ou de pistes
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d’aéroport, la fabrication de porte d’écoulement de barrage, de sol de fonderie, d’installation
cryogénique, d’installation de formation au feu, de réseaux d’assainissement,...
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Annexe ¢ : Caractérisation des matériaux sains

Les matériaux sains ont été caractérisés avant détérioration pour connaitre leur état initial et
pour pouvoir suivre les évolutions des matériaux.

Le pH a été mesuré sur I’ensemble des matériaux sains (Tableau c-1). Les mortiers au ciment
CEM I ont le plus haut pH (9,5) puis vient les mortiers au ciment CAC+S et CAC+A. Enfin
I’impact du laitier est observé avec les mortiers au ciment CEM III et CAC+L qui ont le pH le
plus bas.

La porosité (Tableau c-1) est similaire entre les mortiers au ciment CEM | et ceux a base de
ciment CAC+S. Elle est quasiment deux fois plus importante pour les ciments CEM llI,
CAC+L et CAC+A.

La surface spécifique de I’ensemble des échantillons, ou aire BET est faible (Tableau c-1).
Néanmoins, les mortiers au ciment CEM | et au ciment CAC+A présentent une surface
specifique deux fois plus importante que les autres mortiers.

Enfin la méthode BJH permet de confirmer ce résultat (Tableau c-1) puisque les mortiers au
ciment CEM I et au ciment CAC+A adsorbent plus d’azote que les autres types de mortier. Le
mortier CEM I est donc capable d’adsorber une quantité de molécules plus importante que le
mortier CAC+S malgré une valeur de porosité comparable.

Tableau c-1 : Valeurs des porosités (en %), des aires BET (en m? g™), du volume total adsorbé cumulé (en
cm?® g™) et du pH de surface pour les différents échantillons de mortier sains.

CEM | CEM I CAC+S CAC+L CAC+A
pH 95 6,5 8 7 8
Porosité (en %) 9,8 16,8 8,9 14,5 18,8
Aire BET 4 22 23 25 42
(enm°g™)
Volum,e total aglsqlrbe 11 6.4 5.4 75 125
cumulé (encm® g™)

Des analyses thermiques ont été réalisées sur les échantillons de mortiers sains pour
déterminer leur composition. Un descriptif de chacun des échantillons est effectué ci-apres.
Selon ces résultats, 1’ensemble des mortiers au ciment d’aluminate de calcium est non
converti puisqu’ils sont composés des hydrates métastables (CAHj1o et C,AHg).
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CEM I :

L’analyse thermique effectuée sous balayage d’air sur ce mortier a base de ciment CEM I
donne une perte au feu totale de 13,38% (Figure c-1). La courbe commence par présenter une
perte d’eau importante (7,01%) jusqu’a 280°C et correspond a 1’eau libérée par la
décomposition des C-S-H et de I’ettringite (pic endothermique a 133,3°C). La deuxiéme perte
correspond a une perte continue d’eau basse température sans palier (1,56%) jusqu’a 445°C.
La troisieme perte (1,57%) est due a la décomposition de la portlandite provenant de
I’hydratation du ciment. Elle permet d’estimer la teneur en portlandite a 6,5%. La quatriéme
perte correspond a une perte continue d’eau haute température sans palier (0,36%) jusqu’a
625°C correspondant a du quartz.

A partir de cette température, la perte de poids correspond a un départ de CO,. La courbe
présente deux pertes de poids dans le domaine de la décomposition des carbonates. La
premiere (0,20%) correspond au CO, de carbonatation alors que la seconde (2,26%) permet
d’estimer la teneur en calcite contenu dans ce mortier a 5,1%. La derniere perte correspond a
une perte continue d’eau haute température sans palier (0,40%) jusqu’a 1140°C.

DTG /(%/min)
TG /% DTA (mWi/mg)
1 exo
100 <—— SR = i— — 0.2
\\ "
98 4 0.0
| -0.0
96 ‘ --0.2
F-0.2
‘ 1
94 | N 04
0.4
92 +-0.6
+-0.6
90 --0.8
133, . ‘
g8 | [11AT11038.dss \\ -2.26 ‘ % 08 .10
| —— 16 '\,\ ; ,
- — DTA ' [
l L e~ —1-0.40 |
Y T T - y —,&"’_—4' . L4292
0 200 400 600 800 1000 1200

Température /°C

Figure c-1 : Courbes ATD et ATG du mortier CEM I non exposé.
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CEM I :

L’analyse thermique effectuée sous balayage d’air sur ce mortier a base de ciment CEM 111
donne une perte au feu totale de 12,70 % (Figure c-2). La courbe commence par présenter une
perte d’eau importante (6,94%) jusqu’a 280°C et correspond a 1’eau libérée par la
décomposition des C-S-H et de I’ettringite (pic endothermique a 134,9°C). La deuxié¢me perte
correspond a une perte continue d’eau basse température sans palier (0,67%) jusqu’a 378,9°C.
La troisieme perte (0,32%) est due a la décomposition de la portlandite provenant de
I’hydratation du ciment. Elle permet d’estimer la teneur en portlandite a 9,1%. La quatrieme
perte correspond a une perte continue d’eau haute température sans palier (2,64%) jusqu’a
679,7°C et est associée au quartz.

