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Introduction générale et contexte

Introduction générale et contexte

A. Erosion du littoral

L'érosion du littoral est un phénoméne d’origine naturelle qui se produit le long des cotes maritimes et
qui implique la perte progressive de matiére telle que du sable, des roches et d’autres matériaux. Ce
phénomeéne est causé par des facteurs naturels avec I’action combinée des vagues, des courants marins
et du vent, et, depuis plusieurs décennies, intensifié par les effets conjugués du réchauffement climatique
et de I’activité socio-économique croissante (urbanisation le long des zones littorales, construction
d’infrastructures cotiéres...). Les températures croissantes, I’augmentation de la fréquence et de
I’intensité des tempétes ainsi que ’accélération de la montée des eaux amplifient le phénomeéne
d’érosion cotiere. En effet, selon le dernier rapport d’évaluation du GIEC (Groupe d’experts
Intergouvernemental sur I’Evolution du Climat) (1) paru en 2023, I’élévation probable du niveau moyen
de la mer d’ici 2050 devrait se situer entre 0,20 et 0,29 m et entre 0,63 et 1,01 m d’ici 2100 dans le
scénario de fortes émissions de Gaz a Effet de Serre (GES) (+4,4°C) alors que sur la période 1901-2018,

I’élévation du niveau de la mer fit de 0,20 m.

L’érosion, qui se manifeste entre autres par la mobilité du trait de cote défini comme « la limite entre
terre-mer », peut avoir des impacts environnementaux, économiques et sociaux importants, notamment,
la disparition de plages, la détérioration des écosystémes cotiers ou encore, la destruction d’habitations
et d’infrastructures cotiéres. Ce phénomene constitue donc une menace pour les communautés riveraines

vivant a proximité. En France, 1’érosion cotiére représente en quelques chiffres (2) :

- 126 communes classées prioritaires,

- 22% du littoral soumis & un phénomene d’érosion dont 650 km déja en recul.
Trés urbanisée, la France est considérée comme le pays européen le plus menacé par les risques littoraux.
La cartographie de I’indicateur de 1’érosion cotiére en France, présentée sur la Figure 1, indique que les
cotes des régions de la Nouvelle-Aquitaine et de la Normandie (La Manche) sont particuliérement

affectées par le phénoméne d’érosion avec un recul supérieur a 0,5 m/an.
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Figure 1 : Indicateur d’érosion cétiere en France.

Limiter le phénoméne d’érosion cdtiére, ¢c’est protéger les 8 millions de frangais (10% de la population
résidant prés du rivage et 7 millions de lits destinés au secteur du tourisme) contre les risques littoraux
tels que les inondations ou submersions marines (3). En effet, les importantes pertes humaines et
matérielles causées par les tempétes Klaus en 2009 et Xynthia en 2010 sur la cote Atlantique ainsi que
les marqueurs de I’effritement du littoral observés en Gironde et en Normandie (Figure 2) témoignent
de I'urgence a agir pour préserver le littoral et garantir la sécurité humaine vis-a-vis de la situation

climatique.

Figure 2 : A) batiment « Le Signal » a Soulac-sur-mer (Gironde (33)) en 2014 (bdtiment déconstruit en
2023) et B) falaise victime d’érosion a Criel-sur-mer (Seine maritime (76)).
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La prévention des risques littoraux et la protection des cotes, qui constituent une importance capitale
pour garantir la sécurité de la population, impliquent une combinaison de stratégies et de mesures qui
sont définies en fonction des enjeux socio-€conomiques et environnementaux. Deux stratégies
principales sont employées :

- Les méthodes « douces » ou « souples » sont des approches environnementales se traduisant
par différents procédeés : la reconstitution du stock de sédiments sur les plages (rechargement
artificiel en sable), le maintien du sable au moyen d’ouvrages géotextiles, 1’installation de pieux
pour dissiper 1’énergie des vagues, la restauration des dunes (brise vent, branchages, couverture
de débris végétaux...), la végétalisation et le reprofilage pour les falaises visant a la stabilisation
des falaises en modifiant leur pente et leur forme.

- Les méthodes « dures » concernent la construction d’ouvrages de protection (« infrastructures
grises ») ayant pour role de fixer le trait de cote : ouvrages longitudinaux tels que les digues
(enrochements).

L’adoption de ces méthodes est principalement guidée par la nécessité réelle de protéger la zone a traiter,
tout en tenant compte des implications économiques associées a chacune de ces techniques. Les
contraintes quant a leur utilisation sont souvent associées aux colts initiaux de mise en ceuvre et a
I’entretien, ainsi qu’a leur durée de vie. Dans le cas des méthodes « dures », la construction d’ouvrages
longitudinaux (Figure 3) suppose de plus en plus la prise en compte de leur impact éco-environnemental

en termes d’exploitation responsable des ressources naturelles et du transport des matieres premieres.

Figure 3 : A) Digue (Ars-en-Ré (17)) et B) Digue en enrochements (Saint-Clément-les-Baleines (17))

B. Limites éco-environnementales des ouvrages longitudinaux

Les ouvrages longitudinaux sont privilégiés dans la prévention des risques littoraux pour leur capacité
a maintenir immédiatement le trait de cote tout en offrant l'avantage d'une longue durée de vie, pouvant
atteindre 50 a 100 ans moyennant des opérations d'entretien régulieres. Cependant, leur construction et
leur entretien présentent des aspects négatifs sur le plan financier et environnemental. Comme le

présente le Tableau 1, les coiits liés a la construction de ce type d’ouvrage peuvent atteindre plusieurs
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milliers d’euros par métre linéaire, ce qui pour des chantiers de plusieurs kilometres, représente un

budget a plusieurs millions d’euros.

Tableau 1 : Coiits liés a la construction d’ouvrages de protection et au rechargement en sable des plages
sur la région Nouvelle Aquitaine selon ’étude réalisée en 2018 par le comité francais de [’'UICN (Union
Internationale pour la Conservation de la Nature et de ses ressources) pour le Ministere de la Transition
Ecologique et Solidaire (4).

Coiit de construction
Type de structure Coiits d’entretien (€) Durée de vie
(€/meétre linéaire)

650 a 2700 selon la
Ouvrages
taille des 50 a 100 ans avec
longitudinales (digues 3% du coft initial/an
enrochements (300 a travaux d’entretien
en enrochements)
3500 kg)
Brise-lames en 4000 a 6500 3 a 5% du cott
30250 ans
enrochements (émergé/semi émergé)  d’installation initial/an
Rechargement en Rechargement entre 1
200 a 540 /an* /
sable des plages a2 ans

* Variable selon la distance entre le site de prélevement et le site de dépot

A titre d’exemple, le plan d’action pour restaurer le littoral est chiffré a 260 M€ pour le département de
la Charente-Maritime seulement. A ce chiffre s’ajoute les cofits de maintenance estimés a environ 1/30°
du cofit initial, chaque année, pour garantir la pérennité des ouvrages. Le cahier des charges associé au
dimensionnement, au choix des matériaux, ainsi que la distance entre le site de prélévement des maticres

premicres et le site de construction sont des facteurs responsables de la variabilité des cofits.

Outre I’aspect financier, 1’acheminement des matiéres premiéres et d’engins sur site rend leur
construction trés émettrice en dioxyde de carbone. L’empreinte carbone associée au transport des
matiéres premicres est conséquente en raison du nombre de camions et de trajets nécessaires a leur
acheminement. En effet, pour la mise en place d’une carapace (i.e. couche de protection disposée sur les
talus des digues cotieres composée d’enrochements) en deux couches d’environ 1,09 métres d’épaisseur
avec 32% de vides, avec une blocométrie générale de 300-1000kg d’enrochements dioritiques ou
granitiques ( masse volumique d’environ 2,9 To/m?), il faudrait prés de 12t de carapace par métre de
talus d’une digue. En sachant que le poids maximum d’un semi-remorque est de 38t et que la longueur
d’une digue peut faire plusieurs centaines de métres, (e.g. digue du Boutillon (Ile de Ré (17)) fait 713
meétres), il faudrait approximativement 8 semi-remorques par 100 métres de digues pour acheminer les
blocs entre la carricre et le chantier.

Ainsi, il apparait nécessaire de trouver un équilibre pour la préservation du littoral (dunes, plages et
falaises) et la prévention des risques littoraux tout en minimisant 1’impact environnemental, afin de

garantir la sécurité des résidents.




