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Introduction

Depuis plusieurs années, la méthode de précipitation de carbonate induite par voie
microbienne (MICP) émerge dans divers domaines, notamment celui des matériaux de
construction. L’un des principaux facteurs de détérioration des matériaux utilisés dans la
construction, par exemple les bétons ou les roches calcaires, est la présence de pores. Le
traitement de ces matériaux avec des bactéries calcifiantes permet de remplir les pores avec la
précipitation de carbonate de calcium (CaCOg) et de limiter les détériorations potentielles. Par
diverses voies métaboliques, certaines bactéries, dites calcifiantes, sont capable d’induire la
formation de minéraux comme le CaCOs™.

Cette méthode a été étudiée comme traitement de surface des roches ornementales? ou de
granulats de béton recyclés®*, pour la production de « bio-briques »*° ou pour 1’amélioration
de sols pulvérulents’®4 De plus, le remplissage des pores ou des fissures avec le CaCOs
permet également I’immobilisation de composés polluants dans un matériau'®. A 1’université
de Delft, Jonkers et al.® ont développé une méthode biologique pour élaborer des matériaux
cimentaires autocicatrisants, en incorporant les bactéries calcifiantes encapsulées dans la
formulation. Lorsqu’une fissure se forme, les capsules peuvent se dissoudre dans 1’eau
s’infiltrant par la fissure ou céder sous une certaine pression mécanique et libérent les bactéries
permettant I’initiation de la précipitation de CaCOg afin de colmater la fissure. De maniére plus
générale, si la méthode MICP permet de réduire la perméabilité d’un milieu poreux et de le
réparer, elle peut également en améliorer les performances mécaniques®!. Dans le cas du
renforcement de matériaux pulvérulents ou la production de « bio-briques », la précipitation de
CaCO3 dans un milieu granulaire permet de créer des ponts solides entre les grains!’

(Figure 1), et d’améliorer les performances mécaniques macroscopiques du matériau.

CaCo,

Grain

Point de contact
entre grains

Figure 1. Illustration d’un ensemble de sable avant et aprés bio-cimentation®®,
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Introduction

En 2013, Cheng et al.'® ont abordé et étudié cette méthode pour différents degrés de saturation
en liquide des pores d’un milieu granulaire (assemblage de sable). Leurs résultats montrent que
cette méthode fournit une amélioration des performances mécaniques significative a faible
saturation, entre 20 et 80% (du volume des pores occupé par le liquide), et pour de faibles
quantités de CaCOs précipitées dans le sable. Cela s'explique par la capillarité : lorsqu'un milieu
granulaire est désaturé en liquide, des ponts liquides se forment au voisinage des contacts des
grains, ce qui permet de concentrer I’action des bactéries dans ces zones stratégiques.
L’injection de mousses liquides dans les milieux granulaires pourrait conduire a une répartition
assez similaire du liquide dans l’espace poreux et permettrait d’atteindre des degrés de

saturation bien inférieurs a 20%.

L’objectif de la thése est d’étudier 1’adaptation de la méthode MICP avec des mousses bio-
calcifiantes en vue d’élaborer des matériaux poreux cohésifs (« bio-briques ») pour des
applications dans le domaine de la construction. Ainsi, I’utilisation de mousse souleve plusieurs
problématiques. En effet, les mousses liquides sont produites a partir de solutions de tensioactifs
qui sont, pour la majeure partie, bactéricides. L’enjeu est donc de trouver des tensioactifs
inoffensifs pour les bactéries calcifiantes et qui n’altérent pas leur propriété bio-calcifiante. De
plus, les procédés de bio-calcification peuvent nécessiter plusieurs phases d’injection de liquide
(nutriments ou réactifs) amenant un autre enjeu qui porte sur la connaissance des propriétés de
la mousse confinée dans 1’espace poreux (propriétés hydrauliques et vieillissement). Enfin, il
s’agit de montrer par une observation locale si cette nouvelle méthode permet la formation de

ponts solides entre les grains (condition indispensable a la production de matériaux cohésifs).

Ces diverses problématiques et les stratégies mises en ceuvre pour y répondre seront développés
dans divers chapitres de ce manuscrit. Cependant, dans le premier chapitre Généralités, nous
définirons les différentes notions utiles a ce projet concernant la microbiologie (comportements
bactériens, bio-calcification) et la physico-chimie des mousses (tensioactifs, caractérisation
d’une mousse liquide, évolution d’une mousse). Nous présenterons également les avancees la
littérature concernant la méthode MICP appliqué a I’amélioration des propriétés mécaniques de
matériaux sableux. Dans le deuxiéme chapitre « Matériaux et méthodes », nous présentons les
differents matériaux et méthodes microbiologiques et de caractérisation chimiques et physiques
nécessaire pour mener a bien ce projet. Le troisieme chapitre porte sur 1’étude de la

compatibilité entre tensioactifs et bactéries. Plusieurs tensioactifs sont testés pour déterminer la

13



Introduction

molécule tensioactive idéale pour produire des mousses stables et non bactéricides. La
formulation de la mousse est également investiguée pour permettre la bio-calcification de se
produire. Le quatriéme chapitre concerne 1’étude des mousses liquides confinées dans un milieu
granulaire. Les propriétés hydrauliques et I’évolution de ces mousses peuvent étre impactées
par le confinement. Dans le cinquieme chapitre, nous nous intéressons a tester une formulation

de mousse bio-calcifiante dans les conditions de bio-cimentation d’un assemblage de grains.

14
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Chapitre 1 : Géneéralités
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Chapitre 1 : Généralités

Dans ce chapitre, nous nous intéressons a différentes notions de microbiologie
(comportements bactériens, bio-calcification) et de physico-chimie des mousses (tensioactifs,
caractérisation d’une mousse liquide, évolution d’une mousse). Nous nous intéressons

également a la littérature concernant la méthode MICP pour I’amélioration de sols sableux.

1. Les bactéries

Les bactéries font partie de la grande famille des micro-organismes, parmi les moisissures, les
virus, les levures, les microalgues et les archées. Les bactéries sont unicellulaires et procaryotes,
c'est-a-dire qu’elles sont composées d’une cellule sans noyau. Toutes les informations
génétiques, les réserves de carbone, de phosphate ou autre, se situent dans I’espace intra-
cellulaire (cytoplasme) de la cellule.

L’enveloppe des cellules bactériennes est constituée de diverses parties (de I’intérieur vers
I’extérieur) : une membrane cytoplasmique composée d’une bicouche phospholipidique, et
d’une paroi cellulaire qui protége la cellule vis-a-vis de ’environnement extérieur. Selon la
structure de cette paroi protectrice, deux sous-groupes bactériens se distinguent : les bactéries
Gram positif et les bactéries Gram négatif. Les bactéries Gram positif présentent une couche de
peptidoglycanes en guise de paroi (Figure 1- 1). Celle-ci est épaisse, plutdt élastique et
perméable. Les bactéries Gram négatif ont une paroi constituée d’une couche de peptidoglycane
et d’une bicouche phospholipidique (Figure 1- 1)%°. En raison de I’épaisseur de la couche de
peptidoglycane, les bactéries Gram positif sont plus résistantes a la pression osmotique que les

Grams-négatifs.
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Chapitre 1 : Généralités

Extérieur de la cellule Extérieur de la cellule

] peptidoglycane

Bicouche
phospholipidique
(e ~ 8 nm)

a. Gram négatif b. Gram positif

Figure 1- 1. Structure des parois cellulaires des souches bactériennes a. Gram négatif, b. Gram positif
dont la membrane cellulaire est principalement composée d’une bicouche phospholipidique dont

[’épaisseur est d’environ de 8 nm.

Il existe un grand nombre d’espéces bactériennes, divisés en différentes souches. Une souche
bactérienne correspond a un ensemble de cellules dérivant d’une méme bactérie d’origine et
dont les bactéries ont hérité certains traits typiques.
Lorsqu’une espéce microbienne se trouve dans un environnement favorable a sa survie
(présence de nutriments), les micro-organismes se développent naturellement et se multiplient.
Selon les espéces, les nutriments nécessaires a leur bon développement différent. L’ensemble
de ces nutriments est appelé milieu de culture.
Le développement bactérien se produit par divisions cellulaires. Les stratégies de reproduction
sont multiples, mais la stratégie la plus simple et la plus répandue est la scissiparité : la cellule
s’allonge, les informations génétiques sont répliquées, puis la cellule se divise en deux cellules
jumelles. Ce mécanisme amene & une croissance exponentielle de la taille de la population
microbienne.?
En laboratoire, la culture des bactéries se fait souvent en milieu liquide dans un systéme fermé
(ou culture en « batch »). Dans ce cas, le milieu de culture n’est pas renouvelé et la quantité de
nutriments diminue a mesure que les bactéries se développent. Les bactéries produisent
également des déchets dont la concentration augmente au cours du temps. La croissance
bactérienne dans ce type de culture est constituée de 4 phases distinctes (Figure 1- 2.a) :

- 1. Phase de latence : les bactéries ne croient pas immédiatement, c¢’est une phase

d’adaptation au milieu de culture.
- 2. Phase de croissance (ou phase exponentielle) : augmentation du nombre de bactéries,
on parle de phase exponentielle lorsque le taux de croissance (nombre de divisions par

unité de temps) est maximal et constant pendant quelques heures.
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- 3. Phase stationnaire, initiée par un ralentissement de la croissance ; résultant de la
limitation en nutriments, le nombre de cellules qui naissent est égal au nombre de
cellules qui meurent et il y a une accumulation de déchets toxiques.

- 4. Phase de déclin : les cellules ne se divisent plus, elles entrent en dormance ou elles

sont detruites par autolyse.
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Figure 1- 2. a. Exemple de courbe de croissance bactérienne dans le cas d’un systeme ferme ; b.
Exemple de courbe de croissance diauxique dans le cas d’un systeme fermé. Chaque phase de
croissance est indiquée par un numéro, 1 : phase de latence ; 2 et 2° : phase de croissance ; 3 et 3’ :

phase stationnaire ; 4 : phase de déclin.

Lorsque le milieu de culture est composé d’au moins deux sources de carbone on peut observer
une croissance diauxique?, c'est-a-dire une croissance en deux temps (Figure 1- 2.b). Ce
phénomene de diauxie a été mis en évidence par Jacques Monod?? en 1978. Ainsi, une fois le
premier composé €puisé, les bactéries ont besoin d’un nouveau temps de latence pour s’adapter

et pour pouvoir assimiler le deuxiéme composé, et ainsi de suite.

Les déchets produits par les bactéries sont souvent toxiques pour la souche mais peuvent parfois
étre valorisés, comme des protéines ou par exemple des ions permettant d’initier la précipitation
de minéraux. Le phénomeéne de production et d’accumulation de minéraux par les bactéries est
appelé bio-minéralisation. Lorsqu’il s’agit de précipitation de carbonate de calcium (CaCO3),
on parle de bio-calcification. On parlera de bio-cimentation pour le processus d’amélioration

des propriétés mécaniques.
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2. Bio-calcification

La précipitation de CaCOsz est un phénoméne qui peut avoir lieu sans ’intervention de
microorganismes. En effet, la dissolution et I’hydratation de CO> dans I’eau produit le polyacide
H>CO3/HCO3/COs?% plus généralement appelé carbone inorganique dissout (CID), dont les

zones de préedominance respectives dépendent du pH (Figure 1- 3).

HgCOg HCOg' COgE'

: i > ou
6.4 103

Figure 1- 3. Diagramme de prédominance acido-basique des espéces H,COs, HCO3 et COz*

Les réactions associées sont les suivantes :

CO2 + H,O - HCO3 + H* (Dissolution du CO2 dans I’cau)
HCOs; « COz* + H* (Réaction acidobasique)
H,COs & HCO3 + H* (Réaction acidobasique)

En présence d’ions calcium et a pH > 6,4, les formes HCOs'et COs? peuvent précipiter des

CaCOs, produit trés peu soluble dans I’eau. Les réactions chimiques en jeu sont les suivantes :

Ca?* + 2HCOs & CaCOs + CO, + H20 (6,4 > pH > 10,3)
Ca?* + COs* & CaCOs (pH > 10,3)

La précipitation de CaCOs depend donc de la concentration en CID, en ions calcium, du pH et
de la présence ou non d’un site de nucléation, c'est-a-dire un site permettant la rencontre des
ions. Cependant, I’hydratation de CO2 est une réaction trés lente, ainsi le phéenomene de

calcification est aussi tres lent.

Depuis plusieurs années, les microorganismes ont été étudiés dans le but de favoriser ce
processus de calcification, souvent appelée MICP, un acronyme pour la Précipitation de
Carbonate Induite par voie Microbienne. Quelques études ont été publiées sur la bio-

calcification a partir de champignons (carbonate fongique)?*2* et a partir d’algues (ou
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microalgues)?®, mais la majorité des études portent sur la calcification induite par des bactéries.
En effet, certaines bactéries ont des métabolismes impliquant la création d’un milieu alcalin®
(pH basique) et la production de CID, favorisant donc la précipitation de CaCOas. Selon la
souche bactérienne, différents mécanismes métaboliques™?, impliquant le cycle du carbone
et/ou le cycle de 1’azote, aboutissent a la préecipitation de CaCOzs. Les voies métaboliques
spécifiques a cette étude seront décrites dans les paragraphes suivants 2.1 et 2.2.

De plus, les bactéries servent de sites de nucléation’?"?8 dans la mesure ou les ions carbonates
sont produits et concentrés dans I’environnement proche de la bactérie. De plus, la paroi des
bactéries est chargée négativement, ce qui permet d’attirer les cations divalents (tels que les
ions calcium) a la paroi®®. Ainsi, la rencontre des ions se situent au niveau de la paroi
bactérienne et la précipitation se produit dans cette zone. Par ailleurs, lorsque la précipitation

est conséquente la cellule bactérienne fini par étre piégée par une croute de CaCO3%,

2.1. Mécanismes de bio-calcification : Cycle de 1’azote

Le mécanisme le plus répandu et le plus étudié dans la littérature concerne le mécanisme de
I’hydrolyse de I’'urée en lien avec le cycle de 1’azote. Ce mécanisme est possible en présence
d’oxygene, de matieres organiques, d’une source de calcium et d’urée a disposition des
bactéries.

La dégradation de 1’urée (CH4N:20O) par une enzyme (Equation 1- 1), I’uréase, entraine la
formation d’ammoniac (NHs) et d’un intermédiaire réactionnel le carbamate (H,N-COOH)?"2°,
Le carbamate réagit spontanément avec 1’eau (Equation 1- 2) pour former a nouveau de

I’ammoniac et de 1’acide carbonique (H2CO3).

Hydrolyse de ’urée :

uréase .
H2N-CO-NH:z + H2 O —— H2N-COOH + NH3 Equation 1- 1
H2N-COOH + H,O —— H>CO3z + NHs3 Equation 1- 2

Dissolution du NH3 dans ’eau :

2 NH3 + 2 H,0 - 2 NH4" + 2 OH" Equation 1- 3
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La dissolution de I’ammonium (Equation 1- 3) a pour effet de basifier localement le milieu
autour des bactéries. Et donc & pH > 6,4, les ions CO3? et HCO3" réagissent alors avec les ions
calcium et la précipitation de CaCOs a lieu autour des bactéries.

L’uréase est produite par certaines bactéries dites uréolytiques. Différentes souches utilisent
cette voie métabolique pour précipiter du CaCOs. Les souches le plus étudiees font partie de la
famille des Bacillus : Sporosarcina pasteurii, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium, etc... Sporosarcina pasteurii est connue pour synthétiser I’enzyme uréase en

grande quantité (forte activité uréase) favorisant la précipitation de CaCO3%.

Il existe d’autres mécanismes moins répandus, en lien avec le cycle de ’azote, comme la
réduction des nitrates (en I’absence d’oxygene ou en présence de trés peu d’oxygene), en
présence de matieres organiques, de calcium et de nitrate, et I’ammonification des acides

aminés en présence d’oxygene, de matiéres organiques et de calcium®.

2.2. Mécanismes de bio-calcification : Cycle du carbone

Toutes les bactéries ont besoin, entre autres, d’une source de carbone pour pouvoir se
développer. Pour produire du carbonate, les bactéries peuvent aussi utiliser le carbone
organique (cycle du carbone), c'est-a-dire les sucres (CsH1206) présents dans les nutriments

comme les protéines ou des sels organiques. La réaction généralisée est la suivante® :

CeH1206 + 6 H20O + 6 O2 —» 6 CO2 + 12 H20 + énergie Equation 1- 4

La concentration en CO> dissout dans le milieu favorise alors la présence d’ions carbonates et
la précipitation de CaCOsa.

Certaines bactéries sont dotées de I’enzyme carbonique anhydrase qui provoque
I’interconversion du dioxyde de carbone® en carbone dissout. La présence de cette enzyme

favorise la formation de CaCO:s.
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3. Parametres influencant I’efficacité de la bio-calcification

Dans cette partie, nous allons passer en revue différents parameétres influencant 1’efficacité de
la bio-calcification utilisant la voie uréase (la voie la plus étudiée) : composition de la solution
bio-calcifiante (bactéries, calcium et urée), conditions environnementales (pH, température) et
structurelles (types de matériau granulaire), et techniques de mise en ceuvre de la bio-

cimentation.
3.1. Composition de la solution bio-calcifiante

Source de calcium

La majorité des expériences sont effectuees avec le chlorure de calcium (CaCly). Ce composé
est hautement soluble dans I’eau permettant une grande disponibilité des ions Ca?* dans la
solution. Le nitrate de calcium et I’acétate de calcium (AcCa) sont aussi hautement solubles
dans I’eau. Plusieurs chercheurs ont étudi¢ I’effet de la nature de la source de calcium sur la
bio-précipitation. Il a été démontré que la source de calcium influence la cristallographie du
CaCOs, la morphologie et la taille des cristaux'4*33*, Le CaCOs précipité peut rester amorphe
ou devenir cristallin de trois facons différentes : en calcite, en vatérite ou en aragonite. La calcite
est la forme cristalline la plus stable. Généralement, c’est de la calcite qui est précipitée en
présence de CaCl,!*%3% En présence d’AcCa, il arrive d’obtenir de la vatérite®!, de
I’aragonite® ou de la calcite’*. La nature du calcium n’est pas le seul facteur influengant la
précipitation, il est donc complexe de prédire les caractéristiques de précipitation. Néanmoins,
Zhang et al.>3 et Abo-EI-Enein et al.!* ont montré que 1’AcCa pouvait étre une bonne alternative
au CaCl; pour la précipitation de CaCOs par hydrolyse de 1’urée en termes de amélioration des

propriétés mécaniques.

Proportion des réactifs

Selon 1’équation de la réaction pour la précipitation de CaCO3 (paragraphe 2) dans le cas de
bactéries uréolytiques, il faut 1 mole d’urée et 1 mole d’ion calcium pour obtenir 1 mole de
CaCOs. C’est donc naturellement que la majorité des expériences de bio-cimentation sont
effectuées pour un mélange équimolaire d’urée et de calcium. Cette hypothese a été validée par
une étude de Nemati et al.*® qui ont étudié 1’effet de la proportion en calcium et en urée sur la

précipitation en CaCOs3 avec la souche Proteus vulgaris. Ils ont obtenu les meilleurs taux de
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conversion (>99%) pour les ratios calcium:urée de 1:1 et 1,2:1. Néanmoins, Ivanov et al.*
expliquent que le ratio calcium/urée optimal dépend du pH du milieu : si le pH est trop bas, il
pourrait étre nécessaire d’augmenter la proportion d’urée a hydrolyser pour augmenter le pH et

favoriser la formation de CaCOs.

Souches bactériennes

Le choix des bactéries est un point essentiel pour la bio-cimentation. En effet, en fonction de
I’espece et de la souche, les mécanismes employés pour induire la précipitation, ainsi que
I’efficacité des enzymes, ne sont pas les mémes®’. De plus, la souche bactérienne doit étre
capable de survivre dans le milieu granulaire a bio-cimenter. C’est pour cette raison que
beaucoup d’études sur I’amélioration des sols ont été réalisées avec des souches du type
Bacillus comme Sporosarcina pasteurii, Bacillus sphaericus, Bacillus subtilis, que 1’on
retrouve abondamment dans les sols a 1’état naturel. La souche S. pasteurii est la souche la plus
¢tudiée et elle a montré une grande capacité d’adaptation aux variations de pH ainsi qu’une
grande activité de ’uréase®. C’est une souche non pathogéne qui utilise I’hydrolyse de 1’urée
pour induire la précipitation de CaCOs. D’autres chercheurs ont choisi d’utiliser les souches

déja présentes dans le milieu*®2° & traiter pour éviter toute compétition avec la flore locale.

Activité uréase

L’activité uréase est définie par la vitesse de réaction de I’hydrolyse induite par I’uréase et peut
étre décrite, par exemple, par la quantité d’urée hydrolysée par minute (en mmol/l/min). Nemati
et al.*® montrent que plus I’environnement est concentré en uréase, plus la réaction de
précipitation est rapide : les vitesses de précipitation pour les concentrations d’uréase a 0,01 et
0,1 g/l sont respectivement 0,07 et 0,79 g/I/h (en gramme de CaCOs précipité).

Whiffin*t a montré que I’activité uréase et la concentration en bactéries ne sont pas bien
corrélées. Pourtant beaucoup d’études montrent une relation positive entre la concentration en
bactéries et Dactivité de 'uréase*? . Par exemple, Zhao et al.*® montrent que I’activité
enzymatique de ’uréase (chez la souche S. pasteurii) augmente proportionnellement avec la
concentration en bactérie (0,3 < DO <1,5). Cela suggere que chaque cellule bactérienne produit
la méme quantité d’uréase. De maniere génerale, la concentration en bactéries est représentee
par la densité optique (DO) de la suspension bactérienne car la DO est proportionnelle avec la

concentration en bactéries. Cet aspect sera détaillé dans le chapitre 2.
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Concentration en bactéries

Comme expliqué dans le paragraphe 2, en plus de synthétiser les enzymes nécessaires a la
production des ions carbonates (uréase, carbonique anhydrase, etc), les cellules bactériennes
agissent comme sites de nucléation'-?"28, c'est-a-dire que la précipitation de CaCOs est initiée
principalement au niveau des cellules bactériennes.

Gandhi*’ évoque aussi que les cristaux de CaCOs formés entrent en compétition avec les
premiers cristaux précipités : c'est-a-dire, la croissance des premiers cristaux va étre freinée par
I’apparition de nouveaux cristaux. Dans le cas d’une concentration forte en bactéries (ou une
activité enzymatique forte), les cristaux précipités seront alors plutot petits. Cette hypothese est
confirmée par une étude de Cheng et al.*® avec la souche B. sphaericus. L’observation des
échantillons au microscope électronique a balayage montrent que pour une faible concentration
en bactéries, les cristaux formés sont plus gros que les cristaux formés pour de fortes
concentrations (Figure 1- 4). S’il y a peu de bactéries, les cristaux sont plus gros car tous les
CaCOs se forment sur quelques sites. Mais la taille des cristaux dépend aussi de la concentration

en réactifs.

Figure 1- 4. Bio-cimentation d’un assemblage de sable a partir d’une suspension bactérienne pour
une activité de ['uréase de a. 5 pmol/ml/min et b. 50 umol/ml/min. L activité de 'uréase a été

diminuée en réduisant la concentration en bactéries. Modifié de Cheng et al. 2016* et Dadda 2017%,

Concentration en réactifs

Plusieurs études montrent que 1’augmentation de la concentration en réactifs (calcium et urée
en proportions équimolaires) permet d’augmenter la quantité de CaCOs précipité*044-46,
Toutefois, Al Qabany et al.*° ont étudié la morphologie et la répartition de la bio-précipitation
avec la souche S. pasteurii dans un échantillon de sable en fonction de la concentration en

réactifs, urée et CaCly, a densité optique constante (DO = 0,8 - 1,2). A 0,25 mol/l en réactifs,
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les cristaux précipités de CaCOs sont petits et sont répartis de fagon homogene a 1’échelle des
grains (Figure 1- 5.a). De ce fait, les cristaux CaCOs3 sont répartis uniformément au niveau des
contacts entre les grains. A 1 mol/l, les cristaux précipités sont gros et sont répartis de fagon
hétérogeéne dans I’échantillon (Figure 1- 5.b).

! 60pm : { 500um '
Figure 1- 5. Photos des échantillons de sable apres bio-cimentation avec des concentrations en
réactifs (urée et CaCly,) de a. 0,25 mol/l, b. 1 mol/Il. Modifié de Al Qabany et Soga 2012%.

La concentration a également un effet sur ’uniformité a 1’échelle de ’échantillon. A forte
concentration en réactifs, la rapidité de la réaction favorise 1’obstruction des pores®® proche de

la zone d’injection et rendant difficile la propagation des réactifs dans le reste de 1’échantillon.

En combinant les informations avec le paragraphe précédent, on s’apercoit que de petits cristaux
de CaCOs se forment dans deux cas: a forte concentration en bactéries et/ou a faible
concentration en réactifs. A I’inverse, de gros cristaux de CaCOs; se forment a faible
concentration en bactérie avec une forte concentration en réactifs (suffisante pour faire croitre
les cristaux). Le rapport de ces deux concentrations semble donc un paramétre important dans
le cadre du développement des précipités de CaCOs. Néanmoins, la concentration en réactifs

joue un role supplémentaire sur ’homogénéité de la précipitation dans les échantillons traités.

Effets sur les propriétés mécaniques

Pour améliorer les propriétés mécaniques d’un matériau granulaire (sable), la majorité des
études est réalisée en traitant le matériau plusieurs fois permettant d’atteindre des résistances
mécaniques de quelques MPa**. Cela permet également d’atteindre les mémes quantités de

CaCOgz précipitées pour deux échantillons aux conditions différentes. Cela permet surtout
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d’augmenter la quantité de CaCOz précipités de fagon homogéne avec de faibles concentrations
en réactifs. Pour une méme quantité de CaCOs précipité, Al Qabany et al.*® montrent que la
résistance a la compression est plus importante lorsque la concentration en calcium est plus
faible avec la souche S. pasteurii, lorsque la précipitation se fait de fagon plus homogéne. Dans
le cas des expériences de Zhao et al.*®, ils parviennent a améliorer la résistance a la compression
d’un échantillon de sable de fagon proportionnelle a la concentration en réactifs sur une plage
allant de 0,25 a 1 mol/l, et pour une DO égale a 0,6. Entre 1 et 1,5 mol/l, il n’y a pas
d’amélioration, I’efficacité de la bio-cimentation est méme réduite.

A concentration en réactifs constante (1 mol/l), Cheng et al.*® montrent que la résistance
mécanique est plus importante lorsque le processus a été realisé (et répété) avec une faible
concentration en bactéries (B. sphaericus), décrite par 1’activité uréase : pour une quantité de
CaCOs de 0,04g/g de sable, la résistance a la compression est de 800 kPa, 420 kPa et 180 kPa
pour des activités de I’uréase respectivement de 5, 10 et 50 pumol/min/ml. Cela s’explique par
une précipitation majoritairement localisée au niveau des contacts entre les grains lorsque la

concentration en bactéries est faible.

Dans le cas de la souche S. pasteurii, la densité optique utilisée est généralement comprise entre
0,8 et 2111438495152 ot |3 concentration en réactifs est comprise généralement entre 0,5 et 1,2

mol/1*27151 pour le processus de bio-cimentation.

3.2. Conditions environnementales

3.2.1. Température

Ferris et al.>® montrent que de 10°C a 20°C, I’activité de I’uréase de la souche S. pasteurii
augmente d’un facteur 10 avec la température. Yi et al.>* ont exploré une gamme plus large de
la température (de 5 a 40°C) pour montrer son effet sur ’activité de 1’uréase au bout de 48h.
C’esta 30°C que I’activité de I’uréase est optimale. De 10 a 30°C la quantité d’urée décomposée
est proportionnelle & la température ; au-dela de 35°C I’activité de I’uréase chute drastiquement.
En 2009, Van Paassen etudie différents paramétres, dont la température, sur ’activité de
I’uréase mais aussi sur sa cinétique. Il montre une relation exponentielle entre la vitesse de

décomposition de I’urée v, adimensionnée par la vitesse initiale vy, et la température T :
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Up nQio
—= T—T
— exp(( 0) 10

) Equation 1- 5

Le facteur de I’activité de 1’uréase Q,, est égale a 3,4 pour une gamme de température comprise
entre 5 et 35°C.

La température a aussi un impact sur la morphologie du CaCOs précipité. En effet, Cheng et
al.*® ont étudié les tailles des cristaux de CaCO3 pour des températures de 4, 25 et 50°C lors de
la bio-cimentation. Leurs observations au Microscope Electronique a Balayage (MEB)
montrent que le CaCOz s’organise en larges cristaux (20-50 pm) pour une température de 25°C.
A 4 et 50°C, les cristaux formés sont dix fois plus petits (2-5 pum).

La gamme de températures idéale se situe entre 20 et 37°C>°. Aussi, a température ambiante,
les cristaux formés sont gros et sont plus efficaces pour augmenter la cohésion entre les grains*.
Pour des températures plus élevées, les cristaux formés peuvent étre plus nombreux*® mais sont
aussi plus petits, ce qui implique un renforcement du milieu granulaire plus faible pour une

méme quantité de CaCOs précipitée.
3.2.2. pH

Dans la litterature, les études décrivent souvent des expériences avec S. pasteurii pour un pH
autour de 913144951 'En effet, cette valeur de pH a été déterminée comme étant le pH optimal
pour la croissance de S. pasteurii®®, de méme que pour d’autres souches bio-calcifiantes et de
type Bacillus, par exemple B. sphaericus. Stocks-Fischer et al.>” montrent également que la
précipitation induite 1ié a I’activité uréase de la souche S. pasteurii est optimale pour une plage
de pH entre 8,3 et 9.

Néanmoins, plusieurs études ont montré que I’hydrolyse de I’urée implique une augmentation
du pH dans I’environnement local des bactéries®>®8, ce qui permet d’étudier la bio-précipitation
pour une gamme plus large de pH initial (entre 6,5 et 9,3). La bio-précipitation est quand méme
plus lente pour des valeurs de pH inférieures a 8%"41°°, Cependant, lorsque la réaction est lente,

les cristaux formés sont de taille plus large, favorisant la formation de ponts entre les grains®’4*.
3.3. Milieu granulaire

La composition du milieu granulaire influence la bio-précipitation par différents biais : la nature

minéralogique des grains, la taille et la distribution de taille des grains, ainsi que leur angularité.
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Mortensen et al.% ont étudié différents types de sable en terme de minéralogie pour la bio-
précipitation : du sable de quartz, de calcite, d’oxide de fer, et de feldspath. Il s’est avéré que la
sable de calcite, déja riche en CaCOg, est le sable le plus favorable pour la bio-précipitation de
CaCoO:.

La taille des grains aussi tres importante. En effet, la taille des bactéries peut étre entre 0,3 et 3
um®, La perméabilité du sol, fixée en partie par la taille des grains, doit étre suffisamment
grande pour permettre le passage des bactéries a travers 1’espace poreux. D’aprés Maier et al.
(2009)*, un sol sableux avec une taille de grains entre 0,05 & 2 mm est adéquate pour le
déplacement de la souche S. pasteurii dans les pores, rendant possible leur injection en milieu
poreux sableux%%2,

Cheng et al.*® ont expérimenté la bio-cimentation de sable avec une fine distribution de
0,15 mm et 1,18 mm. Leur étude montre que la précipitation dans les grains de 0,15 mm permet
d’obtenir une meilleure résistance a la compression pour une méme quantité de CaCOs3
précipité. De plus, dans sa thése soutenue en 2007, Rebata-landa®® explore une large gamme de
taille de grains entre 0,36 um et 10 mm, dont des argiles, du sable et des graviers. Elle détermine
un maximum de précipitation de CaCOs pour les plus petites tailles de grains de sable autour
de 10 et 300 um (Figure 1- 6). Lorsque la taille des grains de sable augmente, le pourcentage
de CaCOsz précipité diminue. Les sols argileux ont une granulométrie trop faible (faible
perméabilité) pour injecter correctement les bactéries. Tandis que les sols de gravier ont une
taille de pores trop importante, il devient difficile de créer des ponts entre les grains (espace
entre grains important) et la majorité de la bio-précipitation se produit a la surface des grains et
diminue D’efficacité du procédé®’. Les petites tailles de grains de sable facilitent bio-

précipitation de CaCOs et favorisent I’amélioration des propriétés mécaniques.
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Figure 1- 6. Quantité de CaCOj3 précipitée en fonction de la taille des grains du matériau granulaire.
Modifié & partir de Tang et al. 2020%" et Rebat-Landa 2017

Cheng et al.*® et Mortensen et al.®° ont également étudié 1’effet de la distribution de taille sur la
bio-précipitation. Pour un sable fin et polydisperse (plusieurs tailles de grains), I’amélioration
des propriétés mécaniques est plus importante et aussi plus rapide que pour un sable
monodisperse (une seule taille de grains). De la méme facon que pour un sable fin, une
distribution large de taille de grains induit un plus grand nombre de contacts entre particules.
Pour éclaircir I’effet de la taille et celui de la distribution de taille des grains, Al Qabany
(2011)%7%4 a étudié I’effet de la densité relative du milieu granulaire sur les propriétés
mécaniques pour différentes quantités de CaCOgz précipité. Il a pu montrer que la réesistance a
la compression augmente avec la densité relative initiale de 1’échantillon de sable pour une
quantité de CaCOs identique.

Mais Kadhim et Zhen (2017)% soulignent que les bactéries peuvent floculer, c'est-a-dire
qu’elles peuvent s’agréger et former des objets de taille supérieure a 100um, réduisant ainsi
leur capacité a étre transportees dans le milieu. Dans ce cas de figure, réduire la porosité en
ayant un sable avec plus grande distribution est défavorable pour une bonne amélioration des

propriétés mécaniques.

L’aspect anguleux des grains de sable a aussi un effet sur ’amélioration des sols par la bio-
précipitation. Effectivement, Nafisi et al.%® révélent qu’un sable aux grains anguleux
favorise la cohésion des grains bio-cimentés par rapport a un sable aux grains sphériques. Xiao

et al.>! renforcent cette observation en étudiant différentes proportions de particules angulaires
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dans la composition du sable pour la bio-cimentation. Effectivement, lorsque la proportion de
particules anguleuses augmente, les cristaux de CaCOs sont plus efficaces, c'est-a-dire formant
un pont entre deux grains, et précipités au niveau des contacts entre grains (« effective
crystals », Figure 1- 7.a). Tandis que les cristaux sont précipités majoritairement au niveau de
la surface des grains lorsqu’ils sont sphériques (Figure 1- 7.b). Du fait de ’augmentation du
nombre de contacts inter-particulaires en présence de grains anguleux, la résistante a la

compression des échantillons plus anguleux et bio-calcifiés est plus importante.

SEM HV: 10.0 kV WD: 8.71 mm MIRA3 TESCAN
View field: 830 ym Det: SE

j N

SEM HV: 10.0 kV WD: 12.10 mm

Figure 1- 7. Bio-cimentation d’'un ensemble de grains a. anguleux et b. ronds. Modifié de Xiao et al.
2019, Les « cristaux efficaces » participent & la formation de ponts entre grains. Les « cristaux non

efficaces » sont localisés a la surface des grains.

Ainsi, sil’on a le choix du milieu granulaire a rendre cohésif, le parameétre important a optimiser

est donc le nombre de contacts entre les grains®”.
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3.4. Méthodes d’injection

La technique employée pour injecter les bactéries et les différents réactifs a également son
importance. Elle détermine la répartition des bactéries et donc la localisation de la précipitation.
Plusieurs stratégies d’injection sont utilisées : la méthode d’injection classique, la méthode dite

de pré-mélange et la méthode de percolation.

La méthode d’injection classique, la plus couramment employée pour la bio-cimentation d’un
milieu granulaire, consiste a injecter directement les solutions de réactifs et de bactéries dans
les milieux granulaires. Cependant, pour éviter que I’initiation de la précipitation se produise
avant I’injection et provoque un colmatage des premiers pores pendant I’injection, les bactéries
et les réactifs (urée, calcium) sont injectés séparément. On parle d’une injection en deux temps.
Généralement, 1’injection se fait du haut vers le bas pour se rapprocher des conditions
d’application sur un sol. La majorité de études démontrent néanmoins une inhomogénéité de la
précipitation de CaCOs3 dans les échantillons®>867.68,

La répartition des bactéries peut étre controlée par la vitesse d’injection et I’ajout de sels pour
fixer les cellules'®*2, En effet, dans un échantillon de sable, la surface des grains est globalement
chargée négativement par la présence de groupements silanol, tout comme la surface des
cellules bactériennes. L’adsorption ou la fixation des bactéries sur ce type de surface est alors
difficile du fait des effets répulsifs entre deux surfaces de méme charge. Le sel permet
d’écranter ces charges et de faciliter la fixation des cellules sur la surface des grains. Mais méme
avec une répartition uniforme des bactéries, la vitesse de réaction (rapide) fait que les réactifs
sont consommés dés le début de I’injection'?!3, Le liquide se décharge en réactifs a mesure
qu’il avance dans 1’échantillon, impliquant un maximum de précipitation localisé au niveau du
point d’injection.

Pour ralentir I’initiation de la précipitation et permettre aux réactifs de diffuser dans tout
’échantillon, Cheng et al.®®"® ont proposé une nouvelle méthode consistant & injecter le
mélange des bactéries et des réactifs a un pH de 4. Le pH remonte progressivement grace a la
production d’ammonium lors de la réaction d’hydrolyse de 1’'urée menant a la précipitation.
Cette méthode a mené a une précipitation plus homogeéne sur des échantillons de 1m de hauteur
et presque homogene sur des échantillons de 2m de hauteur. Pour la méme quantité de CaCOs
précipité (0,08g/g de sable), la resistance a la compression atteint une valeur entre 1,5 et

1,7 MPa contre 1,1 MPa avec la méthode & deux injections’®.
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Une autre méthode pour répartir les bactéries de fagon uniforme est d’utiliser la méthode de pré-
mélange3®4>72, Cela consiste a mélanger mécaniquement le milieu granulaire avec la
suspension bactérienne avant d’introduire le mélange dans un moule et injecter la solution de
cimentation. Les études montrent que cette technique permet de gagner en homogénéité®® mais
serait moins efficace par rapport aux autres méthodes. De plus, le mélange mécanique implique
une perturbation du sol”® qui le fragilise et rend la méthode inadaptée pour le renforcement

d’anciennes structures®®.

Pour injecter la solution de cimentation, Cheng et Cord-Ruwisch’ ont exploité la méthode de
percolation. C'est-a-dire qu’ils ont laissé la solution calcifiante (1 mol/l de CaCl, et 1 mol/l
d’urée) s’écouler uniquement par 1’action de la gravité. De cette maniére, ils ont procédé a la
bio-cimentation dans des conditions saturées (en empéchant 1’écoulement) mais aussi
insaturées. La bio-cimentation est moins efficace dans les conditions insaturées mais plus
homogeéne que dans les conditions saturées. Néanmoins, Cheng et al.’® ont aussi étudié la
méthode de percolation pour différents degrés de saturation liquide dans un milieu granulaire
de sable (Figure 1- 8). Leurs résultats montrent une amélioration des performances mécaniques
a faible saturation du volume poreux, entre 20 et 80%, et pour de faibles quantités de CaCOs
précipitées. A faible saturation en liquide, par la capillarité, le liquide se concentre a la surface
des grains et au niveau des contacts entre les grains. Cela permet une distribution de la
précipitation plus optimale.