A partir de cette température, la perte de poids correspond a un départ de CO,. La courbe
présente une perte de poids dans le domaine de la décomposition des carbonates (1,44%)
permet d’estimer la teneur en calcite contenu dans ce mortier & 3,3%. La derniére perte
correspond a une perte continue d’eau haute température sans palier (0,69%) jusqu’a 1140°C.
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134.9 05 }.12
[1] AT11056.dss
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] — DTA ) & B
- DTG 1069 [06 [-14
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Température /°C
Figure c-2 : Courbes ATD et ATG du mortier CEM 111 non exposé.
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CAC+S:

L’analyse thermique effectuée sous balayage d’air sur ce mortier a base de ciment CAC+S
donne une perte au feu totale de 15,47 % (Figure c-3). La courbe commence par présenter une
perte d’ecau importante (5,63%) jusqu’a 210,5°C et correspond a I’ecau libérée par la
décomposition des CAHyo et C,AHg (pic endothermique a 130,6°C). La deuxiéme perte
correspond a une perte d’eau basse température (1,25%) jusqu’a 252,6°C associée aux sels de
Friedel (AFm). La troisieme perte (3,40%) est due a la décomposition de I’alumine (AH3). La
quatriéme perte correspond a une perte d’eau (2,64%) jusqu’a 679,7°C correspondant aux
C3AHg. La cinquieme perte d’eau (1,31%) est associée a la fraction quartzitique.

A partir de cette température, la perte de poids correspond a un depart de CO,. La courbe
présente une perte de poids dans le domaine de la décomposition des carbonates (0,77%)
permet d’estimer la teneur en calcite contenu dans ce mortier a 1,7%. La derniere perte
correspond a une perte continue d’eau haute température sans palier (0,47%) jusqu’a 1140°C.
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Figure c-3 : Courbes ATD et ATG du mortier CAC+S non expose.
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CAC+L:

L’analyse thermique effectuée sous balayage d’air sur ce mortier a base de ciment CAC+L
donne une perte au feu totale de 9,77 % (Figure c-4). La courbe commence par présenter une
perte d’eau importante (4,05%) jusqu’a 243,6°C et correspond a 1’eau libérée par la
décomposition des CAHyo et C,AHg (pic endothermique a 123,8°C). La deuxiéme perte
correspond a une perte d’eau basse température (1,31%) jusqu’a 324,8°C associée a la
décomposition de I’alumine (AH3). La troisieme perte correspond a une perte d’eau (0,71%)
jusqu’a 409,0°C correspondant aux C3AHs. La quatrieme perte d’eau (1,36%) est associée a la
décomposition du quartz.

A partir de cette température, la perte de poids correspond a un départ de CO,. La courbe
présente deux pertes de poids dans le domaine de la décomposition des carbonates. La
premiére (0,64%) correspond au CO, de carbonatation alors que la seconde (1,42%) permet
d’estimer la teneur en calcite contenu dans ce mortier a 5,9%. La derniére perte correspond a
une perte continue d’eau haute température sans palier (0,28%) jusqu’a 1140°C.
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Figure c-4 : Courbes ATD et ATG du mortier CAC+L non expose.
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CAC+A:

L’analyse thermique effectuée sous balayage d’air sur ce mortier a base de ciment CAC+L
donne une perte au feu totale de 16,89% (Figure c-5). La courbe commence par présenter une
perte d’eau importante (6,14%) jusqu’a 210,5°C et correspond a 1’eau libérée par la
décomposition des CAHyo et C,AHg (pic endothermique a 136,5°C). La deuxieme perte
correspond & une perte d’eau basse température (5,42%) jusqu’a 330,8°C associée a la
décomposition de I’alumine (AH3). La troisieme perte correspond a une perte d’eau (2,01%)
jusqu’a 457,1°C correspondant aux C3AHg. La quatriéme perte correspond a une perte
continue d’eau haute température sans palier (1,08%) jusqu’a 643,6°C.

A partir de cette température, la perte de poids correspond a un départ de CO,. La courbe
présente deux pertes de poids dans le domaine de la décomposition des carbonates. La
premiére (0,95%) correspond au CO, de carbonatation alors que la seconde (0,88%) permet
d’estimer la teneur en calcite contenu dans ce mortier a 2,0%. La derniére perte correspond a
une perte continue d’eau haute température sans palier (0,41%) jusqu’a 1140°C.
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Figure ¢c-5 : Courbes ATD et ATG du mortier CAC+A non exposé.
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Annexe d : Marquage au DAPI

Suite a I’incubation des échantillons en présence de bactéries, nous souhaitons quantifier le
nombre de microorganismes présents a leur surface. La méthode choisie implique 1’utilisation
d’un fluorochrome, le DAPI (4’,6’-diamidino-2-phénylindole), qui se fixe a I’ADN en
emettant de la fluorescence bleue.

