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NOTATIONS

Symbole Formule chimique

C CaO

S Si02

A Al203

F Fe203

M MgO

S SO3

C CO2

H H20

CsS CasSiOs ou 3Ca0,Si02

Cz2S CazSi04 ou 2Ca0,Si02

C3A CazAl206 0u 3Ca0,Al203

C4AF CasAl2010Fe2 ou
4Ca0,Al203,Fe203

CH Ca(OH)2

C-S-H (Ca0)x-Si02-(H20)y

Nom

Oxyde de calcium
Dioxyde de cilicium
Alumine

Oxyde de fer

Oxyde de magnésium
Trioxyde de soufre
Dioxyde de carbone
Eau

Silicate tricalcique
Silicate dicalcique
Aluminate tricalcique
Aluminoferrite tetracalcique
Portlandite

Silicate de calcium hydraté
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NOTATIONS

CeAS3H32

C3A.CS.H12

CacAl2(S04)3(0H)12,26H20

(Ca0)4-Al203-(S03)-(H20)12

Ettringite

Monosulfoaluminate (Afm)
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INTRODUCTION
GENERALE

Dans le contexte actuel d’accroissement de la population mondiale, il est nécessaire de
construire d’avantage d’infrastructures pour répondre a une pression industrielle
grandissante. Ces constructions se font sur la mer et participent au phénomene de
littoralisation. Le béton est le matériau qui est majoritairement utilisé pour ce type
d’infrastructures, qui peuvent étredes ports, des digues ou encore des brise-lames.

L’eau de mer est connue pour étre un milieu particulierement agressif vis-a-vis des
matériaux cimentaires; des dégradations physiques, chimiques et biologiques sont
observées dans le temps.

Les dégradations physiques et chimiques comme l'effet de la houle sur le matériau ou
I'impact de la composition chimique de I'’eau de mer sur la matrice cimentaire sont bien
documentées et comprises par la communauté scientifique. Les dégradations d’origine
biologique proviennent essentiellement de l'activité des organismes marins qui
colonisent peu a peu la surface du matériau cimentaire. A long terme, leur activité peut
avoir des conséquences sur l'esthétisme, les performances mécaniques ainsi que la
durabilité du matériau. Ce phénomene est connu sous le nom de biodétérioration. Ces
dégradations sont actuellement peu voire pas étudiées.

Dans d’autres milieux tres spécifiques tels que les réseaux d’assainissement ou les
revétements de facades, les interactions entre le matériau cimentaire et les organismes
sont davantage étudiées. De nombreux protocoles ont été proposés afin de permettre une
caractérisation de la colonisation et une meilleure compréhension des phénomenes de
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biodétérioration qui en résultent. Ces protocoles ne sont malheureusement pas adaptés
pour I’étude des interactions en milieu marin.

Ce sujet de recherche se propose donc d’effectuer une premiere étude en laboratoire des
interactions existant entre le milieu marin et le matériau cimentaire afin de mettre en
évidence le phénomeéne de colonisation et les conséquences de celui-ci sur la matrice
cimentaire.

Plusieurs objectifs ont été fixés pour cette these :

- Mise en place d’un dispositif expérimental permettant de reproduire le milieu
marin en laboratoire. Ce dispositif expérimental se devra d’étre facilement
réalisable et reproductible en laboratoire ;

- Etude des outils de caractérisation de la colonisation pertinents. Ce choix
effectuera apres une revue bibliographique des outils a disposition ;

- Evaluation de I'impact de la présence d’un biofilm sur les propriétés chimiques du
matériau cimentaire et mise en évidence des phénomenes de biodétérioration sur
la matrice cimentaire ;

- Evaluation de I'impact de la composition du matériau cimentaire et des conditions
environnementales sur la colonisation.

Ce manuscrit de these est organisé en quatre chapitres, présentant les principaux
résultats obtenus lors de ce travail de recherche.

Le chapitre 1 est consacré a une étude bibliographique multidisciplinaire. Aprés avoir
rapidement abordé le contexte bibliographique de ce sujet de these, des rappels de
connaissances sont effectués, aussi bien au niveau cimentaire qu’au niveau biologique.
Les mécanismes d’interactions ayant lieu entre les matériaux cimentaires, I'’eau de mer et
les microorganismes sont ensuite étudiés. Pour terminer, les conséquences de la
colonisation sur les matériaux cimentaire sont évaluées.

Le chapitre 2 présente les différents matériaux utilisés pour cette étude ainsi que les
méthodes de caractérisation chimique de ceux-ci. La culture de la souche de microalgue
utilisée est détaillée. Les outils de caractérisation utilisés par la suite sont présentés, afin
de comprendre leur mode de fonctionnement.

Le chapitre 3 détaille la premiere manipulation effectuée, au travers tout d’abord de la
mise en place du dispositif expérimental puis du suivi de la colonisation et de la
biodétérioration des échantillons immergés. Ce chapitre permet d’affiner ensuite les
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meéthodes de caractérisation pour les manipulations futures. La composition chimique du
matériau cimentaire et de I’eau de mer est également étudiée.

Le chapitre 4 est divisé en deux parties. Dans un premier temps, I'impact des facteurs
internes aux matériaux cimentaires sur la colonisation est étudié par l'intermédiaire de
différentes formulations immergées. Dans un second temps, l'influence des facteurs
environnementaux sur la colonisation est évaluée en milieu semi-naturel. Les outils de
caractérisation sont les mémes que ceux utilisés dans le chapitre 3. Certaines
manipulations ont été améliorées ou modifiées.

Pour terminer, les conclusions et perspectives résultant de ce travail sont exposées dans
la derniere partie de ce rapport.
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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

INTRODUCTION

Le premier chapitre de ce manuscrit est destiné a effectuer un état des lieux sur le
comportement des bétons en milieu marin. Tout d’abord, le sujet de cette étude sera placé
dans son contexte global, afin de mieux comprendre les problématiques liées a cette these.
Le phénomene de littoralisation sera défini a 'aide de quelques exemples concrets, puis
I'utilisation plus spécifique du matériau béton dans I’environnement marin sera évaluée
au travers des études déja existantes sur ce sujet. Dans un second temps, un rappel des
connaissances sera effectué concernant tout d’abord le matériau cimentaire puis la
biologie marine pour se concentrer plus précisément sur la diatomée utilisée lors de cette
these. La partie suivante étudiera les interactions ayant lieu entre le matériau cimentaire,
I'eau de mer et les microorganismes. Les processus physico-chimiques ainsi que
biologique mis en jeu seront détaillés, puis I'impact des facteurs environnementaux et des
facteurs internes au matériau cimentaire seront abordés. Enfin, pour terminer cette étude
bibliographique, 'effet de la colonisation sur les matériaux cimentaire sera évalué a
travers différentes études.

1. CONTEXTE

1.1. Enjeu de la biodiversité

Les littoraux sont des zones particulierement attractives pour les hommes et favorables
pour leurs activités. Du fait de la mondialisation, I'attractivité des littoraux s’est accentuée
depuis le XXéme siecle ; 'IUCN (International Union for Conservation of Nature) estime
qu’actuellement 60% de la population mondiale vit dans une grande zone cotiere, c’est-a-
dire a moins de 150 km du rivage (Observatoire du littoral et al., 2008). En France, le
littoral représente 4% du territoire et accueille un peu plus de 10% de la population
(Zaninetti, 2006). Cet afflux de populations en bord de mer porte le nom de
« littoralisation » et mene a une artificialisation toujours plus importante des littoraux
(Figure 1-1). Selon I'(Observatoire du littoral et al, 2008), 5 a 10 km de cotes sont
touchées ou détruites tous les jours par ce phénomene.
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Figure 1-1 : Evolution de 'urbanisation de la station balnéaire de la Grande Motte. A : vue aérienne en
2018, B : vue aérienne en 1963 (IGN, 2018)

Chaque année, 'urbanisation du bord de mer augmente de 2,6%, portant le nombre de
villes cotieres de 412 en 1950 a 2129 en 2015 (Rangel-Buitrago et al., 2017). La pression
concernant la construction des logements est 2,5 fois plus importante en bord de mer en
comparaison a la moyenne métropolitaine. La Figure 1-2 illustre 'augmentation du
nombre de maisons (principales ou secondaires) construites entre 2000 et 2009 : les
cotes méditerranéennes et atlantiques sont les plus touchées. En effet, le littoral
méditerranéen est celui qui attire le plus, suivi du littoral atlantique puis du littoral de la
Manche.
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Figure 1-2 : (gauche) évolution du nombre de maisons construites de 2000 a 2009 par communes,
(droite) évolution de la population des cantons littoraux par fagades maritimes entre 1962 et 2005
(Insee)

Le tourisme est bien entendu lui aussi bénéficiaire de la littoralisation des cotes. Le
nombre de résidences secondaires, d’hotels ou d’aménagements de loisir a également
augmenté durant ces derniéres années. Les villes de bord de mer possedent pour la
plupart des ports et des infrastructures, permettant d’exercer une activité de péche
artisanale ou industrielle mais aussi d’échanger avec le monde entier. Pour cela, il a été
nécessaire de construire des structures pour effectuer ces activités, stocker les produits
ainsi que les bateaux. Les plus gros ports mondiaux participent a I'attrait des populations
rurales, les activités se développent encore plus rapidement comme le montre la Figure
1-3.

angha (roife) (Dailymail, 2013)

Figure 1-3 : Ports de Singapour (Ships&Ports, 2017) (gauche) et Sh

Pour gagner de la place, les constructions avancent alors sur la mer par I'intermédiaire de
polders (assechement d’un terrain situé sous le niveau de la mer) ou de terre-pleins (gain
de terre obtenu par remblaiement au-dessus du niveau de la mer, Figure 1-4).
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Figure 1-4 : Terre plein ayant permis la construction de I'aéroport de Nice (Batirama, 2018)

Le réchauffement climatique joue également un role non négligeable dans le phénomeéne
d’artificialisation des littoraux. En raison de la montée des eaux, les cdtes sont de plus en
plus sujettes a des épisodes de crues et d’érosion. Pour protéger les populations vivant en
bord de mer, il a été nécessaire d’ériger des protections telles que des brise-lames ou des

digues (Figure 1-5).

Figure 1-5 : Illustration d'un brise lame a Luc-sur-Mer (Calvados, France)

1.2. Conséquences de I'urbanisation sur le milieu marin
L’urbanisation croissante des littoraux a inévitablement des conséquences sur le milieu
marin. Tout d’abord, d’aprés (Morvan, 1984), en raison de l'extraction de matieres
premieres nécessaires pour le domaine de la construction, ainsi que I'édification de ports
qui modifient le transport des sédiments, les cotes sont de plus en plus soumises au
phénomene d’érosion (Figure 1-6).
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Figure 1-6 : Erosion du littoral a Soulac (Gironde) (FranceCulture, 2017)

De plus, la construction massive d’infrastructures engendre la destruction des
écosystemes marins, amenuisant ainsi toute la biodiversité d’'un lieu (Liziard, 2013 ;
Robert, 2009). Les milieux marins sont donc fragilisés par la création de zones artificielles
pauvres en biodiversité. Le béton est le matériau majoritairement utilisé dans le cadre de
ces constructions, en raison de son excellente résistance a ’eau de mer, de son faible cofit
de production, de sa facilité de mise en ceuvre ou encore de la disponibilité des matieres
premieres partout dans le monde (Mehta, 1991).

2. RAPPEL DES CONNAISSANCES

2.1. Matériaux cimentaires
Un matériau cimentaire peut étre défini comme un matériau fabriqué a base d’'un mélange
de ciment et d’eau. L’ajout de granulats permet de fabriquer un mortier (ajout de sable)
ou un béton (ajout de sable, gravillons et gravier) (Figure 1-7).

{Ciment }{ Eau }[ Sable ][ Gravillons ][ Graviers }

‘z
|
|
|

|
|
|| PATE CIMENTAIRE
|
]

MORTIER

............

\ BETON /

Figure 1-7 : Illustration des différents matériaux cimentaires existants

Dans cette partie, les différents constituants d’'un matériau cimentaire type « mortier »
vont étre présentés.
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2.1.1. Ciment

2.1.1.1.  Fabrication du ciment
Le procédé global de fabrication du ciment est illustré a I'aide de laFigure 1-8.

Calcaire Gypse
| r Argile Prudmts d'addition

Clinkerisation E
Broyage :cumsun a 1450 *C) Broyage
linker i

Figure 1-8 : Etapes menant a la fabrication du ciment (Infographie : Eric Menneteau, CNRS)

Le ciment Portland (Ordinary Portland Cement - OPC) est le principal liant hydraulique
utilisé pour la construction d’infrastructures marines. Il est fabriqué a partir d'un cru de
ciment (mélange issu d'un premier broyage) contenant du calcaire ainsi que de I'argile.
Ce cru est ensuite porté a haute température (1450°C) dans un four. Apres
refroidissement, le clinker Portland est obtenu. Il est constitué en majorité d’oxyde de
calcium (Ca0) mais contient également du dioxyde de silicium (SiOz2), de l'oxyde
d’aluminium (Al203) ainsi que des constituants secondaires en trés faibles quantités. La
composition moyenne du clinker de ciment Portland est donnée ci-dessous (Tableau 1-1).
La notation utilisée a été détaillée en début de manuscrit.

Composant | Dosage (%)
Silicate tricalcique (C3S) 60 - 65
Silicate bicalcique (C2S) 10-20
Aluminate tricalcique (C3A) 8-12
Aluminoferrite tétracalcique (C4AF) 8-10

Tableau 1-1: Composition d'un clinker de ciment Portland (Ollivier et Vichot, 2008)

Il est également possible d’y ajouter d’autres constituants tels que des fillers ou des
cendres volantes qui permettront de modifier les caractéristiques physiques ou
chimiques du ciment obtenu.

2.1.1.2.  Hydratation du ciment
Afin de mieux comprendre le comportement des matériaux cimentaires dans la suite de
cette these, il est indispensable d’avoir une vue d’ensemble des différentes réactions
chimiques qui ont lieu lors de I'hydratation du ciment. Cette partie repose sur les
connaissances issues de I'ouvrage d’(Ollivier et Vichot, 2008).

Tout d’abord, en chimie des ciments, une nomenclature différente est utilisée pour écrire
les transformations chimiques. Par la suite, la notation cimentaire sera utilisée.

Le silicate tricalcique est le constituant majoritaire du clinker (Tableau 1-1). Lorsqu'’il
entre en contact avec 'eau, il se dissout selon la réaction1-1:
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Ca3SiOs + 3 H20 = 3 Ca2* 4+ H2Si04%- + 4 HO- Réaction1-1

La solution devient alors tres vite sursaturée par rapport au C-S-H. Ce dernier va
précipiter selon la réaction 1 - 2 :

x Ca2* 4+ H2Si04% + 2(x-1) HO-+ y H20 - xCaO0, SiOz, yH20 Réaction 1 -2

En se dissolvant, le silicate tricalcique libére plus d’ions Ca%?* et HO- que le C-S-H n’en
consomme. Il va alors se former de la portlanditepar précipitation (réaction 1 - 3) :

Ca2* 4+ 2 HO-—> Ca(OH)2 Réaction 1 -3

La réaction moyenne globale de I'hydratation du silicate tricalcique peut donc
s’écrire (réaction 1 -4):

CsS+H > C-S-H+ 1,3CH Réaction 1 - 4

La réaction d’hydratation du silicate dicalcique est la méme que celle du silicate
tricalcique. L’équation moyenne globale s’écrit (réaction 1 -5) :

C2S+H—->C-S-H+0,3H Réaction1-5

Au contact de I'’eau, I'aluminate tricalcique se dissout (réaction 1 - 6) :

Cas3Al206+ 6 H20 - 3 Ca?*+ + 2 Al3+ + 12 HO- Réaction1-6

Plusieurs phases d’aluminates de calcium hydratés (C2AHs, C4AH13) vont se former en
raison de leur temps de formation tres court. Cependant, c’est le C3AHe qui est le plus
stable thermodynamiquement et le moins soluble et c’est vers celui-ci que tendra I’état
final du systeme.

Afin de réguler I'hydratation de I'aluminate tricalcique et ainsi éviter le phénomene de
fausse prise, du sulfate de calcium est ajouté au clinker sous forme de gypse. La solution
est alors riche en ions Ca2*, Al3+, HO- et SO42-. Dans ce cas, la phase la moins soluble n’est
plus le C3AHe mais l'ettringite (CsAS3H3z2). Lorsque tous les sulfates sont épuisés,
I'ettringite se dissout et libere des ions sulfate pour former avec I’'aluminate tricalcique
restant du monosulfoaluminate (Afm).

L’hydratation du C4AF mene a la précipitation du méme type de composés que ceux
provenant de la dissolution de I'aluminate tricalcique. Une partie de I'aluminium est
substituée par du fer.
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En fin d’hydratation, la pate de ciment est composée de 60 a 70% de C-S-H, 15 a 20% de
portlandite et de 10 a 20% de monosulfoaluminate de calcium hydraté et d’ettringite.

2.1.2. Sable
La norme NF EN 196-1 spécifie qu’'un sable siliceux naturel a grains arrondis doit étre
utilisé dans le cas de la fabrication de mortier. Sa teneur en silice doit étre au moins égale
a 98% et sa teneur en eau inférieur a 0,2%. La composition granulométrique doit étre en
accord avec la norme EN 196-1 (Tableau 1-2). Cette composition est déterminée par
analyse granulométrique.

Dimensions mailles carrées (mm) Refus cumulés sur les tamis (%)
2,00 0
1,60 7+5
1,00 33+5
0,50 67 £5
0,16 875
0,06 99 +5

Tableau 1-2: Composition granulométrique d’un sable de référence (NF EN 196-1)

Ce sable est chimiquement inerte et ne participe donc pas aux réactions chimiques ayant
lieu entre le ciment et I'’eau de gachage.

2.1.3. Eau
Nécessaire a I'hydratation du ciment, I'eau utilisée pour le gachage doit répondre a
certaines exigences contenues dans la norme NF EN 1008. L’eau doit étre propre et ne pas
contenir d'impuretés (huiles, détergents, matieres en suspension). La teneur de quelques
ions, listés dans la Tableau 1-3, ne doit pas dépasser certaines valeurs limites.

Ion Utilisation Concentration maximale autorisée
(mg/L)

Béton précontraint / coulis 500
Cl- Béton armé ou avec insert 1000
Béton non armé et sans insert 4500
S042- 2000
Na20 1500
Sucres 100
P20s 100
NOs3- 500
Pbz+ 100
Zn2+t 100

Tableau 1-3 : Concentrations maximales autorisées (NF EN 1008)

L’eau de mer est donc a proscrire, en raison de sa concentration en chlorure extrémement
importante, menant a la corrosion des infrastructures armées.
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2.2. Biologie marine

2.2.1. Composition de I'eau de mer
L’eau de mer naturelle est un milieu difficilement reproductible, elle peut cependant étre
décomposée en quatre constituants majeurs (Moe, 2009). L’eau pure représente 96% de
la composition de I'’eau de mer. Dans les 4% restants, se trouvent les solides inorganiques
ainsi que les gaz dissous, les substances organiques dissoutes et enfin la « Vie ».

Sept sels dissous représentent 99,5% des solides inorganiques (chlorure de sodium,
chlorure de magnésium, carbonate de calcium, sulfate de magnésium, sulfate de calcium,
sulfate de potassium et bromure de potassium ou sodium) provenant majoritairement de
la décomposition de la crofite terrestre (Pasqueron De Fommervault, 2015). Le Tableau
1-4 récapitule les concentrations moyennes des principaux ions trouvés dans 'eau de
mer. Cette concentration varie selon les mers et océans étudiés.

Espéce ionique Océan Atlantique (g/L)

Cl- 17,8

S042- 2,5
Br- 0,2

Na+* 10

Mg2+ 1,5

Caz+ 0,4
K+ 0,3

Tableau 1-4 : Composition de 'eau de 'Océan Atlantique (Ollivier et Vichot, 2008)

Les éléments traces représentent les 0,5% restants des solides inorganiques et gaz
dissous. Ils peuvent étre divisés en deux catégories: ceux essentiels pour la vie des
organismes marins, présents sous forme de macronutriments (carbone, azote, phosphore
ou encore silicium) et de micronutriments (fer, zinc, cuivre, etc ...) nécessaires en plus
faibles quantités par les organismes, et ceux présents en raison de 'activité humaine
(polluants comme le mercure, les pesticides ou encore le pétrole).

Les substances organiques dissoutes telles que les acides aminés, protéines, enzymes,
vitamines et pigments provenant des organismes et/ou de l'activité humaine sont
également trouvées dans l'eau de mer. Afin de pouvoir utiliser de I'eau de mer en
laboratoire et de faciliter son utilisation a n'importe quel endroit dans le monde, des
préparations commerciales ont été mises au point. Leurs compositions se rapprochent de
celle de I'eau de mer mais different en certains points au niveau des concentrations, du
nombre d’éléments traces ou encore de I'absence de substances organiques dissoutes
(Atkinson et Bingma, 1997).

Pour terminer, la « Vie » est le dernier élément constitutif de I'’eau de mer, comprenant
des bactéries, des animaux ou encore des algues. Ces derniéres sont des organismes
photosynthétiques, pouvant étre multicellulaires (macroalgues) ou unicellulaires
(microalgues). A la différence des macroalgues, les microalgues n’ont pas de racines, de
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tiges et de feuilles; elles sont trouvées dans l'eau douce ou les systémes marins
(MacIntyre et al., 1996 ; Suganya et al.,, 2016).

2.2.2. Diatomeées

2.2.2.1.  Généralités

Les diatomées sont des microalgues unicellulaires (une seule cellule) eucaryotes
(présence d’un noyau) photosynthétiques, facilement observables au microscope et
caractérisées par leur quantité importante en silice. Elles ont été décrites en 1702 par
Antony Van Leeuwenhoeck, un scientifique néerlandais. Leur apparition date d’il y a plus
de 180 million d’années (Bradbury, 2004). Actuellement, plus de 10 000 especes ont été
répertoriées mais certains auteurs les estiment a plus de 200 000(Suroy, 2013). La
présence d’eau, de lumiére et de sels nutritifs (N,P, Si + éléments traces) permet leur
développement. Elles sont donc retrouvées dans les eaux douces, salées et saumatres,
mais également dans la glace, les sols humides ou n'importe quel lieu humide de facon
générale. Elles peuvent s’attacher a d’autres plantes pour se développer, voire méme a
des étres vivants (baleines par exemple) ou tout simplement a des substrats inertes
(sable, roches) (Cupp, 1977). Leur taille varie de quelques micrometres a quelques
millimetres (2 mm au maximum).

2.2.2.2.  Lefrustule
Le frustule est caractéristique des diatomées. Il consiste en une carapace transparente
faite de silice amorphe (ie. silice biogene) et recouverte de composés organiques. Il en
existe une multitude de géométries (Figure 1-9). En se basant sur ces observations au
microscope, deux catégories de diatomées ont alors été distinguées: les diatomées
centrales a symétrie radiale, et les diatomées pennales a symétrie bilatérale.

Figure 1-9 : Diversité de frustules (Hildebrand et al., 2008)
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Le frustule est en fait composé de deux valves, s'imbriquant I'une dans 'autre, a la facon
d’'une boite de Pétri. Selon (Suroy, 2013), sa fabrication reste encore aujourd’hui peu
claire pour la communauté scientifique. Cependant, certaines hypothéses permettent
d’expliquer quelques étapes de son mécanisme (Amo et Brzezinski, 1999). Dans le milieu
marin, le pH de I'’eau est a une valeur d’environ 8. A ce pH, deux formes de silicium dissous
existent: l'acide orthosilicique (Si(OH)4) et sa base conjuguée (Si(OH)30-) selon le
diagramme de prédominance montré dans la Figure 1-10.

100 ~

80 4

60 —— Si(OH),
—— SiO(OH);

i ——— SiO,(OH),”

Concentrations relatives

20 A

Figure 1-10 : Diagramme de présence des ions silicates, selon le pH de I’eau (Suroy, 2013)

L’acide orthosilicique, a un pH de 8, est la forme largement majoritaire dans les océans et
est donc utilisé par les diatomées pour la formation de leur frustule (Carbonnel et al,
2013 ; Rousseau et al., 2002).

La présence de nombreux pores a sa surface permet a la diatomée d’effectuer un échange
avec 'environnement extérieur pour éliminer ses déchets et y puiser des nutriments. Sa
résistance mécanique est tres importante, il joue le réle de tampon pH et de protection
solaire.

Le frustule est recouvert d’'une couche de composés organiques qui peuvent étre classés
en trois catégories (Suroy, 2013):

- Polysaccharides ;
- Acides aminés et protéines ;
- Lipides.

Lorsque les diatomées meurent, les frustules se déposent au fond des environnements
aquatiques dans lesquels elles se trouvent. Le matériau est alors appelé diatomite. Il est
utilisé dans de nombreux domaines industriels comme filtre ou abrasif.
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2.2.2.3.  Sécrétion d’exopolysaccharides
Les exopolysaccharides (EPS) des diatomées marines résultent du mécanisme de
photosynthese permettant de fixer le carbone inorganique. Ces EPS enveloppent et
forment un microenvironnement autour des diatomées, qui les protége des stress
extérieurs.

2.2.3. Photosynthese
Les diatomées, comme tous les organismes autotrophes, synthétisent des composés
organiques a partir du carbone présent dans leur environnement, en présence d’eau et de
lumiere (Maclntyre et al., 1996). Il s’agit du mécanisme de photosynthese. L’équation
globale de la réaction, sous l'action de la lumiere, peut s’écrire (réaction 1 -7) :

2n CO, + 2n H,0 - 2(CH,0),, + 2n0, Réaction 1 -7

Cette réaction a lieu dans la membrane du thylakoide qui se trouve dans le chloroplaste
des diatomées (Figure 1-11). Plusieurs pigments photosynthétiques (chlorophylles a et c,
caroténoides) sont présents dans la membrane et permettent de convertir I'énergie
lumineuse en énergie chimique (Kuczynska et al.,, 2015).

s
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pPsI

Q"o
(‘ P80
=7

/4 %, |
2HO  O44H
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Figure 1-11 : Systéme photosynthétique d’une diatomée : (A) vue globale ; (B) schématisation d'un
thylakoide ; (C) fonctionnement du photosysteme (Musumeci et al., 2012)

La molécule de chlorophylle absorbe la lumiére visible dans les longueurs d’ondes du bleu
et du rouge mais laisse passer une majorité de la lumiere verte.

(Redfield, 1960) a montré que le ratio entre les atomes d’oxygene, de carbone, d’azote et
de phosphore dans I'océan était de 172/105/16/1. En d’autres termes, lors de la réaction
de photosynthése, 105 atomes de carbone, 16 atomes d’azote et 1 atome de phosphore
sont consommeés pour 172 atomes d’oxygene libérés. Il est donc nécessaire d’avoir dans
le milieu marin ces atomes pour qu'’ils puissent étre utilisés par les diatomées (ou les
microalgues de maniere générale) afin de permettre la croissance des cellules.

2.2.4. Cylindrotheca closterium
Cylindrotheca closterium (Erhenberg) Lewin et Reimann est une diatomée trouvée
majoritairement dans les eaux néritiques (zone des océans comprise entre 0 m et 200 m
de profondeur) dans de nombreux endroits du globe (Affan etal., 2009 ; Michael Kingston,
2009). En France, sa présence est probable le long de toutes les cotes (Figure 1-12).
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Figure 1-12 : Carte de répartition de la diatomée Cylindrotheca closterium en France métropolitaine en
2018 (Inventaire National du Patrimoine Naturel, 2018)

Cette diatomée a un taux de croissance supérieur a celui des autres diatomées (Alcoverro
etal, 2008 ; Tanaka, 1984). Elle est facile a cultiver, endure la contamination et trouve de
nombreuses applications au niveau industriel en raison de sa richesse en lipides (Demirel
et al, 2015). Ces caractéristiques permettent de l'utiliser dans wune étude
pluridisciplinaire telle que celle présentée dans ce manuscrit.

C. closterium est une diatomée pennale, c’est-a-dire que son frustule possede une
symétrie bilatérale (Figure 1-13). C’est une espéce motile possédant un raphé (fissure
traversant la ou les valves), dotée d’'un noyau au centre et de 2 chloroplastes ou
s’effectuent les réactions de photosynthese (Cupp, 1977). Le frustule est en forme de fer
de lance. La taille totale de C. closterium varie entre 25 et 400 um (Cupp, 1977 ; Kraberg
etal, 2010).

Figure 1-13: Illustration de la diatomée Cylindrotheca closterium(Guiry, 2018)
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Comme toutes les diatomées, C. closterium utilise les nutriments inorganiques présents
dans I'’eau comme I'azote (N) ou le phosphore (P) pour croitre. Lorsque ces derniers sont
présents en quantités limitées, la croissance des diatomées s’en trouve affectée.
(Alcoverro et al, 2008)ont montré, en effet, qu'en I'absence de I'un de ces deux
nutriments, la croissance des cellules est affectée, montrant une phase de latence plus
importante que le controle (Figure 1-14).
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Figure 1-14 : Courbe de croissance d’une population de C. closterium en fonction de la composition
chimique du milieu (rond : controéle, triangle : limitation du phosphore, carré : limitation de 'azote)
(Alcoverro et al., 2008)

Pour se placer dans les conditions optimales de croissance de la diatomée Cylindrotheca
closterium, certains parametres sont a réunir (Ohgai et al., 1986):

- Latempérature du milieu doit étre comprise entre 10 et 25°C;

- LepHentre7,3et9,0;

- L’intensité lumineuse doit étre supérieure ou égale a 37 umol.m-2.s1;

- Lasalinité du milieu doit étre comprise entre 20 et 40 (dans I'Océan Atlantique, la
salinité est d’environ 35).

2.2.5. Biofilm
En milieu marin, les microorganismes, dont les diatomées, se développent a la surface
d’'un substrat, sous forme de biofilm. Ce dernier peut étre défini comme étant « des
populations bactériennes enfermées dans une matrice ; adhérentes les unes aux autres
et/ou aux surfaces et interfaces » (Costerton et al., 1995).

C’'est une structure dynamique, organisée dans les trois dimensions de l'espace et
composée d’organismes unicellulaires enrobés dans une matrice de substances
polymériques extracellulaires (EPS). Le biofilm permet 'adhésion des cellules a un
substrat solide, qu'il soit organique ou inorganique,naturel ou artificiel(Lors et al., 2017 ;
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Schnurr et Allen, 2015). La simple présence d’eau permet son développement dans des
milieux divers et variés (Figure 1-15).

Figure 1-15 : Biofilm sur bois en milieu marin (Galand, Kalenitchenko, 2015)

Ce mode de vie en biofilm permet la survie des microorganismes marins, leur permettant
d’avoir accés aux nutriments tout en les protégeant des stress extérieurs (présence de
prédateurs, perturbations chimiques, ...) (Lors et al,, 2017). A plus long terme, le biofilm
évolue peu a peu vers une structure plus complexe, incluant la présence de
macroorganismes.

De nombreuses études ont été et sont encore conduites dans le but de comprendre
comment se forme un biofilm(Druga et al., 2018 ; Kataky et Knowles, 2018 ; Palmer et al.,
2007 ; Squinazi, 2013). Son mécanisme de formation résulte en une succession d’étapes,
dont certaines sont encore incomprises aujourd’hui. Une multitude de facteurs pourraient
intervenir dans cette formation tels que la charge de la surface a coloniser, sa rugosité ou
encore son hydrophobicité (Palmer et al., 2007).

Le mécanisme de création du biofilm peut étre séparé en différentes étapes qui vont étre
détaillées dans les parties ci-dessous (Brian-Jaisson, 2014 ; Compere et al, 2001;
Flemming et Wingender, 2010 ; Palmer et al., 2007 ; Rubio, 2002 ; Schnurr et Allen, 2015 ;
Siegert, 1999).

2.2.5.1.  Création d’un film primaire

Au moment de I'immersion, en raison des mouvements de diffusions ou de turbulence,
des molécules organiques et inorganiques sont apportées a la surface du matériau. Ces
molécules sont principalement des protéines, de sucres ou des lipides. L’adsorption de
telles molécules pourrait jouer un réle important dans le phénomene d’adhésion des
bactéries, en modifiant les propriétés physico-chimiques des surfaces comme son
hydrophobicité par exemple. Il a également été suggéré que la présence de protéines sur
les surfaces favoriserait le développement du biofilm en raison d’'un apport en nutriments
pour les bactéries.
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2.2.5.2.  Transport
Les bactéries vont ensuite se lier a la surface. Elles sont transportées vers cette derniere
selon les mouvements du milieu (mouvement brownien, sédimentation ...) ou selon leur
mouvement propre, a l'aide de leurs flagelles et pili (appendices des bactéries), leur
permettant de se déplacer.

2.2.5.3. Adhésion
L’adhésion des bactéries a la surface du matériau s’effectue en deux étapes : une adhésion
« réversible » puis une adhésion « irréversible ».

Durant la phase d’adhésion réversible, les bactéries sont attirées par la surface, du fait de
la présence de nutriments et de la modification de ses propriétés physico-chimiques. Elles
se lient avec elle par l'intermédiaire de liaisons faibles. De faibles forces mécaniques
peuvent donc les détacher. La théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek)
permet d’expliquer cette fixation par interactions électrostatiques et forces de Van Der
Waals.

Lors de l'adhésion irréversible, les liaisons entre surface et bactéries sont de haute
énergie. Les bactéries synthétisent des molécules permettant cette adhésion et
produisent une matrice extracellulaire (substance polymérique extracellulaire connue
sous le nom d’EPS). Ces EPS, outre le fait de permettre un attachement irréversible,
permettent également de piéger les substances nutritives nécessaires et protegent les
colonies des agressions physiques, chimiques ou biologiques de l’environnement
extérieur (Figure 1-16).

Figure 1-16 : Images prises par Microscopie Electronique a Balayage montrant des cellules microbiennes
incorporées dans une matrice d’EPS (Badireddy et al., 2010)

Les EPS représentent entre 60% a 98% de la masse seche du biofilm. Ils sont composés
majoritairement de polysaccharides et de protéines, mais il est également possible de
trouver des acides nucléiques, des lipides ou encore des solides en suspension.

2.2.54  Maturation
Avecle temps, les bactéries vont continuer a produire la matrice extracellulaire, elles vont

se regrouper en colonies. C'est a ce moment que le biofilm devient visible a I'ceil (Figure
1-17).
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G o T

Figure 1-17 : Détail de la matrice extracellulaire, visible sous a I'ceil nu et sur microscope numérique a
faible grossissement (x80) (photographie effectuée au sein du laboratoire de I'ESITC Caen)

2.2.5.5. Détachement
Le biofilm peut se détacher de fagon active ou passive. Un stress dii a des changements de
I'environnement peut étre une cause d’'un détachement actif. Le détachement passif,
quant a lui, est di a une action physique sur le biofilm : flux ou forces de cisaillement.

3. MECANISMES D'INTERACTIONS MATERIAUX CIMENTAIRES — EAU
DE MER — MICROORGANISMES

Le milieu marin est un milieu agressif en raison de plusieurs parameétres tels que sa
composition chimique, sa température, la présence d’organismes vivants, I'action des
marées et des vagues ou encore la présence d’icebergs dans les régions les plus froides.
Les actions chimiques et physiques sont relativement bien documentées dans la
littérature, comme le montre la Figure 1-18.
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Figure 1-18 : Actions chimiques et physiques de I'’eau de mer (M. Borsa et al., 2003), d’apres Mehta
(Mehta, 1991)

Dans la suite de cette partie, chacune des actions (chimique, physique et biologique) vont
étre détaillées séparément. Il est toutefois a noter que les actions chimiques et physiques
sont en fait interdépendantes et se renforcent mutuellement, d’ou la difficulté de les
étudier individuellement (Mehta, 1991).