De plus, Cheng et Cord-Ruwisch™ ont travaillé a plus grande échelle (échantillons de 2m de
hauteur) avec deux types de sables (fin et grossier). L’¢tude a montré que la méthode de
percolation pouvait étre efficace, avec une précipitation homogeéne, dans le sable grossier mais
n’a pas du tout fonctionné avec le sable fin. Les auteurs expliquent ce résultat du fait de la
perméabilité trop faible du sable fin, la précipitation n’ayant lieu qu’au niveau du point

d’injection.
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Figure 1- 8 Variation de la résistance mécanique en fonction de la quantité de CaCOs précipité et

différentes conditions de saturation d’un assemblage de sable. Modifié de Cheng 2012

3.5. Conclusions

De nombreuses études se sont penchées sur les parameétres affectant la calcification a partir de
souches bactériennes uréolytiques. Les parametres sont nombreux, ce qui rend le procédé
complexe. Mais ces études mettent en évidence que ’efficacité de la bio-cimentation, en termes
d’amélioration des propriétés mécaniques, est favorisée par une répartition homogene de la
précipitation, avec un nombre important de contacts inter-particulaires et le développement de
gros cristaux. Selon les parameétres discutés dans les précédents paragraphes, ces trois
caractéristiques peuvent étre obtenues de la fagon suivante :
- Précipitation de gros cristaux : faible concentration en bactéries, température entre 20
et 37°C.
- Homogénéité de la bio-cimentation : faible concentration en calcium, ralentissement de
la réaction.
- Nombreux contacts inter-particulaires et taille des pores : grains anguleux, sables fins.
La bio-cimentation dans des conditions de milieu insaturé est aussi intéressante pour augmenter
I’efficacité du procédé. A 20% de saturation, il semble qu’il y ait toujours de la précipitation au
niveau de la surface des grains (en plus des zones de contacts) qui n’est pas nécessaire pour
I’amélioration des propriétés mécaniques. Travailler a une saturation inférieure a 20% pourrait
aider a reduire encore la précipitation a la surface et rendre le procédé encore plus efficace.
Pour atteindre ces faibles taux de saturation, les mousses liquides semblent représenter une

solution pertinente. Avant de présenter quelques éléments sur les mousses liquides, il convient
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de s’attarder un peu sur les tensioactifs, qui sont nécessaires a la formation d’une mousse liquide

stable.

4. Tensioactifs

4.1. Structure moléculaire et propriétés

Schématiquement, un tensioactif est une molécule composée d’une partie polaire hydrophile et
d’une partie hydrophobe, comme le montre la Figure 1- 9.a. La longueur de(s) chaine(s)
alkyle(s) (hydrophobe) et la taille de la partie hydrophile définissent le comportement du

tensioactif en phase aqueuse.

En milieu aqueux, ces molécules tendent a minimiser les contacts entre leurs chainons
hydrophobes et I'eau, ce qui entraine un comportement propre aux tensioactifs : ils s’assemblent
et s’organisent sous forme de micelles (Figure 1- 9.b). Ce phénoméne nécessite d’atteindre une

concentration minimale : la concentration micellaire critique (CMC).

a. b.
Figure 1- 9. a. Structure moléculaire d 'une molécule de tensioactif : partie hydrophile en rouge et
partie hydrophobe en bleu foncé ; b. Schéma d’une micelle formée par [’assemblage de plusieurs

tensioactifs.

Dans le cas ou la concentration des tensioactifs est inférieure a la CMC, les molécules sont dites
libres (en solution) et en équilibre thermodynamique avec d’autres situées a I’interface eau-air
(le chainon hydrophobe orienté hors de 1’eau). Lorsque la concentration augmente, le nombre

de tensioactifs a 1’interface augmente jusqu’a la saturation. Une fois ’interface saturée, les
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molécules sont forcées de s’assembler en micelles pour minimiser leur contact avec 1’eau. La

CMC est donc la concentration a laquelle les micelles commencent a se former.

Par ailleurs, 1’adsorption de tensioactifs a 1’interface induit une diminution de la tension de
surface, I’énergie nécessaire pour stabiliser 1’interface liquide-air. En dessous de la CMC, la
tension de surface y (N.m™) est liée & la concentration ¢ (mol.I") en tensioactifs par la relation
de Gibbs’® :

dy = T X kg XT xd(Inc) Equation 1- 6

Avec T la concentration des tensioactifs a la surface (mol.m™), kp la constante de Boltzmann
(N.m.K?) et T la température (K).

Une fois la CMC atteinte, l'interface est saturée en tensioactif et la tension de surface ne varie
plus. Pour une solution tensioactive sous la CMC il est possible de déterminer sa concentration

T en mesurant la tension de surface.

4.2. Interactions tensioactifs/bactéries

Généralement les tensioactifs sont utilisés pour des applications antibactériennes. Afin de
choisir un tensioactif non antibactérien, il faut essayer de comprendre les interactions
tensioactifs-bactéries qui conduisent a la mort du microorganisme.

Lorsqu’un micro-organisme évolue dans un environnement contenant des composes toxiques
en guantité suffisante, la cellule bactérienne est soit lysée (mort de la bactérie), soit la cellule
se met dans un état de dormance? : un état ol les bactéries sont inactifs, il n’y a alors plus de
reproduction microbienne. Lorsque les bactéries se trouvent a nouveau dans un environnement
favorable a leur developpement, les cellules se « réveillent » et 1’activité bactérienne reprend.
Le terme d’activité bactérienne sous-entend tous les comportements des cellules vivantes, soit :
la consommation de nutriment, la respiration, la croissance, etc...

Deux concentrations sont caractéristiques des produits chimiques vis-a-vis des bactéries : la
concentration minimale inhibitrice (CMI), concentration a laquelle la croissance microbienne
est inhibée et les cellules peuvent entrer dans 1’état de dormance ; et la concentration minimale
Iétale (CML), concentration a laquelle les cellules sont lysées. La CMI est toujours inférieure a

la CML ou est parfois inexistante.
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Dans le domaine de la microbiologie, certains composés naturels bactéricides sont présents chez
les étres vivants. L’ensemble des peptides antimicrobiens présentent un caractére
amphiphile’”"® et forment des pores ioniques au niveau de la membrane microbienne par
interactions électrostatiques?®. Ce processus altére la perméabilité membranaire conduisant a la
lyse du microorganisme. Les bactériocines’®® sont des protéines toxiques qui forment
également des pores transmembranaires par différents mécanismes et provoquent la lyse de la
bactérie par la fuite du contenu intracellulaire. Dans le domaine agroalimentaire, les
conservateurs alimentaires sont souvent des acides organiques®® (par exemple: oxyde
d’éthyléne, sulfite, nitrite de sodium, formiate d’éthyle). Certains dénaturent les protéines
cellulaires situées dans la membrane cytoplasmique et endommagent cette derniere. D’autres
interférent avec le fonctionnement d’acides nucléiques et inhibent la reproduction cellulaire.
Dans certains produits alimentaires, le simple fait de diminuer le pH peut suffire a avoir un effet
antibactérien.

Les molécules appelées détergents sont utilisées pour solubiliser les protéines membranaires
afin de les isoler pour les étudier ou bien pour les reconstituer dans une autre membrane. Leur
capacité a solubiliser dépend des propriétés hydrophile-hydrophobe des tensioactifs et de leur
capacité a s’auto-assembler. Par exemple, les molécules aux tétes trés hydrophiles sont plus
lentes a pénétrer et traverser une membrane lipidigue.

Globalement, les molécules amphiphiles agissent sur les bactéries par une attaque de la
membrane plasmique. Le processus le plus commun est la formation de pores
transmembranaires induisant la lyse de la cellule devenue trés perméable. Le caractére
amphiphile des molécules favorise les interactions avec la membrane (composé de molécules
amphiphiles), ainsi que le caractére bactéricide des molécules. Finalement, en fonction de la
souche bactérienne utilisée et du tensioactif, les interactions tensioactifs/membrane peuvent étre

différents et surtout plus ou moins létales pour la cellule.

Les propriétés tensioactives (diminution de I’énergie de surface d’un liquide) de ces molécules

permettent aussi de stabiliser des films liquides fins et ainsi de former des mousses liquides.
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5. Les Mousses aqueuses

5.1. Structure d’une mousse, fraction liquide

Une mousse liquide est une dispersion dense de bulles de gaz dans un liquide contenant des
tensioactifs (solution moussante). Sa structure est formée par un empilement de bulles d’air
séparées par des zones de liquide : les canaux, appelés bords de Plateau, sont connectés entre
eux par des nceuds et des films liquides (voir Figure 1- 10 et Figure 1- 11). La présence de
tensioactifs avec une concentration supérieure a la CMC (saturation des interfaces) dans la
solution moussante permet de stabiliser les films liquides en engendrant des forces de surface
répulsives. Du fait de la grande quantité d’énergie interfaciale mise en jeu dans une mousse
liquide, cette derniere est thermodynamiquement instable et évolue selon plusieurs mécanismes

que nous détaillerons plus tard.

M ceudsMYertex

Baords de Aateau

Figure 1- 10. Eléments du réseau liquide de la mousse : les bords de Plateau, les nceuds (appelés aussi

Vertex) et les films.

Plateaun

Vertex

104,

Figure 1- 11. Eléments du réseau liquide de la mousse. a. Structure d’'un bord de Plateau.
b. Structure d’un neeud. Modifié de Cantat et al. 2010

37



Chapitre 1 : Généralités

Les parametres importants pour décrire une mousse monodisperse sont la taille des bulles
(diamétre), notée Dy, et la fraction liquide & qui correspond a la fraction volumique occupée

par le liquide dans le volume de mousse.
5.2. Drainage et permeéabilité

Le drainage dans une mousse est défini par I’écoulement du liquide a travers la microstructure
de la mousse, c’est-a-dire entre les bulles. Sous I’effet de la gravité, le liquide est entrainé vers
le bas alors que les bulles se déplacent vers le haut. Cela implique un asséchement du haut de
la mousse tandis que le bas devient plus humide.

Ce mécanisme d’écoulement est plus ou moins rapide selon la valeur de la perméabilité k de la
mousse Vvis-a-vis du liquide. Par exemple, lorsque la fraction liquide d’une mousse augmente,
les bords de Plateau et les nceuds se dilatent et facilitent 1’écoulement du liquide.

La vitesse d’écoulement peut est décrite par la loi de Darcy®! :

k(e)

B =—"(pd+7P) Equation 1- 7
n

Cette vitesse dépend de la perméabilité k(e) (m) et du gradient de pression capillaire VP (Pa),
qui rend compte de la pression exercee entre les bulles en contact, ainsi que de I’effet de la
gravité (g est I’accélération de la pesanteur (9,81 m.s), et p la masse volumique du liquide
(10° kg.m®)), n (107 Pa.s) correspond & la viscosité en volume. Ainsi, pour une mousse de
fraction initiale uniforme, le liquide s’écoule vers le bas sous I’effet des forces de gravité

jusqu’a ce que les gradients de pression capillaire s’y opposent.
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Figure 1- 12. Ecoulement liquide dans un bord de Plateau. a. Tracé d’une section illustrant le champ
de vélocité du liquide dans un bord de Plateau infiniment long. Indigué par les fleches, la section du
bord de Plateau est entrainée par l’écoulement de liquide sauf aux trois coins ot les films se
rejoignent. b. Dépendance de la perméabilité ky adimensionnée du bord de Plateau en fonction du
nombre de Boussinesq. Modifié de Cohen-Addad et al. 2013%.

De plus, la perméabilité dépend de la mobilité des interfaces. La Figure 1- 12 illustre cet effet
et montre 1’évolution de la perméabilité d’un bord de Plateau de mousse liquide en fonction du
nombre de Boussinesq (Bo = ng/MRpp) qui dépend de la viscosité de cisaillement de surface
ns (Pa.s.m), de la viscosité de volume n (Pa.s) et du rayon de courbure d’un bord de Plateau
Rpp (M) (Figure 1- 12). Ce paramétre permet de quantifier les dissipations visqueuses en surface
(du fait de I’existence d’une viscosit¢ de surface) et en volume. Dans le cas d’un bord de
Plateau, deux limites® peuvent se comprendre aisément :

e Pour Bo >> 1, les interfaces sont globalement immobiles malgré les contraintes
visqueuses générées par 1’écoulement dans le bord de Plateau. En retour, I’écoulement
de liquide est donc fortement freiné par les parois et la perméabilité du bord de Plateau,
et donc de la mousse, est relativement faible.

e Pour Bo << 1, les interfaces sont beaucoup plus mobiles, entrainées par 1’écoulement

de volume, ce qui engendre une augmentation de la permeabilité de la mousse.

Dans Darticle de Rouyer et al.%%, la perméabilité d’une mousse monodisperse est décrite selon
ces deux mémes limites par les équations suivantes, sur une tres grande gamme de fraction
liquide (Figure 1- 13) :
e Pour une mousse aux interfaces mobiles :
kf _ 83/2

D2 1248(1 —2,7¢ + 1,2¢2)2

Equation 1- 8
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e Pour une mousse aux interfaces rigides :

K _

82

D2~ 1700(1 — 2,15¢ + 1,37£2)2
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Equation 1- 9

Ces expressions tiennent donc compte de la capacité des interfaces chargées de tensioactifs a

étre mises en mouvement ou a résister a la contrainte visqueuse de I'écoulement du liquide entre

les bulles.

106 3o

Interfaces mobiles

Interfaces rigides

Fraction liquide (&)

0.1

Figure 1- 13. Perméabilité adimensionnée par le carré de la taille des bulles en fonction de la fraction

liquide pour des mousses au interfaces mobiles (courbe en pointillé) et des mousses aux interfaces

rigides (courbe en trait) d’aprés les Equation 1- 8 et Equation 1- 9 8,

La méthode classique pour mesurer la perméabilité d’une mousse est la méthode dite de

drainage forcée’®. 11 s’agit d’introduire le liquide par le haut d’une mousse en imposant le débit

d’injection g;. En supposant que la fraction liquide initiale est relativement uniforme et vaut &,

on va donc avoir a partir du haut une augmentation de la fraction liquide dans la mousse qui va

progresser vers le bas sous la forme d’un front liquide (Figure 2- 19) visible a I’ceil nu, se

deéplacant a la vitesse vy. Derriére ce front, la fraction liquide & (> &,) est quasi constante. Dans

cette zone, il n’y a donc pas de gradient de pression osmotique. Ainsi, le liquide s’écoule sous

I’effet de la gravité uniquement. Dés lors, la loi de Darcy (1) prend la forme suivante :

_ ko
u
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: Hauteur du front

Figure 1- 14. Images d 'une colonne de mousse (Glucopon) observée par transmission de lumieére lors

du passage du front de drainage.

On détermine la fraction liquide & de la mousse située derriére le front par conservation du
volume de liquide (g, étant celle avant le passage du front) : v(e — &) = q;/S. Ainsi, la
mesure de v, fournit la fraction liquide :

qi
Svf

E=¢g + Equation 1- 11

Une fois déterminées la perméabilité de la mousse K¢, et la fraction liquide associée pour des

débits g; différents, ces données peuvent étre tracées comme le présente la Figure 1- 13.

5.3. Vieillissement d’une mousse liquide

Au cours du temps, une mousse liquide est soumise au drainage gravitaire, mais aussi a deux

autres mécanismes : la coalescence et le murissement.®
La coalescence est le phénomene conduisant a la rupture des films séparant deux bulles
voisines. Ceci survient lorsque les films sont trop asséchés (ce qui est favorisé par le drainage)

et surtout lorsque les tensioactifs utilises ne sont pas assez efficaces.

Le murissement de la mousse correspond a des échanges gazeux entre les bulles dus aux

différences de pression entre celles-ci®. Aprés un éventuel régime transitoire dii a la distribution
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initiale des bulles de la mousse, les bulles les plus petites se vident jusqu’a leur disparition dans
les bulles plus grosses qu’elles, et ainsi de suite. Cela implique une augmentation de la taille
moyenne des bulles. Le régime de ce phénomeéne est dit auto-similaire car méme si la taille
moyenne des bulles augmente, la distribution réduite des tailles, quant a elle, ne varie plus. La
solubilité du gaz dans le liquide et 1’épaisseur du film sont les deux principaux ingrédients du
murissement de la mousse. Plus le gaz est soluble dans le liquide, plus les échanges gazeux sont
rapides. Par exemple, le dioxygene est trés soluble dans 1’eau par rapport a I’azote. Les échanges
gazeux sont aussi plus rapides lorsque 1’épaisseur de film est petite. Pour des mousses standards
en termes de fraction liquide, c¢’est-a-dire € < 30%, on peut décrire comme suit I’augmentation
du rayon moyen avec I’age de la mousse’5% : (R(t)) « t/2. Lorsque la quantité de liquide
augmente au-dela de 35-40%, le murissement suit un autre régime : le murissement d’Ostwald.

Dans ce cas, la taille moyenne des bulles évolue en (R(t)) o t1/3. 7

6. Les mousses dans les milieux poreux

6.1. Perméabilité

En présence de liquide dans un milieu poreux, il est habituel de décrire les flux des phases

liquides et gazeuses en termes de permeabilités relatives, c'est-a-dire : k,,; = kp/Kp(e=1), OU

Kp(e=1) est la perméabilité du milieu totalement saturé. L’expression de Carman-Kozeny®”®

permet de décrire le cas d’un milieu totalement saturé :
p°D

-p

Kp(e=1) =

De la méme fagon, la perméabilité d’un milieu poreux rempli de mousse peut étre exprimée en
termes de perméabilité relative qui peut étre corrélée au modeéle de perméabilité relative de type

Corey décrit par la relation suivante® :

Sw - ch >nw

Kret = ke (m
wc gr

Equation 1- 13

Avec la perméabilité relative au point final de la phase considérée k2, la saturation en gaz

résiduel S

gr» la saturation en eau S, et la saturation en eau irréductible S,,. et ainsi que

I’exposant de Corey n,,.
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Dans un travail pionnier, Bernard et al.®* ont étudié I'effet de la présence de mousse sur la
perméabilité des milieux poreux a I'eau. Ils ont introduit parallelement une solution savonneuse
et de I’air afin d’obtenir des fractions liquide (saturations) allant de 80 a 20% du volume poreux.
D’apres leurs observations, la perméabilité au liquide est une fonction unique et croissante de
la saturation en liquide. En particulier, la présence de tensioactif, donc de mousse, ne semble
pas modifier la perméabilité relative du liquide (eau) par rapport au cas de référence, pour lequel
la solution ne contient pas de tensioactif. En d'autres termes, la perméabilité au liquide est la
méme en présence ou en l'absence de films de mousse. Ce résultat, qui est actuellement utilisé
comme hypothese de base dans les modeles pour les mousses a travers les milieux poreux, a
été renforcé récemment par Eftekhari & Farajzadeh®. Ces derniers parviennent a ajuster les
paramétres du modele de Corey (Equation 1- 13) afin de faire correspondre une unique courbe
avec les données expérimentales de perméabilité relative k,..; déterminées en présence et en

I’absence de tensioactifs (Figure 1- 15).

10° . —
10! 0 i
e

3 el
102 %
2] s
2 L”
= 103} ol
R -
2 10° ,';é ,
=2 "
5 K v v 0.5% Amph
g 107 ' A 4 0.03% AOS |-
b I
& , e o 0.1% AOS

100}y = = 0.5% A0S

H e e Fau
10'7 1 L : 1
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Saturation liquide S,,,

Figure 1- 15. Perméabilité relative aux liguides en [’absence et en présence des tensioactifs sodium

C14-16 olefin sulfonate (AOS) a différentes concentrations et Capryl/Capramidopropyl Betaine

(Amphosol) dans un milieu granulaire (grés de Bentheimer). La courbe pointillée représente le modele

de Corey dont les paramétres sont ajustés tels que : k2,, = 0,720, Sgr = 0,03, 5, =0,05¢etn,, =

4,423. Modifié de Eftekhari et Frajzadeh®.
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6.2. Murissement

Toutes les études expérimentales jusqu’a aujourd’hui sur le murissement d’'une mousse en
milieu poreux ont été effectuées sur des systemes modeles 2D ou quasi-2D de milieux
poreux®91-9
Néanmoins, les différentes études montrent que le murissement évolue en 3 phases différentes
en fonction du volume d’une bulle par rapport au volume d’un pore (Figure 1- 16) :
- Lorsque Vpyie < Vpore (Figure 1- 16(a)) : la mousse se comporte comme dans un
systéme ouvert, on est dans le régime auto-similaire®
- Lorsque Vyyie < Vpore (Figure 1- 16(b)) : les bulles sont toutes en contact avec la paroi
des pores, le murissement ralenti par I’effet des parois®
- Lorsque Vyyie = Vyore (Figure 1- 16(c)) : Xu et al.®? montrent que les grosses bulles
sont déformées et se vident dans les plus petites (a ’inverse du murissement dans un
systeme ouvert) jusqu’a 1’obtention de bulles monodisperses, phénoméne appelé anti-
murissement.
In fine, le murissement s’arréte. La taille des bulles est contrainte par la taille des pores, leur

taille ne varie plus®. On s’attend a retrouver le méme phénoméne dans nos systémes de mousses

confinées.
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(a) N=43 (b) N=6 NS (c)
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Figure 1- 16. Rapport entre le nombre initial de bulles, Ny, et le nombre de bulles a I'instant ¢ en
fonction du temps. Ce rapport de nombre de bulles suit une évolution selon les trois régimes de
murissement : (a) régime auto-similaire, (b) ralentissement du murissement par les effets de parois,
() Fin du murissement et phénoméne d’« anti-murissement », modifié de Jones et al. 2018%. Les
schémas, modifiés de Yu et Kanj 2022%, au-dessus du graphe représentent ’état du nombre de bulles

dans un pore associés aux différents régimes.
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Ce chapitre est consacré a définir les produits chimiques et microbiologiques ainsi que

les techniques expérimentales physiques, chimiques et microbiologiques utilisées.

1. Microbiologie

1.1. Souches calcifiantes

Une multitude de souches sont capables d’induire la précipitation de carbonate de calcium
(CaCO03). Ce processus peut avoir lieu via différentes voies métaboliques (cf Généralités). Dans
cette these, nous nous intéressons a (1) I’hydrolyse de 1’urée et (2) la conversion métabolique
des matieres organiques par la respiration bactérienne. Nous souhaitons pouvoir travailler avec
ces deux voies métaboliques afin de déterminer si 1’une est plus propice que I’autre au
développement de bio-précipitation dans une mousse.

L hydrolyse de 1’urée est un mécanisme largement décrit dans la littérature et les souches les
plus étudiées sont du genre Bacillus, dont Sporosarcina pasteurii (anciennement Bacillus
pasteurii)'3, Bacillus sphaericus?®, Bacillus subtilis®*, etc. La souche Sporosarcina pasteurii est
décrite comme I’une des souches les plus efficaces pour la précipitation de carbonate grace a sa
forte activité uréolytique®®.

Les mécanismes impliquant la respiration bactérienne sont beaucoup moins détaillés dans la
littérature, mais certaines souches sont connues pour utiliser cette voie, comme les souches
Bacillus halodurans®, Bacillus pseudofirmus® et Bacillus cohnii® , etc. Les travaux de thése
de Heriberto Martinez* en 2021 ont permis d’isoler une souche a partir du microbiote prélevé a
la surface de gravillons de béton recyclés carbonatés. Cette souche, appelée A2-3, s’apparente
a Bacillus haynesii, une bactérie Gram positif non pathogéne. Il a été montré que cette souche
est capable de précipiter du CaCOs sur de la gélose nutritive et sur la surface de matériaux
cimentaires, en présence d’acétate de calcium (AcCa) qui lui sert & la fois de source de Ca®* et

de sel organique pour la conversion métabolique en CO2 puis CO3z?".

Parmi les souches uréolytiques, les souches S. pasteurii (DSMZ 33), B. sphaericus (DSMZ 28)
et B. subtilis (DSMZ 10) ont été retenues et fournies par 1’institut Leibniz DSMZ (Collection
allemande de Micro-organismes et cultures cellulaires). Pour la souche non-uréolytique, la

souche A2-3, provenant du laboratoire Comportement Physico-Chimique et Durabilité des
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Matériaux (MAST/CPDM), est retenue. Toutes ces bactéries sont aerobies. Ainsi, leur
développement et/ou leur subsistance nécessitera la présence d’oxygeéne. Ce caractére nous
conduit a privilégier le dioxygéne pour la génération des mousses, notamment dans le cas ou

les bactéries devraient étre en contact prolongé avec la mousse.

1.2. Mise en culture des souches bactériennes

Les milieux de culture pour les souches S. pasteurii, B. sphaericus et B. subtilis ont été
sélectionnés suite aux recommandations du fournisseur, 1’institut Leibniz DSMZ. Le milieu de
culture utilisé pour la souche A2-3 a été choisi par rapport au protocole de culture défini
précédemment par Heriberto Martinez*. Les trois milieux de culture utilisés pour la culture

bactérienne sont répertoriés dans le Tableau 2- 1.

Les souches B. sphaericus et B. subtilis sont cultivées dans un mélange de peptone (Merck) a
5 g/l et d’extrait de viande (Merck) a 3 g/I, dont le pH est ajusté a 7 avec quelques gouttes de
NaOH a 5 mol/l. La souche S. pasteurii est cultivée dans du Bouillon Nutritif (BN) ou dans un
mélange de bouillon CASO de chez Merck Millipore a 30 g/l et d’urée a 20 g/l. Le bouillon
« CASO broth » est composé de peptones et de tryptones. La souche A2-3 est cultivée dans le
Bouillon Nutritif (BN) « FDA-BAM » de chez Merck Millipore, composé d’enzymes et
d’extrait de viande. La solution de BN est toujours préparée a 8g/l avec un pH de 8 (initialement
6,8 £ 0,2 a 25°C) ajusté a I’aide de quelques gouttes de NaOH a 5 mol/I.

Pour préparer les milieux de culture, les solutions sont stérilisées par autoclavage a 121°C
pendant 15 min avec une pression de 1 bar au-dessus de la pression atmosphérique. Pour le
milieu CASO-urée, 1’urée est préparée et stérilisée a part, par filtration (@ 0,20um), car les
molécules d’urée se dégradent a 121°C. L’urée stérile est ensuite ajoutée a la préparation du
bouillon CASO pré-stérilisé.

Le pH est mesuré a I’aide d’un pH métre (Mettler Toledo EL2 / 1232075516).

La conservation des souches s’effectue par congélation de suspensions meres. Dans un premier
temps, les suspensions meres sont centrifugées dans des tubes Falcon® stériles pendant 12
minutes a 3000g. Puis en conditions stériles, le surnageant est remplacé par un mélange
constitué du milieu de culture correspondant a la souche et de 20% en masse de glycérol. Enfin,

les solutions sont congelées a -30°C.
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Dans le cadre du dénombrement des bactéries sur milieu gélosé, 15g/L d’agar sont ajoutés
pendant la préparation des milieux nutritifs avant sterilisation. La solution gélosée est coulée

dans des boites de Petri stériles.

Tableau 2- 1. Souches bactériennes et leur milieu de culture

Souches Milieux de culture pH

Bacillus sphaericus DSMZ 28 i

- P - Peptong (50/l), extrait de Ajusté a 7 avec du NaOH
Bacillus subtilis DSMZ 10 viande (3g/1)

. y Bouillon Nutritif (8g/l) Ajusté a 8 avec du NaOH
Sporosarcina pasteurii DSMZ 33 -
CASO (30g/l), urée (20g/l) pH 6

A2-3 Bouillon Nutritif (8g/l) Ajusté a 8 avec du NaOH

Pour cultiver les souches, on procede a un repiquage, c'est-a-dire que 500ul de suspension mere
sont prélevés afin d’inoculer 5S0ml de milieu de culture neuf dans un erlenmeyer de 250ml afin
d’avoir une quantité suffisante de dioxygene (4/5° du contenant) disponible pour les bactéries.
Les souches sont repiquées systématiquement toutes les 48h a 72h, de sorte que lorsqu’une
suspension bactérienne est utilisée pour une expérience, les bactéries sont toujours agées de
48h. La température d’incubation des bactéries est de 30°C avec une agitation de 60 rpm. Tous

les deux mois, la culture est renouvelée en repartant d’une nouvelle souche congelée.

1.3. Dénombrement

1.3.1. Dénombrement sur milieu gélosé

Pour connaitre la quantité de bactéries dans un milieu, on peut utiliser la méthode de
dénombrement sur gélose. Pour cela, il s’agit de diluer la suspension mere de bactéries pour
diluer le nombre de bactéries. Chacune des bactéries donnera lieu a la formation d’une colonie
sur la gélose qu’il sera possible de dénombrer a 1’ceil. En milieu stérile, on réalise donc des

dilutions en cascade au 10™ comme illustré sur la Figure 2- 1.
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i 1 ml I ml 1 ml I'ml I ml I ml
Suspension
bactérienne A A A A A

9 ml de BN dans
chaque tube

@ © © VV UV W
10+ 10 103 10+ 10 106

100 ul

s ( )(( )(( ) ( )(( )( )

Figure 2- 1. Schéma du procédé expérimental employé pour la méthode des dilutions successives. Les
étapes de dilution permettent de parvenir a une concentration telle que les colonies de bactéries soient
dénombrables et séparées (au plus quelques centaines par boite). Cette méthode suppose que chaque

colonie provient du développement d’une seule bacterie.

Une fois les dilutions réalisées, un volume de V=0,1 ml est prélevé de chaque tube et étalé sur
un fond de gélose dans des boites de Petri différentes. Ces boites sont conservées dans une étuve
a 30 °C pendant 24 a 48h pour permettre a chaque bactérie présente dans la solution déposée
de développer une colonie. En comptant ces colonies dans chaque boite par exemple N; colonies
dans la boite de dilution 10¢, on détermine la concentration de bactéries (en Unité Formant
Colonie/ml, soit UFC/ml) en moyennant les valeurs sur plusieurs boites, comme I’indique
I’Equation 2- 1. Notons que seules les boites dans lesquelles le nombre de bactéries (colonies)
dénombrées se trouve en 30 et 300 UFC (30 < N; < 300) sont considérées pour ce calcul, soit

un nombre n,, de boites compris entre X et y typiquement :

nb = VZ 10'N; (UFC/ml) Equation 2- 1

1.3.2. Densité optique

La densité optique (DO), ou absorbance, est une grandeur adimensionnelle qui correspond a la

capacité de 1’échantillon a absorber la lumiere qui le traverse. Elle est définie par la relation
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DO = —log(l/1y) ou I, est I’intensité du rayon lumineux regu par 1’échantillon et I est
I’intensité du rayon lumineux transmis.

La mesure de la DO d’une culture bactérienne est pertinente car le développement des bactéries
dans le milieu implique que la solution devienne trouble et absorbe de plus en plus la lumiére.
A partir d’une concentration d’environ 10° bactéries/ml, la DO d’une suspension bactérienne
est proportionnelle a la concentration en bactéries. Lorsque la concentration est trop importante,
le capteur sature (pour DO>1,5) et on perd la proportionnalité. Néanmoins cette technique
permet d’avoir une information rapide sur la quantité de bactéries dans le milieu. Pour les fortes
concentrations, nous garderons en téte que la valeur est sous-estimée. De plus, la mesure de DO
peut étre diminuée en raison d’inhomogénéités présentes dans la suspension (sédimentation,
agrégation des bactéries, ...). Il faut donc s’assurer que la suspension soit bien homogene lors
de la mesure.

La DO des cultures bactériennes est mesurée a 1’aide du spectrophotometre Thermo Scientific
Multiskan SkyHigh UV/Vis. La longueur d’onde standard pour la mesure de densité optique en
microbiologie est 600nm, longueur d’onde dans le domaine du visible et pour laquelle les
composés cellulaires absorbent le moins la lumiére.

Pour faire correspondre la densité optique a une concentration bactérienne, on peut combiner

la méthode avec un étalonnage par dénombrement sur gélose.

1.4. Suivi du comportement bactérien au cours du temps ...

1.4.1. ... par mesure de pression

Comme les souches bactériennes utilisées dans ces travaux sont des souches aérobies, le suivi
de la consommation en oxygene donne une information sur I’activité globale des bactéries et/ou
sur la croissance bactérienne. Cette mesure de la demande biochimique en oxygene (DBO) est

couramment utilisée pour évaluer le niveau de pollution organique des eaux.
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L’appareil de mesure OXiTop® - | permet de
suivre ce parametre pendant plusieurs jours de

facon cumulative. La Figure 2- 2 représente une

partie du dispositif. Les échantillons a analyser

Capteur de pression

sont introduits dans des bouteilles équipées de

~ . Réservoir de KOH
tétes de mesure OxiTop® - | permettant de
mesurer la baisse de pression induite par la Bomsilisgechantilonnage
consommation en oxygene. Pour que la mesure de

Phase gazeuse

pression reflete la consommation en oxygene, le

Solution échantillon
+ agitateur magnétique

COz pouvant étre produit par 1’activité bactérienne
est absorbé par des granules de KOH placé dans
un réservoir en caoutchouc (voir Figure 2- 2). Figure 2- 2. OxiTop® - |
L’ensemble des bouteilles équipées, notamment avec des barreaux aimantés, est placé sur une
plaque d’agitation dans une étuve. La mesure s’effectue sous agitation a une température de
30°C.

Dans ce dispositif expérimental, la variation de pression dépend de la quantité d’oxygene
consommeée et du volume de gaz contenu dans la bouteille. Ainsi, compte tenu de la gamme
d’utilisation optimale du capteur de pression, il est nécessaire d’estimer 1’ordre de grandeur de
la quantité d’oxygene qui sera consommeée par les bactéries afin de choisir le volume de gaz qui
permettra la mesure la plus précise de la DBO. L’estimation de la DBO repose sur la mesure de
la Demande Chimique en Oxygene (DCO) qui correspond a la quantité maximale d’oxygene
consommable compte tenu de la matiere oxydable présente dans I’échantillon. Les bactéries
n’étant pas capable de tout oxyder, on estime généralement que la valeur maximale de DBO
peut atteindre 50% de la valeur de DCO.

Les valeurs de DCO sont mesurées a 1’aide du photométre Spectroquant® Nova 60 en préparant
les échantillons a partir des cellules de test « COD Cell Test », de la marque Supelco® chez
Sigma-Aldrich, dont la plage de mesure est 25 — 1500 mg/l. Les échantillons, dont la
composition est dans les mémes proportions que les échantillons pour la DBO mais rapportées
pour un volume de 1 ml (indiguée dans le Tableau 2- 2), sont introduits dans les cellules avec
un volume de 3ml, puis chauffés pendant 2h a 148°C. Aprés 10min de refroidissement, les
cellules sont agitées puis laissées a refroidir encore pendant 30min a température ambiante.
Ensuite, les cellules sont placees dans le photometre qui détermine la valeur de DCO a partir

de la densité optique (DO) mesurée. Pour « viser » la plage de mesure de 25 — 1500 mg/l, il est
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possible de diluer les échantillons avant le traitement thermique. Les valeurs de DCO obtenues

sont répertoriées dans le Tableau 2- 3.

Tableau 2- 2. Volumes des éléments eau ultrapure, Bouillon Nutritif (BN), tensioactif (TA) et inoculum
composant le mélange pour les mesures de DBO. L inoculum est cultivé pendant 48h dans le BN a une

température de 30°C avant utilisation. C,, = concentration de la solution mére

Préparation des échantillons Préparation des échantillons
pour la mesure de DCO pour la mesure de DBO
Volumes Volumes en Volumes Volumes en
pour le présence de pour le présence de
Témoin (ml) | tensioactif (ml) | Témoin (ml) | tensioactif (ml)
H.O ultrapure 0.866 0.816 19,664 18,529
BN pH8 0.111 0.111 2,514 2,514
TA (C,,= 20CMC) / 0.050 / 1,135
Inoculum 0,023 0,023 0,522 0,522
Volume total 1ml 22,7 ml

Tableau 2- 3. Valeurs de DCO pour chaque échantillon contenant [’eau, le BN pHS et un tensioactif a

la concentration 1CMC. Les proportions sont les mémes qu ‘indiqués dans le Tableau 2- 2.

Conditions | Témoin | Saponine | C8G C8M CioM Ciam C10G Glucopon
DCO (mg/L) 1200 4507 7144 7028 2704 1822 2384 1712
50% DCO 600 2253,5 3572 3514 1352 911 1192 856

D’aprés le Tableau 2- 3, on peut donc estimer que les valeurs de DBO auront pour valeur
maximale environ 3500 mg/L, tous échantillons confondus. D’apreés le mode d’emploi des
OxiTop® - |, le volume d’échantillon pour une plage de mesure de 0 a 4000 mg/L est de 22,7ml.
Les bouteilles de DBO sont préparées avec les volumes d’eau ultrapure, de Bouillon Nutritif

(BN) a pH8, de tensioactif (TA) et d’inoculum agé de 48h indiqués dans le Tableau 2- 2.

Dans ce travail de thése, des suivis de la consommation en oxygeéne ont été effectués en milieu
liquide contenant les bactéries et les tensioactifs a tester. Pour ces mesures, la concentration des
tensioactifs a été fixée a leur concentration micellaire critiqgue (LCMC). Les valeurs de CMC
sont données dans le paragraphe 4.2. Par ailleurs, le pH et la quantité de bactéries (en UFC/ml)
de chaque échantillon sont mesurés en début et en fin de mesure de DBO. Le bouillon BN est
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utilisé pour ces mesures, quelle que soit la souche testée. Les solutions de tensioactifs sont

filtrées a 0,20um.

1.4.2. ... par densité optique

< )

Le spectrophotométre d’absorbance Thermo Scientific
Multiskan SkyHigh permet la mesure de DO sur des
microplaques a 96 puits (Figure 2- 3) toutes les 20

minutes et sur une durée de 6 jours, de sorte a avoir le

type de courbe représenté dans la Figure 2- 4.

Zaape [ap;

Les microplaques utilisées sont stériles. Le volume d’un

puits est égal & 200pl. Les mesures de DO sont réalisées ' '9|re 2- 3. Microplaque de 96

toutes les 20 minutes & une longueur d’onde de 600nm. puits
De plus, avant chaque mesure de DO, la microplaque est agitée pendant 5 secondes pour
s’assurer de I’homogénéité des suspensions homogenes.

Les résultats correspondant au blanc, au témoin et aux conditions expérimentales sont
moyennés sur 8 mesures. Un exemple typique des courbes obtenues est donné sur la
Figure 2- 4. On peut en extraire diverses informations : le temps de latence (TpSiatence), 1a vitesse
de croissance (V) et la densité optique maximale (DOmax). Par la suite, la vitesse de croissance

sera adimensionnée par la vitesse de croissance du Témoin (1/100°) : V* = V/Vemoin.
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Figure 2- 4. Courbe caractéristique présentant la densité optique d 'une culture bactérienne en
fonction du temps. On y distinguetrois phases : a. phase de latence b. phase de croissance c. phase

stationnaire.

2. Bio-calcification ...

Afin de tester et d’affiner la composition des solutions bio-calcifiantes et moussantes, la

capacité des bactéries a induire la calcification est étudiée en milieu liquide.

2.1. ... en milieu liquide

La méthode consiste a renouveler le milieu de culture d’une suspension bactérienne dgée de
48h avec une solution calcifiante (paragraphe 2.2) prodiguant tous les composés nécessaires
pour les bactéries et induire la calcification.

Pour renouveler les milieux, un volume de suspension bactérienne est centrifugé a 3000g
pendant 12min dans des tubes Falcon® de 50 ml, le surnageant est ensuite éliminé dans des
conditions stériles et la solution calcifiante est ajoutée au culot contenant les bactéries (Figure
2- 5). Le tube est enfin agite pour re-suspendre les bactéries dans le liquide. L’introduction de
la solution calcifiante aux bactéries correspond au début de 1’expérience de calcification. Le

volume de solution calcifiante est toujours de 5 ml afin d’avoir un volume d’air d’environ 9/10

dans les tubes.

56



Chapitre 2 : Matériaux et Méthodes

Le volume de la suspension bactérienne a centrifuger détermine la concentration en bactéries
pour la calcification : les bactéries peuvent étre diluées en centrifugeant un volume V., < 5 ml,
les bactéries peuvent étre concentrées en centrifugeant un volume V., > 5 ml, elles peuvent avoir
la méme concentration qu’initialement en centrifugeant un volume V. = 5 ml.

Chaque expérience est réalisée en triplicata.

Elimination du

3000g pendant Agitation
12min surnageant
Suspension S om= 4+ introduction 1om! — il
bactérienne Sml = Sml = de la solution Sml = Sml—
agee de 48h calcifiante

Figure 2- 5. Préparation de la suspension bactérienne avant la bio-calcification en milieu liquide.

Dans cet exemple, les bactéries sont concentrées 2 fois.

Les tubes sont ensuite conservés dans I’étuve a 30°C pendant une durée variable.
A la fin des expériences, les échantillons sont centrifugés a 3000g pendant 12min. Ensuite, le
surnageant est éliminé et le culot est séché a 40°C pendant minimum 48h. Une fois séché, le

culot de masse mech est récupere et broye.

2.2. Préparation des solutions de calcification
Les solutions calcifiantes sont préparées avec de 1’AcCa (source de calcium), avec de ’urée
(dans le cas de la souche S. pasteurii) et avec du milieu nutritif comme indiqué dans le Tableau

2- 4.