Introduction générale et contexte

C. Une solution innovante basée sur 1’¢lectrolyse de I’eau de mer et 1’économie
des ressources locales

Une des solutions prometteuses pour limiter le phénoméne d’érosion réside dans le développement d’un
nouveau procédé¢ basé sur le principe de la protection cathodique des métaux. Son principe, développé
par P’entreprise SEACURE (anciennement Géocorail) et étudié au LaSIE (La Rochelle Université),
consiste a former par électrolyse de I’eau de mer un dép6t calcomagnésien par application d’un courant
¢lectrique sur d’une grille métallique immergée dans les sédiments marins. Ce dépdt, composé
d’hydroxyde de magnésium (Mg(OH),) et de carbonate de calcium (CaCOs), joue le role de liant et va
venir cimenter les sédiments avoisinant pour former un agglomérat calcomagnésien. Ce matériau a fait
I’objet de nombreuses études tant sur les propriétés chimiques du dépot que sur sa résistance mécanique.
On peut notamment citer les travaux de thése d’Alaric Zanibellato (5) qui s’est intéressé aux mécanismes
de formation des agglomérats calcomagnésien, de Charlotte Carré (6) portant sur I’utilisation du dépot
calcomagnésien pour la décontamination de Plomb (Pb) et de Nickel (Ni) de I’eau de mer, de Jordan
Prévot (7) concernant la formation d’un conglomérat a base de scories, ou plus récemment de Louis
Zadi (8), qui s’est grandement intéressé a la cinétique de croissance du dépot calcomagnésien au sein
d’une matrice sableuse et a son évolution avec le temps au travers des mécanismes de
dissolution/précipitation. Ce dernier s’est aussi intéressé a la composition chimique du dépot
calcomagnésien ainsi qu’aux propriétés physiques de 1’agglomérat (porosité).

Dans un contexte de consolidation des cotes, ces études ont essentiellement porté sur des structures
métalliques enfouies dans les sédiments marins en immersion permanente dans I’eau de mer (5,8).
L’objectif recherché était alors la formation d’un agglomérat pour permettre le maintien des profils des
plages ou I’amélioration des fondations (butée de pied ou semelle de fondation) des ouvrages
longitudinaux, c’est-a-dire au niveau des zones basses des infrastructures, en grande partie immergées.
Pour les zones partiellement immergées ou soumises aux marées, comme pour les falaises ou les parties
hautes des infrastructures, ce procédé est difficilement applicable. I est donc nécessaire de développer
un dispositif spécifique pour la formation d’un agglomérat destiné a renforcer ces zones, tout en assurant

la circulation du courant électrique.

En plus du dispositif expérimental, 1’utilisation de matériaux recyclés du secteur du BTP (Batiment et
Travaux Publics), en guise de matériaux d’apport (alternative aux sédiments s’ils ne sont pas disponibles
en quantité), pourrait ouvrir des perspectives intéressantes a la gestion des ressources. Cela aurait des
avantages notables a la fois sur le plan économique, en réduisant les cofits associés a la gestion des
déchets et en contribuant a la préservation des ressources naturelles limitées, tout en offrant des
bénéfices environnementaux grace a la réduction de I’empreinte carbone due au transport des matieres
premiéres. De plus, dans I’eau de mer, il existe beaucoup d’organismes vivants capables de produire du
carbonate de calcium. Parmi ceux-ci, les microorganismes peuvent étre une voie prometteuse pour la

formation d’agglomérats calcomagnésiens en synergie avec le procédé électrochimique. Ainsi les
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récents travaux de thése de Julia Vincent (9) ont mis en évidence des bactéries marines, prélevées dans
le Port de La Rochelle, capables d’induire la précipitation du carbonate de calcium via le processus de
biocalcification. Deux mécanismes enzymatiques sont impliqués dans ce processus : I’hydrolyse de
I’urée, catalysée par I’enzyme uréase, et 1’interconversion du dioxyde de carbone (CO,) et des ions
hydrogénocarbonates (HCO3), sous ’action de 1’enzyme anhydrase carbonique. En privilégiant la voie
enzymatique impliquant I’anhydrase carbonique, I’utilisation de ces bactéries marines biocalcifiantes
permettrait d’amorcer, voire accélérer en association avec la polarisation cathodique, la précipitation du
dépot calcomagnésien, tout en contribuant au piégeage du COa.

Dans ce contexte, mon travail de thése s’inscrit au coeur d’une démarche éco-environnementale visant a
assurer la pérennité des infrastructures existantes au niveau du littoral et/ou les falaises, tout en limitant
I’impact environnemental associé a I’extraction et au transport des matiéres premiéres. En plus du
procédé basé sur 1’électrolyse de 1’eau de mer, cette approche repose sur I’utilisation des ressources
locales, en valorisant les déchets inertes du BTP provenant d’une plateforme de recyclage locale, tout
en exploitant le potentiel des bactéries marines biocalcifiantes prélevées dans le Port de La Rochelle
(collection du laboratoire LIENSs La Rochelle Université) pour stocker le CO» par biominéralisation de

carbonates.

Ces travaux de thése ont été réalisés au Laboratoire des Sciences de I’Ingénieur pour I’Environnement
(LaSIE) - UMR CNRS 7356 en partenariat avec le laboratoire Llttoral ENvironnement et Sociétés
(LIENSs) - UMR CNRS 7266 de la Rochelle Université. Ils ont été co-financés par 1’Agence de
I’Environnement et de la Maitrise de 1’Energie (ADEME) et le projet La Rochelle Territoire Zéro
Carbone (LRTZC). Le projet LRTZC est une initiative ambitieuse lancée par la ville de La Rochelle en
2019. Son objectif principal est de réduire les émissions de CO, de la ville de 30% d'ici 2030 et de
devenir le premier territoire urbain cotier frangais a atteindre la neutralité carbone d'ici 2040. Pour
concrétiser ces objectifs, le projet LRTZC, financé par un Plan d'Initiative d'Avenir (PIA), se déploie a
travers plusieurs axes majeurs, notamment la préservation du littoral et des marais, dans lequel s’inscrit
cette thése, la rénovation et la construction de batiments, I'écologie industrielle, la mobilité, les énergies
renouvelables, la transformation sociétale, les changements de comportements et la création d'une
coopérative carbone. Ce projet rassemble cinq partenaires principaux, dont la ville de La Rochelle, la
Communauté d'Agglomération de la Rochelle, La Rochelle Université avec ses laboratoires LaSIE et
LIENSS, le Port Atlantique La Rochelle et 1'Association Atlantech®, ainsi que 130 autres organismes,
dont des laboratoires de recherche tels que le CNRS, I'INRA et I'lFREMER.

En privilégiant I’économie des ressources locales, avec 1’utilisation de déchets inertes du BTP et les
bactéries marines biocalcifiantes, ce travail de thése permettrait de contribuer a 1’ objectif visé par la ville
de La Rochelle, la neutralit¢ carbone d’ici 2030, en développant une solution alternative pour la
protection du littoral affichant une empreinte carbone faible non seulement en limitant les émissions de

CO; liées au transport de matiéres premicres mais aussi en les piégeant par biominéralisaition.
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1. Etat de l'art

1.1. Un éco-matériau pour la protection du littoral : de la protection
cathodique a la formation d’un agglomeérat calcomagneésien

Les méthodes de préservation et de protection du littoral se sont diversifiées ces derniéres années. Parmi
elles, un procédé innovant basé sur une adaptation de la protection cathodique a émergé en raison de
son efficacité dans la consolidation des infrastructures cotieéres déja existantes. Ce procédé consiste a
précipiter un dépdt calcomagnésien par électrolyse de I’eau de mer sur un support métallique polarisé
cathodiquement. Il suscite un vif intérét pour la stabilité du littoral, permettant la formation
d’agglomérats solides a partir des sédiments environnants. Ces agglomérats servent a créer une barriére
protectrice contre 1’érosion et garantir le maintien des ouvrages tels que les pieds de digues.

Le principe de la protection cathodique, les caractéristiques du dépot calcomagnésien, les facteurs
influengant sa formation et la formation d’un agglomérat calcomagnésien en immersion sont détaillés

dans cette premiére partie.