3.1. Interactions chimiques
En milieu marin, le matériau cimentaire est sujet a différentes attaques de nature
chimique qui ciblent majoritairement la pate cimentaire (Figure 1-18). Les granulats
utilisés dans la fabrication du béton sont quant a eux inertes.

De facon générale, les réactions chimiques détaillées dans cette partie peuvent étre
résumées dans la Figure 1-109.
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Détérioration du béton par réactions chimiques

Réaction impliquant
I'hydrolyse etla
lixiviation des
composants de la pate
de ciment durcie

Réactions d’échange
entre le fluide agressif et
les composants de la
pate de ciment durcie

)\

Réactions impliquant la
formation de produits
expansifs

Substitution du
Ca?* dans le C-S-H

Suppression des
ions Ca?* (produits
solubles)

Suppression des
ions Ca?* (produits
insolubles)

Augmentation de la
porosité etde la
perméabilité

Augmentation des
pressions internes

Diminution du pH Perte de masse Fissuration, Déformation

écaillage

Augmentation de Diminution de la
la résistance, perte
biodétérioration de rigidité

Figure 1-19 : Organigramme regroupant les différentes réactions chimiques responsables de la
détérioration du béton, d’apres (Mehta, 1991)

3.1.1. lons chlorures et sulfates

Tout d’abord, les ions chlorures présents dans I'eau de mer réagissent avec I'aluminate
tricalcique pour former du chloroaluminate de calcium hydraté (C3A.CaCl2.10H20), aussi
connu sous le nom de sel de Friedel et qui ne pose pas de probleme de gonflement du
matériau (De Weerdt et Justnes, 2015 ; Ragab et al., 2016). En présence d’ions sulfates,
ce produit de réaction n’est pas stable, il y a alors création d’ettringite secondaire. Cette
derniere est expansive et engendre une perte des propriétés mécaniques et élastiques de
la structure. De plus, les ions chlorures peuvent dépassiver l'acier et ainsi initier le
processus de corrosion. Les ions magnésium peuvent également endommager les
ouvrages en se combinant aux silicates de calcium hydratés (C-S-H) pour former des
silicates de magnésium hydratés (M-S-H). Cette substitution du calcium par le magnésium
engendre un béton plus faible mécaniquement et friable.

3.1.2. Dioxyde de carbone
Le dioxyde de carbone a lui aussi un impact sur la résistance des bétons vis-a-vis de leur
environnement extérieur. Pour des ouvrages immergés en permanence dans I’eau de mer,
'action du dioxyde de carbone est minime. Le phénoméne de carbonatation est plus
sévere lorsque le béton est soumis a une humidité proche de 60%/(Ollivier et Vichot,
2008). Il se produit alors la réaction (réaction 1 - 8) :

COz + Ca(OH)2~> CaCO3 + H20 Réaction 1 -8

Le carbonate de calcium créé (aragonite) est insoluble et permet donc de réduire la
perméabilité du béton. Cependant, la consommation de portlandite diminue le pH du
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béton. Si le béton est armé, cette baisse de pH peut alors poser un souci important en
raison de la corrosion des aciers.

3.1.3. Lixiviation

Le phénomene de lixiviation est lui aussi a prendre en compte. En effet, lorsque le béton
est plongé dans de I'’eau de mer, il existe un gradient important de pH (pH béton > 13, pH
eau de mer ~ 9). L’équilibre existant entre les phases solides et liquides est perturbé ; un
processus de dissolution des especes chimiques va alors se mettre en place. La portlandite
est 'hydrate le plus soluble (Ollivier et Vichot, 2008), elle va réagir avec le chlorure de
sodium et le chlorure de magnésium présents dans I'’eau de mer selon les réactions 1 - 9
et1-10:

2 NaCl + Ca(OH)2-> CaClz + 2 NaOH Réaction1-9

MgCl + Ca(OH)2-> CaClz + Mg(OH):z (brucite) Réaction 1- 10

Le chlorure de calcium étant soluble, la matrice cimentaire va alors peu a peu étre
fragilisée.

3.2. Interactions physiques
En plus des attaques chimiques, le béton est également sujet a un nombre important
d’agressions physiques. Trois zones d’attaque peuvent étre définies en milieu marin
(Mather, 1964 ; Mehta, 1991) :

- La zone totalement immergée subit les actions des courants et de la houle. La
présence de sable en suspension dans I'’eau de mer favorise 1’érosion de la surface
du béton ;

- La zone totalement émergée, quant a elle, est moins exposée a une dégradation
physique. Elle peut cependant étre victime d’éclaboussures qui peuvent, a force,
engendrer une dégradation du matériau. Dans certaines régions, cette zone peut
également subir des cycles de gel-dégel ;

- Enfin, la zone de marnage est la plus exposée puisqu’elle subit le cycle des marées.
Elle est donc sujette aux attaques des courants, de la houle, du sable en suspension
mais également des éclaboussures ou du cycle gel-dégel. De plus, les cycles
d’humidification-séchage favorisent la variation du volume du matériau ainsi que
la pénétration des substances chimiques listées dans la partie précédente. La
présence de sels cristallisés dans les pores du matériau engendre aussi des
pressions supplémentaires a l'intérieur de celui-ci, favorisant I'apparition de
fissures.

Les effets physiques de '’eau de mer sont regroupés dans l'organigramme ci-dessous
(Figure 1-20).
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Figure 1-20 : Organigramme regroupant les effets physiques responsables de la détérioration du béton,
d’apres (Mehta, 1991)

3.3. Interactions biologiques

Les interactions biologiques entre le matériau cimentaire et I'environnement marin sont
quant a elles bien moins étudiées et comprises, du fait de la grande complexité du milieu
marin. En immergeant un matériau cimentaire, il devient immédiatement support pour le
développement d’'un biofilm (Salta et al., 2013). La colonisation (ou fouling) s’effectue
tout d’abord par quelques bactéries, puis se succeédent des microalgues, des larves, des
crustaceés et enfin des macroalgues (Figure 1-21) selon les étapes de formation du biofilm
détaillées dans la partie précédente.

Conditionnement Bactéries  Eucaryotes Eucaryotes
Matiére organique, unicellulaires pluricellulaires
ions Microalgues Larves, crustaceés,

Ill;’lCl‘O;’llgllE‘S
nlm plm 100 lpm II|1111
minutes heures jours semaines, mois
Biofilm
Microfouling
Macrofouling

Substrat TSt ee
Biologique

Figure 1-21 : Cinétique d’établissement des différents organismes a la surface d’'un substrat immergé en
milieu marin, d’aprés (Lors et al.,, 2017)
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Les interactions biologiques ayant lieu entre le matériau cimentaire et 'environnement
marins sont cependant complexes a définir et étudier. En effet, chaque ouvrage cimentaire
immergé fait face a des conditions environnementales différentes et apporte lui-méme,
en raison de sa physico-chimie de surface, des conditions plus ou moins favorables a la
colonisation. Ces deux facteurs vont donc étre détaillés dans la suite de cette partie.

3.3.1. Facteurs environnementaux externes
Selon la localisation de I'ouvrage cimentaire, les conditions dans I'environnement marin
ne seront pas les mémes. A la différence des interactions chimiques et physiques qui
different tres peu selon le lieu, des variations notables existeront au niveau de la diversité
des organismes (Mather, 1964). En effet, les espéces marines sont sensibles aux
changements de température, de lumiere ou encore de disponibilité des nutriments.

La concentration en nutriments (Figure 1-22) n’est pas la méme selon les mers et évolue
continuellement (Bacon et al, 1998). Les nutriments en défaut évoluent selon la
localisation géographique des organismes marins.(Chiu et al., 2008)ont également
montré que l'augmentation de nutriments dans l'eau de mer pouvait changer la
composition des communautés marines.

Figure 1-22 : Le fond de chaque carte indique la concentration en nitrates (a) et phosphates (b) en
umol/kg. Les cercles montrent les limitations premieres (intérieur du cercle) et secondaires (extérieur du
cercle) impactant la production d’organismes : azote (vert), phosphore (noir), fer (rouge), silice (orange),

cobalt (jaune), zinc (cyan) et vitamine B12 (violet) (Moore et al., 2013)

La température, quant a elle, posséde une forte influence sur les communautés terrestres
et aquatiques (Bruno et al, 2015). Chaque espece posseéde en effet un optimum de
température, auquel elle se développera correctement et sans stress. Certaines
communautés sont donc majoritairement présentes en eaux tempérées tandis que
d’autres sont trouvées principalement en eaux froides.

La lumiere, indispensable pour effectuer les réactions de photosynthese, varie également
d’un point a un autre du globe et selon la profondeur a laquelle se trouvent les organismes
(Moore et al., 2013) (Figure 1-23). En zone euphotique (zone ou la lumiére regue est
suffisante pour effectuer la photosyntheése), la concentration en ions nitrate est quasiment
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nulle alors qu’en profondeur, les concentrations sont bien plus importantes. Les
nutriments étant disponibles a différentes concentrations, il existe alors une diversité des
especes selon la profondeur a laquelle est effectuée I'étude.
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Figure 1-23 : Profil de la disponibilité des ions nitrate (umol/L) dans la zone subtropicale de I'Océan
Atlantique Nord selon la profondeur (échelle logarithmique)(Moore et al,, 2013).

L’eau de mer est en mouvement permanent par l'intermédiaire des courants et des
marées. Cette agitation continue permet de conserver les nutriments en contact avec les
diatomées mais également d’éviter le phénomene de photo-inhibition (diminution de la
vitesse de photosynthése dii a un excés de lumiere). (Persoone et al,, 1981)ont montré
que I'agitation d’'une suspension algale a I'aide d’'une pompe a air permettait d’augmenter
d’environ 30% le taux de croissance par rapport a une suspension qui était gardée
statique (Figure 1-24).
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Figure 1-24 : Comparaison de densités optiques de deux solutions algales agitées a I'aide de pompes a air
(14L/min) par rapport a une solution algale non agitée (Persoone et al., 1981)

En effet, dans la suspension conservée statique, donc sans aucune agitation, les
microalgues se sont peu a peu déposées au fond du contenant. L’illumination recue au
fond du contenant est donc moins importante qu’en surface de la solution.

3.3.2. Facteurs internes aux matériaux cimentaires
Les facteurs propres aux matériaux cimentaires impactent également la colonisation de
ceux-ci (Diizbastilar et al., 2006 ; Lors et al., 2017).

Tout d’abord la rugosité de la surface impacte fortement la colonisation (Ammar et al,,
2015 ; Guézennec, 2017 ; Katsikogianni et Missirlis, 2004 ; Manso et al., 2014 ; Teughels
et al., 2006). La présence de cavités permet en effet aux bactéries puis aux microalgues
d’étre protégées des forces de cisaillement (Figure 1-25).

SMOOTH OR ROUGH Hy0

FSHEAR MINIMUM

/
® ».
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Figure 1-25 : Représentation schématique de la phase d’adhésion des cellules sur une surface lisse
(gauche) ou rugueuse (droite) (Teughels et al., 2006)
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Le passage de l'adhésion réversible a l'adhésion irréversible s’effectue alors plus
facilement et plus rapidement, permettant au biofilm de mieux se développer. (Tran et al,,
2012)ont également observé cette méme tendance de colonisation dans son étude
comparant la colonisation d’'un mortier ayant une surface lisse a celle d'un mortier de
méme composition, ayant une surface rugueuse (Figure 1-26).

Roughness R3

11 days

Roughness R1

1 day 11 days 19 days 25 days | day

19 days 25 days

Figure 1-26 : Comparaison de la colonisation de deux mortiers de méme composition et de rugosité de
surface différente (gauche : surface lisse, droite : surface rugueuse) (Tran et al., 2012)

Les deux types de mortier ont été soumis aux mémes conditions expérimentales
(simulation d’une pluie). Apres onze jours d’expérience, le mortier a surface rugueuse
laisse apparaitre les premieres traces d’un biofilm, contrairement au mortier a surface
lisse, auquel il faut huit jours de plus.

La géométrie des ouvrages en matériaux cimentaires immergés a également un impact
sur la colonisation des substrats. En effet, la complexité des structures immergées permet
d’améliorer la colonisation en offrant des refuges aux organismes marins et en
augmentant les surfaces disponibles pour ceux-ci (Cacabelos et al., 2010 ; Carvalho et al,,
2017 ; Jacobi et Langevin, 1996 ; Lavender et al., 2017).

Un autre élément a prendre en compte concerne la composition du matériau cimentaire
qui peut éventuellement apporter des éléments nutritifs supplémentaires aux
microorganismes. Selon (Dubosc, 2000), les matériaux riches en calcite permettraient
d’améliorer le développement d’algues, tout comme ceux composés de silice qui
apporteraient des nutriments aux diatomées. (Manso et al., 2014), dans leur étude sur la
colonisation des facades par les microalgues lors d’épisodes de pluie, ont utilisé un liant
phosphomagnésien afin de travailler a un pH de surface moins élevé qu’en utilisant un
liant a base de ciment Portland. Une meilleure bioréceptivité des éprouvettes a été
observée. En effet, le pH de la surface d'un matériau fabriqué a base de ciment Portland
posseéde un pH extrémement basique (~ 13), qui empéche le développement de
nombreuses especes (Guézennec, 2017 ; Manso et al., 2014).

L’'impact de la formulation d’'un matériau cimentaire sur la colonisation en milieu marin
est une thématique de recherche trés peu documentée actuellement mais qui commence
a devenir un sujet d'intérét (Souche etal., 2016).
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4. CONSEQUENCES DE LA COLONISATION SUR LES OUVRAGES
CIMENTAIRES

4.1. Biodétérioration

Outre les actions chimiques et physiques qui dégradent le matériau cimentaire, le
développement de microorganismes a la surface des structures impacte également la
durabilité de celles-ci (Guézennec, 2017). La présence d’organismes marins sur les
ouvrages en béton conduit a des phénomenes de biodétérioration. (Hueck, 1965) a défini
dés 1965 cette notion comme étant « tout changement indésirable dans les propriétés
d’'un matériau causé par l'activité vitale d’organismes». L’étude des phénomenes de
biodétérioration en milieu marin des matériaux cimentaires est tres récente ; ces études
ont été mises au point a la suite de réparations cofiteuses et absolument nécessaires
d’ouvrages en béton, pour formuler un matériau plus résistant que celui défaillant.(Wei
et al., 2013)ont référencé deux algues marines pour lesquelles il a été montré que leur
présence a la surface de matériaux cimentaires immergés en milieu marin a impliqué la
biodétérioration de cette derniere (Tableau 1-5).

Nom de I'algue \ Référence
Chaetomorpha antennina (Jayakumar et Saravanane, 2009)
Ulva fasciata (Jayakumar S., 2012)

Tableau 1-5 : Algues impliquées dans le processus de biodétérioration du béton (Wei et al,, 2013)

De nombreuses autres algues sont également impliquées dans le mécanisme de
biodétérioration, d’ou la possibilité d’effectuer de nombreuses recherches dans ce
domaine (Lors et al.,, 2017).

Selon (Sanchez-Silva et Rosowsky, 2008), I'action des microorganismes affecte le
matériau cimentaire en participant a I'’érosion de la surface mais également en
augmentant la porosité du matériau ainsi que la diffusion des especes vers le cceur du
matériau. En effet, les microorganismes sont extrémement petits et peuvent pénétrer
dans le matériau méme si aucune fissure n’est visible a I'ceil nu. Le mécanisme le plus
commun pour rentrer dans le matériau s’effectue par l'intermédiaire des microfissures
ainsi que par capillarité (Roux et al., 2006). Le matériau cimentaire est alors peu a peu
affaibli et il est noté 'apparition de fissures ou d’écaillages en surface. Des mesures
effectuées en laboratoire sur des échantillons de béton ont montré la présence de
plusieurs microorganismes, dont des diatomées, au sein de la matrice cimentaire, par la
création d’un réseau de tunnels (Hughes et al., 2013 ; Sanchez-Silva et Rosowsky, 2008).
(Hughes et al., 2014)ont souligné le fait que les algues, en pénétrant dans le matériau
cimentaire, peuvent également étre protégées des forces hydrauliques qui s’appliquent
sur 'ouvrage, comme les marées ou la houle.

Les algues vont également puiser des nutriments dans la pate cimentaire (calcium,
aluminium, silice, fer, potassium) par bio-solubilisation de la matrice en présence d’eau
de mer (Bastidas-Arteaga et al., 2008 ; Hughes et al., 2013 ; Javaherdashti et al., 2009 ;
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Jayakumar et Saravanane, 2010). Ces actions vont mener a la formation de petites cavités,
qui conduisent ensuite a la formation de fissures dans le matériau (Figure 1-27).

Cracks
developed as
Cavities caused by a result of
chemical cavities
absorption by joined
algae together

Figure 1-27 : Utilisation des nutriments présents dans la pate cimentaire par les algues, créant ainsi des
petites cavités puis des fissures (Javaherdashti et al., 2009)

Le processus de bio-solubilisation effectué par les algues induit généralement la
production de plusieurs acides. C’est I'un des mécanismes de biodétérioration de la
matrice cimentaire les mieux connus (Cwalina, 2008 ; Sand, 1997). Des acides organiques
tels que l'acide myristique ou l'acide palmitique et inorganiques comme les acides
acétique ou lactique, ou encore le dioxyde de carbone peuvent également étre corrosifs
vis-a-vis de la matrice cimentaire (Jayakumar et Saravanane, 2010 ; Wei et al,, 2013). La
libération de ces especes va alors fragiliser la structure du matériau cimentaire, menant a
la dégradation physique et mécanique de ce dernier. (Bertron et al., 2004)ont montré que
la présence d’acides (acétique, butyrique, propionique ...) en contact avec le matériau
cimentaire affaiblissait ce dernier. En effet, ils réagissent avec la matrice cimentaire pour
former des sels de calcium et d’aluminium, solubles dans I’eau, supprimant toute
protection de celui-ci. La zone altérée présente alors une porosité plus importante ainsi
qu’une résistance mécanique plus faible. Les phénomeénes de lixiviation sont accrus en
raison de la complexation du calcium présent dans les C-S-H et la portlandite ; le terme de
biolixiviation est alors utilisé puisque ce phénomene est induit du fait de la présence de
microorganismes (Lajili et al., 2008). Les dégradations engendrées par la présence de ces
acides, d’origine biologique, sont difficiles a prédire en raison de la différence d’activité
métabolique de chaque espece. De plus, la production des différents acides est continue,
intensifiant les dégradations sur le matériau cimentaire dans le temps (Cwalina, 2008).
La présence d’algues a la surface du matériau cimentaire peut aussi, par le développement
du biofilm, attirer d’autres espéces qui vont alors apporter une dynamique de
biodétérioration supplémentaire (Javaherdashti et al., 2009).
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Les substances polymériques extracellulaires sécrétées par les algues peuvent également
étre impliquées dans le mécanisme de biodétérioration. En effet, lors d’'un cycle de marée
(sécheresse puis humidité), elles subissent un retrait puis un gonflement. Ce changement
de volume régulier induit des contraintes supplémentaires sur le matériau qui peuvent
I'affaiblir dans le temps (Lors et al,, 2017).

Au moment de son immersion, le pH de surface du matériau cimentaire est de 'ordre de
13 (Figure 1-28). Cette valeur élevée lui permet d’inhiber toute colonisation en raison du
faible nombre de microorganismes capables de se développer a une telle alcalinité (Lors
etal.,, 2017 ; Wei et al., 2013).

A
pH
Carbonatation Biofilm
pH :9-11 wPH: 4-6
pH=>5
Phase 1 Phase 2 Phase 3

Figure 1-28: Variation du pH selon I'avancée de la colonisation de la surface étudiée (Guézennec, 2017)

Par réaction du dioxyde de carbone avec la matrice cimentaire, le phénomene de
carbonatation va permettre de diminuer peu a peu le pH de la surface jusqu’a une valeur
de 9 (Phase 1 sur la Figure 1-28). Les microorganismes vont alors pouvoir peu a peu se
développer en formant un biofilm et faire évoluer I'alcalinité de la surface pour satisfaire
a leurs besoins (Guézennec, 2017). Le pH peut donc diminuer jusqu’'a des valeurs
extrémement acides pour le béton (Phases 2 et 3), ce qui aura également pour effet de
I'affaiblir et d'impacter ses propriétés mécaniques dans le temps.

La biodétérioration peut également s’effectuer de facon esthétique. Cette colonisation se
traduit par 'apparition de taches sur les surfaces cimentaires qui modifient I'esthétisme
de celle-ci sans altérer les propriétés mécaniques de I'ouvrage (Manso et al.,, 2014 ; Tran,
2012). Différentes solutions ont été développées afin de réduire cette altération des
matériaux, comme les traitements de surface (revétements biocides, nettoyage naturel)
ou dans la masse du matériau (incorporation d’oxydes de titane dans la formulation)
(Lorsetal, 2017).
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4.2. Bioprotection
La présence d’organismes marins sur un matériau cimentaire est souvent mal pergue en
raison du phénomene de biodétérioration détaillé dans la partie précédente. Ce dernier
se traduit généralement par des pertes de propriétés mécaniques du matériau et par
conséquent un colit de réparation a prendre en compte. Cependant, certaines études
montrent que la présence d’un biofilm, puis d’espéces marines a la surface du matériau
cimentaire permet d’améliorer la durabilité des ouvrages (Coombes et al., 2017).

Dans leur étude, (Lv et al, 2015) montrent que la présence des bactéries
Pseudoalteromonas et Paracoccus marcusii a la surface de mortier permet de créer un
biofilm dense diminuant la propagation des ions chlorure et magnésium au sein de la
matrice cimentaire d’environ 20 %. Les hypothéses avancées pour expliquer ce
phénomene de bioprotection du matériau seraient au nombre de trois. Dans un premier
temps, le biofilm jouerait un rdéle de barriere physique entre le matériau et
I'environnement, en raison de la présence de polymeéres, de gaz ou de particules
emprisonnées dans la matrice. Dans un second temps, les ions chlorure et magnésium
pourraient, eux-aussi, étre piégés par les EPS. Enfin, dans un troisieme et dernier temps,
les interactions électrostatiques entre le biofilm (chargé négativement) et les ions
chlorure pourraient éloigner ces derniers du substrat. Les ions magnésium, chargés
positivement, pourraient quant a eux étre complexés par les molécules chimiques
présentes dans le biofilm. De plus, le biofilm réduit également la lixiviation des ions
hydroxydes vers le milieu extérieur.

(Chlayon et al., 2018) ont quant a eux, observé, apres immersion d’éprouvettes de béton
en milieu marin, que les microfissures étaient remplies de biofilm, jouant un role de
revétement et permettant une meilleure étanchéité (Figure 1-29).

Clear-type epoxy resin

Bacteria film

v, h
<3

om WD 18w

Figure 1-29 : Images MEB (électrons rétrodiffusés, gauche ; électrons secondaires, droite) du film
bactérien s’étant développé sur la surface du béton (Chlayon et al., 2018)

La perméabilité serait donc également diminuée de maniére physique, par I'action du
biofilm qui comblerait les microfissures.
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CONCLUSION

Ce chapitre bibliographique a permis de mettre en évidence l'intérét d’étudier dans sa
globalité le comportement d’une infrastructure maritime en béton et immergée en mer.
De nombreuses études se sont déja penchées sur les interactions pouvant exister entre
I'eau de mer et le matériau cimentaire au niveau chimique et physique, mais tres peu y
ont ajouté la composante biologique, bien qu’elle soit primordiale. En effet, en raison de
I'urbanisation croissante des littoraux, les organismes marins se développent sur les
infrastructures, menant a des interactions biologiques entre la structure et les
écosysteémes ainsi créés. Ces interactions peuvent étre nocives pour le matériau et mener
a une détérioration des propriétés mécaniques de celui-ci par le biais des phénomeénes de
biodétérioration. Elles peuvent également devenir un atout, en offrant une protection au
matériau grace au développement d’organismes a la surface de celui-ci.

Le développement biologique est différent selon le lieu d'immersion de I'ouvrage, en
raison des conditions environnementales qui different et jouent sur la disponibilité des
nutriments, la température de I'’eau ou encore la quantité de lumiére regue par les
organismes. La rugosité du matériau, la géométrie des ouvrages ou encore la composition
de la matrice cimentaire sont autant de facteurs propres a chaque infrastructure maritime
qui impacteront par la suite la colonisation de cette derniere.
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INTRODUCTION

L’objectif de ce sujet de recherche est de caractériser la colonisation puis la
biodétérioration de matériaux cimentaires immergés dans un environnement marin.
Pour cela, plusieurs matériaux vont étre formulés afin d’étre caractérisés selon des
protocoles expérimentaux mis au point dans cette étude.

Ce chapitre vise donc a détailler la composition de chaque matériau étudié ainsi que ses
meéthodes de fabrication. Le matériau cimentaire et le milieu aqueux seront caractérisés
chimiquement tout au long des expériences d'immersion. Les protocoles utilisés sont
donc explicités dans ce chapitre. La culture de la diatomée Cylindrotheca closterium est
également détaillée. Enfin, dans le but de caractériser la colonisation des diatomées sur le
matériau cimentaire, les outils et méthodes utilisés pour suivre le recouvrement de la
micro-algue a la surface du matériau sont présentés et détaillés en derniere partie de ce
chapitre. Pour mieux comprendre le fonctionnement de ces appareils de caractérisation,
une rapide étude bibliographique est effectuée.

1. FORMULATION DU MATERIAU CIMENTAIRE

Comme cela a été expliqué dans le chapitre précédent, un matériau cimentaire est un
matériau contenant du ciment comme liant. Il en existe trois: la pate cimentaire, le
mortier et enfin le béton. Leur différence réside dans la quantité de granulats qu'’ils
incorporent ainsi que la taille de ceux-ci.

Pour cette étude, le choix s’est porté sur l'utilisation du mortier pour plusieurs raisons.
(Dubosc, 2000) a tout d’abord observé que les premiers centimetres du béton présentent
des propriétés plus proches du mortier que du béton, en raison de la porosité plus
importante ou de I'absence de gros granulats. Ces propriétés sont dues a un effet de bord
du béton qui a lieu lors de la mise en place puis de la cure de ce dernier. Les interactions
entre le matériau cimentaire et I'’eau de mer s’effectuant dans les premiers centimetres
du matériau, il est donc justifié d’utiliser du mortier plutot que du béton. De plus, pour
des raisons pratiques, il est plus facile de fabriquer et suivre la colonisation d’éprouvettes
de mortier que d’éprouvettes de béton.

Les différentes formulations de mortier étudiées vont étre présentées dans cette partie.
Le méme ciment a été utilisé durant toutes les manipulations. Afin d’étudier I'impact de la
formulation du mortier sur la colonisation, deux sables ont été utilisés : un sable siliceux
puis un sable calcaire ; I'’eau de gachage a été enrichie en nitrates.

1.1. Choix des matiéres premieres

1.1.1. Ciment
Le ciment utilisé est un ciment Portland (Calcia), de référence CEM I 52,5 N PM-CP2. 1l
posseéde donc les caractéristiques pour étre utilisé en mer (teneur limitée en C3A). Sa
composition chimique est détaillée dans le Tableau 2-1. Les propriétés chimiques,
physiques et mécaniques du ciment sont fournies en ANNEXE A.
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|Ca0  Si02  AlOs Fe03 MgO Ti0z Na0 K20 SOs3 P20s
% 643 195 4,60 390 1,20 0,300 0,060 0,860 2,60 0,300

Tableau 2-1 : Composition chimique du ciment (Calcia)

1.1.2. Sable
Deux sables de natures différentes ont été utilisés pour formuler les éprouvettes de
mortier. Le premier est un sable alluvionnaire siliceux de classe granulaire 0/2 mm
(SACAB) (Figure 2-1). Ce sable est composé de 99,60% de silice, son coefficient
d’absorption d’eau est de 0,3%. Le deuxieme sable utilisé est un sable calcaire concassé
(Lafarge), de classe granulaire 0/4 mm (Figure 2-2). Le coefficient d’absorption d’eau
avec les fines est de 1,23%.

Figure 2-1: Sable siliceux 0/2 mm Figure 2-2 : Sable calcaire 0/4 mm

Ces deux sables sont conformes a la norme NF P18-545. Leurs fiches techniques sont
fournies dans les ANNEXE B et ANNEXE C. Leurs courbes granulométriques sont données
dans la Figure 2-3. Elles permettent de déterminer la taille ainsi que les pourcentages
pondéraux respectifs des différents grains de I’échantillon.
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Figure 2-3 : Courbes granulométriques du sable siliceux (SACAB) et du sable calcaire (Lafarge)

Le sable a été placé, avant son utilisation, dans une étuve a 105°C afin d’obtenir une teneur
en eau inférieure a 0,2%. Avant la confection des éprouvettes, il a été préalablement
refroidi a température ambiante.

La composition chimique du sable -calcaire a été déterminée par analyse
thermogravimétrique (Figure 2-4). Au moyen de cette analyse, il a été déterminé que le
sable calcaire est composé a 99,1% de carbonate de calcium.

0 : : : : '
( 200 400 600 00 @) 1200

DTG (%/°C)

Température ( °C)

Figure 2-4 : Analyse thermogravimétrique du sable calcaire

1.1.3. Eau

L’eau utilisée pour le gachage des mortiers est I'eau de distribution de la commune
d’Epron. Sa composition chimique a été déterminée par chromatographie
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ionique (Tableau 2-2); la description de cette expérience sera effectuée par la suite. Les
valeurs mesurées sont comparées aux valeurs maximales autorisées dans une eau de
gachage par la norme NF EN 1008.

Cl- NOs-  SO42
Concentrations mesurées (mg/L) 53,8 339 42,4
Valeurs limites (mg/L) - NF EN 1008 4500 500 2000

Tableau 2-2 : Concentrations mesurées et maximales en ions chlorure, nitrate et sulfate dans une eau de
gachage

L’eau de distribution courante est donc en accord avec les valeurs spécifiées par la norme
NF EN 1008 et peut donc étre utilisée pour la fabrication des éprouvettes de mortier.

Dans le but d’étudier I'impact de la quantité d’ions nitrates (nutriments pour la biomasse)
présents dans la pate cimentaire, 'eau de gachage a été enrichie en ions nitrates, dans la
limite autorisée par la norme NF EN 1008 (Tableau 2-2). La concentration en ions NO3-
mesurée dans I’'eau du robinet est de 33,9 mg/L. Afin de se placer a la concentration
maximale d’ions NOs3- autorisés, il est nécessaire de rajouter 466,1 mg/L d’ions nitrate.
Pour cela, 0,760 g de nitrate de potassium sont dissous dans 1L d’eau du robinet.

1.2. Formulations
La these présentée dans ce manuscrit doit répondre a plusieurs objectifs. Dans un premier
temps, il est nécessaire de mettre en place un dispositif expérimental pertinent
permettant la colonisation d’'un matériau cimentaire. Pour cela, un mortier normalisé est
utilisé. Dans un second temps, 'impact de la formulation des matériaux sur la colonisation
va étre étudié. La formulation va étre modifiée par 'utilisation de différents sable (sable
siliceux ou calcaire) ou d'une eau de gachage modifiée.

La nomination des différentes formulations de mortier étudiées durant cette étude est
détaillée ci-dessous :

- MN: Mortier Normalisé (100% sable siliceux) ;

- SC25 : substitution de 25 % de sable siliceux par du Sable Calcaire ;

- SC50 : substitution de 50 % de sable siliceux par du Sable Calcaire ;

- SC75 : substitution de 75 % de sable siliceux par du Sable Calcaire ;

- SC100 : substitution de 100 % de sable siliceux par du Sable Calcaire ;
- NTE : eau de gachage avec une concentration en nitrates de 500 mg/L.

Le Tableau 2-3 présente les quantités de matériaux utilisées pour fabriquer les
éprouvettes de mortier.

Formulation ’ MN ‘ SC25 ‘ SC50 ‘ SC75 ‘scmo‘ NTE
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Ciment (g) 450 450 450 450 450 450
Sable siliceux (g) 1350 |1012,5| 675 337,5 0 1350
Sable calcaire (g) 0 337,5 675 |1012,5| 1350 0
Eau (g) 225 225 225 225 225 225
Eau  Eau (absorption par sable) 0 c 9.3 13 17 0
®
[NOs-] (mg/L) 33,9 33,9 33,9 33,9 33,9 500

Tableau 2-3 : Proportions en matieres premieres utilisées pour les confections d’éprouvettes de mortier

1.3. Confection des éprouvettes
Les éprouvettes de mortier sont réalisées en accord avec la norme NF EN 196-1. Le
rapport E/C a été fixé a 0,5 pour toutes les manipulations. Cependant, pour les
formulations utilisant du sable calcaire, une quantité supplémentaire d’eau de 1,23% par
rapport a la masse seche du sable a été ajoutée, d’apres la fiche technique, afin de
compenser 'absorption d’eau de ce dernier.

Chaque gachée permet de fabriquer trois éprouvettes de mortier. Afin d’obtenir des
mortiers ayant des caractéristiques relativement proches, il a volontairement été choisi
de fabriquer les éprouvettes trois par trois (gachée par gachée). En effet, un volume
important de mortier aurait conduit a un remplissage des moules étalé dans le temps. Une
petite quantité d’eau aurait pu s’évaporer et impacter la porosité du mortier entre la
premiere éprouvette confectionnée et la derniere.

La mise en ceuvre des mortiers se fait dans un malaxeur d'une capacité de 5 L (Proviteq,
Figure 2-5). Apres avoir homogénéisé a petite vitesse (140 tours/min) le sable et le
ciment, I'eau est ajoutée en 30 secondes, toujours sous petite agitation. L'ensemble est
mélangé pendant 30 secondes supplémentaires a grande vitesse (285 tours/min). Les
parois du récipient sont ensuite raclées en 30 secondes manuellement pour détacher les
résidus des parois et les ramener au centre du bol. Pendant 60 secondes, le mélange est
laissé au repos. Enfin pour terminer, le malaxage est repris pendant 60 secondes a grande
vitesse. La pate est ensuite placée dans des moules en polystyrene. Chaque moule permet
de fabriquer trois éprouvettes de dimension 4 x 4 x 16 cm3. Les éprouvettes sont moulées
en deux couches a I'aide d'une table a chocs normalisée (Proviteq, Figure 2-6). Les moules
sont ensuite placés dans une chambre de conservation dont la température et '’humidité
relative sont conservées constantes a 20+1°C et 95+5% respectivement. 24 heures apres
leur fabrication, les éprouvettes sont démoulées et conservées durant les 27 jours
suivants dans la chambre de conservation. Il estimportant de noter qu’aucune inscription
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n’est notée sur les éprouvettes, ceci dans le but d’éviter tout produit chimique pouvant
repousser les organismes marins lors de la colonisation des surfaces.