Les principales étapes de ce protocole sont la préparation des échantillons en vue d’étre mis
en contact avec le DAPI puis la coloration et enfin I’observation au microscope optique a

épifluorescence. L’analyse des photographies prises durant I’essai, permet de remonter au
nombre de bactéries présentes a la surface de 1’échantillon.

d-1. Preparation des solutions

La préparation de la solution de fixation et de celle de DAPI passe, dans un premier temps,
par la préparation d’un tampon phosphate a pH 7.

d-1.1. Tampon phosphate pH 7

Cette solution est ¢laborée a partir du mélange volumique de 40% d’une solution A et 60%
d’une solution B.

La solution A est confectionnée dans une fiole jaugée de 100 mL en introduisant 1,36 g de
KH,PO, et complétée jusqu’au trait de jauge par de 1’eau distillée.

La solution B est préparée dans une fiole jaugée de 100 mL en introduisant 1,78 g de
Na;HPO, et complétée jusqu’au trait de jauge par de I’eau distillée.

d-1.2. Solution de glutaraldéhyde a 5%

La solution de fixation est préparée dans une fiole jaugée de 50 mL dans laquelle est introduit
10 mL de glutaraldéhyde a 25%. La fiole est ensuite complétée jusqu’au trait de jauge avec la
solution de tampon phosphate a pH 7.

d-1.3. Solution de DAPI

La solution de DAPI est réalisée en introduisant 0,5 mg de DAPI dans une fiole jaugée de 100
mL et complétée jusqu’au trait de jauge avec le tampon phosphate a pH 7. Cette solution est
conservée a 5°C et a ’obscurité.

d-2. Marquage au DAPI

Les échantillons de mortier sont récupérés de 1’enceinte de biodétérioration et mis dans des
béchers de 25 mL et recouvert de 10 mL d’eau distillée. Ces béchers sont ensuite introduits
dans un bain a ultrasons pendant 10 min pour détacher le biofilm.
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Les échantillons sont ensuite retirés des béchers, 900 pL de la solution est prélevé et introduit
dans un tube Falcon de 25 mL contenant 200 pL de glutaraldéhyde a 5%, 8,1 mL d’eau
distillée et 1 mL de DAPI. Ce mélange est homogénéisé a 1’aide d’un vortex puis conservé a
I’obscurité pendant 30 min.

5 mL de cette solution est ensuite prélevee et filtré sur une membrane en polycarbonate noir.
La membrane est rincée deux fois a 1’eau distillée puis montée sur une lame de verre
conservée a 1’obscurité le temps qu’elle seéche.

L’observation de la lame est réalisée au microscope a €pifluorescence (grossissement x500).
20 clichés aléatoires sont pris de la membrane et le nombre de bactérie est quantifié sur
chaque photographie.

d-3. Dénombrement bactérien

Le dénombrement bactérien consiste a faire la moyenne du nombre de bactéries présentes sur
chaque photographie et & ramener ce nombre & 1 um? pour remonter au nombre de bactéries
introduites sur I’ensemble de la membrane. Le calcul du nombre de bactéries présentent sur 1
cm?® de I’échantillon est ensuite calculé en prenant en compte les dilutions successives
réalisées.

Aire du champ d’observation : 2,4 10* pm?
Aire de la membrane : 1,73 10° um?
Aire du cube : 24 cm?

Le nombre de bactéries (x) sur la membrane est :
173 10°
2,410*
avec z le nombre moyen de bactéries comptées par champ.

Sur le matériau, le nombre de bactéries par cm? (Y) est donc de :
10x10,2

Y = xx———
24x0,9x5
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Annexe e : Marquage au Dead/Live

Cet essai a pour but d’observer 1’état physiologique d’un biofilm a la surface des échantillons
de mortiers en marquant les cellules a 1’aide de deux fluorochromes. Le SYTO-9 va colorer
toutes les bactéries indépendamment de I’état de leur membrane et 1’iodure de propidium va
pénétrer uniquement dans les cellules dont les membranes sont abimées. Le SYTO-9 est
excité a 480 nm et émet a 500 nm (vert), I’iodure de propidium est excité a 490 nm et émet a
635 nm (rouge).