1.1.1. La protection cathodique en milieu marin
La protection cathodique est une méthode électrochimique largement utilisée pour ralentir la vitesse de
corrosion des structures métalliques exposées a des environnements agressifs. Cette technique est basée
sur I’abaissement du potentiel de corrosion d’un métal, ici I’acier carbone, a un niveau ou sa vitesse de
corrosion est réduite de manicre significative. En effet, en se référant au diagramme de Pourbaix E-pH
du fer dans I’eau pure a 25°C (1), présenté sur la Figure 1-1, il est possible de constater qu’un
abaissement du potentiel vers des valeurs négatives conduit le métal a se situer dans sa zone d’immunité

(zone de corrosion négligeable).
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Figure I- 1 : Diagramme potentiel-pH du fer dans [’eau pure a 25°C et 1 atm. Les potentiels E sont ici
exprimés en V/ENH (Electrode Normal a Hydrogeéne) (1).

Pour abaisser le potentiel de corrosion du fer jusqu’a son domaine d’immunité, deux techniques de
protection cathodique sont possibles : soit par potentiel imposé a I’aide d’un générateur (ou d’une anode

sacrificielle anode galvanique), soit par courant imposé a 1’aide d’un générateur de courant.

La protection cathodique par anodes sacrificielles vise a la formation d’une pile ¢électrochimique entre
deux métaux plongés dans une solution électrolytique. Le métal ayant le potentiel le plus élevé (le plus
noble) agit en tant que cathode et est protégé alors que celui possédant le potentiel le plus bas (le moins
noble), ¢’est-a-dire 1’anode, s’oxyde en libérant des électrons dans le processus. Les électrons libérés
par la corrosion de I’anode sont transférés vers la surface de la cathode créant ainsi un courant électrique.
Ce courant cathodique a donc pour effet de polariser la structure métallique a un potentiel qui ralentit sa

corrosion.

La protection cathodique par courant imposé consiste a faire circuler, au moyen d’un générateur, un
courant continu entre une anode inerte telle que le titane ou le graphite, et la surface du métal a protéger,
qui agit en tant que cathode. Le passage du courant est assuré par les ions présents dans la solution
électrolytique. II est ajusté de telle maniére a fournir une densité de courant, c’est-a-dire un courant
rapporté a la surface du métal, i.e. en A/m?, permettant la protection efficace du métal. En d’autres

termes, il vise a atteindre des valeurs de potentiel ou la vitesse de corrosion est minimale.

En milieu marin, I’application d’un courant ou d’un potentiel imposé conduit a 1’¢lectrolyse de I’eau de

mer qui se traduit, au niveau de 1’anode, par I’oxydation des ions chlorures en dichlore (Cl,), au niveau




Chapitre 1 : Etat de I’art

de la cathode, par la réduction de I’oxygéne en ions hydroxyles (OH) et, pour les potentiels les plus
cathodiques (ou les courants les plus forts), la réduction de 1’eau en dihydrogene (H») (Figure 1-2)

(Eq.1-1 et Eq.1-2).

2H20(1)+ 2¢ 2> 2H2(g) +2 OH Eq.1-1
Oz(g) + 2H20(1) +4¢ = 40H Eq 1-2
Générateur
| 1
Eau de mer l T
de
 —— [ -
[ 2H.0
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i I & 4C1
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I I GH-
Cathode Anode
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Figure 1- 2 : Principe de la protection cathodique par courant imposé d’une structure métallique
immergée dans [’eau de mer.

Outre sa fonction premiére de préservation du métal, cette approche électrochimique revét une
importance particuliéere dans la formation d’un agglomérat. En effet, elle génére localement une
augmentation du pH a linterface métal/eau de mer, ce qui conduit a la précipitation du dépot

calcomagnésien a la surface du métal a partir des ions Ca?*, Mg®" et HCO;  présents dans 1’eau de mer.

1.1.2. Dépot calcomagnésien
1.1.2.1.  Précipitation
La formation du dépot calcomagnésien est la conséquence de la libération d’ions hydroxydes (OHY)
causée par la réduction de I’eau (Eq.1-1) et de ’oxygeéne (Eq.1-2) a la surface du métal (cathode). Cela
conduit a une augmentation du pH interfacial métal/eau de mer, dont les valeurs sont fonction du

potentiel (E), et par conséquent, a un déplacement de 1’équilibre calco-carbonique vers la formation

d’ions carbonate (COs>) (Eq.1-3 et Eq.1-4 (2,3)).

pKi=5,84a25°C H,CO3;+ OH < HCOs; + H,O Eq.1-3

pK>=28,96 4 25°C HCO; + OH & CO;* + H,0 Eq.1-4
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L’augmentation de la concentration en ions carbonates (CO3%) permet, par association avec les ions
calcium présents dans I’eau mer, la précipitation de carbonate de calcium (CaCOs3) pour un pH supérieur
a 8,4 (4), selon ’Eq. 1-5 (4):

pKs = 8,4 4 25°C Ca® + COs* = CaCOsx Eq.1-5

De méme, les ions magnésium présents dans 1’eau de mer peuvent précipiter sous la forme d’hydroxyde
de magnésium (Mg(OH),), communément appelé brucite, pour des valeurs de pH supérieures a 9,3 (5)
(Eq.1-6 (6))

pKs=10,9a25°C Mg*" + OH = Mg(OH), Eq.1- 6

Le carbonate de calcium et I’hydroxyde de magnésium forment le dépot calcomagnésien. Leur
proportion respective dans la composition du dépot est intimement dépendante du pH interfacial induit
par la réduction de 1’eau et de I’oxygene. D’un point de vue cinétique et si le pH est suffisamment élevé
(supérieur a 9,3), la précipitation du Mg(OH), est favorisée par rapport a celle du CaCOj; car elle est

directe alors que celle conduisant au CaCOj est contrdlée par 1’équilibre calco-carbonique.
1.1.2.2.  Composition chimique

1.1.2.2.1. Carbonate de calcium (CaCOs3)
Le carbonate de calcium CaCOQOs peut précipiter selon 3 formes allotropiques anhydres en fonction du
milieu dans lequel il se forme : aragonite, calcite et vatérite. On le retrouve également sous forme
hydratée, comme le carbonate de calcium amorphe (ACC), hexahydraté (CaCO;.6H,0) et monohydraté
(CaCO3.H,0). Les formes hydratées sont peu stables thermodynamiquement sous condition
atmosphérique et évoluent rapidement vers les formes anhydres (7—10). A contrario, les formes anhydres
sont relativement stables thermodynamiquement et peu solubles, exceptées la vatérite qui cristallise sous
des conditions particulieres (11,12).

A. Formes anhydres

e Lacalcite

La calcite est le polymorphe le plus stable a température ambiante et pression atmosphérique. Ses
caractéristiques physico-chimiques en font I’un des minéraux le plus utilisé (matériaux de construction,
pharmaceutique...) et le plus abondant dans I’environnement. En effet, on le retrouve habituellement
dans la composition des roches sédimentaires et métamorphiques (marbre) ou encore les dépdts
hydrothermaux. Ces derniers sont des formations géologiques se produisant lorsque de 1’eau de mer
pénétre dans la crofite terrestre, est chauffée par 1’énergie géothermique de la Terre, puis remonte sous
forme de jets chargés de minéraux dissous (sulfures métallique (pyrite, galéne...) (13,14). De méme, la
calcite constitue le polymorphe majoritaire dans les cas de biominéralisation par des organismes vivants
marins (coraux, nacres, perles...) (15). La calcite cristallise dans le systéme rhomboédrique (16) et ses
paramétres de maille sont a=6,361 A et a = 46°6 (17). Au Microscope Electronique a Balayage (MEB),

ce polymorphe adopte une forme cubique bien spécifique (Figure 1-3).
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Figure 1- 3 : Image MEB de la morphologie rhomboédrique de cristaux de calcite précipités en
solution (18).

Dans des milieux riches en magnésium, les ions Mg®" peuvent venir s’insérer dans la structure cristalline
de la calcite et substituer partiellement les ions Ca®" pour former de la « calcite magnésienne », de
formule chimique (Ca(-9Mgx)COs.
e L’aragonite

Composant principal des coquilles de certains mollusques ou les perles de culture, I’aragonite se
présente sous la forme cristallisée orthorhombique, avec des paramétres de maille : a = 4,94A, b=7,94A
et c=5,72A (17,19). 11 est considéré comme moins stable que la calcite. L aragonite se dissocie de la
calcite par son cristal pouvant étre aciculaire ou sous forme de « choux-fleurs », comme illustré sur la

Figure 1-4.