Figure 2-5 : Malaxeur utilisé pour la confection Figure 2-6 : Table a chocs utilisée pour la
des éprouvettes de mortier confection des éprouvettes de mortier

2. CARACTERISATION CHIMIQUE DU MATERIAU

Afin d’évaluer 'effet qu’a le biofilm sur le mortier immergé, la composition chimique du
matériau est suivie a échéances régulieres durant le temps des manipulations. Pour
chaque essai présenté dans la suite de cette partie, 'éprouvette de mortier est tout
d’abord séchée dans une étuve régulée a 105 °C durant 2 jours, puis, a I'aide d’'une
perceuse a colonne, des échantillons de poudre sont récupérés a trois profondeurs
différentes: 0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm. Ces essais sont destructifs vis-a-vis du
biofilm et du matériau, les éprouvettes étudiées ne sont donc pas réintroduites dans le
milieu d’étude.

21. pH

Comme cela a été montré dans le chapitre 1, les micro-organismes qui forment le biofilm
sécretent des substances acides qui abaissent progressivement le pH de la surface
colonisée (Figure 1-28). Par mesure du pH de la surface du mortier, il est donc possible
d’évaluer la progression du biofilm sur celle-ci et par la suite dans les premiéres
profondeurs de I’échantillon.

Afin de mesurer le pH de la pate cimentaire, les échantillons de poudre sont mélangés
avec de 'eau déminéralisée selon un rapport 1:9 en masse (Codina, 2007 ; Rdsdnen et
Penttala, 2004). Les solutions sont agitées durant 15 min puis filtrées. Le pH du lixiviat
est mesuré a I'aide d'un pH-metre pH 510 (Eutech Instruments). En début d’'immersion,
les échantillons ne sont pas colonisés ; le pH mesuré est celui de la pate cimentaire (~ 13).
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2.2. Chromatographie ionique

Les micro-organismes ont besoin, afin de croitre, de nutriments tels que les ions nitrates
ou calcium. Lorsqu’ils se développent sur une surface, ils les puisent au sein de la matrice
cimentaire. Pour suivre la consommation de ces ions, le lixiviat obtenu dans la partie
précédente est caractérisé par chromatographie ionique. Cet essai permet de mesurer la
quantité d’ions présents en phase aqueuse par passage de I'échantillon, entrainé par la
phase mobile, dans une résine échangeuse d’ions (phase stationnaire). La résine va, en
raison des différentes affinités électrostatiques existantes entre celle-ci et les ions,
séparer ces derniers qui seront ensuite détectés en sortie de colonne par mesure de la
conductivité de la solution. Un suppresseur est utilisé en sortie de colonne dans le but de
diminuer le bruit de fond. Deux types de résine sont utilisés pour séparer soit les anions,
soit les cations.

L’appareil utilisé pour cette étude est le 883 Basic IC Plus de I'entreprise Metrohm. Un
passeur automatique permet d’analyser automatiquement les différents échantillons
(Figure 2-7). Les caractéristiques des analyses effectuées sont détaillées dans le Tableau
2-4.

Cation Anion
Metrosep C 6 150/4.0 MetrosepA Supp5 250/4.0
Colonne
Garde Metrosep C 4 Guard/4.0 MetrosepA Supp 4/5 Guard 4.0
Temps d’analyse 26 min 30 min
- 0,3 mmol/L d’acide pyridine- - 3,2 mmol/L de carbonate de
Eluant 2,6-dicarboxylique sodium
- 3 mmol/L d’acide nitrique - 1,0 mmol/L de bicarbonate
de sodium
Débit de I'éluant 0,9 mL/min 0,7 mL/min
Ions analysés Ca2t, K+, Nat Cl, NO3z-, SO42-
Etalonnage Sels de chlorure Sels de sodium
(1-5-10-25-50 ppm) (1-5-10-25-50 ppm)

Tableau 2-4 : Caractéristiques de la chromatographie ionique
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Figure 2-7 : (gauche) Chromatographie ionique, (droite) passeur

Le lixiviat obtenu pour effectuer les mesures de pH du matériau dans la partie précédente
est dilué au 1/25¢éme gvec de I’eau ultra-pure. Cette dilution permet d’éviter une saturation
du signal dans le détecteur. Les échantillons sont ensuite filtrés sur seringue 0,45 um pour
enlever toutes les impuretés avant d’étre injectés de facon automatique par le passeur
dans l'injecteur de la chromatographie ionique.

2.3. Analyses thermogravimétriques
En plus de suivre la composition de la matrice cimentaire par chromatographie ionique,
il est également possible de caractériser cette derniére au moyen d’analyses
thermogravimétriques. Le principe de cet essai repose sur la mesure de la perte de masse
d’un échantillon soumis a une élévation de température. Les températures de pertes de
masse observées pour un matériau cimentaire sont connues et référencées et permettent
ainsi de connaitre la composition de I'échantillon de départ.

L’appareil utilisé pour effectuer les analyses thermogravimétriques est un STA 449 F5
(Netzch) dont le principe de fonctionnement est détaillé dans la Figure 2-8. Les essais se
déroulent sur un intervalle de température de 20 °C a 1150 °C, avec une vitesse de chauffe
de 10 °C/min et sous balayage d’azote a 50 mL/min (LCPC, 2005). Une atmospheére inerte
a été utilisée dans le but de ne pas créer d’éventuelles réactions secondaires au moment
de la chauffe du matériau.
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Figure 2-8 : (gauche) Thermogravimetre, (droite) principe de fonctionnement d'une thermobalance
(LCPC, 2005)

Les échantillons de mortier a analyser sont prélevésa 0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm de
profondeur a I'aide d'une perceuse a colonne. Ils sont ensuite placés dans un creuset en
platine puis analysés selon le protocole présenté ci-dessus. Les valeurs de perte de masse
mesurées par I'appareil permettent de tracer un graphique (Figure 2-9) comprenant la
perte de masse mesurée par minute (ATG) ainsi que sa dérivée (DTG).
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Figure 2-9 : ATG et DTG d’'un mortier normalisé aprés 28 jours de cure, a une profondeur de 0 - 2 mm

En augmentant la température d’un échantillon cimentaire, celui-ci va se décomposer en
libérant de '’eau ou du dioxyde de carbone a des températures connues (Page, 2017):

- 80 -250°C: déshydratation de I'ettringite puis du C-S-H ;
- 420 - 550 °C: décomposition de la portlandite (départ d’'une molécule
d’eau) ;

46 Theése Marie-Adeline FERRERO



MATERIELS ET METHODES

- 550 - 1000 °C: décomposition du carbonate de calcium (départ d'une
molécule de dioxyde de carbone).

Grace aux départs de ces molécules chimiques, il est alors possible de connaitre les
quantités de portlandite et de carbonate de calcium présentes dans le matériau. La
méthodologie de détermination de la quantité de ces hydrates dans I'échantillon analysé
va étre détaillée dans la suite de cette partie.

2.3.1. Détermination de la quantité de portlandite
La portlandite est une espece chimique de formule Ca(OH)2. C’est I'hydrate le plus soluble
présent dans la pate cimentaire et donc le premier a étre sujet a la lixiviation. Sous I'action
de la chaleur, la portlandite se décompose en eau et en chaux libre (CaO) selon la
réaction 2-1:

Ca(OH), —» Ca0 + H,0 Réaction 2-1

La quantité d’eau dégagée est mesurée par perte de masse et permet de connaitre la masse
de portlandite présente dans le matériau au moment de I’échantillonnage selon la formule
suivante (Equation 2 -1):

_ Mportianaite X Meay Equation 2-1
Mportiandite = M
eau

Avec Mpyrtiandite 12 masse de portlandite calculée en milligrammes, Mp,¢1anaite 12 masse
molaire de la portlandite (73 g/mol), m,,, la masse d’eau en milligrammes perdue lors
de la montée en température de I’échantillon dans la plage de température relative a la
décomposition de la portlandite et M,,,, la masse molaire de I'’eau (18 g/mol).

2.3.2. Détermination de la quantité de carbonate de calcium
Le carbonate de calcium va se décomposer en dioxyde de carbone et en chaux sous I'action
de la chaleur, selon la réaction 2-2 :

CaC03 — Ca0 + CO, Réaction 2-2

La perte de masse enregistrée par I'appareil correspond au départ du dioxyde de carbone
qui permet ainsi de connaitre la quantité de carbonate de calcium initialement présente
dans I'échantillon analysé par l'intermédiaire de la formule suivante (Equation 2-2) :

_ Mcaco, X Meo, Equation 2-2
Mceaco;, = M
co,

Avec Mcqco, 1a masse de carbonate de calcium calculée e, milligrammes,M¢,¢0, la masse
molaire du carbonate de calcium (100 g/mol), m¢,, la masse de dioxyde de carbone en
milligrammes perdue lors de la montée en température de I’échantillon dans la plage de
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température relative a la décomposition de la portlandite et M, la masse molaire du

dioxyde de carbone (44 g/mol).

2.4. Rugosité
La rugosité d’'une surface peut étre définie comme l'irrégularité de celle-ci. Pour la
caractériser, la mesure a été effectuée a 'aide d’'un microscope numérique (VHX-6000,
VHX-ZST, Keyence), a un grossissement de 20 et sous éclairage annulaire complet. La
rugosité arithmétique Ra (moyenne des valeurs absolues sur la longueur de base) a été
mesurée a différents emplacements de la surface de I'échantillon de mortier, comme le
montre la Figure 2-10(Gadelmawla et al., 2002).

Il est visible, a I'ceil nu, que les éprouvettes de mortier présentent une certaine rugosité.
Celle-ci est visible par mesure par microscopie numérique (image D de la Figure 2-10), ou
les valeurs oscillent entre des valeurs positives et négatives. Cette rugosité provient en
réalité du moule utilisé pour fabriquer les éprouvettes. En effet, les moules utilisés sont
des moules en polystyréne, présentant certaines irrégularités de surface.

Figure 2-10 : Mesure de la rugosité par microscopie numérique. A : vue de I'échantillon, B : choix de
I'emplacement de la mesure de rugosité, C : profil total (courbe établie a partir des coordonnées
numérisées a intervalles réguliers), abscisse et ordonnée en pm ; D : profil de rugosité, abscisse et
ordonnée en pm.
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3. CULTURE DE LA SOUCHE DE DIATOMEE

3.1. Milieu de culture

La diatomée Cylindrotheca closterium utilisée dans I'étude provient de la collection de
cultures de microalgues de I'Université de Caen (AlgoBank). Elle est cultivée dans le
milieu de Conway. Ce milieu a été choisi car il est adapté a la culture des diatomées en
grand volume et se prépare facilement. Ce point est important pour une étude
multidisciplinaire telle que celle-ci, nécessitant des volumes de culture importants. Ce
milieu est préparé a partir de trois solutions différentes, dont la composition est détaillée
dans le Tableau 2-5 et le Tableau 2-6.

Solution Formule chimique Quantité (g/L)
Na2EDTA 45,0
NaNOs3 100,0
H3BO3 33,6
1 Naz2HPO4 20,0
MnCl2 0,360
FeCl3 1,30
Solution 2 1 mL
Eau distillée g.s.p 1L
ZnCl 21,0
CoCl2.6H20 20,0
2 (NH4)6M07024.4H20 9,00
CuSO04.5H20 20,0
Eau distillée g.s.p 1L
Vitamin B12 0,100.10-3
3 Vitamin B1 2,00.103
Eau distillée g.s.p 1L
4 NazSi03, 5H20 40,0
Eau distillée g-s.p 1L

Tableau 2-5 : Composition chimique du milieu de Conway

A prélever pour 1 L d’eau de mer

(mL)
Solution 1 1
Solution 3 0,1
Solution 4 1

Tableau 2-6 : Mise en ceuvre du milieu de Conway
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L’eau salée est fabriquée a partir de sels marins (Instant Ocean®©, Spectrum Brand) dosés
a 33,3 g/L. Ce dosage permet d’obtenir une composition en sels proche de celle trouvée
en moyenne en mer.

Ions Océan Atlantique Instant Ocean
Cl- 17,8 18,5
S04% 2,50 2,70
Na+ 10,0 10,6
Mg2+ 1,50 1,26
Caz+ 0,40 0,37
K+ 0,30 0,37

Tableau 2-7 : Composition de I'eau de mer dans 1'0Océan Atlantique (Ollivier et Vichot, 2008) et par ajouts
de sels de mer synthétiques Instant Ocean®© (Atkinson et Bingma, 1997)

Pour conserver la souche de C. closterium, il est essentiel d’effectuer régulierement des
repiquages. Un repiquage consiste en un renouvellement du milieu afin d’entretenir la
culture. Un faible volume de culture (inoculum) est prélevé dans la solution mere et mis
en suspension dans la solution fille. Cette derniére est composée d’eau de mer et des
nutriments dans les proportions présentées dans le Tableau 2-5. L’inoculum représente
environ 10% du volume total final de la solution fille (Erdogan et al., 2016).

La diatomée Cylindrotheca closterium, comme tous les organismes photosynthétiques, a
besoin pour croitre de sels nutritifs et de lumiére pour se développer. Les cultures sont
ainsi exposées 24 heures par jour a la lumiere (Nextrema LED, 30W) pour permettre leur
croissance (Erdogan et al,, 2016 ; Michael Kingston, 2009). Les cultures sont placées dans
une piéce dont la température est régulée a 19,5+1°C. Cette température est optimale
pour leur développement, comme cela a été montré par Affan (Figure 2-11).
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Figure 2-11 : Courbes de croissance de la diatomée C. c/osterium dans des milieux de culture a 15 °C, 20 °C
et 25 °C. Les marqueurs utilisés représentent les différents milieux de culture qui ont été testés dans cette
étude (Affan et al, 2009)

Les cultures, réalisées dans des erlenmeyers en verre (Figure 2-12), sont agitées
manuellement une fois par jour, afin d’homogénéiser le milieu (Michael Kingston, 2009).
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Figure 2-12 : Culture de la diatomée C. closterium

3.2. Croissance de la diatomée Cylindrotheca closterium

3.2.1. Suivi de la densité optique

Le suivi de la croissance des diatomées est effectué par spectrophotométrie UV-visible a
I'aide d’un spectrophotometre (Thermo Scientific). Les diatomées sont composées de
pigments photosynthétiques qui absorbent la lumiere a des longueurs d’ondes
spécifiques. Entre 500 nm et 580 nm, peu de substances absorbent la lumiere. C’est donc
dans cette gamme de longueurs d’ondes qu'il est possible d’effectuer le suivi de la
croissance sans étre biaisé par des variations pigmentaires résultant de mécanisme de
photoacclimatation. La mesure de la densité optique de la solution est effectuée trois
fois sur le méme échantillon a une longueur d’onde de 550 nm ; le milieu est homogénéisé
avant chaque mesure (Demirel et al., 2015). La courbe de croissance obtenue est
présentée dans la Figure 2-13.
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Figure 2-13: Evolution de la densité optique (DO) a 550 nm dans le temps
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Trois phases différentes peuvent étre observées (Dalod, 2015 ; Tran, 2012):

- Toutd’abord, les diatomées se développent lentement sur une période de 10 jours.
Elles s’acclimatent a leur nouveau milieu (phase I) ;

- Auboutde 10 jours, la croissance s’accélere fortement, jusqu’au 17¢me jour (phase
de croissance exponentielle, phase II) ;

- Lacroissance atteint ensuite un maximum, la densité optique n’évolue plus (phase
stationnaire, phase III).

3.2.2. Suivi du pH du milieu de culture
Du fait de la réaction de photosynthese (consommation de dioxyde de carbone) et donc
du développement des diatomées, le pH de la solution algale va rapidement croitre en
I'espace de quelques jours (Figure 2-14).
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Figure 2-14 : Evolution du pH de la solution algale

L’équilibre chimique qui existe entre le dioxyde de carbone et les ions carbonates et
bicarbonates est déplacé vers ces derniers, menant a une augmentation de pH (phase I).
Une deuxieme phase (phase II) est ensuite observable, pendant laquelle le pH reste
relativement stable en raison d'un équilibre entre la réaction de photosynthése et la
respiration des diatomées. Cette phase dure, dans le cas de la culture de diatomées
présentée dans cette étude, une dizaine de jours. Puis dans une troisiéme et derniere
phase (phase III), le pH de la solution algale chute. La respiration devient supérieure a la
photosynthese, ce qui est renforcé par le développement des bactéries. La production de
dioxyde de carbone devient ainsi supérieure a la consommation, ce qui se traduit par une
baisse du pH.

3.2.3. Analyse du biofilm
Le biofilm de C. closterium a également été évalué par analyse thermogravimétrique.
(Debiagi et al., 2017)ont mis en évidence que certains constituants du biofilm se
dégradent a des températures spécifiques (Figure 2-15).
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Figure 2-15 : Prédictions d’analyses thermogravimétriques pour les composés suivants : protéines, sucres,
lipides et composés inorganiques a 10K/min (Debiagi et al., 2017)

Pour cela, une éprouvette de mortier a été immergée pendant 2 semaines dans de I'eau de
mer artificielle en présence du milieu de culture afin de promouvoir le développement de
la diatomée. La surface de I'éprouvette a ensuite été grattée pour récupérer une quantité
représentative de biofilm. Ce dernier a été rapidement séché sur papier filtre puis placé
dans un creuset en platine et analysé selon le protocole détaillé dans la partie 2.3. Les
valeurs de pertes de masse (ATG) ainsi que sa dérivée (DTG) sont présentées dans
laFigure 2-16.
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Figure 2-16 : Analyse thermogravimétrique du biofilm de C. c/osterium présent a la surface d'une
éprouvette de mortier, apres deux semaines d'immersion dans de I’eau de mer artificielle

Différentes étapes de dégradation de la diatomée sont visibles (Debiagi et al.,, 2017 ;
Shuping et al., 2010) :

- 1:20°C - 200°C: perte de masse importante correspondant au départ d’eau libre
contenue dans le biofilm ;

- II: 220 - 370°C: décomposition de la matiere organique (sucres, protéines,
lipides) ;
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- III: 680 -800°C : décomposition de la matiere inorganique.

Il est intéressant d’observer un pic correspondant a la matiére inorganique. Ce dernier
pourrait étre lié a I'activité photosynthétique des algues.

3.2.4. Syntheése
En corrélant les différents résultats obtenus par les mesures de densité optique du milieu
de culture ou du pH, il a été choisi d’effectuer un repiquage de la culture de diatomées
tous les 16 jours. Selon la Figure 2-13, les diatomées sont en pleine phase de
développement et sont, d’apres la Figure 2-14, en équilibre physico-chimique dans leur
milieu.

4. CARACTERISATION DE LA COLONISATION

Les éprouvettes de mortier immergées dans I’eau de mer vont étre peu a peu recouvertes
par la diatomée C. closterium. Comme il a été vu dans le chapitre bibliographique, ce sujet
est tres peu étudié dans la littérature. Des outils simples ont donc été sélectionnés dans
différentes études dont la thématique générale touche la colonisation des matériaux
cimentaires. Le but est d’obtenir facilement des premiers résultats représentatifs et
orienter par la suite les recherches. Parmi tous les outils et manipulations mis en ceuvre
dans les études touchant la colonisation des structures, 'utilisation des propriétés
photosynthétiques des organismes est majoritairement mise a profit.

4.1. Intensité d’encrassement par spectrocolorimétrie
L’intensité d’encrassement est une grandeur utilisée dans le cadre des études concernant
la colonisation des algues sur les facades des batiments (De Muynck et al.,, 2009 ; Dubosc,
2000 ; Escadeillas etal., 2009 ; Manso et al., 2014 ; Tran et al., 2012). Ce parametre permet
de chiffrer le degré d’encrassement des surfaces de facon non destructive. Dans le cadre
de la colonisation en milieu marin, cet outil permettrait donc de caractériser I'intensité de
colonisation des structures.

L’'intensité d’encrassement est calculée a partir des valeurs de réflectance, mesurées a
I'aide d'un spectrocolorimetre portable Ci60 (X-Rite) sur une gamme de longueurs
d’ondes allant de 400 nm a 700 nm (Figure 2-17).
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Figure 2-17 : Spectrocolorimeétre Ci60 (X-Rite) utilisé

Selon (Braslavsky, 2007), la réflectance a une longueur d’onde donnée p (1)est calculée
comme étant le rapport entre le flux lumineux réfléchi @,.;et le flux lumineux incident
®, ;a cette méme longueur d’onde (Equation 2-3, Figure 2-18) :

) Equation 2-3
(po A

»

pA) =

Figure 2-18 : Schématisation de la réflexion d’'un rayon lumineux avant colonisation (gauche) puis apres
colonisation (droite)

Autrement dit, la mesure de la réflectance d’une surface est la mesure de la réflexion d’un
faisceau lumineux a chaque longueur d’onde. En I’'absence de biofilm, la surface de mortier
réfléchit le flux incident a toutes les longueurs d’ondes a hauteur de 15 a 20% (Figure
2-18, Figure 2-19). En revanche, en présence de biofilm, le flux lumineux réfléchi est
beaucoup moins important a certaines longueurs d’ondes caractéristiques, en raison de
la présence de pigments photosynthétiques qui absorbent cette lumiere (Figure 2-18). Il
est donc observé, en particulier a 670 nm (pic d’absorption de la chlorophylle), une
diminution importante de la réflectance, comme le montre la Figure 2-19.
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Figure 2-19 : Evolution du pourcentage de réflectance selon la longueur d’onde a la surface d’éprouvettes
de mortier apres 0, 8 et 22 jours d'immersion dans une eau de mer naturelle

A partir de ces valeurs de réflectance, il est alors possible de déterminer l'intensité

d’encrassement, a I'aide de 'Equation 2-4 (De Muynck et al., 2009) :

Intensité d'encrassement (%) Equation 2-
= (R700nm - R670nm)x jours,mouillé 4
- (R700nm - R670nm)0 jours,sec

Avec R7oonmet Reé7onma X jours, mouilléle pourcentage de réflectance a 700 nm et 670 nm
pour une éprouvette de mortier immergée apres x = 1, 2, 3, ... jours d'immersion et
R7oonmet Rs7onm a 0 jours, secle pourcentage de réflectance a 700 nm et 670 nm pour une
éprouvette de mortier non immergée dans I'’eau de mer.

La zone analysée est un cercle de diametre 8 mm. La Figure 2-20représente une
éprouvette de mortier dépliée, la réflectance est mesurée a :

e 2,4,8 12et14 cmpourlafaceA;
e 4,8et12 cm pour les faces B1, B2 et C.

A chaque valeur de distance, la mesure est effectuée trois fois, a différents endroits sur
I'axe des Y afin de caractériser le maximum de surface de I'éprouvette. Le
spectrocolorimetre calcule automatiquement la moyenne des trois valeurs mesurées
(représenté par un encadré rouge sur le schéma).
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Figure 2-20 : Schéma d’une éprouvette de mortier dépliée, A : face supérieure, B1 : face latérale 1, B2 : face
latérale 2, C : face inférieure. Les points noirs correspondent aux mesures de réflectance. L’encadré rouge
donne un exemple des points utilisés pour calculer la moyenne de réflectance.

Au total, 14 valeurs de réflectance sont obtenues (5 valeurs sur la face A, 3 sur la face B1,
3 sur la face B2 et enfin 3 sur la face C).

Les éprouvettes de mortier, continuellement immergées, sont sorties deux fois par
semaine du milieu d’étude. Elles sont tout d’abord nettoyées trés délicatement avec de
I'eau déminéralisée afin d’enlever les diatomées qui pourraient étre posées sur les
éprouvettes sans en étre réellement attachées. (De Muynck et al., 2009) préconisent de
faire sécher les éprouvettes durant 3h a 20°C dans le but d’éviter que la présence d’eau
influence les valeurs de réflectance. En effet, en présence d’eau, le pourcentage de
réflectance est beaucoup moins important (Figure 2-21).

58 Theése Marie-Adeline FERRERO



MATERIELS ET METHODES

A 80
70 4
80 - UNFOULED DRY
2 50
[}
Q
% 40 4
s UNFOULED WET
o 304
o
20 1 FOULED DRY
10 4
FOULED WET
0 LI T

350 400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm)

Figure 2-21 : Influence de 'humidité des échantillons sur les valeurs de réflectance d’éprouvettes propres
et colonisées (De Muynck et al., 2009)

Cependant, dans le cadre de cette these, les éprouvettes sont laissées a égoutter durant
30 minutes avant d’étre caractérisées par réflectance. En effet, apres avoir été
caractérisées, elles sont replacées dans le milieu d’étude. Le fait de les sécher
completement pourrait dessécher le biofilm et avoir un impact sur la colonisation.

4.2. Mesure de fluorimétrie
La mesure de la fluorescence de la chlorophylle est une méthode majoritairement utilisée
dans le domaine de I’écophysiologie (Maxwell et Johnson, 2000). En effet, elle permet de
connaitre rapidement les performances photosynthétiques des végétaux grace a un
appareil simple d’utilisation et portable. Au sein des membranes des chloroplastes se
trouvent des complexes enzymatiques portant le nom de photosystemes. Il en existe
deux : le photosysteme I (PSI) et le photosystéme II (PSII), qui sont branchés en série.
Chaque photosystéme est composé d'un centre réactionnel et d’'une antenne collectrice
(Féret, 2009). Lors de la réaction de photosynthese, présentée dans le chapitre
bibliographique, les pigments photosynthétiques (chlorophylle) sont excités par les
photons qu'ils recoivent. Ils émettent des électrons pour se décharger et leur permettre
de revenir a leur état fondamental. Les électrons participent alors a la formation de
molécules chimiques nécessaires a la construction de la cellule telles que I’ATP
(Adénosine TriPhosphate) ou le NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
réduit). Il existe cependant deux autres processus de désexcitation des pigments
chlorophylliens, que sont I'émission de chaleur et de fluorescence (Figure 2-22, A). Cette
derniere consiste en I’émission d'un photon, a une longueur d’onde supérieure de celle
recue par la molécule chimique (ici, la chlorophylle) afin de revenir a son état
fondamental. Cette émission de fluorescence provient de fagon majoritaire du PSII
(Morelle, 2017). Ces trois voies de désexcitation sont en compétition signifiant que la
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bY

diminution de l'efficacité de fonctionnement d’'une de ces voies méne forcément a
I'augmentation de 'efficacité des deux autres voies (Figure 2-22, B).

fluorescence fluorescence
chaleur chaleur

A
2
R
oee conversion
- LS 3 photochimique
A PSII B PSII
Plante saine Plante stressée

Figure 2-22 : Voies de désexcitation chez une plante saine (gauche) et une plante stressée (droite),
(Bourrié, 2007)

En mesurant le rendement de la fluorescence chlorophyllienne, il est donc possible
d’obtenir des informations sur l'efficacité de la photochimie de la cellule. Les parametres
obtenus seront détaillés par la suite.

L’appareil utilisé pour effectuer les mesures de fluorimétrie est un AquaPen-P AP-P 100
(Photon System Instruments) (Figure 2-23).

Figure 2-23 : AquaPen-P AP-P 100 (Photon System Instruments) utilisé

La zone analysée est un cercle d'un diametre 15 mm. Les mesures sont effectuées a
différentes distances par rapport au sommet de I'éprouvette (Figure 2-24) :

e 4,8et12cmpourlafaceA;
e 8 cm pour les faces B1, B2 et C.
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Figure 2-24 : Schéma d’une éprouvette de mortier dépliée, A : face supérieure, B1 : face latérale 1, B2 : face
latérale 2, C : face inférieure. Les points noirs correspondent aux mesures.

Avant d’effectuer les mesures, les échantillons a analyser sont nettoyés trés délicatement
al’aide d’eau déminéralisée, dans le méme but que le nettoyage effectué pour les mesures
de réflectance. Ils sont ensuite placés 10 minutes en obscurité totale, afin d’oxyder tous
les centres réactionnels du photosysteme II. Apres ce temps minimal d’attente, I'appareil
envoie tout d’abord une lumiere de tres faible intensité sur I'échantillon. Les photons
recus vont étre transformés en énergie chimique par le photosysteme et ceux non utilisés
seront émis sous forme de fluorescence. Cette fluorescence minimale est notée Fo, elle est
mesurée apres 50 ps. Un flash de lumiere supersaturante est ensuite envoyé dans un délai
tres court (1 seconde) qui va fermer tous les centres réactionnels. La fluorescence va
atteindre une intensité maximale, noté Fm. Cette mesure porte le nom de mesure OJIP (O
étant la valeur de fluorescence mesurée en début d’essai, J cellea3 ms,Ia30 msetPa~
300 ms) et montre des courbes typiques de réponse des cellules (Figure 2-25) a cette
sollicitation (Kalaji et al., 2014).
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Figure 2-25 : Courbe OJIP de fluorescence dans le temps (échelle logarithmique) d’une éprouvette de
mortier recouverte par un biofilm. Fo : valeur de fluorescence a 50 ps, Fm : valeur maximale de
fluorescence.

La quantité de biomasse Fo correspond a la biomasse chlorophyllienne présente sur
’échantillon au moment de la mesure (Herlory, 2005 ; Leroy et al.,, 2015). Il est également
possible de déterminer le rendement quantique maximal de la photochimie selon
I’Equation 2-5:

Fv _ Fm—Fo Equation 2-5

Fm Fm

Le rendement quantique maximal de la photochimie du photosysteme, noté Fv/Fm,
traduit quant a lui l'efficacité du photosysteme II a transformer I'énergie lumineuse en
énergie chimique. Selon la valeur du ratio, I'état physiologique, ou I'acclimatation des
cellules a leur milieu, n’est pas le méme (Leroy et al., 2015):

e Un ratio compris entre 0,5 et 0,7 traduit un bon état physiologique des cellules ;
elles sont bien acclimatées a leur milieu ;

e Unratio compris entre 0,3 et 0,5 traduit un état physiologique moyen des cellules ;

¢ Un ratio inférieur a 0,3 indique un mauvais état physiologique des cellules.

4.3. Analyse d'images

L’analyse d’images est effectuée a partir de photographies d’éprouvettes. Le montage mis
en place est présenté dans les Figure 2-26 et Figure 2-27. L’appareil photo utilisé est un
Canon EOS 70D. Le montage est composé d'un caisson photographique, permettant
d’isoler I’échantillon de l'extérieur. Un flash est également ajouté a l'intérieur afin
d’obtenir une lumiere homogene sur toute la surface de I’échantillon. L’appareil photo est
monté sur pied et commandé par télécommande pour éviter tous mouvements de celui-
ci lors du déclenchement des prises.
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Comme dans les deux sous-parties précédentes, les éprouvettes sont nettoyées
délicatement et laissées a égoutter durant une heure avant d’étre prises en photo. L’eau a
en effet tendance a rester enfermée dans le biofilm, apportant un reflet du flash sur la
surface des éprouvettes lors des photographies.

Eprouvette

Flash de
I'appareil photo

Figure 2-26 : Montage photographique mis en Figure 2-27 : Montage a l'intérieur du caisson
place photographique

Les images obtenues sont analysées avec le logiciel Image] (Schneider et al., 2012). Afin
de différencier le biofilm de la surface non colonisée du mortier, un seuillage couleur est
utilisé dans I'’espace couleur CIE Lab. Lorsque le seuillage a été déterminé, I'image est
ensuite binarisée puis les pixels blancs (zone colonisée) et noirs (zone non colonisée) sont
comptabilisés (Figure 2-28).
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Figure 2-28 : Photographie d'une éprouvette de mortier recouverte d'un biofilm, avant traitement (A)
et apres traitement (B)

Le pourcentage de surface colonisée est défini de la fagcon suivante (Equation 2-6) :

ixels blancs : )
% Surface colonisée = - p — %100 Equation 2-6
Y. pixels blancs et noirs

Le développement du biofilm est ainsi suivi dans le temps. Il est attendu qu’au fur et a
mesure des expériences d'immersion, le nombre de pixels blanc augmente, ayant donc
pour effet un accroissement du pourcentage de surface colonisée.

5. CARACTERISATION CHIMIQUE DE L’EAU DE MER

Comme cela a été mentionné dans le chapitre bibliographique, les algues, en se
développant a la surface du matériau cimentaire, sécretent différentes substances au
caractere acide. Cette sécrétion entraine une lixiviation de la matrice cimentaire dans le
milieu environnant. Différents essais sont mis en place dans le but de caractériser et
quantifier les especes relarguées dans le milieu marin, en raison de la présence de micro-
organismes.

51. pH
Le béton est sujet, lorsqu’il est immergé dans un milieu ayant un pH plus acide que celui-
ci, au phénomene de lixiviation. La lixiviation entraine la libération d’ions HO- dans le
milieu, qui a pour effet d'augmenter le pH de la solution. De plus, la présence de micro-
organismes au contact de la surface du matériau cimentaire accentue ce phénomene.

Afin de mesurer le pH de la solution d’eau de mer, un échantillon de celle-ci est prélevé a
intervalles réguliers. Le pH est immédiatement mesuré a 'aide d’'un pH-metre pH 510
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(Eutech Instruments). La mesure rapide est une caractéristique importante de cet essai.
En effet, lors de la prise d’échantillon d’eau de mer, des diatomées sont également
prélevées. Elles continuent donc a effectuer la réaction de photosynthese, indispensable
a leur survie. Comme cela a été expliqué dans le chapitre bibliographie, le dioxyde de
carbone est alors consommé, impactant directement la valeur du pH de la solution.

Deux phénomenes sont donc acteurs quant a la variation du pH de I'’eau de mer durant les
expériences :

- lalixiviation du béton, induite de fagon chimique et biologique ;
- le mécanisme de photosynthése des diatomées.

5.2. Chromatographie ionique
En étant sujet a la lixiviation, le béton relargue en solution des ions qui peuvent étre
caractérisés chimiquement. De plus, la présence de micro-organismes, puisant dans la
matrice cimentaire les nutriments dont ils ont besoin, entraine un relargage de certains
ions. L’utilisation de la chromatographie ionique permet de caractériser I’évolution de la
composition chimique de I'’eau de mer au cours des expériences.

L’eau de mer prélevée pour l'analyse de pH, expliquée dans la partie précédente, est
utilisée pour effectuer cet essai. Les échantillons sont tout d’abord dilués au 1/100¢meavec
de l'eau ultra-pure dans le but de ne pas saturer le détecteur de la chromatographie
ionique. Ils sont ensuite filtrés sur filtre seringue a 0,45 um afin de retirer tout élément
qui pourrait endommager la colonne. Enfin, a I'aide du passeur automatique, ils sont
injectés dans l'injecteur de la chromatographie ionique pour étre analysés. Les conditions
des essais (composition des éluants, temps de I'analyse) sont celles détaillées dans le
Tableau 2-4.
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CONCLUSION

Ce chapitre a permis de présenter dans une premiere partie les données relatives au
matériau cimentaire. Les caractéristiques du ciment utilisé, ainsi que celles des sables et
de I'’eau de gachage ont été détaillées. Les formulations des différents mortiers utilisés
pour les expériences d'immersion ont également été explicitées, ainsi que leur mode de
confection.

Dans le but de caractériser I'impact de la présence d’algues a la surface du matériau
cimentaire sur celui-ci, plusieurs techniques d’analyse chimiques ont été choisies comme
la mesure du pH ainsi que la composition chimique du matériau a différentes profondeurs
(0 - 2 mm, 2- 4 mm et 4 - 6 mm), par l'intermédiaire d’analyses chromatographique et
thermogravimétrique.