Tableau 2- 4. Composition des solutions calcifiantes pour chaque souche et méthodes de stérilisation

Souche A2-3 S. pasteurii Stérilisation
Acétate de Calcium (AcCa) 0,2 mol/l a 1 mol/I Autoclave
Milieu nutritif BN pH 8 & 8¢/l CASO 30g/I Autoclave
Urée 0,2 mol/l a1 mol/l | Filtration 0,21um
Tensioactif 2CMC Filtration 0,21um

L’urée et 1’AcCa sont toujours introduits dans des proportions équimolaires.
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Chaque produit est stérilisé : I’AcCa et le milieu nutritif sont stérilisés a 1’autoclave pendant
15min a 121°C et 1 surpression de 1bar. L’urée et les tensioactifs sont stérilisés ensemble en
solution par filtration (@ 0,20um). L’AcCa et le milieu nutritif CASO sont autoclavés
séparément pour mieux solubiliser les composants dans 1’eau. Une fois stérilisés, les produits

sont mélangés ensemble.

3. Caractérisation du carbonate de calcium

3.1. Analyses qualitatives

3.1.1. Identification des formes cristallines par diffraction des Rayons X

La technique de diffraction des rayons X (DRX) est une méthode non destructive qui permet
de déterminer les formes cristallines présentes dans un échantillon. Les analyses sont effectuées
sur le diffractomeétre PANalytical Empyrean avec le rayonnement Ko du cobalt (40KeV et
30mA), au moyen d’un détecteur PIXcel3D et de I’optique Bragg-BrentanoHD.

L’échantillon est soumis aux rayons X pour des angles incidents allant de 4° & 80° (20). Les
rayons X incidents sont diffractés lorsqu’ils interférent avec une phase cristalline et les
interférences constructives sont détectées. Un diffractogramme est obtenu en tragant I’intensité
du signal en fonction de I’angle 26. On peut reconnaitre une forme cristallographique spécifique
par le positionnement des pics et de leur intensité qui sont exclusifs a une seule phase cristalline.
Dans le cas du CaCOs, les phases cristallisables sont 1’aragonite, la calcite et la vatérite et donne
respectivement des pics majoritaires (soit une intensité de 100%) a 30.5°, 34.3° et 31.5°.

Les diffractogrammes obtenus sont traités par le logiciel « Highscore + » a partir de la base de

données Crystallography Open Database.

3.1.2. Observation des précipités au Microscope Electronique a Balayage (MEB)

Avant d'observer les précipités au MEB (XL 30, Philips et Quanta) ils ont été placés dans une
enceinte a 40°C pendant au moins deux journées, afin de s'assurer qu'ils étaient completement
secs. Leur observation est effectuée en SE (électrons secondaires) et BSE (électrons
rétrodiffuses) sans métallisation préalable en mode faible vide, tension du filament = 2,21V.
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3.2. Analyses quantitatives

3.2.1. Analyse Thermo Gravimétrique

L’appareil ATG Netzsch Sta 409 E est utilisé pour analyser les échantillons bio-calcifiés. Cette
technique consiste a mesurer la variation de masse de 1’échantillon soumis a une rampe de
température, comparée a celle d’un échantillon référence, ici du kaolin calciné, qui se comporte
comme un matériau inerte jusqu’a 1300°C. Le type de graphique obtenu ressemble a ce qui est
représenté dans la Figure 2- 6, ou 1’on voit la décomposition thermique d’un échantillon de
CaCOs se décomposer entre 600 et 900°C.

TG /% DTG /(%/min)
100 - t )
R m_ﬂi_ —— S U O 3 g Y
95 -
90 - L1
Var. masse: -43.18 %
85 1 Masse résidyellei 56.64 %
[ -2
80
75 1 L3
70 -
F-4
65 1
60 1 5
I1]
55 -

200 400 600 800 1000 1200
Température /°C

Princpal 20230515103  Unisatour. caccad
Figure 2- 6. Analyse thermogravimétrique d’un échantillon de carbonate de calcium (CaCOs). La
courbe TG bleue continue correspond a la variation de la masse de [’échantillon divisée par sa masse
initiale (exprimée en %) en fonction de la température. La courbe DTG bleue discontinue correspond

a la dérivée de la courbe TG. Le CaCOs se décompose thermiquement entre 600 et 900°C.

La méthode d’analyse est initiée par une température fixée a 35°C. Le vide est effectué 3 fois
pour supprimer 1’oxygene de I’environnement et le remplacer par de 1’azote (40 ml/min) afin
d’éviter I’oxydation des constituants de I’échantillon. La rampe de température monte de 35°C

a 1250°C a une vitesse de 10°C/min avec une température d’arrét & 1260°C.
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La perte de masse de I’échantillon, m,, est mesurée au cours de la rampe de température
(Figure 2- 6).
Sous I’effet de la chaleur, le CaCOs se decompose en oxyde de calcium (CaO) et en dioxyde de

carbone (CO») suivant la réaction de décomposition thermique suivante :

A
CaCOs3 (solide) = CaO (solide) + CO2 (gazeux)

La réaction de décomposition du CaCOs est une réaction totale. Dans le cas du CaCOg, la perte
de masse n’atteint jamais les 100% car le CaO produit ne se décompose qu’a une température
d’environ 2500°C, valeur qui n’est pas atteinte lors de ’essai. La perte de masse m,, mesurée
entre 600 et 900°C est donc exclusivement associée au départ des molécules de CO2 sous forme
de dégagement gazeux. Du fait de la stoechiométrie de la réaction de décomposition, on en

déduit la masse de CaCOz3 dans I’échantillon de masse mg,p, :

m

14 .
Mcacos(ATG) = Mo X Mcqco, Equation 2- 2
O,

0U Mcqco, €t Mco, sont les masses molaires du CaCOset du COs.

3.2.2. Calcul taux de conversion

Lors de la formation de CaCOs, une mole d’AcCa, contenant une mole de Ca®*, permet de
former une mole de CaCOs. Pour toutes les voies métaboliques, on considére alors 1’AcCa
comme réactif limitant pour cette réaction. A partir de ce postulat, on détermine une masse

théorique formable de CaCOz selon la formule :

_ Mycca .
Mceaco, th) = 77— X Mcaco, Equation 2- 3
MAcCa

Avec my.c, (g) la masse d’AcCa introduite pour 1’expérience.

. . . m
Ainsi on calcule un taux de conversion selon : tx pp, = —c23@TS

Mcacos (th)
Remarque : Le calcul n’est pas strictement qualitatif car le calcul ne tient pas compte du Ca?*

déja contenu dans le milieu de culture (les peptones, 1’extrait de viande...).
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4. Les tensioactifs

Lors de la formulation des mousses de bactéries, la principale difficulté est de trouver un
tensioactif qui ne soit pas bactéricide, qui n’interfere pas avec la précipitation de CaCOs, et qui
assure la formation et la stabilité dans le temps de la mousse.

Du fait des motifs de glucose qu’ils contiennent, deux types de tensioactif, parmi une grande
variété, ont attiré notre attention : les saponines et les Alkyl Poly Glucosides (APG). Nous nous

sommes limités a ces deux types de tensioactifs pour une question de temps.
4.1. Liste des tensioactifs

La saponine (Figure 2- 7) est un tensioactif issu de la biomasse, qu’on extrait des plantes ou des
graines®’ et présente donc un potentiel non bactéricide. Cette molécule est composée de
plusieurs chaines de sucre (hydrophile) et d’une partie hydrophobe appelée aglycone®. La
saponine (S/0380/48) utilisée dans ce projet provient de chez Fisher Scientific.

O.__OH
HO HO,
o o
H
OH o
&
OH
HO,

o}
0 0,
OH
0, (¢]
OH

OH
OH OH
(o]

OH

HO HO O
OH o
HO OH

OH OH

H o}
o]
H

OH

Figure 2- 7. Structure moléculaire de la saponine « Quillaja Saponaria ». La partie hydrophobe est

surlignée en bleu et les parties hydrophiles sont surlignée en orange. Modifié de Guzman et al. 2020%.

Plus la structure comporte de résidus de sucre, plus les molécules vont étre attractives entre

elles via des interactions hydrogénes®.
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Les Alkyl Polyglucosides (APGs) sont des tensioactifs dérivés du glucose (

Figure 2- 8). Ces molécules sont constituées d’une chaine carbonée hydrophobe d’une longueur
de n carbones et d’une chaine hydrophile d’un ou plusieurs motifs de glucose. On sait que les
bactéries consomment généralement les sucres (glucose) grace a une enzyme, ces molécules

ont alors un potentiel avec les bactéries comme sources de nutriment et donc non bactéricides.

OH Nombre de Glucose | Nombre de
supplémentaire (X) | carbones (n)
'1—(1)0 0 Glucopon moy : 0.7 8-10

OHO C8G 0 8

0 c8M 1 8

HOS o O~CHans1 C10G 0 10

C10M 1 10

X
Cl2m 1 12

Figure 2- 8. A gauche : Structure moléculaire générale des APGs. La partie hydrophobe est surlignée
en bleu et les parties hydrophiles sont surlignée en orange ; A droite : tableau énumérant la structure
des différents APGs utilisés.

On note les APGs : C(n)G ou C(n)M avec n correspondant a la longueur de la chaine carbonée
et G (pour glucoside) et M (pour maltoside) correspondant a 1 et 2 motifs de glucose
respectivement. Dans le cadre de cette these, j’ai étudié 5 APGs purs : C8G, C8M, C10G,
C10M, C12M et un APG commercial, le Glucopon, qui constitue un mélange de quatre APGs :
C8G, C8M, C10G et C10M.

4.2. Mesure de la concentration micellaire critique

La concentration micellaire critique (CMC) correspond a la concentration pour laquelle les
tensioactifs en solution commencent a s’assembler et a former des micelles. Lorsque la
concentration en tensioactifs augmente avant la CMC, les tensioactifs s’accumulent au niveau
de l’interface liquide/air et font diminuer la tension de surface. Une fois la CMC atteinte,
I’interface est saturée en tensioactifs. L’augmentation de la concentration en tensioactifs
augmente la concentration en micelles, la valeur de la tension de surface restant constante. On
peut donc déterminer la CMC en mesurant la tension de surface en fonction de la concentration

en tensioactifs. La méthode choisie pour cette mesure est celle de la goutte pendante. Le
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tensiometre a goutte et son logiciel Tracker de chez Teclis scientific permet la mesure de la
tension de surface a partir du profil de la goutte (pendante) et de son ajustement par 1’équation
de Young-Laplace. La tension de surface a été déterminée pour différentes concentrations en
tensioactifs (Figure 2- 9).

70
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[Glucopon] (g/1) CMC

Figure 2- 9. Tension de surface pour t=600sec en fonction de la concentration en Glucopon selon la

méthode de la goutte pendante avec le Teclis.

Néanmoins, les mesures effectuées sur les solutions connues de saponine ont montré une
dynamique trés lente des tensioactifs pour atteindre 1’équilibre. La tension de surface de chaque

solution a donc été mesurée au cours du temps (Figure 2- 10).

+ eau
> 0.01
+0.05
+0.1
-0.3
+0.5
0.7

Tension de surface (mN/m)

= 0.2

43 — —— —
0 200 400 600 800

Temps (s)

Figure 2- 10. Tension de surface de solutions a différentes concentrations (indiqué a droite en g/L) en

saponine en fonction du temps.
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Dans la mesure ou la modélisation de cette cinétique d’adsorption dépassait largement le cadre
de cette caractérisation de la CMC, nous choisissons d’exploiter les valeurs de tension de

surface mesurées a 10 min pour toutes les concentrations (Figure 2- 9).

Sur le graphe de la Figure 2- 9, I’intersection des droites en pointillés rouge et gris permet
d’estimer la CMC du Glucopon, soit CMCgiucopon ~ 2 g/l. Les valeurs de CMC des différents
tensioactifs utilisés dans ce projet sont répertoriées dans le Tableau 2- 5, et comparées a celles
de la littérature.

Tableau 2- 5. Valeurs de concentration micellaire critique (CMC) trouvées dans la littérature et

mesurées pour les différents tensioactifs utilisés.

Tensioactifs Saponine | C8G | C10G | C8M | C10M | C12M | Glucopon
CMC expérimentale (g/l) 3 7 0,7 10 0,95 0,05 2
CMC littérature (g/1) ND| 71| g7t| 1owe| quz| 008 ND

4.3. Dosage des tensioactifs par CLHP

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) est une technique qui repose sur la
séparation de composés en fonction de leurs affinités avec la phase mobile et la phase
stationnaire. 1l est possible de séparer, d'identifier et de quantifier différents composés en

fonction de leur temps de rétention dans la colonne de chromatographie.

Pompe Colonne Détecteur Colonne

(phase stationnaire)

Solvant
(phase mobile) II

FEmpower
(tralfement numeérique) b

Imecteur

Phase mobile
Phase stationnaire

£
=]
a
=
=
=
&
w
)
o
[}
=
A

Echantillon

Figure 2- 11. a. Schéma du systéme de chromatographie liquide ; b. Principe de séparation des
composés (C1 et C2) d’un mélange par chromatographie liquide en fonction des affinités entre les

composés et la phase mobile avec la phase stationnaire.
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Comme on peut le voir dans la Figure 2- 11.a, I’échantillon est injecté dans un circuit ou circule
déja un solvant appelé €luant, il s’agit de la phase mobile. Le mélange échantillon + solvant
passe ensuite dans une colonne, la phase stationnaire. En fonction des composés a separer, le
choix de la colonne est important. Elle peut étre polaire (dite colonne normale) ou apolaire (dite
colonne inverse). La surface interne d’une colonne normale est constituée d’une paroi en gel de
silice présentant des groupements silanol (Si-OH). La surface interne des colonnes inverses est
généralement constituée de gel de silice greffé avec des chaines alkylées, dont la longueur peut
varier en fonction de la force apolaire voulue. Le temps de rétention des composés dans la
colonne dépend donc de I’affinité de ces composés avec cette surface, qui controdle les échanges
entre la phase mobile et la phase stationnaire (Figure 2- 11.b). Ainsi, aprés un choix précis de
la colonne et du détecteur, cette méthode permet d’isoler et de quantifier un composé dans un
mélange complexe. Etant donné la complexité des compositions des solutions étudiées
(Bouillon nutritif, tensio-actifs, bactéries, ...), cette méthode peut étre efficace pour suivre les
concentrations en tensio-actifs suite a I’activité bactérienne.

Cependant, étant donné la différence de structure moléculaire des Alkyl Polyglucosides (APG)
et des saponines, deux protocoles de séparation ont €té nécessaires (cf. paragraphe 4.3.1 et
4.3.2).

Le systeme de chromatographie de la compagnie Waters est piloté a partir du logiciel Empower.
Les échantillons analysés pour étudier la consommation des tensioactifs par les bactéries
correspondent aux échantillons a la fin des expériences de DBO (paragraphe 1.4.1.), soit une
mise en contact de 14 jours des bactéries avec les tensioactifs. Chaque échantillon est filtré a

0,45um avant analyse.

4.3.1. Saponine

Pour identifier la Saponine, on s’est appuyé sur I’article de Young Wan Ha'%* et on a choisi la
détection UV. En effet, selon la Figure 2- 12, la saponine absorbe vers 280 nm. Le débit et la
température ont été fixés & Iml/min et 30°C respectivement. Le volume d’injection est de 50pul.
On a utilise une colonne inverse C18 (phase stationnaire apolaire) Zorbax SB-Aq 4.6 x 150mm,
5um pour ces mesures. Cette colonne fonctionne avec un pH inférieur a 5, donc le mélange
Acétonitrile/Acide acétique a 1% a été utilisé comme éluant et a été efficace avec la méthode

du gradient :
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-0-15min : 5-15% ACN
- 15-30 min : 15— 25% ACN
- 30-31 min: 25 -5% ACN

0 T T
200 250 300 350 400
Longueur d'onde (nm)

Figure 2- 12. Absorbance en UV de la Saponine a 5 g/l dans de /’eau et de [’acétonitrile a 50/50

4.3.2. APGs

Les APGs ne répondent pas en UV, on a donc choisi un détecteur d’indice de réfraction. On
s'est appuyé sur le travail de Bravo Rodriguez!® dans la littérature pour débuter les tests de
quantification des APGs.

En gardant une détection UV en plus du détecteur d’indice de réfraction, on peut facilement
faire la différence entre les APGs et le bouillon nutritif (BN) lors de la séparation car ce dernier
répond en UV. En effet, le BN absorbe a environ 260 nm, ce qui semble correspondre a la

présence de bases azotées au sein des protéines qui composent le BN.

La colonne choisie pour ces mesures est une colonne inverse C18 (phase stationnaire apolaire)
Zorbax bonus-RP 4,6 x 250mm, 5um, qui permet de detecter facilement les composés
phénoliques. L’éluant utilisé est un mélange d’acétonitrile (ACN) et d’acide acétique a 1%
(pH=3) a 35/65 avec un débit de 0,7ml/min et une température de 30°C. Le volume d’injection
est de 20pl.

Les APGs C8M, C8G, C10M et C10G sont analysés en chromatographie.
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5. Production d’une mousse aqueuse controlée

5.1. Dispositif de moussage

Le dispositif permettant la production de mousse consiste en une jonction en T comme
schématisé dans la Figure 2- 13, développé dans la thése de Benjamin Haffner'%. Un débit
d’azote est poussé a une entrée de la jonction, alors qu’un débit de solution moussante est poussé
a I’autre entrée, produisant des bulles a la sortie, formées par la rencontre du liquide et du gaz.
Les bulles produites sont collectées dans une colonne verticale en verre de section
S =5,27.10% m?, initialement remplie de solution moussante. Une caméra placée a la paroi de
la colonne permet de les observer (voir le type d’image obtenue sur la Figure 2- 13). Le controle
de la sortie du liquide dans le bas de la colonne permet soit de stabiliser la position de la mousse
dans la colonne, soit de la laisser sortir par le haut & un débit choisi. A la sortie de la colonne
de mousse, un apport en liquide au débit gi peut étre ajouté a la mousse issue de la colonne pour

augmenter sa fraction liquide : la valeur obtenue sera notée .

Mousse asséchée qi

N

>

Solution
moussante

Mousse a
: la fraction
liquide &

Mousse

Bulles monodisperse
de diametre Dy,

Vanne de sortie

Jonctionen Té : A
formation des bulles

N‘ \]’ \ Solution
“ —_ U «— moussante I
Qliq

Régulateur du Qnz Pousse-seringue
flux de gaz

Figure 2- 13. Schéma représentant le systeme permettant la production de mousse.
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5.2.Controle de la mousse

5.2.1. Taille de bulles

Le dispositif de génération des bulles (Figure 2- 13) permet de former une mousse
monodisperse et de changer le diametre des bulles D;, en jouant sur le rapport des débits d’azote
Qn> €t de solution moussante Q;;, au niveau de la jonction. Pour caractériser cette jonction,
c¢’est-a-dire établir la relation D, = f(QNz/Q,iq), il nous faut mesurer précisément D,,.

La méthode retenue consiste a aspirer un peu de mousse produite a I’aide d’une seringue, au
bout de laquelle on connecte ensuite un capillaire en verre (Hirschmann Laborgeréte, Ringcaps
5uL) de diametre d = 0,288 mm. En faisant ressortir de la seringue doucement cette mousse a
travers le capillaire, on obtient sous microscope des images qui permettent d’observer
directement les bulles confinées (tubulaires) et d’en déduire leur taille (Figure 2- 14.a). On prend
soin de s’assurer que les bulles observées ne sont pas des bulles cassées lors de leur transfert.
Le volume de gaz observé peut s’écrire V, = md?l/4 + md®/6 et diamétre cherché est

D, = (6V,,/m)Y/3. L’erreur relative sur la taille de bulle est estimée a 2%.

. b.
700
~
" g 650 - ¢
0,2 mm =4 .. D,=1219,4Qy,-0,462
Q600 4 .
z &
% . ~
E 550 1 et
3 2-.
= 500 A ““@
5 e
E 450 T
400 .
3 4 5 6 7 8 9 10

Débit de liquide Oy, (ml/min)
Figure 2- 14. a. Image d’une bulle de Glucopon confinée dans un tube capillaire permettant d’en
mesurer la taille ; b. Relation entre le diamétre des bulles produites et le débit de liquide Qiiq (solution

de Glucopon a 10 g/l) introduit dans le générateur pour un débit d’azote fixé a 10 ml/min.

On présente dans la Figure 2- 14.b les tailles D;, d’une mousse de Glucopon (10g/l) mesurées
pour différents débits de liquide, le débit d’azote étant fixé a la valeur maximale permise par le
régulateur, c’est-a-dire Qy, = 10 ml/min. On note qu’un débit liquide de 7,1 ml/min permet

d’obtenir des bulles d’environ 500 um de diametre.
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Pour la mousse de saponine, 1’évolution de la taille des bulles en fonction du débit de liquide
Qiig est le méme que pour le Glucopon. Cependant, on a remarqué que la taille des bulles
obtenues avec la solution de Saponine dépend de 1I’4ge de la solution. Globalement, aprés 2
jours, plus la solution de Saponine est vieille, plus la taille des bulles augmente pour la méme
valeur de Qiig. Ce comportement peut s’expliquer par le fait que la solution est polluée par des
micro-organismes. Le changement de viscosité ou 1’obstruction du capillaire dans la jonction
peut modifier la taille des bulles formées. Dans ce cas, il est nécessaire de changer régulierement
la solution de saponine et de Vérifier, avant chaque expérience, la taille des bulles. On aurait pu
utiliser une lampe UV pour tuer ces micro-organismes.

Avec différentes jonctions, il est possible d’atteindre une gamme de taille de bulle plus large.

On peut donc former des bulles de taille entre environ 330 pum et 2000 pum.

5.2.2. Fraction liquide

On cherche ici a imposer une fraction liquide a la mousse évacuée de la colonne & débit constant,
en controlant le drainage de celle-ci lors de son séjour dans la colonne. Etant donné notre
dispositif, le moyen le plus simple est d’imposer le débit de sortie, qu’on a choisi de valeur
égale au débit Qy, =10 ml/min, puis de choisir une hauteur h de mousse dans la colonne (c’est-
a-dire fixer la position de I’interface de séparation entre la mousse et le liquide). Ceci permet
de fixer le temps de séjour de la mousse dans la colonne. Il suffit alors d’imposer un débit
d’imbibition q; de solution en sortie de colonne, soit introduire du liquide dans la mousse a une
certaine vitesse, pour controler la fraction volumique en liquide & dans la mousse. En pratique,
le maintien d’une hauteur fixe de mousse dans la colonne consiste a évacuer par le bas de la
colonne I’exces de liquide introduit avec les bulles en provenance du générateur.

Il a été constaté que pour étre en mesure de contréler & sur une grande plage de valeurs, il est
préférable d’imposer une hauteur de mousse relativement importante, et donc une fraction
liquide initialement faible, qu’il sera possible d’ajuster en sortie avec le débit d’imbibition. Par
ailleurs, les variations de la fraction liquide engendrées par les possibles variations de h sont
plus faibles lorsque h est relativement grand.

L’étape suivante consiste a faire varier le débit d’imbibition g; alors que h est fixée a 225 mm,
le debit de sortie de la mousse étant toujours 10 ml/min. La fraction liquide peut étre contrélée
entre 1,2% et 8% en variant le débit g; (Figure 2- 15) pour le Glucopon et entre 5% et 30% pour

la Saponine.
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Figure 2- 15. Fraction liquide des mousses de Glucopon et de saponine pour h = 225 mm sortant de la

colonne de production au débit 10 ml/min, en fonction du débit d’imbibition q;.

Nous sommes donc en mesure de produire des mousses de Glucopon et de Saponine de diametre
de bulle dans la gamme 330-2000 pum et de fraction liquide contr6lées de 1 a 8% et de 5 a 30%

respectivement.

6. Echantillons poreux remplis de mousse

Afin de simplifier 1’étude, le matériau poreux choisi est un empilement de billes de verre, soit
des grains de verre. Dans ce type de systéme poreux, il est possible de contréler et de faire

varier facilement la taille des grains et par conséquent la taille des pores.
6.1. Milieu poreux : Empilements de grains

La premiére étape est de déterminer la distribution des tailles des différents lots de grains. Pour
chaque lot, une taille de grains est indiquée, soit : 1mm (D1), 1,2 mm (D1.2), 1,5 mm (D1.5),
2 mm (D2), 3 mm (D3) et 5 mm (D5). Ces distributions représentées dans la Figure 2- 16 ont
pu étre déterminées par traitement d’images capturées a partir d’un microscope binoculaire. De
cette méme fagon, on a pu remarquer des défauts récurrents : des grains allongés, en forme de
goutte ou des siamois. Le nombre de defauts est plus important dans le lot de grains dits de

1,2mm.
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Figure 2- 16. a. Distribution des diamétres des grains et b. Fréquence cumulée en fonction du
diametre de grains pour chaque taille de grains supposé 5 mm en violet (485 grains) ; 3 mm en vert
(601 grains) ; 2 mm en orange (1116 grains) ; 1,5 mm en bleu foncé (707 grains) ; 1,2 mm en bleu

(1499 grains) ; 1 mm en rouge (1521 grains) ; a. Les courbes en pointillés correspondent a

[’ajustement de gaussienne sur chaque série de grains. b. La droite en pointillés représente la

fréquence cumulée a 50% permettant de déterminer le diamétre Dso, diamétre pour lequel 50% des

grains ont un diametre inférieur ou égale a Dso.

Tableau 2- 6. Valeurs des diamétres moyens en nombre D, des écarts-type o et des diamétres Ds,

pour chaque taille de grains déterminés a partir de la Figure 2- 16.

D (mm) | o (mm) | Dgy (mm)
D1/D1.2 1,14 0,08 1,14
D1.5 1,54 0,03 1,54
D2 1,92 0,08 1,94
D3 3,04 0,05 3,05
D5 5,25 0,09 5,23

La Figure 2- 16 montre une distribution similaire pour les grains D1 et D1.2. D’aprés le Tableau
2- 6, la moyenne se trouve proche de 1,14 mm. Les grains D2, D3 et D5 ont une distribution de
taille plut6t large et centrée autour de 1,92 mm, 3.04 mm et 5,25 mm respectivement. La
distribution de taille des grains D1.5 présente une belle gaussienne autour de 1,54 mm. On
retiendra les tailles 1,1 mm pour les lots D1 et D1.2, et 1,5 mm, 2 mm, 3 mm et 5 mm pour les
lots D1.5, D2, D3 et D5 respectivement.

Ensuite, il s’agit de déterminer le volume poreux qu’occupera la mousse dans I’empilement. La

porosité p de I’empilement est susceptible de varier légérement du fait des effets de paroi avec
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la colonne et de défauts présents dans un lot de grains. Plus précisément, I'empilement des
grains en paroi est différent de celui en volume!%’, et la proportion de pores exposés a la paroi

varie avec le rapport des diameétres grains/colonne.

Mgrains
— > Viot

Vemp
Veau

Figure 2- 17. Mesure des différentes valeurs caractéristiques d'un empilement de grains.

On verse une masse de grains Mgrins dans une colonne partiellement remplie d’eau avec un
volume Veay (Figure 2- 17). On distingue deux volumes caractéristiques de I'empilement : Vgrains
correspondant au volume de tous les grains additionnés et Vemp correspondant au volume total
occupé par lI'empilement dans la colonne. Le volume total de 1’eau et des grains est noté Viot.
La masse volumique est obtenue avec le rapport : C, = Mgpqins/ (Veor — Veau)- Par la suite, le
volume de grains introduit dans la colonne sera connu par le rapport mg,qins/Cy,. Apres le
remplissage de la colonne, la hauteur de I’empilement est mesurée et son volume Ve, est
déterminé a partir de la section de la colonne. La porosité est alors calculée par la relation
p =1 — Mypqins/ CyVemp. En fonction de la hauteur de la colonne (H = 160mm ou 64mm), les
valeurs de porosité calculées sont différentes. Les données caractéristiques des grains utilisés

sont répertoriées dans le Tableau 2- 7.

Tableau 2- 7. Récapitulatif des valeurs de Cv et de porosités des empilements de différentes tailles de

grains.
D5 D3 D2 D15 D1
Cv (g/cm®) 255| 254| 252| 265| 257
Porosité p (H= 64mm) / 0,39 0,38 0,41 0,38
Porosité p (H= 160mm) 0,43 0,42 0,41 / /
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6.2. Remplissage de mousse

Avant de remplir la colonne avec les grains, une grille est ajoutée au fond de la colonne de
facon a ce qu’ils soient retenus dans la colonne tout en laissant passer la mousse sans casser les
bulles. La colonne de grains est ensuite connectée a la colonne de production de mousse.
Comme illustré dans la Figure 2- 18, la mousse peut ainsi s’écouler et garnir 1’espace poreux
de la colonne granulaire. 1l est nécessaire de faire circuler de la mousse quelques minutes avant
de pouvoir observer la stabilité décrite ci-dessous. En pratique, on surveille la mousse en sortie
de colonne jusqu’a retrouver une mousse monodisperse ayant les mémes caractéristiques (taille
et fraction liquide) que celle introduite en entrée. On impose en sortie de colonne de production
une fraction liquide supérieure a 3% a la mousse de sorte que celle-ci s’écoule dans le poreux

sans modifier les tailles de bulles.

Grains de
verre (D)

Mousse
¥ (taille de bulle D,)

Bulles et grains
monodisperses

Figure 2- 18. Colonne de grains remplie de mousse monodisperse. Les grains sont représentes par les

cercles rouges pointillés.

Dans la mesure ou une mousse monodisperse est observée en sortie de colonne apres une phase
non stationnaire, il est important de connaitre la fraction en liquide qui séjourne dans la colonne
avec la mousse au moment ou I’écoulement de mousse est stoppé.

Cette fraction liquide est mesurée par la pesée de la colonne de grains remplie de mousse. Cette

méthode consiste a mesurer la masse de liquide contenu dans le volume poreux en soustrayant
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a la masse totale de la colonne remplie de grains et de mousse, les masses des grains et du

montage sec. La marge d’erreur sur la mesure de fraction liquide s’¢éleve a 7%.

6.3. Mesure de perméabilité au liquide de la mousse aux temps courts

Deux méthodes de mesure de perméabilité au liquide du systéme ont été mises en ceuvre : (1)
La premiére est la méthode adaptée des mesures sur des mousses de volume (non confinées) :
elle consiste en une expérience dite de « drainage forcé » avec une détection du passage du
front de liquide a différentes positions (cf. paragraphe 5.2 du chapitre 1). (2) La deuxiéme
méthode est plus classique dans le domaine des milieux poreux solides (Darcy) : elle consiste
a suivre au cours du temps la hauteur de liquide dans un tube vertical placé en entrée de la
colonne granulaire/mousse. Cette méthode est adaptée dans la situation ou les bulles ne sont
pas emportées par 1’écoulement. On remarque que la premiére méthode met en jeu le
mouvement des bulles dans la porosité au-dessus du front de drainage, du fait de la conservation
du volume. Elle est donc utilisée plut6t pour les plus grosses tailles de grains, ou D, /D, < 0,2.
La seconde nécessite la capture des bulles dans la porosité de I’empilement. Elle est utilisée

plutdt pour les plus petites tailles de grains, ou D, /D, = 0,2.

6.3.1. Drainage forcé

Cette méthode consiste a laisser drainer la mousse produite, puis a introduire du liquide en haut
de la colonne de mousse a un débit fixé tout en mesurant la vitesse a laquelle cet excédent de
liquide s’écoule dans la mousse sous la forme d’un front séparant la mousse initiale, de fraction
volumique liquide &, de la mousse imbibée a la fraction &. Pour cette méthode, on a utilisé une
colonne granulaire de hauteur H = 160 mm.

Une fois la mousse mise en place dans la porosité, on laisse la mousse drainer dans la colonne
pendant une quinzaine de minutes, qui correspond au maximum en-dessous de laquelle on
n’observe pas de murissement, c’est-a-dire d’évolution de la taille des bulles. Cette étape
permet de faire diminuer la fraction liquide dans la mousse afin de mieux observer le front de
liquide par la suite. Il est alors nécessaire de connaitre la fraction liquide de la mousse apreés
cette phase d’attente et avant de déverser la solution. Cette fraction, notée g,, a été mesurée
pour les grains de 3 et 5,2mm en utilisant la méthode de pesée de la colonne avec et sans mousse

expliquée dans le paragraphe 6.2. Cette méthode est employée car la marge d’erreur est faible
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pour une colonne de hauteur H = 160 mm. Les valeurs sont présentées dans le Tableau 2- 8. On
fait I’hypothése que ces valeurs sont inchangées tant que les conditions de production de la

mousse sont les mémes.

Taille de grains 5,2 mm 3 mm
Fraction liquide &, 27%+02% [25%+0,2%

Tableau 2- 8. Fraction liquide initiale dans la mousse de Glucopon correspondant aux tailles de

grains utilisées.

Apres cette premiére phase, la solution est déversée en haut de la colonne avec un débit dit
d’imbibition q, le bas de la colonne étant totalement fermé. Le front de drainage est observé
avec une cameéra, par transmission de lumiére, ce que montre la Figure 2- 19. On obtient des
allures de passage de front similaires a celles observées avec la mousse seule, méme si la

présence des grains diminue 1’amplitude du signal d’intensité mesurée.

t) ty t3 ty t

: Hauteur du front

Figure 2- 19. Images de la colonne de mousse de Glucopon dans [’empilement de grains de 5,2mm

observée par transmission de lumiére lors du passage du front de drainage.

Deux méthodes de traitement ont été testées : (1) la construction d’une image spatio-temporelle,
(2) la détection du passage du front a différentes positions (hauteurs) dans la colonne.
En présence de grains, on a observé que le niveau de gris varie trés peu au passage du front,

difficile a voir a I’ceil nu. Pour avoir une meilleure précision, il est donc plus judicieux de choisir
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la deuxiéme méthode permettant d’accéder au niveau de gris moyen, soit de détecter le passage

du front a différentes positions h, dans la colonne (Figure 2- 20).

PSP R 1. b

205

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
t(s)

Figure 2- 20. Méthode de suivi du passage du front de drainage forcé dans la mousse : () colonne de
grains remplis de mousse, (b) évolution des profils horizontaux de niveaux de gris n a une position

z = h, dans la colonne, (c) évolution du niveau de gris moyen en z = h, en fonction du temps t

Pour chaque hauteur h, une image spatio-temporelle est obtenue, de largeur w correspondant a
celle de I’image de la colonne, en fonction du temps. On trace ensuite en fonction de t le niveau
de gris n moyenné sur w. Ces courbes font apparaitre clairement une transition qui correspond
au passage du front. On introduit un niveau de gris n  normalisé
n* =M —Npin)/ Mmax — Mmin) dont les valeurs sont comprises entre 0 et 1 pour les
différentes hauteurs h,. Pour déterminer la vitesse du front, on trace n* en fonction du temps
(Figure 2- 21a).
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Figure 2- 21. Mesure de la vitesse du front de drainage forcé dans la mousse : a. niveau de gris
normalisé en fonction temps pour différentes hauteurs h; ; b. Hauteur de liquide dans le tube en

fonction du temps, la pente correspond la vitesse de front vs.

Le passage du front pour chaque h, est repéreé par la valeur n* =0,5, ce qui permet de déterminer
les temps de passage t,, associés. On trace ensuite h, — h,—1) en fonction de t,, — t,;=1),
dont la pente fournit directement la vitesse v, du front (voir Figure 2- 21.b).

A partir des données de vitesse de front, il est possible de déduire la perméabilité kr de la

mousse avec 1’équation suivante exprim¢é dans le chapitre 1 :

qi _ kf .
-—=—p Equation 2- 4
S, U 9 q

Ol u =103 Pa.s et p = 103 kg/m3 sont respectivement la viscosité et la masse volumique
de la solution moussante et S, en m? représente la proportion qu’occupe la porosité dans chaque
section de la colonne de grains, soit S, = S/p.

De maniére a comparer nos résultats avec ceux de la littérature, la perméabilité est

adimensionnée par le carré de la taille des bulles :

7 ﬁ_ Hqi

keo = =— Equation 2- 5
77 D2 pgS,DE
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On détermine par conservation du volume de liquide la fraction liquide & de la mousse située
derriere le front (g, étant celle avant le passage du front) : v¢(e — &y) = q;/S,. Ainsi, la mesure
de vy fournit la fraction liquide :

qi
SpVr

E=¢g + Equation 2- 6

On peut ainsi associer une valeur de perméabilité au liquide de la mousse du milieu poreux

adimensionnée Ef avec une fraction liquide & et construire une courbe de perméabilité
iéf = f (&) en faisant varier le paramétre gi. La perméabilité de la mousse hors milieu poreux

est notée k.

Dans le cas des tailles de grains les plus petites ou des plus grosses tailles de bulles, ces derniéres
sont immobilisées dans les pores (les bulles trop grosses pour passer d’un pore a un autre). Le
suivi du front est alors impossible car le drainage nécessite une mobilité des bulles du bas vers
le haut. Une autre méthode a été developpée, inspirée des méthodes de mesure de perméabilité

pour des sols poreux : essai a charge variable.
6.3.2. Essai a charge variable

Pour les empilements étudiés avec cette méthode, le drainage libre ne se produit pas ou sinon
tres peu. De ce fait, la fraction liquide initiale est assimilée a la fraction liquide de la mousse
utilisée pour le remplissage de I’empilement (mesurée en sortie de colonne de production et en
sortie de colonne granulaire). Pour cette méthode, la hauteur de la colonne de grains a été réduite
(H = 64 mm) de maniére a diminuer la durée de I’expérience.

Cette méthode consiste donc a suivre le niveau de liquide qui s’écoule dans le milieu. Pour ce
faire, on place un tube au-dessus de la colonne, comme schématisé sur la Figure 2- 22, on
introduit dans le tube un volume V: de liquide (solution du tensioactif correspondant) a 1’aide
d’un pousse-seringue. La pression imposeée par la hauteur z de liquide dans le tube permet
I'écoulement du liquide dans la mousse, au travers de I’empilement granulaire, sans changement
de fraction liquide. La cinétique de cet écoulement est suivie en mesurant z en fonction du

temps. La hauteur initiale est notée z,.
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Figure 2- 22. Schéma du montage utilisé pour la mesure de perméabilité avec la méthode d’essai a

charge variable.

Dans cette configuration, le débit de liquide Q entrant dans I'empilement dépend de la Section

St du tube et de la variation de hauteur z en fonction du temps :

=- dz Equation 2- 7
0==5%g o

La loi de Darcy permet de relier le débit Q du liquide a la perméabilité k;, du milieu, c’est-a-

dire celle de I’ensemble grains + bulles, dans I’hypothese ou seul le liquide s’écoule.
=—— Equation 2- 8

avec la section S de la colonne granulaire et la viscosité p du liquide. Dans la configuration de
la Figure 2- 22, AP = pg(z — z,) car P = P, (pression atmosphérique) en sortie de colonne.

A partir des équations Equation 2- 7 et Equation 2- 8, on obtient I'équation suivante :

St dz _kppg(z — 20)

— Equation 2- 9
Sdt u H quat
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dont la résolution fournit 1’évolution temporelle de ’altitude z en fonction de la perméabilité

kp:
= Sk t Equation 2- 10
" = exp( p quation 2-

Le tracé de I’Equation 2- 10 avec les points expérimentaux comme sur la Figure 2- 23 permet

d’ajuster kp afin d’avoir la meilleure correspondance entre la théorie et 1I’expérience.

0 100 200 300 400

t(s)

Figure 2- 23. Rapport des hauteurs z/z, en fonction du temps. Les ronds correspondent aux valeurs

expérimentales, la courbe correspond a | ’Equation 2- 10.

Afin de pouvoir comparer les deux méthodes de mesure de perméabilité, on peut déduire la

perméabilite de la mousse k, en divisant la perméabilité k, par la porosité p du milieu

granulaire.

kp=— Equation 2- 11

6.4. Mesure de perméabilité au liquide de la mousse aux temps longs

Pour suivre I'évolution de la perméabilité de la mousse confinée au cours du temps, nous avons
répété la mesure de perméabilité avec cette deuxieme méthode d’essai a charge variable a
intervalle de temps régulier. La hauteur du liquide z dans le tube placé en amont de la colonne
va alors oscillée comme illustré sur la Figure 2- 24. Pour chaque cycle, le tube est initialement

rempli jusqu’au niveau z,,,,. Le niveau de liquide décroit ensuite dans le tube jusqu’a atteindre
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le niveau z,,;,, ce qui déclenche le début d’un nouveau cycle. Nous répétons ces mesures sur
une durée d’environ 1h30. La variation de hauteur du liquide est déterminée a chaque instant

en filmant le niveau du liquide dans le tube.