Figure 1- 4: Images MEB de cristaux d’aragonite : a) cristaux aciculaires d’aragonite formés dans le
lac Lisan (mer Morte, Israél)(20) et b) cristaux d’aragonite sous forme de « choux-fleurs » (21).

La température et la pression sont des facteurs déterminants dans la précipitation de 1’aragonite. Le
polymorphe est thermodynamiquement stable a haute pression et basse température. John L. ef al. ont
mis en évidence la précipitation d’aragonite a pression atmosphérique pour des températures supérieures
a 45°C (22). Sa précipitation est, par ailleurs, favorisée dans des milieux ou la teneur en ions Mg?* est

élevée par rapport aux ions Ca*" comme I’eau de mer (23).
e La vatérite

La vatérite, aussi connue sous I’appellation u-CaCQOs, est le polymorphe le moins stable des carbonates
de calcium anhydres en conditions ambiantes. Trés soluble dans I’eau, la vatérite est rarement présente

a 1’état naturel et recristallise généralement sous forme de calcite (24,25). La vatérite est fréquemment
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impliquée dans certains cas de biominéralisation telle que les oreilles de saumon ou les coquilles d’ceufs,
(10,26,27). Deux structures cristallographiques sont retrouvées dans ce polymorphe : les structures
hexagonales et rhomboédriques (28). Ces structures se présentent sous forme de « fleurs », « rosettes »

ou « lentilles » (Figure 1-5).

Figure 1- 5 : Images MEB de la vatérite sous forme de « fleurs » (a), « rosette » (c) et « lentilles » (d)

(29).

B. Formes hydratées
e Carbonate de calcium amorphe (ACC)
La forme de carbonate de calcium amorphe signifie qu’elle n’a pas de structure cristalline ordonnée.

Elle est généralement impliquée dans le cas des biominéraux en tant qu’intermédiaire amorphe pendant
les premiers stades de développement, puis cristallise en formant des biominéraux de calcite (spicules
de I’oursin) ou d’aragonite (nacre des huitres perliéres) (7,30). En dehors de la biominéralisation, I’ACC
est considéré comme un précurseur essentiel dans la germination du CaCOs lorsque son produit de

solubilité est dépassé, il se transforme rapidement en une phase anhydre (31).

e (Carbonate de calcium hexahydraté
Le carbonate de calcium hexahydraté, communément appelé ikaite, se caractérise par sa capacité a
absorber I’eau. Sa formule chimique est CaCO;.6H,O et se retrouve sous la forme cristalline
monoclinique. Cette phase est généralement synthétisée (32,33) (Figure 1-6) car sa présence a 1’état
naturel est tres limitée dans les conditions rencontrées a la surface de la Terre. Il est stable a des hautes

pressions et des basses températures (fjords (34), bassins polaires (35), fosses sous-marines profondes

(86)).

Figure 1- 6 : Image MEB de [’lkaite synthétisé a 35°C (37).
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e Carbonate de calcium monohydraté

Plus connu sous I’appellation monohydrocalcite (MHC), le carbonate de calcium monohydraté, de
formule chimique CaCO3.H,O, fait partie des formes hydratées métastables thermodynamiquement de
carbonate de calcium. Il est favorisé en présence de magnésium et peut se retrouver comme intermédiaire
dans le cas de biominéraux (30,38) mais aussi comme précurseur de I’aragonite, cristallisant dans le
systéme hexagonal. La MHC a également été observée dans les travaux de Rousseau et al. (39) a la
surface d’acier sous protection cathodique dans des sédiments marins riches en matiére organique en
tant que constituant du dépdt calcomagnésien. La MHC est facilement identifiable par sa morphologie

sphérique (Figure 1-7).

Figure 1- 7 : Image MEB de la MHC précipité a 25°C (40).

1.1.2.2.2.  Hydroxyde de magnésium (Mg(OH),)
L’hydroxyde de magnésium, B-Mg(OH),, communément appelé « brucite», est un composé
inorganique qui cristallise dans une structure hexagonale avec comme paramétres de maille, a=3,147A

et c=4,769A [JCPDS no.7-239]. La brucite se caractérise par sa structure hexagonale avec des cristaux

g --.-__w
.

a

lamellaires en feuillet (Figure 1-8).

Figure 1- 8 : Image MEB de cristaux de brucite (41).
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1.1.2.3.  Stabilité des composés carbonatés dans I’eau de mer
Dans I’eau de mer, trois types de carbonate de calcium peuvent exister : 1’aragonite, la calcite et la calcite
magnésienne (Mg-calcite). La stabilité thermodynamique de ces composés carbonatés en eau de mer est
essentiellement contrdlée par la température de 1’eau et la teneur en ions Mg”" et Ca?*. Morse et al. (42)
ont représenté I’influence de la température de 1’eau et du ratio Mg/Ca sur les formes polymorphiques

du carbonate de calcium (Figure 1-9).
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Figure 1- 9: Influence du ratio Mg/Ca et de la température sur la formation des formes polymorphiques
du carbonate de calcium. Les carrés blancs représentent |’aragonite et les carrés noirs représentent la
calcite. La précipitation d’aragonite au sein de la structure calcite correspond aux carrés hachurés

(42).

Ces auteurs prédisent que, pour des milieux riches en calcium (rapport Mg/Ca faible) et des températures
basses, la forme calcite est prédominante par rapport a I’aragonite. Plus particuliérement, Burton et
Walter (43) ont montré que, pour des températures inférieures a 5°C et une saturation en calcium élevée
(Mg/Ca<1), la calcite est le polymorphe le plus thermodynamiquement stable dans ces conditions. Au-
dela de 5°C, une augmentation de la température favorise la précipitation de 1’aragonite au détriment de
la calcite, conduisant rapidement a la prédominance de 1’aragonite pour des températures élevées
(42,43). Dans certaines conditions, les ions Mg*" peuvent s’insérer dans la structure cristalline de la
calcite et substituer partiellement les ions Ca*>" pour former de la calcite magnésienne (Ca(1.xMgxCO:3).
Plusieurs études ont mis en évidence le lien étroit entre I’incorporation du magnésium dans la calcite et
la température. Mucci (44) a démontré qu’une augmentation de la température de 5 a 40°C favorisait
I’insertion du magnésium, avec « x » allant de 5,8+0,6 a 12,3+0,6 %. Ces résultats concordent avec ceux
de Morse et al. (42) et Burton et Walter (42,43) qui ont mis en évidence que le taux d’insertion du Mg*"
était au plus bas pour des températures inférieures a 6°C. D’un point de vue thermodynamique, Plummer

et al. (45) ont prédit qu’un taux d’insertion de 2 a 7% est la plus stable dans I’eau de mer mais qu’au-
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dela de 8,5%, la calcite magnésienne est considérée instable par rapport a la précipitation de I’aragonite.
La concentration en ions carbonate ne semble pas affecter la composition de la calcite magnésienne ainsi

que la compétition de précipitation entre I’aragonite et la calcite (43).

1.1.2.4.  Facteurs et parametres électrochimiques influencant la précipitation du
dépdt calcomagnésien

Tel qu’il a été décrit précédemment, le pH interfacial métal/eau de mer joue un réle déterminant dans la
composition du dépdt calcomagnésien (DC). Fonciérement dépendante des réactions €lectrochimiques,
cette valeur de pH tient compte de la réduction de I’oxygene et de 1I’eau se déroulant a la surface du
métal. Parmi les facteurs intervenant dans ces réactions, on peut citer les paramétres électrochimiques
(le potentiel ou le courant imposé), la composition chimique de ’eau de mer (Mg** et Ca*") ainsi que
les conditions expérimentales de polarisation (immersion/écoulement du substrat). Ces paramétres sont

essentiels dans le controle du ratio CaCO3/Mg(OH), dans notre étude.