La micro-algue choisie pour effectuer les expériences en milieu artificiel est la diatomée
Cylindrotheca closterium. Afin de la cultiver, le milieu de culture de Conway a été
présenté. Ce milieu est utilisé en raison de sa facilité de préparation, mais également en
raison des volumes importants de diatomées nécessaires pour le déroulé des expériences
d'immersion. Pour bien maitriser la culture de C closterium, la croissance de cette
derniere a été suivie au moyen de différentes techniques (densité optique, pH,
chromatographie ionique), permettant de mieux appréhender le cycle de développement
de cette micro-algue.

Les outils utilisés pour la caractérisation de la croissance du biofilm sur les éprouvettes
de mortier ont ensuite été présentés. Ces outils sont déja utilisés dans plusieurs autres
études portant sur la colonisation des algues sur les facades de béton(De Muynck et al,,
2009 ; Manso et al., 2014 ; Tran et al., 2012). Chacune des techniques d’évaluation a été
individuellement étudiée, dans le but de comprendre le fonctionnement de celles-ci afin
de les mettre correctement en ceuvre par la suite.

Pour terminer, la composition de I'eau de mer est également un facteur important a
suivre. En effet, le matériau cimentaire immergé est sujet a la lixiviation ; ce phénomene
étant accentué de part la présence de micro-organismes a sa surface. La mesure du pH de
I’eau de mer ainsi que la caractérisation de la composition chimique du milieu sont donc
des outils intéressants pour suivre I’évolution des concentrations en solution.

Dans le chapitre suivant, le dispositif expérimental utilisé pour I'étude va étre présenté.
Les outils de caractérisation mentionnés dans ce chapitre vont ensuite étre utilisés dans
le but de valider I'utilisation du dispositif expérimental.
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DISPOSITIF EXPERIMENTAL DE COLONISATION ET RESULTATS

INTRODUCTION

Actuellement, aucun dispositif expérimental n’a été mis en place pour caractériser en
laboratoire la colonisation d’'un matériau cimentaire en milieu marin, du fait de la
complexité de ce dernier. Les dispositifs expérimentaux existants pour caractériser ce
genre de colonisation sont largement répandus dans le domaine de I'étude de la
colonisation des facades ou des réseaux d’assainissement (De Muynck et al., 2009 ;
Dubosc, 2000 ; Herisson, 2013).

Dans ce chapitre, la mise en place du dispositif expérimental ainsi que I'évaluation de la
pertinence des outils de caractérisation de la colonisation et de la biodétérioration vont
étre présentés et analysés. Une seule souche de micro-organismes va étre étudiée
(Cylindrotheca closterium) dans le but de faciliter la conception de ce dispositif et de ne
pas ajouter des parametres biologiques supplémentaires.

1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL EN LABORATOIRE

Pour reproduire en laboratoire le milieu marin, il est nécessaire d’effectuer un inventaire
des principaux facteurs intervenant dans un environnement marin naturel. Ces
principaux facteurs, détaillés dans le chapitre bibliographique, sont les suivants :

- Lumiére, apportée par le Soleil ;

- Composition de I'’eau de mer (nutriments, salinité) ;
- Température ;

- Mouvement physiques de I'eau.

Ces parametres vont donc étre reproduits de fagon artificielle, pour permettre de créer
un dispositif expérimental qui sera utilisé pour toute la durée de I'étude.

1.1. Lumiere

Comme cela a été mentionné plusieurs fois dans les chapitres précédents, la diatomée
Cylindrotheca closterium est un organisme autotrophe qui utilise la lumiére du Soleil pour
se développer, par l'intermédiaire de la réaction de photosynthése. Le Soleil émet un
rayonnement dont les longueurs d’ondes sont comprises entre 220 nm et 10 000 nm
(Kanmogne et al., 2012) mais dont la majorité de I’énergie émise est comprise entre 400
et 800 nm, soit dans la gamme de la lumiére du visible (Figure 3-1). Les organismes
marins sont également soumis au cycle jour/nuit imposé par la rotation de la Terre autour
du Soleil. De facon générale, le temps d’éclairage sur une journée compléte varie de 8
heures a 14 heures (Goldstein, 2007 ; Moe, 2009).
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Figure 3-1: Spectre du rayonnement solaire (Kanmogne et al.,, 2012)

En milieu artificiel, des lampes sont utilisées pour simuler la lumiére naturelle. Elles ont
été choisies sur la base d'un certain nombre de critéres :

- Spectre de couleur proche de celui du Soleil ;
- Résistance aux cycles répétés d’allumage/extinction ;
- Dégagement de chaleur minimal pour limiter I’évaporation de l'eau ;

- Durée de vie importante.

Deux types d’éclairage artificiel peuvent étre utilisés : les néons fluorescents ouI'éclairage
par diode électroluminescente (DEL ou LED) (Moe, 2009).

Les néons fluorescents sont largement répandus dans le commerce. Ils ont une
durée de vie d’environ 10 000 heures et ne dégagent pas de chaleur. Cependant, ce
type d’éclairage est tres sensible aux cycles d’allumage-extinction répétés et
nécessite un recyclage particulier lors de son élimination ;

Les ampoules LED, quant a elles, ont une durée de vie bien plus importante que
celle des néons fluorescents (pouvant atteindre 100 000 heures). Elles ont
également la capacité de résister aux cycles répétés d’allumage-extinction, sont
trés peu consommatrices en électricité et ne dégagent pas de chaleur.

D’apres ce rapide comparatif, les ampoules LED paraissent étre la source de lumiere la
plus adaptée pour cette étude. Les lampes utilisées pour cette étude sont des LED X-
Change Tube Daylight Sunrise (SERA). Leur spectre lumineux est enrichi aux longueurs
d’ondes de 450 nm (bleu) et de 625 nm (rouge) auxquelles les végétaux marins absorbent

la lumiére comme le montre la Figure 3-2.
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Figure 3-2 : Spectre lumineux du tube LED X-Change Tube Daylight Sunrise (SERA)

Il a été choisi de travailler avec une durée du jour de 12 heures ; ce cycle de 12h :12h a été
utilisé dans d’autres études (Dalod, 2015; Tran, 2012) et permet de fixer de fagon
arbitraire la durée de la photopériode. D’apres (Moe, 2009), 2 a 4 watts de puissance
électrique par gallon d’eau sont nécessaire (1 gallon = 3,78 L). Dans cette étude, les bacs
étant remplis de 50 L d’eau de mer artificielle, il sera alors nécessaire d’avoir une
puissance allant de 26 watts a 52,8 watts. Cet intervalle de puissance est atteint en
utilisant deux lampes LED par bac (2 fois 16 watts).

1.2. Composition du milieu marin et température

Comme cela a été expliqué dans le chapitre bibliographique, le développement de la
diatomée Cylindrotheca closterium dépend également de la composition chimique du
milieu marin, dans lequel elle trouvera les nutriments nécessaires a sa croissance. Les
conditions de croissance optimales sont une salinité comprise entre 20 et 40 ; le dosage
utilisé en sels marins artificiels est de 33 durant toute la durée des expériences. Le milieu
nutritif de Conway permet d’apporter en quantités suffisantes les molécules chimiques
nécessaires a son développement.

Enfin, la température doit étre comprise entre 10 et 25°C (chapitre bibliographique). La
température de la piéce dans laquelle se déroulent les expériences est de 19+2°C.

1.3. Aération et mouvement physique de I'eau de mer
En milieu marin naturel, les courants et marées permettent d’agiter en continu 'eau de
mer afin d’éviter la sédimentation des diatomées, la photoinhibition et de permettre une
proximité entre les cellules et les nutriments dont elles ont besoin (chapitre
bibliographique).

b

La présence d'une pompe a air dans le milieu marin artificiel permet de créer un
mouvement d’ « upwelling » (remontée des eaux plus profondes et riches en nutriments)
permettant dans le méme temps aux algues d’obtenir une quantité de lumiere plus
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importante. Chaque bac est équipé d'une pompe a air d’aquarium vendue dans le
commerce (APS 50, Tetra) et ayant un débit d’air de 50L/h .

1.4. Mise en place du dispositif expérimental

1.4.1. Matériel
Le dispositif expérimental mis en place utilise du matériel usuel. Il est tout d’abord
composé d'un bac ayant une longueur de 56 cm, une largeur de 36 cm et une hauteur de
40 cm. Les parois de ce bac sont opaques dans le but de n’avoir qu’'une seule arrivée
possible de lumiere sur le haut du bac.

Dix éprouvettes, agées de 28 jours, sont placées en quinconce sur deux rangées dans
chaque bac. Elles sont surélevées a 13 cm du fond du bac dans le but de permettre un
mouvement permanent de 'eau et des diatomées autour. Pour les surélever, des tiges en
plastiques sont placées sur des pots lestés et fermés hermétiquement. Les contacts entre
les éprouvettes et les tiges sont minimes et se font a seulement deux endroits de
I'éprouvette. Les éprouvettes sont toutes placées dans le méme sens : la face lissée lors de
la fabrication face au fond du bac. En effet, le lissage étant différent pour chaque
éprouvette, I'état de surface est donc différent et peut par la suite apporter un facteur de
colonisation supplémentaire. La face orientée vers le haut du bac est donc la face ayant
été en contact avec le moule lors de la fabrication ; la rugosité est comparable entre les
éprouvettes. La hauteur d’eau est de 25 cm (soit un volume de liquide de 50 L),
permettant aux éprouvettes de se situer a mi-hauteur entre le fond du bac et la surface de
I’eau. La composition de I'’eau dans chacun des bacs est détaillée dans la partie suivante.
Le milieu n’est pas renouvelé durant la manipulation. L’arrivée des pompes a air est placée
en fond de bac et lestée. Les lampes LED sont placées sur le sommet du bac ; elles se
trouvent a 15 cm de la surface de l'eau.

Le rapport L/A, avec L le volume de liquide en mL et A la valeur de la surface du matériau
en cm?, est calculé selon la norme NF EN 15863. Dans le cas d’un bac rempli de 50 L de
liquide, dans lequel sont immergées 10 éprouvettes 4x4x16 cm3, ce rapport est de 17,4
mL/cm?.

La Figure 3-3 récapitule les données géométriques de chaque bac, la Figure 3-4 illustre le
fonctionnement du procédé en conditions réelles.
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Surface de I'eau

40cm
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56 cm

Figure 3-3 : Données géométriques du dispositif expérimental

Arrivée pompe a air & 14 Lampes LED

Eprouvettes de mortier

Pots lestés

Tiges d’appui

Figure 3-4 : Dispositif expérimental, sans eau de mer

Les expériences sont effectuées dans une salle isolée, placée dans I'obscurité durant toute
la durée de I’étude. Le suivi de la colonisation est effectué durant six semaines a I'aide des
outils présentés dans le chapitre précédent.

1.4.2. Environnements d’étude
Deux environnements d’étude sont créés pour les expériences. Le premier correspond au
milieu marin artificiel. Il est composé d’eau, de sels marins, de nutriments et de diatomées
Cylindrotheca closterium. Le deuxieme milieu étudié est uniquement composé d’eau et de
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sels marins. La composition des deux environnements d’étude est détaillée dans le
Tableau 3-1.

Volume Milieu marin artificiel | Eau salée
Eau distillée + sels marins (33,3 g/L) 45 L 50 L
Algues + milieu Conway (selon dosage 5L (10% du volume OL
explicité dans le chapitre 2) total)
Total 50L 50 L

Tableau 3-1 : Composition des deux environnements d'étude

L’utilisation de ces différents environnements permet donc de comparer les effets du
biofilm de diatomées par rapport a un milieu salé.

2. SUIVI DE LA COLONISATION DES MORTIERS EN LABORATOIRE

Cet essai a pour principal objectif de valider le dispositif expérimental présenté dans la
partie 1 et de conclure quant a I'utilisation des outils choisis pour effectuer les différents
suivis (outils présentés dans le chapitre matériels et méthodes). Des éprouvettes de
mortier normalisé ont été immergées pendant six semaines dans le milieu artificiel
détaillé dans le chapitre précédent, selon le dispositif expérimental décrit dans la partie
1. La composition des éprouvettes de mortier est détaillée dans le Tableau 3-2.

Constituant \ Masse (g)

Ciment 450
Sable siliceux | 1350
Eau 225

Tableau 3-2 : Composition du mortier normalisé utilisé pour I'essai de validation du dispositif expérimental

Afin d’évaluer le dispositif expérimental mis au point pour cette étude, 'expérience a été
lancée trois fois en paralléle. Trois bacs d’étude ont donc été utilisés (MN_Exp1, MN_Exp2,
MN_Exp3) ainsi que trois bacs référence (MN_Ref1l, MN_Ref2, MN_Ref3). Chaque bac est
composé de 10 éprouvettes de mortier normalisé, immergées dans 50 L de solution (eau
de mer artificielle dans le cas des bacs d’étude et eau salée pour les bacs référence).
Chaque bac est indépendant des cinq autres de sorte qu’aucun échange de matiére n’est
possible entre eux. Trois outils ont été sélectionnés afin de caractériser la colonisation
des surfaces des éprouvettes de mortier par la diatomée Cylindrotheca closterium. Ces
trois outils sont les suivants :

- Analyse d’'image ;
- Spectrocolorimétrie ;
- Fluorimeétrie.

Leurs principes de fonctionnement ainsi que la fagon dont ils ont été utilisés dans cette
these ont été détaillés dans le chapitre matériel et méthodes.
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2.1. Suivi de la colonisation

2.1.1. Face supérieure

La face supérieure est définie comme étant celle directement orientée face a la lumiere
artificielle. La rugosité de toutes les faces supérieures des éprouvettes sont comparables
car ce sont elles qui étaient en contact direct avec le moule en polystyrene lors de la
fabrication des échantillons. La face supérieure devrait théoriquement étre la plus
colonisée du fait de la présence de lumiere directe. Cette face a donc été caractérisée de
facon plus précise avec un nombre de points de mesure augmenté et également un suivi
par analyse d'image. Pour cette premiere expérience, il a été choisi de prendre en photo
une fois par semaine la face supérieure des éprouvettes de mortier et d’effectuer deux fois
par semaine les mesures de spectrocolorimétrie et de fluorimétrie.

2.1.1.1.  Analyse d’image
Une fois immergées, les éprouvettes de mortier normalisé ont été sujettes a un
recouvrement progressif d’'un biofilm de Cy/indrotheca closterium (Figure 3-5).

Semaine Semaine Semaine Semaine Semaine Semaine Fin de
1 2 3 4 5 6 'expérience

Figure 3-5 : Evolution de la surface colonisée par la diatomée Cylindrotheca closterium sur une éprouvette
de mortier normalisé (face orientée a la lumiere)

Les images obtenues ont permis de calculer la surface recouverte par le biofilm selon la
meéthode présentée dans le chapitre 2. Le graphique présenté dans la Figure 3-6 illustre
I’évolution du pourcentage de surface de mortier recouverte par le biofilm de C
closterium dans le temps.
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Figure 3-6 : Evolution de la surface colonisée au cours de I'expérience, obtenue par analyse d’'images

Le pourcentage de recouvrement augmente de facon trés rapide durant les quatorze
premiers jours pour les éprouvettes immergées dans les bacs MN_Exp1 et MN_Exp2 et
dans les 21 premiers jours pour celles immergées dans le bac MN_Exp3. Pres de 90% de
la surface des éprouvettes est recouvert par un biofilm de diatomées. Cette colonisation
est bien visible a I'ceil nu, comme cela est illustré dans la Figure 3-5. La surface des
échantillons du bac MN_Exp1 est ensuite, et jusqu’a la fin de I'expérience d’'immersion, de
moins en moins recouverte par le film ; au contraire des éprouvettes présentes dans les
bacs MN_Exp2 et MN_Exp3, dont le pourcentage de surface recouverte reste assez stable,
malgré une faible diminution une fois le maximum de colonisation atteint. Il est également
intéressant de noter qu’'une fois le maximum de colonisation dépassé les valeurs sont
beaucoup plus dispersées (écart-type important).

2.1.1.2.  Spectrocolorimétrie
La colonisation a été suivie par spectrocolorimétrie afin d’obtenir des valeurs d’intensité
d’encrassement dans le temps. Ces valeurs sont regroupées dans la Figure 3-7.
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Figure 3-7 : Evolution de 'intensité d’encrassement sur la face supérieure des éprouvettes de mortier

Apres une premiere phase de recouvrement relativement proche entre chaque bac, la
colonisation dans les trois bacs s’effectue de maniere différente. Durant les neuf premiers
jours d'immersion des échantillons, I'intensité d’encrassement croit de facon importante
quelque soit le bac d’étude. Au 9¢me jour, deux tendances se dégagent. La premiére
concerne le bac MN_Expl qui a alors atteint sa valeur maximale d’intensité
d’encrassement (7,6%). A partir de ce jour, I'intensité ne sera qu’'inférieure a cette valeur.
Une chute des valeurs est observée du 9¢me qu 20¢me jour pour tomber a 4,8% d’intensité
d’encrassement, puis a partir du 23¢me jour, les valeurs de I'intensité d’encrassement se
mettent a croitre de nouveau pour se stabiliser au 34¢me jour autour d’une valeur de 5,5%.
Les deux autres bacs (MN_ExpZ2 et MN_Exp3) ont une variation de leurs valeurs d’intensité
d’encrassement completement différente. Au 9¢me jour d’immersion, l'intensité
d’encrassement, au lieu de chuter, se stabilise autour d’'une valeur de 7%. Par la suite,
'intensité d’encrassement va se stabiliser jusqu’a la fin de I'expérience autour d'une
valeur légerement plus faible pour le bac MN_Exp2 (environ 6,5%) et légerement plus
supérieure pour le bac MN_Exp3 (environ 8%).

Il est également intéressant de s’attarder sur les valeurs des écart-types durant le suivi.
Durant la premiére phase de colonisation, ces derniers sont faibles en raison du
recouvrement uniforme du biofilm sur les échantillons (Figure 3-5). Pour les éprouvettes
du bac MN_Exp1, les valeurs sont tres dispersées une fois que le maximum d’intensité
d’encrassement est atteint. Pour les éprouvettes des bacs MN_Exp2 et MN_Exp3, les
valeurs deviennent dispersées lorsque les intensités d’encrassement évoluent
distinctement.

2.1.1.3.  Fluorimétrie
La Figure 3-8 présente l'évolution de la quantité de biomasse Fo, mesurée par
fluorimétrie, durant le temps de I’expérience d’'immersion.
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Figure 3-8 : Evolution de la quantité de biomasse Fo durant I'expérience sur les faces supérieures

De la méme facon que pour le suivi par spectrocolorimétrie, la colonisation des
échantillons s’effectue de maniére différente entre les bacs. Dans la premiere phase dite
de recouvrement des éprouvettes, la quantité de biomasse augmente dans chacun des
bacs pour atteindre une valeur maximale. Ce maximum est atteint en treize jours pour le
bac MN_Exp 1 et en neuf jours pour les bacs MN_Exp2 et MN_Exp3. L’évolution de la
quantité de biomasse differe ensuite, entre le bac MN_Exp1 et les bacs MN_Exp2 et
MN_Exp3, de la méme maniere que le suivi par spectrocolorimétrie. Pour le bac MN_Exp1,
une fois le maximum de quantité de biomasse atteint au 13¢me jour, une chute de cette
quantité est observée jusqu’au 20¢me jour puis une stabilisation de la valeur jusqu’a la fin
de l'expérience. En revanche, une fois avoir atteint leur Fo maximum au 9¢me jour
d'immersion, les éprouvettes immergées dans les bacs MN_Exp2 sont recouvertes d’'une
quantité de biomasse qui reste relativement stable dans le temps avec une augmentation
en fin d’expérience. Dans le bac MN_Exp3, apres une 1égere diminution de la quantité de
biomasse entre les jours 9 et 20, cette derniére est ensuite en augmentation franche
jusqu’au 44¢me jour. Les valeurs des écart-types sont également intéressantes a observer :
les valeurs deviennent de plus en plus dispersées a mesure que I'expérience avance dans
le temps. Cette observation est donc a relier avec celle effectuée dans le cas des écart-
types des valeurs d’intensité d’encrassement.

2.1.1.4. Comparaison des trois outils
La face supérieure des éprouvettes de mortier a donc été caractérisée de trois fagons
différentes. La Figure 3-9 résume les tendances observées ; chaque graphique présente
les résultats obtenus pour chacun des bacs en mettant en perspective les trois méthodes
de caractérisation.
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Figure 3-9 : Comparaison de la tendance des résultats avec les trois outils de caractérisation (Spectro :
spectrocolorimétrie, Photo : analyse d’'image, Fluo : fluorimétrie). A : MN_Exp1, B : MN_Exp2, C : MN_Exp3

Pour chaque bac, les méthodes de caractérisation donnent des résultats cohérents. En
effet, pour trois méthodes différentes, les mémes tendances sont observées en terme de
colonisation de la surface.

Bien entendu, un suivi a des échéances plus rapprochées, notamment pour la prise de
photographies, pourrait permettre d’avoir des résultats encore plus concordants. La
méme chute de colonisation est ensuite observée apres avoir atteint ce pic maximum.
Enfin, la phase de stabilisation jusqu’a la fin de la manipulation est ensuite présente,
malgré quelques divergences. Les graphes relatifs aux bacs MN_Exp2 et MN_Exp3 sont
analysés de la méme fagon.

Pour toutes les méthodes utilisées, la dispersion des résultats suit la méme variation. En
début de colonisation, les écart-types sont faibles, puis une fois que le pic maximum de
colonisation est dépassé, ces derniers deviennent plus conséquents. Cette observation
met en évidence le phénomeéne de remplacement du biofilm a la surface des éprouvettes,
bien visible dans la Figure 3-5. Ce phénomeéne est bien connu des biologistes, bien que les
données concernant cette étape du cycle de vie des biofilms soient encore trop peu
importantes (Squinazi, 2013). Le détachement du biofilm peut avoir lieu pour plusieurs
raisons : la colonisation de nouvelles surfaces, le manque de nutriments ou encore I'action
de mouvements physiques tels que les flux d’eau ou d’air dans le cas de ce travail (Donlan,
2002). Le biofilm se détachant a des endroits aléatoires, il peut se détacher a I'’endroit ou
la mesure de la colonisation s'effectue. L’appareil utilisé (spectrocolorimetre ou
fluorimetre) ne va alors pas détecter la présence de matiére végétale, ce qui contribuera
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aux valeurs élevées d’écart-types. L'analyse d'images permet quant a elle d’avoir une
vision plus globale de la surface. Il est donc important de connaitre la notion de
détachement du biofilm, afin de prendre du recul sur les résultats obtenus.

D’apres les résultats présentés ci-dessus, il semble que la colonisation s’effectue de
maniere correcte sur les éprouvettes de mortier. Il est cependant important d’avoir une
indication concernant I'état d’acclimatation des cellules a leur nouveau milieu sur lequel
elles se développent. En effet, une mauvaise acclimatation de la diatomée ne permettra
pas de tirer des conclusions intéressantes quant au fonctionnement du dispositif
expérimental. La Figure 3-10 résume donc les valeurs mesurées par fluorimétrie. Un
dégradé de couleur a également été rajouté, afin de bien différencier les différents états
d’acclimatation et leurs valeurs seuils, qui ont été définies dans le chapitre précédent.
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Figure 3-10 : Evolution du rendement quantique maximal de la photochimie du photosysteme (Fv/Fm) de
la diatomée C. closterium a sur la face supérieure des éprouvettes de mortier

Dés le 6¢me jour de colonisation, les cellules, quelque soit le bac dans lequel sont
immergées les éprouvettes, sont bien acclimatées a leur milieu (Fv/Fm supérieure a 0,5).
Elles le resteront pendant toute la durée de l'expérience. Une légeére diminution des
valeurs est observable a partir du 20¢me jour d’immersion, qui pourrait traduire le
commencement d’'un manque en nutriments de la part des cellules. Elles semblent
cependant bien s’accoutumer a ce manque, puisque la valeur de Fv/Fm se stabilise en fin
de manipulation. Le pic maximum de colonisation Fo observé dans la Figure 3-8 coincide
avec les valeurs maximales du ratio Fv/Fm. Au maximum de colonisation, les cellules sont
donc dans leur état le plus acclimaté possible aux éprouvettes de mortier.

La dispersion des résultats s’effectue dans le sens inverse de celle qui concerne la
colonisation des surfaces. En début de colonisation, les écart-types sont trés importants.
Les cellules s’accrochent plus ou moins rapidement a la surface et s’acclimatent donc a
des rythmes différents a cette derniere. La dispersion des valeurs est ensuite beaucoup
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plus faible une fois le pic maximum de colonisation dépassé (9¢me jour d’'immersion).
Globalement, toutes les cellules sont alors fixées de facon durable sur les surfaces des
éprouvettes.

2.1.2. Faces latérales
Les faces latérales ont été caractérisées par spectrocolorimétrie et fluorimétrie. Bien que
les faces latérales ne soient pas directement orientées a la lumiere, I'intensité lumineuse
recue n’est pas négligeable, du fait de la réfraction des faisceaux lumineux par I'eau. La
rugosité des faces latérales est elle aussi similaire entre chaque éprouvette pour la méme
raison que la face supérieure. Cette rugosité offre donc des points d’accroche aux
diatomées présentes dans I'eau de mer artificielle (Figure 3-11).

Figure 3-11 : Mise en évidence des reliefs existant sur les faces latérales des éprouvettes de mortier

2.1.2.1.  Spectrocolorimétrie
L’intensité d’encrassement des faces latérales est présentée dans la Figure 3-12.
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Figure 3-12 : Intensité d'encrassement (%) pour les faces latérales
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La colonisation des surfaces des éprouvettes de mortier se fait de facon comparable dans
les trois différents bacs. La période de recouvrement est relativement longue puisque le
pic correspondant au maximum de l'intensité d’encrassement est atteint apres 41 jours
d'immersion (intensité d’encrassement de 6% pour le bac MN_Exp1, 5,3% pour le bac
MN_Exp2 et 5,1% pour le bac MN_Exp3). Une fois ce pic atteint, les valeurs décroissent
immédiatement dans les trois bacs. Du fait de la phase de colonisation relativement lente
dans le temps, la dispersion des valeurs est faible ; le biofilm se développe donc de
manieére uniforme sur toutes les surfaces.

2.1.2.2.  Fluorimétrie
La quantité de biomasse qui se développe peu a peu sur les faces latérales a aussi été
quantifiée par fluorimétrie (Figure 3-13).
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Figure 3-13: Quantité de biomasse Fo durant I’expérience sur les faces latérales

Cette derniére augmente lentement pendant toute une partie de l'expérience. Le
maximum de colonisation est atteint apres 37 jours pour le bac MN_Exp1, 34 jours pour
le bac MN_Exp2 et 37 jours pour le bac MN_Exp3 avant de chuter également. Les écart-
types sont cependant extrémement importants. Cela pourrait étre dii au fait que la mesure
de fluorimétrie n’est effectuée qu’'en un point de la surface latérale, diminuant la
pertinence des résultats.

2.1.2.3. Comparaison des deux outils
Tout comme l'analyse de la caractérisation de la face supérieure, les résultats
correspondant a chaque méthode de mesure par bac ont été regroupés dans la Figure
3-14.
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Figure 3-14 : Comparaison de la tendance des résultats avec les deux outils de caractérisation (Spectro :
spectrocolorimétrie, Fluo : fluorimétrie). A : MN_Exp1, B : MN_Exp2, C : MN_Exp3

Au travers des deux méthodes de caractérisation utilisées, la méme tendance de
colonisation est observée. Le recouvrement des éprouvettes se fait sur une durée de 35 a

40 jours avant de chuter immédiatement. Le phénomeéne de remplacement du biofilm, mis
en évidence dans la partie précédente, n’est pas encore visible sur ces faces.

D’apres les résultats obtenus, la colonisation s’effectue malgré une quantité de lumiere
moins importante que sur la face supérieure. Il est donc intéressant de se pencher sur
|’état d’acclimatation des cellules dans le but de savoir comment ces dernieres s’adaptent
a leur nouveau support. Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 3-15.
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Figure 3-15 : Evolution du rendement quantique maximal de la photochimie du photosysteme (Fv/Fm) de
la diatomée C. closterium a sur les faces latérales des éprouvettes de mortier

Pendant le temps de suivi de I'expérience d’'immersion, le ratio Fv/Fm augmente a
vitesses comparables entre les bacs. Les bacs MN_Exp1, MN_Exp2 et MN_Exp3 atteignent
le maximum du rapport en début d'immersion d'immersion (Fv/Fm = 0,473 pour
MN_Exp1, 0,420 pour MN_Exp2 et 0,430 pour MN_Exp3). Une fois ce maximum atteint, les
valeurs du rapport restent plutét stable dans le temps excepté pour le bac MN_Exp3 dans
lequel une chute du ratio est observée apres 34 jours d'immersion. De facon générale
durant toute la manipulation, le rapport Fv/Fm ne dépasse pas la valeur de 0,5, signifiant
que les cellules ne sont que moyennement acclimatées a leur nouveau milieu. Cette
mauvaise acclimatation pourrait étre en majorité expliquée par le manque de lumiére qui
limite le développement de ces dernieres (Dubosc, 2000; Morelle, 2017 ; Napoléon,
2012 ; Thorel, 2014). Les valeurs sont cependant extrémement dispersées, en raison du
nombre moins important de mesures.

2.1.3. Face inférieure

La derniere face a avoir été caractérisée est la face inférieure, c’est-a-dire celle qui n’est
pas exposée a la lumiere. Cette face présente une rugosité différente entre chaque
éprouvette puisque c’est celle qui a été arasée a la main lors de I'étape de fabrication. Elle
a été volontairement placée dans le contexte de croissance le moins favorable aux
diatomées puisque, ne recevant que tres peu de lumiere, il est tres peu probable que le
développement des cellules se fasse mieux sur cette face que sur la surface supérieure
exposée a la lumiere directe. La face inférieure a été caractérisée par spectrocolorimétrie
et fluorimétrie, de la méme fagon que les faces latérales.

2.1.3.1. Spectrocolorimétrie
La Figure 3-16 illustre I’évolution de I'intensité d’encrassement sur la face inférieure.
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Figure 3-16 : Intensité d’encrassement (%) pour la face inférieure

La tendance de colonisation est comparable entre les trois bacs d’étude. La période de
colonisation est également longue ; le maximum d’intensité d’encrassement est atteint
apres 27 jours d’'immersion pour le bac MN_Exp1 (FI = 4,1%), 37 jours pour le bac
MN_Exp2 (FI = 4,7%) et enfin 41 jours pour le dernier bac (FI = 3,9%). Pour les trois
différents bacs, il existe une période de stabilité, lorsque le maximum de colonisation est
atteint, pendant laquelle lintensité d’encrassement évolue faiblement. En fin
d’expérience, dans les trois manipulations, une diminution importante de l'intensité
d’encrassement est visible.

La dispersion des valeurs est importante lorsque les valeurs d’intensité d’encrassement
atteignent leur maximum. En raison du nombre faible de prises de mesures, le
développement du film est moins bien quantifié.

2.1.3.2.  Fluorimétrie
Bien que les données obtenues concernant la quantité de biomasse a la surface des faces
inférieure sont assez peu exploitables, quelques tendances sont tout de méme
observables (Figure 3-17).
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Figure 3-17 : Quantité de biomasse Fo pendant I’expérience sur la face inférieure

Les éprouvettes immergées dans le bac MN_Expl atteignent, aprés neuf jours
d'immersion, le maximum de quantité de biomasse. Par la suite de I'expérience, les valeurs
restent relativement stables. Pour les éprouvettes immergées dans les bacs MN_Exp2 et
3, ’évolution de Fo se fait d’'une facon différente. La valeur de la quantité de biomasse
augmente jusqu’au 37¢me jour pour le bac MN_Exp2 et jusqu’au 34¢me jour pour le bac
MN_Exp3.

Il estimportant de nuancer les résultats obtenus du fait des valeurs importantes des écart-
types. En effet, la face inférieure étant la moins exposée a la lumiere directe, le
développement d’'un biofilm se fait difficilement et les valeurs sont beaucoup plus
dispersées.

2.1.3.3. Comparaison des deux outils
Les résultats obtenus par les méthodes spectrocolorimétriques et fluorimétriques ont été
comparées bac par bac (Figure 3-18).
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Figure 3-18 : Comparaison de la tendance des résultats avec les 3 outils de caractérisation (Spectro :
spectrocolorimétrie, Fluo : fluorimétrie). A : MN_Exp1, B : MN_Exp2, C : MN_Exp3

A l'exception du bac MN_Exp1, les tendances de colonisation de la face inférieure des

éprouvettes de mortier sont extrémement proches : les

maxima sont atteints dans une

échelle de temps tres proche. Cependant, en raison du manque de lumiére trés important,
il serait probable que I'état d’acclimatation des cellules a leur support ne soit pas bon. Ces

valeurs sont présentées dans la Figure 3-19.
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Figure 3-19 : Evolution du rendement quantique maximal de la photochimie du photosysteme (Fv/Fm) de
la diatomée Cylindrotheca closterium sur les faces inférieures des éprouvettes de mortier
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Les valeurs du rendement quantique maximal de la photochimie du photosystéme ne
dépassent pas la limite de 0,3 dans le cas du bac MN_Exp1, et la dépasse tres faiblement
en fin d’expérience pour les bacs MN_Exp2 et MN_Exp3. Comme attendu, les cellules sont
donc dans un mauvais état d’acclimatation a leur milieu, en raison du manque important
de lumiere. Le niveau de biomasse plus faible impacte également le rapport signal /bruit.
En effet, le niveau de détection est trop faible et le bruit de fond altere la mesure.

2.2. Syntheése

Le dispositif expérimental permet le développement de la culture de diatomées et par la
suite son accroche sur un support immergé. Le bullage d’air créé un mouvement continu
des cellules dans les différents bacs. Le milieu artificiel étant enrichi pour favoriser la
croissance des diatomées, les phases de colonisation puis de remplacement du biofilm
sont observées dans une échelle de temps relativement courte. Cette faible échelle de
temps permet de faire un nombre important de manipulations.

2.2.1. Outils de caractérisation

Trois outils, aux modes de fonctionnement différents (absorption de lumiere pour la
spectrocolorimétrie, émission de lumiére a une autre longueur d’onde pour la
fluorimétrie ou analyse de la couleur du support pour I'analyse d'image), ont été utilisés
afin de caractériser de facon pertinente la surface des éprouvettes de mortier immergées
dans un milieu marin artificiel. Ces différents outils ont été choisis en raison de leur usage
satisfaisant dans d’autres études portant sur la colonisation des algues sur les fagades de
batiments (De Muynck et al., 2009 ; Dubosc, 2000 ; Manso et al,, 2014 ; Tran et al., 2012).
Pour chaque face étudiée, les résultats obtenus par spectrocolorimétrie, fluorimétrie et
analyse d’'image (uniquement pour la face supérieure) convergent vers les mémes
conclusions. Les outils utilisés paraissent donc donner des résultats cohérents et
pertinents et pourraient étre utilisés dans des manipulations futures.