2/z,
N N
7 | \f._h Ll
Z0 1+ \ /\ \ /\
!
!
Zoin + ' ZoilZo 4+ \ \ \
! ; t t \. >
t, t, t, t t

Figure 2- 24: Image spatio-temporelle montrant les « oscillations » imposées dans le tube surmontant

la colonne granulaire pour suivre [’écoulement de liquide au cours du temps.

Les tracés de z(t) pour chaque cycle i permettent de determiner la perméabilité k. (t)) associee
de la méme maniére que dans le paragraphe précédent.

Notez que par cette méthode, la mousse est constamment réapprovisionnée en liquide, ce qui
empéche son assechement dd au drainage. Le phénomene de coalescence (rupture des films
liquide), un des phénomeénes de vieillissement de la mousse, peut étre ainsi éviter. Par contre,
le phénoméne de murissement, impliquant des transferts de gaz a travers les films

principalement, n’est pas affecté par 1’ajout de liquide et peut se poursuivre indépendamment.
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Chapitre 3 : Etude de la compatibilité entre

bactéries et tensioactifs
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Les tensioactifs sont souvent utilisés comme détergents dans le but de tuer les bactéries
ou d’éviter leur prolifération. En effet, la similarité structurelle des molécules tensioactives et
des lipides (phospholipides) composant la membrane cellulaire d’une bactérie (voir Figure 3-
1) favorise la rupture de la membrane au contact de tensioactifs et ainsi la lyse de la cellule

bactérienne.

peptidoglycane
w
Bicouche E
phospholipidique
(e ~ 8 nm)
a. Paroi cellulaire Gram positif b. Tensioactif

Figure 3- 1. a. Structure des parois cellulaire des souches bactériennes Gram positif dont la
membrane cellulaire est principalement composée d une bicouche phospholipidique dont [’épaisseur
est d’environ de 8 nm ; b. Structure moléculaire d’'une molécule de tensioactif. Un tensioactif a une

/()ngueur d’environ 3 nm en moyenne.

La premiére problématique est donc d’identifier un ou plusieurs tensioactifs capables de ne pas
induire la lyse cellulaire des bactéries calcifiantes. De plus, un tensioactif compatible avec le
développement bactérien peut devenir une source de carbone supplémentaire pour les bactéries.
Or la dégradation des tensioactifs par les bactéries pourrait induire une modification de leurs
propriétés moussantes, ainsi qu’un changement de comportement des bactéries par rapport a
celui attendu.

Aprés avoir présélectionné des souches et des tensioactifs, nous allons discuter dans ce chapitre
de D’activité et de la croissance bactérienne au cours du temps en présence ou non de
tensioactifs, afin de répondre a la problématique évoqueée plus haut. Puis une méthode de dosage
par chromatographie liquide haute performance est développée pour suivre la dégradation des
tensioactifs en présence des bactéries. Enfin la bio-calcification par les souches bactériennes en

présence des tensioactifs identifiés comme biocompatibles sera testée.
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1. Test de ’activité de I’uréase des souches ureolytiques calcifiantes

Parmi les souches uréolytiques connues, nous avons identifié les souches S. pasteurii, B.
sphaericus et B. subtilis. Afin de tester leur activité uréolytique, ces souches sont mises en
culture dans un bouillon a I'urée 39 g/I (extraits de levure (0.1g/l), monopotassium de phosphate
(9.1g/l), disodium phosphate (9.5¢/l), urée (20g/l) a un pH 6.8 £ 0.1 (Urea Broth chez
Liofilchem).

La production d’ammonium lors de I’hydrolyse de 1’urée par I’action de 1’uréase implique une
augmentation du pH, alors une quantité d’indicateur colorimétrique de pH : rouge de phénol
(0,01 g/l), a été ajoutée. Cet indicateur donne une couleur initialement orange au milieu nutritif,
dont le pH est tres proche de la valeur basse de la zone de virage (entre 6,6 et 8,4) : on s’attend

donc a observer le virage rose suite a I’augmentation de pH attendue.

Les souches sont mises en culture pendant deux jours & 30°C dans ce bouillon avant d’observer
la couleur des différentes solutions. Les photos des solutions apres deux jours sont présentées

sur la Figure 3- 2.

a. Témoin

Figure 3- 2. Test de I’activité de [ 'uréase pour les différentes souches au bout de 2 jours dans leur
bouillon nutritif : a. Témoin (sans souche bactérienne) ; b. B. subtilis ; c. B. sphaericus ;

d. S. pasteurii. Le test est positif lorsque la couleur a viré de I’orange au rose.

Dans la Figure 3- 2, le témoin indique la couleur initiale de la solution. Les cultures contenant
les souches B. subtilis et B. sphaericus sont restées de la méme couleur que le témoin, c¢’est-a-
dire orange. La culture contenant la souche S. pasteurii est devenue rose. On peut aussi deviner,
dans le cas des souches B. sphaericus et S. pasteurii, que la solution est devenue turbide

signifiant une croissance bactérienne.
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Dans ces conditions, la souche B. subtilis ne s’est pas développé et n’a pas hydrolysé 1’urée. La
souche B. sphaericus s’est développé, mais n’a pas non plus hydrolysé 1’urée dans ces
conditions contrairement a la souche S. pasteurii qui s’est développé et a hydrolysé 1’urée. Cette
derniére est donc sélectionnée pour la suite du projet aux c6tés de la souche A2-3, isolée lors de

la thése de H. Martinez*.

2. Respiration bactérienne en présence de tensioactifs

Afin d’étudier I’effet des tensioactifs sur 1’activité bactérienne (respiration) au cours du temps,
la consommation en oxygene a été suivie en I’absence et en présence des différents tensioactifs
d’aprés le protocole détaillé dans le paragraphe 1.4.1 du chapitre 2. Un rappel de la préparation
des échantillons est présenté dans Tableau 3- 1. Le carbonate de calcium (CaCOs3) ne peut
précipiter que si le milieu a un pH basique (pH > 7). Le pH a donc été suivi également. Les
tensioactifs utilisés, décrits dans le paragraphe 4.1 du chapitre 2, sont la saponine, le Glucopon
et les alkyls poly glucoside : C8G, C10G, C8M, C10M et C12M. Leur concentration est fixée
a une fois leur concentration micellaire critiqgue (1CMC). Les cultures bactériennes utilisées
pour les expériences sont agées de 48h. La concentration initiale de la suspension mére est en
moyenne de 2.108 UFC/mI pour les deux souches (A2-3 et S. pasteurii) et le pH initial a pour

valeur environ 8.

Tableau 3- 1. Volumes des eléments eau ultrapure, Bouillon Nutritif (BN), tensioactif (TA) et inoculum

composant le mélange pour les mesures de Demande Biologique en oxygéne (DBO)

Volumes Volumes en

pour le présence de
Témoin (ml) | tensioactif (ml)
H>O ultrapure 19,664 18,529
BN 8¢/l (pH=8) 2,514 2,514
TA (C=20CMC) 1,135
Inoculum 0,522 0,522

volume total 22,7 ml
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Pour les deux souches (Figure 3- 3 et Figure 3- 4), les expériences témoin donnent des courbes
tres similaires : la consommation en oxygéne augmente rapidement et se stabilise a environ 500

mg/L au bout de 2 jours.
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Figure 3- 3. Consommation de l’oxygene au cours du temps par la souche A2-3 en présence a. de
saponine (ronds rouges) ; b. de glucopon (ronds bleus) ; c. de C8G (ronds violets) et de C10G (ronds
turquoises) ; d. de C8M (ronds oranges), C10M (ronds bleus) et C12M (ronds verts). La concentration
des tensioactifs est de 1CMC. La ligne continue noire représente la moyenne de 15 expériences sans

tensioactifs.
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Figure 3- 4. Consommation de [’oxygene au cours du temps par la souche S. pasteurii en présence a.

de saponine (ronds rouges) ; b. de glucopon (ronds bleus) ; c. de C8G (ronds violets) et de C10G
(ronds turquoises) ; d. de C8M (ronds oranges), C10M (ronds bleus) et C12M (ronds verts). La

concentration des tensioactifs est de 1CMC. La ligne continue noire représente la moyenne de 12

expériences sans tensioactifs.
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Figure 3- 5. Valeurs de pH et de concentration en bactéries (UFC/mI) des échantillons en début et en
fin d’expérience en présence des différents tensioactifs avec a.c. A2-3 et b.d. S. pasteurii. L ’écart type

des échantillons est calculé a partir de 3 échantillons.

Sur la Figure 3- 3.a, on peut remarquer que la souche A2-3 en présence de saponine donne lieu
a une consommation en oxygene bien plus importante que pour I’expérience témoin (sans
tensioactif) ainsi qu'une augmentation rapide dés le début de I'expérience, et qui se poursuit
avec un léger ralentissement en fin d’expérience. En revanche, la souche S. pasteurii
en présence de saponine (Figure 3- 4.a) suit la courbe du témoin et lui est légérement
supérieure : un plateau situé a environ 600 mg/l est observé a partir de 2 jours.

D’aprés la Figure 3- 3.b, ’expérience en présence de Glucopon avec A2-3 montre une
consommation en oxygene plus faible que celle du témoin. On peut remarquer une inhibition
de I’activité bactérienne jusqu’a 3 jours, puis une légere augmentation jusqu’a atteindre un
plateau situé a 200 mg/l au bout de 6 jours. Dans le cas de la souche S. pasteurii, aucune activité
bactérienne n’est détectée au cours des 12 jours d’expérience.

D’aprés les Figure 3- 3.c et Figure 3- 4.c, les deux souches présentent des comportements
similaires en présence de C8G et C10G. Les glucosides semblent inhiber la respiration des
bactéries. On note une trés faible augmentation au bout de 7 jours avec A2-3 (Figure 3- 3.c)
mais celle-ci n’est pas significative.

Pour les deux souches, la présence des tensioactifs C8G, C10G et Glucopon (Figure 3- 3.b,c et
Figure 3- 4.b,c) semble inhiber la respiration des bactéries. Pour rappel, le Glucopon est un
mélange des APGs : C8G, C10G, C8M et C10M. La présence de C8G et de C10G dans la
formulation du Glucopon explique ’inhibition de la respiration bactérienne en présence de ce

dernier (Figure 3- 3.b et Figure 3- 4.b).
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De plus, pour les deux souches, les tensioactifs (en plus de la saponine) menant a une respiration
bactérienne supérieure ou égale au témoin sont les trois maltosides (C8M, C10M et C12M).
D’apres les Figure 3- 3.d et Figure 3- 4.d, les maltosides donnent lieu & une augmentation de la
consommation en oxygene assez rapide dés le début de I’expérience, suivie d’une
consommation plus importante que pour I’expérience témoin. On peut noter que I’augmentation
est d’autant plus importante que la chaine carbonée est petite. En effet, pour le C12M un plateau
est observé vers 600 mg/L au bout de 2-3 jours (pour les deux souches).

En présence de C10M, la valeur atteinte pour la souche A2-3 (Figure 3- 3.d) est environ 1200
mg/L au bout de 6 jours, et 800 mg/l au bout de 2/3 jours pour S. pasteurii (Figure 3- 4.d). En
présence de C8M, I’augmentation est rapide jusqu'a un plateau situ¢ a 2000 mg/I au bout de 5
jours pour A2-3. Pour S. pasteurii, la courbe n’atteint pas de plateau mesurable dans les 12 jours
et dépasse la valeur de 4000 mg/l au bout de 9 jours. L’activité bactérienne semble dépendre
de la longueur de la chaine carbonée.

De plus, en présence d’APG maltosides, aucun effet bactéricide ou inhibiteur n’est constaté,
contrairement aux expériences en présence des APG glucosides. Il apparait que le nombre de
motifs glucose dans la structure moléculaire des APGs est déterminant pour sa compatibilité
avec les bactéries : la respiration bactérienne est quasi nulle avec un seul motif de glucose et
importante avec deux motifs de glucose. La structure des APGs a donc un effet sur le
comportement des bactéries.

L’effet de la longueur de la chaine carbonée doit étre nuance car les expériences ont été menées
a des concentrations de tensioactif égales aux CMC respectives, et donc différentes selon les
tensioactifs. Ainsi, les concentrations utilisées étaient respectivement 0,1 g/l, 0,9 g/l, et 9 g/l
pour C12M, C10M et C8M. Et d’apres les valeurs de DCO dans le chapitre 2 paragraphe 1.4.1,
pour les expériences avec le tensioactif C8M, la quantité massique introduite est au moins 2
fois plus importante que pour les expériences avec C10M, et presque 4 fois plus importante que
pour les expériences avec C12M.

Ainsi, si les tensioactifs ne sont pas bactéricides ou inhibiteurs, leur présence ajoute une source
de carbone supplémentaire disponible pour les bactéries. Les bactéries croissent tant qu’il y a
une source de nutriments disponible, cela implique donc une respiration bactérienne plus
importante en présence de ces tensioactifs. Dans ce cas-13, les bactéries utilisent ces tensioactifs
comme nutriment, elles les consomment. On peut alors se demander comment elles les
consomment. Une question intéressante, et qui pourrait s’avérer utile dans certains contextes

applicatifs, serait de savoir comment sont dégradés les tensioactifs et si les sous-produits
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possedent des propriétés moussantes. La nature des sous-produits des tensioactifs sera

partiellement élucidée par chromatographie dans la partie 4 de ce chapitre.

Les mesures des pH, présentées dans la Figure 3- 5, montrent que la majorité des solutions en
présence de tensioactifs restent basiques (pH > 7). De ce fait, puisque le pH reste basique, il
sera a priori possible de précipiter des CaCOs. L’expérience en présence de C8M avec la souche
S. pasteurii, qui fait apparaitre un pH de 5,6, est une exception qui pourrait &tre un probléme
pour la précipitation de CaCOz. Toutefois, si on ajoute de 1’urée dans le milieu, non présent
dans ces expériences et indispensable pour la précipitation par S. pasteurii, cette souche est
capable par son métabolisme d’augmenter le pH par ’hydrolyse de ’urée!. L’obtention d’un

pH final de 5,6 n’est donc pas rédhibitoire.

La Figure 3- 5 montre également la concentration en bactéries (CFU/mI) en début et en fin
d’expérience comparée au témoin. La valeur initiale pour le témoin est la méme qu’en présence
de tensioactifs, étant donné que 1’on part du méme inoculum. Pour les deux souches (Figure 3-
5.c et 5.d) en présence de saponine, les valeurs de concentration en bactéries augmentent de la
méme fagon que les témoins entre le début et la fin des expériences de DBO. Il en est de méme
pour les expériences avec A2-3 en présence de C8M et de C10M. En présence de C12M et de
Glucopon, le nombre de bactéries A2-3 n’évolue pas significativement. Tandis qu’en présence
de C8G pour S. pasteurii, la concentration en bactérie diminue d’un facteur environ 100. Dans
le cas du Glucopon, on se trouve au-dessus de la concentration minimale inhibitrice (CMI) mais
en dessous de la concentration minimale létale (CML). En effet, I’expérience de DBO (Figure
3- 3.b et Figure 3- 4.b) montre peu, voir pas d’activité bactérienne en présence de glucopon, ce
qui indique que les bactéries sont inactives et le dénombrement bactérien aprés 1’expérience
montre que les bactéries sont capables de se développer lorsqu’elles retrouvent des conditions
plus favorables, c'est-a-dire sans glucopon (Figure 3- 5.c et d). Dans le cas de C8G, on se trouve
au-dessus de la CML : les bactéries ne sont plus capables de se développer lorsqu’elles se
retrouvent sans C8G (Figure 3- 5.d). Ces résultats sont cohérents avec les courbes obtenues par
respirométrie (DBO). En revanche, la concentration en bactéries S. pasteurii diminue beaucoup
en présence de C8M et de C10M alors qu’elle augmente en présence de C12M. Ces derniers
résultats sont étonnants et ne correspondent pas aux conclusions apportées par les expériences
de DBO.
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Pour étre sire des résultats précédents et pour comprendre ce qu’il se passe tout le long des
expériences de DBO, nous avons cherché a faire un suivi de la concentration en bactérie en
parallele des expériences de DBO. Une premiére expérience est effectuée avec la souche A2-3
en présence de saponine en faisant des prélevements tous les 2/3 jours afin de déterminer le
nombre de bactéries par dénombrement sur gélose. La comparaison entre la concentration en

bactéries et la consommation en oxygéne est présentée dans la Figure 3- 6.
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Figure 3- 6. Comparaison du suivi de [’activité bactérienne de la souche A2-3 (ronds rouges) en

présence de saponine a 1CMC et de I’évolution de la concentration en bactéries (barres bleues) au

cours du temps.

Les résultats montrent que la concentration en bactéries suit la méme dynamique que la
respiration bactérienne. En effet, le nombre de bactéries augmente en méme temps que la
consommation en oxygéne. Le nombre de bactéries augmente doucement entre 0 et 2 jours, tout
comme la consommation en oxygene. Puis on observe un saut dans la concentration en bactéries
au bout de 4 jours, ce qui justifie I’accroissement de la respiration. On peut supposer que la
concentration en bactéries atteint un plateau au-dela de 12 jours, alors que la respiration
bactérienne ralentie. Il y a une bonne corrélation entre 1’activité bactérienne et la croissance des
bactéries. Il est donc possible d’étudier plus simplement I’effet des tensioactifs en traitant
uniquement la croissance bactérienne. Mais le suivi de la concentration des bactéries en méme
temps que les expériences de DBO nécessitent une lourde préparation. D’autant plus que les
appareils de respirométrie permettent de lancer uniquement 4 expeériences différentes, dont un

témoin, en méme temps.
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En considérant les valeurs finales du pH et D’activité bactérienne comparée au témoin
(Tableau 3- 2), notre étude nous permet de sélectionner les tensioactifs C8M, C10M, saponine

et C12M comme potentiellement compatibles avec les souches A2-3 et S. pasteurii.

Tableau 3- 2. Récapitulatif des résultats obtenus dans [’étude de [’activité bactérienne des souches
A2-3 et S. pasteurii en présence des tensioactifs saponine, Glucopon, C8G, C8M, C10G, C10M et
C12M. Code des symboles : = : proche de la courbe témoin ; + : bien supérieure a la courbe témoin ;

- . inférieure a la courbe témoin.

e ballbcfgir\i/ei:]éne SITE Sl bgz\fg:}g:\éne AnlUilTEL
Témoin = Basique Témoin = Basique
Saponine + Basique Saponine = Basique
Glucopon - Basique Glucopon - Basique
C8G - Basique C8G - Basique
C10G - Basique C10G - Basique
CsM + Basique C8M + Acide
C10M + Basique Ci10M = Basique
Ciz2Mm = Basique Cia2m = Basique

Par ailleurs, le surcroit d’activité bactérienne observé en présence de ces tensioactifs suggere
qu’ils sont une des sources de nutriments pour les souches bactériennes. Ce sont les
formulations basées sur ces tensioactifs que nous allons étudier par la suite. Les tensioactifs tels
que les poly glucosides (un seul motif de glucose) ne sont pas compatibles pour un

développement bactérien des souches A2-3 et S. pasteurii.

Cette étude a eté effectuee pour des concentrations egales a 1CMC, qui représente la
concentration minimale pour produire de la mousse stable dans le temps. L’idéal serait de
pouvoir formuler des mousses bactériennes a partir de solutions plus concentrées en
tensioactifs. Pour approfondir ce premier travail, nous allons étudier la croissance bactérienne
en présence de tensioactifs pour des concentrations plus élevées. Pour simplifier, augmenter le
nombre d’essais en simultané et obtenir des courbes plus complétes, nous avons choisi de suivre

la croissance en présence des tensioactifs en travaillant sur microplaque et de suivre leur
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croissance par densité optique pour la suite des travaux. En effet la densité optique d’une

suspension bactérienne est proportionnelle a la concentration en bactéries.

3. Effet de la concentration en tensioactifs sur la croissance des

bactéries

Pour réaliser une étude systématique de I’impact de la concentration en tensioactifs, nous avons
suivi la croissance bactérienne par la densité optique sur microplaque des suspensions de A2-3
et S. pasteurii. Nous avons fait le choix de tester tous les tensioactifs (C8G, C10G, C8M, C10M,
C12M, Glucopon et saponine) afin de valider les conclusions précédentes et les concentrations
sont fixés a 1, 2 et 5CMC de maniéere a se rapprocher des conditions probables dans lesquelles

les bactéries seront au sein de la mousse.
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Figure 3- 7. Densité optique mesurée au cours du temps des suspensions de A2-3 en présence de
tensioactifs a. Saponine ; b. Glucopon ; ¢. C8G ; d. C10G ; e. C8M ; f. C10M ; g. C12M aux
concentrations 1, 2 et 5CMC par microplaques. Les courbes noires discontinues correspondent aux

courbes témoin.
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Figure 3- 8. Densité optique mesurée au cours du temps des suspensions de S. pasteurii en présence
de tensioactifs a. Saponine ; b. Glucopon ; c. C8G ; d. C10G ; e. C8M ; f. C10M ; g. C12M aux

concentrations 1, 2 et 5CMC par microplaques. Les courbes noires discontinues correspondent aux

courbes témoin.
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Pour aider a appréhender les résultats présentes sur les deux figures précedentes, les valeurs de
temps de latence, de densité optigue maximale (DOma) et de vitesse de croissance
adimensionnee par la vitesse de croissance témoin V/Vem ont été tracées dans la Figure 3- 9
pour chaque concentration en tensioactifs C8M, C10M et saponine. Les experiences en
présence de C12M, C8G, C10G et Glucopon ne sont pas représentées dans la Figure 3- 9, car
les courbes ne présentent pas une allure classique de croissance bactérienne.

Les valeurs 8 0CMC correspondent aux valeurs moyennes de deux expériences témoin.

C8M C10M ~—e— saponine

A2-3 s. pasteurii

Temps de latence (heures)

DOm;m

0 T T T T 0 T T T
12 3 4 5§ 0 1 2 3 4 5

Concentration en tensioactif comme n.CMC Concentration en tensioactif comme n.CMC

Figure 3- 9 : Valeurs des vitesses normalisées (a,b), des temps de latence (c,d) et des densités optique
(DO) maximale (e,f) en fonction de la concentration en tensioactifs extraites des courbes de
croissance des souches A2-3 (a,c,e) et S. pasteurii (b,d,f). Les courbes en pointillé représentent la

moyenne des valeurs des courbes témoin.
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D’apres les figures Figure 3- 7 et Figure 3- 8, les souches A2-3 et S. pasteurii ont des
comportements globalement similaires en termes de vitesse de croissance et de temps de latence
pour les mémes tensioactifs. Les courbes de la Figure 3- 7.a indiquent que la croissance
bactérienne de la souche A2-3 ne dépend quasiment pas de la concentration en saponine, avec
un temps de latence et une premiére phase de croissance identiques au témoin. L’écart au témoin
est notable aprés une durée de I'ordre de la dizaine d’heures, ou la valeur maximale de
densité optique 1,3 contre 0,9 pour le témoin. Pour S. pasteurii, on constate que la concentration
en saponine (Figure 3- 8.a) augmente la pente de la croissance exponentielle, le temps de latence
étant inchangé. De plus, la valeur de la densité optique maximale augmente de 1 a 1,6 lorsque
la concentration augmente entre 0 et 2CMC (Figure 3- 9). Les courbes a 5CMC n’ont pas la
méme forme que pour les autres concentrations. En effet, on peut observer une croissance en
deux temps qui pourrait s’apparenter au phénomeéne de croissance diauxique?!. Ce phénomeéne
s’explique par ’utilisation successive de 2 sources de carbone ou plus (voir chapitre 1). Cela
indiquerait que les bactéries utilisent la saponine comme nutriments en plus du BN. Néanmoins,
la densité optique maximale atteinte est la méme que pour 1CMC (environ 1,3) avec un retard
de 10h.

En présence d’APG commercial ou des glucosides C8G et C10G (Figure 3- 7.b,c,d et Figure 3-
8.b,c,d), la croissance bactérienne des souches A2-3 et S. pasteurii ne dépasse pas 0,2 en valeur
de densité optique. On peut tout de méme remarquer une faible influence de la concentration
en tensioactifs sur la vitesse de croissance : plus elle est importante, plus la vitesse de croissance
bactérienne est faible.

En présence de maltosides, les souches A2-3 et S. pasteurii se comportent de fagon similaire.
Sur les figures Figure 3- 7.e,f,g et Figure 3- 8.e,f,g, on remarque a la fois une augmentation de
la durée de la phase de latence et une diminution de la densité optique maximale lorsque la
concentration en tensioactifs augmente. Ces effets sont trés marqués pour C12M. Le
comportement global induit par ce dernier se distingue d’ailleurs des autres tensioactifs : il y a
une premiere phase que 1’on pourrait qualifier de « classique », avec un temps de latence qui
augmente et une densité optique maximale locale qui diminue avec la concentration, mais
ensuite la densité optique ré-augmente trés légérement, d’autant moins que la concentration est
importante. Cela ressemble & une croissance diauxique, néanmoins la vitesse de croissance reste
tres lente. En fin d’expérience (au bout de 140h), les valeurs de densité optique atteignent 1,12,

0,9 et 0,75, ce qui est comparable a la valeur mesurée pour le témoin : 0,95 au bout de 20h.
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Pour les tensioactifs C8M et C10M (Figure 3- 7.e,f et Figure 3- 8.¢,f), I’effet de I’augmentation
de la concentration en tensioactifs est faible. Le temps de latence et la vitesse de croissance ne
diminuent que légérement avec 1’augmentation de la concentration. En présence de C10M
(Figure 3-9), la densité optique est trés peu impactée par I’augmentation de la concentration
des tensioactifs, la valeur moyenne étant DO = 0,9. Néanmoins, les résultats de I’expérience
avec S. pasteurii et C8M (Figure 3- 8.e et Figure 3- 9) montrent une diminution de la densité
optique avec ’augmentation de la concentration. La méme expeérience réalisée avec A2-3
(Figure 3- 7.e et Figure 3- 9) montre, au contraire, une légere augmentation de la densité optique
avec la concentration en C8M. On peut également remarquer que pour toutes les concentrations,
il y a une croissance en deux temps. Les bactéries des souches A2-3 et S. pasteurii utiliseraient

donc les tensioactifs en plus du BN.

L’effet de la concentration en tensioactif sur la croissance bactérienne est synthétisé sur la
Figure 3- 9. Globalement, on remarque quatre types de comportements :

e Dans le cas de la saponine, I’augmentation de la concentration en tensioactif favorise la
croissance bactérienne.

e Les glucosides et le Glucopon ont un effet inhibiteur qui s’intensifie avec la
concentration en tensioactifs.

e En présence des maltosides C8M et C10M, Iaugmentation de la concentration en
tensioactifs affecte principalement le temps de latence. La présence de ces tensioactifs
inhibe la croissance bactérienne pendant une petite dizaine d’heures et ceci est d’autant
plus marqué lorsque la concentration en tensioactifs est plus importante.

e Dans le cas du C12M, les courbes obtenues sont difficiles a interpréter car elles n’ont
pas une allure typique de croissance bactérienne. Ce qu’il faut retenir, c’est que la
vitesse globale de croissance est tres lente. En effet, il faut plus de 4 jours pour atteindre
des valeurs de DO s’approchant de 0,9. Les souches ont besoin de plus de temps pour

s’adapter a la présence de C12M dans le milieu.

Au vu des résultats, les expériences de microplagques en présence de saponine et des maltosides
C8M et C10M sont cohérents avec les résultats obtenus dans 1’étude de 1’activité bactérienne.
La saponine, le tensioactif C8M et C10M sont bien compatibles avec les souches A2-3 et

S. pasteurii. On peut ajouter que ces tensioactifs restent compatibles avec les souches
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bactériennes méme pour des concentrations en tensioactifs égales a plusieurs fois la CMC. Dans
le cas de C8M et C10M, I’augmentation du temps de latence n’est pas critique (entre 3 et 10h).
Par contre, les résultats montrent que la croissance est ralentie en présence de C12M. Il faudrait
attendre plusieurs jours (plus de 3 jours) pour avoir une concentration en bactéries équivalente
a DO = 1. Le tensioactif C12M est donc écarté pour la suite de 1’étude.

Les résultats des expériences en presence de glucosides et de Glucopon sont cohérents avec les
résultats de la partie 3. Ces tensioactifs inhibent la croissance bactérienne des deux souches.
C8G, C10G et le Glucopon restent considérés comme non compatibles avec les souches A2-3

et S. pasteurii.

Dans I’ensemble, les résultats obtenus par suivi de croissance affinent les résultats obtenus par
respirométrie. L’augmentation de la concentration en tensioactifs freine globalement la
croissance des bactéries des souches A2-3 et S. pasteurii excepté dans le cas de la saponine.
Mais cet effet de la concentration est plus ou moins marqué en fonction du tensioactif utilise.

Alors que la présence de C8G, C10G et glucopon inhibe complétement la croissance
bactérienne lorsque la concentration augmente, seul un ralentissement de la croissance est
observé en présence de C8M et de C10M, ce qui les maintient dans le groupe des tensioactifs

compatibles avec les deux souches, en plus de la saponine.

En prenant en compte les parameétres de temps de latence, de densité optique maximale et la
stabilité d’une mousse, la concentration optimale en tensioactifs pourrait é&tre 2CMC ou 5CMC.
Pour des raisons pratiques, nous choisissons la concentration a 2CMC pour continuer les

expériences de bio-calcification.

Maintenant que I’impact des tensioactifs sur les souches A2-3 et S. pasteurii est connu, on peut
se demander comment les bactéries interagissent avec les tensioactifs dits compatibles. En
effet, les tensioactifs apportent une source de nutriment supplémentaire, qui a I’air d’étre utilisé
par les bactéries (croissance diauxique). Si elles les utilisent, comment les dégradent-elles ? Et
est-ce que la concentration en tensioactifs diminue au point de déstabiliser une mousse ? Nous

allons nous intéresser a ces questions dans la partie suivante.
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4. Etude de la consommation des tensioactifs par les bacteéries.

La chromatographie liquide haute performance est une technique d’analyse qui permet de
séparer et quantifier les différents composés d’un mélange. Dans cette étude, les suspensions
bactériennes contiennent les différents tensioactifs, mais également du Bouillon Nutritif (BN)
dont la composition est aussi un mélange. Etant donné la complexité des solutions que I’on veut
analyser, la chromatographie semble étre un bon choix pour bien séparer les différents
composes et les quantifier.

Etant donné la différence de structure moléculaire des Alkyl Poly glucosides (APG) et des
saponines, deux protocoles de séparation sont nécessaires.

Les échantillons analysés correspondent aux échantillons de fin d’expérience de respirométrie
(paragraphe 2), soit 14 jours aprés la mise en contact des bactéries avec les tensioactifs. Les
triplicatas ont été regroupés. Chaque échantillon est conservé au frigo et filtré a 0,45um avant

analyse.
4.1. Saponine

Le protocole employé pour analyser les échantillons contenant la saponine correspond au

protocole détaillé dans le paragraphe 4.3.1 du chapitre 2.
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Figure 3- 10. Chromatogrammes du bouillon nutritif (BN) a 0,88g/l a pH8 (en bas) et de la Saponine
a 4g/l dans du BN a 0,88g/l a pH8 (en haut) en CLHP (Vin; 50pl). Les bandes grises montrent les pics

associés au BN et les bandes rouges montrent les pics suffisamment intenses associés a la saponine.

D’aprés la Figure 3- 10, on peut déterminer plusieurs pics associés au BN et plusieurs pics
associés a la saponine. En effet, on sait que le BN est composé de plusieurs protéines et autres
constituants (cf. chapitre 2), cela explique les nombreux pics obtenus lors de I’analyse
chromatographique.

La méthode permet néanmoins de différencier les pics associés a la saponine de ceux associés
au BN. Les pics du BN apparaissent entre 1 min et 3 min et a environ 4 min. En présence de
saponine, les pics apparaissent a 3,5 min, a 26,6 min et 26,9 min. Le pic a 3,5 min est intense
mais proche du pic du BN, ils ne sont pas trés bien séparés. Les pics a 26,6 min et 26,9 min
sont moins intenses et proches I’un de I’autre. Il est possible de suivre ’aire de ces deux derniers
pics en fonction de la saponine au cas ou ils ne seraient pas bien séparés. D’autres pics plus

faibles en intensité apparaissent lors de 1’analyse mais sont trop petits pour étre exploités.
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Figure 3- 11. a. Variation des pics caractéristiques de la saponine a 26,6 et 26,9 min en fonction de la
concentration de la saponine b. Courbe d’étalonnage construite a partir de /’aire sous les pics a
t- = 26,6 et 26,9 min en CLHP en fonction de la concentration en Saponine (chaque point correspond

a la moyenne de 3 mesures).

Afin d’établir la courbe d’étalonnage de la saponine dans le bouillon nutritif, on mesure I’aire
sous les deux pics a 26,6 et 26,9 min pour plusieurs concentrations en saponine. On peut alors
construire la courbe d’étalonnage représentée dans la Figure 3- 11.b. Pour calculer la
concentration de la saponine dans les échantillons, 1’équation a utiliser est la suivante, ou la
concentration est exprimée en g/L et I’aire en mV/s :

Apics:26,6/26,9min = 6,6. 10t x [Saponine]
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Figure 3- 12. Chromatogrammes des échantillons provenant des expériences de DBO. Contact des
tensioactifs avec les bactéries pendant 14 jours. a. échantillon avec S. pasteurii ; b. échantillon avec

A2-3. Les courbes rouges pointillées correspondent aux échantillons au temps initial.

Dans la Figure 3- 12, les chromatogrammes montrent que les pics du BN et de la saponine ont
vu leur intensité diminuer significativement aprées 14 jours de contact avec les deux souches
S. pasteurii et de A2-3. Cette premiere observation indique que les bactéries se sont nourries du
BN et de la saponine. De plus, de nouveaux pics apparaissent aprés 14 jours. Cela suggére que
les bactéries ont produit des déchets mais nous ne pouvons pas déterminer leur nature avec ces
chromatogrammes comme seules analyses. La seule chose qui peut étre avancée a ce stade est
que les deux souches ne produisent pas exactement les mémes déchets : les nouveaux pics ne
sont pas les mémes dans la Figure 3- 12.a et la Figure 3- 12.b.

Ces chromatogrammes montrent également que les pics des produits apparus apres 14 jours
n’interférent pas avec les pics de la saponine a 26,6 et 26,9 min. La concentration de la saponine
peut alors étre quantifiée a partir de ’aire sous ces pics (a 26,6 et 26,9 min) et a partir de

I’équation donnée par la courbe d’étalonnage dans la Figure 3- 11.b.
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Tableau 3- 3. Caractéristiques des pics observés sur les différents chromatogrammes de la Figure 3-
12. Les concentrations sont calculées a partir des aires sous pics et des équations des courbes

d’étalonnage vu dans la Figure 3- 11.b.

Echantillon rg:ﬁﬁigi Aire sous | Concentration | Concentration
(min) ' pics (mV*s) | finale (g/l) initiale (g/l)
S. pasteurii 22668156 t 10.07 0.15 3
A2-3 Zgé%flet 17.08 0.26 3

Pour les expériences effectuées en présence de S. pasteurii et A2-3, la saponine a atteint
respectivement une concentration de 0,15 g/l et 0,26 g/l (Tableau 3- 3), soit une diminution de
95% et 91% de la concentration par rapport a 1’¢tat initial. Ces concentrations finales
représentent 0,05CMC et 0,09CMC (CMC = 3g/l pour la saponine). En présence de la souche
S. pasteurii, la concentration en saponine a diminué presque 2 fois plus qu’en présence de la

souche A2-3.

D’aprés ces résultats, les bactéries consomment la quasi-totalité de la saponine introduit
initialement. Cela explique la forte croissance, observée dans le paragraphe 3, des bactéries en
présence de ce tensioactif.

4.2. APGs

Le protocole employé pour analyser les échantillons contenant des APGs correspond au

protocole détaillé dans le paragraphe 4.3.2 du chapitre 2.
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Figure 3- 13. Chromatogrammes des échantillons contenant du bouillon nutritif (BN) a pH8 a la
concentration 0.88¢/I et les tensioactifs C8M a 1.5¢/l (orange), C8G a 1.25¢g/I (violet), C10M a 0.9¢g/I
(vert) et C10G a 1g/I (turquoise). Chaque courbe est une moyenne de trois courbes. Les temps de
rétention 9.8min, 12.7min, 19.4min et 27.1min sont attribués respectivement aux tensioactifs C8M,

C8G, C10M et C10G. Les temps de réetention 3 et 3.4min sont attribués au BN pH8.

D’apres les chromatogrammes présentés dans la Figure 3- 13, les différents APGs sont séparés
de fagon trés efficace et les pics du BN, a 3 et 3,4 min, n’interférent pas. Il est donc possible
d’attribuer facilement un temps de rétention a chaque APG. Les tensioactifs C8M, C8G, C10M

et C10G ont pour temps de rétention 9,8 min, 12,7 min, 19,4 min et 27,1 min respectivement.

Une fois les composés identifiés et détectés, il est possible d’établir une courbe d’étalonnage

pour chaque composé en relevant ’aire sous les pics pour différentes concentrations.

106



Chapitre 3 : Etude de la compatibilité entre bactéries et tensioactifs

50 000 10 000 =

g 400001 5 80007 y=105E+4x  _
@ @ R?=999E-1 .=
= =
& 30000 | v =9.43E+3x £ 6000 - B
£ R*=1.00E+0 £ =
a a
oy oy
Z 20000 £ 4000 4
w w
o o
= -
< 10000 < 2000 -

0 —————————— o+

a. 0 2 4 6 b. © 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentration en C8M (g/L) Concentration en C10M (g/L)
50 000 10 000
.-.

o 40000 o 8000 _
g g y=7.36E+3x K
‘a ‘a R*=994E-1
=, 30000 4 1 y=943E+3x 2 6000 4
a ~" R®*=1.00E+0 Q
2 . & -
£ 20000 - 2
z 2 = 4000
w w
o o
.= ) .=
< 10000 < 2000

o T T T T T T T T T T T I+

c. 0 2 4 6 d. o 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Concentration en C8G (g/L) Concentration en C10G (g/L)

Figure 3- 14. Courbes d’étalonnage de chaque tensioactif - a. C8M, b C10M, c. C8G, d. C10G dans
du BN pH8. Chaque point correspond a une moyenne de trois points. Les courbes en pointillés
correspondent aux droites d’étalonnage dont I’équation et le R* est indiqué sur les graphes

correspondant avec y : aire sous pic (mV/sec) et x : concentration en tensioactif (g/1).

Les courbes d’étalonnage répertoriées dans la Figure 3- 14 seront utilisées dans le prochain
paragraphe pour comparer les aires sous pic des différents échantillons et ainsi quantifier les
tensioactifs.
Pour calculer la concentration des tensioactifs a partir des aires sous pic, les équations a utiliser
sont les suivantes, ou les concentrations sont exprimées en g/L et les aires en mV/s :

Apicogmin = 9/43.10° X [C8M]

Apic:12,7min = 9,43. 103 x [C8G]

Apici19.4min = 1,05. 10* x [C10M]

Apic:a71min = 7,36.10% X [C10G]
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Figure 3- 15. Chromatogrammes des échantillons provenant des expériences de DBO. Contact des
tensioactifs avec les bactéries pendant 14 jours. a. échantillon C8M avec A2-3 ; b. échantillon C8M
avec S. pasteurii ; c. échantillon C8G avec S. pasteurii ; d. échantillon C10M avec A2-3 ; e.
échantillon C10M avec S. pasteurii. Les bandes de couleurs grise, orange, violet, vert et turquoise
correspondent aux temps de rétention associés au BN et aux tensioactifs C8M, C8G, C10M et C8G

respectivement.
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En comparant les chromatogrammes des échantillons (Figure 3- 15) avec ceux du BN et des
tensioactifs de la Figure 3- 14, on peut s’apercevoir que les pics analysés dans les échantillons
correspondent aux tensioactifs et au BN. Tous les échantillons analysés montrent la présence
de BN a partir des pics aux temps de rétention a 3,1 et environ 3,4min.

En présence de C8M initialement (Figure 3- 15.a,b), on peut observer un pic pour un temps de
rétention de 9,7 (souche A2-3) et 9,8min (souche S. pasteurii) correspondant au temps de
rétention du tensioactif C8M. Un deuxiéme pic apparait a 12,7 (souche A2-3) et 12,5 min
(souche S. pasteurii), qui peut raisonnablement étre associé au tensioactif C8G.

Le chromatogramme de I’échantillon S. pasteurii-C8G montre que la composition de
I’échantillon n’a pas changg, le pic correspondant au C8G n’a pas bougg.