1.1.2.4.1. Paramétres électrochimiques

A. Protection cathodique par potentiel imposé
Les réactions cathodiques (réductions) se produisant a la surface du métal sont régulées par les valeurs

de potentiel choisies. D’un point de vue cinétique, la réduction de I’eau se produit a des potentiels plus
cathodiques que celle de 1’oxygéne, qui survient a la surface de 1’acier généralement a des potentiels
cathodiques entre -1,0 et -1,1 V/ECS (5,46,47) a température ambiante (~20°C).

Entre -0,9 et -1,1V/ECS, Deslouis et al. (5,46) obtiennent, dans I’eau de mer artificielle dépourvue de
Mg**, un dépdt constitué de cristaux de morphologie en « choux-fleur » caractéristique de ’aragonite
(20). En présence de Mg*", Sarlak et al. (47) constatent la présence majoritaire d’aragonite sur un acier
inoxydable 316L, a E=-0,950 V/ECS, ainsi qu’une faible quantit¢ de brucite. Une diminution du
potentiel vers des valeurs plus cathodiques favorise la réduction de 1’eau et donc une augmentation du
pH interfacial conduisant a la précipitation du Mg(OH), sur la surface de I’acier, comme 1’ont attesté
Sarlak et al. (47) et Barbiche et al. (48) pour des potentiels entre -1,15 et -1,3 V/ECS. A -1,3V/ECS, a
20°C, Bardiche et al. (48) obtiennent un dépdt seulement composé d’une couche homogene de brucite
(Mg(OH),), tout comme 1’ont observé Sarlak et al. (47) alors que pour un potentiel intermédiaire, -1,2
V/ECS, le dépot est recouvert de cristaux d’aragonite dispersés dans la couche homogéne de brucite.
Les travaux de thése de Zanibellato (49) ont porté sur 1’étude de la précipitation du dépot
calcomagnésien sur un acier en eau de mer artificielle et naturelle (prélevée a La Rochelle) pour des
potentiels imposés allant de -0,8 a -1,2 V/AgCl. Entre -0,8 et -0,9 V/AgCl, les analyses Raman et DRX
ont montré que 1’aragonite est la phase systématiquement observée dans le dépot, que ce soit dans 1’eau
de mer artificielle ou naturelle, alors qu’entre -1,0 et -1,1 V/AgCl, I’apparition de la brucite est observée

pour les deux milieux. Enfin a -1,2V/AgCl, la brucite devient la phase dominante avec, seulement dans
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I’eau de mer artificielle, la présence de zones riches d’aragonite (49). La prédominance de la brucite ne
survient qu’a partir de -1,3V/ECS dans les travaux de Carré (50) sur un acier galvanisé. A -1,2V/ECS,

seule la phase aragonite est observée.

Travailler en potentiel imposé permet de choisir ou du moins d’orienter la composition chimique du
dépot calcomagnésien. Cependant, cette approche peut étre limitée lorsqu’il s’agit de faire croitre le
dépot en volume. Yan et al. (51) se sont intéressés a I’influence du potentiel sur la précipitation du dépot
en eau de mer. Les résultats ont montré que la formation de dépot calcomagnésien conduisait a une
décroissance de la densité de courant cathodique, résultant d’une diminution du transport de 1’oxygéne
sur la surface active disponible pour les réactions électrochimiques. De méme, Lee et al. (52) ont
constaté le lien entre la précipitation du DC et la diminution du courant, en particulier a -0,8 V/ECS
avec une décroissance plus importante par rapport a -1V/ECS. Ces résultats suggerent que le dépdt,
formé par potentiel imposé, limite la réduction de I’oxygéne en jouant le role de barriére au transport de
I’oxygéne par rapport a la réduction de 1’eau. Il en résulte ainsi la formation d’une couche fine de dépot
a la surface du métal, ce qui dans notre étude qui vise a la croissance en volume du dépot, suppose
I’application d’un courant imposé.
B. Protection cathodique par courant imposé

La protection cathodique ainsi que la formation du dépot calcomagnésien peuvent également étre
réalisées en utilisant la méthode du courant imposé. Cette approche consiste a forcer les réactions
¢électrochimiques a se produire a la surface du métal en appliquant un courant électrique. Pour des
densités de courant faibles, la réduction de I’oxygéne sera prépondérante et donnera lieu a la formation
d’aragonite a la surface du métal. La surface métallique disponible pour cette réduction cathodique
diminuant progressivement le potentiel du métal devient de plus en plus cathodique pour permettre au
courant imposé de circuler. Il atteint alors le domaine de réduction de 1’eau. Il y a alors précipitation de
brucite (49)(1). Le dépdt est alors composé de brucite et de carbonate de calcium. Pour des densités plus
importantes, le potentiel pris par 1’acier est alors directement tres cathodique et la réduction de 1’eau est
immédiatement dominante. La brucite précipite alors en couche épaisse transpercée par de petits cratéres
dus aux bulles d’hydrogene résultant de la réduction de 1’eau (équation 1.1). Le maintien du courant

entrainera alors une croissance continue du dép6t au fil du temps.

En seulement 5 jours, Luo et al. (53) ont formé une couche hétérogéne de DC (couche riche en
magnésium en interne et riche en calcium en externe) sur un acier 710L dans 1’eau de mer naturelle,
pour une densité de courant fixée a -35uA/cm? et pour un potentiel de -0,9 V/ESH. Pour des densités de
courant allant de -54pA/cm? a 430 pA/cm?, les travaux réalisés par Humble (54) ont conduit a la
précipitation d’un dépot calcomagnésien a la surface d’un acier microsablé, avec un ratio Mg/Ca 1:5 au
plus faible courant et 5:1 au plus élevé. A -0,185uA/cm?, la proportion de magnésium et de calcium est
équivalente (1:1). Akamine et al. (55) ont obtenu une précipitation maximale en CaCQOs; pour i=-

S50uA/cm? et en Mg(OH), pour i=-700uA/cm?.
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En ce qui concerne 1’adhérence du dépdt sur le substrat métallique, Park et al. (56) observent, au bout
de 24h d’immersion d’un acier dans de 1’eau de mer naturelle et artificielle pour des courants imposés
allant de -100 a -500 pA/cm?, un détachement partiel du dépot, majoritairement composé de Mg(OH),
a la plus forte densité de courant. Cette délamination est associée a une production importante de H,
(réduction de I’eau a la cathode). De plus, les auteurs émettent ’hypothése d’une corrélation entre
I’adhérence du dépot sur le métal et le ratio Mg(OH),/CaCO;s. En effet, au plus fort courant, le film de
brucite se caractérise par une faible adhésion (norme ISO 2409 (taping test)) alors qu’a -300pA/cm?, la
précipitation d’aragonite et de calcite a conduit & une amélioration des propriétés adhérentes du dépot.

Au bout de 30 jours de polarisation d’un acier a -300pA/cm? dans 1’eau de mer naturelle, Carré (50)
observe la formation d’un dépo6t composé d’aragonite et de brucite avec un rapport quasiment égal a 1.
Au bout de 2 mois de polarisation a -lmA/cm? Zanibellato (49) obtient un dépdt calcomagnésien
majoritairement composé de brucite a hauteur de 93+1% en moyenne contre 7+1% de carbonate de
calcium. Ces proportions concordent avec ceux observés dans les travaux de these de Prévot (57) ou
dans le cadre de la formation de conglomérats a base de scories, cet auteur trouve, pour un courant
imposé de -880pA.cm?, 95% massique de brucite et 5% massique de carbonate de calcium dans le DC

au bout de 12 semaines de polarisation.