Cependant, l'outil d’analyse d’'image permettant le choix des surfaces colonisées ou non
s’effectue par un seuillage couleur manuel. Outre une bonne qualité de photographie, il
est donc indispensable d’avoir une teinte de support qui differe avec celle apportée par le
film de diatomées (De Muynck et al., 2009 ; Manso et al.,, 2014 ; Tran, 2012). La Figure
3-20 (A et B), tirée d’une étude de De Muynck portant sur la mise en place d’'un procédé
permettant d’accélérer la colonisation des facades en béton, illustre cette remarque. Le
ciment utilisé étant blang, il existe une grande différence de couleur entre la surface non
colonisée et celle recouverte par les algues. La différenciation par analyse de couleur est
donc facilement réalisable et peu encline aux erreurs d’appréciations. Dans le cadre de
cette étude, le ciment utilisé est un ciment gris. Une fois immergées, les surfaces prennent
une teinte gris foncé (Figure 3-20).
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I

Figure 3-20 : Evolution de la colonisation d'un échantillon de béton apres 0 (A) et 11 (B) semaines de
suivi de colonisation (De Muynck et al., 2009). C : teinte d'une éprouvette de mortier normalisé aprés 1
semaine d'immersion, séchée pendant 1 heure

Le film de diatomées qui se développe sur les éprouvettes est quant a lui de couleur
marron (Figure 3-5). Par analyse d’image il est donc plus difficile de distinguer les
surfaces colonisées de celles qui ne le sont pas. De plus, aprés quelques semaines
d’immersion, le biofilm créé est conséquent ; I'’eau reste emprisonnée au sein de celui-ci
et I'égouttage des éprouvettes se fait plus lentement. La lumiere, utilisée par
I'intermédiaire du flash dans la cellule photographique créée, est alors réfléchie par I'eau
encore présente dans le biofilm, menant a 'apparition de taches blanches sur le biofilm.
Ces taches blanches interferent dans la détermination des couleurs lors du seuillage par
le logiciel. L’analyse photographique ne permet donc pas d’avoir des résultats exacts mais
sert plutot a titre informatif pour suivre le développement du film.

2.2.2. Comparaison de la colonisation des faces des éprouvettes
Les trois faces de I'éprouvette (supérieure, latérale et inférieure) ont été caractérisées
durant la manipulation. La Figure 3-21 récapitule les résultats obtenus pour chaque
méthode de caractérisation, pour un bac choisi, en comparant les résultats obtenus pour
chacune des faces. L'ensemble des résultats regroupant le comparatif par bac et par
méthode de caractérisation est placé en ANNEXE D.
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Figure 3-21: (A) Comparaison de l'intensité d’encrassement dans le bac MN_Exp3, (B) Quantité de
biomasse dans le bac MN_Exp1, (C) Fv/Fm dans le bac MN_Exp3

L’étude d’analyse d’'image n’ayant été effectuée que sur la face supérieure, les résultats de
comparaison avec les autres faces ne sont pas possible.

Dans le cas des deux méthodes de caractérisation, il ressort que la face supérieure est celle
qui est la plus colonisée par rapport aux faces latérales et a la face inférieure. Cette
différence de colonisation est flagrante que ce soit par analyse spectrocolorimétrique ou
fluorimétrique. Au bout de neufjours, I'intensité d’encrassement atteint un premier palier
qui ne cessera d’augmenter légerement tout au long de la manipulation, alors qu'’il faudra
41 jours pour les faces latérales et inférieures. Au niveau de la fluorimétrie, les mémes
observations sont valables. Un maximum est atteint de fagon claire pour la face supérieure
apres treize jours d'immersion. Les cellules des diatomées sont tres bien adaptées a leur
nouveau support puisque le ratio Fv/Fm dépasse la valeur seuil de 0,5 des la premiere
semaine d’'immersion. Les cellules présentes sur les faces latérales et inférieures ne sont
que moyennement voire pas du tout acclimatées a leur support. La lumiere regue par les
cellules est la cause principale de cette différence de colonisation et d’acclimatation de ces
dernieres a leur milieu. La face supérieure recevant la lumiére de fagcon directe, les
diatomées se développent mieux sur cette face. Les faces latérales recoivent quant a elles
une quantité de lumieére supérieure a la face inférieure, ce qui explique la colonisation plus
importante sur les c6tés des éprouvettes. Enfin, les faces latérales ayant été en contact
avec le moule lors de leur fabrication, des reliefs permettent aux diatomées de s’y fixer
(Figure 3-11), contrairement a la face inférieure.
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Le suivi de la colonisation sur la face supérieure présentant de bien meilleurs résultats
que celui des faces latérales et inférieures, il a donc été décidé pour la suite des
manipulations et dans l'optique d’'un gain de temps, de ne suivre que I’évolution du
recouvrement par les diatomées de la face supérieure. Les échéances concernant la
spectrocolorimétrie et la fluorimétrie sont conservées (deux mesures par semaine). En
effet, il est nécessaire de sortir les éprouvettes de leur milieu puis de les égoutter pour
effectuer les mesures. Rajouter une échéance pourrait étre néfaste pour le développement
du film qui serait trop exposé a un cycle de mouillage/séchage et qui pourrait perdre de
son intensité. Bien que l'analyse photographique soit utilisée a titre informatif, une
échéance dans la prise de photographie a été ajoutée, afin d'obtenir un visuel de
colonisation plus précis.

3. EVALUATION DES PARAMETRES CHIMIQUES DES MORTIERS ET
DU MILIEU MARIN ARTIFICIEL

Le biofilm présent sur les surfaces des échantillons de mortier exerce sur ce dernier une
action chimique. La durée de I'expérience étant limitée a six semaines, I'impact de la
présence d’'un biofilm sur les propriétés mécaniques du matériau (évolution de la
résistance mécaniques dans le temps par exemple) n’a pas été caractérisé. En revanche,
des évolutions chimiques sont visibles tres rapidement que ce soit dans le matériau
cimentaire (phénomene de biodétérioration) ou dans le milieu artificiel. Cette partie vise
donc a évaluer ces évolutions afin de mieux comprendre les interactions existantes dans
ce type d’étude.

3.1. Rappels des outils utilisés
Deux milieux ont été suivis durant I'expérience d'immersion des éprouvettes de mortier :
le milieu «solide» correspondant au matériau cimentaire et le milieu «liquide »
correspondant au milieu d’eau de mer artificielle. La caractérisation a été effectuée au
moyen de différents outils selon le milieu étudié.

Le matériau cimentaire, lieu d’accroche et de support du biofilm, va étre sujet a des
modifications de sa composition chimique en raison de 'activité des diatomées, qui porte
le nom de phénomene de biodétérioration. L’étude se déroulant en milieu aqueux avec
des composés inorganiques, un suivi par chromatographie ionique du matériau a
différentes profondeurs a été effectué. La concentration de plusieurs ions a été
quantifiée :

- lon nitrate : étant un nutriment pour les organismes marins, il est intéressant
d’évaluer sa concentration et son évolution au sein du matériau ;

- lon chlorure : principale source de désordres dans le cas de structures renforcées
en acier immergées en milieu marin ;

- lon calcium : élément majoritairement présent dans le ciment, sujet a la lixiviation
lorsqu'’il se trouve sous la forme de portlandite (Ca(OH)2) et pouvant se trouver
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sous la forme de carbonate de calcium (CaCOs3) lors des phénomenes de
carbonatation intervenant a la surface des matériaux cimentaires ;

- lonsulfate : la présence de ces ions dans la matrice cimentaire favorise 'instabilité
du produit de réaction entre les ions chlorure et le C3A ;

- L’ion sodium a été quantifié a titre informatif.

Concernant I'analyse du matériau cimentaire par chromatographie ionique, les résultats
seront présentés en pourcentage de présence. Ce pourcentage est calculé selon I'équation
3-1:

Equation 3 -1

[lOTl]x semaines,matériau

x 100

Pourcentage de présence ion = —
[lon] avant immersionmatériau

Avec [ion]y semainesmatériau 128 concentration de I'ion analysé en g/L dans 1 gramme de
matériau a x = 2, 4, 6 semaines et [i0n]gpant immersionmatériau 1@ concentration de I'ion
analysé en g/L dans 1 gramme de matériau avant d’étre immergeé.

Les concentrations initiales des ions dans le matériau cimentaire avant immersion sont
placées en ANNEXE E.

Le pH du matériau cimentaire a été mesuré a différentes profondeurs afin de mieux
appréhender I'effet du biofilm sur le phénomene de lixiviation et celui de la carbonatation.
Enfin, des suivis d’analyse thermogravimétriques ont été effectués dans le but de
quantifier et de voir la présence de nouveau composés inorganiques ayant pu étre créés
par la présence des diatomées.

A la différence du suivi de caractérisation présenté dans la partie précédente, les essais
physico-chimiques sont destructifs pour le support cimentaire. Les échantillons de
poudre ont été récupérés a différentes profondeurs sur la face supérieure : 0 - 2 mm, 2 -
4 mm et4 -6 mm.

Concernant le milieu artificiel, ce dernier a également été caractérisé par des
prélevements réguliers d’eau de mer dans le but de suivre I’évolution des concentrations
ioniques et du pH dans le temps. Les ions quantifiés sont les mémes que ceux évalués dans
le cadre de la caractérisation de la biodétérioration, c’est-a-dire les ions chlorures,
nitrates, sulfates, sodium, potassium et calcium. De plus, la technique de la fluorescence a
été utilisée dans le but de connaitre I'état d’acclimatation des cellules au milieu marin
artificiel qui a été créé.

3.2. Evaluation de la biodétérioration
Une fois les surfaces de mortier colonisées, un microenvironnement se créé a l'interface
matériau cimentaire / diatomées. Ces dernieres vont se lier entre elles et au matériau par
la création d’'un biofilm. Pour croitre, elles vont utiliser des nutriments présents non
seulement dans le milieu marin, mais vont également en puiser dans le matériau. A long
terme, cet enrichissement va avoir des impacts sur les propriétés physiques et
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mécaniques du matériau. La création d’'un réseau poreux et de pressions internes va
mener a la formation de fissures et a la pénétration facilitée d’especes chimiques au cceur
du matériau (Javaherdashti et al., 2009).

Dans cette étude, chaque expérience a une durée de 6 semaines. Des outils chimiques ont
été utilisés dans le but de suivre la pénétration de certains ions dans le matériau. Les
essais effectués en milieu marin artificiel portent le nom de MN_Exp et ceux effectués en
eau salée le nom de MN_Ref.

3.2.1. lons chlorure
En milieu marin, les ions chlorure sont présents a une concentration relativement
importante (chapitre bibliographique). Ils sont particulierement nocifs dans le cas
d’infrastructures en béton armé et sont une cause importante de détérioration de
structures marines. Il est donc intéressant d’observer la pénétration de cet ion au sein
d’'un matériau cimentaire en présence ou non d'un biofilm (Figure 3-22).
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Figure 3-22 : Evolution de la présence des ions chlorure dans le matériau cimentaire, a 3 profondeurs
différentes

La concentration en ions chlorure étant plus importante dans le milieu marin artificiel que
dans le matériau, la diffusion va se faire du milieu aqueux vers I’échantillon, d’ou des
pourcentages de présence en ions chlorure supérieurs a 100% dans le temps. Cette
diffusion est observable a chaque échéance : le pourcentage d’ions chlorure présents dans
la premiere couche (0 - 2 mm) est toujours supérieur a celui des couches inférieures.
Cette observation est valable lorsque I’échantillon de mortier est immergé dans un bac
contenant les diatomées (MN_Exp) mais aussi lorsqu’il estimmergé dans un bac référence
(MN_Ref).

En présence de biofilm sur I'échantillon, les ions chlorure ont une facilité plus importante
a pénétrer dans le matériau. En effet, apres deux semaines d'immersion, la présence d’ions
chlorure dans la premiére couche de I'éprouvette est déja égale au double de celle dans le
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bac référence. Cet effet ne fait que s’accentuer dans le temps, puisqu’apres quatre
semaines d'immersion ce facteur est multiplié par cinq puis par onze apres six semaines
d'immersion. La présence de biofilm sur le mortier pourrait donc mener a la création d'un
microréseau dans le matériau, facilitant la pénétration des ions chlorure au sein de celui-
ci.

3.2.2. Ions sulfate
Le comportement des ions sulfate dans le matériau montre les mémes tendances que
celles observées pour les ions chlorure (Figure 3-23) : le pourcentage des ions sulfate
présent dans le matériau est plus important dans la premiere couche en présence de
biofilm.
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Figure 3-23 : Evolution de la présence des ions sulfate dans le matériau cimentaire selon 3 profondeurs
dans le temps

A la différence des chlorures, cet effet n’est pas observable dans les deux couches
inférieures pendant le temps de 'expérience. En effet, les ions chlorure se trouvent dans
'eau de mer artificielle a une concentration environ 280 fois plus importante que dans le
matériau alors que celle des ions sulfate dans le milieu aqueux est seulement 40 fois plus
importante. Le gradient de diffusion des ions chlorure dans le matériau est donc plus
important que celui des ions sulfate, permettant de justifier une pénétration des ions
chlorure plus profondément dans celui-ci.

La présence d'un microréseau a la surface du matériau pourrait également étre mis en
évidence en raison de la pénétration plus facile des ions sulfate dans le matériau immergé
en présence de diatomées.
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3.2.3. lons sodium
Il est observé avec les ions sodium le méme phénomeéne de pénétration des ions en
présence de biofilm sur les éprouvettes (Figure 3-24).
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Figure 3-24 : Evolution de la présence des ions sodium dans le matériau cimentaire selon 3 profondeurs
dans le temps

Les ions sodium pénétrent plus rapidement dans la premiére couche du matériau (0 - 2
mm) couvert de biofilm, mettant également en évidence la possible création d'un
microréseau du fait de I'action des diatomées.

3.2.4. lon calcium
La Figure 3-25 illustre les résultats obtenus apres analyse thermogravimétrique des
échantillons de matériau cimentaire prélevés dans la premiere couche du matériau (0 - 2
mm), apres 0, 2, 4 et 6 semaines d'immersion dans le milieu contenant les diatomées ou
non. La dérivée premiere est ici montrée.
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Figure 3-25 : Analyse thermogravimétrique (DTG) du matériau cimentaire a 4 échéances différentes (0, 2,
4, 6 semaines) dans la gamme de profondeur 0 - 2 mm

Plusieurs zones sont facilement identifiables :

- 95-135°C: déshydratation de I'ettringite et du gel de C-S-H (deux pics) ;
- 420-480°C: décomposition de la portlandite en eau et en chaux libre ;
- 510 -800 °C : décomposition du carbonate de calcium en dioxyde de carbone.

3.2.4.1.  Portlandite
L’évolution de la quantité de portlandite dans les mortiers MN_Exp et MN_Ref aux trois

profondeurs d’étude (0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm) dans le temps est présentée dans
la Figure 3-26.
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Figure 3-26 : Evolution de la portlandite (% massique) dans les mortiers MN_Exp et MN_Ref, aux trois
profondeurs d’étude, apres deux, quatre et six semaines d'immersion

D’une facon générale, la quantité de portlandite, a n'importe quelle profondeur, et dans
les deux formulations, diminue lentement dans le temps. Cette diminution met en
évidence le phénomene de lixiviation. Ce phénomene est lent puisqu’apres six semaines
d'immersion, la quantité de portlandite dans les échantillons est encore importante
(Figure 3-25, Figure 3-26).

La lixiviation de la portlandite est comparable entre les mortiers recouverts de biofilm et
ceux immergés en eau salée en l'absence de diatomées, quelque soit la profondeur a
laquelle ’échantillon est étudié.

3.24.2.  Carbonate de calcium
Il existe trois polymorphe du carbonate de calcium : la calcite, la vatérite et 'aragonite. La
calcite est le polymorphe qui est majoritairement retrouvé en raison de sa stabilité et qui
est visible par ATG entre 750 et 950 °C. Selon (Drouet, 2010), la vatérite et 'aragonite sont
formés par l'action d’organismes vivants et sont trouvés en ATG a des températures
légérement inférieures que la calcite (530 - 760 °C). Cependant, (Drouet, 2010 ;
Morandeau, 2013) précisent que d’autres facteurs pourraient également intervenir dans
la formation de ces différents polymorphes tels que 'humidité relative, la température ou
encore la nature du réactif. En effet, la présence de vatérite et d’aragonite serait liée a la
carbonatation des C-S-H alors que celle de la portlandite menerait a la présence de calcite.

Apres quatre semaines d'immersion, il est a noter sur la Figure 3-25 I'apparition d'un 2¢éme
pic entre 540 et 680 °C. Ce dernier met en évidence la présence de vatérite ou d’aragonite,
caractéristique de carbonate de calcium qui pourrait étre issu de I'action des diatomées.
L’apparition de ce pic coincide avec le développement du biofilm sur I'éprouvette de
mortier. L’identification de tels polymorphes pourrait alors étre un outil pour suivre, par
analyse thermogravimétrique, la progression d’organismes vivants au sein de la matrice
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cimentaire. Les graphiques correspondant au suivi de la composition durant I'expérience,
a la méme profondeur sont placés en ANNEXE F.

La Figure 3-27 illustre I’évolution du pourcentage massique en carbonate de calcium dans
les échantillons immergés en milieu marin artificiel (MN_Exp) et en eau salée (MN_Ref).

15 ~ —*— MN_Exp_0-2 mm - o = MN_Ref 0-2 mm
—a— MN_Exp_2-4 mm - & = MN_Ref 2-4 mm
—— MN_Exp_4-6 mm - « = MN_Ref 4-6 mm
~
8
g
A
©
g
)
3
S s
©
© ——
p————"--- - eI/
* ———p e — — A
0 | I |
0 6

2
Temps (semaines)

Figure 3-27 : Evolution de la quantité de carbonate de calcium dans les mortiers MN_Exp et MN_Ref, aux
trois profondeurs d’étude, apres deux, quatre et six semaines d'immersion

A une profondeur de 0 - 2 mm, la quantité de carbonate de calcium augmente durant
I'expérience, quelque soit le milieu dans lequel est plongé le matériau cimentaire. En
présence de biofilm sur les éprouvettes, la quantité de carbonate de calcium est plus
importante a n'importe quelle échéance. A des profondeurs de 2 - 4 mm et 4 - 6 mm, les
variations sont moins marquées. A 2 - 4 mm, il semblerait que les matériaux couverts de
biofilm aient une quantité de carbonate de calcium légérement plus importante que ceux
immergés dans de I’eau salée.

La présence de biofilm a la surface des éprouvettes joue donc un role dans la
carbonatation du matériau cimentaire. L’activité photosynthétique des diatomées
pourrait intervenir dans ce phénomene.

3.2.5. Ions nitrate
Pour que les diatomées puissent se développer en pénétrant a I'intérieur du matériau
cimentaire, elles ont besoin d’'un apport en nutriments. Celui-ci a été mesuré par
I'intermédiaire de la présence des ions nitrate dans les échantillons, a différentes
profondeurs (Figure 3-28). Le milieu nutritif n’ayant pas été ajouté dans les bacs servant
de référence, les résultats obtenus ne peuvent pas servir de comparatif pour les
éprouvettes immergées en présence de diatomeées, ils n’ont donc pas été présentés ici.
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Figure 3-28 : Evolution du pourcentage de présence des ions nitrate dans le matériau durant I’expérience,
selon trois profondeurs différentes

Lors de la deuxieme semaine d'immersion (en bleu sur la Figure 3-28), le pourcentage de
présence des ions nitrate est légerement inférieur a celui avant immersion. Les diatomées
s’étant développées de fagon importante sur les éprouvettes lors des deux premieres
semaines d'immersion, les ions nitrate peuvent donc avoir été consommeés rapidement. A
la quatriéme semaine d'immersion (couleur rouge sur le graphique), une présence plus
importante d’ions nitrate dans la premiére couche est notée. Cela pourrait étre du au
phénomene de diffusion des ions nitrate vers le matériau. Dans les couches inférieures, le
pourcentage diminue. Enfin, a la sixieme semaine d’'immersion (couleur violette), le
pourcentage de présence des ions nitrate dans la couche 0 - 2 mm a chuté, en raison de la
consommation de ce nutriment par les diatomées. Il est de plus observé une importante
hausse de ce pourcentage dans les couches inférieures, qui pourrait étre lié a la diffusion
des nitrates facilitée par la pénétration du biofilm au sein du matériau.

La présence des ions nitrate dans le matériau pourrait faciliter la pénétration des
diatomées au sein de celui-ci, en leur permettant d’avoir acceés facilement a des
nutriments.

3.2.6. Mesure du pH des mortiers
Pour terminer la caractérisation de la biodétérioration, le pH de I’échantillon a été évalué
dans la méme gamme de profondeur (0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm) que le suivi ionique
présenté dans les parties précédentes. Le résultat est détaillé dans la Figure 3-29.
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Figure 3-29 : Suivi du pH du matériau cimentaire aux trois profondeurs d’étude, durant le temps de
I'expérience
Les évolutions de pH sont a prendre avec précaution en raison la faible variation de celui-
ci et de la précision des mesures.

Avant immersion, le pH du matériau est élevé (~12,3 - 12,4) en raison des hydrates
basiques fabriqués lors du mécanisme de prise et détaillés dans le chapitre 1. Ce pH est
toutefois moins élevé que les valeurs trouvées dans la littérature, du fait probablement de
la carbonatation qui a eu lieu lors de la cure des échantillons en chambre humide.

Apres deux semaines d'immersion, une diminution du pH est déja observable dans la
premiere couche (0 - 2 mm) pour les échantillons immergés dans les deux bacs (MN_Exp
et MN_Ref). Cette baisse du pH est également observable, mais de fagon moins importante
dans les couches inférieures. En effet, la couche se trouvant a 0 - 2 mm de profondeur
étant la plus proche du milieu marin artificiel, c’est celle-ci qui sera la premiere a étre
lixiviée. Apres six semaines d'immersion, le pH de surface continue de diminuer pour les
échantillons des deux bacs. Néanmoins, la présence du biofilm a la surface du matériau
semble accélérer la lixiviation, puisque les valeurs de pH en milieu expérimental montrent
une diminution plus rapide.

3.3. Suivi de la composition chimique du milieu
Selon leur utilisation par les diatomées ou les éventuels changements des parametres
physico-chimiques du milieu aqueux, la concentration des ions évolue de maniere
différente.

3.3.1. Ions nitrate
Il est intéressant de commencer cette analyse par celle des ions nitrates, présents en
solution comme nutriments pour les diatomées (Figure 3-30).
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Figure 3-30 : Evolution de la concentration des ions nitrate dans le milieu d'eau de mer artificielle

Comme attendu, la concentration en ions nitrate, initialement élevée dans le bac
contenant les diatomées ([NO3-]=0,149 g/L), chute au cours du temps. Les ions sont donc
consommeés par les cellules pour qu’elles puissent survivre dans leur nouveau milieu.

Une concentration en nitrates élevée est observée dans le bac servant de référence a la
manipulation. Ce milieu n’a pas été enrichi en nitrate mais contient les ions nitrate
présents dans l'eau déminéralisée utilisée pour remplir les bacs. Cette concentration
n’évolue pas puisque ce bac ne contient pas d’organismes vivants.

3.3.2. Ions majeurs en eau de mer

Les Figure 3-31, Figure 3-32, Figure 3-33 et Figure 3-34 présentent respectivement
I’évolution de la concentration en sodium, chlorure, sulfate et potassium dans le milieu
aqueux. Dans les quatre cas, il n’existe pas de différences flagrantes entre la courbe
présentant la concentration en ions en présence d’algue et celle représentant I’évolution
de la concentration sans algues. Une légere augmentation des concentrations, quel que
soit le bac, est visible. Elle pourrait étre due a I’évaporation de I'’eau présente dans les bacs
ou bien a la perte d’eau dans les bacs lors de la sortie des éprouvettes de leur milieu pour
effectuer les différents essais de caractérisation.
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Figure 3-31 : Evolution de la concentration en ions
sodium dans le milieu d’eau de mer artificielle

Figure 3-32 : Evolution de la concentration en
ions chlorure dans le milieu d’eau de mer
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Figure 3-33 : Evolution de la concentration en ions
sulfate dans le milieu d’eau de mer artificielle
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Figure 3-34 : Evolution de la concentration en
ions potassium dans le milieu d’eau de mer
artificielle

Le suivi de I’évolution de la concentration de calcium dans le temps dans le milieu artificiel
a également été effectué (Figure 3-35). La concentration en ions calcium dans le milieu
aqueux évolue autour d’une valeur d’environ 0,3 g/L. Il est a noter que la quantification
par chromatographie ionique des ions calcium est délicate en raison des facteurs de
dilution importants utilisés pour ne pas saturer le détecteur en ions sodium. Les ions
calcium étant les derniers ions a sortir de la colonne, leur détection est donc moins aisée.
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Figure 3-35 : Evolution de la concentration en ions calcium dans le milieu d’eau de mer artificielle

Cependant, il est quand méme intéressant de noter que la concentration en ions calcium
n‘augmente pas de fagon importante durant l'expérience dans le bac contenant les
diatomées. Cette observation est en phase avec I'hypothese formulée précédemment ; les
ions calcium libérés lors de la lixiviation sont précipités pour former du carbonate de
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calcium, de par la présence du biofilm sur la surface des éprouvettes. La chute importante
de la concentration durant les 20 premiers jours de I'expérience laisserait penser que les
ions calcium présents dans le milieu artificiel précipiteraient, au voisinage du biofilm, de
la méme facon que les ions calcium relargués par la matrice cimentaire.

3.3.4. Mesure du pH
L’évolution du pH a été suivie durant toute la manipulation. Les données sont présentées
dans la Figure 3-36.
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Figure 3-36 : Evolution du pH dans le temps dans le milieu artificiel d’eau de mer

Plusieurs conclusions peuvent découler de ce graphique. Tout d’abord, concernant la
courbe relative au pH du milieu artificiel sans présence d’algues, les valeurs augmentent
dans les premiers jours de la manipulation (4 0,1 unité) pour atteindre un pH de 8,2. Une
fois la valeur de pH de 8,2 atteinte apres une semaine d'immersion des éprouvettes de
mortier, le pH n’augmente pas et se stabilise jusqu’a la fin de I'expérience. Le nombre
d’éprouvettes immergées (10 éprouvettes par bac) permet donc de s’affranchir de
I'augmentation brusque du pH liée au phénomene de lixiviation.

Cette observation permet donc de conclure que I’évolution du pH du milieu dans le cas du
bac contenant des diatomées est directement liée a I'activité de ces dernieres. Trois
phases sont visibles :

- Dans une premiére phase, d’'une durée de sept jours, le pH de I'eau de mer
artificielle augmente fortement en raison de la lixiviation des éprouvettes de
mortier mais aussi de la consommation du dioxyde de carbone par les diatomées ;

- Puis dans une seconde phase, I’équilibre entre le mécanisme de la photosynthese
et de la respiration se met en place. Le pH oscille autour d’'une valeur de 8,8
pendant 28 jours ;
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- Enfin dans une troisieme et derniere phase, le pH de l'eau de mer chute; la
respiration devient supérieure a la photosynthese, phénomene renforcé par le
développement bactérien. En effet, les bactéries respirent et fabriquent du dioxyde
de carbone qui a pour effet de diminuer le pH de la solution.

3.3.5. Rendement quantique maximal de la photochimie du photosysteme
Le rendement quantique maximal de la photochimie du photosysteme (Fv/Fm) a
également été mesuré dans le milieu artificiel (Figure 3-37).
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Figure 3-37 : Evolution du rapport Fv/Fm dans I'’eau de mer artificielle

Des le début de I'expérience d'immersion, les diatomées sont bien acclimatées au milieu
dans lequel elles se trouvent et le restent jusqu’a la fin de I'expérience. Malgré une
quantité importante de bactéries en fin d’expérience, observable par la brusque chute du
pH a partir du 35¢me jour d'immersion (Figure 3-36), les diatomées restent dans un bon
état physiologique.

Thése Marie-Adeline FERRERO 103



DISPOSITIF EXPERIMENTAL DE COLONISATION ET RESULTATS

CONCLUSIONS

Plusieurs points ont été abordés dans ce chapitre. Tout d’abord, la réflexion qui a mené
au dispositif expérimental puis la mise en place de ce dernier ont été présentés. La
lumiere, la circulation du milieu aqueux ainsi que le taux de remplissages des bacs sont
des facteurs importants qui ont été fixés des le départ.

Les outils servant a caractériser la colonisation ont ensuite été étudiés. Ces outils sont au
nombre de trois et utilisent différentes technologies pour détecter la présence de
diatomées :

- Spectrocolorimétrie : utilise les propriétés d’absorption de la lumiere par la
chlorophylle ;

- Fluorimétrie : utilise les propriétés d’émission de la lumiere a une autre longueur
d’onde par la chlorophylle ;

- Analyse d’image : utilise les propriétés de couleur pour une détection visuelle des
algues sur le matériau.

Les méthodes utilisant la spectrocolorimétrie ainsi que la fluorimétrie ont donné des
résultats satisfaisants, cohérents entre eux et pertinents. Ce sont donc deux outils
facilement utilisables pour suivre le développement des diatomées sur des surfaces de
mortier. En revanche, I'analyse d’'image s’est trouvée étre un outil beaucoup plus
approximatif et basée sur'unique appréciation de I'opérateur. Le ciment utilisé dans cette
étude étant de couleur grise, la distinction entre biofilm de diatomées et surface non
colonisée est difficile a faire. Cet outil est donc utilisable a titre informatif puisqu’il permet
de voir de facon concrete le développement de micro-organismes, mais ne peut pas étre
utilisé a des fins scientifiques dans cette étude.

Toutes les faces des éprouvettes de mortier ont été caractérisées. La face supérieure est
celle qui a montré la meilleure colonisation, en raison de son orientation préférentielle a
la lumiere.

Le dispositif expérimental a permis aux diatomées de se développer et de coloniser les
éprouvettes de mortier. Au bout de quelques jours seulement le biofilm se développait
déja sur ces dernieres. L'analyse par fluorimétrie a permis d’observer que les cellules
étaient bien acclimatées a leur nouveau substrat.

La biodétérioration a été évaluée a I'aide de la chromatographie ionique et d’analyses
thermogravimétriques. Plusieurs observations ont été effectuées durant -cette
expérience :

- Les ions chlorure, sulfate et sodium pénétrent de facon plus importante dans la
matrice cimentaire en présence de biofilm sur la surface des échantillons. La
présence du biofilm sur le matériau pourrait créer un microréseau a I'intérieur de
celui-ci;
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- Malgré le phénomene de lixiviation, la présence en ions calcium dans le matériau
augmente avec le temps. Cela est expliqué par la formation de carbonate de
calcium (CaC03), visible par analyses thermogravimétriques. Sa présence pourrait
étre liée a I'activité photosynthétique du des diatomées présentes dans le biofilm.

Enfin pour terminer, la composition de I'’eau de mer artificielle a été caractérisée durant
la durée de I’étude présentée dans ce chapitre. Ila été mis en évidence la consommation
des ions nitrate dans le milieu par les diatomées, leur servant de nutriment pour croitre.
Cette consommation réduit alors peu a peu les ressources disponibles. L’évolution de pH
a pu mettre en évidence I'activité photosynthétique des diatomées au sein du dispositif
expérimental.

De fagon générale, le dispositif expérimental mis au point a permis de simuler un milieu
marin et de permettre la colonisation d’éprouvettes de mortier par la diatomée
Cylindrotheca closterium. Cette derniére s’est bien adaptée a son nouveau milieu. Les
outils de caractérisation biologiques et chimiques s’averent pertinents et permettent de
suivre la colonisation et la biodétérioration du matériau, a I’exception du suivi par analyse
d’'image. L’ensemble de ces outils va donc pouvoir étre utilisés dans d’autres études,
présentées dans les chapitres suivants.
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ETUDE DES FACTEURS D’'INFLUENCE SUR LA COLONISATION

INTRODUCTION

Le chapitre 3 a permis de mettre au point le dispositif expérimental utilisé pour évaluer
la colonisation et la biodétérioration d’'un matériau dans un milieu marin artificiel. Une
formulation de mortier normalisé a été immergée afin de prendre en main et conclure
quant a la pertinence des outils de caractérisation. Il a été décidé, a I'aide des résultats
obtenus, que la face supérieure des éprouvettes serait la seule face caractérisée lors des
prochaines manipulations. En raison de I'orientation favorable de cette face par rapporta
la lumiere, le développement des diatomées est en effet plus important. Les outils de
caractérisation de la colonisation étaient initialement au nombre de trois
(spectrocolorimétrie, fluorimétrie et analyse d’'image) mais il a été décidé de ne plus
utiliser 'outil d’analyse d’image, en raison de l'approximation trop importante des
résultats obtenus. Les outils de suivi de la biodétérioration restent inchangés, ils
permettent d’obtenir des résultats pertinents et faciles a évaluer.

Comme cela a été détaillé dans le chapitre bibliographique, le phénomene de colonisation
des matériaux cimentaires est influencé, entre autres, par la composition chimique du
matériau. Bien que les outils utilisés dans le chapitre précédent aient montré des résultats
satisfaisants, la pertinence de ces derniers est évaluée a nouveau a la surface de matériaux
ayant une composition différente de celle du chapitre 3.

A la suite de I'étude de pertinence des outils utilisés sur des formulations de mortier
différentes, ce chapitre va ensuite s’intéresser aux facteurs pouvant impacter la
colonisation des matériaux. Dans un premier temps, I'influence de la composition du
matériau cimentaire sur la colonisation de celui-ci sera étudiée. Tout d’abord, le sable
siliceux présent dans le mortier sera substitué par du sable calcaire a différents
pourcentages. Puis, des nutriments des diatomées (ions nitrates) seront incorporés dans
la matrice cimentaire. Ces différentes études seront effectuées en laboratoire, a I'aide du
dispositif expérimental mis au point dans le chapitre précédent. Dans un second temps,
'effet des conditions environnementales sur le développement du biofilm sera évalué,
grace a des immersions du mortier dans un milieu semi-naturel a différentes périodes de
I'année. Le mortier étudié sera un mortier normalisé, étudié a I'aide du dispositif
expérimental mis au point, adapté pour une utilisation en milieu semi-naturel.
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COMPARAISON DES RESULTATS DE LA COLONISATION SUIVIE PAR
SPECTROCOLORIMETRIE ET FLUORIMETRIE

Il a été choisi, pour cette étude de pertinence des outils de caractérisation de la
colonisation, de substituer le sable siliceux présent dans le mortier normalisé par du sable
calcaire a différents taux : 25%, 50%, 75% et 100%. Ces formulations prendront les noms
de SC_25 (pour la formulation contenant 25% de sable calcaire), SC_50, SC_75 et enfin
SC_100. Leur composition est détaillée dans le chapitre Matériels et méthodes.

La colonisation a été suivie avec deux outils : le spectrocolorimetre et le fluorimetre.
L’outil d’analyse d’image et de la prise de photographies est utilisé a titre informatif pour
illustrer certains propos.

Les résultats sont présentés dans les Figure 4-1 a Figure 4-4. Les valeurs ont été
rapportées a une méme échelle (Base 100) en donnant a la valeur maximale de chaque
série la valeur de 100; ces valeurs sont rassemblées dans le Tableau 4-1. Par
proportionnalité, les autres valeurs ont ensuite été calculées.

SC_25 | SC.50 | SC_75 | SC_100
Spectrocolorimeétre Jour 8 8 22 4
Valeur (%) 5,97 6,61 8,55 8,30
Fluorimeétre Jour 40 40 40 36
Valeur (u. | 18373 | 18368 | 18399 | 16 504
a.)