Dans le cas des expériences en présence de C10M, seul le chromatogramme de I’expérience
avec la souche S. pasteurii a montré des pics pour des tr a 18.8 et 26.8min. Ces temps de

rétention (t;) devraient correspondre aux tensioactifs C10M et C10G respectivement.

A partir des équations données par les courbes d’étalonnage dans la Figure 3- 14 et de 1’aire
sous les pics associés, il est possible de calculer la concentration des tensioactifs au bout des 14
jours de contact avec les bactéries. Ces concentrations finales sont répertoriés dans le Tableau
3- 4. On retrouve également les quantités de matiére totales des tensioactifs en début et en fin

d’expérience.
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Tableau 3- 4. Caractéristiques des pics observés sur les différents chromatogrammes de la Figure 3-
15. Les concentrations sont calculées a partir des aires sous pic et des équations des courbes

d’étalonnage vu dans la Figure 3- 14,

Temps Aire Concentration Quantité de | Quantité de
. de Attribution . |Concentration . | matiere matiere
Echantillon | . "". - sous pic | . ... calculé (g/l) a| . .. .
rétention | des pics (MV.s) initial (g/l) 14 iours initiale finale
tr (min) ' ] (mol/l) (mol/l)
3,1 BN 7838
3,5 BN 10611
9,7 20644
’ 1004 1004
12,7 C8G 36282 0 3,85 3,96.10 3:60.10
3,1 BN 9894
3,5 BN 1489
9,8 35596 ™ -
12,5 C8G 8173 0 0,87 3,96.10 2:25.10
31 BN 4289
SP_C8G 3,4 BN 2573
12,7 C8G 58554 6 6,21 4,10.10% | 4,25.10%
3,1 BN 4852
SP_C10M 132;58 C?(l)\I M 5827288
: 3,73.10° | 5,20.10°
26,8 C10G 3699 0 0,50 ’ ’

Dans les cas des expériences en présence de C8M, la concentration du tensioactif atteint 2,12g/I
et 3,78g/l avec respectivement A2-3 et S. pasteurii, soit une diminution de 76% et 58% de la
concentration par rapport a la valeur initiale, tandis que 1’apparition de C8G dans le milieu nous
donne une concentration de 3,85¢g/l et 0,87¢g/l avec les souches A2-3 et S. pasteurii
respectivement. Il semble que la variation de concentration dans les échantillons avec A2-3 est
plus importante qu’avec S. pasteurii.

En présence de C10M avec S. pasteurii, la concentration finale est de 0,5g/l. Cela correspond a
une diminution de 44% par rapport a la concentration initiale. La concentration en C10G au
bout de 14 jours est de 0,5g/l également.

A partir des résultats de 1’expérience de S. pasteurii en présence de C8G, on peut observer que
la variation de concentration n’est pas significative. Les pics associés au BN varient trés peu
également. On peut estimer que les bactéries ont été rapidement inhibées par le C8G et n’ont

pas eu le temps de consommer les nutriments du BN.
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En présence des autres tensioactifs (C8M et C10M), on s’attendrait a ce que la hauteur de tous
les pics du BN diminue a cause de la consommation de ces nutriments par les bactéries.
Pourtant, les analyses des échantillons présentant du C10M montrent une augmentation du pic
a 3,1min et une diminution du pic a 3,5min. L’augmentation du premier pic peut correspondre
a la production de déchets liés a la dégradation des nutriments dont le temps de rétention
correspond au deuxiéme pic & 3,5min. Plus encore, 1’absence de pic de C10M ou de C10G dans
I’échantillon A2-3_C10M peut s’expliquer par la hauteur trés importante du pic a 3,1 min. Les
déchets provenant de la dégradation des tensioactifs ne seraient pas du tout retenus par la
colonne. De ce fait, ’augmentation des pics du BN dans les échantillons en présence de C8M
peut également provenir de la dégradation du maltoside. De plus, les quantités de matiere finales
ont des valeurs du méme ordre de grandeur que les quantités de matiére initiales (Tableau 3-
4). La marge d’erreur sur les bilans de matiére lié a la préparation des échantillons en début
d’expérience est estimée a 1x10™° mol/l. De plus, la quantité de matiére provenant du BN n’a
pas été pris en compte dans les calculs, on peut donc avoir une sous-estimation du bilan de

matiére finale dans le cas ou on a une augmentation des pics pour tr ~ 3 min.

Les résultats montrent que la diminution de la quantité de maltosides implique 1’apparition et
I’augmentation de la quantité des versions glucosides. En effet, il semble que les bactéries
dégradent les maltosides en consommant un motif de glucose, ce qui induit la formation des
versions glucosides des APG. Au bout de 14 jours, les concentrations finales en glucosides
correspondent a 0,6CMC, 0,15CMC et 0,7CMC pour les échantillons A2-3_C8M, SP_C8M et
SP_C10M respectivement, ce qui semble suffisamment peu concentré pour ne pas inhiber les

bactéries, contrairement a ce que nous avons observé a 1CMC.

4.3. Conclusion

Dans cette partie, nous avons montré que la méthode de chromatographie liquide haute
performance est adéquate pour détecter et quantifier les tensioactifs saponine, C8G, C8M,
C10G et C10M.

Les échantillons provenant des expériences de 14 jours de mise en contact des tensioactifs avec
les bactéries ont pu étre analysés. Les molécules de saponine sont consommees entre 91 et 95%,
tandis que les molécules de maltoside sont dégradées entre 40 et 76% par les bactéries. Cela

explique bien les résultats obtenus, dans le paragraphe 2, pour les expériences de DBO :
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I’activité bactérienne est plus importante en présence des tensioactifs saponine, C8M et C10M
gu’en I’absence de ces tensioactifs car les bactéries ont une activité supplémentaire en
consommant ces tensioactifs. Les bactéries sont a priori capable de couper un motif de glucose
sur la partie maltose des tensioactifs. Cela implique la formation de la version glucoside des
APG. Cependant la concentration en glucosides ne semble pas suffisante pour devenir nocive
pour les bactéries.

De plus la durée d’expérience est trés longue. Or la souche S. pasteurii est connue pour initier
rapidement la calcification®. Si la précipitation est suffisamment rapide par rapport a la
dégradation des maltosides, les bactéries et la précipitation ne seront pas impactés par
I’apparition des glucosides. La cinétique de précipitation avec la souche A2-3 n’est pas encore

connue.

5. Bio-calcification en milieu liquide

Les études précédentes ont permis de déterminer les tensioactifs en présence desquels les
souches A2-3 et S. pasteurii sont capables de croitre. Mais les analyses chromatographiques ont
montré que les bactéries sont aussi capables de dégrader ces tensioactifs. Il faut alors s’assurer
que la bio-calcification se produit en présence de ces tensioactifs et assez rapidement (en
quelques heures) pour éviter les conditions de déstabilisation de la mousse en raison du temps
trop long (drainage, coalescence, murissement) ou du manque de tensioactifs. Dans ce
paragraphe nous allons étudier la cinétique de calcification en présence des tensioactifs C8M,
C10M et saponine pour les deux souches, ainsi que 1’effet de la concentration en calcium, et en
urée dans le cas de S. pasteurii. La concentration optimale en bactérie sera aussi évaluée.

Toutes les expériences sont réalisées en milieu liquide (systéme qui se rapproche le plus d’une

mousse) comme indiqué dans le chapitre 2 paragraphe 2.1.
5.1. Cinétique de calcification

Les résultats des mesures de cinétique de précipitation sont présentés dans la Figure 3- 16.

112



Chapitre 3 : Etude de la compatibilité entre bactéries et tensioactifs

12 0.5
S. pasteurii A2-3
0.45
1 4
0.4
2 o5 ] 035
ﬁ 03 4
= . —+— C10M
§ 0.6 1 0.25 CSM
=1
® 0.2 —+— Saponine
= 04 4
= 0.15
02 01 /-—e.i\*
—+— Saponine 0.05
0 ————————— 0 ——rr——
0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
a b.
Temps (h) Temps (h)

Figure 3- 16. Taux de conversion de ['actétate de calcium en carbonate de calcium (CaCQOs) au cours
du temps avec les souches a. S. pasteurii (DOinitiatle ~2) €t b. A2-3 (DOinitiate ~1,4) en présence de
C10M (courbes vertes), de C8M (courbes oranges) et de saponine (courbes rouges). La concentration
initiale en Acétate de Calcium est de 0,7 mol/l et la concentration en tensioactifs est fixée a 2CMC
pour toutes les expériences. Chaque point représente 3 échantillons. La marge d’erreur est estimée a

5%.

D’apres la Figure 3- 16.a, la précipitation en présence de S. pasteurii démarre trés rapidement :
au moins 50% de 1’acétate de calcium (AcCa) est converti en CaCOs en 1h, quel que soit le
tensioactif. En présence de saponine, de C8M et de CIOM, la précipitation s’achéve
respectivement au bout de 10h, 2h et 1h. La vitesse de calcification est calculée a 10,6 mM/min
en présence de C10M, 2,46 mM/min en présence de C8M et 2,15 mM/min en présence de

saponine. La présence du tensioactif C10M permet la précipitation de CaCOs la plus rapide.

D’apres la Figure 3- 16.b, nous pouvons voir que dans le cas de la souche A2-3, les résultats
sont tres différents de ceux présentés pour S. pasteurii : le taux de conversion reste stable
pendant au moins 140h autour d’une trés faible valeur, 0,1. Plusieurs hypothéses peuvent étre
proposeées pour tenter d’expliquer ce résultat : (i) soit il n’y a pas de précipitation et la masse
mesurée correspond a un résidu d’AcCa, (ii) soit la précipitation de CaCOs se produit
rapidement (en 10 min) mais tres faiblement, (iii) soit la cinétique est excessivement lente.

Pour tenter de trancher, une premiére expérience est réalisée en arrétant immédiatement
I’expérience dés son lancement. La masse de CaCO3 formé correspond alors a 5% de la masse

de CaCO3 formable. Ce résultat est comparable aux resultats présentés dans la Figure 3- 16.b.
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Une deuxieme experience avec la souche A2-3 est réalisée en laissant 1’expérience se dérouler
sur 14 jours en présence et en I’absence de saponine. A la fin des 14 jours, les analyses
thermogravimeétriques ont montré un taux de conversion de 49% sans saponine et de 39% avec
saponine.

Ainsi, la précipitation de CaCOs est tres lente avec la souche A2-3 dans ces conditions (milieu
liquide). La souche S. pasteurii est la plus adaptée pour induire une précipitation en CaCO3
rapide et efficace. De plus, les expériences en présence du tensioactif C10M permettent d’avoir

la cinétique la plus rapide.

La nature des tensioactifs a donc une légére influence sur la cinétique de bio-précipitation.
Qu’en est-il des paramétres de concentration en AcCa et de bactéries ? La présence des

tensioactifs pourrait modifier leur influence.

5.2. Effet de la concentration en Calcium et en bactéries

Pour étre sir que la précipitation est achevée, les expériences suivantes sont réalisées pour une
durée de 1 jour. Les résultats en fonction de la concentration initiale en AcCa et en bactéries

sont résumés dans la Figure 3- 17.

Dans le cas de la souche S. pasteurii (Figure 3- 17), les rendements sont significativement
importants. En présence de C10M (Figure 3- 17.a), il n’y a pas de dépendance de la
concentration bactérienne de la souche S. pasteurii (DO) sur le taux de conversion, dont la
valeur est d’environ 86%, lorsque la concentration en AcCa est faible ([AcCa] < 0,2 mol/l).
Pour DO = 0,2 et lorsque la concentration en AcCa augmente, le taux de conversion diminue
fortement jusqu’a 30%. Pour une DO > 0,8, la diminution est moins significative et il y a peu
d’influence de la concentration en bactéries. La valeur du taux de conversion passe de 86 a
77%.

En présence de saponine (Figure 3- 17.b), pour une densité optique donnée, le taux de
conversion ne varie pas sur toute la gamme de concentration en AcCa. Pour une DO égale a
0,2, le taux de conversion est tres faible par rapport aux autres expériences, en moyenne 40%.
Pour une DO > 0,8, il n’y a plus d’effet de la concentration en bactéries et le taux de conversion

est en moyenne a 83%.
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Figure 3- 17. Taux de conversion en fonction de la concentration en Acétate de Calcium (AcCa)
introduite initialement pour des suspensions de S. pasteurii initiales aux densités optiques allant de

0,2 a 2 en présence des tensioactifs a. C1OM et b. saponine.

Dans tous les cas en présence de tensioactifs, lorsque la concentration en AcCa et la densité
optique augmentent, le rendement ne diminue pas excessivement. Il est donc plus judicieux de
travailler a des concentrations en AcCa importantes (JAcCa] = 1) pour avoir une quantité de
CaCOs précipitée maximisée. Néanmoins, on sait que la concentration en bactéries est un
facteur limitant pour la calcification au méme titre que la concentration en AcCa®. En effet,
s’il n’y a pas assez de sites de nucléation (cellules bactériennes), la précipitation sera limitée.
Pour illustrer cela, la Figure 3- 18 montre le taux de conversion en fonction du rapport
DOinitiale/[AcCa].
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Figure 3- 18. Taux de conversion de [’acétate de calcium (AcCa) en carbonate de calcium (CaCOs) en
fonction du rapport DO;p;tiaie/[AcCa] (M™ = I/mol) avec la souche S. pasteurii en présence des

tensioactifs C10M et saponine pour une durée d’expérience de 24h.

D’aprés la Figure 3- 18, pour un rapport DOjpitiale/[AcCa] supérieur a 1 Mt (=l/mol), la
quantité de bactéries n’est pas suffisante pour convertir tout 1’AcCa en CaCOs en 24h. Par
ailleurs, cette conversion augmente avec la quantité de bactéries jusqu’a atteindre une valeur
maximale & 84% de conversion a partir de DOjpitiale/[AcCa] = 1 M. De fagcon générale, la
précipitation se déroule suivant deux processus : la multiplication du nombre de cristaux de
CaCOs par la présence de nombreux sites de nucléation (les cellules bactériennes) et la
croissance des cristaux déja existants. Si le nombre de bactéries n’est pas suffisant par rapport
a la quantité de CaCOs, la précipitation va se dérouler majoritairement par la croissance des
cristaux préexistants. Il s’avere que ces conditions de précipitation sont relativement lentes (cf.
chapitre 1). On peut donc supposer que 24h ne suffisent pas pour convertir tout 1’AcCa en
CaCOz. Pour ne pas avoir un exces de bactéries, le rapport DOjpitiae/[AcCa] idéal pour la bio-

précipitation en présence de saponine et de C10M doit étre légérement supérieur 8 1 ML,

En présence de C8M (Figure 3- 19), les résultats sont entachés d’erreur en raison d’une faute
lors des analyses ATG. Globalement, le rendement est surestimé par rapport a la réalité et la
marge d’erreur est d’autant plus importante lorsque la concentration en AcCa est faible.

Les résultats en présence de C8M sont toujours bruités mais suivent globalement la méme

tendance que les résultats avec le C10M et la saponine.
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Figure 3- 19. a. Taux de conversion en fonction de la concentration en Acétate de Calcium (AcCa)
introduite initialement pour des suspensions de S. pasteurii initiales aux densités optiques allant de
0,2 a 2 en présence de C8M ; b. Taux de conversion de [’AcCa en carbonate de calcium (CaCOs) en

fonction du rapport DO;yitiaie/[AcCa] avec la souche S. pasteurii en présence de C8M pour une
durée d’expérience de 24h comparés aux données d’expériences effectuées en présence de C10M et

saponine.

5.3. Caractérisation du carbonate de calcium

Aprés 24h d’expérience en présence des différents tensioactifs (saponine, C8M et C10M), les
échantillons ont été analysés par diffraction des rayons X. Les diagrammes de diffraction
obtenus ont été ensuite comparés aux diagrammes caractéristiques des différents types de
cristaux (calcite®, vatérite!® et aragonite!!?). Dans la Figure 3- 20, les résultats révélent que
le CaCO:3 a cristallisé sous la forme de vatérite et de calcite quel que soit la nature du tensioactif

présent lors de la calcification.
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Figure 3- 20. Diagrammes de diffraction de rayon X (rayonnement Cobalt) des échantillons de bio-
calcification en milieu liquide avec la souche S. pasteurii en présence de a. saponine, b. C10M et c.
C8M. Les conditions d’expérience sont les suivantes : [AcCa] = [urée] = 0,7 mol/l, DOinitiae = 2 €t la

durée de calcification a été de 1 jour.

L’observation de ces mémes échantillons en présence de C8M et saponine (Figure 3- 21) au
Microscope Electronique a Balayage (MEB) permet de définir la morphologie des précipités.
L’échantillon en présence de C10M est extrait de 1’expérience du paragraphe 2.2 du chapitre 5.
Pour rappel, la concentration des tensioactifs est fixée 8 2CMC, soit respectivement 2 g/l, 6 g/l
et 20 g/l pour le C10M, la saponine et le C8M. On peut observer que le CaCOz s’organise sous
forme de sphéres en présence des tensioactifs CLOM et saponine. En revanche, en présence de
C8M le CaCO3 s’organise en sphéres et en aiguilles. La taille des particules spheriques de
CaCO3 est de 10-30 pm, 20-90 um et 50-80 um de diametre en présence respectivement de
C10M, saponine et C8M. La différence de concentration des tensioactifs entre le C8M et la

saponine et le C1OM peut expliquer ces différences de morphologie. En effet, le C8M est 10
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fois plus concentré que le C10M par exemple. La concentration en tensioactifs aurait une

influence sur la morphologie des précipités.

Mag HV ) 400.0pm
400x 20.0 k 5

Figure 3- 21. Observation au Microscope Electronique a Balayage (MEB) d’une poudre bio-calcifiée

en présence de a. C1OM, b. C8M et c. saponine.

6. Conclusion du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons étudie les souches A2-3 et S. pasteurii pour assurer la précipitation
de CaCOs. Ces souches ont été mises en contact avec différents tensioactifs en milieu liquide
pour Vérifier leur bio-compatibilité. Pour ce faire, nous avons d’abord réalisé des mesures de

respirométrie des souches en présence des tensioactifs saponine, Glucopon, C8M, C10M,
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C12M, C8G et C10G a la concentration 1CMC. Dans les mémes conditions, les glucosides et
le Glucopon inhibent 1’activité des bactéries. Alors que les tensioactifs C8M, C10M, C12M et
saponine permettent d’obtenir une activité supérieure ou €gale a I’expérience témoin. Sur la
base de ces résultats et des mesures de pH en fin d’expérience, la saponine, le C8M, le C10M
et le C12M ont été retenus.

Néanmoins, cette premiere etude a été effectuée uniquement pour les concentrations de 1CMC.
L’objectif étant de former des mousses stables avec ces solutions, nous avons vérifié¢ la
compatibilité des tensioactifs avec les souches en augmentant leur concentration : 2CMC et
5CMC. Nous avons pu montrer qu’il est possible de corréler 1’activité bactérienne avec la
croissance bactérienne, ce qui a permis par la suite d’augmenter le nombre d’essais en simultané
en suivant la croissance des bactéries par densité optique sur microplaques.

Les résultats de cette étude ont montré qu’en présence de C12M, la croissance bactérienne est
en fait tres limitée. Mis a part ce tensioactif, les résultats en présence des autres tensioactifs
confirment les résultats obtenus dans I’étude de 1’activité bactérienne.

Finalement les tensioactifs C8M, C10M et saponine sont les plus compatibles avec les souches
A2-3 et S. pasteurii.

Par la suite, les solutions bactériennes utilisées pour 1’étude de 1’activité bactérienne ont été
analysées par CLHP. De cette facon, nous avons découvert que les souches A2-3 et S. pasteurii
sont capables de consommer jusqu’a 95% de la saponine et de dégrader les molécules d’APG
de type maltosides en coupant un morceau de la chaine hydrophile.

Pour la bio-calcification, plusieurs parametres ont pu étre testés : la nature du tensioactif, la
nature et la concentration de la souche bactérienne, et la concentration en AcCa. Tout d’abord,
la souche A2-3 ne permet pas d’avoir une calcification significative dans un délai de 6 jours.
En revanche, la souche S. pasteurii induit la calcification en quelques heures seulement.
Toujours pour S. pasteurii, la nature du tensioactif a une influence sur la vitesse de calcification,
mais pas sur la cristallographie (vatérite et calcite). De plus, la morphologie du CaCO3 précipité
ne semble pas non plus dépendre de la nature du tensioactif mais de sa concentration : les
précipités prennent la forme uniguement de sphére a faible concentration en tensioactif, les
précipités prennent la forme de spheres et d’aiguilles a haute concentration en tensioactifs. C’est
en presence du tensioactif C10M que la vitesse de calcification est la plus importante
(calcification complete au bout de 1h). De plus, la formulation pour une précipitation optimale

nécessite une concentration en calcium entre 1 mol/l et 2 mol/l (au-dela de cette gamme de
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concentration, I’AcCa devient insoluble dans I’eau) et une densité optique supérieure a 0,8. I
est important de noter que la concentration en AcCa doit étre suffisante pour le nombre de
bactéries présentes (et inversement), c'est-a-dire que si on augmente la concentration en AcCa,
il faut augmenter la concentration en bactéries (DO). Le rapport DO;nitiaie/[AcCa] optimal,

permettant d’atteindre un taux de conversion de 84%, vaut environ 1M,

Maintenant que la formulation de la mousse bactérienne a été fixée, nous allons nous intéresser
aux propriétés hydrauliques d’une mousse liquide occupant 1I’espace poreux d’un empilement
de grains. En effet, on peut attendre de cette mousse qu’elle puisse apporter aux bactéries du

milieu les éléments nécessaires a la précipitation de CaCOs, dans un temps raisonnable.
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Chapitre 4 : Propriétés hydrauliques des

milieux poreux remplis de mousse liquide
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Dans la littérature, les méthodes classiques employées pour la bio-calcification d’un
milieu granulaire se font en deux étapes®® : une premiére étape d’apport en bactéries, puis, aprés
quelques heures, une deuxiéme étape d’apport en source de calcium et de nutriments.

Pour appliquer ces méthodes avec des mousses, il est important de connaitre les propriétés de
transport de liquide au sein de la mousse confinée dans les milieux granulaires. Cependant,
I’étude bibliographique n’a pas permis de mettre en évidence une relation entre le transport de
liquide et la microstructure des mousses confinées. Le but du projet étant d’aller vers une bio-
calcification d’un milieu granulaire pour des taux de saturation en liquide inférieurs a environ
20%, nous allons étudier les propriétés hydrauliques des mousses dans les milieux granulaires

pour cette gamme de fraction liquide.

Dans le chapitre précédent, les tensioactifs CLOM et la saponine ont éte selectionnés pour entrer
dans la formulation de nos mousses bio-calcifiantes. Ces tensioactifs permettent le
développement bactérien, ce qui n’est pas souhaitable pour mener une étude des propriétés
hydrauliques des mousses confinées. Ceci implique donc un renouvellement régulier de nos
solutions moussantes lors de ces campagnes de mesures. Dans le cas des APG, il est possible
d’éviter ce renouvellement en utilisant le tensioactif commercial Glucopon, qui se trouve étre
inhibiteur d’une croissance bactérienne, d’apres le chapitre précédent, pour des concentrations

supérieures a la CMC.

Dans la premiere partie de ce chapitre, nous présentons les résultats relatifs aux mesures de
permeabilité de mousses monodisperses « libres », c¢’est-a-dire non-confinées. Ces mesures
nous serviront de référence pour la mousse confinée en milieu poreux. Dans la deuxieme partie,
nous étudions ces mémes mousses mais confinées dans des empilements monodisperses de
grains. Et en troisieme partie, nous discutons de 1’évolution temporelle de ces mousses

confinées.
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1. Perméabilités de référence des mousses utilisées

Comme nous 1’avons présenté dans le chapitre 2, notre dispositif expérimental nous permet de
former des mousses monodisperses de saponine et de Glucopon ayant des tailles de bulles et

des fractions liquides controlées. Les perméabilités des mousses libres, kr,, mesurées avec la

méthode dite « de drainage forcée », sont présentées sur la Figure 4- 1.

107 5
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Figure 4- 1 : Perméabilité de la mousse (de Saponine et de Glucopon) ky, adimensionnée par le carré

de la taille des bulles en fonction de la fraction volumique en liquide ; les courbes discontinues
correspondent aux courbes théoriques’ de perméabilité pour des mousses aux interfaces rigides
(Plateau Border dominated case) et aux interfaces mobiles (Vertex dominated case) ; les courbes
continues correspondent aux courbes théoriques ajustées sur les points expérimentaux

(Equation 4- 1 et 4- Equation 4- 2).

On observe que la perméabilité augmente en fonction de la fraction liquide et qu’elle dépend
fortement du tensioactif : les mousses de Glucopon sont nettement plus perméables que les
mousses de saponine, sur la gamme de fraction liquide étudiée. Il a été montré dans la littérature
(cf. chapitre 1) que les tensioactifs influencent la mobilité des interfaces liquide/gaz, et par
conséquent, la perméabilité au liquide des mousses. On distingue deux cas limites de

mousses’® : les mousses aux interfaces mobiles, dont la perméabilité est décrite par le modéle
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des nceuds (ou vertex) (kfo~e3/ 2)), et les mousses aux interfaces non mobiles (on trouve aussi
parfois le terme « rigides ») décrites par le modele des bords de Plateau (kso~£%). Rouyer et

al.%, ont fourni des expressions analytiques pour les perméabilités en fonction de la fraction

liquide dans ces deux cas limites :

mobile 83/2
Erréobile(g) _ _fo — Equation 4- 1
s D2 a.(1—2,7¢ + 2,22)?
rigide 82

fo DZ  B.(1—215¢ + 1,37¢%)?
Avec @ = 1700 (mousse de TTAB) et § = 1248. Notez que les coefficients a et § apparaissent
comme des coefficients ajustables permettant de tenir compte du degré de mobilité ou de
rigidité des interfaces (qui dépend du tensioactif).

Il apparait sur la Figure 4- 1 que les mousses de saponine peuvent étre décrites par le modele
de mousses aux interfaces rigides, alors que les mousses de Glucopon se rapprochent plus du
modele des mousses aux interfaces mobiles. Les coefficientsa = ay = 1250 et
B = B, = 1350 ont été ajustés a partir des courbes expérimentales du Glucopon et de la
saponine respectivement. Les perméabilités que nous présentons ici pour les mousses de
Glucopon et de saponine serviront de référence pour la suite de 1’étude.

La mise en évidence de cette tres grande différence de mobilité d’interface entre le Glucopon
et la saponine est intéressante et permet de considérer ce nouveau parameétre dans notre étude,
en plus de la taille des bulles et de la fraction liquide.

On peut noter que le rapport des perméabilités kfg"“c /k7” est proche de 5 pour la plupart des

fractions liquide, sauf pour &¢ < 0,02.

2. Perméabilité des échantillons poreux remplis de mousse

2.1. Resultats expérimentaux
La mousse monodisperse est introduite dans le milieu poreux en veillant a ne pas casser les

bulles au cours de leur transport a travers le milieu granulaire (voir chapitre 2 paragraphe 6.2).

Dans le cas des mousses de saponine, aux interfaces rigides, cette étape de remplissage s’est
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averée difficile pour des fractions liquides faibles et des milieux granulaires tel que Dy <
1,5mm. La permeabilité de la mousse ainsi confinée est ensuite obtenue au moyen de la
méthode de drainage force ou de la méthode de Darcy. Comme les mesures obtenues avec les
tailles de grains de 2mm et des mousses de Glucopon en attestent (Figure 4- 2), ces deux
méthodes se sont avéerées parfaitement complémentaires (cf. paragraphe 2.3).

La Figure 4- 2 rassemble 1’ensemble des mesures de perméabilité réalisées avec des tailles de
bulles D, fixées a 0,5 mm et des tailles de grain D, comprises entre 1 mm et 5 mm. Il apparait
que la présence de grains diminue la perméabilité des mousses quel que soit le tensioactif et
que cette diminution est d’autant plus grande que la taille des grains est petite. En effet, les
courbes de perméabilités des mousses confinées de saponine et de Glucopon (Figure 4- 2)
montrent une diminution significative de Ef par rapport aux courbes de références IEfO lorsque
D4 diminue de 5mm a 1mm. De plus, cette diminution est plus marquéee pour les mousses de
saponine que pour les mousses de Glucopon. En effet, par exemple pour D, =1mm, fc;“p

diminue d’un facteur d’environ 1000 alors que l?;f’ € diminue d’un facteur d’environ 100.
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Figure 4- 2 : Perméabilité k; adimensionnée par le carre de la taille des bulles (en mm) en fonction
de la fraction liquide de la mousse contenue dans les empilements de grains de différents diametres
(en mm) ; les symboles ronds et carrés correspondent respectivement aux méthodes dites de
« drainage forcé » et « de Darcy ». Le diametre des bulles est D, ~ 0.5 mm. Les lignes continues sont
obtenues a l'aide de | 'Equation 4- 1 pour le Glucopon et de [’Equation 4- 2 pour la saponine, en
ajustant les coefficients a et 8. Notez que les valeurs de perméabilité pour les tailles de grains de 1,5
et 2mm ont été rassemblées et moyennées. Certains résultats présentés ici sont issus de la moyenne de

plusieurs expériences. Les barres d’erreur sont ajustées afin de tenir compte de ces moyennes.

De plus, on remarque que pour chaque taille de grains étudiée, 1’évolution des perméabilités en
fonction de la fraction liquide suit une allure similaire a celle observée avec les mousses libres.
En effet, nous avons pu ajuster nos données avec les Equation 4- 1 et 4- Equation 4- 2 en
modifiant uniquement les valeurs des coefficients a et 8. Par la suite, nous noterons «a, et S,

les valeurs de ces coefficients obtenues pour les mousses confinées.

Jusqu’ici nous avons montré qu’a taille de bulle constante, la taille des grains contrdle la
diminution de la perméabilité de la mousse confinée. De maniére plus générale, on peut
s’attendre a ce que ce soit plutdt le rapport des tailles 7 = D,/D, qui pilote I’évolution de la
permeabilité. Nous avons réalisé une série de mesures visant a maintenir r constant avec

différentes combinaisons de tailles D;, et D,. Nous avons pu réaliser ces expériences avec des

mousses de Glucopon et un rapport r = 0,39 + 0,04 sur la Figure 4- 3.
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Figure 4- 3 : Perméabilité adimensionnée par le carré de la taille des bulles en fonction de la fraction
liquide pour r=0,39 +0,04.

L’ensemble des résultats suggere, qu’en premicre approximation, les effets de la fraction liquide
€ et du rapport des tailles r peuvent étre découplés. Ainsi, la perméabilité adimensionnée IEf
peut étre exprimée en fonction de la perméabilité de la mousse libre Efo et d’une fonction du

rapport des tailles r notée C(r) :
Ef(r’ g)=C(r) x ]’Efo(g) Equation 4- 3
2.2. Effet des tensioactifs et de la microstructure de la mousse confinée

Nous avons déterminé les valeurs de C(r) a partir des valeurs des coefficients a et 8 obtenues
pour les mousses libres et pour les mousses confinées: C(r) = ay/a, ou By/Br.
La Figure 4- 4 présente 1’évolution de C(r) pour chacun des tensioactifs. On y observe que
I’évolution de la perméabilité avec le rapport » pour la mousse de saponine est globalement
bien décrite par une loi de décroissance exponentielle. La diminution de C (r) en fonction de r
rend compte de la réduction de la perméabilité de la mousse lorsque la taille des grains diminue
devant la taille des bulles. De plus, pour les petites valeurs de r (r < 0,25), la fonction C(r)
est indépendante de la nature du tensioactif. Par contre, pour des rapports r plus grands, la
diminution de la perméabilité induite par le rapport r est moins marquée avec les mousses aux

interfaces mobiles (Glucopon) qu’avec les mousses aux interfaces rigides (saponine). Ainsi, la
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mobilité des interfaces (fonction du tensioactif) agit donc a la fois sur la perméabilité de la

mousse libre et sur la fonction C(r).

0.001 5

—&— Glucopon

—6E— Saponine
0.0001 T T T T
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

r

Figure 4- 4 : Coefficient C(r) en fonction du parametre r (D,/D,) pour les mousses de Glucopon (en

bleu) et les mousses de saponine (en rouge).

Jusqu’ici, nous avons fait le choix de nous intéresser a 1’effet du confinement sur la perméabilité
de lamousse k. Nous allons maintenant nous intéresser a la perméabilité du milieu poreux kp
dont I’espace poreux est rempli de mousse. Comme présenté dans le chapitre 2, ces deux
perméabilités sont reliées entre elles par la porosité p : k, = pks. Habituellement (cf. chapitre
1), la perméabilité au liquide d’un milieu poreux contenant de I’air est exprimée en termes de
perméabilité relative, c'est-a-dire : k,..; = kp(e€)/kp(e = 1), ol kp (e = 1) est la perméabilité
du milieu totalement saturé. Afin d’estimer les valeurs de k(¢ = 1), nous choisissons d'utiliser

I'expression de Carman-Kozeny®':8 :

pD,

kp(e=1)=—9¢
p(e=1) 180 (1 — p)? Equation 4- 4

D'aprés les équations Equation 4- 3 et Equation 4- 4, la perméabilité relative s'écrit alors :

kp (€) 1-p\2 i _
krel = ﬁ =180 (T) T'ZC(T) X ka Equatlon 4-5

Par conséquent, k,..; dépend de la fraction volumique de liquide € par I'intermédiaire de Efo, et

du rapport des tailles r.
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Figure 4- 5 : Fonction r2C(r) en fonction de 7.

Il est intéressant de représenter la fonction r2C(r) qui représente les effets du confinement par
les grains (voir Figure 4- 5). Pour la mousse de saponine, la fonction augmente entre r = 0 et
r = 0,1, puis diminue pourr = 0,25. Par conséquent, il existe une plage de valeurs r
correspondant a une perméabilité relative maximale. En revanche, pour la mousse de Glucopon,
on observe une augmentation globale de la fonction r2C(r). L'effet du tensioactif est donc
considérable puisqu'il induit soit une augmentation soit une diminution de la perméabilité
relative lorsque la valeur de r est supérieure a 0,25, tous les autres parametres étant égaux.
L'utilisation d'une mousse de Glucopon a la place de la saponine est plus favorable a
I’écoulement du liquide dans ce systeme.

Pour tenir compte plus globalement de 1’effet des tensioactifs (qui porte a la fois sur C(r) et sur

IEfO), nous nous intéressons au rapport des perméabilités obtenues pour chaque type de mousse

kglu./ksap..

rel rel
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0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Figure 4- 6 : Rapport des perméabilités relatives des mousses de Glucopon et de saponine en fonction
du paramétre de contréle r. Notez que les résultats expérimentaux pour les deux tensioactifs ne
correspondaient pas exactement aux mémes valeurs de r, et que, par conséquent, nous avons effectué

des interpolations linéaires pour les faire coincider.

La Figure 4- 6 montre que I’utilisation d’un tensioactif aux interfaces mobiles (Glucopon) plutot
qu’un tensioactif aux interfaces rigides (saponine) permet d’augmenter significativement la
perméabilité relative du systéme, et ce d’autant plus que le rapport des tailles de bulle/grain r
est supérieur a 0,25. Deux régimes peuvent étre clairement distingués :

o Pour r < 0.25, le rapport de perméabilité des mousses confinées est comparable au

rapport correspondant aux mousses libres de référence, c'est-a-dire que :

kAPG I, APG

rel __"f0 ~5
ksap ~ k’sap ~
rel fo

o Pour r > 0.25, le rapport de perméabilité des mousses confinées est d'un ordre de

grandeur supérieur au rapport correspondant aux mousses libres de référence,

c'est-a-dire :
KAPG | APG
rel f0
ksap > I’{'sap
rel 1o

La Figure 4- 6 révele que pour r < 0,25, I’effet du tensioactif sur la perméabilité n’est pas
quantitativement différent de celui produit sur une mousse libre, alors que pour un confinement
plus marqué (r > 0,25), cet effet prend une autre nature. Il parait intéressant de mettre en
paralléle I’évolution de la microstructure de la mousse en fonction de son confinement. En effet,

la densité des bords de Plateau de mousse de volume (au sens de ceux de la mousse libre) doit
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diminuer au profit des bords de Plateau de surface (des grains). Par ailleurs, lorsque le nombre
de bulle par pore s’approche de 1, les bulles doivent se déformer pour s’ajuster a la forme des
pores. Pour se donner quelques idées des ordres de grandeurs, nous allons nous intéresser a
évaluer les rapports r associés a des structures de mousses confinées dans des empilements
ordonnés. Nous considérons trois types de pores classiques: cubique, tétraédrique et
octaédrique. Il est a noter que I’empilement ordonné, cubique a faces centrées (CFC), est une
combinaison de pores tétraédriques et octaédriques. Les pores tétraédriques sont connectés aux
pores octaédriques via des constrictions. Un pore tétraédrique contient 4 constrictions, et un
pore octaédrique en contient 8 (Figure 4- 7). Les pores cubiques sont associés a I’empilement
cubique simple, et possedent 6 constrictions par pore. Les compacités de nos empilements
granulaires sont intermédiaires a celles de 1’empilement CFC (le plus compact avec ¢ = 0,74)

et cubique (le moins compacte avec ¢ = 0,52).

¢

Figure 4- 7. Représentation 3D des empilements a : tétraédriques et b : octaédriques. Les grains sont

a.

représentés en gris, le volume de pore est représenté en jaune et les constrictions sont marquées en

rouge.

Pour chacun de ces types de pores, il est possible d’estimer des valeurs particuliéres de r
(Tableau 4- 1) associées aux situations suivantes :
e Chaqgue pore contient strictement 1 bulle, r = r, ;
e Chaque pore contient un nombre de bulles égale a son nombre de constrictions (voir
Figure4-7),r = r,, ;
e Lataille des bulles est égale a la plus grande sphere pouvant passer dans les constrictions

entre pores sans étre déformée, r = 1, ;
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Tableau 4- 1. Valeurs de r caractéristiques pour chaque type de pore. Voir /’annexe 1 pour le détail

des calculs.
Cube Octaédre CFC
T, 0.96 0.62 0.56
Ty 0.53 0.31 0.3
7 0.41 0.16 0.16

D’aprés le Tableau 4- 1, la valeur r = 0,25 pour laquelle nous observons expérimentalement
une transition dans ’effet de la nature du tensioactif, est intermédiaire des valeurs de 7 ,., (ou
Tecrc) e Ty oct OU (1 crc)- Ces calculs menes sur des empilements ordonnés suggerent que la
transition s’opererait soit lorsque les constrictions dans chaque pore sont remplies d une bulle,
ou soit lorsque les bulles ont une taille égale a la plus petite taille de la constriction. Quoi qu’il
en soit, ces modeles simples permettent de mettre en évidence que la structure des mousses
libres va progressivement disparaitre a mesure que le rapport des tailles » augmente. Pour
pousser plus loin ces analyses, une observation plus précise de la répartition du fluide au sein
de I’espace poreux est nécessaire. A mesure que le rapport  augmente, on s’attend a ce que la
proportion des bulles en contact des grains et celle des bulles entourées d’autres bulles
(similaires a celles des mousses libres) évoluent. La Figure 4- 8 montre des images de mousses
confinées dans des pores pour deux rapports de taille r différents. Pour des faibles rapports r,
la majeure partie des bulles remplissant les pores sont entourées d’autres bulles (voir Figure 4-
8a). Au contraire, pour un rapport de taille plus élevé, les bords de Plateau de volume similaires
a ceux de la mousse libre disparaissent, et le liquide se localise principalement a la surface des
grains, soit sous forme de bords de Plateau pariétaux, soit sous forme de ponts de liquide entre
les grains. Dans cette configuration, les bords de Plateau pariétaux assurent 1’interconnexion

des ponts liquides, et rendent le milieu poreux perméable.
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Pontliquide

~—— Bulles Bord de Plateaun
Pariétaux
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Film liquide

Figure 4- 8. Photos prises a la paroi de la colonne granulaire remplie de mousse de Glucopon pour a.

r ~0,1(Dy; =3mm)etbh.r ~ 0,5 (D, =8mm) (de la fluoresceine a été ajouté dans la solution

moussante).