1.1.2.4.2. Influence de la composition chimique de I’eau de mer sur le dépot calcomagnésien

La structure et les propriétés du dépot calcomagnésien peuvent étre associces a la composition chimique
de I’eau de mer, en particulier les ions Mg®" et Ca®" a partir desquels le dépot se forme. L’effet inhibiteur
des Mg”" sur la précipitation de CaCO; a souvent été étudié. Par exemple, Barchiche et al. (48)
démontrent, pour un potentiel de -1 V/ECS (600rpm) dans 1’eau de mer artificielle, qu’une augmentation
de la concentration en Mg?" allant de 1,3x107 4 2,73x10 mol/L ([Mg? " JrefEDMA (eau de mer artificieliey=3,46x 10"
2 mol/L fixée par la norme ASTM) conduit progressivement a la disparition de la calcite a la surface de
’acier. A 25%[Mg*Jref EpMa, I’aragonite commence a apparaitre et recouvre totalement la surface de
I’acier & 50%[Mg?']rerepma (2,73x107mol/L) alors que la calcite a disparu. A [Mg?']=10,9x10 mol/L
(200%[Mg*'Jret EDMA), la proportion d’aragonite a considérablement diminué par rapport a celle
retrouvée pour des concentrations en Mg?" inférieures. Ces résultats attestent que le magnésium affecte
la croissance de la calcite. A I’inverse, la présence de magnésium semble contribuer a la précipitation
de I’aragonite, comme I’ont montré Deslouis ef al. (46) ou, en I’absence de magnésium, seule la calcite
se formait sur I’acier alors qu’en présence de Mg*", I’aragonite était présente (48). De méme, Moller
(58) constate dans une eau de mer artificielle, qu’en présence d’ions Mg, un dépét d’aragonite s’est
formé a la surface de I’acier alors qu’en absence d’ions Mg*", le dépot est constitué uniquement de
calcite. Aussi, Dan ef al. (59) démontrent ce phénoméne en comparant les polymorphes de CaCOs par

ajout de Mg(OH), ou de NaOH. Ils constatent que I’ajout d’ions Mg2+ (poudre de Mg(OH),), a
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différentes concentrations (1,1 a 5 g/L) en solution, favorise la croissance d’aragonite alors qu’en
présence d’une base forte sans ions Mg”* (poudre NaOH), la vatérite et la calcite précipitent

majoritairement.

Lin et al. (60) établissent une corrélation entre la cinétique de formation du CaCOs et la présence d’ions
magnésium. Pour un potentiel constant de -0,9V/ECS, la précipitation de CaCOj a la surface de 1’acier
a été plus rapide dans une solution dépourvue d’ions magnésium (NaCl/Ca) que dans une solution
contenant du magnésium (NaCl/Ca/Mg).

A partir de différents morceaux de dépot calcomagnésien récupérés sur une grille polarisée a -1mA/cm?
pendant deux mois, Zanibellato (49) a étudié les mécanismes de dissolution/précipitation du dépot en
les immergeant dans 1’eau de mer naturelle a différents intervalles de temps et suivant leur masse et leur
composition chimique. En milieu agité, il observe une augmentation significative du pH jusqu’a 9 en
seulement 12h, témoignant de la dissolution de la brucite, et d’une augmentation du taux d’aragonite
entre 14 et 20% massique en 5 jours d’immersion. A I’inverse, le taux de calcite reste globalement
inchangé.

Bien que I’aragonite soit favorisée par la présence de magnésium, a I’inverse les ions sulfate semblent
inhiber sa précipitation. En effet, Ketrane ef al. (61) ont observé que dans une solution d’eau pure
contenant des ions Ca*", COs* et HCO5, I’ajout d’ions sulfate (MgSOx (10 mol/L)) pour un potentiel
a -1V/ECS empéchait la précipitation de ’aragonite, méme en présence de Mg*', alors que dans une
solution sans sulfate contenant du MgCl,, la présence d’aragonite a été observée. Cette théorie reste
cependant controversée par plusieurs auteurs qui, a 1’inverse, indiquent que les ions sulfate pouvaient
favoriser ou du moins n’avoir aucun effet sur la précipitation de 1’aragonite (62—65). Plutdt que
I’aragonite, certains auteurs considérent les ions sulfate comme des inhibiteurs de dissolution de la

calcite (66—68).

1.1.2.4.3. Immersion/Ecoulement
Les études citées précédemment sur la formation du dépot calcomagnésien ont toutes été réalisées dans
le cas d’une structure métallique (électrode, plaque, grille, ...) immergée dans I’eau de mer, donc en
situation d’immersion permanente. Dans ces conditions, il est généralement admis que les mécanismes
de formation du dép6t sous courant imposé impliquent, dans un premiers temps, la précipitation d’une
couche homogéne gélatineuse et poreuse de Mg(OH), générée par I’association des ions OH™ (réduction
de I’eau et I’oxygéne) et des ions Mg** de I’eau de mer (48) (Figure 1-10-étape 1).
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Figure I- 10 . Etapes de précipitation du dépot calcomagnésien sur une surface métallique placée sous
courant cathodique imposé (fortes densités) et en immersion dans de [’eau de mer.

En précipitant, la quantité d’OH™ a I’interface métal/solution diminue et entraine, par abaissement local
du pH, la germination d’ilots riches en Ca*" (calcite et aragonite) dans la couche de brucite (Figure 1-
10-étape 2). La couche de brucite en contact avec I’eau de mer a pH=8 peut alors se dissoudre, libérant
des ions OH™ favorisant la formation d’une couche extérieure de CaCQOs, généralement de I’aragonite
(Figure 1-10-étape 3) (69). Pour un courant imposé de -1mA/cm?, la croissance du dépdt sur une grille
s’effectue en strates successives de brucite, alternées par de fines couches de CaCOs (49). Peu d’études
ont été faites sur ’influence du temps sur la composition du dépdt. Neville et Morizot (69) ont tenté de
décrire la croissance du dépdt pour un potentiel de -1V/ECS en fonction du temps. Ils indiquent que la
couche de brucite précipite au bout 5 min sur la surface de ’acier et celle du CaCOs3 a partir de 3 jours.
Néanmoins, le facteur temps est difficile a évaluer car il fluctue selon les parameétres électrochimiques
imposés, le milieu ou encore la température (69).

En situation d’écoulement ou quasi-écoulement, c’est-a-dire lorsque la cathode n’est pas en contact avec
I’eau de mer (écoulement permanente) ou particllement (alternance écoulement/immersion), un
écoulement d’eau de mer assurant le passage du courant a la surface de I’électrode peut amener a des
modifications sur la croissance et la composition du dépot calcomagnésien. Okstad et al. (70) ont étudié
la précipitation du dépot, sur un acier, sous différentes vitesses d’écoulement d’eau de mer naturelle,
allant de 1 a 10 cm/s, en fonction du potentiel (-0,8 a 1,2 V/ECS). Les résultats ont montré que la
cinétique de précipitation du DC est devenue plus lente entre -0,8 et -1,1 V/ECS avec I’augmentation
du débit et que la composition du dépdt dépendait du débit, en plus du potentiel appliqué. Le CaCOs a
précipité a des potentiels de plus en plus cathodiques a mesure que le débit augmentait, par exemple, -
0,9 V/ECS a1 cm/s et -1,0 V/ECS a 10 cm/s. A -1,2 V/ECS et 1 cm/s, une couche épaisse de Mg(OH),
a précipité et aucune phase de CaCOj3; n’était présente. Le rapport Ca/Mg au sein du dépot augmentait
avec l'augmentation du débit a -1,1 V/ECS et -1,2 V/ECS alors qu’a I’inverse a -0,9 V/ECS et -1,0
V/ECS, le rapport Ca/Mg diminuait avec 1'augmentation du débit (70) (Figure 1-11).
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Figure 1- 11 : Evolution du ratio Ca/Mg dans le dépot calcomagnésien en fonction du potentiel appliqué
et de la vitesse d’écoulement d’eau de mer naturelle (70).

A un écoulement d’eau de mer donné, I’augmentation du potentiel améne a une augmentation des ions
OH" a la surface du substrat et la précipitation de Mg(OH),. Gartland et al. (71) ont émis une théorie sur
I’effet de la vitesse d’écoulement et de 1’augmentation du courant imposé sur la concentration en OH
générée par les réactions de réduction prés de la surface de la cathode. Cette théorie, illustrée sur la
Figure 1-12, indique que pour un courant imposé donn¢, une augmentation de la vitesse d’écoulement
conduit a une réduction de 1’épaisseur de la couche de diffusion qui a pour conséquence d’augmenter la

concentration d’OH" et donc d’élever le pH a la surface.

A) OH  concentration B) OH  concentration
I Iy
T
—
& & & '
I 2
Jistance from surface Oistance from surface

Figure 1- 12 : Schémas des concentrations d’ OH™ pres de la surface nue dans différentes conditions. A)
méme densité de courant, mais différents débits (longueurs de diffusion 6) et B) méme débit, mais
densités de courant différentes (gradients de concentration en OH différents) (71).