Tableau 4-1 : Valeurs maximales de colonisation mesurées pour chaque formulation de sable calcaire, par
spectrocolorimétrie et fluorimétrie
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Figure 4-1 : Evolution de l'intensité d'encrassement et de la quantité de
biomasse a la surface des éprouvettes de mortier contenant 25% de sable
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Figure 4-2 : Evolution de l'intensité d'encrassement et de la quantité de
biomasse a la surface des éprouvettes de mortier contenant 50% de sable
calcaire
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Figure 4-3 : Evolution de l'intensité d'encrassement et de la quantité de
biomasse a la surface des éprouvettes de mortier contenant 75% de sable
calcaire

120
100
Ss0
—
§60
m4-0
20 —=—SC_100 Intensité d'encrassement
——SC_100 Fo
0 = } } } } } } } } } i
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (jours)

Figure 4-4 : Evolution de l'intensité d'encrassement et de la quantité de
biomasse a la surface des éprouvettes de mortier contenant 100% de
sable calcaire
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La Figure 4-1 présente l'intensité d’encrassement ainsi que la quantité de biomasse a la
surface des éprouvettes, formulées a partir de 25% de sable calcaire. L’intensité
d’encrassement évolue en deux étapes, déja détaillées dans le chapitre précédent. Dans
un premier temps, les diatomées recouvrent les surfaces des éprouvettes, menant a une
augmentation de l'intensité d’encrassement. Au bout de 8 jours d'immersion, le maximum
est atteint (5,97%). Une fois ce maximum dépassé, la valeur de I'intensité d’encrassement
diminue jusqu’au 19éme jour avant d’augmenter de nouveau jusqu’au 29¢me jour. La
quantité de biomasse Fo croit quant a elle jusqu’au 40¢™e jour pour atteindre une valeur
maximale (18 373 u. a.), avant de diminuer en fin d’expérience.

La Figure 4-2 présente l'intensité d’encrassement ainsi que la quantité de biomasse a la
surface des éprouvettes de mortier fabriquées avec 50% de sable calcaire. L'intensité
d’encrassement atteint sa valeur maximale apres 8 jours d'immersion (6,61%) pour
ensuite diminuer, alors que la quantité de biomasse atteint son maximum apres 40 jours
d'immersion (18 368 u. a.).

La Figure 4-3 illustre la colonisation des éprouvettes fabriquées avec 75% de sable
calcaire. L’intensité d’encrassement met beaucoup plus de temps a atteindre sa valeur
maximale, comparé aux deux graphiques précédents. En effet, ce n’est seulement qu’apres
22 jours d'immersion que la valeur maximale est atteinte (8,55%). La quantité de
biomasse Fo est a son maximum apres 40 jours d'immersion (18 399 u. a.).

Enfin pour terminer, la Figure 4-4 montre I’évolution de 'intensité d’encrassement et la
quantité de biomasse pour les éprouvettes fabriquées avec 100% de sable calcaire.
Concernant l'intensité d’encrassement, la valeur maximale est atteinte au bout de 4 jours
(8,30%) avant de chuter sur toute la durée de 'expérience ; alors que la valeur maximale
de la quantité de biomasse est atteinte apres 36 jours d'immersion (16 504 u. a.).

Conclusions

Le suivi de la colonisation au moyen des deux techniques présentées montre une
divergence dans les dates auxquelles les valeurs maximales de colonisation sont atteintes.
En effet, entre les valeurs maximales détectées par le spectrocolorimetre et celles
détectées par fluorimétrie, un écart de 32 jours est observé pour les formulations
contenant 25%, 50% et 100% de sable calcaire et un écart de 18 jours pour la formulation
contenant 75% de sable calcaire. L'intensité d’encrassement des éprouvettes de mortier
pour les quatre formulations croit de fagon assez importante durant les premiers jours
d’'immersion, puis les valeurs diminuent aussitot.

La fluorimétrie ainsi que l'analyse visuelle de la surface ne permettent pas de tirer les
mémes conclusions. La Figure 4-5 présente I'évolution de surface d'une éprouvette de
mortier fabriquée avec 100% de sable calcaire. 11 a été déterminé, par
spectrocolorimétrie, un maximum de colonisation au bout du 4¢me jour d’'immersion. Or,
d’apres les photographies effectuées tout au long de I'expérience, il est visible que la
surface s’assombrit fortement tout au long de I'expérience, en raison du développement
des diatomées. La fluorimétrie permet de détecter un maximum de colonisation vers le
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40¢me jour d'immersion, qui semble converger avec I'observation visuelle de la surface des
éprouvettes.

j11 J15

J22 J26 J36 J40
Figure 4-5 : Evolution de la surface colonisée sur une éprouvette de mortier de type SC_100, par prise de
photographies durant I'expérience d'immersion en milieu marin artificiel

La spectrocolorimétrie semble donc montrer des limites dans son mode de
fonctionnement. Elles ont également été soulignées par (Manso et al., 2014), qui a observé
les mémes tendances de résultats concernant la colonisation de matériaux cimentaires
par des algues : une croissance forte de l'intensité d’encrassement pour atteindre une
valeur maximale, puis une chute importante des valeurs malgré une accumulation visible
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des algues sur les surfaces, passé la date du maximum d’intensité d’encrassement. Ainsi,
dans le temps, les surfaces colonisées deviennent de plus en plus sombres du fait du
développement du biofilm. La quantité de lumiere réfléchie par la surface diminue alors,
menant a une diminution de la valeur résultante de la différence entre la réflectance a 700
nm et celle a 670 nm. L'intensité d’encrassement, dont la formule de calcul a été présentée
dans le chapitre 2, ne devient donc plus représentative de I'évolution de la colonisation
une fois que la surface de I'échantillon est recouverte par le biofilm.

D’aprés (Manso et al., 2014), la mesure de 'intensité d’encrassement est donc un outil
utile pour caractériser le biofilm durant la phase de recouvrement du matériau cimentaire
par les organismes. Cet outil n’est ensuite plus représentatif pour suivre le
développement du biofilm. Le maximum d’intensité d’encrassement mesuré pourrait
alors correspondre au moment ou la surface de I'éprouvette est entierement recouverte
par les diatomées. Le spectrocolorimetre est donc un outil intéressant a utiliser durant la
phase de recouvrement du matériau par les diatomées. Une fois que la surface est
recouverte, cette méthode ne permet plus de quantifier la biomasse présente. La mesure
de la fluorescence des organismes photosynthétiques parait alors plus adaptée une fois
cette période de recouvrement passée. Cette observation n’a pas été faite dans le chapitre
précédent, en raison d'un développement moins important d’algues a la surface des
éprouvettes.
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1. IMPACT DE LA FORMULATION DE LA MATRICE SOLIDE

Dans cette premiere partie, I'impact de la formulation de la matrice solide sur les
mécanismes de colonisation et de biodétérioration va étre présenté. Les ions calcium
présents en solution ou dans la phase solide ont montré dans le chapitre précédent une
évolution intéressante en raison du mécanisme de photosynthése des diatomées, mais
également de la carbonatation naturelle qui a lieu en milieu marin. Du sable calcaire a
donc été substitué au sable siliceux a hauteur de 25% (SC_25), 50% (SC_50), 75% (SC_75)
et 100% (SC_100).

La colonisation et la biodétérioration de ces formulations seront comparées a celle ayant
eu lieu sur les éprouvettes de mortier normalisé étudiée dans le chapitre 3. La
composition du mortier étant de 100% en sable siliceux, elle portera le nom de SS_100.

1.1. Effet de la formulation sur la colonisation

Dans cette partie, I'effet de la composition de la phase solide sur la colonisation des
diatomées a été suivi par fluorimétrie. La Figure 4-6 présente les quantités de biomasse
Fo mesurées par fluorimétrie a la surface des éprouvettes de chaque formulation.

25000

--e--5S_100
—=—SC_25
20000 + ——SC.50
——SC_75
SC_100
~15000
=
8
i 10000
5000
0 |
20 25 30 35 40 45 50
Temps (jours)

Figure 4-6 : Suivi de la quantité de biomasse Fo a la surface des éprouvettes de mortier contenant 0%,
25%, 50%, 75% et 100% de sable calcaire

D’'une fagon générale, la présence de sable calcaire dans les éprouvettes impacte
directement la colonisation des échantillons. En effet, que ce soit pour les éprouvettes
contenant 25%, 50%, 75% ou encore 100% de sable calcaire, toutes présentent une
quantité de biomasse largement supérieure a celles des éprouvettes siliceuses (SS_100).
La valeur maximale atteinte lors de la colonisation de ces dernieres était de 8364 u. a.
alors qu’elle approche le double pour les éprouvettes contenant du sable calcaire. Les
tendances de colonisation des quatre formulations restent relativement proches, malgré
la présence de plus en plus importante de calcaire dans la phase solide.
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Afin de connaitre I'état d’acclimatation des diatomées a leur nouveau support, le
rendement quantique maximal de la photochimie du photosystéme a été mesuré durant
I'expérience sur toutes les éprouvettes immergées (Figure 4-7).

0,7
0,6
0,5 -
I’E 04 -
N
>
] 0‘ _________________________________________
--e--55_100
0,2 - —=—SC_25
——SC_50
01 ——SC.75
SC_100
0 f f f f f f f f 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temps (jours)

Figure 4-7 : Evolution du rendement quantique maximal de la photochimie du photosysteme (Fv/Fm) de
la diatomée C. closterium sur la face supérieure des éprouvettes de mortier, composées de 0%, 25%, 50%,
75% et 100% de sable calcaire

Quelque soit la composition du substrat, les diatomées s’acclimatent tres rapidement a
leur support, des la premiere semaine d'immersion. Il est a noter en fin d’expérience une
légere diminution des ratios, qui pourrait étre lié a un manque de nutriments dans le
milieu (Behrenfeld et al., 2004 ; Napoléon et al., 2013).

La présence de sable calcaire semble donc jouer un réle important quant au mécanisme
de colonisation des diatomées. Ce résultat est toutefois surprenant du fait de la nature de
I'organisme colonisateur. En effet, d’apres (Nelson et al., 1995 ; Sarthou et al., 2005), la
diatomée puise des ions silicium dans le milieu ou elle se trouve afin de fabriquer ses
parois cellulaires (i e. frustule). Ces ions sont disponibles dans le milieu marin artificiel
en quantités suffisantes (Atkinson et Bingma, 1997 ; Egge et Aksnes, 1992).

Afin d’évaluer un éventuel impact de la rugosité des différentes formulations, 1'état de
surface de la face supérieure des éprouvettes a été caractérisé par microscopie
numérique. Les résultats sont regroupés dans le Tableau 4-2.

Formulation Ra (um)
SC_00 84 1+ 20
SC_25 90 £+ 27
SC_50 83+ 17
SC_75 103 + 24

SC_100 103 + 23

Tableau 4-2 : Rugosités des surfaces des éprouvettes de mortier, mesurées par microscopie numérique
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La rugosité des surfaces est relativement proche entre toutes les formulations, indiquant
que I’état des surfaces n’influence pas la colonisation des éprouvettes de mortier.

La présence de carbonate de calcium dans les éprouvettes semble donc favoriser le
développement des diatomées sur les éprouvettes. Différentes hypotheses pourraient
expliquer cette observation.

Dans la littérature, il est mentionné qu’une infime partie du carbonate de calcium, présent
sous forme d’agrégats, peut réagir avec les C3A présents dans le ciment Portland lors de
la phase d’hydratation de ce dernier, pour former du carboaluminate de calcium (Ingram
et Daugherty, 1991 ; Hewlett, 1998). Cet hydrate se trouve alors dans la phase cimentaire
et est sujet a étre lixivié lors de I'immersion des éprouvettes de mortier dans le milieu
marin artificiel. La concentration en ions calcium devient plus importante dans les
éprouvettes fabriquées avec du sable calcaire que celles fabriquées sans. D’aprés (He et
al., 2016), la présence de cations divalents, tels que les ions calcium ou magnésium,
améliore la floculation des micro-organismes. Des interactions électrostatiques existent
alors entre le biofilm (molécules chargées négativement) et ces ions, chargés
positivement. Le développement plus important de biomasse observé a la surface des
éprouvettes de mortier contenant du sable calcaire pourrait donc étre 1ié a la réactivité
d’une faible partie du sable calcaire, composé majoritairement de carbonate de calcium,
avec le ciment Portland utilisé. Les ions calcium lixiviés participerait alors a améliorer la
stabilité du biofilm de diatomées et leur permettrait un développement plus important.
La quantité de biomasse Fo n’évolue pas selon les taux de substitution de sable siliceux
par du sable calcaire. Cela pourrait étre du a la faible quantité de carbonate de calcium qui
peut réagir avec le ciment Portland (Ingram et Daugherty, 1991). L’augmentation de la
quantité de sable calcaire ne permet pas de faire régir plus de carbonate de calcium car la
quantité de ciment reste la méme dans toutes les formulations.

Hypothese 2 :

Les diatomées, pourraient également intervenir dans la dissolution du carbonate de
calcium présent dans les grains de sable calcaire (Bodén, 1988). Les ions calcium libérés
deviennent alors davantage disponibles pour interagir avec le biofilm selon I'’hypothéese
exposée précédemment.

1.2. Suivi de la composition chimique du matériau

La composition chimique des quatre formulations a été suivie a trois différentes
profondeurs (0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm) par analyses de chromatographie ionique,
analyses thermogravimétriques et mesures de pH, selon les protocoles détaillés dans le
chapitre 2. Les résultats obtenus sont présentés dans les parties suivantes.
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Concernant I'analyse du matériau cimentaire par chromatographie ionique, les résultats
seront présentés en pourcentage de présence. Ce pourcentage est calculé selon I'équation
4-1:

Equation 4 -1

[lOTl]x semaines,matériau

x 100

Pourcentage de présence ion = —
[lon] avant immersionmatériau

Avec [ion]y semaines matériau 1@ concentration de I'ion analysé en g/L dans 1 gramme de
matériau a x = 2, 4, 6 semaines et [i0n]gpant immersionmatériau 1@ concentration de I'ion
analysé en g/L dans 1 gramme de matériau avant immersion.

Les concentrations initiales des ions dans le matériau cimentaire avant immersion sont
placées en ANNEXE E.

1.2.1. Chlorures

Les résultats obtenus apres analyse par chromatographie ionique de la poudre de mortier,
obtenue a trois différentes profondeurs, est présentée dans la Figure 4-8 (SC_25), la
Figure 4-9 (SC_50), la Figure 4-10 (SC_75) et la Figure 4-11 (SC_100).

La présence en ions chlorure est plus importante lorsque le matériau est en présence de
biofilm (Figure 4-8, Figure 4-9, Figure 4-10, Figure 4-11). Il serait possible de penser que
'action des diatomées sur le matériau cimentaire mene a la création de microréseaux au
sein de celui-ci, favorisant la pénétration des ions chlorure par rapport a un mortier
immergé en eau salée (Bodén, 1988).
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Figure 4-8 : Evolution de la présence des ions chlorure dans le matériau
cimentaire SC_25, selon trois profondeurs, dans le temps
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Figure 4-9 : Evolution de la présence des ions chlorure dans le matériau

cimentaire SC_50, selon trois profondeurs, dans le temps
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Figure 4-10 : Evolution de la présence des ions chlorure dans le matériau
cimentaire SC_75, selon trois profondeurs, dans le temps

Figure 4-11 : Evolution de la présence des ions chlorure dans le matériau
cimentaire SC_100, selon trois profondeurs, dans le temps
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Apres deux semaines d'immersion en milieu marin artificiel (couleur bleu sur les
graphiques), la pénétration des ions chlorure est déja plus importante en présence de
biofilm sur le matériau, quelque soit sa formulation. Cette observation est visible a des
profondeurs plus importantes et est accentuée dans le temps. D’'une facon générale, la
présence d'un biofilm de diatomées Cylindrotheca closterium semble améliorer la
pénétration des ions chlorures dans le matériau cimentaire.

Il est également intéressant d’évaluer le pourcentage de présence des ions chlorure dans
le matériau cimentaire, selon la composition de ce dernier. La Figure 4-12 présente le
pourcentage d’ions chlorure présents dans la couche de mortier a une profondeur de 0 -
2 mm, a différentes échéances.
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Figure 4-12 : Pourcentage de présence de I'ion chlorure selon la quantité de sable calcaire présent dans le
matériau cimentaire, a différentes échéances (0, 2, 4 et 6 semaines d'immersion) a une profondeur de 0 -
2 mm.

Il semble se dégager que le sable calcaire a un impact sur la présence des ions chlorure
dans la premiere couche de matériau. En effet, plus la présence en sable calcaire dans le
matériau augmente, moins les ions chlorure sont présents, apres six semaines
d'immersion. Le biofilm étant plus important dans le cas des éprouvettes de mortier
fabriquées avec du sable calcaire (Figure 4-6), il pourrait alors jouer un role de protection
physique du matériau par rapport a la pénétration des ions présents dans I'eau de mer,
malgré le coefficient de diffusion existant entre le milieu marin artificiel et le matériau.

La présence des ions chlorure a également été mesurée a des profondeurs plus
importantes (2 - 4 mm et 4 - 6 mm) ; il n’existe pas de différences flagrantes entre les
différentes formulations.
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1.2.2. Sulfates

Les Figure 4-13, Figure 4-14, Figure 4-15 et Figure 4-16 illustrent I’évolution des
concentrations en ions sulfate au sein des matériaux formulés (respectivement SC_25,
SC_50, SC_75 et SC_100) aux trois profondeurs d’étude.

Dans le chapitre précédent, il a été observé que la présence des ions sulfate évolue de la
méme facon que celle des ions chlorure. La présence de biofilm de diatomées
Cylindrotheca closterium a la surface des éprouvettes de mortier permettrait une
pénétration des ions sulfates plus importantes dans le matériau formulé avec du sable
siliceux. La tendance observée dans le chapitre précédent est également observée dans le

cas de mortiers formulés avec du sable calcaire.
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Figure 4-13 : Evolution de la présence des ions sulfate dans le matériau
cimentaire SC_25, selon trois profondeurs, dans le temps
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Figure 4-14 : Evolution de la présence des ions sulfate dans le matériau

cimentaire SC_50, selon trois profondeurs, dans le temps
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Figure 4-15 : Evolution de la présence des ions sulfate dans le matériau
cimentaire SC_75, selon trois profondeurs, dans le temps

Figure 4-16 : Evolution de la présence des ions sulfate dans le matériau
cimentaire SC_100, selon trois profondeurs, dans le temps
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La Figure 4-17 présente I'évolution du pourcentage de présence des ions sulfate durant le
temps de l'expérience, dans la premiere couche (0 - 2 mm) de chaque formulation
étudiée.
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Figure 4-17 : Evolution du pourcentage de présence des ions sulfate dans le temps, pour chaque
formulation a une profondeur de 0 - 2 mm

Il semble que la présence de carbonate de calcium joue un rdle important dans la
pénétration des ions sulfate. En effet, plus la quantité de sable calcaire augmente dans le
matériau, plus le pourcentage de présence des ions sulfate dans le matériau diminue. De
la méme fagon que pour les ions chlorure, le biofilm pourrait jouer un réle de barriere
physique vis-a-vis des ions sulfate, en raison de la forte densité de celui-ci a la surface des
éprouvettes.

1.2.3. Calcium
Dans le chapitre 3, une évolution intéressante de la quantité d’ions calcium présents dans
le matériau a été observée.

Afin de mieux connaitre la composition du matériau, les échantillons de mortier ont été
analysés par ATG, selon le mode opératoire présenté dans le chapitre 2, apres deux, quatre
et six semaines d'immersion. La composition du matériau a été évaluée a trois
profondeurs différentes (0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm).

La Figure 4-18 présente un des graphiques obtenu a la suite de cette manipulation. Cinq
courbes ont été superposées, correspondant aux cinq formulations immergées pendant
deux semaines dans l'eau de mer artificielle.
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Figure 4-18 : DTG (%/°C) de cinq formulations de mortier (SS_100, SC_25, SC_50, SC_75, SC_100) a une
profondeur de 0 - 2 mm apres deux semaines d'immersion en milieu marin artificiel

La quantité de carbonate de calcium est de plus en plus importante dans les échantillons,
mettant en évidence les substitutions de plus en plus élevées de sable siliceux par le sable
calcaire.

L’évolution des quantités de portlandite et de carbonate de calcium va étre détaillée dans
la suite de ce chapitre.

1.2.3.1.  Portlandite

L’évolution de la quantité de portlandite a une profondeur de 0 - 2 mm est présentée dans
les Figure 4-19 a Figure 4-23. Les résultats sont présentés en pourcentage par rapport a
la masse de I’échantillon qui a été analysée. La Figure 4-24 place dans un méme graphique
’évolution de la quantité de portlandite dans les cinq matériaux immergés en présence
de biofilm.

Au travers de ces différents graphiques, plusieurs observations peuvent étre effectuées.
Tout d’abord, la lixiviation de la portlandite s’effectue de fagon plus importante sur des
échantillons de mortier immergés en milieu marin artificiel que ceux immergés en eau
salée, et ce quelque soit la formulation de ces éprouvettes. La présence du biofilm a la
surface du matériau accélererait la lixiviation du matériau cimentaire. Cela pourrait étre
lié a I'activité des diatomées qui tend a dissoudre la pate cimentaire (Bodén, 1988) et/ou
a des conditions de pH plus favorables a la dissolution de la portlandite. Cette hypothese
sera détaillée par la suite.
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De plus, plus la quantité de calcaire augmente dans le matériau, plus la quantité de
portlandite augmente au cours des deux premieres semaines d'immersion (Figure 4-24).
Apres six semaines d'immersion, la portlandite est plus présente dans le mortier
contenant 100% de sable calcaire que dans celui composé de 100% de sable siliceux.
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Figure 4-19 : Evolution de la portlandite (%
massique) dans les mortiers SS_100 a une
profondeur de 0 - 2 mm

Figure 4-20 : Evolution de la portlandite (%
massique) dans les mortiers SC_25 a une
profondeur de 0 - 2 mm
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Figure 4-21 : Evolution de la portlandite (%
massique) dans les mortiers SC_50 a une
profondeur de 0 - 2 mm

Figure 4-22 : Evolution de la portlandite (%
massique) dans les mortiers SC_75 a une
profondeur de 0 - 2 mm
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Figure 4-23 : Evolution de la portlandite (%
massique) dans les mortiers SC_100 a une
profondeur de 0 - 2 mm

Figure 4-24 : Evolution de la portlandite (%
massique) dans les cinq mortiers, en présence de
biofilm a une profondeur de 0 - 2 mm

Les quantités de portlandite aux profondeurs de 2 - 4 mm et 4 - 6 mm n’ont pas été
analysées. Il n’existe pas de différences flagrantes dans I’évolution des compositions entre
les différentes formulations et entre les deux milieux d'immersion (Figure 4-25), comme
cela a été mentionné par (Lors et al., 2017).
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Figure 4-25: DTG (%/°C) de mortier constitué de 75% de sable calcaire dans le temps, a une profondeur
de 2 - 4 mm apres deux, quatre et six semaines d'immersion

1.2.3.2.  Carbonate de calcium

La formation de carbonate de calcium est attribuée au phénomene de carbonatation ayant
lieu a la surface du matériau cimentaire. Ce phénomene est sévere lorsque le matériau est
soumis a une humidité relative proche de 60% (Chapitre 1). En revanche, quand ce
dernier est completement immergé, la carbonatation se fait beaucoup plus lentement. Le
dioxyde de carbone (CO2) sous forme dissoute en milieu aqueux aéré peut cependant
s’infiltrer dans les réseaux poreux du matériau cimentaire, pour se transformer en ions
carbonate (CO3%-) du fait du pH élevé de la matrice cimentaire (Villain et al., 2007). Ces
derniers peuvent ensuite réagir avec les ions calcium présents dans la matrice cimentaire

selon laréaction4 -1:

Ca**t 4+ €03~ —» CaCOs4 Réaction 4 - 1

Par ATG, il est possible de détecter la présence de carbonate de calcium dans la zone de
température de 500 a 1000 °C (Figure 4-18). Comme cela a été mentionné dans le chapitre
3, plusieurs pics peuvent étre observés (Figure 4-26), correspondent a différents
polymorphes du carbonate de calcium : aragonite, vatérite et calcite (Morandeau et al,,
2014 ; Villain et al., 2007).
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Figure 4-26 : DTG (%/°C) d'un échantillon de mortier SC_25 a une profondeur de 0 - 2 mm dans le temps

Plusieurs hypotheses existent concernant I'apparition de ces deux polymorphes du
carbonate de calcium, hypotheses de nature chimique ou biologique (Drouet, 2010 ;
Morandeau et al, 2014). Ici, I'apparition de ce deuxieme pic coincide avec le
développement du biofilm sur le mortier, laissant penser que l'action des diatomées a un

effet sur la création de ces deux especes.

La délimitation entre les pics correspondant a la calcite et ceux correspondant a la vatérite
et 'aragonite n’étant pas assez claire dans les résultats obtenus, I'évolution du carbonate
de calcium dans son ensemble sera discutée par la suite. A partir des analyses effectuées
par thermogravimétrie, il a été possible de déterminer, pour chaque formulation a une
profondeur de 0 -2 mm, la quantité de carbonate de calcium dans le temps (Figure 4-27).
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Figure 4-27 : Evolution du carbonate de calcium (% massique) dans les mortiers contenant 25%, 50%,
75% et 100% de sable calcaire et 100% de sable siliceux, a une profondeur de 0 - 2 mm, apres deux,
quatre et six semaines d’'immersion

Les formulations contenant 25% et 50% de sable calcaire et immergées en milieu marin
artificiel montrent une quantité de carbonate de calcium supérieure a celle créée a la
surface d’échantillons immergés en eau salée. Les formulations contenant 75% et 100%
de sable calcaire, ont, quant a elles, une quantité en carbonate de calcium presque égale a
leur référence, quelque soit le milieu dans lequel les éprouvettes sont immergées.

En milieu marin artificiel, deux réactions entrent en compétition concernant la
consommation du dioxyde de carbone : la réaction de photosynthese, nécessaire au
développement des diatomées et la réaction de carbonatation. Comme cela a été montré
dans la Figure 4-7, les diatomées sont dans un excellent état physiologique tout au long
de 'expérience. Elles ne sont donc pas en manque de nutriments et consomment tout le
dioxyde de carbone qui leur est nécessaire. Le dioxyde de carbone restant réagit quant a
lui avec les ions calcium disponibles pour former du carbonate de calcium. En milieu d’eau
salée, seule la réaction de carbonatation a lieu. Il aurait donc été attendu d’observer une
quantité de carbonate de calcium supérieure en eau salée qu’en milieu marin artificiel en
raison de la plus grande disponibilité du dioxyde de carbone dissous pour réagir avec la
matrice cimentaire.

Une explication possible serait la création d'un tampon pH a l'interface entre le matériau
et le biofilm, reproduisant des conditions idéales pour permettre au biofilm de se
développer (Costerton et al., 1995). Le dioxyde de carbone consommé par les cellules
serait non pas celui apporté par le bullage d’air mais celui obtenu par dissolution
progressive des grains de sable calcaire par les diatomées dans des conditions de pH
favorables a la création de dioxyde de carbone. Le dioxyde de carbone apporté par bullage
pourrait alors entiéerement réagir avec la matrice cimentaire, expliquant la quantité de
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carbonate de calcium plus importante a la surface des éprouvettes de mortier immergées
en milieu marin artificiel.

En plus de cet effet, il est aussi nécessaire de prendre en compte le cycle de
photosynthese/respiration des diatomées. En effet, en 'absence de lumiere (nuit), les
diatomées consomment du dioxygene et créent du dioxyde de carbone, qui peut réagir
avec la matrice cimentaire, augmentant la quantité de carbonate de calcium. La
consommation du dioxyde de carbone en « mode nuit » devrait théoriquement diminuer
le pH a l'interface matériau cimentaire-biofilm, mais du fait de la création d’'un tampon
pH, ce dernier n’évolue pas.

1.2.4. Variation du pH des formulations

Le pH du matériau a été mesuré a différentes profondeurs, selon le mode opératoire
présenté dans le chapitre 2. Les valeurs obtenues sont présentées dans la Figure 4-28 (0
- 2 mm), la Figure 4-29 (2 - 4 mm) et la Figure 4-30 (4 - 6 mm).
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Figure 4-30 : Valeurs du pH pour les formulations
SS_100, SC_25, SC_50, SC_75 et SC_100 a une
profondeur de 4 - 6 mm

Les fluctuations de pH sont a analyser avec précaution dans tous les graphiques. En effet,
les variations sont tres légeres (0,1 a 0,01 unités de pH) durant les six semaines
d’immersion.

Concernant les deux premiers millimétres du matériau, lorsque la présence en sable
calcaire augmente dans le matériau, le pH de la surface des éprouvettes de mortier évolue
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peu et reste relativement stable (~ 12,4 pour SC_100). Apres six semaines d'immersion,
le pH a la surface des éprouvettes de mortier ne contenant pas de sable calcaire chute de
1,40% alors que celui des éprouvettes contenant 100% de sable calcaire reste a sa valeur
initiale, malgré une petite fluctuation dans le temps. Les valeurs détaillées pour chaque
formulation sont détaillées dans le Tableau 4-3.

Formulation pH début pH fin d'immersion A (%)
d’immersion

SS_100 12,32 12,19 -1,40

SC_25 12,37 12,15 -1,45

SC_50 12,37 12,28 -0,73

SC_75 12,32 12,31 -0,08

SC_100 12,31 12,31 0,00

Tableau 4-3 : Valeurs des pH en début et fin d’expérience a la surface (0 - 2 mm) des éprouvettes de
mortier selon leur formulation

Il est également visible dans la Figure 4-28 que la présence d’un biofilm sur les
éprouvettes, quelque soit leur formulation, abaisse de le pH de la surface. Cette baisse de
pH peut étre expliquée par le milieu tampon qui se créé progressivement a l'interface
matériau cimentaire - biofilm. Les cellules pourraient obtenir plus facilement du dioxyde
de carbone pour leur permettre de se développer.

A une profondeur de 2 - 4 mm, le pH reste relativement stable pour toutes les
formulations durant les quatre premieres semaines d’'immersion. En fin d’expérience, une
tendance de diminution des valeurs pour les éprouvettes colonisées peut étre observée.
Le biofilm pourrait avoir pénétré plus profondément dans le matériau.

Enfin, a 4 - 6 mm de profondeur, le pH reste stable pendant toute la durée de 'expérience.
Aucune tendance, méme en fin d'immersion, n’est observable ; le biofilm n’a pas encore
commenceé a se développer dans le matériau.

1.3. Suivi de la composition chimique du milieu marin artificiel

La composition du milieu marin artificiel et de I'eau salée a été suivie durant toute
I'expérience afin de mettre en lumiere les échanges entre le matériau cimentaire, le
biofilm et le milieu environnant. Tout comme les ions présents dans le matériau
cimentaire, la concentration des ions présents dans le milieu marin artificiel est présentée
en pourcentage de présence, permettant de s’affranchir des différences de concentration
entre chaque bac. Ce pourcentage est calculé selon I'’équation 4 - 2 :

Pourcentage de présence ion Equation 4 - 2

_ [lon]x jours,eau de mer artificielle

x 100

[lon]o jour,eau de mer artificielle

Avec [ion]y semaines,eau de mer artificielle 12 concentration de I'ion analysé en g/L dans I'eau
de mer artificielle a x = 0, 3, 7,... jours et [i0n]o joureau de mer artificielle 12 cONcentration

de I'ion analysé en g/L dans I’eau de mer artificielle a 0 jour d'immersion.
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1.3.1. Nutriments : nitrates

La Figure 4-31 illustre I'évolution de la concentration en ions nitrate au cours de
I'expérience dans chacun des bacs d’eau de mer artificielle contenant les différentes
formulations. La concentration des ions nitrate dans les bacs au début de I'expérience est
d’environ 0,16 g/L.
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Figure 4-31 : Evolution de la présence des ions nitrates dans chacun des bacs (SS_100, SC_25, SC_50, SC_75
et SC_100) durant la manipulation

Le pourcentage des ions nitrate diminue dans chaque bac durant I'expérience. Comme
cela a été expliqué dans les chapitres précédents, les ions nitrates sont des nutriments
pour la diatomée Cylindrotheca closterium et sont donc consommés par ces derniéeres au
cours des manipulations.

1.3.2. lons majeurs en eau de mer

Le pourcentage de présence des ions sodium (Figure 4-32), chlorure (Figure 4-33),
sulfate (Figure 4-34) et potassium (Figure 4-35) a été suivie dans le milieu marin artificiel
durant toute la durée de I'expérience, dans les différents bacs.

Les concentrations des ions dans chacun des bacs sont dans l'ordre de grandeur des
concentrations des ions dans une eau de mer naturelle :

Cl]~19g/L;
Nat] ~10g/L;
K+] ~ 0,3 g/L;

[
[
[
[S042] ~ 3 g/L.
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Figure 4-32 : Evolution de la présence des ions

sodium en milieu marin artificiel
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Figure 4-33 : Evolution de la présence des ions

chlorure en milieu marin artificiel
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Figure 4-34 : Evolution de la présence des ions

sulfate en milieu marin artificiel
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Figure 4-35 : Evolution de la présence des ions

potassium en milieu marin artificiel

Une augmentation globale de la présence en chacun des ions durant I'expérience est
observée. Ceci pourrait étre lié a I'’évaporation de '’eau des bacs.

1.3.3. Lixiviation : ions calcium

La concentration en ions calcium dans le milieu d’eau de mer artificielle a été évaluée tout
au long de 'expérience et est présentée dans la Figure 4-36. La concentration initiale en
ions calcium dans les bacs est d’environ 0,4 g/L.
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Figure 4-36 : Evolution des pourcentages de présence en ion calcium durant I’expérience d'immersion

La concentration en ions calcium chute dans le milieu marin artificiel, alors qu’'une
augmentation était attendue, du fait de la lixiviation du matériau durant I'expérience. Les
ions calcium présents dans le milieu aqueux pourraient donc, tout comme les ions calcium
de la matrice cimentaire étudiés précédemment dans ce chapitre, eux aussi réagir avec les
ions carbonate. Cette réaction ménerait alors a la formation de carbonate de calcium.

1.3.4. Variation du pH de I’eau de mer artificielle
Le pH de I'’eau de mer artificielle a été mesuré dans chacun des bacs (Figure 4-37 a Figure
4-40).

Le pH de I'’eau de mer artificielle de chaque bac augmente de facon prononcée en début
d’expérience, en raison de I'activité photosynthétique des diatomées. Par la suite, le pH se
stabilise (équilibre entre la photosynthese et la respiration des microorganismes), puis
diminue en fin d’expérience.

Dans chacun des bacs, le pH en eau de mer artificiel est supérieur a celui dans I'eau salée,
mettant en évidence le fait que les diatomées jouent un réle non négligeable par rapport
a la lixiviation du matériau, quant a I'’évolution du pH du milieu marin.
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Figure 4-37 : Evolution du pH de I'eau de mer
artificielle (SC_25)
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Figure 4-38 : Evolution du pH de 'eau de mer
artificielle (SC_50)
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Figure 4-39 : Evolution du pH de I'eau de mer
artificielle (SC_75)
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Figure 4-40 : Evolution du pH de '’eau de mer
artificielle (SC_100)

La Figure 4-41 illustre la variation de pH pour tous les bacs contenant les différentes

formulations.
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Figure 4-41 : Evolution du pH en milieu marin artificiel durant I'expérience, selon la composition du

mortier

De facon générale, le pH de I'’eau de mer est plus élevé dans le cas des formulations avec

du sable calcaire. Cela pourrait étre lié a la quantité de biomasse plus importante qui se
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développe a la surface des éprouvettes (Figure 4-6). En effet, la consommation en dioxyde
de carbone est plus importante ce qui mene a une augmentation plus forte du pH de la
solution.