Le marquage au Dead/Live repose sur trois étapes : la fixation du biofilm qui permet de
conserver la structure des microorganismes, le marquage qui permet de colorer les
microorganismes avec les différents colorants et I’observation.

e-1. Matériels

Les échantillons sont observés au moyen d’un microscope a épifluorescence de type Axio
Scope Al de chez Carl Zeiss équipé du filtre GFP (Green Fluorescent Protein) pour mettre en
évidence le SYTO-9 et d’un filtre AF 546 pour révéler la répartition de 1’iodure de propidium.

e-2. Préparation des solutions

La solution de fixation est préparée dans une fiole jaugée de 50 mL dans laquelle est introduit
10 mL de glutaraldéhyde a 25%. La fiole est ensuite complétée jusqu’au trait de jauge avec de
I’eau distillée.

La solution de coloration au Dead/Live est préparée en diluant 200 fois la solution
commerciale (BacLight™ Live/Dead® bacterial Viability Kit L7012). Ainsi, 5 puL de colorant
sont mélangés a 995 pL d’eau distillée.

e-3. Marquage et observation

Les biofilms des échantillons de mortiers sont fixés au glutaraldéhyde a 5% puis 100 pL de la
solution de coloration est déposée sur chacune des faces des échantillons. Ils sont ensuite
entreposés dans 1’obscurité pendant 20 min avant d’étre rincé une premicre fois a 1’eau
distillée puis en déposant 1 mL d’isopropanol pendant 2 min. Les échantillons sont ensuite
séchés et observés au microscope a épifluorescence en utilisant les filtres adaptés aux
longueurs d’ondes d’émissions des fluorochromes.

253






Annexe f ATPmétrie

Annexe f : ATPmétrie

L’ATPmétrie est une technique permettant de quantifier le niveau d’ATP (Adénosine Tri-
Phosphate) d’un échantillon. Connaitre le niveau d’ATP d’une biomasse permet d’estimer son
activité puisqu’on estime qu’il s’agit de la molécule énergétique de toutes cellules.

f-1. Matériels

Le dosage est réalis¢ grace a I’ATPmeétre Novalum de chez Charm Sciences, initialement
prévu pour I’industrie alimentaire, couplé aux écouvillons Water Giene.

f-2. Matériels

Les échantillons de mortier sont récupérés de I’enceinte de biodétérioration et mis dans des
béchers de 25 mL et recouvert de 10 mL d’eau distillée. Ces béchers sont ensuite introduits
dans un bain a ultrasons pendant 10 min pour détacher le biofilm.

Les échantillons sont ensuite retirés des béchers et 1’écouvillon Water Giene est remué dans la
solution pendant 1 min. Ensuite il est introduit dans la capsule contenant, entre autre la
luciférine, et agité pendant une autre minute. La lecture de la quantité relative de lumiére se
fait sur le Novalum avec un temps de comptage de 20 s.

Le résultat obtenu est ensuite divisé par I’aire de I’échantillon de mortier soit 24 cm? pour
obtenir une valeur surfacique.
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Annexe g : Dosage des protéines

Le dosage des protéines permet d’estimer ’activité d’une suspension bactérienne a un instant
donné. La méthode de Bradford est utilisée pour estimer ce parametre. Ce dosage
colorimétrique se base sur I’utilisation du bleu de Coomassie G-250 qui passe du marron au
bleu en présence de protéines. Le changement d'absorbance est directement proportionnel a la
quantité de colorant lié, indiquant donc la concentration en protéines dans I'échantillon.

Ce protocole nécessite de préparer une solution de colorant (réactif de Bradford) et une
gamme étalon basée sur des concentrations croissantes de protéines. La protéine modele
utilisée est 1’albumine sérique bovine (BSA). Les protéines extraites du biofilm grace a une
centrifugation et a une sonication sont dosées spectrophotométriquement a 594 nm apres ajout
de réactif de Bradford.

g-1. Matériels

Ce protocole d’essai est basé sur 1’utilisation d’un spectrophotometre UV a double faisceau de
type JASCO V-630 dont la longueur d’onde est fixée a 594 nm et dont le trajet optique est de
1 cm et d’un sonificateur Vibra Cell 75041 de chez Bioblock Scientific.

g-2. Préparation des solutions

g-2.1. Réactif de Bradford

Dans une fiole jaugée d’1 L introduire 100 mg de bleu de Coomassie G-250 avec 50 mL
d’éthanol a 95% et 100 mL d’acide phosphorique a 85%. Compléter a 1 L avec de I’eau
distillée.

g-2.2. Gamme étalon

La gamme étalon est préparée a partir d’une solution mere d’albumine sérique bovine a
0,25 g L™. Elle est réalisée dans une fiole jaugée de 200 mL en introduisant 50 mg de BSA et
en complétant jusqu’au trait de jauge avec de 1’eau distillée.

La gamme étalon est composée de cing valeurs de concentrations en BSA croissantes :
0,0005 ; 0,001 ; 0,005 ; 0,01 et 0,025 g L™ réalisées suivant le Tableau g-1. La densité optique
de cette gamme étalon est lue a 594 nm.