Cette augmentation de la concentration en OH™ se retrouve également dans le cas d’un débit fixe et d’une
augmentation du courant imposé. Cette théorie concorde avec 1’étude de Li er al. (72) portant sur
I’évolution de la morphologie du dépo6t, sur 168h, en fonction de la vitesse d’écoulement d’eau de mer
naturelle allant de 5 a 40 cm/s (température ambiante = 25°C), pour un courant appliqué de -0,3 A/m?
sur un acier. A une vitesse d'écoulement de 5 cm/s, les dépots étaient principalement composés
d'aragonite avec une structure typique en forme de chou-fleur. A des vitesses d'écoulement de 10 et 20
cm/s, le dépot était composé de plus gros cristaux d’aragonite accompagnés d’une couche de brucite.
Lorsque la vitesse d'écoulement était supérieure a 30 cm/s, seule la brucite constituait le dépot. A un
potentiel cathodique de -1 V/Ag-AgCl en conditions statiques, Knudsen ez al. (73) observent qu’une
double couche de brucite et de carbonate de calcium couvrait toute la surface de la cathode, mais qu’avec
un débit de 0,5 et 1 mm/s, des dépdts discontinus de carbonate de calcium se formaient. A-1,1 V/Ag-
AgCl, en conditions statiques, les dépdts étaient plus épais que les dépots formés a -1 V/Ag-AgCl. Au
méme potentiel cathodique, la couche double de dépot présentait une couche plus épaisse de carbonate

de calcium a un débit de 0,5 mm/s par rapport a 1 mm/s (73).
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1.1.3. Formation de I’agglomérat calcomagnésien (AG)
En présence de sédiments, le dépot calcomagnésien, formé sous protection cathodique d’un support
métallique, va jouer le role de liant et assurer la cohésion entre les grains pour former une concrétion
calcomagnésienne, encore appelée agglomérat calcomagnésien (AG). Ce procédé électrochimique
visant a cimenter les sédiments marins en immersion a été développé et breveté sous le nom de
Géocorail® par D’entreprise frangaise SEACURE. L’objectif est de renforcer les structures
traditionnelles de protection cotiere et de réduire les cofits liés a leur maintenance. Cette solution
alternative qui implique I’enfouissement d’une grille métallique dans le sable a fait et fait toujours 1I’objet
de plusieurs études notamment en ce qui concerne les propriétés physico-chimiques du dépot et
I’optimisation de sa composition chimique sur la résistance mécanique de I’agglomérat (49,50,74). Les
travaux de thése de Louis Zadi (74) ont notamment porté sur I’étude de la formation d’un Géocorail. La
Figure 1-13 illustre un échantillon de Géocorail formé aprés 24 mois de polarisation d’une grille

métallique enfouie dans du sable.

Figure 1- 13 : Echantillon de matériau Geocorail formé aprés 24 mois de polarisation, la position des
trous correspond a la position de la grille de polarisation (74).

Les analyses du dépot calcomagnésien ont indiqué qu’au plus proche de la grille, dans la zone compacte,
le rapport Mg/Ca varie entre 9 et 12, tandis qu’il varie entre 7 et 12 dans les couches intermédiaires. La
porosité du matériau varie entre 26 et 34% (74). Il obtient au bout de 10 mois d’immersion, une porosité
de ces matériaux variant entre 25% et 35% alors que la porosité initialement des sédiments était de 43%.
Zadi (74) remarque également que 1’augmentation de la porosité est corrélée a ’augmentation de la
densité de courant. Carré et al. (75) ont polarisé a 3 et 5 W/m?, une grille d’acier enfouie dans les
sédiments marins pendant plus de deux 2 ans (Chatelaillon-Plage (17)). La Figure 1-14 montre la grille

enfouie et certains agglomérats calcomagnésiens extraits et formés sur plusieurs mois.
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Figure 1- 14: A) Grille en métal galvanisé (40cm) utilisée pour former un agglomérat
calcomagnésien et B) agglomérats calcomagnésiens extraits et formés sur plusieurs mois (75).

Une série de caractérisation a été réalisée sur ces agglomérats pour évaluer la composition chimique du
dépot calcomagnésien, leurs propriétés mécaniques et physiques. Le dépot calcomagnésien, composé de
brucite et d’aragonite, croit en volume de la grille métallique vers 1’extérieur avec des taux de croissance
proportionnels a la densité surfacique de courant appliquée (3 W/m? et 5 W/m?) (75). Ces taux de
croissance sont restés linéaires apres 32 mois de suivi, suggérant que la croissance en volume du dépot
n’est pas limitée par le courant électrique. Les agglomérats obtenus présentent des caractéristiques
mécaniques qui évoluent avec le temps, devenant moins friables et plus résistants a la compression
axiale, atteignant une résistance autour de 10 MPa aprés 15 mois, indépendamment de la polarisation
choisie. La porosité intergranulaire, bien que non homogéne autour de la grille, a également diminué

avec le temps et semble se stabiliser autour de 16% apres 27 mois (75).

Du fait d’une immersion permanente de la grille, le pH interne peut devenir relativement élevé, ne
favorisant pas la dissolution de la brucite en aragonite. La brucite étant moins favorable a un agglomérat
solide mécaniquement, L’écoulement d’eau de mer en continue permettrait de résoudre ce probléme de
pH interne ainsi que favoriser la dissolution de la brucite par lessivage et ainsi privilégier le carbonate
de calcium. Sous de telles conditions, la formation d’un agglomérat calcomagnésien sous écoulement
d’eau de mer, autrement dit en « écoulement », pourrait permettre d’améliorer la stabilité chimique du
DC et donc le maintien de la structure des AG aussi et surtout, de permettre une consolidation intégrale
des infrastructures et non plus uniquement en base (immersion permanente et marnage). Jusqu’a
aujourd’hui, la formation d’une concrétion calcomagnésienne sous un écoulement d’eau de mer n’a pas
été étudiée, et aucune synthése d’AG n’a encore été réalisée que ce soit a I’échelle du laboratoire ou ex-

situ. Cette approche constitue 1’objet d’étude principal de mes travaux de thése.
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1.2.  Valorisation des déchets inertes du BTP : les granulats recyclés

Parmi les priorités environnementales de 1’Union Européenne visant a engager 1’ensemble des secteurs
d’activités dans la voie de la transition écologique, celle de la politique des déchets demeure aujourd’hui
un levier capital pour tendre vers une économie neutre en carbone et compétitive dans 1’utilisation des

ressources.

Dans ce contexte, le secteur du Batiment et des Travaux Publics (BTP) joue un réle actif dans la hausse
des émissions de CO;. Entre I’extraction de ressources, la fabrication et I’acheminement des matériaux,
la filiere se place a la deuxiéme position du secteur le plus émetteur de Gaz a Effet de Serre (GES) en
France (76). Avec un rejet de 23% soit 98 MtCO, en 2019 (77) en France sur I’ensemble des émissions
liées a I’énergie, le secteur du batiment doit se résoudre a diminuer son bilan par deux d’ici 2030 pour
parvenir a un bilan sans carbone a 1’horizon 2050 [Pacte Vert pour [’Europe et Ajustement a [’objectif
55]. En plus des GES, le secteur du BTP remporte la premiére place dans la répartition annuelle des
déchets produits par les activités économiques, avec une production en déchets de prés de 3/4 de
I’ensemble des déchets produits (78). En 2020, la production des déchets du BTP s’est élevée a 213
Millions de tonnes (Mt) sur les 315 Mt produits sur I’ensemble du territoire francais (79). Les déchets
du BTP proviennent de divers chantiers, principalement associés aux travaux publics, au génie civil,
ainsi qu’aux phases de construction, d’entretien et de déconstruction des batiments. Ces déchets sont
classés selon leur dangerosité afin de faciliter leur recyclage et leur valorisation. La Figure 1-15 illustre

les différentes catégories des déchets du BTP.

Déchets nondangereux{DnD)-

Emballages bois,-

plastiques, métaux... Déchetsdangerenx{DD)
Peintures -amiante -goudrons,
Déchetsinertes {DI) boistraitésavec-desoxydes
de-métauxiovrds

Pierrez-naturelles, terre_ -bétons -
tuiles brigues verrs
Figure 1-15 : Catégories des déchets du BTP

On distingue les déchets non dangereux (DnD), s’agissant de déchets non toxiques et non inertes, les
déchets dangereux (DD), contenant des substances toxiques et/ou nocives et enfin, les déchets inertes
(DI), qui par définition ne constituent pas un risque de pollution pour I’environnement ni pour la santé
humaine, ils ne briilent pas, ne se décomposent pas et ne subissent aucune modification physique,
chimique ou biologique importante [Définition donnée par la Directive 1999/31/CE du Conseil du 26
avril 1999] (en dehors du platre et de la laine de verre).