1.4. CONCLUSIONS

Cinq formulations contenant différents dosages en sable calcaire, ont été immergées en
milieu marin artificiel. La colonisation et la biodétérioration des matériaux ont été suivies
et caractérisées au moyen de différents outils et méthodes présentés dans les chapitres
précédents.

La présence de sable calcaire dans le matériau semble permettre un développement plus
important de la diatomée Cylindrotheca closterium (Figure 4-6). Ce développement plus
important est également noté au niveau du pH de I'eau de mer artificielle puisqu'’il est
observé une hausse plus conséquente du pH (Figure 4-41) en raison de l'activité
photosynthétique des cellules.

La chimie des carbonates entre eau de mer et matériau cimentaire est relativement
complexe a comprendre en raison d'un certains nombres de réactions de nature chimique
et biologique mis en jeu entre le sable calcaire et le milieu environnant. Plusieurs
observations ont toutefois été effectuées dans cette étude et quelques hypotheses émises.
Lorsque les éprouvettes de mortier sont recouvertes de biofilm, il est noté une lixiviation
plus importante de la portlandite (Figure 4-19 a Figure 4-23) ainsi qu'une précipitation
plus forte de carbonate de calcium (Figure 4-27). Plusieurs hypothéses pourraient
expliquer ces phénomenes, comme la dissolution des grains de sable calcaire et de la
matrice cimentaire par les diatomées, la création d'un tampon pH a l'interface entre le
matériau et le biofilm ou encore, pour la carbonatation, la compétition entre
carbonatation et photosynthése concernant I'acces au dioxyde de carbone, indispensable
dans ces deux cas. Malgré la dissolution plus conséquente de la portlandite en présence
de biofilm, la concentration en ions calcium dans le milieu marin artificiel chute tout au
long de I'expérience (Figure 4-36). Les ions calcium présents dans I’eau de mer pourraient
eux aussi réagir avec le dioxyde de carbone dissous pour former du carbonate de calcium
ou alors entrer en interactions avec le biofilm, afin de lui apporter plus de stabilité.

La présence importante de biofilm a la surface des éprouvettes empécherait les ions
chlorure et sulfate de pénétrer autant que ce qui a été observé dans le chapitre 3. En effet,
le biofilm, plus dense, jouerait un role de barriere vis-a-vis des ions présents dans le milieu
marin artificiel, et malgré le coefficient de diffusion existant. Cependant, il est quand
méme observé que la présence de biofilm sur les matériaux améliore la pénétration des
ions chlorure au sein de ceux-ci (Figure 4-9 a Figure 4-12). La création d’'un microréseau
par le biofilm au sein du matériau faciliterait tout de méme la progression des ions, par
rapport a un matériau immergé sans présence de microorganismes.
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2. IMPACT DE LA COMPOSITION DE L’EAU DE GACHAGE

Dans cette deuxieme partie, I'impact de la composition de la phase liquide sur la
colonisation va étre étudié. Il a été montré que les diatomées Cylindrotheca closterium
consomment, pour se développer, des ions nitrate. Elles trouvent ces ions nitrate dans le
milieu marin artificiel grace a I'ajout de la solution nutritive qu’est le milieu de Conway.
Dans le but d’évaluer 'effet de leur présence sur la colonisation puis la biodétérioration
du matériau, les nutriments ont donc été incorporés dans la matrice cimentaire au
moment de la confection des éprouvettes de mortier (chapitre 2).

2.1. Effet de la formulation sur la colonisation

Comme cela a été mentionné dans le chapitre 2, les éprouvettes de mortier ont été
formulées avec une eau de gachage ayant une concentration en ions nitrate de 500 mg/L
ainsi que du sable siliceux. La colonisation a uniquement été suivie par fluorimétrie sur la
face supérieure des éprouvettes. Les éprouvettes ont été suivies par prise réguliére de
photographie de la surface, cet outil servira pour illustrer certains propos mais ne sera
pas utilisé comme outil de caractérisation.

La Figure 4-42 présente donc les résultats du suivi fluorimétique de la surface des
éprouvettes de mortier avec et sans nitrate, effectué a échéances réguliéres.
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Figure 4-42 : Suivi fluorimétrique de la surface des éprouvettes de mortier avec et sans nitrates dans la
formulation

Deux phases de colonisation sur les mortiers formulés avec de I'’eau de gachage enrichie
en ions nitrate se distinguent. La premiere, ayant lieu dés I'immersion des éprouvettes
jusqu’au 35¢me jour d’expérience (15 201 u. a.) correspond au recouvrement du matériau
cimentaire par les diatomées. La deuxiéme, nettement visible, du 35¢™e jour jusqu’a la fin
de l'expérience met en évidence une chute marquée de la biomasse a la surface des
éprouvettes.
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La quantité de biomasse sur les éprouvettes avec nitrates atteint des valeurs presque deux
fois plus importante que sur des mortiers normalisés. La présence de nutriments dans la
matrice cimentaire étant I'unique différence existante entre les deux formulations, il
semble que les ions nitrate améliorent la colonisation des échantillons.

Le détachement tres important du biofilm pourrait étre lié a plusieurs faits lors de la
manipulation. Tout d’abord, comme cela a été montré précédemment, une fois avoir
atteint un maximum de quantité de biomasse a la surface des éprouvettes, le biofilm se
détache naturellement afin de renouveler les cellules présentes. Ce détachement, apres
35 jours de présence sur les éprouvettes de mortier, peut avoir logiquement commenceé.
De plus, lors du suivi a effectuer au 38éme jour d'immersion, il a été observé une coupure
d’électricité dans la salle ou prenaient part les manipulations. Cette derniere, d'une durée
inconnue (au maximum quatre jours), a impacté la santé physiologique des cellules
(Figure 4-43). En effet, les cellules s’acclimatent tout d’abord extrémement rapidement et
tres bien a leur nouveau support dés la premiere prise de valeurs au 2éme jour
d'immersion. Malgré une petite fluctuation durant la manipulation, les valeurs du ratio
Fv/Fm restent toujours supérieures a 0,5. En revanche, au 38¢me jour d’'immersion, une
chute importante de la valeur du ratio est observée, faisant passer ce dernier de 0,524 au
35¢me jour a 0,145 au 38eme jour.
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Figure 4-43 : Rendement quantique maximal de la photochimie du photosystéme a la surface des
éprouvettes de mortier immergées dans le milieu marin artificiel et dans I'’eau salée

Les diatomées se trouvent donc dans une situation de tres mauvaise adaptation a leur
support et au milieu en raison du manque de lumiere (Morelle, 2017 ; Napoléon, 2012).
Cette absence de lumiere pourrait, en étant combinée au mécanisme naturel de
renouvellement du biofilm, étre responsable de la chute de la quantité de biomasse en fin
de manipulation.
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La présence de nitrates en quantités importantes dans le matériau cimentaire semble
donc permettre une colonisation plus rapide et plus importante des échantillons. En effet,
la quantité de biomasse devient presque deux fois plus importante a la surface de tels
échantillons au maximum de la colonisation. Dans son étude, (Schwermer et al., 2008)ont
montré que I'augmentation de la concentration en ions nitrate a proximité d'un biofilm
résulte en une croissance plus importante de la biomasse de ce dernier.

2.2. Suivi de la composition chimique du matériau

Afin d’évaluer I'impact de la présence d’ions nitrate au sein du matériau cimentaire, la
composition chimique du milieu a été évaluée aux 3 profondeurs d’étude (0 - 2mm, 2 - 4
mm et 4 - 6 mm) par chromatographie ionique et par analyses thermogravimétriques.

Concernant I'analyse du matériau cimentaire par chromatographie ionique, les résultats
seront présentés en pourcentage de présence. Ce pourcentage est calculé selon I’équation
4-3:

Equation 4 - 3

[lon]x semaines,matériau

x 100

Pourcentage de présence ion = —
[lOTL] avant immersion,matériau

Avec [ion]y semainesmatériau 128 concentration de I'ion analysé en g/L dans 1 gramme de
matériau a x = 2, 4, 6 semaines et [i0n]gpant immersionmatériau 1@ concentration de I'ion
analysé en g/L dans 1 gramme de matériau avant immersion.

Les concentrations initiales des ions dans le matériau cimentaire avant immersion sont
placées en ANNEXE E.

Pour la suite de I'analyse, les éprouvettes enrichies en ions nitrate porteront le nom de
NTE et les éprouvettes de référence le nom de NTE_R.

2.2.1. Chlorures
La Figure 4-44 illustre le pourcentage de présence des ions chlorure dans le matériau, aux
différentes profondeurs d’étude durant I'expérience.
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Figure 4-44 : Evolution de la présence des ions chlorure dans le matériau cimentaire enrichi en nitrates
selon trois profondeurs, dans le temps

Apres deux semaines d'immersion en milieu marin artificiel, la pénétration des ions
chlorure dans le matériau a une profondeur de 0 - 2 mm est déja plus importante qu’en
immersion en eau salée. La pénétration des ions chlorure dans la couche inférieure (2 - 4
mm) est légerement supérieure en présence de biofilm mais pas assez marquée du fait du
peu de temps d’'immersion.

Apres quatre semaines de manipulation, le pourcentage de présence des ions a 0 - 2 mm
en présence de biofilm s’accentue un peu plus, tout comme la pénétration dans la couche
aZ2-4mm.A4-6mm, les ions chlorure sont légerement plus présents en présence de
biofilm.

Enfin, apres six semaines d'immersion, la tendance reste la méme ; les écarts se creusent
un peu plus entre les échantillons immergés en milieu marin artificiel et ceux immergeés
en eau salée.

La présence d'un biofilm de Cylindrotheca closterium a la surface des échantillons
améliore donc la pénétration des ions chlorure au sein du matériau cimentaire.

Afin d’évaluer l'impact de la formulation sur la colonisation, le pourcentage de
pénétration des ions chlorure a été comparé a celui ayant lieu dans le mortier normalisé
(MN_Exp) a une profondeur de 0 - 2 mm (Figure 4-45).

Thése Marie-Adeline FERRERO 139



ETUDE DES FACTEURS D’'INFLUENCE SUR LA COLONISATION

3000

—e—NTE

2500

2000

1500

[En
o
o
(=)

% présence Cl-

500

Temps (semaines)

Figure 4-45 : Pourcentage de présence de I'ion chlorure dans les trois matériaux cimentaires a une
profondeur de 0 - 2 mm, apres deux, quatre et six semaines d'immersion

Le pourcentage de présence en ion chlorure dans le matériau nitrate reste tout d’abord
similaire a celui du mortier normalisé, puis augmente tout en restant inférieur a la valeur
de ce dernier. Comme cela a été mis en évidence dans la Figure 4-44, le pourcentage de
présence de I'ion chlorure dans le matériau immergé en eau salée reste toujours inférieur
a celui du matériau immergé en milieu marin artificiel.

Il est donc possible d’observer que la présence d’ions nitrate dans la matrice cimentaire
impacte la pénétration des ions chlorure dans le matériau. Cette pénétration pourrait étre
facilitée en raison de la présence de biofilm a la surface des éprouvettes. En effet, les
diatomées pourraient créer un réseau de microporosité dans le matériau, facilitant la
pénétration des ions chlorures.

Le pourcentage de présence des ions chlorure dans le matériau enrichi en ions nitrate
reste cependant inférieur a celui dans le mortier normalisé. Le biofilm étant plus dense
dans cette manipulation (Figure 4-43), ce dernier pourrait agir comme une barriere
physique vis-a-vis des ions présents dans le milieu marin.

2.2.2. Sulfates
La Figure 4-46 résume les résultats obtenus quant au pourcentage de présence des ions
sulfate au sein du matériau cimentaire, dans le temps et aux trois profondeurs d’étude.
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Figure 4-46 : Evolution de la présence des ions sulfate dans le matériau cimentaire enrichi en nitrates
selon trois profondeurs, dans le temps

Apres deux semaines d'immersion, le pourcentage de présence des ions sulfate dans la
premieére couche du matériau (0 - 2 mm) est plus important dans le matériau cimentaire
immergé en milieu marin artificiel. Cette tendance s’accentue dans le temps puisqu’au
bout de quatre puis de six semaines d'immersion, le pourcentage de présence des ions
sulfate en milieu marin artificiel se démarque de celui en eau salée. Dans les couches de
matériau inférieures, cette observation n’est pas visible.

La Figure 4-47 met en évidence le pourcentage de présence de l'ion sulfate dans les
différents matériaux selon leur formulation et le milieu dans lesquels ils ont été immergés
a une profondeur de 0 - 2 mm.
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Figure 4-47 : Pourcentage de présence de I'ion sulfate dans les trois matériaux cimentaires a une
profondeur de 0 - 2 mm, apres deux, quatre et six semaines d'immersion

Le pourcentage de présence des ions sulfate dans le matériau nitrate reste, tout au long
de I'expérience, inférieur a celui du mortier normalisé et supérieur au matériau nitrate
immergé dans 'eau salée.

La présence d’ions nitrate dans le matériau influence donc la pénétration des ions sulfate
au sein de celui-ci. De la méme fagon que pour les ions chlorure, les ions sulfate pourraient
pénétrer dans le matériau grace a l'activité des diatomées, qui pourraient créer des
microréseaux dans la matrice cimentaire. La pénétration est cependant inférieure a celle
dans le mortier normalisé, en raison de la quantité plus importante de biofilm, qui agit
comme une barriéere physique.

2.2.3. Calcium

Afin de connaitre plus précisément la nature et I'évolution des quantités d’hydrates au
cours de l'expérience d'immersion, des échantillons de mortier immergés durant
I'expérience ont été analysés par thermogravimétrie selon le mode opératoire détaillé
dans le chapitre 2.

2.23.1.  Portlandite
L’évolution de la quantité de portlandite a une profondeur de 0 - 2 mm durant
I'expérience est présentée dans la Figure 4-48.
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Figure 4-48 : Evolution de la quantité de portlandite (% massique) dans les échantillons a une profondeur
de 0 - 2 mm

A une profondeur de 0 - 2 mm, il est possible d’'observer que la quantité de portlandite
augmente tout d’abord durant les deux premieres d’'immersion, dans les deux milieux
étudiés passant de 2% a 3% en pourcentage de masse pour les éprouvettes en milieu
marin artificiel et de 2% a 4,4% pour les éprouvettes en eau salée. Cette quantité diminue
ensuite entre les semaines 4 et 6. La quantité de portlandite dans les échantillons
immergés en milieu marin artificiel est toujours inférieure a celle présente dans les
éprouvettes immergées en milieu eau salée.

A travers ces graphiques, il est donc possible d’'observer que durant I'immersion des
éprouvettes et dans la couche supérieure du matériau (0 - 2 mm), la portlandite est
beaucoup moins présente sil’échantillon est recouvert de biofilm. La présence importante
de diatomées pourrait favoriser la dissolution de cet hydrate, de maniére directe
(sécrétions) ou de maniere indirecte (modification des conditions de pH a la surface de
I'éprouvette). Cette derniere hypothése sera évaluée dans la suite de ce chapitre.

De plus, la courbe correspondant a I’'évolution des quantités de portlandite dans le
mortier normalisé en milieu marin artificiel a été ajoutée. La quantité de portlandite dans
le mortier enrichi en ions nitrate est inférieure a celle présente dans le mortier normalisé.
En raison de la présence de nutriments dans la matrice cimentaire, les diatomées
pourraient accélérer le processus de dissolution de la portlandite ou modifier de facon
plus prononcée le pH de '’environnement extérieur.

2.2.3.2.  Carbonate de calcium

L’évolution du carbonate de calcium dans le matériau est également intéressante a
évaluer. La présence de carbonate de calcium est essentiellement due au phénomene de
carbonatation. Plus les échantillons immergés en milieu marin artificiel restent support
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du biofilm, plus l'apparition des polymorphes du carbonate de calcium est prononcée
(Figure 4-49).
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Figure 4-49 : DTG (%/°C) du mortier enrichi en ions nitrate, a une profondeur de 0 - 2 mm, durant
I'expérience

L’apparition de ces polymorphes dans la couche supérieure du matériau coincide avec
|’état d’avancement du recouvrement des mortiers (Figure 4-42).

A partir des courbes d’ATG, le pourcentage massique de carbonate de calcium dans la
premiere couche de 'échantillon (0 -2 mm) a pu étre calculé (Figure 4-50).
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Figure 4-50 : Evolution de la quantité de carbonate de calcium dans les échantillons a 0 - 2 mm durant
I'expérience
La quantité de carbonate de calcium dans les éprouvettes de mortier enrichies en ions
nitrate diminue lors de I'expérience (13% massique au début de I'expérience et 7% en fin
d'immersion). Pour les éprouvettes de méme formulation mais immergées en eau salée,
la quantité de carbonate de calcium décroit durant les quatre premiéres semaines (13%
a 6,4%) puis augmente légerement a la fin de I'expérience.

La quantité de carbonate de calcium est toujours plus importante lorsque le matériau est
recouvert de biofilm que lorsque qu’il estimmergé dans I’eau salée. La présence de biofilm
menerait donc une carbonatation plus importante du matériau, qui pourrait étre due a
I'activité photosynthétique des cellules.

La courbe correspondant a la quantité de carbonate de calcium présent sur le mortier
normalisé immergé en milieu marin artificiel a également été ajoutée. A n'importe quelle
profondeur, la quantité de carbonate de calcium présent sur le mortier normalisé est
supérieur a celui présent sur le mortier enrichi en ions nitrate. La quantité de biomasse
étant plus forte sur ce dernier (Figure 4-42), les besoins en dioxyde de carbone du biofilm
sont plus importants pour maintenir les cellules dans un bon état physiologique (Figure
4-43). Le dioxyde de carbone apporté par le bullage est ainsi consommé par les diatomées
et ne peut donc plus réagir avec la matrice cimentaire, expliquant la quantité plus faible
de carbonate de calcium dans la Figure 4-50.

2.2.4. Nitrates

La concentration en ions nitrate dans le matériau a également été évaluée afin de
comprendre comment les diatomées utilisent ce nutriment, présent dans la matrice
cimentaire. La Figure 4-51 illustre le pourcentage de présence des ions nitrate dans le
matériau, durant 'expérience en milieu marin artificiel. Les valeurs correspondant a
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’évolution de la présence des ions nitrate en milieu eau salée ne sont pas analysées en
raison de I'absence de diatomées dans le milieu.
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Figure 4-51 : Evolution de la présence des ions nitrate dans le matériau cimentaire enrichi en nitrates
selon 3 profondeurs, dans le temps

La présence en ions nitrate dans la premiere couche du matériau (0 - 2 mm) lorsque celui-
ci est recouvert de biofilm de diatomées diminue avec le temps; il est en effet consommé
par les diatomées. Dans les couches inférieures, la présence en ions nitrate diminue en
raison de la consommation de ces ions par les diatomées mais également en raison du
coefficient de diffusion qui existe entre le milieu marin, moins concentré en ions nitrate,
et la matrice cimentaire.

La Figure 4-52 illustre I'évolution de la présence en ions nitrate dans le matériau enrichi
en nitrates, en comparaison au mortier normalisé a une profondeur de 0 - 2 mm.
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Figure 4-52 : Evolution du pourcentage de présence de I'ion nitrate dans le matériau, a une profondeur de
0 - 2 mm, apres deux, quatre et six semaines d'immersion

A une profondeur de 0 - 2 mm, la présence en ions nitrate dans le mortier enrichi diminue
pour atteindre une valeur de 88%. Les ions nitrate sont donc consommés par les
diatomées. Il est également intéressant d’observer que I’évolution du pourcentage de
présence des ions nitrate est sensiblement la méme entre le mortier enrichi en ions nitrate
et le mortier normalisé, bien que les concentrations soient différentes (présentation des
résultats en pourcentage de présence de nitrates).

2.2.5. Variation du pH des formulations

Le pH du matériau a été mesuré aux trois profondeurs d’étude (0 - 2 mm, 2 -4 mm et 4 -
6 mm) avant immersion et apres deux, quatre et six semaines d'immersion, en milieu
marin artificiel et en milieu eau salée. Les résultats se trouvent dans la Figure 4-53, Figure
4-54 et la Figure 4-55. Le pH du mortier normalisé immergé dans le milieu marin artificiel
a également été ajouté dans chacun des graphiques afin de servir de point de
comparaison.
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Figure 4-53 : Valeurs du pH durant I'expérience Figure 4-54 : Valeurs du pH durant I'expérience
pour les 3 formulations a une profondeur de 0 - 2 | pour les 3 formulations a une profondeur de 2 - 4
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Figure 4-55 : Valeurs du pH durant 'expérience
pour les 3 formulations a une profondeur de 4 - 6
mm

Ces évolutions sont a prendre avec précaution du fait de la faible variation des valeurs.

Dans les deux premiers millimetres du matériau, le pH du mortier enrichi en nitrates et
immergé en milieu marin artificiel diminue (12,36 en début d’expérience a 12,25 en fin
d’expérience). Celui du mortier enrichi en nitrate mais immergé en eau salée diminue de
la méme fagon durant les quatre premieres semaines, puis augmente légerement en fin
d’expérience. A des profondeurs plus importantes (2 - 4 mm et 4 - 6 mm), I'évolution du
pH est beaucoup moins marquée, en raison de 'acces limité a la solution aqueuse. La
premiere couche du matériau étant celle en contact direct avec I'environnement extérieur,
c’est celle-ci qui sera dans un premier temps la plus marquée par I'action chimique et
biologique du milieu dans lequel elle se trouve.

La présence de biofilm sur le mortier enrichi en nitrate semble permettre une diminution
moins importante du pH que lorsque le biofilm est présent sur le mortier normalisé.

2.3. Suivi de la composition chimique du milieu marin artificiel
La composition du milieu marin artificiel et du milieu eau salée a été suivie durant toute
I'expérience, selon le protocole présenté dans le chapitre 2.
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2.3.1. Nutriments : nitrates
La concentration en ions nitrate a été suivie tout au long de 'expérience dans chacun des
bacs (milieu marin artificiel et eau salée). Les résultats sont regroupés dans la Figure 4-56.
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Figure 4-56 : Evolution de la concentration en ions nitrate dans le milieu marin artificiel et dans I’eau salée

Les ions nitrate sont, comme attendus, consommeés de facon continue par les diatomées
dans le milieu marin artificiel puisque leur concentration chute dans le milieu tout au long
de I'expérience, a la différence des ions nitrate présents dans le milieu d’eau salée.

2.3.2. Ions majeurs en eau de mer
La concentration en ions chlorure (Figure 4-57), sodium (Figure 4-58), sulfate (Figure

4-59) et potassium (Figure 4-60) a été suivie dans le milieu marin artificiel et dans 'eau
salée durant toute I'expérience d'immersion.
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Figure 4-57 : Evolution de la concentration en ion
chlorure dans le milieu marin artificiel et dans
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Figure 4-58 : Evolution de la concentration en ion
sodium dans le milieu marin artificiel et dans I'eau
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Figure 4-59 : Evolution de la concentration en ion
potassium dans le milieu marin artificiel et dans
'eau salée
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Figure 4-60 : Evolution de la concentration en ion
sulfate dans le milieu marin artificiel et dans I'eau
salée

De fagon générale, une augmentation de toutes les concentrations des ions est observée,
dans le milieu marin artificiel ou dans '’eau salée. L’évaporation de I'eau peut étre la
principale raison de la concentration en ces ions. Les concentrations en ion restent
cependant relativement stables pendant I'expérience.

2.3.3. Lixiviation : ions calcium

L’évolution de la concentration en ions calcium est présentée dans la Figure 4-61.

150

Theése Marie-Adeline FERRERO



ETUDE DES FACTEURS D'INFLUENCE SUR LA COLONISATION

=
N

e L
N w
|
T

Concentration Ca2+ (g/L)
R
—_
Z
.%
1

o

Temps (jours)

Figure 4-61 : Evolution de la concentration en ions calcium dans le milieu marin artificiel et dans I'eau
salée

La concentration en ions calcium dans le milieu marin artificiel évolue de facon peu
constante. Une diminution globale de la concentration est observée dans le milieu alors
qu’'une hausse de la concentration était attendue, en raison de la lixiviation du matériau
cimentaire. Les ions calcium pourraient alors précipiter a la surface du matériau
cimentaire, expliquant ainsi 'augmentation du pourcentage de présence dans le matériau,
observé dans la Erreur ! Source du renvoi introuvable..

2.3.4. Variation du pH de I'eau de mer artificielle

Le pH a été mesuré dans le milieu marin artificiel contenant les éprouvettes enrichies en
nitrate ainsi que dans I’eau salée. Ces valeurs ont été comparées a celles mesurées dans le
milieu marin artificiel contenant les éprouvettes de mortier normalisé (Figure 4-62).
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Figure 4-62 : Evolution du pH dans les solutions au cours du temps

L’activité photosynthétique des algues dans le milieu marin artificiel contenant les
éprouvettes de mortier enrichies en nitrate est visible puisque les variations de pH se
découpent en trois phases, expliquée dans le chapitre 2. Cette hausse de pH est liée a la
consommation des molécules de dioxyde de carbone présentes au sein du milieu par le
biofilm.

La hausse de pH observée dans le milieu marin artificiel contenant les éprouvettes avec
nitrate est également plus importante que celle observée dans le milieu marin artificiel
contenant les éprouvettes de mortier normalisé. Cette hausse plus forte pourrait étre due
a la quantité de biomasse plus importante dans le milieu et présentée dans la Figure 4-42.

2.4. CONCLUSIONS

Une formulation de mortier contenant une eau enrichie en ions nitrate a été immergée
dans un milieu marin artificiel. La colonisation ainsi que la composition chimique du
milieu ont été suivies, afin d’évaluer I'impact de la présence de nutriments enfermés dans
le matériau cimentaire.

Les mesures fluorimétriques du biofilm ont mis en évidence dans la Figure 4-42 que la
présence d’ions nitrate dans le matériau doublait presque la quantité de biomasse a la
surface des éprouvettes. Les cellules sont bien adaptées a leur support (Figure 4-43) et
ne semblent pas impactées par la présence importante de nutriments. En raison de la
présence plus importante de biomasse, I'activité photosynthétique est plus importante,
montrant une évolution du pH du milieu marin artificiel bien plus marquée (Figure 4-62).
Cette hausse du pH, conséquence directe de la présence du biofilm, pourrait impacter la
quantité des principaux hydrates de la pate cimentaire. En effet, en présence de biofilm,
la quantité de portlandite en surface diminue plus rapidement (Figure 4-48), en raison
d’un gradient de pH plus important. Le carbonate de calcium, quant a lui, est présent en
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quantités moins importante en surface (Figure 4-50). La quantité importante de biofilm
pourrait en étre responsable, en raison de besoins importants en dioxyde de carbone pour
maintenir le biofilm dans un bon état physiologique (Figure 4-43).

Les ions chlorure et sulfate montrent, en présence de biofilm sur les éprouvettes, une
pénétration dans le matériau plus importante (Figure 4-44 et Figure 4-46) que lorsque le
méme matériau estimmergé dans de ’eau salée. Ceci a déja été observé dans les chapitres
précédents et pourrait étre du a I'activité du biofilm a la surface des éprouvettes ; les
diatomées créeraient un microréseau a l'intérieur du matériau. Lorsque le matériau est
enrichi en nitrates, la pénétration des ions se fait de fagon moins marquée par rapport au
mortier normalisé. Cela pourrait étre lié a la quantité plus importante de biomasse qui se
développe sur le mortier enrichi en nitrate. Le biofilm, plus dense, aurait alors un role de
protection du matériau, limitant ainsi la pénétration des ions.
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CONCLUSION

L’objectif de cette premiere partie était d’étudier I'impact des facteurs internes au
matériau cimentaire sur la colonisation. Deux axes ont été développés :

- Une premiere partie a permis de faire varier la composition de la matrice solide,
en substituant le sable siliceux par du sable calcaire a différents taux (25%, 50%,
75% et 100%) ;

- Une seconde partie a étudié 'impact de I'ajout de nutriments pour les diatomées
dans la matrice cimentaire, en ajoutant des ions nitrate dans I'eau de gachage lors
de la confection des éprouvettes de mortier.

Dans les deux cas, des conclusions similaires ont été formulées quant au développement
de la biomasse sur les échantillons. L’ajout de sable calcaire ou de nutriments dans la
matrice cimentaire permet le développement bien plus conséquent du biofilm de
diatomées sur les surfaces, par rapport a celui qui se développe sur un mortier normalisé.

En raison de I'activité des diatomées, un microréseau pourrait étre créé dans la matrice
cimentaire, permettant la pénétration par diffusion des ions chlorure et sulfate présents
dans '’eau de mer vers l'intérieur du matériau. Cependant, la pénétration de ces ions
s’effectue de maniere moins forte que dans le mortier normalisé. La densité du biofilm
étant plus importante dans le cas de mortier formulés avec du sable calcaire ou enrichis
en nitrate, le biofilm pourrait alors agir comme une barriére physique vis-a-vis du
matériau.

Alinterface entre le biofilm et la surface de la matrice cimentaire, un tampon pH pourrait
également étre mis en place par le biofilm de diatomées, afin de garantir aux cellules des
conditions de croissance optimales. Ce tampon pH tendrait dans un premier temps a
dissoudre la portlandite contenue dans la matrice cimentaire. De plus, il permettrait
également de fournir du dioxyde de carbone aux diatomées, par dissolution progressive
de la matrice cimentaire. Le dioxyde de carbone apporté par le bullage pourrait alors
principalement réagir avec les ions calcium pour former du carbonate de calcium a la
surface des échantillons.

Dans '’eau de mer artificielle, les ions nitrate sont consommés par les diatomées tout au
long des différentes expériences, tandis que la concentration des ions majeurs (chlorure,
sodium, sulfate et potassium) reste relativement stable. Les ions calcium montrent une
diminution globale de leur concentration durant les six semaines d’immersion, qui
pourrait étre due a leur précipitation en carbonate de calcium sur la surface des
éprouvettes. L’évolution du pH dans chaque bac met en évidence I'activité
photosynthétique des diatomées, par l'intermédiaire des différentes phases relatives a
leur développement.

La composition de la matrice cimentaire joue donc un réle non négligeable quant a la
colonisation d’'un matériau cimentaire. La pénétration d’ions agressifs au sein de celui-ci
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a été observée, mettant en évidence la détérioration du matériau en raison de l'activité
des microorganismes a sa surface. Le phénomeéne de bioprotection, du fait de la densité
importante du biofilm, a été évoqué.
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INTRODUCTION

Un dispositif expérimental a été mis en place dans le but d’étudier la colonisation
d’éprouvettes de mortier par des diatomées dans un milieu marin artificiel. Afin de
vérifier les tendances observées, le dispositif expérimental a été utilisé dans un milieu
marin semi-naturel. Le terme semi-naturel est utilisé ici en raison de I'utilisation d’eau de
mer naturelle dans un environnement controlé au niveau de 'éclairage, de la température
extérieure (température de la salle ou la manipulation a lieu) et du volume d’eau utilisé.

Pour cela, le dispositif présenté dans les chapitres précédents a été mis en place au sein
de la station marine du Centre de Recherches en Environnement Cotier (CREC) a Luc-sur-
Mer (Calvados). La Figure 4-63 illustre sa mise en place.

Arrivée pompe a air

Lampes LED Bacrempli d’eau de mer naturelle,

contenantles éprouvettes de mortier

Figure 4-63 : Schéma du dispositif expérimental utilisé en milieu semi-naturel ; les éprouvettes sont
placées sur des tiges surélevées, selon la description du dispositif effectuée dans le chapitre 3

L’eau de mer est pompée directement dans la mer puis filtrée par passage sur un filtre a
sable afin d’enlever les plus gros résidus (Lestarquit etal., 2015). Les organismes présents
dans les bacs d’expérimentation sont donc ceux qu'’il est possible de trouver dans le milieu
marin naturel.
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1. RESULTATS DE LA COLONISATION EN MILIEU MARIN SEMI-
NATUREL, ETUDE SAISONNIERE

Une formulation de mortier normalisé a été immergée a différentes périodes de
I'année (automne, hiver, printemps et fin d’été) dans le but d’étudier 'impact des facteurs
environnementaux sur la colonisation. Les résultats vont étre présentés dans la suite de
ce chapitre.

1.1. Automne

Les éprouvettes de mortier ont été immergées, apres 28 jours de cure, du 14 novembre
2016 au 21 décembre. Le Tableau 4-4 regroupe les caractéristiques de I'’eau de mer au
moment ou celle-ci a été utilisée pour remplir les bacs servant a I'expérience.

Température =~ NH4+ NOs- NO2z- PO43 Si(OH)4
O (ng/L) (mg/L) (mg/L) (mg/l) (mg/L)
15/11/2016 ‘ 11,38 0,0676 2,13 0,0216 0,104 1,838
Tableau 4-4 : Caractéristiques de 1'eau de mer lors du remplissage des bacs en novembre 2016 (données
SOMLIT)

L’intensité d’encrassement a été suivie tout au long de l'expérience (Figure 4-64)
uniquement sur la face supérieure des éprouvettes de mortier, selon le mode opératoire
décrit dans le chapitre 2.
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Figure 4-64 : Evolution de l'intensité d'encrassement sur la surface des éprouvettes de mortier au cours
de l'immersion en milieu semi-naturel durant la saison de I'automne

L’intensité d’encrassement, en présence de lumiere, augmente de fagon tres rapide durant
les deux premieres semaines d'immersion pour atteindre un maximum de valeurs a 2,5%.
Une lente diminution des valeurs est ensuite observée, en raison du détachement du
biofilm et de sa consommation par des organismes brouteurs. Ces derniers présents dans
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I'’eau de mer naturelle se nourrissent du biofilm créé par les algues pour croitre et se
développer (Jenkins et al., 2001 ; Russell et al., 2013).

La présence importante d’ions nitrate, phosphate, ammonium et d’acide silicique
expliquerait la colonisation qui a lieu a la surface des éprouvettes. En effet, les atomes
d’azote (N) sont indispensables pour permettre aux micro-organismes de se développer,
tout comme les ions phosphates comme I'ont mentionné (Goldstein, 2007 ; Moe, 2009).
L’acide silicique est quant a lui consommé par les diatomées (chapitre bibliographique).
Sa concentration importante dans I'eau de mer au moment du remplissage des bacs
permet d’apporter des nutriments pour le développement des diatomées.

Les valeurs de I'évolution de la quantité de biomasse et du rendement quantique de la
photochimie du photosystéme ne sont pas évaluées dans cette partie.

1.2. Hiver

Les éprouvettes de mortier ont été immergées, aprés 28 jours de cure, du 10 janvier
2017au 23 février 2017. Le Tableau 4-5 présente les données physico-chimiques de I’eau
de mer lors du remplissage des bacs.

Température =~ NH4+ NOs- NO2z- PO43 Si(OH)4
O (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/l) (mg/L)
12/01/2017 ‘ 7,39 0,0141 1,970 0,0534 0,0902 1,569
Tableau 4-5 : Caractéristiques de 1'eau de mer lors du remplissage des bacs en janvier 2017 (données
SOMLIT)

L’'intensité d’encrassement de la surface des éprouvettes a été évaluée durant toute la
durée de I'expérience sur la face supérieure des éprouvettes. Les résultats obtenus sont
présentés dans la Figure 4-65.

35 T
—e— Semi_naturel Lumieére

“.)J
(e}
!