Tableau g-1 : Préparation de la gamme étalon

Concentration (en g L™) 0,0005 0,001 0,005 0,01 0,025
Dilution 10°™ 25°M° 50°m° 250°™ | 500°™
Volume de solution mere 10 pL 10 pL 100 yL | 100 pL | 100 pL
Volume d’eau 499mL | 249mL | 49mL | 24mL | 900 pL
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g-3. Dosage des protéines

Les échantillons de mortier sont récupérés de 1’enceinte de biodétérioration et mis dans des
béchers de 25 mL et recouvert de 10 mL d’eau distillée. Ces béchers sont ensuite introduits
dans un bain a ultrasons pendant 10 min pour détacher le biofilm.

Les échantillons sont ensuite retirés des béchers, 9 mL de la solution est prélevée et mise a
centrifuger a 3 000 g pendant 10 min a 5°C. Le culot est ensuite resuspendu dans 3 mL d’cau
distillée. Cette prise d’essai est soniquée a la sonde avec huit cycles de pulse a 20%
d’amplitude de 20 s et 30 s de repos entre chaque pulse. Le récipient est conservé dans la
glace pour cette étape. Les échantillons sont stockés a 5°C avant et apres sonication.

Les mélanges soniqués sont centrifugés a 3 000 g pendant 10 min a 5°C puis 500 pL des
surnagents sont prélevés et introduits dans des cuves spectrophotométrique avec 1,1 mL de
réactif de Bradford [1]. La lecture de la densité optique se fait a 594 nm avec un temps
minimal d’attente de 5 min.

[1] Bradford, M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye-binding. Analytical Biochemistry,
72, 248-254.
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Annexe h : Polymorphisme de Conformation des Simples Brins

Tous les quatre mois, différents parametres sont suivis sur site dont la biodiversité des
biofilms formés a la surface des éprouvettes de mortiers a 1’aide de la CE-SSCP (Capillary
Electrophoresis Single-Strand Conformation Polymorphism). Pour cela, le biofilm est
échantillonné sur un quart de I’échantillon et ’ADN de ce prélévement est extrait puis
amplifié avec des sondes spécifiques aux bactéries et aux eucaryotes. La CE-SSCP réalisée
sur ce prélevement permet d’avoir une empreinte a un instant donné de la biodiversité du
biofilm.

h-1. Matériels

L’extraction de I’ADN est réalisée au moyen d’un kit MP Biomedical « Fast DNA SPIN Kit
for Soil » qui permet d’extraire et de purifier le matériel génétique provenant d’un échantillon
d’origine environnemental (sol, féces, eaux usées, boues,...). Ce kit présente 1’avantage
d’isoler rapidement (moins de 30 min) I’ADN génomique pour étre utilis¢ en PCR
(Polymerase Chain Reaction).

Les analyses de CE-SSCP sont effectuées sur une électrophorese quadri-capillaire de type
ABI 3130 de chez Applied Biosystems.

h-2. Mode opératoire

Sur site, les échantillons destinés a 1’étude de la colonisation microbienne sont brossés sur un
quart de leur surface au moyen d’un écouvillon plongé dans 500 pL d’une solution de
guanidine thiocyanate a pH 7,5. Cette solution permet d’extraire et de préserver I’ADN
jusqu’a I’extraction. Les échantillons sont stockés a -80°C pour le transport et la conservation.

L’ADN est extrait en utilisant un kit d’extraction adapté aux sols (« Fast DNA Kit for Soil »
de chez MP Biomedicals) qui permet d’obtenir du matériel génétique amplifiable par PCR.

L’ADN procaryote et eucaryote est ensuite amplifi¢ par PCR en utilisant des amorces
spécifiques. Le w104 (marquée 6-FAM) (5-TTACCGCGGCTGCTGGCAC-3’) et le w49
(5’-ACGGTCCAGACTCCTACGGG-3’) vont s’associer a la région V3 de I’ADN ribosomal
16S des procaryotes (bactéries). Le w16 (5’-CTTAATTTGACTCAACACGG-3) et le w13l
(marqué) (5’-GGGCATCACAGACCTGTT-3') vont s’associer a la région V7 de I’ADN
ribosomal 18S. Le mélange d’amplification PCR contient 1,25 unit¢ de Turbo Pfu
(Stratagene, La Jolla, CA), 5 mL de tampon x 10, 200 mM de dNTPs (deoxyribonucleotides
triphosphates) et 200 ng de chaque amorce. Ce mélange est réalisé¢ dans 50 mL d’eau distillée.
Le cycle de PCR se compose d’une premiére incubation de 2 min a 94°C puis de 25 cycles de
dénaturation a 94°C pendant 30 s, 61°C pendant 30 s et 72°C pendant 30 s.