Ainsi, comme la microstructure de la mousse change de maniére significative lorsque le rapport
entre la taille des bulles et celle des grains augmente (entre r = 0.1 et 0,5), on peut imaginer
que le réseau de liquide, impliquant les bords de Plateau pariétaux et les ponts liquides,
remplace progressivement le réseau de liquide propre aux mousses non confinées, impliquant
une réduction de la perméabilité IEf. De plus, d’aprés nos données expérimentales, les
écoulements du liquide dans ce nouveau réseau seraient nettement facilités pour les mousses

présentant des interfaces mobiles.
2.3. Remarque sur les domaines de validité des deux méthodes expérimentales

Dans cette partie, nous allons mener une discussion succincte concernant les deux méthodes de
mesure de la perméabilité. La Figure 4- 2 a montré que les deux méthodes de mesure de la
perméabilité utilisées ont des domaines d’application [taille de grains D, fraction liquide &¢]
bien complémentaires. Ceci s’explique notamment car leurs conditions de validité respectives
s’excluent mutuellement (notamment par rapport a la mobilité des bulles). La méthode de
drainage forcé nécessite (1) la formation d’une mousse homogene au-dessus du front de fraction
liquide, et (2) un mouvement ascendant des bulles. La condition (1) devient difficile a garantir
pour les mousses peu perméables (petits grains et/ou faible fraction liquide) car une
accumulation de liquide peut se former en entrée de colonne rendant difficile de garantir
I’homogénéité de la fraction liquide au-dessus du front, et par ailleurs, le front devient lui-méme
fortement diffus. La condition (2) peut devenir plus difficile a garantir pour des grains de petites

dimensions et des faibles fractions liquides (la pression permettant aux bulles de franchir les
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constrictions dépend de la pression capillaire). Ainsi, avec des bulles de taille 0,5mm, cette
méthode a pu étre utilisée pour les mousses ayant une perméabilité k telle que k;/Dj >
5.107°. Au contraire, la méthode de Darcy nécessite que les bulles soient piégées dans la
porosité, car la mousse doit pouvoir étre elle-méme considérée comme un matériau poreux

conservant sa structure figée.

3. Evolution de la perméabilité induite par le murissement de la

mousse confinée

On peut s’attendre a ce que la présence des grains au voisinage des bulles modifie ces transferts
par rapport au cas d’une mousse dite « libre », et que la vitesse de murissement soit affectée par
le degré de confinement (qui augmente a mesure que la mousse murit). Ainsi, le murissement
de la mousse confinée dans le milieu granulaire pourrait s’arréter lorsque la taille des bulles
atteint la taille des pores® (cf. chapitre 1). Nous n’envisageons pas ici d’étudier dans tous ses
détails le murissement de la mousse confinée, en revanche, nous souhaitons mettre en évidence
que celui-ci conduit & modifier la perméabilité.

Dans la partie précédente, nous avons présenté des mesures de perméabilité réalisées dans un
intervalle de temps réduit (inférieur & 10 minutes) aprés I’introduction de la mousse dans le
milieu poreux. Dans cet intervalle de temps court la mousse n’a pas eu le temps de murir. Nous
allons présenter dans la suite quelques résultats illustrant le murissement des mousses de
Glucopon confinées dans des empilements de grains de diamétre de 2mm et I’évolution associée

de la perméabilité.

3.1. Murissement des mousses liquides confinées
Le murissement se manifeste par une augmentation de la taille des bulles au cours du temps (cf.
chapitre 1). La Figure 4- 9 illustre ce phénoméne en montrant plusieurs images d’une méme

experience a différents instants. Les Figure 4- 9.a et b correspondent a 1’état initial du systéme

avec des bulles relativement monodisperses de diamétre environ égal a 0,5 mm.
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Figure 4- 9 : Photos de la paroi de la colonne de grains contenant la mousse de Glucoponaab:t =
1minetc,d:t =85minlorsde la mesure de perméabilité aux temps longs, pour £= 8 %. Les bulles
sont delimitées par des polygones jaunes et les contacts des grains (D,= 2mm) avec la paroi sont

coloriés en jaune. La taille de bulles initiale est de 0,5mm. L ‘échelle de taille est la méme pour chaque

photo.

A mesure que le temps avance, on peut apercevoir le grossissement de certaines bulles et la
diminution de taille, puis la disparition, d’autres bulles. Comme expliqué dans le chapitre 1, les
plus grosses bulles vident le gaz des plus petites bulles, impliquant la réduction du nombre total
de bulles. Ce processus mene a un accroissement de la taille moyenne de la population de bulles,
comme le montre la Figure 4- 10, ou est tracé le diamétre de bulle moyen en fonction du temps
pour différentes fractions liquides.
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Figure 4- 10. Evolution du diamétre moyen des bulles de la mousse de Glucopon en fonction du temps
pour différentes fractions liquides allant de 4 a 12% avec Dy, o =~ 0,5mm et D, = 2mm. L encart
représente toutes les données de D, /D, en fonction de t — ¢, (avec t, ~ 2000s) avec deux échelles
logarithmiques. La courbe continue suit la loi de puissance ~ (t — t,)*/? . Le diamétre des bulles est

déterminé a partir des observations a la paroi de la colonne.

D’apres la Figure 4- 10, la taille des bulles n’évolue pas ou peu pendant les 25 premiéres
minutes (1500 secondes) indépendamment de la fraction liquide de la mousse. Ensuite, le
diamétre moyen augmente avec le temps selon la loi de puissance D, « (t — ty)/?, avec
to = 2000s, de la méme fagcon qu’une mousse non confinée (voir chapitre 1). Puis cet
accroissement ralentit & partir d’environ 1h30 (5000 secondes) et s’arréte aprés environ 2h. A
ce moment-1a, le murissement est terming, les bulles sont contraintes par le volume des pores.
Les bulles de la mousse a la fraction liquide de 4% ont un diamétre final moyen de 1,27 mm,
correspondant a une valeur de r = 0,64. Cette valeur est comparable aux valeurs r,, indiquées
dans le Tableau 4- 1 du paragraphe 2.2, relatif au rapport de tailles pour lequel chaque pore est

rempli par une bulle.

En dehors du grossissement des bulles, le murissement des mousses confinées s’accompagne
d’une évolution de la géométrie des ponts liquides (situés aux contacts entre les grains ou entre
les grains et la paroi du tube) : le pont liquide est formé d’une couronne de 10 ou 12 bulles aux
temps courts (Figure 4- 9), et s’appauvrit en nombre bulles aux temps longs (6 en moyenne

autour des contacts). Par ailleurs, la taille des ponts liquide augmente au cours du temps.
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Dans la mesure ou ces ponts liquides sont amenés a jouer un réle particulier, nous nous sommes
focalisés sur 1’évolution de leur taille. La Figure 4- 11 présente des résultats obtenus pour les

différentes fractions liquides étudiées.
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Figure 4- 11. Aire moyenne des ponts liquides en fonction du temps pour des fractions liquides

initiales différentes. Barre d’erreur de 10%.

On observe que ’aire des ponts liquide augmente globalement en méme temps que la taille des
bulles, puis atteint un plateau au bout de plusieurs dizaines de minutes selon la fraction liquide
dans la mousse.

Cette observation suggere, qu’a fraction liquide constante, la taille des ponts dépend du rapport
des tailles r. Une étude plus systématique de modélisation de 1’effet du rapport des tailles r sur
la taille des ponts liquides de mousses monodisperses, mais aussi sur la répartition plus globale
de liquide dans les différents éléments structuraux liquides, a été menée au sein de 1’équipe et
a fait I’objet d’une publication (Pitois et al, 2023!'1). Le volume de liquide au niveau des
contacts entre grains (ponts liquide) augmente avec le rapport r au détriment du volume de
liquide dans la mousse libre. L’utilisation de grande valeur de r est donc plus favorable dans
le contexte de la bio-cimentation. L’étude révele également que le volume de liquide des bords
de Plateau pariétaux augmente aussi avec le rapport r, de maniere plus importante que celui des

ponts liquide!*,
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3.2. Mesure de la perméabilité au cours du temps

La perméabilité au liquide a été déterminée par la méthode expliquée dans le paragraphe 6.4 du
chapitre 2. Nous présentons ci-dessous (Figure 4- 12) 1’évolution de la perméabilité de la
mousse ky mesurée au cours du temps pour des mousses confinées de différentes fractions

liquides.
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Figure 4- 12 : Perméabilités au liquide de la mousse k; en fonction du temps pour différentes
fractions liquide de la mousse confinée dans les empilements de tailles de grains 2mm et avec

Dy o = 0,5mm.

D’aprés la Figure 4- 12, la perméabilité des mousses confinées augmente au cours du temps.
On retrouve par ailleurs le résultat décrit précédemment : plus une mousse est humide, plus elle
est perméable.

L’augmentation de perméabilité se comprend si I’on considere I’augmentation de la taille des
bulles : kg (t) « EfODg (t). L’effet de C(r) est a considérer également, comme on peut s’en
rendre compte de la maniere suivante.

Lorsqu’on trace la perméabilité adimensionnée par carré de la taille des bulles (Ef = k¢ /D?)
(Figure 4- 13.a), on peut s’apercevoir que 1’évolution de ce l~cf n’est pas constante au cours du

temps, elle diminue a partir d’environ 2000 secondes (~30min).
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Figure 4- 13. Perméabilité k, adimensionnée par le carré de la taille des bulles moyen D,, en fonction

a. du temps et b. du rapport r pour différentes fractions liquides initiales de la mousse avec

Dpo ~ 0,5mm et D, =2mm. Le diametre de bulle moyen dépend du temps et est déterminé a la paroi

de la colonne. Pour rappel : k; = k;/Dj.

Ainsi, I’effet de taille des bulles n’est pas le seul facteur de 1’évolution de la perméabilité au
cours du temps. En effet, puisque la taille des bulles augmente, le rapport de taille r (D, /D)
augmente de la méme fagon. D’aprés le paragraphe 2, on sait aussi que ce rapport r est un
parametre crucial dans 1’évolution de la perméabilité. Connaissant 1’évolution de la taille des
bulles au cours du temps et par conséquent celle de r, il est possible de tracer la perméabilité
iéf en fonction de r (Figure 4- 13.b). On peut remarquer une relation du type exponentielle
décroissante entre la perméabilité k, et le rapport r : k; o exp(—cr). Les positions relatives
de ces différentes courbes refletent 1’effet de la fraction liquide, que 1’on peut gommer en
divisant le rapport iéf par I}'ﬂ, (Figure 4- 14). Ce rapport correspond, dans le cas des mousses
monodisperses, au coefficient C (). La Figure 4- 14 montre que les rapports IEf /iéfo obtenus au
cours du murissement se comparent relativement bien au coefficient C(r) obtenu aux temps
courts avec des mousses monodisperses (cf. paragraphe 2.2 pour la mousse de Glucopon).
Toutefois, les mesures effectuées au cours du murissement permettent d’étendre la gamme des
valeurs de r étudiées dans le paragraphe précédent (de 0,5 a 0,55) car le murissement permet

d’atteindre des tailles de bulles comparables a celles des pores, ce que n’a pas permis I’injection

de mousse monodisperse.
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Figure 4- 14. Rapport des perméabilités de la mousse de Glucopon confinée k¢ et de la mousse de
référence ks, en fonction de r pour différentes fractions liquides initiales pour D, = 2mm. La courbe
noire représente [’évolution du coefficient C (1) en fonction de r pour les mousses monodisperses de

Glucopon présentée dans la Figure 4- 4.

4. Conclusion du chapitre

Nous avons mesur¢ les valeurs de perméabilité au liquide d’empilements de grains remplis de
mousse de Glucopon et de saponine. Nous avons observé un effet important du tensioactif
utilisé sur I’évolution de la perméabilité en fonction du rapport entre la taille des bulles et celle
des grains (r = Dy, / Dy). Pour la saponine, la permeabilité diminue de fagon tres importante en
fonction de r. L’évolution est similaire pour le Glucopon tant que r est inférieur a 0,25. Pour
des rapports plus élevés, la diminution de la perméabilité quand r augmente est moins
prononcée. Cette différence est également mise en évidence lorsque I'on trace le rapport de la
perméabilité (Glucopon/saponine) :

o Pourr <0,25, le rapport de perméabilité des mousses confinées est approximativement

égal a 5, ce qui est comparable au rapport des mousses non confinées ;
o Pourr >0,25, le rapport de perméabilité des mousses confinées augmente fortement et

met en évidence 1’effet de 1a mobilité des interfaces.
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Il a été suggeéré que le premier régime (r <0,25) est lié & la diminution de la densité des bords
de Plateau de mousse de pores au profit des bords de Plateau pariétaux a la surface des grains
dont le volume de liquide augmente avec I’augmentation de r. Lorsque le rapport bulle-grain
augmente encore, la microstructure de la mousse change radicalement et un nouveau réseau
liquide est activé, ou des ponts liquides connectés par les bords de Plateau remplacent

totalement le réseau liquide spécifique aux mousses libres.

L’étude du murissement de la mousse confinée de Glucopon a permis de confirmer le lien entre
la perméabilité au liquide du systeme et r. De plus, I’évolution microstructurale de la mousse
s’arréte au bout de quelques heures, lorsque chaque pore ne contient en moyenne plus qu’une
bulle. Enfin, cette étude complémentaire a permis d’étudier des valeurs de r supérieures a celles
qu’il était possible d’atteindre en injectant une mousse monodisperse de grosses bulles
(susceptibles de casser).

Dans le contexte d’une utilisation de la mousse pour la bio-calcification d’un milieu granulaire,
les tailles de bulles seront si possible choisies pour des grands rapports r, afin d’avoir peu de
murissement et de bien concentrer la phase liquide dans les zones stratégiques pour la
calcification (ponts liquide entre grains). Dans cette configuration, l'utilisation d'une mousse
présentant des interfaces "mobiles” (Glucopon) a la place d'une mousse présentant des
interfaces "non mobiles™ (saponine) favorisera 1’écoulement de liquide dans le milieu. Les
APGs sont donc considérés comme étant plus favorables pour I’introduction de mousse dans

les méthodes de bhio-calcification.
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Chapitre 5 : Bio-calcification en milieu

granulaire
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Dans les chapitres précédents, nous avons cherché a déterminer, a 1’aide de mesures
globales, les paramétres de formulation favorisant la formation de carbonates de calcium
(CaCO3) en milieu liquide. Dans ce chapitre, nous abordons une approche plus locale en
cherchant a observer la formation des CaCOs dans des volumes de liquides confinés. Nous
présenterons des observations (effectuées a I’aide d’un microscope) de précipitations de CaCO3
dans une goutte placée entre deux plaques, puis dans un milieu granulaire 2D.

Compte tenu des résultats présentés dans les chapitres précédents, les observations ont été
menées uniquement pour une formulation optimale (S. pasteurii, mousse de C10M,
DO;pitiaie/[AcCa] environ égale a 1M (=1/mol), et [AcCa] comprise entre 1 et 2 mol/l). Dans
le cas des milieux granulaires 2D, un rapport de taille r éleveé a été utilisé afin de concentrer les

CaCOs formés au plus pres des contacts entre les grains.

1. Bio-calcification dans une goutte entre deux plagques

Pour cette premiere expérience de bio-calcification entre deux plaques, une suspension de
S. pasteurii &gée de 48h est placée dans la solution calcifiante moussante (AcCa, urée, milieu
nutritif et CLOM) préparée comme expliqué dans le paragraphe 2 du chapitre 2. Une goutte de
cette nouvelle suspension est ensuite placée entre deux plaques espacées de 500 um. L aspect
de la goutte (Figure 5- 1) est observé au cours du temps au microscope binoculaire Leica Z16
APO.

Entre I’ensemencement et le début de I’observation, le lapse de temps est d’environ 5 a 10 min.
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Figure 5- 1. Observations au microscope d’une goutte de solution moussante ([CLOM] = 2 CMC) et
bio-calcifiante (S. pasteurii, DO=2, [AcCa] = 1 mol/l) placée entre deux lames de verre a différents
tempsa:0min;b:5min;c:11min;d: 18 min;e:36 min;f:51 min;g: 1h20; h:zoom de g.

Les photos a et b n’ont pas été prises dans la méme zone que les autres photos.
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Dans un premier temps, on peut observer quelques flocs bruns (Figure 5- 1.a), puis il semble y
avoir une diffusion des bactéries dans le liquide : la couleur brune se propage (Figure 5- 1.b).
Entre 5 et 10 minutes, on remarque ’apparition de petits précipités, du CaCOs (Figure 5- 1.c).
Ces precipités grossissent et se multiplient (Figure 5- 1.c-g) jusqu’a environ lh alors que la
couleur brune s’intensifie encore pendant les 30 premicres minutes puis s’atténue entre 30 et
50 minutes. D’apreés la littérature (cf. chapitre 1), la bio-précipitation de CaCOs3 se produit
autour des cellules bactériennes. Cela suggere que, a la fin de la précipitation, les bactéries
« disparaissent » car les cellules se retrouvent encapsulées par la précipitation de CaCOsz. Dans

la Figure 5- 1.h, les précipités apparaissent de forme sphérique.

2. Bio-calcification dans un milieu granulaire 2D

2.1. Montage expérimentale

Pour les expériences en milieu granulaire, la suspension bactérienne est préparée de la méme
facon que dans le paragraphe précédent. Une fois le milieu de culture remplacée par la solution
calcifiante, la suspension est mélangée avec la mousse puis injectée dans le milieu granulaire
2D présenté dans la Figure 5- 2 de maniére a remplir la porosité. Le milieu granulaire est
constitué d’une couche de billes (grains) de verre d’un diametre de D, = 3 mm placé dans un
canal parallélépipédique. Les cuvettes en entrée et sortie de la cellule permettent d’introduire
la mousse de maniere homogene dans ’espace granulaire. La mousse est produite a partir d’une
solution du méme tensioactif (CLOM) présent dans la solution calcifiante (paragraphe 2 du
chapitre 2) et d’air de fagon a former des bulles de diamétre d’environ 2 mm. La fraction liquide
de la mousse bio-calcifiante est contrélée lors du mélange entre la mousse et la solution

calcifiante + bactéries. Le principe est détaillé dans le paragraphe 5.2 du chapitre 2.
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a. Vue du dessus

Mousse
Mousse .
calcifiante
. .
= =

Bactéries + solution
calcifiante

b. Schéma vue de coteé

Entrée de la
mousse chargée
en bactéries

Sortie

Cuvettes

Figure 5- 2. Dispositif 2D de bio-calcification en milieu granulaire a. vu du dessus et b. schématisé vu

de cOté. Les grains utilisés font 3 mm de diametre.

L’observation de la cellule par le dessus, comme vu dans la Figure 5- 2.a et la Figure 5- 3,
permet de voir les ponts liquide entre grains/paroi et entre grains/grains (plan perpendiculaire),

zones stratégiques pour la bio-cimentation.

Contact
grain/paroi

Contact
grain/grain
(pont liquide)

Figure 5- 3. Cellule 2D de grains (D, = 3mm) remplie de mousse bio-calcifiante a environ 10% de

fraction liquide. Des exemples de contacts grain/grain et grain/paroi sont marqués d’ellipses orange.
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2.2. Un traitement du milieu granulaire 2D

La premiére expérience de bio-cimentation dans le milieu granulaire avec la mousse est
effectuée pour une fraction liquide d’environ 20%, une concentration en acétate de calcium
(AcCa) de 1 mol/l et une suspension bactérienne initiale avec une DO = 2. La durée de
I’expérience est de 2h. La Figure 5- 4 montre 1’évolution de ’aspect du systéme au niveau d’un
pont entre un grain (D, = 3mm) et la paroi. Le systeme évolue de la méme fagon que ce qui est
montré dans le paragraphe 1 : les bactéries se propagent, puis la précipitation démarre et les
bactéries disparaissent peu a peu tandis que les cristaux de CaCOz sphériques grossissent. Le
développement des bactéries commence avant le début de 1’expérience, dés que les bactéries
ont un nouveau milieu de culture (5 a 10 min entre 1’ensemencement et le début de
I’expérience).

La Figure 5- 5 montre ’aspect du milieu granulaire en fin d’expérience en faisant apparaitre les
contacts grains/paroi mais aussi grains/grains. Les contacts grains/paroi ressemblent a ce qui
est observé au bout de 1h dans la Figure 5- 4.d. Par ailleurs, on remarque que les ponts liquide
entre grains sont particulierement sombres. La précipitation semble plus concentrée dans ces

Zones.

Malgreé tout, aucune cohésion entre les grains n’a pu €tre observée a la fin de ’expérience. En
effet, une fois la cellule rincée et les grains séchés a I’étuve (40°C) pendant deux jours, les
grains traités sont observés au Microscope Electronique a Balayage (MEB) (Figure 5- 6). Sur
ces images, on peut observer une monocouche de particules sphériques de CaCOs. Les
particules précipitées ont un diametre d’environ 15 um. En revanche, aucun pont solide n’est
observé a ce stade. La quantité de CaCOs précipité en un seul traitement ne semble pas suffisant
pour former des ponts entre les grains. Il faut pouvoir précipiter beaucoup plus de CaCOs soit
en apportant une solution bien plus concentrée en Ca?* pour les bactéries, soit en répétant le

traitement plusieurs fois de sorte d’accumuler le CaCOz au fil des traitements.
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Figure 5- 4. Observations au microscope de la bio-précipitation de CaCO3 au cours du temps au

niveau d’un contact entre un grain (D, = 3mm) et la paroi.

Jd mm

Figure 5- 5. Observation au microscope de la bio-précipitation de CaCQOj3 au niveau de plusieurs

contacts entre un grain/paroi et entre grain/grain (D, = 3mm).
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-

Figure 5- 6. Observations au MEB d’une surface de grains a deux échelles aprés un traitement avec la

mousse bio-calcifiante.

2.3. Plusieurs traitements du milieu granulaire 2D

On cherche a précipiter un maximum de CaCOz pour avoir la formation de ponts solides entre
les grains. Pour faire cela, plusieurs paramétres sont modifiés : le traitement du milieu
granulaire est effectué 4 fois et la fraction liquide de la mousse bio-calcifiante est diminuée a
10%. Afin de ne pas diminuer la densité de bactéries injecté dans le milieu granulaire la
concentration en bactérie (initialement DO = 2) est aussi multipliée par 10 avec une
concentration en AcCa a 1 mol/l. 1l est a noter que la limite de solubilité de I’AcCa dans I’eau
(~2,5 mol/l) rend I’augmentation de la concentration en AcCa difficile lors de la préparation
des solutions.

La cellule granulaire est prise en photo au microscope a chaque début et fin de traitement

(Figure 5- 7). Chaqgue traitement dure environ 1h.
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Traitement 3 Traitement 2 Traitement 1

Traitement 4

Figure 5- 7. Observations au microscope de la bio-précipitation au cours des 4 traitements du milieu

granulaire.
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Une fois les 4 traitements effectués, la cellule est rincée et séchée a 40°C pendant quelques
jours. La Figure 5- 8 montre des images au microscope des grains dans la cellule aprés séchage.
Les précipités solides blancs correspondent au CaCOs. On remarque sur les images (Figure 5-
8) des « cratéres » de CaCO3 au niveau des contacts grains/paroi pouvant étre assimilés a des
ponts solides. On peut observer que des ponts solides se sont également formés au niveau de
quasiment tous les contacts entre grains/grains. Néanmoins, ces ponts ne sont pas suffisamment
solides pour conférer une cohésion importante au milieu granulaire : le simple fait d’6ter la vitre

transparente, pour accéder a I’intérieur de la cellule, implique de casser des contacts entre

grains. Il est aussi impossible de prélever deux grains en contact de maniére a garder le pont de
CaCOs intact.

Figure 5- 8. Observations au microscope de la cellule granulaire apres les 4 traitements, rincage et

séchage. Certains « crateres » sont marqués par une fleche.

La Figure 5- 9 révélent les images au MEB de ces grains traités a plusieurs échelles. Dans les
Figure 5- 9.a, b et c, les ponts solides sont bien visibles. La Figure 5- 9.d montre qu’apres 4
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traitements, on obtient plusieurs couches de particules plutét sphériques et de diameétre

d’environ 10 um sur la surface des grains de verre.

e—® /11111

—500.0pm—

Figure 5- 9. a,b,c : Images MEB des billes de verre traitées 4 fois. Les ellipses orange marquent les
« cratéres », marques d’anciens contacts entre grains. d : Images MEB de la surface d’une bille de

verre traitée 4 fois.
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3. Conclusion du chapitre

Les observations de la bio-calcification au cours du temps entre deux lames et dans un
empilement de grains 2D confirment que la précipitation avec la souche S. pasteurii est rapide
et s’achéve au bout d’environ 1h en présence de C10M dans ces conditions expérimentales.
Traiter les grains une fois avec la mousse bio-calcifiante permet d’obtenir une monocouche de
particules de CaCOs de forme sphérique. Avec quatre traitements, nous sommes capables de
former des ponts solides entre les grains mais pas suffisamment étendus pour améliorer la
cohésion entre les grains. A long terme, nous savons que les bactéries peuvent dégrader

Dans ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur 1’optimisation de la production en CaCOsz au
niveau des contacts entre les grains afin de vérifier la faisabilité de la bio-cimentation a partir
de mousse bio-calcifiante. Les observations suggérent que la "méthode mousse™ nous permet
de former des ponts solides entre les grains et donc suggérent une application potentielle de la
méthode pour améliorer la résistance mécanique des sols ou simplement pour conférer une
cohésion a des matériaux granulaires. Cependant, le procédé nécessite des améliorations avant
d’obtenir de la cohésion entre les grains. Plusieurs voies peuvent étre envisagées afin de
modifier les mécanismes biologiques (activité de 1’uréase par exemple), chimiques (favoriser
la production de CaCOs), ou le procédé lui-méme (méthode d’injection). Nous allons préciser

ces éléments dans les paragraphes ci-dessous.

Commencons par nous intéresser a la composition de la solution moussante et bio-calcifiante.
Une premiére idée pourrait consister a supprimer le milieu nutritif au moment de ’injection, Si
les bactéries utilisent les tensioactifs comme nutriments (dans le cas des maltosides), la présence
de ces molécules pourrait suffire au développement et a la précipitation par les bactéries.
Concernant les aspects chimiques, il semblerait utile d’étudier d’autres sources de calcium. En
effet, I’ AcCa est contraignant pour atteindre des concentrations élevées en calcium. Le chlorure
de calcium (CaCly) a été démontré dans la littérature'#3334 comme une source efficace en termes
de quantité de CaCO3 produite et d’amélioration des propriétés mécaniques. Remplacer I’AcCa
par du CaCl; est une bonne solution pour augmenter la concentration en calcium. Néanmoins,
I’utilisation de concentrations importantes en réactifs ne favorise pas forcément I’amélioration
des propriétés mécaniques dans des échantillons de plus grandes dimensions. Une forte
concentration en réactifs peut provoquer 1’agglomération de précipités, rendant la propagation

des réactifs dans tout 1’échantillon difficile (cf. chapitre 1). Ainsi, les concentrations optimales
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en réactifs doivent aussi tenir compte du procédé d’injection et de la taille des systémes a traiter.
La mise en ceuvre de 1’expérience est aussi discutable : le traitement pourrait étre répété plus
longuement ou une double injection pourrait étre envisagée (bactéries puis réactifs). Avec une
densité optique aussi élevée que dans le paragraphe 2.3, on risque d’étre trés limitant en
calcium. On pourrait essayer une injection de bactéries avec la mousse puis plusieurs injections
d’AcCa (par gravité).

La taille des grains de 3 mm nous a permis d’observer facilement la bio-calcification dans
I’échantillon granulaire, mais nous savons que des tailles de grains plus petites et

éventuellement plus dispersées sont plus favorables pour la bio-cimentation.
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Conclusions et perspectives

Cette thése s’inscrit dans la perspective de développer un matériau poreux innovant a
partir de mousses bio-calcifiantes. La mousse doit servir de support pour introduire les bactéries
calcifiantes dans le matériau granulaire a traiter et les positionner au plus proche des points de
contact entre les grains.

Avant de tester cette méthode de bio-cimentation, il a été nécessaire de déterminer les
formulations de mousses (choix des bactéries, de tensioactifs et de source de calcium)
permettant la production de carbonate de calcium. Par ailleurs, en rapport avec les
problématiques liées au procédé MICP, un travail a été mené afin de comprendre les propriétés
hydrauliques et I’évolution structurelles des mousses liquides confinées dans un milieu

granulaire.

Dans un premier temps, nous avons pu sélectionner les souches A2-3 et Sporosarcina pasteurii
pour assurer la précipitation de carbonate de calcium. Plusieurs tensioactifs ont été testés sur
ces deux souches afin de veérifier leur compatibilité par une étude de respirométrie et une étude
de la croissance bactérienne. Les résultats ont permis de mettre en évidence trois tensioactifs
potentiels pour développer les mousses bio-calcificantes : la saponine et les Alkyl Poly
Glucosides C8M et C10M. Une étude chromatographique prouve que les bactéries dégradent
ces tensioactifs sur une durée de 14 jours, ce qui explique ’activité plus importante des bactéries
en présence de ces molécules lors des mesures de respirométrie.

Des expériences de bio-calcification ont ensuite eté réalisées en présence de ces trois
tensioactifs avec les deux souches A2-3 et S. pasteurii. Les échantillons effectués avec la souche
A2-3 ont produit peu de carbonate de calcium (CaCOz3) indépendamment du tensioactif utilisé.
Par contre, la souche S. pasteurii a permis de précipiter rapidement (en ~ 1h) une plus grande
quantité de CaCOz avec des taux de conversion de 1’acétate de calcium (AcCa) proche de 90%.
Les expériences en présence de C10M ont donné la cinétique de précipitation la plus rapide. Le
rapport des concentrations [bactéries]/[Cal], plus précisément DO;yitiaie/[AcCa], permettant
d’optimiser la conversion de I’AcCa en CaCOs (en un jour) vaut environ 1 M avec une
concentration en AcCa entre 1 et 2 mol/l. L’observation des cristaux de CaCO3 au microscope
optique a balayage (MEB) a permis d’identifier que les cristaux sont de forme sphérique en
présence de C10M et saponine et de forme sphérique et d’aiguille en présence de C8M. Cette
différence pourrait étre da a la différence de concentration des tensioactifs (le C8M est 10 fois
plus concentré que le CL1OM). Les diffractogrammes révelent que le CaCOs precipite en vatérite
et en calcite peu importe le tensioactif utilise.
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Dans un deuxieme temps, une étude de la mousse liquide confinée dans un milieu granulaire a
été réalisée en mettant en place une expérience modele. La production d’une mousse
monodisperse a pu étre contrdlée en termes de taille de bulles, taille de grains et de fraction
liquide. Deux types de mousse ont été étudiés : une mousse aux interfaces mobiles (mousse
d’APG) et une mousse aux interfaces rigides (mousse de saponine). La perméabilité aux
liquides de ces mousses confinées a pu étre mesurée au temps court. 1l a été montré que la
perméabilité adimensionnée par le carré de la taille des bulles, k;, dépendait principalement de
trois paramétres : la mobilité interfaciale (deux tensioactifs : APG et saponine), le rapport de
taille r des bulles et des grains et la fraction liquide €. En tracant le rapport des perméabilités

kAPC1IZP, deux régimes se révelent en fonction de r :

e Pourr <0,25, le rapport de perméabilité est égal au rapport correspondant aux mousses
en vrac
e Pourr > 0,25, le rapport de perméabilité augmente fortement et met en évidence 1’effet
de la mobilité des interfaces.

Aux temps longs et pour tous les échantillons de mousse d’APG confinée, la perméabilité non
adimensionnée augmente en fonction du temps jusqu'a atteindre une valeur constante. Cette
évolution est directement liée au murissement de la mousse qui correspond au grossissement
de la taille moyenne des bulles (par transfert de gaz des petites bulles vers les grosses bulles).
Ce phénomeéne présent dans les mousses non confinées est cependant fortement impacté par le
confinement. Par exemple, la taille maximale des bulles d’une mousse confinée se limite a
environ une taille de pores, alors qu’elle n’admet pas de limite autre que celle du systeme
macroscopique pour une mousse non confinée. Par ailleurs, la perméabilité au cours du
murissement peut également étre décrit a partir de la perméabilité liquide intrinséque de la
mousse monodisperse et du coefficient de réduction C(r) de la perméabilité induite par le
confinement. Ces données obtenues au cours du murissement ont permis d'étendre le domaine
de validité de ce coefficient a une gamme plus large de rapports de taille r (de 0,05 a 0,6). De
plus, par une observation des ponts liquides, il a ét¢ montré qu’a fraction volumique donnée, le
volume de liquide au niveau des contacts entre grains (ponts liquide) augmente avec le rapport
r. Il serait donc plus favorable de travailler a grande valeur de r dans le contexte de la bio-
cimentation.
Finalement, quelques observations préliminaires de contacts entre grains ont permis de montrer
la formation de ponts solides entre les grains suite a I’injection de mousses bio-calcifiantes

(contenant bactéries, source de calcium, etc) dans un milieu granulaire 2D. Cependant, la
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calcification ne s’est pas concentrée uniquement au niveau des contacts entre grains et les ponts
solides formés n’ont pas présenté de résistance importante. Toutefois, ces expériences devront
étre répétées en faisant varier de maniére plus significative les différents parametres

expérimentaux (taille de grains, procédé d’injection, concentration en calcium).

Il n’est pas encore possible de conclure quant a I’intérét de la méthode « mousse » pour la bio-
cimentation mais plusieurs voies d’amélioration peuvent étre considérées. Il est possible
d’augmenter la concentration en ions calcium en changeant de source de calcium. Par exemple
le chlorure de calcium, ayant une plus grande solubilité que 1’acétate de calcium, pourrait
permettre d’augmenter la quantité de CaCOs précipité en fin de traitement. Neanmoins, les
¢tudes bibliographiques montrent qu’une forte concentration en calcium ne favorise pas
nécessairement 1’efficacité de la bio-cimentation, celle-ci dépendant aussi de I’ensemble du
procédé de production des matériaux (injections multiples ou brassage). Ainsi, répéter le
traitement plus longtemps a faible dosage en calcium pourrait étre une meilleure solution dans
certains cas. On peut également travailler sur la rugosité des particules pour que les bactéries

s’adsorbent plus facilement a la surface.

D’un autre coté, on pourrait jouer encore sur le rapport r en allant vers des valeurs proches de
0, soit D,y << Dj,. Dans cette situation, il s’agit de former des mousses de suspension de grains,
ou les grains se situent dans la phase liquide de la mousse. Ces mousses de suspension de grains
ont été largement étudiées par Benjamin Haffner% lors de sa thése en 2015. Il a mis en évidence
un état bloqué (Jammed State) pour lequel les écoulements liquides sont trés limités et la
mousse stabilisée. Il s’agirait d’exploiter cet état particulier et de franchir une étape
supplémentaire en bio-cimentant les grains entre eux grice a l’utilisation de bactéries
calcifiantes. Ainsi la structure poreuse de la mousse serait figée et permettrait d’obtenir un

matériau type béton cellulaire.
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1. Calculs des valeurs de r particulieres pour chaque type

d’empilement

Nous considérons trois types de pores classiques : cubique, tétraédrique et octaédrique (Figure
A- 1). Les pores tétraédriques sont connectés aux pores octaédriques via des constrictions. Un
pore tétraédrique contient 4 constrictions, et un pore octaédrique en contient 8 (Figure A- 1).
Les pores cubiques sont associés a I’empilement cubique simple, et posseédent 6 constrictions
par pore. L’empilement ordonné, cubique a faces centrées (CFC), est une combinaison de pores

tétraédriques et octaédriques (2 mailles octaédriques pour 4 mailles tétraédriques).

Figure A- 1. Schémas représentant les mailles dans les empilements a. octaédrique, b. tétraédrique,

c. cubique.

Les valeurs de r particulieres correspondent & :
e Chaque pore contient strictement 1 bulle, r = 7, ;
e Chaque pore contient un nombre de bulles égale a son nombre de constrictions (voir
Figure A-1),r = 1, ;
e Lataille des bulles est égale a la plus grande sphere pouvant passer dans les constrictions

entre pores sans étre déformée, r = 1, ;
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1.1.Calculs de 7.

b.

Figure A- 2. Schémas représentant la taille de bulle pour » = r,. pour les empilements a. octaédrique

a.
et tétraédrique et b. cubique.

Pour les empilements tétraédrique, octaédrigue et CFC :
(Rg + Rp) X cos(30) =R,

R, 2-3
Ry V3
7, = 0,155

Pour les empilements cubiques :

(2R, + 2Ry)? = (2R,)" + (2R,)?

R, 8-2
Ry 2
1, = 0,414

1.2.Calculs de 7, et r;,

Les calculs suivants sont établis pour D, = 1.
Le volume de pore est défini par :

Voore = Vin — Vg int Equation A- 1
avec V;, le volume de la maille et V ;,, le volume de grains interne a la maille.

Vpore

Le nombre de bulle par pore est défini par : Ny /pore = Vot
utie
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Soit ;
6 X I/Z)OTE

N =
b/pore T X713

Pour Ny /pore = 1, la valeur de r = 7, est déterminée par I’équation suivante :

. (6 X Vpore)3

E ion A- 2
7, 3 quatio
.. PP v
Le nombre de bulle par pore par constriction est défini par : Ny pore/c = ”":N avec N,, le
bulle c

nombre de constriction pour une maille, équivalent au nombre de face de la géométrie de la
maille.

Soit :

6 X Vpore 1

Nb/pore/c = T X713 N,

Pour Ny pore/c = 1, lavaleur de r = 7, est déterminée par 1’équation suivante :

_ (6 x V;Jore)3

r. = Equation A- 3
W T X N3 q

D’aprés I’Equation A- 1, le volume de pore est calculé pour chaque type d’empilement.

Empilement cubique : N, .,,, = 6 (nombre de faces d’un cube)

D’apres I’Equation A- 1 :

— 3 3
Vpore,cub - Dg ng

|

pore,cub — 0,47640 mm?3

D’apres les Equation A- 2 et Equation A- 3 : 1y, = 0,96 €t 17, )y = 0,53.

Empilement octaédrique : N, ,.; = 8 (nombre de faces d’un octaedre)

V. = \/ZD 3 _-0,33968
pore,oct_? g — v

Vg,int,oct (Dg = 1)

Vooreoct = 0,13172 mm?

P
D’aprés les Equation A- 2 et Equation A-3 : 1, . = 0,62 et 1y, 5¢ = 0,31.
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Empilement tétraedrique : N, ;. = 4 (nombre de faces d’un tétra¢dre)

V2 o,
Vpore,tet = EDg —0,09186
Vg,int,tet(Dg = 1)
Vpore’tet = 0,02599 mm3

D’apres les Equation A- 2 et Equation A- 3 : 7y, = 0,33 et 1y, o = 0,21.

Les valeurs de Vg, pour les empilements octaédrique et tetraédrique ont été calculées

numériquement.

Empilement cubique a faces centrées : 2 mailles octaédriques pour 4 mailles tétraédriques

2 X Vm,oct X Nb/pore,oct + 4 X Vm,tet X Nb/pore,tet
2 X Vinoct +4 X Vi ter

Nb/pore,CFC =

2 X Nc,oct X Vm,oct X Nb/pore/c,oct +4 X Nc,tet X Vm,tet X Nb/pore/c,tet
2 X Vimoct +4 X Vipter

Nb/pore/c,CFC =

On peut alors tracer ces formules en fonction de r et chercher les valeurs de r, et r,, pour

respectivement Ny, ore.crc = 1 €t Np jpore/c.crc = 1.

1000 1

Nb,?pore

100 E Nb,?pore,?c
Ny

10 1

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
T

Figure A- 3. Nombre de bulles par pore et par pore par constriction en fonction de r pour les

empilements CFC.

D’apres la figure ci-dessus : 1, crc = 0,57 et r,, cpc = 0,3.
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2. Verification de la stationnarité du systeme

Ce paragraphe présente quelques mesures réalisées pour tester la stationnarité de notre
expérience de mesure de perméabilité aux temps longs. Nous avons prélevé puis pesé le volume
de liquide en sortie de colonne granulaire, pour chaque cycle. Sur la méme durée, on accéde au
volume entrant par la variation de hauteur de liquide dans le tube surmontant la colonne (voir
chapitre 2). Les débits sortants (D), entrants (D,), ainsi que les rapports D¢/D, en fonction de

la fraction liquide, sont presentés sur la Figure A- 4.

Il est en fait assez difficile de conclure a un éventuel différentiel entre les débits entrant et
sortant, malgré les écarts constatés sur la Figure A- 4, qui semblent indiquer un léger drainage
au cours du temps. La difficulté provient de la mesure de D,, qui nécessite de déterminer le
mieux possible la position initiale du ménisque dans le tube. Du fait de la combinaison de
I’écoulement de perméation (mouvement du ménisque vers le bas) et de I’écoulement de
réapprovisionnement (mouvement du ménisque vers le haut), la position initiale du ménisque
est assez mal définie, ainsi que le débit entrant. On estime AD,/D, = 10% ce qui couvre les

écarts observés sur la Figure A- 4.