T

- @ - Semi_naturel_Référence

05 T

Intensité d'encrassement (%)
N
(e

~ -

S ————8———— g%
0,0 } } } } } } } } !

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temps (jours)

Figure 4-65 : Evolution de l'intensité d'encrassement sur la surface des éprouvettes de mortier au cours
de l'immersion en milieu semi-naturel durant la saison de I'hiver
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Durant I'immersion des éprouvettes, I'intensité d’encrassement a la surface de celles-ci
croit tout d’abord de maniére rapide jusqu’au 14¢me jour d’'immersion (1,06%) puis
décroit brutalement par la suite, en raison du détachement du biofilm et de la présence
d’organismes brouteurs, comme cela a été expliqué dans la partie précédente. Elle se
stabilise ensuite en toute fin d’expérience.

La quantité de biomasse Fo a été mesurée a la surface de chacune des éprouvettes, selon
le mode opératoire présenté dans le chapitre 2 (Figure 4-66).

2000 +
—=&— Semi-naturel_Lumieére
— @ — Semi-naturel_Référence
1500 +
o
© * + 3
3 1000 +
(o]
(<
500 +
0 f’l—}—I—-ii—--I-.-—I-—'_I--—I_'-I__"I

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temps (jours)

Figure 4-66 : Evolution de la quantité de biomasse (Fo, unités arbitraires) sur la surface des éprouvettes
de mortier durant I'expérience en saison hiver

La méme tendance d’évolution que celle de 'intensité d’encrassement est observée, c’est-
a-dire une augmentation de la quantité de biomasse sur les éprouvettes de mortier durant
les deux premieres semaines d’'immersion, puis la diminution de celle-ci. La diminution
s’effectue de facon moins brutale et se stabilise tres vite en fin d’expérience. Bien que le
biofilm se développe sur les éprouvettes, les cellules ne sont pas bien acclimatées a leur
substrat comme le montre la Figure 4-67.
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Figure 4-67 : Evolution du rendement quantique de la photochimie du photosystéme (Fv/Fm) des cellules
présentes a la surface des éprouvettes de mortier immergées en milieu marin semi-naturel durant la
saison de 'hiver

Le rendement quantique de la photochimie du photosysteme augmente tout d’abord
rapidement pendant les quatorze premiers jours d'immersion pour atteindre une valeur
maximale de 0,25. Une fois cette valeur atteinte, le ratio Fv/Fm chute et se stabilise a une
valeur inférieure jusqu’a la fin de I'expérience.

Comme (Morelle, 2017 ; Napoléon, 2012) I'ont souligné, les cellules sont extrémement
sensibles aux conditions environnementales de leur milieu, que sont les nutriments, la
lumiere et la température du milieu. Lors du remplissage des bacs, 'eau de mer étaita une
température tres faible (Tableau 4-5), pouvant expliquer la plus petite intensité
d’encrassement. Le manque de nutriments, combiné a la température faible du milieu lors
de l'expérience explique le fait que le rendement quantique de la photochimie du
photosystéme reste inférieur a 0,3.

1.3. Printemps

Les éprouvettes ont été immergées, apres 28 jours de cure, du 09 mai 2017 au 19 juin
2017. Le Tableau 4-6 récapitule les caractéristiques de I'’eau de mer lorsque celle-ci a été
utilisée pour remplir les bacs.

Température NH4+ NOs- NOz PO43 Si(OH)4
(Y) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
11/05/2017 ‘ 13,10 0,00239 1,169 0,0161 0,0104 0,0595
Tableau 4-6 : Caractéristiques de 1'eau de mer lors du remplissage des bacs en mai 2017 (données
SOMLIT)

L’intensité d’encrassement a été suivie durant cette expérience d'immersion a la surface
des éprouvettes. Les résultats sont présentés dans la Figure 4-68.

Thése Marie-Adeline FERRERO 161



ETUDE DES FACTEURS D’'INFLUENCE SUR LA COLONISATION

w
51
I
1

—e— Semi-naturel_Lumiére

w
o
!

T

— & = Semi-naturel_Référence

Intensité d'encrassement (%)
™
(e

1,5 +

1,0 +

0,5

00 4 il ol S et |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Temps (jours)

Figure 4-68 : Evolution de l'intensité d'encrassement sur la surface des éprouvettes de mortier au cours
de I'immersion en milieu semi-naturel durant la saison du printemps

L’intensité d’encrassement augmente a partir du 7¢me jour d'immersion et jusqu’au 20¢eme
jour pour atteindre un maximum de 1,34%. Une fois ce maximum atteint, les valeurs
chutent immédiatement et diminuent jusqu’a la fin de I'expérience. Les valeurs obtenues
sont encore plus faibles que celles mesurées lors de la période d'immersion en saison
hivernale.

La quantité de biomasse a été mesurée par fluorimétrie a la surface des éprouvettes
(Figure 4-69), afin de savoir si la méme tendance est observée.
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Figure 4-69 : Evolution de la quantité de biomasse (Fo, unités arbitraires) sur la surface des éprouvettes
de mortier durant l'expérience en saison printemps
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De la méme facon que pour l'intensité d’encrassement, la quantité de biomasse n’évolue
pas lors de la premiere semaine d'immersion et reste stable. Elle augmente ensuite
jusqu’au 20&me jour puis diminue aussitot jusqu’a la fin de 'expérience. La quantité de
biomasse maximale obtenue est comparable a celle mesurée lors de l'expérience
d'immersion en saison hivernale.

La Figure 4-70 présente les valeurs mesurées du rendement quantique de la photochimie
du photosysteme lors de I'expérience.
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Figure 4-70 : Evolution du rendement quantique de la photochimie du photosystéme (Fv/Fm) des cellules
présentes a la surface des éprouvettes de mortier immergées en milieu marin semi-naturel durant la
saison du printemps

Comme I'évolution de l'intensité d’encrassement ou de la quantité de biomasse, les
valeurs du ratio Fv/Fm n’augmentent qu’apres une semaine d'immersion des éprouvettes
de mortier. La valeur maximale est atteinte au 20¢™e jour et reste par la suite relativement
stable jusqu’a la fin de 'immersion. Les valeurs de Fv/Fm sont donc plus élevées que lors
de I'expérience effectuée en plein hiver, mais restent néanmoins inférieures a 0,5. Les
cellules sont moyennement adaptées a leur substrat.

La température étant plus forte qu’'en hiver (13,10 °C alors qu’elle était de 7,39 °C en
janvier 2017), ce parametre pourrait expliquer la meilleure acclimatation des cellules a
leur environnement. En effet, au niveau de la composition chimique en nutriments, I'eau
de mer est encore moins concentrée en ions nitrate, ammonium, phosphate ou en acide
silicique. Les cellules ont donc acces a moins de nutriment, cela pourrait expliquer le faible
développement de biomasse a la surface des éprouvettes de mortier.
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1.4. Find’été
Des éprouvettes ont été immergées, apres 28 jours de cure, du 29 aolt 2017 au 15
novembre 2017.

Température NH4+ NOs- NO:- PO43- Si(OH)4

CO (mg/L)  (mg/l) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
21/08/2017 | 19,01 0,000486 0,00155  0,0139  0,00475 0,102

Tableau 4-7 : Caractéristiques de 1'eau de mer lors du remplissage des bacs en mai 2017 (données
SOMLIT)

La Figure 4-71 illustre les résultats obtenus lors du suivi de I'intensité d’encrassement a
la surface des éprouvettes de mortier.
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Figure 4-71 : Evolution de l'intensité d'encrassement sur la surface des éprouvettes de mortier au cours
de I'immersion en milieu semi-naturel a la fin de I'été

L’intensité d’encrassement n’augmente qu’a partir de la premiere semaine d'immersion
jusqu’a la 2éme semaine d'immersion, puis diminue pour augmenter a nouveau a partir de
la 4éme semaine d'immersion. La valeur maximale est atteinte au 59¢me jour (1,12%) et se
stabilise par la suite.

Cette faible intensité d’encrassement est surprenante puisqu’il était attendu qu’a la fin de
I’été le milieu marin soit riche en nutriments. D’apres le Tableau 4-7, 'eau de mer est, au
contraire, encore moins riche en nutriments, expliquant donc la trés faible intensité
d’encrassement mesurée et le développement trés tardif des micro-organismes a la
surface des éprouvettes.

Ce développement tardif des cellules sur les échantillons est également observé par
caractérisation fluorimétrique (Figure 4-72).
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Figure 4-72 : Evolution de la quantité de biomasse (Fo, unités arbitraires) sur la surface des éprouvettes
de mortier durant I'expérience a la fin de I'été

Durant les quatre premieres semaines d'immersion, la quantité de biomasse n’évolue pas,
fluctuant autour de la quantité de biomasse initiale. Ce n’est qu'apres 36 jours
d'immersion que l'augmentation de la quantité de biomasse est observée. La valeur
maximale est atteinte apres 44 jours d’'immersion. Une fois cette derniere dépassée, la
quantité diminue et se stabilise a une valeur inférieure pour toute la fin de 'expérience.

La tendance observée par mesure de l'intensité d’encrassement est donc également
visible par mesure de la quantité de biomasse a la surface des éprouvettes. Les valeurs de
Fo sont sensiblement les mémes que les immersions ayant eu lieu au printemps ou en
hiver.

Au niveau de I'acclimatation des cellules a leur substrat, il est possible d’observer que ces
derniéres sont dans un mauvais état physiologique (Figure 4-73).
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Figure 4-73 : Evolution du rendement quantique de la photochimie du photosystéme (Fv/Fm) des cellules
présentes a la surface des éprouvettes de mortier immergées en milieu marin semi-naturel a la fin de I'été

Le rendement de la photochimie du photosystéme augmente durantles 36 premiers jours,
correspondant au maximum de biomasse présent a la surface des éprouvettes. La valeur
atteinte ne dépasse pas 0,4. Une fois ce maximum atteint, le ratio chute immédiatement
jusqu’a la fin de I'expérience. Les cellules ne sont donc pas bien acclimatées a leur milieu,
certainement en raison du manque flagrant de nutriments dans le milieu. Bien que I'eau
de mer ait été récupérée en fin d’été, elle est extrémement pauvre en nutriments et ne
permet pas le développement des micro-organismes.

2. SYNTHESE DES RESULTATS ET COMPARAISON AU MILIEU MARIN
ARTIFICIEL

Une méme expérience a donc été réalisée quatre fois en milieu marin semi-naturel, a
différentes saisons. L’eau de mer est le seul parametre qui évolue durant les expériences.
Afin d’évaluer de maniere comparative l'effet de I'environnement extérieur sur la
colonisation, les résultats vont étre placés dans les mémes graphiques. De plus, les
résultats obtenus dans le chapitre 3 vont étre ajoutés, dans le but de comparer le
développement du biofilm en milieu marin artificiel et en milieu marin semi-naturel.

Température NH4+ NOs- NOz- PO43- Si(OH)4
O (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L)
Eau mer 20 - 149 - - [concentré]

artificielle

15/11/2016 11,38 0,0676 2,13 0,0216 | 0,104 1,838

12/01/2017 7,39 0,0141 1,970 | 0,0534 | 0,0902 1,569

11/05/2017 13,10 0,00239 1,169 | 0,0161 | 0,0104 0,0595

21/08/2017 19,01 0,000486 | 0,00155 | 0,0139 | 0,00475 0,102

Tableau 4-8 : Concentration des ions lors des différentes manipulations
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La Figure 4-74 illustre la comparaison des intensités d’encrassement mesurées a la
surface des éprouvettes selon la période a laquelle elles ont été immergées dans I'eau de
mer naturelle.

—e— MN_Milieu artificiel

—s— Automne_Milieu semi-
naturel

—— Hijver_Milieu semi-naturel

—+— Printemps_Milieu semi-
naturel
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Figure 4-74 : Comparaison de l'intensité d’encrassement a la surface des éprouvettes de mortier entre les
éprouvettes immergées en milieu semi-naturel (automne, hiver, printemps et fin d’été) et celles
immergées en milieu marin artificiel

L’intensité d’encrassement est supérieure dans le cas des éprouvettes immergées en
milieu marin artificiel par rapport a celles immergées en milieu marin semi-naturel, en
raison des concentrations tres importantes des nutriments dans le milieu et des
conditions de croissance favorisées (Tableau 4-8).

L’intensité d’encrassement est plus importante dans le cas de l'immersion des
éprouvettes de mortier dans le milieu marin en automne. Lors des immersions en hiver,
printemps ou a la fin de I'été, les intensités d’encrassement ne dépassent pas la valeur de
1,5 % alors que celle des mortiers immergés en automne monte jusqu’a environ 2,5 %
d’encrassement.

Mis a part le suivi d'immersion ayant eu lieu a la fin de I'été, les courbes d’intensités
d’encrassement suivent les mémes tendances, c’est-a-dire 'augmentation des valeurs
pour atteindre un point maximal puis une chute de celles-ci. Cette tendance a été observée
quelque soit le milieu d’étude (artificiel ou semi-naturel).

Les courbes relatives au suivi de la quantité de biomasse a la surface des éprouvettes ont
également été placées dans un méme graphique (Figure 4-75).
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Figure 4-75 : Comparaison de la quantité de biomasse a la surface des éprouvettes de mortier entre les
éprouvettes immergées en milieu semi-naturel (automne, hiver, printemps et fin d’été) et celles
immergées en milieu marin artificiel

Les valeurs mesurées sur les éprouvettes de mortier durant I'expérience pendant la
saison de 'automne ont été ajoutée. En effet, méme si elles ne permettent pas d’évaluer
I'évolution de la quantité de biomasse, elles permettent tout de méme d’avoir une
indication quant a la quantité de biomasse présente en fin d'expérience sur les
échantillons.

Comme I'évaluation de l'intensité d’encrassement, la quantité de biomasse lors de
I'expérience effectuée en milieu marin artificiel est supérieure a celle des expériences
effectuées en milieu marin semi-naturel. Les conditions de croissance optimales
(température, lumiére, nutriments) peuvent en étre la raison. Lors de 'expérience en
automne, la quantité de biomasse Fo est supérieure aux autres expériences ayant eu lieu
en milieu marin semi-naturel. En effet, en fin d’expérience, la quantité de biomasse est de
I'ordre de 2500 unités arbitraires alors qu’elle n’est en moyenne que de 1300 unités
arbitraires pour les trois autres expériences effectuées a d’autres saisons.

Le développement des micro-organismes sur les éprouvettes de mortier normalisé
s’effectue mieux en période automnale qu’en hiver, printemps ou méme en fin d’été. Trois
parametres environnementaux peuvent affecter le développement et induire un stress
sur le biofilm (température du milieu, disponibilité en nutriments et quantité de lumiere
regue par les microorganismes pour effectuer la photosynthese). Ce stress est visible dans
chacune des manipulations au travers de la mesure du rendement de la photochimie du
photosystéme (Figure 4-76).
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Figure 4-76 : Comparaison du rendement quantique de la photochimie du photosysteme a la surface des
éprouvettes de mortier entre les éprouvettes immergées en milieu semi-naturel (automne, hiver,
printemps et fin d’été) et celles immergées en milieu marin artificiel

Les valeurs mesurées sur les éprouvettes immergées lors de la premiere expérience
(automne) ont été ajoutées au graphique dans le but de permettre une comparaison entre
les états d’acclimatation des cellules a leur substrat entre toutes les saisons étudiées.

Pour toutes les manipulations en milieu semi-naturel, les cellules sont moyennement
voire pas du tout acclimatées a leur milieu de développement, au contraire des cellules
présentes dans le milieu marin artificiel. Les valeurs n’excedent pas un ratio Fv/Fm de
0,5, bien qu’elles s’en approchent lors de I'immersion au printemps. L’expérience
effectuée en plein hiver montre le moins bon ratio.

Des stress sont donc induits sur les cellules selon la période a laquelle est récupérée I'eau
de mer. Trois parametres peuvent créer ces mauvais états d’acclimatation. Le premier
concerne l'énergie lumineuse, permettant aux cellules d’effectuer les réactions de
photosynthese (Behrenfeld et al, 2004 ; Cole et Cloern, 1987). Dans les expériences
effectuées ici, I'énergie lumineuse est toujours la méme et n’évolue pas entre chaque
manipulation. Le deuxieme parametre concerne les nutriments, indispensables au
développement des organismes (Behrenfeld et al., 2004 ; Mangoni et al., 2009). Dans les
manipulations présentées dans cette partie, la composition de I’eau de mer évolue selon
la période de I'année. Les concentrations en nitrate, phosphate ou encore en acide
silicique sont, a 'automne, relativement importante alors qu’elles sont de plus en plus
faible au fur et a mesure de l'avancée dans l'année. A la fin du mois d’aoit, les
concentrations sont au plus bas et expliquent alors la difficulté des cellules de se
reproduire pour former un biofilm sur les éprouvettes. Enfin, le troisieme et dernier
parametre est relatif a la température de 'eau de mer (Claquin et al.,, 2008 ; Davison,
1991). Durant les manipulations, 'eau de mer a été récupérée a différents moments de
I'année. La température a donc logiquement évoluée entre un début de manipulation au
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mois d’aofit et un autre au mois de janvier. En effet, entre ces deux manipulations, 'écart
de température est presque de 10 °C, ce qui est trés important au niveau du
développement du biofilm.

La manipulation ayant eu lieu a la fin du mois d’aolit a donc eu 'avantage d’avoir une
température de l'eau de mer particulierement élevée (19,09 °C) mais une grande
pauvreté en éléments nutritifs, expliquant le faible développement d'organismes. La
manipulation en hiver a combiné une faible température de 'eau (7,39 °C) ainsi qu'une
certaine pauvreté en éléments nutritifs. La manipulation des mois de mai et juin a quant
a elle eu lieu a une température moyenne (13,1 °C) mais toujours avec une eau de mer
pauvre en nutriments. Enfin, la manipulation ayant permis d’observer le développement
de micro-organismes le plus important est celle démarrée en novembre. En plus de
bénéficier d’'une richesse en nutriments, sa température (11,38 °C) n’a pas été un frein
trop important pour le développement des organismes.
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CONCLUSION

Au travers de cette étude en milieu semi-naturel, plusieurs conclusions ont pu étre tirées.
Tout d’abord, d’'un point de vue général, une colonisation faible des éprouvettes de
mortier normalisé a été observée en milieu semi-naturel, en comparaison a la colonisation
ayant eu lieu en milieu marin artificiel. En milieu artificiel, I'intensité d’encrassement
approchait les 8% alors qu’elle dépasse difficilement les 2,5% en milieu semi-naturel. De
la méme facon, la quantité de biomasse est également tres faible par rapport aux
expériences effectuées en laboratoire (~ 2000 u. a. en milieu semi-naturel contre ~ 8000
u. a. en milieu artificiel). Cette plus faible colonisation peut étre expliquée par différents
facteurs. Tout d’abord, 'eau de mer étant filtrée puis passée sous UV, de nombreuses
especes, présentes en eau de mer ont pu étre retenues avant leur entrée dans les bacs. De
plus, par rapport au milieu marin artificiel utilisé en laboratoire, les cellules sont, en
milieu semi-naturel, beaucoup moins concentrées. Cette plus faible concentration
impacte donc la colonisation puisqu’il leur faut plus de temps pour se développer. La
température et I'abondance des nutriments sont également autant de parameétres qui
affectent le développement des cellules. 1l existe également en milieu semi-naturel une
grande diversité d’organismes, non caractérisés, présents dans les bacs lors des études.
Certains de ces organismes se développent dans un biofilm, tandis que d’autres (les
brouteurs) se développent en se nourrissant du biofilm créé. Ces brouteurs entrent donc
en compétition avec les organismes colonisateurs, diminuant ainsi la quantité de biofilm
créé ala surface des éprouvettes de mortier immergées.

L’intérét d'immerger les éprouvettes a différents moments dans I'année était de mettre
en avant l'influence des saisons sur la colonisation d’'un matériau cimentaire. L’expérience
ayant eu lieu en automne a montré la meilleure colonisation en raison de conditions
environnementales plus favorables qu’aux autres saisons. En effet, la température de I'’eau
de mer et la concentration élevées en nutriments ont permis aux cellules de mieux se
développer qu’aux autres saisons.
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L’ensemble des travaux de recherche présentés dans ce manuscrit a été réalisé au sein
des laboratoires de 'ESITC Caen et de la station marine du CREC basée a Luc-sur-Mer. Ces
travaux ont été effectués afin de développer I'étude de la colonisation des microalgues sur
les matériaux cimentaires ainsi que leur effet sur les propriétés chimiques de ceux-ci.

Les littoraux sont soumis a une bétonisation croissante et de plus en plus importante en
raison de l'accroissement de la population mondiale. De nombreuses interactions ont
alors lieu entre le milieu marin et le matériau, au niveau physique, chimique et biologique.
Les interactions biologiques sont, a la différence des deux autres types d’'interactions, tres
peu documentées dans la littérature. Dans le contexte actuel de protection de
I'environnement et des fonds marins, mieux comprendre linteraction entre
I'environnement marin et le béton menerait a une meilleure utilisation de ce matériau
dans le futur. De multiples débouchés pourraient ainsi en découler tels que la construction
d’infrastructures ayant également une visée écologique.

Plusieurs actions ont ainsi été menées durant cette these:
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- Mise en place d’'un dispositif expérimental reproduisant partiellement le milieu
marin ;

- Comparaison du dispositif expérimental créé a un milieu semi-naturel ;

- Choix d’outils pertinents permettant d’évaluer la colonisation ;

- Etude de I'impact de la formulation sur la colonisation ;

- Influence des facteurs environnementaux sur la colonisation.

Le manuscrit présenté a permis d’apporter quelques éléments de réponse aux questions
précédemment soulevées.

Dans un premier temps, I’étude bibliographique a permis de relier le domaine du génie
civil a celui de la biologie marine, afin de mieux cerner 'aspect pluridisciplinaire de cette
these. Cette étude a également permis de mettre en évidence le manque de connaissances
concernant l'interaction entre les organismes marins et les matériaux cimentaires,
puisque les principales recherches effectuées en milieu marin s’intéressent plutét a I'effet
chimique de I'eau de mer sur la matrice cimentaire ou son impact physique sur les
propriétés mécaniques du matériau. Concernant les interactions d’ordre biologique entre
le biofilm de microorganismes marins et le matériau cimentaire, les recherches sont
beaucoup moins nombreuses voire quasiment inexistantes. Afin d’avoir un socle de
connaissances au départ de cette thése, les recherches bibliographiques se sont tournées
vers le domaine du développement d’algues sur les facades des batiments. Ce domaine
s'intéresse en effet aux interactions existantes entre le matériau cimentaire des batiments
et les algues s’y développant a leurs surfaces, en proposant des protocoles expérimentaux
de caractérisation de la colonisation. Une revue bibliographique axée sur la biologie du
milieu marin a permis de mettre en évidence les principaux facteurs pouvant influencer
le développement des algues. Tout d’abord les facteurs environnementaux des milieux
marins comme la température du milieu, la disponibilité en nutriments ou encore la
quantité de lumiere recue ont été détaillés. Dans un second temps, les facteurs propres au
matériau cimentaire, tels que la rugosité de la surface ou la géométrie de I'ouvrage ont été
mentionnés. Les conséquences du développement d'un biofilm de microorganismes sur
les matériaux cimentaires sont diverses. Tout d’abord, le phénomene de biodétérioration
a été étudié au travers de plusieurs articles mettant en évidence l'effet négatif des
microorganismes sur les propriétés du matériau. Certains auteurs ont également souligné
la protection physique qui peut étre apportée par le biofilm sur le matériau.

Des essais utilisés essentiellement en biologie, en chimie ou dans le domaine du génie civil
ont été adaptés a la thématique de cette these. Les protocoles ont été travaillés afin de
d’obtenir des résultats pertinents pour le sujet de cette these. La souche de diatomées
Cylindrotheca closterium a été choisie en raison de sa robustesse, nécessaire dans une
étude pluridisciplinaire telle que celle-ci.

Pour effectuer cette étude, il a tout d’abord été nécessaire de mettre en place le dispositif
expérimental. Ce travail a été le fruit d’'une étude approfondie afin de créer un dispositif
facile a mettre en place et représentatif de la réalité. Il est composé d'un bac, d’'une pompe
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a air ainsi que de deux rampes LED permettant un éclairage reproduisant le cycle du
Soleil. Ce dispositif a été rempli d’eau de mer, fabriquée a partir de sels marins
synthétiques. Une souche de diatomées Cylindrotheca closterium ainsi que les nutriments
nécessaires a son développement ont été ajoutés. Afin de pouvoir évaluer les
modifications de la matrice cimentaire par le biofilm, chaque étude a également été
reproduite dans un milieu ne contenant que I'eau avec les sels marins (appelée eau salée
dans I’étude). Des éprouvettes de mortier normalisé, agées de 28 jours ont étéimmergées
pendant six semaines. Elles ont été caractérisées de fagon non-destructive dans le but de
suivre la colonisation des surfaces. Trois méthodes ont été utilisées :

- Analyse d'image par prise de photographies réguliéres de la surface ;
- Spectrocolorimétrie ;
- Fluorimétrie.

Chaque face (face supérieure, faces latérales et face inférieure) a été évaluée, afin
d’évaluer la pertinence des outils de caractérisation. Ces différentes caractérisations ont
montré des résultats cohérents et des cinétiques de recouvrement des surfaces
relativement proches. Cependant, il a été choisi de ne pas continuer la caractérisation par
analyse d’images, en raison de la marge d’erreur trop importante pouvant découler de
I'appréciation de I'ceil de I'opérateur. La face supérieure a montré une colonisation plus
importante que les faces latérales et inférieure, en raison de son orientation préférentielle
alalumiére. Pour la suite des expériences, seule cette face sera donc évaluée. Les analyses
chimiques par chromatographie ionique ont montréune pénétration plus importante des
ions chlorure et sulfate dans le matériau cimentaire lorsque I'éprouvette était recouverte
de biofilm. La création d'un microréseau dans le matériau par les diatomées pourrait
expliquer ce phénomeéne. Les analyses effectuées par thermogravimétrie ont montré une
formation de carbonate de calcium plus importante en présence de biofilm, probablement
en raison de l'activité photosynthétique des algues.

Afin d’évaluer I'impact de la composition du substrat sur la colonisation, des éprouvettes
enrichies en carbonate de calcium ou en nutriments (nitrates) ont également été
immergées. L'outil de spectrocolorimétrie a montré des limites de détection, en raison
d’'une densité de diatomées trop importante a la surface des échantillons.

La quantité de biomasse présente a la surface du matériau a été deux fois supérieure a
celle détectée lors de I'immersion de mortier normalisé, dans le cas des éprouvettes
formulées avec du sable calcaire ou enrichies en ions nitrate. La pénétration des ions
chlorure et sulfate a été observée comme étant supérieure lorsque I'éprouvette de mortier
était recouverte de biofilm. Ces observations mettent donc en évidence le role important
que joue le biofilm dans la pénétration des ions agressifs présents dans I'eau de mer et
appuient ’hypothese de la création d’'un microréseau au sein du matériau. Il a cependant
été observé que la pénétration de ces ions était moins marquée au sein de ces matériaux
(enrichis en nitrates ou en présence de sable calcaire) qu’au sein du mortier normalisé.
Ces observations pourraient alors mettre en évidence le phénomeéne de bioprotection du
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biofilm sur le matériau. En effet, en raison de sa présence plus marquée, le biofilm pourrait
alors jouer un role de barriere physique vis-a-vis des ions présents dans '’eau de mer.

La présence de biofilm accélererait également la lixiviation de la matrice cimentaire.
Plusieurs hypotheses pouvant expliquer ce phénomene ont été émises :

Dissolution de la matrice par les sécrétions des diatomées ;
Création d’'un tampon pH a 'interface entre le matériau cimentaire et le biofilm.

Il a été également mis en évidence la formation plus importante de carbonate de calcium
a la surface des matériaux cimentaires recouverts de biofilm. Plusieurs phénomeénes
pourraient en étre la raison comme la photosynthése des microorganismes ainsi que la
carbonatation. La présence plus importante de biofilm sur les éprouvettes de mortier a
également été visible par mesure du pH de la solution d’eau de mer artificielle.

Les résultats obtenus dans cette thése confirment donc le potentiel d’étude de tels sujets,
en lien avec les objectifs scientifiques actuels. La liste ci-dessous permet de mettre en
lumiére plusieurs propositions pour de futures recherches, dans le but d’améliorer le
dispositif expérimental concu pour cette étude ou de pousser les recherches par rapport
aux résultats obtenus dans cette étude :

Il serait intéressant de faire fonctionner le dispositif expérimental de facon
continue, dans le but d’avoir un renouvellement constant des nutriments pour les
diatomées et de s’affranchir du phénomene de lixiviation des matériaux
cimentaires ;

En utilisant un systéme continu, il serait alors possible d’effectuer le suivi de la
colonisation sur une durée plus importante. Ceci pourrait donc mettre en évidence
de fagon plus nette I'effet du biofilm sur la composition de la matrice cimentaire ;

Les phénomenes de pénétration des ions chlorure et sulfate sont tres intéressants.
L’étude de leur comportement dans le matériau en présence de biofilm pourrait
étre approfondie et toucherait de nombreux domaines industriels en lien avec
I'utilisation du béton armé en milieu marin ;

Dans cette étude, un seul microorganisme a éteé utilisé (la diatomée Cylindrotheca
closterium), ne donnant des conclusions que pour cette espéce. Le milieu marin
étant extrémement diversifié, il serait intéressant d’effectuer les études avec
d’autres especes marines ;

Les éprouvettes de mortier immergées en milieu semi-naturel au CREC n’ont pas
été autant caractérisées que celles immergées en laboratoire. Il serait intéressant
d’effectuer les mémes analyses chimiques. Ces immersions pourraient également
étre plus longues et posséder un systeme de renouvellement constant de I'eau de
mer ;
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- Les éprouvettes pourraient également étre immergées en milieu completement
naturel. La colonisation et la biodétérioration devraient s’effectuer plus
rapidement en raison d'une disponibilité continue des nutriments et d’'un brassage
régulier du milieu environnant. Dans cette situation, d’autres considérations
seraient alors a prendre en compte, comme la forme des échantillons par exemple ;

- Dans cette étude, |'état de surface des éprouvettes n'a pas été un facteur d’étude
comme cela a pu étre le cas dans différentes recherches. Il serait intéressant
s’'intéresser a des criteres tels que la rugosité ou le pH de surface ou la porosité du
matériau, dans le but de mieux comprendre les mécanismes de colonisation.
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ANNEXES

ANNEXE A : Fiche technique du ciment (Calcia)
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ANNEXE B : Fiche technique du sable siliceux 0/2
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ANNEXE C : Fiche technique du sable calcaire 0/4
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ANNEXES

ANNEXE D

Evolution de l'intensité d’encrassement sur toutes les faces par bac
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ANNEXES

ANNEXE E

Concentrations des ions chlorure, sulfate, sodium et nitrate, mesurées dans les
échantillons de mortier normalisé a 0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm de profondeur avant

immersion.

(g/L) cl S042- Na* NOs-
0-2mm 0,0410 0,0301 0,0358 0,0237
2-4mm 0,0278 0,0257 0,0177 0,0162
4-6mm 0,0222 0,0197 0,0139 0,0122

Concentrations des ions chlorure, sulfate et sodium, mesurées dans les échantillons de

sable calcaire a 0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm de profondeur avant immersion.

(g/L) Cl- S04% Na+t
0-2mm | 0,0410 0,0356 0,0358
SS100 o> "4 mm | 10,0278 0,0315 0,0177
4-6mm | 0,0222 0,0259 0,0139
0-2mm | 0,0451 0,0358 0,0327
SC.25 2-4mm | 00344 0,0343 0,0208
4-6mm | 00247 0,0256 0,0171
0-2mm | 00524 0,0370 0,0454
SC50 2-4mm | 00395 0,0265 0,0269
4—6mm | 00251 0,0254 0,0197
0-2mm | 0,0488 0,0370 0,0440
SC.75 2-4mm | 00353 0,0265 0,0172
4-6mm | 00256 0,0254 0,0213
0-2mm | 0,0472 0,0378 0,0377
SC100 ™5 4 mm | 00256 0,0257 0,0183
4—6mm | 00210 0,0231 0,0184

Concentrations des ions chlorure, sulfate, sodium et nitrate, mesurées dans les
échantillons de mortiers enrichis en nitrate a 0 - 2 mm, 2 - 4 mm et 4 - 6 mm de

profondeur avant immersion.

(/L) cl S042 Na+ NOs-
0-2mm 0,0359 0,0317 0,0259 0,0237
2 -4 mm 0,0209 0,0177 0,0136 0,0138
4-6mm 0,0193 0,0169 0,0115 0,0131
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ANNEXE F

Dérivée premiere de I'analyse thermogravimétrique du matériau cimentaire étudié a la
profondeur 2 - 4 mm, dans le temps
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RESUME

Dans le contexte actuel d’accroissement de la population mondiale, il est nécessaire de
construire d’avantage d’infrastructures pour répondre a la pression industrielle
grandissante. Ces constructions se font principalement sur la mer comme les ports, les
iles artificielles ou encore les logements touristiques. Le béton est le matériau
majoritairement utilisé en raison de son faible colt de production mais aussi de sa
résistance a I'eau de mer. Comme tout matériau immergé en milieu marin, le béton est
colonisé par les organismes vivants, devenant ainsi support de leur développement.
Cependant, I'’eau de mer est un milieu particulierement agressif vis-a-vis des matériaux
cimentaires ; des dégradations physiques, chimiques et biologiques sont observées dans
le temps. Les deux premiers types de dégradation sont particulierement bien documentés
par la communauté scientifique. En revanche, les dégradations biologiques sont peu
étudiées. L’objectif de cette these est donc de tout d’abord mettre en place un dispositif
expérimental en laboratoire, permettant la colonisation d'un matériau cimentaire par des
microorganismes. Des outils pertinents pour caractériser le biofilm sur le matériau ont
été choisis apres une étude bibliographique, dans le but de mieux comprendre la cinétique
de colonisation. Des analyses chimiques du matériau ainsi que de I’eau de mer artificielle
ont été effectuées a échéances régulieres pour évaluer les actions du biofilm sur le
matériau cimentaire. Différents matériaux ont été formulés pour étudier 'impact de la
formulation sur la colonisation.

Mots clefs : mortier ; colonisation ; biofilm ; diatomées ; biodétérioration
ABSTRACT

In the current context of increased world population, it is necessary to built more
infrastructures to meet the increasing industrial pressure. These constructions are
erected on the sea as harbors, artificial islands or tourist accommodation. Concrete is
mainly used because of its low-cost and durability in the marine environment. Like any
material immersed in seawater, concrete is colonized by living organisms, becoming an
habitat for their development. However, seawater is a very aggressive environment
towards cementitious materials; physical, chemical and biological degradations are
observed with time. Nowadays, physical and chemical degradations are well understood
and reported in the literature but there is a lack of knowledge concerning biological
effects. The aim of this thesis is first develop an experimental device in laboratory,
allowing the colonization of cementitious material by microorganisms. Relevant tools to
characterize the biofilm on the material were chosen to better understand colonisation’s
kinetic. Chemical analysis of material and seawater were made to evaluate the actions of
the biofilm on cementitious material. Different materials were produced to study the
impact of the formulation on the colonization.

Keywords : mortar ; colonization ; biofilm ; diatoms ; biodeterioration