L’analyse SSCP est pratiquée sur 1 pL des fragments d’ADN amplifiés. Les spectres obtenus
sont normalisés sous Stat Fingerprints.
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h-3 Références bibliographiques

[1] Delbes, C., Moletta, R., Godon, J.J. (2000) Monitoring of activity dynamics of an
anaerobic digester bacterial community using 16S rRNA polymerase chain reaction - single-
strand conformation polymorphism analysis. Environmental Microbiology, 2, 506-515.

[2] Delbes, C., Moletta, R., Godon, J.J. (2001) Bacterial and archaeal 16S rDNA and 16S
rRNA dynamics during an acetate crisis in an anaerobic digestor ecosystem. FEMS
Microbiology Ecology, 35, 19-26.
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Etude de I’Eau de Condensation (Chapitre I11-2.5)

Annexe i : Etude de I’eau de condensation

L’eau de condensée dans les tubes en PVC des échantillons de mortiers exposés sur site a été
caractérisée au bout de 375 jours par des analyses ICP (concentrations des éléments), par la
détermination du pH et de la quantité d’ATP (en unité relative de lumicre).

Tableau i-1 : Mesures de la concentration en ions, du pH et de ’ATP réalisées sur ’eau condensée dans les
manches en PVC des échantillons exposés 375 jours sur le site S1.

s1

CEM | CEM Il CAC+S CAC+L CAC+A
[Al] 45,99 349,84 2243,36 674,57 100,42
[Ca] 7,12 753,01 539,22 600,92 530,96
~| [S] 1052,16 2106,32 5336,79 3395,57 1057,7
2 | IFe] 9,62 38,1 90,56 72,26 9,67
£ | [K] 136,34 129,15 109,56 41,04 300,83
& [[Md] 33,5 310,1 49,25 285,67 19,45
o [[Mn] 8,87 15,1 8,07 14,69 1,68
= | [Na] 1159 114,39 102,4 94,67 148,24
[Si] 40,61 95,21 1256 1491 24,16
[Ti] 0,03 0,44 1,8 0,49 0,04
pH 2 2 2 1 3
ATP | 709239917| 1102288 109 576 108 553 | 133 745 197

Tableau i-2 : Mesures de la concentration en ions, du pH et de ’ATP réalisées sur ’eau condensée dans les
manches en PVC des échantillons exposés 375 jours sur le site S2.

S2
CEM | CEM 111 CAC+S CAC+L CAC+A

[Al] 474,73 379,99 3362,97 874,42 1375,74
[Ca] 637,14 652,34 482,26 669,75 513,35
~| 9] 3069,23 3556,54 7014,66 4518,15 3941,95
2 | [Fe] 229,67 66,78 204,78 113,95 249,49
£ | [K] 114,91 44,95 46,67 34,92 22,28
& [Mg] 81,59 323,44 41,8 302,76 24,19
o | [Mn] 21,43 15,1 7,28 15,46 4,42
= [[Na] 525,71 473,84 481,14 426,13 442,41
[Si] 62,44 50,64 125,56 53,44 70,8
[Ti] 7,25 3,29 7.33 6,29 0,56
pH 1 1 1 1 1
ATP 2 221 456 42191 0 0 0
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Annexe j : Analyses SSCP

Les analyses de polymorphisme de conformation des simples brins (SSCP) permettent
d’obtenir I’empreinte moléculaire d’un échantillon révélant ainsi sa biodiversité. Ces analyses
ont été effectuées sur site pour chaque échéance.

Cette annexe se compose de deux parties. La premiére est constituée des résultats de la
biodiversité procaryotique et la suivante, de la biodiversité eucaryotique. En fin de chaque
partie se trouve un tableau rassemblant les différents indices calculés sur ces spectres : la
richesse, I’indice de diversité de Shannon et I’indice de diversité de Simpson. La richesse
d’un échantillon représente le nombre d’espéces microbiennes présentes dans 1’échantillon.
Plus un échantillon aura une richesse importante et plus il sera diversifié. L’indice de diversité
de Shannon [1] prend en compte le nombre d’espéces et leur abondance relative dans
I’échantillon. Il est fortement corrélé a la richesse et croit de facon logarithmique avec la
complexité génétique de 1’échantillon. L’indice de diversité de Simpson [1] représente la
probabilité que deux individus choisis au hasard au sein de I’échantillon appartiennent a la
méme espeéce. L’indice de Simpson croit également de facon logarithmique avec la
complexité génétique de I’échantillon.

J-1. Analyses SSCP procaryotiques

W 273 jours | 375 jours W 496 jours

Figure j-1 : Evolution des profils SSCP procaryotiques au cours du temps du mortier au ciment CEM |
sur le site S2.
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W 273 jours m 375 jours

CAC+S
Figure j-2 : Evolution des profils SSCP procaryotiques au cours du temps du mortier au ciment CAC+S
sur le site S2.
MW 496 jours
CAC+A

Figure j-3 : Profil SSCP procaryotiques du mortier au ciment CAC+A sur le site S2.
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Tableau j-1 : Valeurs des indices de richesse, de Shannon et de Simpson sur les analyses SSCP
procaryotiques.