On peut aussi faire le raisonnement suivant : I’évolution de la teneur en liquide résulte du cumul
au cours du temps des écarts entre les deux débits, qui, méme faibles, peuvent finir par
représenter une variation conséquente sur de longues durées. Avec les parametres déja
introduits, la variation de liquide résultant du différentiel de débit est: AV, = (D;/D, —
1)D,At. Cette variation de volume de liquide engendre une variation de fraction liquide de la
mousse présente dans la porosité de I’empilement : AV, = pVe,p;As. Compte-tenu des débits,
D, ~ 1 cm®min, et des durées, At ~ 1h, et si I’on considére le plus grand rapport observé :
D,/D, =~ 1,1, on trouve AV, ~ 6 cm?, soit Ae ~ 0,6. De telles variations, si elles avaient lieu,
engendreraient une évolution significative de la forme des bords de Plateau de la mousse
observée a la paroi. Il faudrait par ailleurs qu’un volume équivalent de gaz vienne compenser
cette perte de liquide, ce qui est tres difficile a imaginer (I’inverse serait possible par solubilité
du gaz dans le liquide qui traverse 1’échantillon). Il est donc raisonnable de penser que les écarts

mesurés entre D, et D¢ sont effectivement contenus dans les barres d’erreur de ces mesures.
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Figure A- 4. a-e : Débits de liquide entrants D, (formes creuses) et sortants D, (formes pleines) dans
la colonne granulaire remplie (D, = 2 mm) de mousse en fonction du temps avec des fractions liquide
initiales de la mousse différentes (D, = 0,5 mm) ; f : Moyenne des rapports de débits D,/D, en

fonction de la fraction liquide dans la mousse indiqueée.

3. Comparaison des résultats expérimentaux a la littérature

Nous pouvons également comparer nos donnees présentées Figure A- 5 avec celles obtenues
par Eftekhari & Farajzadeh® par injection de liquide moussant et de gaz dans une colonne de
sable de perméabilité k(e = 1) = 2,41 102 m?. Notons que, du fait du protocole d’injection,
les auteurs ne sont en mesure d’obtenir une perméabilité au liquide que sur une petite plage de
fraction liquide. Noter que la fraction liquide est appelée ici taux de saturation. On remarque
que, bien que la perméabilité du sable utilisé par les auteurs soit plus faible que celle de nos
empilements, entre 20 et 600 fois selon la taille des grains, les perméabilités relatives sont
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comparables et les données se completent bien. On voit bien I’intérét qu’apportent nos mesures
pour les relativement faibles fractions liquides.

Contrairement aux conclusions tirées par Bernard® de son travail de pionnier, et plus
récemment par Eftekhari & Farajzadeh®, nous prouvons qu'il existe des conditions dans

lesquelles la mousse contréle la perméabilité relative du liquide.

O Brooks & Corey
Corey-type curve water
o1 d Corey-type curve 0.03% AOS
—— Corey-type curve 0.5% AOS
A 0.5% AOS Eftekhari
001 4 ¢ 0.03% AOS Eftekhari

water Eftekhari

© mobile r=0.1
E 0.001 1 © mobiler=0.5
2
O rigider=0.1 e
B rigider=0.5 s
0.0001 A e
O
e O
0.00001 +
O
1]
0 1]
0.000001 f
0.01 0.1 1

Figure A- 5 : Comparaison de nos données avec celles obtenues par Eftekhari & Farajzadeh® par

injection de liquide moussant et de gaz dans une colonne de sable de perméabilité kp.—q) = 2,41 1012

m?. Les lignes correspondent & une loi empirique utilisée par les auteurs pour décrire les données, et

particulier la fraction liquide seuil, en dessous de laquelle le liquide ne sort pas.

4. Articles
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4.1. Liquid relative permeability through foam-filled porous media: Experiments

Margaux Ceccaldi®, Vincent Langlois®, Marielle Guéguen?, Daniel Grande®, Sébastien Vincent-
Bonnieu®, Olivier Pitois?

1 Univ Gustave Eiffel, Ecole des Ponts, CNRS, Navier, F-77454 Marne-la-Vallée, France

2 Univ Gustave Eiffel, MAST-CPDM, F-77454 Marne-la-Vallée, France

3 Univ Paris Est Creteil, CNRS, Institut de Chimie et des Matériaux Paris-Est (ICMPE), 2 rue
Henri Dunant, 94320 Thiais, France

4 European Space Agency: Keplerlaan 1, 2200 AG Noordwijk, The Netherlands

Abstract:

For some applications involving liquid foams, such as soil remediation for example, the liquid
relative permeability of the foam-filled porous medium is a crucial parameter as it sets the liquid
flow rate at which active substances or nutrients (for bacteria) can be delivered deep into the
medium. We are interested in the liquid relative permeability of foam-filled porous media,
within the range of low liquid saturations, i.e. < 20 vol.%. We fill porous media (packed
spherical grains) with different foams made from either alkyl polyglucosides (APG) or saponin,
in such a manner that we obtain highly controlled samples in terms of the bubble-to-grain size
ratio r and the liquid saturation. The liquid relative permeability of saponin samples exhibits
an optimal value as a function of r, while it increases significantly for APG foams. The ratio of
their relative permeability APG/saponin reveals two regimes as a function of r: for r < 0.25,
the permeability ratio is equal to the ratio corresponding to the bulk foams, while for larger r
values, the permeability ratio is increased by one order of magnitude. The foam microstructure
changes a lot as the bubble-to-grain size ratio increases up to 0.5, so that a new liquid network
is activated, made of surface channels and liquid bridges, the former connecting the latter even
at low liquid saturation. These new liquid elements may greatly benefit foams with mobile
interfaces such as APGs. One such issue would deserve a dedicated study to be elucidated.

. INTRODUCTION

Liquid foams are used in various applications [1]. In the context of soil remediation [2] or oil
extraction [3], foam rheology is useful to mitigate effects due to permeability contrast within
the soil layers. In the presence of foam into porous media, it is usual to describe the flows of
both gas and liquid phases in terms of relative permeability which can be correlated to the phase
saturation using Corey-type relations [4] for example. Such relations involve several
parameters, such as the so-called end point relative permeability to the considered phase, the
irreducible water saturation and the residual gas saturation, as well as Corey exponents. In a
pioneering work, Bernard et al. [5] studied the effect of foam on permeability of porous media
to water. It was concluded that the presence of foam did not change the liquid (water) relative
permeability. In other words, the permeability to liquid was the same in the presence or in the
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absence of foam lamellae. This result, which is currently used as a basic assumption in models
for foams through porous media, has been strengthened recently by Eftekhari & Farajzadeh [6].

Herein, we are interested in the liquid relative permeability of foam-filled porous media within
the range of low liquid saturations, i.e. 5%-20 vol.%, whereas most of the previous studies were
performed at significantly higher liquid saturations, i.e. > 20 vol.%. Our goal is to demonstrate
that there are situations where the characteristics of the foam trapped into the porosity has
significant impact on liquid permeability. In order to show this, we have to be able to control
the bubble-to-grain size ratio (with both monodisperse bubbles and grains), which is expected
to have significant effect: for small ratio the pores are filled with foam, while for ratio close to
unity each pore will contain one bubble on average. We also have to be able to control the liquid
contained. And, in order to fully address this issue, we will also play with the mobility parameter
of the surfactants along the liquid/air interfaces. As such a control has never been carried out in
the past we hope to obtain original results.

Il. MATERIALS AND METHODS
A. Foaming solution

Two foaming solutions were studied.

(1) Saponin (from Merck) was used as a nonionic surfactant. It is extracted from the Quillaja
Saponaria barks. Note that the word ‘sapo’ (Latin) means ‘soap’, which is due to the fact that
saponins form foams when mixed with water. The amphiphilic structure of saponins, due to
their lipophilic aglycones and hydrophilic saccharide side chains, is responsible for the foam
formation. We used this product as received at concentration 6 g/L in water (milli-Q). It is
composed of 8 % to 25 % of sapogenin and its average molar mass is 1000-2000 g/mol. The
CMC was measured to be about 3.3 g/L.

(2) Alkyl polyglucosides (Glucopon® 225DK from BASF) used at 10 g/L in water. It is an
anionic surfactant of average molar mass 420 g/mol, and its purity is equal to 70 %. The CMC
was measured to be about 2 g/L.

B. Porous medium

The porous medium was made by piling monodisperse grains (glass beads) in a glass column.
Grains diameter D,, = AD,, ranges from 1.1 mm to 5 mm (see Table 1), with AD,,/D,, ~ 5% for
grains of size 1.5, 3 and 5 mm, AD,,/D,, ~ 8% for 1.1 mm grains, and AD,,/D,, ~ 10% for the
2.0 mm grains. The first step is to determine the pore volume that the foam will occupy in the
packing. The porosity ¢,, of the grains packing is likely to be influenced by wall effects in the
column of diameter 25.9 mm. Specifically, the arrangement of grains at wall is different from
the volume packing, and the proportion of pores exposed to the wall varies with the ratio of
grain/column diameters, i.e. 0.04 to 0.2. We determine the porosity as follows: a mass of grains
my is poured into a column partially filled with water with a volume V,. We distinguish two
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characteristic volumes for the packing: V, corresponding to the volume of all the grains added
(we don’t know this volume, but we will determine it in the following) and Vj, 4 Corresponding
to the total volume occupied by the packing. The total volume of water and grains is noted V.
The density is obtained with the ratio: C;, = m,/V, = my/(V, — V). Thereafter the volume of
grains introduced into the column was determined by the ratio m, /C,. Before filling the column

with the grains, their mass is weighed. A grid is added to the bottom of the column so that the
grains were retained in the column while allowing the foam to pass without breaking the
bubbles. After filling, the height H of the packing is measured and its volume Vg IS

determined from the cross-section S = 527 mm? of the column. The porosity is then calculated
by the relation ¢, = 1 — m,/(CyVpack)- ¢, Values are presented in Table 1.

Dp 5 mm 3 mm 2mm | 1.5mm | 1.1 mm
qbp (H =160 cm) 0.43 0.42
by (H=64cm) 0.39 0.38 0.41 0.38

Table 1: Diameter D,, of the grains (glass beads) used to make the packings
and the resulting pore volume fraction ¢,,. H is the height of the column
in which the grains have been packed.

C. Foam production and filling of the porous medium

We used the device already implemented in previous reports [7-10] and shown in Fig. 1a. The
setup and the procedure are briefly presented in Appendix A.

The resulting foam continuously fills the porous column. We monitored the foam at the exit of
the column until we found the monodisperse foam introduced. Therefore, at that stage, the size
(volume) of the bubbles inside the bead pack is the one we have prepared in the foaming
column. It may be necessary to circulate foam for a few minutes before the stability described
above is observed. As preliminary tests, after the described non-stationary phase, we measured
the liquid fraction of the foam contained into the porous column by comparison of the mass of
the foam-filled porous column with the one of the initially dry porous column. All the
measurements were found to be within the error bar (i.e. 5%) of the liquid fraction measured at
the entry of the porous column, which means that the target liquid fraction was reached. Because
of gas compressibility, one could expect some deviation with respect to the latter estimation.
However, while moderate driving pressure is required to fill the column, after the arrest of the
flow, the foam pressure is released through both column’s ends, resulting eventually in a
remaining pressure originating from the trapping of the bubbles into the pore network. For the
studied porous columns, this pressure is expected to be of the order of P = P, + 103Pa and the
resulting change in foam liquid fraction is given by &(P)/er(Py) =

1/(1+ (1= &r(Py)) Po/ s (Po)P) ~ 1%
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Figure 1: Setup used to prepare liquid foam and fill the porous media. Both bubble size (D)
and liquid volume fraction (f) of the discharged are set during foam preparation — see (b)
and (c) respectively. All the details can be found in the Appendix A.

D. Permeability measurement

First, we measured the reference permeability ks, of bulk foam alone, i.e. without any effect of
confinement by the porous medium. This was done using the method known as forced drainage
[11, 12]. Then, for a few foam-filled porous samples, essentially those with large grains (3 and
5 mm) and APG foams, we extend this method to determine the permeability k; of the confined
foam. For the other foam-filled porous samples, we turned to a falling head permeability test to
determine k;. The Appendix B presents all the details for both methods.

I11. RESULTS AND DISCUSSION

First, we consider the results for both saponin and APG bulk foams presented in Fig. 2a. As
expected, the permeability increases as a function of liquid fraction [13]. Besides, foam made
with APG is significantly more permeable than foam made with saponin. Both foam
permeabilities are shown to be correctly described over the full range of liquid fraction by
expressions proposed in the literature [14], which account for the ability of the surfactant-laden
interfaces to be set in motion or to resist to viscous stress from liquid flow between the bubbles.
Therefore, the permeability of the saponin foam is well-described by eq. 1a, which corresponds
to “non-mobile” interfaces, while the APG foam corresponds to “mobile” interfaces and is well-
described by eq. 1b. Note that here, the terms “mobile” and “non-mobile” refer to the tangential
mobility of the surfactant along the liquid-gas interface. Therefore, the surfactants chosen for
the present study exhibit the extreme interfacial behaviors that can be observed for the drainage
of liquid foam [14]. The ratio of the dimensionless permeabilities k7 /k7g” is close to 5 for

most of the values, except for liquid fractions & < 0.02.
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where a, = 1350 and B, = 1250 were obtained from least square fits of figure 2a. It is
noteworthy that in the limit of small liquid fractions, these expressions are compatible with the
well-known Plateau border model, i.e. kso~¢;2, and the vertex model, i.e. kqo~ep3/% [13].
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Figure 2: (a) Reference dimensionless permeability Efo = ka/D,f, i.e. the bulk (non-
confined) permeability divided by the bubble diameter squared, as a function of the liquid
volume fraction for the two foams used in this study, namely Saponin foam and APG foams.
Dotted lines correspond to equations 1a and 1b. (b) Dimensionless permeability Ef = kf/D§
measured as a function of liquid volume fraction (i.e. &¢ or equivalently the liquid saturation
Sy) for the confined saponin foams, for different bubble/grain sizes, as indicated (in mm).
Black symbols correspond to the reference foam. Solid lines correspond to eq. 2 with
coefficient C(r) presented in Figure 4a. (c) Dimensionless permeability Ef = kf/D§
measured as a function of liquid volume fraction (i.e. ¢ or equivalently the liquid saturation
S) for the confined APG foams, for different bubble/grain sizes, as indicated (in mm). Black
symbols correspond to the reference foam. Solid lines correspond to eq. 2 with coefficient
C(r) presented in Figure 4a.

Then, we present the results of the foam confined into the porosity of granular packings. In Figs
2b and 2c, foam permeabilities Ef of confined foams with same bubble size, i.e. D,= 500 pum,
are plotted as a function of liquid fraction for different grain diameters D,,, for saponin and APG
respectively. Both k7" and k#?¢ show significant decrease with respect to the corresponding
Efo value as D, decreases from 5 mm to 1 mm. Actually, E;“p is decreased by about 1000 and
IE;‘P G is decreased by about 100. For APG foams, measurements performed with both the “front’

method and the Darcy method are found to be complementary and fit together to form a
consistent curve (see Fig. 2¢ for D, =3 mm and 5 mm). As seen in Fig. 2c, data for D,, = 1-1.5
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mm were scarce because it was difficult to ensure the foam stability with saponin during the
filling step for such grain sizes.
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Figure 3: Dimensionless permeability Ef = kf/D,f measured as a function of liquid volume
fraction (i.e. ¢ or equivalently the liquid saturation S,,) for confined APG foams, for different
bubble/grain sizes, as indicated (in mm). All the presented size ratios are within the range
0.32 < r < 0.46. The thick grey line frames to values obtained from equation 2 with
C(r=0.32) =0.029 and C(r = 0.46) = 0.0175. As a reasonable collapse is obtained, this
suggests that » and liquid fraction can be considered as control parameters.

In order to investigate the respective effects of both grain diameter D,, and bubble diameter Dy,
we present in Fig. 3 different combinations of those parameters leading to » = D, /D,, values
within a narrow range 0.32 < r < 0.46. Fig. 3 shows that the relevant control parameter for
the dimensionless permeability of confined foams is actually the size ratio r: whatever the grain
size, the dimensionless permeability kf(ef)/Dg of the confined foam is set by r. More
precisely, ks can be deduced from kg, by the following relation:

l~cf(r, ef) =C(r)x Efo(sf) (2)

where the values of C(r) that permit to describe the curves fcf(r, sf) in Figs 2b and 2c are
presented in Fig. 5a. It is noteworthy that we were able to fit our data by keeping the form of
equations 1 and changing only the coefficients a, and S, which we replaced with a(r) and
B(r) respectively. Therefore, coefficients C(r) are the ratios a(r)/a, and B(r)/B,
respectively. As expected we find for C(r) the decrease already observed in Figs 2b and 2c. It
is to say that the strong decrease for saponin foam is almost an exponential decrease. For APG
foam the decrease is similar at small r values, i.e. r < 0.25, while the decay is more limited at
larger r values. It is usual to express the permeability of the foamy porous medium kj, in terms
of relative permeability, i.e. k,.; = kp/kp(S, = 1). In order to provide values for
kp(S,, = 1), we choose to use the Carman-Kozeny expression for the permeability of the
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saturated granular pack [15, 16]: k¢ = ¢,§D§/[180(1 — gbp)z]. According to egs (B6) and (2)
the relative permeability writes:

2
ko = ko _ 180 <ﬂ> r2C(r) X kso(er) 3)
kCK’ ‘ﬁp

Therefore, k,.; depends on the liquid volume fraction &, also called liquid (water) saturation
sw, through kso(es), which accounts for the intrinsic permeability of the bulk foam. It is
interesting to plot the functional form r2C (r) which accounts for the effects of confinement by
the grains (see Fig. 4b). For saponin foam, the function increases from r = 0 to r = 0.1, then
decreases for r > 0.25. As a result, there is a range of values r corresponding to maximum
relative permeability for the foamy granular packings. In contrast, for APG foam, there is a
monotonic increase. The effect of the surfactant is therefore considerable as it induces either an
increase or a decrease of the relative permeability for » > 0.25, all other parameters being
equal. Moreover, the use of APG foam instead of saponin, or more generally: the use of foam
exhibiting ‘mobiles’ interfaces instead of foam exhibiting ‘non-mobiles’ interfaces, allows to
increase significantly the relative permeability of foamy granular packing, all the more so as
the bubble-to-grain size ratio r is larger than 0.25. This can be seen also in Fig. 4c where the

APG

ratio k;/,% /k;or is plotted as a function of r (note that as the data for the two surfactants do not

have exactly the same r values, we performed linear interpolations to make them match). Two
regimes can be clearly distinguished: (1) for r < 0.25, the permeability ratio of the confined

foams is comparable to the ratio corresponding to the bulk foams, i.e. kL6 /klof ~

rel
ki © /kg" =~ 5; (2) for r > 0.25 the permeability ratio of the confined foams is one order of

magnitude larger than the ratio corresponding to the bulk foams, i.e. k/5, /k;ol > kfs¢ /k7g”.

rel rel
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r s r
Figure 4: (a) Coefficient C(r) introduced in equation 8 to describe the decrease in the
dimensionless permeability as a function of the bubble-to-grain size ratio, with respect to the
reference bulk foam (not confined). Inset: Same data but with log-scale for C(r). Dotted lines
correspond to C(r) = exp(—1/0.0607). (b) Functional form r2C () which accounts for the
effects of confinement by the grains in the expression of the relative permeability, i.e.
permeability of the foam-filled porous sample divided by the permeability of the liquid-
saturated porous sample (see equation 3). The dotted line corresponds to r2C(r) =
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r? X exp(—1/0.0607). (c) Ratio of permeability of APG/saponin foam-filled porous samples
as a function of bubble-to-grain size ratio. The point at » = 0 is related to the corresponding
bulk foams.

It is shown here that the bubble-to-grain size ratio is a crucial parameter for relative permeability
within the range of low liquid saturations. It can be said that a stronger foam confinement
associated with the increase of the bubble-to-grain size ratio is responsible for this effect. More
precisely, the decrease in the density of bulk foam channels to the advantage of surface channels
is expected to be directly related to the observed decrease of the liquid permeability.
Observations of ours samples at the wall revealed that for high bubble-to-grain size ratio, bulk
liquid channels have disappeared, whereas significant liquid proportion is in contact with the
grain surface, either wall in the form of wall liquid channels or in the form of liquid bridges,
the former connecting the latter even at low liquid saturation (see Figure 5). Because the foam
microstructure changes significantly as the bubble-to-grain size ratio increase up to 0.5, one can
imagine that a new liquid network is activated and replaces the liquid network specific to bulk
foams. This new network may have elements that can greatly benefit foams with mobile
interfaces. This issue would deserve a dedicated study to be elucidated.

\_\‘%/quuid bridges
N,

foam

surface
Plateau ~7
boryers grain

film

Figure 5: Picture of a sample as observed through the wall, for high bubble-to-grain size
ratio (i.e. r = 0.5). The liquid content has been made very low (i.e. 2-4 vol.%) in order to
better see the foam microstructure. The liquid bridges form at contact between adjacent
grains, and the surface channels (surface Plateau borders) connect the liquid bridges. Foam
films also connect both surface Plateau borders and liquid bridges. This is to say that there
are no more bulk pore liquid channels.

IV. CONCLUSION
We measured liquid permeability values of foam-filled bead packs for low liquid volume

fraction (equivalently, low liquid saturation). We were able to control independently the bubble
size, the grain size, the liquid saturation, and the effective mobility of the foam interfaces. With

186



Annexes

respect to this last parameter, this was achieved by using two different surfactants, namely alkyl
polyglucosides (APG), which was shown to exhibit the so-called mobile interfaces [13], and
saponin, which was shown to exhibit the so-called non-mobile interfaces [13].

Liquid permeability in foam-filled samples was measured for liquid saturations as low as 3
vol.% for both surfactants. We showed that when using the reference foam (non-confined)
permeability, made dimensionless with the bubble size squared, the confined foam permeability
decreased as a single function of the bubble-to-size ratio, r. This function depended however
on the surfactant, and we reported a decrease for saponin stronger than that for APG.

In contrast to the conclusions drawn by Bernard [5] from his pioneering work, and more
recently by Eftekhari & Farajzadeh [6], we prove that there are conditions where the foam
controls the liquid relative permeability. Expressed in terms of relative permeability of the
porous medium, i.e. permeability of the foam-filled sample divided by the permeability of the
liquid-saturated sample, we observed a strong effect of the used surfactant as a function of the
bubble-to-grain size ratio. For saponin, a non-monotonic curve is obtained, exhibiting a
maximum value for values of r close to 0.15-0.2. For APG, we measured an increasing function.
This difference was also highlighted when plotting the ratio of the relative permeability
(APG/saponin): (1) for r < 0.25, the permeability ratio of the confined foams was
approximately equal to 5, which was comparable to the ratio corresponding to the bulk foams;
(2) for r > 0.25, the permeability ratio of the confined foams is one order of magnitude larger
than the ratio corresponding to the bulk foams.

Bernard et al. [5] studied the effect of foam on permeability of porous media to water. It was
concluded that the presence of foam did not change the liquid (water) relative permeability. In
other words, the permeability to liquid was the same in the presence or in the absence of foam
lamellae. This result, which is currently used as a basic assumption in models for foams through
porous media, has been strengthened recently by Eftekhari & Farajzadeh [6].

It was suggested that the first regime (r < 0.25) is related to the decrease in the density of bulk
pore foam channels to the advantage of surface channels. As the bubble-to-grain further
increases, foam microstructure changes dramatically and a new liquid network is activated,
where large liquid bridges connected by surface channels replace the liquid network specific to
bulk foams. The modelling of these effects is under investigation and will be published in a
forthcoming contribution.

Nomenclature

D, diameter of the monodisperse packed beads that forms the porous medium
D, diameter of the monodisperse bubbles in the foam (inside or outside the porous medium)
r = Dy, /Dy size ratio
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¢, pore volume fraction in the bead packings

&¢: volume fraction of liquid in the foam

Sy volume fraction of liquid in porous medium. Due to our experimental conditions for the
study of the foam-filled samples, we have S, = &¢

k;;,”f : Darcy permeability of the bulk foam, i.e. without any confinement effect, measured by

dedicated experiment, for surfactant as mentioned by “surf” = APG or Saponin

k;“rf : Darcy permeability of the foam when confined into the pore space, for surfactant as

mentioned by “surf” = APG or Saponin

E;urf = k]furf / DZ: dimensionless foam permeability, for surfactant as mentioned by “surf” =

APG or Saponin

kp: Darcy permeability of the foam-filled porous medium

k,(S,, = 1): Darcy permeability of the liquid-saturated porous medium

k.. = kp/kp(S,, = 1): relative permeability of the foam-filled porous medium

Appendix A: Details about the foam production

The setup we used allows to control liquid foams in terms of bubble size (monodisperse)
and liquid volume fraction. Briefly: a flow of nitrogen is pushed to one inlet of a T-junction,
while a flow of foaming solution is pushed to the other inlet, producing bubbles at the outlet.
The bubbles produced are collected in a vertical glass column. A camera placed at the wall of
the column allows to observe them. The control of the liquid outlet (see Fig. 1a) at the bottom
of the column permits either to stabilize the position of the foam in the column or to let it exit
from the top at a chosen flow rate.

The bubble generator device allows us to change the bubble diameter D,, by tuning the
ratio of the nitrogen flow rate @, and the solution flow rate Q,. To characterize the generator,

i.e. to establish the relation D, = f(Qg/Ql), we proceeded as follows: a little of the foam was
sucked up with a syringe, to the end of which we then connected a glass capillary (Hirschmann
Laborgeréate, Ringcaps 5uL) of diameter 0.29 mm. By drawing some of the foam through the
capillary, images were obtained under a microscope which allow direct observation of the
confined bubbles (their geometry corresponds to spherocylinders) and deduction of their size.
Care was taken to ensure that the bubbles observed were not broken bubbles during their
transfer. The relative error on the bubble size is estimated to be within 2 %. Fig. 1b displays the
measured D,, values for different liquid/gas flow rate ratios. It is noted that the generator permits
to obtain bubbles of 500 um in diameter at a significant gas flow rate (7 mL/min). Producing
efficiently bubbles with diameters smaller than 400 um or larger than 800 um requires to
change the tee-junction.

In order to impose the liquid fraction of the foam when discharged from the column, it
is necessary to control the drainage of the foam during its stay in the column. The simplest way
is to impose the output flow rate Q, to fix the position of the separation interface between the
foam and the liquid in the column (foam height h in Fig. 1a). In practice, maintaining a fixed
height of foam in the column consists in evacuating from the bottom of the column the excess
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liquid introduced with the bubbles from the generator. The liquid volume fraction of the
discharged foam was measured by weighting the mass of the liquid contained into a known
foam volume. Fig. 1c shows the evolution of the liquid fraction of the discharged foam as a
function of the foam height h, for @ = @, = 10 mL/min. As one can see, this evolution is well-
characterized by a power-law function, i.e. & ~ 0.0026 h=%°°, within the range & ~ 1-8%.
Actually, higher liquid fraction could not be achieved by this way. Therefore, in order to vary
this parameter over the full range, i.e. 1-30%, we add liquid at flow rate g, directly into the
discharged foam, right before the entry in the porous column (see Fig. 1a), where the target
liguid  fraction can  be  estimated by  volume  conservation: & =

(Qa + 0.0026 Qh_o'go)/(Qa + Q).

Appendix B: Details about the measurement of liquid permeability

We present the two methods used to measure the liquid permeability of the reference bulk
foams (i.e. unconfined) and the foam-filled porous samples.

1. Forced drainage

This measurement method, generally referred to as forced drainage 2, involves allowing
first the foam produced to drain into the column, then pouring surfactant solution down from
the top of the column, while measuring the rate at which this excess liquid flows into the foam
as a front separating the initial foam, of liquid volume fraction &¢, from the foam soaked to

fraction &¢. We used this method to characterize both the bulk foam permeability and the foam
confined in the porous medium.

Bulk (unconfined) foam: With the 500 um bubbles produced, it is possible to let the foam
drain for about fifteen minutes without observing any ripening, i.e. evolution of the bubble size.
This step permits to decrease the liquid fraction in the foam in order to better observe the
evolution of the liquid front. It is then necessary to know the liquid fraction of the foam after
this waiting phase and before pouring the solution. To do this, the drained foam is discharged
from the column at a volume flow rate Q and the mass of foam collected in a container for a
time At is weighed. The fraction of liquid contained in this foam is thus: ero = m/(pQAt).
Under our experimental conditions we measured &¢, = 0.5% +0.2% for APG foam, and &, =
1.8% +0.2% for saponin foam. It is assumed that these values are unchanged as long as the
foam production conditions are unchanged.

After this first phase, the surfactant solution is poured at the top of the column with a so-called
imbibition flow rate q (see Fig. Bla), the bottom of the column being completely closed while
the top is open to allow the foam expansion. The drainage front is observed with a camera and
its passage is detected by light transmission at different positions z; in the column (see Fig.
Bla). For each height z; a space-time image is obtained, of width w corresponding to that of
the image of the column, according to time (or image number §). We then plot as a function of
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¢ the gray level n averaged over w. These curves clearly show a transition which corresponds
to the passage of the front. To determine the speed of the front, we plot the normalized gray
level n* = (n — npin)/ Munax — Nmin) between 0 and 1 for the different heights z;, as a
function of time obtained from image number & and the time interval between images in the
sequence. This type of figure is shown in Fig. B1b. The passage of the front for each z; is
marked by the value n* = 0.5, which makes it possible to determine the associated passage times
tpi- We then plot z; — z, as a function of t,,; — t,,; whose slope directly provides the velocity
vy of the front (see Fig. Blc). From the front velocity data, it is possible to deduce the
permeability ks, of the foam. We start by using Darcy’s law applied to the gravity flow of the
liquid in the foam:
di

k
10

L B1

S #pg( )

In order to compare our results with those of the literature, the permeability is scaled by the
square of the bubble size:
c_kro _ ma
77 D " pgSDZ

(B2)

The liquid fraction ¢ of the foam behind the front (&£, being that before the front passes) is
determined by conservation of liquid volume: vf(ef — Sfo) = q;/S. Thus, the measurement of
vy provides the liquid fraction:

qi
B3
5o B3

& =& t
Foam confined in the porous medium: For a few samples, essentially those with large
grains (3 and 5 mm) and APG foams, we realized that they were notoriously draining, so we
sought to measure their permeability in the same way as for unconfined foams, as described
above. For such measurements, the length of the porous column is 160 mm. Foam filling is
performed as described in 11.C. with a foam containing 5% liquid, and then 10 to 15 min is
waited for drainage to decrease the liquid fraction. This fraction, noted ¢, was measured to be
2.6% =+ 0.2%, by comparing the masses of the columns filled with foam and those of the same
columns but dry, knowing the volume of grains (their mass and density) initially introduced
into the column. For different imposed flow rates, the velocity of the advancing front of the
liquid in the medium is measured and processed with the method already presented in previous
paragraph. Note however that parameter S has to be replaced by ¢, into the previous equations
in order to get the permeability of the foam. Similar front passage shapes are obtained as those
observed with the foam alone (see Fig. B1), although the presence of the grains decreases the
amplitude of the measured intensity signal. These measurements allow us to determine
ks(er, Dy, Dy ), the permeability of the confined foam.
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Figure B1: (a) The position of the drainage front is detected by light transmission at different
positions z; in the column (&, is the initial liquid volume fraction, & is the value after the
passage of the front). (b) To determine the speed of the front, we plot the normalized gray

level n* for the different heights z;, as a function of time. (c) We then plot z; — z; as a
function of ¢,,; — t,; whose slope directly provides the velocity v, of the front.

2. Falling head permeability test

For all other samples, we did not observe any appreciable drainage during the 15-20
min during which it can be considered that the ripening has not yet had time to modify the
bubble size. We therefore turn to another method described as follows: it consists in imposing
a liquid height at the top of the granular/foam column and in following the liquid flow through
the column (which is open at the bottom, in contrast to the first method) in the situation where
the bubbles are not carried away by the flow. It should be noted that the first method involves
the movement of bubbles in the porosity above the drainage front, due to the conservation of
volume, and it was used rather for the biggest sizes of grains. The second method requires the
capture of bubbles in the porosity of the packing and it was used rather for smaller grain sizes.
To perform our measurements, we reduced the height of the granular column (H = 64 mm) in
order to decrease the duration of the experiment. We tested another solution to reduce the time
of passage of the liquid through the column, which consisted in increasing the liquid pressure
at the head of the column. This proved to be very delicate because bubbles were entrained by
the flow so we did not further pursue this way. For the packings studied with this method the
bubbles are immobilized by the grains and drainage does not occur or only very little. Therefore,
the initial liquid fraction is assimilated to the liquid fraction of the foam used to fill the packing
(see paragraph I1.C. for more details) and there is no appreciable liquid flow in the absence of
any pressure gradient applied to the column. Then a tube is placed above the column, as shown
in Fig. B2a, and a volume V; of surfactant solution is introduced into the tube using a syringe
pump. The pressure imposed by the height z of the liquid in the tube allows the liquid to flow
into the foam, through the granular packing. The kinetics of this flow is followed by measuring
z as a function of time. In this configuration, the liquid flow rate g entering the packing depends
on the cross-sectional area S, of the tube and the variation of height z with time: q =
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—S; dz/dt. Darcy's law allows us to relate the flow rate g of the liquid to the permeability kj,
of the medium, i.e. the permeability of the grains + bubbles, assuming that only the liquid is
flowing:

St dz_kppg(z+ H)

22207 7 (B4
Sdt 1 H (B4)

The resolution of this equation provides the temporal evolution of the altitude z as a function
of the permeability kj:
z+H
Zo+H

S kp pg
=exp<—5—5"gt) (B5)

Preliminary experiments were performed to validate this method, which, to our knowledge, has
never been implemented with such foamy system. An example of the results is presented in
Fig. B2b for foam with liquid fraction & = 4% introduced into the packing. Note that the
measurement must be carried out over a period not exceeding about 20 minutes in order to limit
the possible effects related to foam ripening.

The permeability related to the foam confined into the granular packing can be deduced from
the k, value by the following relation:

kp (Sf'Db'Dg)
kr (&7, Dy, Dy) = e (B6)
a)
Z dz
| 4= ot dat 0
0 Po+pgz 'R
z+H
H zo+H 0.96
J’ PO o5 0 100 200 300 400 500
q t—t,

Figure B2: Darcy method. (a) The liquid height is measured at the top of the granular/foam
column which allows the liquid flow through the column to be determined, in the situation
where the bubbles are not carried away by the flow. (b) Example of measurement preformed
with this method: position of the liquid height as a function of time. Bubble size: 490 pm.
Grain size: 2 mm. Liquid volume fraction: 7 vol.%. Permeability value obtained by fitting
equation 5: 4.48 1014 m?
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Abstract:

Injection of liquid foam through soils is increasingly used in applications such as soil
remediation or soil improvement, where it is also crucial to control the liquid relative
permeability through the foam-filled soil. We have measured as a function of time the liquid
permeability of grain packings initially filled with liquid foam for different values of the liquid
saturation. It is shown that the liquid permeability increases as a function of time, which
highlights significant ageing of such systems. We demonstrate that this evolution is directly
related to the coarsening of the liquid foam confined in the pore space. We show how the
evolution of the liquid permeability can be predicted from the knowledge of the bubble size
evolution. Moreover, our data allow to extend the range of validity of functional forms proposed
by Ceccaldi et al [1] to describe the liquid permeability, which should be useful for many
applications using liquid foam in porous media.

. INTRODUCTION

Liquid foams have been used and studied for a long time in various applications [2]. With regard
to soil applications, such as oil extraction [3], soil remediation [4] or soil improvement (MICP
process for example), foam rheology helps to mitigate effects of soil permeability contrast [5].
In a certain number of cases, it is also crucial to control the liquid relative permeability through
the foam-filled soil, as it sets the liquid flow rate at which active substances or nutrients (for
bacteria) can be delivered deep into the medium.

The issue of the liquid relative permeability has already been studied to some extent. In a
pioneering work, Bernard et al. [6] studied the effect of foam on permeability of porous media
to water. It was concluded that the presence of foam did not change the liquid (water) relative
permeability. In other words, the permeability to liquid was the same in the presence or in the
absence of foam lamellae. This result has been strengthened recently by Eftekhari & Farajzadeh
[7], but the subject is still under debate [8-13].

Very recently, Ceccaldi et al [1] have measured the liquid relative permeability k of foam-filled
grain packings within conditions of immobile gas phase, i.e. trapped gas bubbles, and high gas

194



Annexes

volume fraction. It was shown that k; does not only depend on liquid saturation, but also depends
strongly on both the bubble-to-grain size ratio r and the nature of the surfactant

(interfacial rheology). Here we go further with the same approach and we study the effect of
foam ageing on liquid permeability. We report measurements showing that k; exhibits a
significant increase as a function of time over several thousand seconds and eventually
saturates. This effect is attributed to the intrinsic coarsening of the foam, which causes the size
of the bubbles to increase over time, until each bubble finds its thermodynamic equilibrium in
the pore space. It is then shown that measurement of the bubble size as a function of time
combined with the previous expression for k; as proposed by Ceccaldi et al [1] allow for the
reported evolution k; (t) to be reasonably understood.

1. MATERIALS AND METHODS

Foaming solution

Alkyl polyglucosides (Glucopon® 225DK from BASF) used at 10 g/L in water. It is an anionic
surfactant of average molar mass 420 g/mol, and its purity is equal to 70 %. The CMC was
measured to be about 2 g/L.

Porous medium

The porous medium was made by piling monodisperse grains (glass beads) in a glass column.
Grains diameter D,, is equal to 2 mm or 1 mm with AD,, /D,, =~ 8-10%. We determined the
porosity of the grain packings as follows: a mass of grains mgwas poured into a column partially
filled with water with a volume V. We distinguish two characteristic volumes for the packing:
V; corresponding to the volume of all the grains added (we don’t know this volume, but we will
determine it in the following) and V.., corresponding to the total volume occupied by the
packing. The total volume of water and grains is noted V;. The density is obtained with the ratio:
Cy = my/Vy = my/(V, — V). Thereafter the volume of grains introduced into the column was
determined by the ratio m,/C,. Before filling the column with the grains, their mass was
weighed. A grid was added to the bottom of the column so that the grains were retained in the
column while allowing the foam to pass without breaking the bubbles. After filling the column
with the grains, the height H of the packing was measured and its volume V., Was determined
from the cross-section S = 527mm? of the column. The porosity was then calculated by the
relation @, =1 —my/(CyVpack) o = 1-Mg/(CgVpack). For both 2 mm and 1 mm grains we
found ¢, = 0.38.

Foam production and filling of the porous medium

The setup we used allows to control liquid foams in terms of bubble size (monodisperse) and
liquid volume fraction: a flow of nitrogen was pushed to one inlet of a small T-junction, while
a flow of foaming solution was pushed to the other inlet, producing bubbles at the outlet. The
resulting bubbles were collected in a vertical glass column where a camera placed at the wall
of the column allowed to measure their size thanks to prior calibration. Here we produced
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bubbles with diameter D, = 500um [1]. In order to impose the liquid fraction of the foam when
discharged from the column, it was necessary to control the drainage of the foam during its stay
in the column. The simplest way to achieve this was to fix the position of the separation
interface between the foam, of height h, and the liquid in the column, by evacuating from the
bottom of the column the excess liquid introduced with the bubbles from the generator. The
liquid volume fraction of the discharged foam was measured by weighting the mass of the liquid
contained into a known foam volume. With our setup, for a gas flow rate equal to
Q = 10mL/min, the foam liquid fraction £ was measured to vary as[1] & = 0.0026h %%, within
the range € =~ 1-8%. In order to vary this parameter over a larger range, i.e. 1-30%, we added
liquid at flow rate g, directly into the discharged foam, right before the entry in the porous
column, where the target liquid fraction can be estimated by volume conservation [1]: ¢ =
(qa +0.0026Qh™"*%) /(g4 + Q).

The intrinsic liquid permeability kg, of the monodisperse foam was measured thanks to the so-
called forced drainage method (see [1] for more details). The results are well described by the

following expression:
3/2
&

b __kpo(e) _ f
ka(e) T D Bo(1-2.7e+2.2e2)2 (1)

with B, = 1250. This equation characterizes fully the hydraulic behaviour of the monodisperse
bulk foam.