CEMI CAC+S CAC+A
RO Indice | Indice ROz Indice | Indice RodeEs Indice | Indice
e e e
(nombr < . de (nombr e . de (nombr s . de
Shanno | Simpso Shanno | Simpso Shanno | Simpso
ede ede e de
: n n . n n . n n
pic) pic) pic)
0
13
2
7o 1 18 | 30 14 | 34 i i i
357 30 1,5 4,1 29 1,5 4,6 27 1,3 4,5
469 30 1,9 4,1 29 1,3 4,7 27 14 4,5
J-2. Analyses SSCP eucaryotiques
W 273 jours m 375 jours MW 496 jours
CEM I

Figure j-4 : Evolution des profils SSCP eucaryotiques du mortier au ciment CEM 1 sur le site S2.
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W 273 jours W 375 jours W 496 jours

CAC+S

Figure j-5 : Evolution des profils SSCP eucaryotiques du mortier au ciment CAC+S sur le site S2.

W 375 W 496

CAC+A

Figure j-6 : Evolution des profils SSCP eucaryotiques du mortier au ciment CAC+A sur le site S2.
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Tableau j-2 : Valeurs des indices de richesse, de Shannon et de Simpson sur les analyses SSCP
eucaryotiques.

CEM I CAC+S CAC+A
Richesse | Indice | Indice |Richesse| Indice | Indice |Richesse| Indice | Indice
(nombre de de (nombre de de (nombre de de
de pic) | Shannon |Simpson| de pic) |Shannon|Simpson| de pic) |Shannon | Simpson
0
132
273 5 0,7 1,3 13 1,5 3,2 - - -
375 27 15 3,4 8 1,1 2,4 26 15 3,2
496 24 15 3,6 21 15 3,2 25 14 3,1

J-2. Reference bibliographique

[1] Mercon, E. (2012) Mesures de la biodiversité, rapport EcoFoG (Ecologie des Foréts de
Guyane).
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Annexe k : Analyses ICP des attaques acides de pH 2a 5,5

L’¢évolution des analyses ICP des ions passant en solution au cours du temps apres lixiviation
par des solutions acides sont rassemblées dans cette partie. Deux types de mortiers ont été
soumis a des solutions acides a des pH de 2 a 5,5 soit en continu soit en renouvellent toutes
les 8 et 16 h la solution agressive.
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Figure k-1 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en
fonction du temps pour 1'essai sans renouvellement d’acide a pH 2.
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Figure k-2 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions
mobilisés en fonction du temps pour l'essai sans renouvellement d’acide a pH 2.
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Figure k-3 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en
fonction du temps pour I'essai avec renouvellement d’acide a pH 2.
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Figure k-4 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions
mobilisés en fonction du temps pour 1'essai avec renouvellement d’acide a pH 2.
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Figure k-5 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en
fonction du temps pour 1'essai sans renouvellement d’acide a pH 3.
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Figure k-6 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions
mobilisés en fonction du temps pour l'essai sans renouvellement d’acide a pH 3.
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Figure k-7 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en
fonction du temps pour l'essai avec renouvellement d’acide a pH 3.
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Figure k-8 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions
mobilisés en fonction du temps pour l'essai avec renouvellement d’acide a pH 3.
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Figure k-9 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en
fonction du temps pour I'essai sans renouvellement d’acide a pH 4,5.
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Figure k-10 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions
mobilisés en fonction du temps pour 1'essai sans renouvellement d’acide a pH 4,5.
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Figure k-11 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en
fonction du temps pour l'essai avec renouvellement d’acide a pH 4,5.
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Figure k-12 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions
mobilisés en fonction du temps pour 1'essai avec renouvellement d’acide a pH 4,5.
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Figure k-13 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en

fonction du temps pour l'essai sans renouvellement d’acide a pH 5,5.
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Figure k-14 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions

mobilisés en fonction du temps pour I'essai sans renouvellement d’acide a pH 5,5.
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Figure k-15 : Evolution pour le mortier au ciment Portland de la concentration en ions mobilisés en

fonction du temps pour l'essai avec renouvellement d’acide a pH 5,5.
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Figure k-16 : Evolution pour le mortier au ciment d’aluminate de calcium de la concentration en ions

mobilisés en fonction du temps pour 1'essai avec renouvellement d’acide a pH 5,5.
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Mise en Evidence de la Diffusion (Chapitre 1VV-3.2.4)

Annexe | :