The produced foam was continuously introduced into the porous column to fill it. We monitored
the foam at the exit of the column until we found the monodisperse foam introduced. Therefore,
at that stage, the size (volume) of the bubbles inside the bead packing is the one we have
prepared in the foaming column. It may be necessary to circulate foam for a few minutes before
the stability described above was observed. As preliminary tests, after the described non-
stationary phase, we measured the liquid fraction of the foam contained into the porous column
by comparison of the mass of the foam-filled porous column with the one of the initially dry
porous column. All the measurements were found to be within the error bar (i.e. 5%) of the
liquid fraction measured at the entry of the porous column, which means that the target liquid
fraction was reached. For such a system, gas compressibility effects can be reasonably ignored
[1]. At this stage, the grain packing is filled with bubbles of size D, = 500um and the liquid
saturation is S,, = €, with AS,,/S,, < +20%.

Permeability measurement

We used the so-called Falling head permeability method. It consists in imposing a liquid height
at the top of the granular/foam column and in following the liquid flow through the column,
which is open at the bottom, in the situation where the bubbles are not carried away by the flow.
For the packings studied here the bubbles were immobilized by the grains and drainage did not
occur or only very little. To perform our measurements, the height H of the granular column
was chosen to be equal to 64 mm in order to decrease the duration of the experiment. The initial
liquid fraction was assimilated to the liquid fraction & of the foam used to fill the packing and
there was no appreciable liquid flow in the absence of any pressure gradient applied to the
column. Then a tube was placed above the column, as shown in Figure 3, and a volume v, of
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surfactant solution was introduced into the tube using a syringe pump. The pressure imposed
by the height z of the liquid in the tube allows the liquid to flow into the foam, through the
granular packing. The kinetics of this flow was followed by measuring z as a function of time.
In this configuration, the liquid flow rate q entering the packing depended on the cross-sectional
area s, of the tube and the variation of height z with time: ¢ = —s,dz/dt. Darcy’s law allows
us to relate the flow rate q of the liquid to the permeability k, of the medium, i.e. the

permeability of the grains + bubbles, assuming that only the liquid is flowing:
stdz _ kp pg(z+H)
TsaTwon @)

The resolution of this equation provides the temporal evolution of the altitude z as a function
of the permeability

AL exp (— S kppg t) 3)

Zo+H st m H

Such a measurement was performed every At ~ 150—300s, which allowed to get the kj, values
as a function of time. Typical examples are shown in Figure 1.

2% a) b)

Z dz

measurement

0 XK Py + pgz of kp(t)
Q 14
55
K88 | 2eH \ \ \
E%(? zo+H

0
¢ \l/ PO
q

Ix Aty t|+1 t|+2 t|+3

Figure 1. Falling head permeability method. (a) The liquid height is measured in the tube at
the top of the granular/foam column which allows the liquid flow through the column to be
determined, in the situation where the bubbles are not carried away by the flow. Liquid is
introduced again after a duration At ~ 150-300s. This make the liquid height to oscillate in
the tube (see b). (b). Oscillations of the liquid height in the tube at the top of the sample
column. For each decrease of the liquid height, the slope allows of the Darcy liquid
permeability to be determined.

Bubble size measurement

In order to determine the bubble size we used images of the column wall, such as those shown
in Figure 2. We identified a reference area A at the wall (the size of the image shown in Figure
2) and we counted the number N of bubbles it contained. The average bubble diameter was
estimated as follows:

Dy =¢(E0)" @
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where & = 0.9 is a calibration coefficient accounting for the bubble shape at the wall. This
coefficient was determined by comparing the initial bubble size, i.e. D, =500um with

1
(4Ar/mN)2. Because bubbles grow, this coefficient may change in the same time. In order to
estimate this possible variation, we consider the typical bubble configuration we often observe
at the end of the coarsening process (see Figure 2c). The area covered by the bubble at the wall

1 1

isA; = ?Dgz, so the bubble diameter deduced from the surface is D,SA") = (4—/1")E = (ﬁ)z D

i i g
Now we consider the true volume of the bubble occupying the pore:

A

3
Vi=(w/§—§)%", so the bubble diameter deduced from this volume is D,SVi)z

1/3
(i (\/§ - %)) D,. The coefficient we are looking foris § = D2 /DY ~ 0.74. This value,

41
which accounts for the bubble shape in the final configuration (coarsened configuration), is not
so different from that determined experimentally in the initial configuration, so we will always
use the same value thereafter, i.e. £ = 0.9. Note that in this paper the average bubble size
(Dy (1)) is simply denoted D, (t).

o) - |
Figure 2. Foam bubbles as seen at the wall. (a) and (b) For clarity the outline of the area
covered by each bubble is highlighted, and the area covered by the liquid bridges, around the
contact points between the grains and the wall, is colored. (c) Area Aicovered at the wall by a
large bubble in a pore formed between three grains at the wall. The outline of the grains is

highlighted by dotted circles.

111. RESULTS

In the following we present our results for both the liquid relative permeability of the foam-
filled samples and the bubble size as a function of time.

Time evolution of liquid relative permeability

Results for both 2mm and 1mm grain packings are presented in Figure 3a&b for several liquid
saturations Sw. We stress that the initial bubble size D, (0) is equal to 500um for all the samples.
As a first comment, the measured relative permeabilities are

within the range 5.10®-5.10°, which is two orders of magnitude smaller than values reported
in previous studies, e.g. [7, 11]. This is due to the fact that we are studying systems containing
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much more gas phase than previous studies. It is shown that whatever the grain size and liquid
saturation, liquid relative permeability k;(t) always increases in the same way as a function of
time: a relatively large increase followed by a smaller increase or a plateau. The characteristic
duration for such an evolution is on the order of several thousand seconds. Therefore, foam-
filled porous media exhibit ageing at constant liquid saturation, which seems to us to be a new
element in this field of research.

510" 1

(b) S, = 12% (c)
1107 previous range extended range
0.1 i (this work)
ki c() \
e At H
510° o | peeeememmo===s o 0.01 ¥ o~a._
= SW = 3/3 ;,,,f/’ i ,,_:!:_
,....--"0’/0‘- extrapolation i
B D, = 2mm D.=1mm of the previous range
310° g 510° 8 0.001
0 2000 4000 6000 0 1000 2000 3000 4000 0 01 02 03 04 05 06 07 08
t(s) t(s) r=Dy/Dy

Figure 3. (a) Liquid relative permeability as a function of time for 2mm grain packings and
for several values of the liquid saturation S, as indicated. Symbols: experimental data. Solid
line: equation 6 combined with equation 8 and equation 7. Dotted lines: equation 6 combined

with equation 8 and equation 7 extended for » > 0.5 by the dotted line shown in (c). (b)
Liquid relative permeability as a function of time for 1 mm grains. Symbols: experimental
data. Dotted line: equation 6 combined with equation 8 and equation 7 extended for r > 0.5
by the dotted line shown in (c). (c) C(r) function given by equation 7 for r < 0.5. Forr >
0.5 the solid line corresponds to values extrapolated from equation 7; the dotted line
describes our experimental data presented in (b).

Time evolution of the bubble size

The time evolutions for the bubble sizes measured at the wall of the column are presented in
Figure 4a-e. The bubbles are shown to grow as a function of time, starting from initial
monodisperse size D, (0) ~ 0.5 mm and reaching up to D, (t) = 1.3 mm in some cases. At that
stage it is relevant to mention that bubble coarsening in model quasi-2D porous media[14, 15]
have revealed the so-called anti-coarsening phenomenon, where bubbles stop coarsening as
their size reaches the pore size. By considering such a final bubble configuration at the wall

(see Figure 2c), the bubble diameter is D, = 0.55 X %Dg = 0.66D, (see section Materials

and Methods for more details about these coefficients). Therefore, we do not expect to observe
a stop in coarsening for reported Dy, values significantly smaller than = 0.66 mm for the 1 mm
grains, and = 1.2 mm for the 2 mm grains. This is consistent with data shown in Figure 4.

It is clear that the characteristic time over which bubble growth occurs is comparable to
that describing the permeability increase reported in the previous paragraph, which indicated
that both phenomena are intimately related. As we will need to describe those evolutions with
functional forms, we used sigmoid functions corresponding to equation 8 with parameters given
in Table 1.
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Figure 4. Bubble sizes measured at the wall of our sample column as a function of time
(sample age). (a) to (d): 2 mm grains and several values of the liquid saturation as indicated.
(e) 1 mm grains. Symbols: experimental data. Solid lines: Sigmoid curves (equation 8) with
parameters given in Table 1. (f) Ratio of bubble size at age t and at age t, = 2000s as a
function of (t — t,) in log-log scales for all the samples (symbols). The grey triangle
indicates the slope 1/2 in the log-log scale. The solid line corresponds to equation 5 with Q =
200pm?/s

V. DISCUSSION

The main objective of this section is to quantitatively explain the increase in permeability
measured over time for the foam-filled samples. This increase is expected to be related to foam
ageing, i.e. the increase of the bubble size as a function of time. First of all we compare the
coarsening rate of the foam confined in the pore space with values available in the literature.
Foam coarsening, or ripening, is known to be characterized by bubble growth regime that can
be expressed as follows:

Db_m_(1+ > (t—to))l/z )

Dp(to) D2 (to)

where Q is the coarsening rate and t, is the time corresponding to the start of this regime
[16, 17]. Note that equation 5 is similar to a power law with exponent 1/2 for (t —ty,) >
DZ(to)/Q. Q depends on the liquid-gas surface tension, the gas diffusion coefficient in the
liquid, the Henry solubility coefficient of the gas in the liquid, the gas molar volume, the foam
liquid fraction and the foam film thickness. From a monodisperse bubble size distribution as
we have, there is an initial (transitional) regime which must be completed before entering the
ripening regime described above. From our data it seems that to ~ 2000s for all the samples.
Therefore, we plot equation 5 against our data Dy, (t) /Dy (t,) as a function of t — t, in Figure
4f. The bubble growth can be reasonably described by equation 5 taking coarsening rates
within the range 150-250 um?/s, depending on the liquid fraction. The curve presented in Figure
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4f represents the average value Q = 200um?/s. This range of values is consistent with literature,
although the differences in coarsening rate for the different liquid saturations (foam liquid
fractions) appear to be slightly smaller than expected for bulk foam (i.e. not confined in the
pore space) [16, 17]. For example, a factor larger than 2 is expected between coarsening rates
at 12% and 3% [18]. The understanding of this discrepancy is well beyond the scope of this
paper, but there is undoubtedly work to be done as the literature currently provides too little
quantitative information on this subject [19].

From now, we will try to use the results for the observed bubble growth to account for
the increase of the liquid permeability. We refer to our previous work [1] where it has been
shown that the liquid relative permeability can be related to the bubble-to-grain size ratio, r,
the intrinsic dimensionless foam permeability at liquid fraction ¢, Efo(e), and the foam
permeability reduction due to confinement in the pore space, described by the coefficient C (r):

2
kp(Sw 1-¢ ~
kl = —kD?;W=)1) =180 (_¢pp) TZC(r)kfo(g) (6)

The dependence proposed in [1] for the coefficient C with the bubble-to-grain size ratio can be
conveniently described by the following double exponential function:

C(r) =Aexp (%T) + B exp (—77“) (7

with A =0.92, a =0.045, B =0.08 and b = 0.28. It is to say that the range of values for r
isr <0.5. As larger r values were reached during the present experiments, we will first assume
that the function eq.7 can be extrapolated up to r = 0.6.

In order to compare our experimental results with predictions from eq. 6, we need to
determine the time evolution r(t) from our data D, (t) presented in Figure 4. It is convenient
to describe this evolution by using sigmoid functions (see Figure 4), and the time evolution for
the bubble-to-grain size ratio is well described by:

r(t) =r(0) (s1 + —) (8)

1+exp(s3 —a)

with tin s. Coefficients s1to ssare reported in Table 1. By combining egs. 6, 7 and 8 values for
ki can be plotted against experimental data in Figure 3a for the 2 mm grains. Please note that in
order to make the comparison as accurate as possible, we have allowed a slight variation of the
parameter S,,,, but this variation is always less than the relative error in the announced values
for S,,. The global agreement is reasonable in terms of the amplitude of the variation and the
shape of the curve describing this evolution. Data corresponding to S,, = 6—7% are less well
described than the other samples. We do not have clear explanation to give for such a behaviour.
This undoubtedly highlights the difficulties of perfectly controlling all the aspects involved in
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this type of measure. It was not possible to compare directly the results for the 1 mm grains
(Figure 3b) because the range of r values for that sample far exceeds that of equation 7. We
therefore made something different instead: we deduced C(r) by comparing experimental
values for k; and equation 6. The resulting C(r) values are plotted in Figure 3c in addition to
the values provided by equation 7. We can see that these values decrease less quickly than the
curve corresponding to equation 7 extrapolated over this range of r values. Corresponding
permeability values are now plotted in Figure 3b, showing good agreement. We do the same
with data corresponding to the 2 mm grains, for which the largest r values also exceed the range
defined for equation 7: in each case, in terms of amplitude, the agreement is better using the
values provided by the 1 mm grains within the extended range of r values (dotted line in Figure
3c).

V. CONCLUSION

We have measured as a function of time the liquid relative permeability of grain packings
initially filled with liquid foam for different values of the liquid saturation. For all the samples
this parameter is shown to increase as a function of time until a constant value is eventually
observed, which highlights significant ageing of such systems. We demonstrate that this
evolution is directly related to the coarsening of the liquid foam confined in the pore space.
Using the measured bubble size evolution we show that the relative liquid permeability can be
reasonably described from both the intrinsic liquid permeability of the foam and the
confinement-induced permeability reduction coefficient proposed by Ceccaldi et al [1], which
is based on the bubble-to-grain size ratio. With our data we extended the range of validity of
this coefficient, which now allows a very wide range of size ratios to be covered, and which
can be useful for many applications using liquid foam in porous media. In the light of these
results, in order to be more predictive in the evolution of the permeability of porous media
saturated with liquid foam, it seems important to study more precisely the coarsening
characteristics of confined liquid foams.

System | Dg(mm) | S, (%) S1 Sy S3 | S4 (9)
(@) 2 3 096 | 1.7 | 40 | 800
(b) 2 6-7 095 | 1.8 | 3.8 | 1100
(c) 2 8 095 | 1.4 | 45 | 850
(d) 2 10 0.95 | 1.7 | 4.3 | 1050
(e) 1 12 092 | 1.7 | 2.8 | 1300

Table 1. Parameters (s;, s,, s3and s,) used in equation 4 to describe the bubble size time
evolution presented in Figure 4 for systems (a) to (e).
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4.3. Daisy-shaped liquid bridges in foam-filled porous media
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Abstract:

Many applications of liquid foams use them to fill the porosity of various media, such as
soil remediation and CO. sequestration. Interest in these systems has generally focused on the
flow properties offered by the confined foam, and in fact very little on aspects related to the
distribution of the liquid in the porosity. We show that foam-filled granular packings exhibit a
robust pendular-like regime that is reminiscent of the well-known pendular regime in
unsaturated granular media, where liquid bridges are formed at contacts between the grains.
However, in this case, the liquid bridges are daisy-shaped, i.e. with a liquid core bounded by
bubbly petals. Thanks to both dedicated experiments and simple modeling we show that,
depending on the bubble-to-grain size ratio, the volume of liquid involved into these bridges
can represent almost 25% of the total liquid content. A drastic difference with classical
unsaturated media is that the funicular regime was not observed for water saturation larger than
10%. Surface Evolver simulations are carried out at the scale of a single tetrahedral pore and
results give more information about the daisy-shaped liquid bridges for large bubble-to-grain
size ratio.

1. Introduction

Liquid foams are used in various applications [1]. In the context of soil remediation [2]
or oil extraction [3], foam rheology is useful to mitigate effects due to permeability contrast
within the soil layers. Previous studies have therefore focused on the flow properties [4] and
liquid/gas relative permeabilities provided by the confined foam [5,6]. On the other hand, very
few studies have been interested in the liquid or gas distribution in foam-filled porous media,
except in quasi-2D micromodel experiments [7-9], which were mainly focused on Ostwald
ripening of the bubble assembly. In contrast, liquid distribution in unsaturated granular piles
has been extensively studied in relation with induced capillary cohesion [10,11]. It was shown
in particular that at small water content (i.e. less than 10% of the pore volume), significant
mechanical stability can be found due to the formation of numerous small water bridges at the
contacts between grains [12—-14], which is known as the pendular regime. With the increase in
water content, the water bridges coalesce to form clusters as the so-called funicular regime is
reached. Such capillary phenomena were also identified in the so-called capillary suspensions
[15]. What about foam-filled pile? The question arises because it can be considered both as an
unsaturated system (liquid and gas present in the porosity) and as a saturated system, if we
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consider the foam as a unique complex fluid folding the whole porosity. However, in bulk
liquid foam, the distribution of the liquid is governed by the capillary pressure of the foam.
How is this balance counteracted by the geometry of the pore network? As with the unsaturated
granular medium, can we observe the reminiscence of the pendular and funicular regimes? Our
aim is to study how the liquid is distributed in a pile filled with liquid foam, as a function of
liquid content and bubble-to-grain size ratio, which is here a new parameter with respect to the
classical unsaturated system. In the following we present the studied experimental system as
well as the dedicated numerical tool to study the geometry of confined bubbles at large bubble-
to-grain size ratio. Then we present our results and discuss them in the light of a simple model
to describe the distribution of the liquid.

2. Materials and Methods
2.1. Foaming solution

AlkylPolyGlucosides (Glucopon® 225DK from BASF) are used at 10 g/L in water. It
is an anionic surfactant of average molar mass 420 g/mol and its purity is 70%. The Critical
Micelle Concentration (CMC) is about 2 g/L.

2.2. Foam production and filling of the porous medium

We use the device already implemented in [16—19]. It allows to deliver foam with chosen
monodisperse bubble radius Ry = AR» (With AR»/R» = 3%), ranging from 100 to 350 pum, and
chosen liquid volume fraction. The resulting foam continuously fills a porous column made by
packing monodisperse grains (glass beads) of radius Ry £ AR4 (with ARg/Rg =~ 5%) ranging
from 1 mm to 2.5 mm, into a cylindrical glass tube of inner diameter 26 mm. The porosity ¢,
of the resulting packing was measured to vary between 0.38 (larger grains) and 0.43 (smaller
grains) due to wall effects with the column. We introduce the size ratio r = Ry /Ry.

The column is allowed to turn around its axis of symmetry thanks to fixing to a rotation
stage. The rotation speed was set to 80°/s which was found to be sufficient to counteract gravity
drainage for our systems (visual inspection).
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rotation
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(a) A
liquid liquid
foam foam
—
gr.a_in liquid bridge
grain and wall
bubbles

Figure 1: Setup used to study foam-filled bead packings. (a) Image of the rotating
cell. During the filling step foam is flowing through it. After filling, both column ends are
closed and pictures are taken at the column wall. (b) Resulting image taken as liquid foam
fills the granular column. The grains cannot be seen because they are hidden by the
bubbles, but black spots corresponding to liquid bridges are observed at contact between
the grains and the wall. To help the reader, the expected positions of the grains close to the
wall are highlighted in red (or in orange if there is no contact and no liquid bridge)

We monitored the foam at the exit of the column until we found the monodisperse foam
introduced. It was necessary to circulate foam for a few minutes before the stability described
above was observed. After the non-stationary phase, we measured the liquid fraction Sw
contained into the porosity of the granular packing from both the mass of the foam-filled porous
column, the mass of the initially dry porous column and the porosity of the granular packing
deduced from the mass of grains and their density. This was done as a checking test for a few
samples. All the measurements were found to be within the error bar (i.e. 5%) for the liquid
fraction measured at the entry of the porous column, which means that the target liquid fraction
is reached, i.e. Sw = €. Note that because of gas compressibility, one could expect some
deviation with respect to the latter estimation. However, while moderate driving pressure is
required to fill the short column, the foam pressure can be released through both column’s ends
after the arrest of the flow.

The rotation of the column is controlled in such a way that it stops for 1s at a chosen
rotation angle and then resumes its rotational movement. A camera fixed above the column
allows to capture images of the sample at the wall surface during the stop. In order to increase
the light contrast between liquid and gas at wall, we stuck a right-angle prism (15x15x21.2mm)
against the glass wall [20] of the column with Polydimethylsiloxane (sylgard 184 silicone
elastomer Kkit). We got images like the one shown in Fig. 1, revealing large liquid spots at
contacts between the grains and the wall. Using such images, we measured the liquid bridge
size as a function of grain size Ry, bubble size Rp and liquid content Sw.
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2.3 Surface Evolver

The Surface Evolver software [21] was used to get numerical data on our system. As a
realistic simulation of the whole system studied experimentally was not feasible, we turned to
a simplified configuration where only one gas bubble is trapped into a single tetrahedral pore
formed between four contacting spherical grains of radius Rg. The tetrahedral pore as well as
the trapped bubble are presented in Figure 2. According to this configuration, most of the pore
volume vy = 0.208 X Rg3 is filled with gas, whereas the liquid is distributed into both Plateau
borders in contact with the grain surface and liquid volumes around grains contacts. The liquid
volume fraction Sw = ve/vp can be varied by changing the volume of liquid. As a result, the
ratio between the bubble size R» and the grain size Ry is given by r = Ry/Rg= (3 X 0.208 X
(1 — Sw)/4m)1/3. It is to say that the theoretical maximum size ratio iS rmax = 0.367 when Sw
— 0. The theoretical minimum size ratio is obtained when the bubble is small enough so that
there are no more liquid films at the surface of the grains and the bubble shape is spherical.
This configuration is reached when rmin = 0.225 and the corresponding liquid volume fraction
isSw= 0.77.

We consider that the liquid is perfectly wetting the solid surface area As, so the total
interfacial energy is: Etor = yALc + ys. As where y is the liquid-gas surface tension — it is
assigned the value y = 1, Awic is the liquid-gas interface area, ys. is the solid-liquid surface
tension. Note that as ys. As is a constant, the equilibrium geometry can be obtained by
minimizing the area A.c, regardless of the choice made for the value of ys.. In the following
we choose ys. = —1, so the surface energy of the thin liquid films covering the grains is y +
ys.= 0, i.e. the wetting films do not need to be considered in the minimization process, which
saves considerable computation time. Figure 2c shows the starting shape of the liquid volume
from a mesh of triangles. Colors illustrate the different constraints: green facets are liquid-
grains interfaces constrained on the sphere boundaries with a unit surface tension ys. = —1,
red facets are free liquid-gas interfaces with y = 1 and blue facets are the inner liquid on the
tetrahedron boundary (without any surface tension). The liquid films formed at the open areas
of the tetrahedron boundary are not represented in Figure 2. Actually, these films are shared
between two adjacent cells, so they are modeled in the studied cell by a single surface with the
surface tension y.

Surface Evolver iteratively minimizes the surface energy using the gradient descent
method. Surfaces are progressively refined between these iterations to achieve the desired level
of accuracy (Figure 2d). During minimization of the surface energy, the liquid body is
constrained to a constant volume. A script allows us to progressively change the liquid volume
and for each one to achieve the convergence criteria that we fixed after 10 minimization steps

on the variation of both the energy (AEt: < 10-¢) and the pressure (A?P < 107%). In our

convergence scheme, after a number of minimization steps, long edges of the triangulation are
refined while short edges are removed from the mesh in order to keep a narrow distribution of

208



Annexes

facet areas. A typical edge length of a converged mesh is roughly 0.015 in unit of sphere radius
and the total number of facets is approximately 3 x 104+ 10% depending on the liquid volume
fraction.

When the convergence criteria are satisfied for each given liquid volume, our script
allows to extract different quantities including the capillary pressure P, i.e. the pressure
difference between the gas and the liquid phases. P. is measured as a function of liquid volume
fraction 0.05 < Sw < 0.3. As explained above, changing Sw makes the size ratio to vary a little
bit, i.e. within the range 0.32 < r < 0.36.

liquid
bridges

surface
Plateau
borders

Figure 2: Surface Evolver simulations. (a) Tetrahedral cavity formed by four contacting
spheres (each sphere has its center at a vertex of the tetrahedron) and trapping a single gas
bubble. (b) Liquid and gas bubble trapped into the tetrahedral cavity. The bubble has four
contacts against the spheres (holes in green areas) and four contacts against the tetrahedron
walls (holes in blue areas). Colored areas correspond to the liquid phase. (c) lllustration of
the initial cell mesh produced for the simulation. (d) lustration of the final cell mesh. (e)
Cutting of the cell showing the measured radius of curvature d. (f) Assembly of several cells
to show the liquid bridges, the foam films and the surface Plateau border. (g) Picture of the
foam-filled bead pack as the foam liquid content has been made as small as possible to see
the liquid structure, and the bubble-to-grain size ratio is close to 0.5. This configuration
compares well with the simulation — see f. (h) Hlustration of the measurement of liquid bridge
size (top: simulation, bottom: wall liquid bridge as observed in the experiment — see Figs 3b
and 4a).

3. Results and Discussion

First, we present in Figure 3 the results obtained for liquid bridge size Rmw measured
at the column wall, as shown in Figure 2h. Those sizes are shown to range from 300 pum to
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1200 pm, depending on bubble size R», grain size Rg4 and liquid volume fraction Sw. More

precisely, Rmw increases with R, Rg and Sw. The effect of Sw is clearly shown in Figure 3b,
where both Ry and Ry are fixed.

Rm,w (mm) - Experiment

0 0.3 0.6 0.9 1.2 1.5

lew (mm) Theory
(b)
1.2
r=0.09
1 A
X
0.8 - %X r=007
2
g 06
8«
0.4
0.2 4

0 O.l05 Ol.l 0.I15 OI.2 0:25
Sw
Figure 3: Measured radius 4w for liquid bridges at the wall. (a) Measured values as a
function of predicted values (eg. 8). Symbols: (circles) Zs= 200um, (diamonds) Zz= 400 pm,
(squares) 2= 700 pum, (crosses) 2= 400 um and data correspond to those presented in (b)
Colors: (blue) £Z,=2 mm, (red) Z,= 3 mm, (green) £,=5 mm. Color intensity: (low)
S$»—=15%, (high) .5,=20%. Images are shown for (£s= 200 um, Z,= 2 mm) and (4= 700
pum, Z,= 5 mm). (b) Measured values as a function of .5, for 7~ 0.08 (#z= 400 um, £,=5
mm). The two curves correspond to (eq. 8) with »=0.07 and »= 0.09.

In order to analyze these experimental results, we present below a calculation of the
volume involved in the Daisy-shaped capillary bridges. Note that although we observe only
the wall liquid bridges, we first focus on bulk liquid bridges, i.e. at contact between two grains,
and then we will turn to wall liquid bridges for comparison with experiments.

The liquid volume is contained within the gap formed between the two contacting grain
caps (of radius Ry) and it is bounded by a layer of bubbles, which radial position is marked
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with the so-called filling angle B (see Fig. 4b). It is assumed that the penetration of the bubbles
into the contact area is limited by the minimum radius of curvature & set by the foam. The latter
is usually used to define the cross-section geometry of the so-called Plateau borders (liquid
channels), and it is also used to quantify the foam capillary pressure P, that is of the order of
y/6 [22]. From Fig. 4b we deduce the geometrical relation between & and £3:

1

COSﬁ = m (1)

bubble

Figure 4: Geometry of a Daisy-shaped capillary bridge. (a) Liquid bridge as observed at the
wall of the foam-filled granular column. The liquid appears in black and it is distributed at
the contact between one grain (much larger in size than the liquid bridge) ant the wall. (b)
Geometric description (sectional drawing) of a Daisy-shaped capillary bridge between two

spherical grains of radius 4. As this bridge is formed by the foam bubbles around the contact
area, the liquid contained into the bridge (in blue) is connected to the liquid contained in the
pore foam (bulk Plateau borders, grey) and in foam contacting the grain surface away from
the bridge (surface Plateau borders, green). Note that all those liquid volumes share the same
radius of curvature J. (c) Definition of the liquid bridge radius #. Note that at wall, this
radius is noted as Aum,w.

The corresponding volume of liquid can be conveniently approximated by a cylindrical
meniscus of radius Rm = Rg(1 + 6/Rg)sinB — & (see Fig. 4b): vm = mRm* /2Ry [23]. We
introduce the dimensionless volume:
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4
_ Um _ 1(Rm
= = —| — 2
m = RS 4<Rg> @)

From eqs 1 and 2 it is clear that the ratio 6 /R is a crucial parameter to determine the volume
of the liquid bridge. The length § can be expressed in terms of bubble size R» and bulk foam
liquid volume fraction & [24]:

) 1 0.27[e +3.17ef7°
Ry, fle) = 2\3—1 14057607

(3)

Besides, the ratio 6 /R4 can be written as a function of the bubble-to-grain size ratio r:

5§ &R,

R—g=R—bE=f(€f)XT (4)

At this stage, it is important to note that the function f () should be used to describe
bulk foam only. Here, as already explained, some amount of liquid is contained into the liquid
bridges. Besides, due to confinement by the grains, surface Plateau borders (and their junctions)
are formed at the surface of the grains where the films meet the grains. Surface Plateau borders
are known to be significantly wider than the bulk Plateau borders [16].

We recall that the liquid content (also called liquid saturation) Sw is the total volume of
liquid contained into the porosity divided by the volume of the porosity V. Let ym be the total
volume of liquid contained into all the liquid bridges divided by Vy: ¥m = Y.i vm,i/Vp, and ¢@s
be the total volume of liquid contained into the surface Plateau borders (and their junctions)
divided by V. Finally, it is considered that classical (i.e. bulk) foam with liquid fraction ¢ is
contained into the pores. These liquid contributions are related by the following relation:

Swz¢m+§0s+gf (5)

Let us now estimate 1m by assuming that each grain is covered by C = 10 liquid bridges.
The number of bridges in the granular packing is n» = Cng/2, where ng is the number of grains
contained in the packing, of volume Vy /¢y, i.e. ng=3(1 — ¢p)Vp/(PpdmR43). Therefore, the
liquid volume fraction corresponding to these liquid bridges is:

" _ MUy 3 1-¢,
% 4 by

Um  (6)

The description of the detailed geometry of the Plateau borders formed at the surface of the
spherical grains is a complex task, and actually a still open topic. Here we propose to approach
this problem in a similar way to what we have just done for the liquid bridges: the surface area
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of the grains is Ag= 3(1 — ¢p)Vp/(PrRy), the number of bubbles in contact with this surface
Is ~ Ag /R»? and the corresponding length of surface Plateau borders is ~ Ag /Rp. The volume
of liquid involved into those surface Plateau borders is therefore ~ Ay6%2/Rp and the
corresponding liquid volume fraction writes:

=9, 8 _ .1

~ 3¢ =
Ps b, R,R,

-
. 2rf2(e)  (7)

Note that due to the lack of knowledge about this complex geometry we introduced the
coefficient £&. From both additional geometric considerations presented in Appendix 1 and
comparison with experiments (see below), ¢ was chosen to be constant and equal to 1.

In order to determine ¥m, ¢@s and r as a function of r and Sw, we start to choose both ¢
and r, then we deduce & /R» from eq. 3and § /Rg from eq. 4, finally egs 1, 2, 5-7 provide values
for Um, ¥m, @s and Sw, respectively. Results are presented in Figure 5. The parameter § /Rb» is
plotted as a function of Sw for several r values in Figure 5a. With respect to bulk (unconfined)
foam, 6 /R» is calculated to decrease strongly as a function of r. This means that for a given
liquid fraction Sw in the sample, as r increases, more and more liquid is driven towards both
the liquid bridges and the surface Plateau borders. Moreover, we found that the contributions
Ym /Sw, @s/Sw and r/Sw are only weakly dependent on Sw (i.e. the deviation is less than 5%
over the full range of r values) so that single curves (corresponding to the average) could be
considered to describe them (see Figure 5b). On a purely practical level it may be interesting
to have approximate analytical expressions to describe these curves. We propose the following
two expressions: Ym /Sw = 2r/3 and f/Sw = exp(—r/0.09) + 9.8r3 — 8.9r2 + 2.35r.
Moreover, Figure 5¢ shows the volume fraction of liquid contained into the liquid bridges for
several Sw values. It is important to stress that liquid bridges exist regardless of the value of
Sw. For example, with liquid fraction as low as 5% in the porosity, liquid bridges could
represent 1/5 of that liquid, i.e. 1% of the pore volume.
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(a) Radius of curvature d'as a function of liquid volume fraction 5 for several size ratios 7-
The reference curve (dotted line) correspond to bulk foam (unconfined) and it is given by eq.
3. The black circles correspond to data obtained by our numerical simulation (7 =~ 0.35). (b)
Fractions of the liquid contained into the liquid bridges (# /$w), the surface Plateau
borders (gs,/S.) and the pore bulk foam (e¢,/55) as a function of the size ratio 7. (c) Volume

fraction occupied by the liqu

id bridges as a function of 7 for several .5\, values.

Now we compare our predictions for the size of the liquid bridges with our experimental

data. Note that wall bridges (those s

hown in Fig. 3a) are confined between one grain and the

wall of the column, which can be reasonably approximated by a planar wall. For such bridges
the filling angle is given by cosfw= (1 — 6/Rg)/(1 + 6/Ry) and the observed radius of the

wall liquid bridge is:
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é
Rpw =Ry (1 + R_> sinf,, (8)

g

Calculated values are plotted against experimental data in Fig. 3. The agreement is reasonable
in view of the simplicity of our model.

It is to say that several data points correspond to r values close 0.35, for which our model
assumptions (in particular we consider that there is always bulk foam with liquid fraction ¢ into
the pores) are not fully justified. Actually, the r = 0.35 configuration corresponds to one/two
big bubbles into each pore, and it is actually the configuration we studied with our Surface
Evolver simulations. As a first result we present in Figure 5a the radius of curvature § of the
interfaces (see Figure 2c¢), deduced from the capillary pressure in the system: Pc =~ y /6,
showing that the decrease in the values of §/R» as r increases is reasonably described by our
previous calculations, even for such high r value, even if we observe an overestimation of our
model compared to the simulation. We can pursue the comparison with our calculations by
considering now the liquid bridge volume vm = vm/(2mR43), plotted in Figure 6. Numerical
values for vm are shown to increase almost linearly with Sw, i.e. ¥m = 0.0146 X Sw. Our
calculations are shown here again to overestimate a little bit these values but they follow the
same trend.

0.006

0.004 +

0.002 +

4
7’

0.000

000 010 020 030
Sw
Figure 6: Results from Surface Evolver simulations based on the tetrahedra pore geometry.
Dimensionless liquid bridge volume between two spherical grains as a function of liquid
fraction. Black circles: simulations. Red dotted line: linear fit (. = 0.0146 x Su).
Continuous line: calculations (eq. 2) with = 0.35.

4. Conclusion

We prepared bead piles filled with liquid foam in a column. Due to size exclusion of the
bubbles from contact areas between grains, liquid bridges are formed. This phenomenon is
reminiscent of the pendular regime observed in unsaturated granular piles [12—14]. The main
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difference comes from the fact that here the liquid bridges are daisy-shaped, i.e. a liquid core
bounded by a bubbly corolla. Inspired by the geometry of classical liquid bridges, we have
calculated the liquid bridge volume as a function of the water saturation in the porosity, the
grain size and the bubble size. We show that the pendular-like regime in foam is very robust:
liquid bridges can be observed for water saturation as small as 1%. Moreover, we show that
the proportion of liquid contained into those bridges is approximately proportional to both
water saturation and bubble-to-grain size ratio. For high size ratio this proportion can reach
25%, which can represent 2-6% of the pore volume. Experiments allowed to measure the
spreading of liquid bridges formed at the column wall and our results agreed with our
calculations. A drastic difference with classical unsaturated media is that here the funicular
regime is prevented to occur.

The counterpart of the presence of these liquid bridges and the surface Plateau borders is that
the liquid fraction of the foam filling the pores is lower than that of the same foam before its
confinement in the pores. It is therefore legitimate to think that this liquid redistribution may
have an influence on certain properties of these foam-filled grain piles, such as their hydraulic
permeability or their mechanical stability. It would be worth looking into this effect in the
future.
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Appendix 1:

As explained in the main text, the description of the liquid repartition as surface Plateau
borders and bulk pore Plateau borders is a complex task. Here we propose to approach this
repartition from simple geometrical considerations.

We assume that bubbles covering the grain surface take a hexagonal arrangement. The
length of Plateau border per bubble surface area (in contact) is approximately 2zRpy /2 = 3Rb.

2
The number of surface bubbles per grainis = 4 (’;—g) and the number of grains per pore volume
b

is zl;ﬁ‘};s. Therefore, the total surface Plateau border length per pore volume is
p g
91—¢ 1 4.3Xr

Lpps =— £ ~

T ¢p RpRyg RE '
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We assume that the pores are filled with ideal Kelvin foam [22]. The number of Plateau

-1/3
borders per bubble is 12 and the length of each is %(%) Ry,. The number of bubbles is
%= 43;;:’3, and the corresponding total length of Plateau borders per pore volume is
b b
1

% (E)E 12 from which the surface Plateau border length must be deducted. The actual length
2n \3/ Rj

1

of bulk Plateau borders per pore volume is therefore expected to be Lp,p = %(2)3% —
b

91-¢p 1 2-43r

n ¢p RpR; = RE

Using, for both bulk and surface, the Plateau border cross-sectional area Ap» and the total
Plateau border length, the corresponding liquid volumes are obtained: Ve¢,s = App,sLpb,sand Ve
~ Apb BLpbs. The ratio App,s/Apbp is equal to [16]: 0.43/0.16 = 2.66. The ratio Ves/Vep is
therefore equal to:

Vi 2.66

i — 9
Vip Orﬁ 1

With parameters introduced in section 3, this ratio also writes @s/&f, i.€.:
Vis _3§(1—p)rf?(5)
Vig bpEr

(10)

Comparison of equations 9 and 10 provides values for the coefficient & shown in figure 7. All
the values calculated for r > 0.3 are between 0.5 and 1.5.

0 0‘:05 0:.1 0.:15 0:.2 0.:25 0.3
g
Figure 7: Values calculated for the coefficient & as a function of the size ratio r. Upper and
lower continuous lines correspond to values calculated with e = 0.05 and ¢ = 0.20

respectively. The dotted line corresponds to the average values over the range 0.05 < & <
0.20. The value used to describe our experiments is & = 1.
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Résumé de la thése

Ce travail de these porte sur la formulation de mousse liquide bio-calcifiante, qui constitue une
innovation pour le procédé de Précipitation de Carbonate de Calcium (CaCOs) Induite
Microbiologiquement (MICP). La précipitation de CaCO3 dans un milieu granulaire (p. ex.
sable) permet le pontage des grains par des précipités solides et d’en améliorer les propriétés
mécaniques. Cette formulation a été investiguée par 1’étude de 1’activité bactérienne et de la
bio-calcification en présence de différents tensioactifs a des concentrations variées, pour
différentes concentrations en bactéries et en calcium. En paralléle, une étude des propriétés
hydrauliques des mousses confinées en milieu granulaire a été réalisée pour déterminer a quelle
vitesse les nutriments/bactéries peuvent étre transportées dans de tels systemes.

Nous avons trouvé les formulations permettant & certaines bactéries (Sporosarcina pasteurii)
incorporées dans une mousse liquide de produire du CaCOs au sein d’un assemblage de grains.
Par ailleurs, la microstructure de la mousse confinée s’avére treés favorable a la formation des
ponts solides entre grains. Ces résultats suggeérent une application potentielle de la version
« moussée » de la MICP pour améliorer la résistance mécanique des sols ou simplement pour
conférer de la cohésion a des matériaux granulaires.

Mots clés : Mousse liquide, bio-calcification, bactéries, matériau granulaire, formulation

Thesis Abstract

This thesis focuses on the formulation of bio-calcifying liquid foam, an innovation for the
Microbiologically Induced Calcium Carbonate (CaCOs) Precipitation (MICP) process. The
precipitation of CaCOs in a granular medium (e.g. sand) enables grains to be bridged by solid
precipitates, thus improving mechanical properties. This formulation was investigated by
studying bacterial activity and bio-carbonation in the presence of different surfactants at
different concentrations of bacteria and calcium. In parallel, a study of the hydraulic properties
of foams confined in granular media was carried out to determine how quickly
nutrients/bacteria can be transported in such systems.

We identified formulations enabling selected bacteria (Sporosarcina pasteurii) incorporated in
a liquid foam to produce CaCOs within a grain assembly. In addition, the microstructure of the
confined foam proved highly favorable to the formation of solid bridges between grains. These
results suggest a potential application for the "foamed" version of MICP to improve the
mechanical strength of soils, or simply to confer cohesion to granular materials.

Key words: Liquid foam, bio-calcification, bacteria, granular material, formulation