Mise en évidence de la diffusion

L’évolution de la concentration en ions mobilisés en fonction de la racine carrée du temps
pour les essais avec et sans renouvellement de la solution acide de pH 2 a 5,5 et pour les
mortiers de ciment CEM | et CAC+S sont rassemblées dans cette partie.
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Figure I-1 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour l'essai sans
renouvellement d’acide a pH 2 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment d’aluminate

de calcium (B
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Figure I-2 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour I'essai
avec renouvellement d’acide a pH 2 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment
d’aluminate de calcium (B).
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Figure I-3 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour l'essai sans
renouvellement d’acide 2 pH 3 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment d’aluminate
de calcium (B).
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Figure I-4 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour I'essai
avec renouvellement d’acide a pH 3 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment
d’aluminate de calcium (B).
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Figure I-5 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour l'essai sans
renouvellement d’acide a pH 4,5 des mortiers a base de ciment Portland (A) et & base de ciment
d’aluminate de calcium (B).
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Figure I-6 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour I'essai
avec renouvellement d’acide a pH 4,5 des mortiers a base de ciment Portland (A) et & base de ciment
d’aluminate de calcium (B).
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Figure I-7 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour I'essai sans

renouvellement d’acide a pH 5,5 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment

d’aluminate de calcium (B).
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Figure I-8 : Evolution de la concentration en ions en fonction de la racine carrée du temps pour I'essai
avec renouvellement d’acide a pH 5,5 des mortiers a base de ciment Portland (A) et a base de ciment
d’aluminate de calcium (B).
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Résumé :

La nécessité de rénover les réseaux d’assainissement des grandes villes et les besoins de
construire de nouvelles structures conduisent les gestionnaires de réseaux d’assainissement et
les fabricants de canalisation a rechercher des solutions pour obtenir des installations
d’assainissement durables. Parmi les détériorations rencontrées dans ces structures, 9%
peuvent étre attribués a la biodétérioration des matériaux cimentaires.

Cette étude a deux objectifs principaux. Le premier est de développer un essai accéléré
reproductible en laboratoire et qui donne des résultats proches de ceux obtenus sur site. Le
second est d’étudier la biodétérioration des matériaux cimentaires pour mieux comprendre les
meécanismes et plus spécifiquement la différence de comportement entre les matériaux a base
de ciment d’aluminate de calcium (CAC) et de ciment Portland ordinaire (OPC). Dans ce
cadre, différentes formulations cimentaires ont été exposees in situ afin de déterminer les
parametres influant sur la biodétérioration. En paralléle, des expériences en laboratoire ont été
réalisées pour mieux comprendre chaque étape du mécanisme de biodétérioration.

Les résultats des expositions sur site montrent que les matériaux a base de CAC ont une
durabilité plus importante que les autres formulations cimentaires. Les études réalisees en
laboratoire permettent d’attribuer ces meilleures performances a la teneur en aluminium qui
inhibe la croissance des microorganismes tout en protégeant la matrice grace a la précipitation
d’une couche d’alumine hydratée dans la porosité et a la surface de ces matériaux et qui
maintient le pH a 3,5-4. La chimie de surface a également un réle important en favorisant ou
non 1’oxydation abiotique de I’H,S. Les résultats des expositions sur site et des différents
essais de laboratoire ont été utilisés pour développer un essai accéléré donnant des résultats
prometteurs.

Mots-clés : Biodétérioration, Matériaux cimentaires, Réseaux d’assainissement, Sulfure
d’hydrogene, Ciment d’aluminate de calcium, Test accéléré.

Summary:

The need for renovation of sewer networks in major cities and the necessity to build new
structures lead managers of sewer pipe and manufacturers to seek for solutions for sustainable
sanitation. 9% of damages encountered in these structures can be attributed to the
biodeterioration of cementitious materials.

This study has two main objectives. The first one is to develop an accelerated reproducible
laboratory test that gives results similar to those obtained on site. The second is to study the
biodeterioration of cementitious materials in order to better understand the mechanisms and
more especially the durability differences between materials based on calcium aluminate
cement (CAC) and ordinary Portland cement (OPC). Within this framework, different cement
formulations were exposed in situ to identify the parameters influencing biodeterioration.
Meanwhile, laboratory experiments were conducted to better understand each step of the
biodeterioration’s mechanisms.

Results of on site exposition show that materials based on CAC have a greater durability than
other cement formulations. Laboratory studies assign these best performances to the
aluminum content which inhibits the growth of microorganisms while protecting the matrix
by precipitation of a hydrated alumina layer in the porosity and on the surface of these
materials. This layer maintains the pH at 3.5-4. Surface chemistry was shown to play an
important role in catalyzing abiotic oxidation of H,S. The results of on-site exhibitions and
various laboratory tests were used to develop an accelerated test giving promising results.

Keywords: Biodeterioration, Cementitious materials, Sewer networks, Hydrogen sulfide,
Calcium aluminate cement, Accelerated test.
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