Au niveau national, une étude réalisée pour le compte de I’ADEME en 2021 (80) indique que les déchets

du BTP se composent généralement de 75% en masse de DI, 23% de DnD et jusqu’a 2% de DD. Ainsi,
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les déchets inertes qui sont essentiellement composés de matériaux d’origine minérale représentent la
grande majorité des déchets produits par le secteur. Toutefois, leur transport et leur stockage ont un
impact significatif en termes d’émissions de CO; et d’utilisation des sols. Dans ce contexte, le secteur
du BTP, étant 1'un des principaux contributeurs aux déchets et émetteurs de GES en France, est
encouragé a réduire la production de déchets et a accroitre les possibilités de recyclage. La valorisation
de ces déchets inertes est devenue une préoccupation majeure dans le domaine de la gestion des déchets
et de l’utilisation responsable des ressources naturelles d’autant que cette approche permettrait
également d’offrir des avantages tels que la réduction de I’empreinte carbone liée aux transports des

matiéres premieres.

1.2.1. Les déchets inertes du BTP : un enjeu éco-environnemental
Les déchets inertes peuvent étre de nature variable : graves et matériaux rocheux, terres, bétons
déferraillés issus des chantiers de démolition des batiments, briques, tuiles et céramiques, matériaux
bitumineux. En 2020, d’apres les données transmises par le Ministére de I'Environnement a Eurostat
(79), 217 Mt de déchets inertes du BTP ont été générés sur le territoire francais.
La valorisation de ces déchets, via le recyclage ou le réemploi, offre des opportunités significatives tant
sur le plan économique, en réduisant les cofits de gestions des déchets et contribuant a la préservation
des ressources naturelles limitées, que sur le plan environnemental en diminuant leur empreinte carbone.
De manicére globale, la valorisation des déchets inertes du BTP atténue les GES, notamment le dioxyde
de carbone (CO») lié aux transports.
Sur I’ensemble du secteur du BTP, plus de la moitié (59%) des déchets inertes du BTP produits en 2020
a été recyclée sous forme de granulats, 14% ont été utilisés comme remblai et 27% ont été acheminés
vers des installations de stockage spécifiques des déchets inertes. A titre de comparaison, la part de
déchets inertes du BTP recyclés en 2014 avait été estimée entre 21 et 44% du volume de déchets générés
(81,82).

Concrétement, les déchets inertes peuvent étre réutilisés en tant que matériau de remblai dans
les carriéres ou directement sur un autre chantier, ou transformés en granulats, dits « recyclés »,
employés pour les soubassements de route, le terrassement ou les bétons. En cas de non-recyclage, ces
déchets sont acheminés vers des Installations de Stockage de Déchets Inertes (ISDI). La valorisation des
déchets inertes sous la forme de granulats recyclés constitue une ressource complémentaire a la
ressource naturelle. En effet, les granulats font partie des principales matic¢res premiéres utilisées dans
le secteur du BTP que ce soit pour la fabrication du béton, les enrobés ou plus majoritairement pour les
travaux routiers et ferroviaires. En 2020, la consommation des granulats recyclés s’est élevée a 28% du

total des besoins en granulats en France, soit 1% de plus qu’en 2019 (Figure 1-16) (83,84).
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Figure I- 16 : Besoins de granulats en France en 2019 et 2020 (83,84).

Plus de la moitié (54%) des granulats de recyclage utilisés sur la période 2019-2020 concernait les
granulats recyclés sur plateformes, 42% sont attribués aux granulats réemployés directement sur site et
seulement 4% pour les granulats artificiels. En 2020, la production des granulats de recyclage a connu
une décroissance de 11% par rapport a 2019 alors qu’elle a augmenté de 4,4% entre 2018 et 2019 (83,84)
(Tableau 1-1). Cette décroissance, notamment au niveau des granulats recyclés (-11,4%), peut, entre

autres, étre liée au ralentissement/arrét d’activité du secteur pendant la pandémie de Covid-19.

Tableau I1- 1 : Production de granulats naturels et de recyclage (en millions de tonnes) sur la période
2018-2020 (83,84).

Granulats 2018 2019 _
Granulats naturels (extraits de
319 326 302
carrieres et marins)

Granulats de recyclage 31,9 33,3 29,6
dont granulats recyclés* 273 28.1 24.9

dont granulats artificiels 46 32 47
Total 350,9 3593 331,6

* Issus de déchets inertes du BTP, produits sur plateformes équipées d 'une installation de traitement fixe.
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Dans tous les cas, la part de granulats recyclés produits sur la période 2018/2020 représente un peu
moins de 8% du total de granulats produits. Ce taux se positionne loin derriere la production de granulats
naturels encore prédominante dans le secteur méme si la consommation des granulats recyclés augmente
un peu plus chaque année. Le secteur du BTP représente aujourd’hui le plus grand consommateur de
granulats naturels. En privilégiant le recyclage et la valorisation des déchets inertes, notamment sous la
forme de granulats recyclés, le secteur devrait pourvoir prolonger la durée de vie des gisements dont la
disponibilité et I’accessibilité s’amenuisent de plus en plus chaque année.

Si cette approche contribuait a limiter la pression exercée sur les ressources naturelles limites, d’un point
de vue environnemental, I'utilisation de granulats recyclés devrait également permettre de réduire
I’empreinte carbone liée aux émissions de CO; relatives au transport et a la production des matériaux.
Le transport est le secteur émettant le plus de GES en France, avec 136 Mt CO, eq émis en 2019. La
quasi-totalité (94%) de ces émissions est générée par le transport routier, dont 22% (2°™ position)
correspondent au transport de marchandises et aux poids-lourds (85). Selon le dernier Bilan National du
Recyclage (BNR) qui présente les données chiffrées du recyclage de différents matériaux sur la décennie
2010-2019, le recyclage des déchets inertes du BTP en granulats recyclés a permis d’éviter les émissions
de 100 ktCO; eq en 2018 (86) (a titre d’exemple, 1 frangais équivaut a une empreinte carbone en 2019
de 9 tCOz eq (87)).

L’utilisation de granulats recyclés dans les matériaux de construction, en particulier a 1’échelle locale,
permettrait non seulement de réduire la consommation d’énergie nécessaire au transport des matiéres
premiéres sur les chantiers de construction mais aussi de contribuer a 1’optimisation des ressources

naturelles.

1.2.2. Des déchets inertes a I’élaboration de granulats recyclés (GR)
1.2.2.1.  Les étapes d’¢laboration des GR en plateforme de recyclage
Le processus de transformation des déchets inertes du BTP en granulats recyclés est une étape cruciale

dans la gestion durable des déchets de construction et de démolition.

Les déchets inertes entrants non réemployés sur site sont pris en charge par des plateformes de recyclage
spécialisées. A réception, ces déchets sont, dans un premier temps, contrdlés et pesés pour qu’ils puissent
répondre aux critéres d’admissibilité. Les déchets dangereux et non-inertes comme les hydrocarbonés

(envoyés en centrale d’enrobés), I’asbeste-ciment (amiante) et le platre sont refusés.

Les matériaux acceptés sont le verre, les briques, les tuiles et les céramiques, le béton, la terre non
végétale, les pierres ou encore le ballast de chemin de fer. Sous forme de mono-matériaux ou de
mélanges, ces déchets sont ensuite soumis au méme processus d’élaboration que celui des granulats

naturels a savoir des étapes de concassage et de criblage (88), comme identifiées sur la Figure 1-17.
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Figure 1- 17: Etapes d'élaboration des granulats recyclés en plateforme de recyclage.

En raison de la nature multiple de ces matériaux, une étape préalable de tri (Figure 1-17-étape 1) est
nécessaire pour ¢liminer les contaminants et les déchets non inertes tels que les éléments métalliques et,
éventuellement le platre, le bois, le plastique ou le carton. Cela garantit que seuls les matériaux adéquats
seront utilisés pour la production de GR. Il s’agit aussi de réduire la dimension des éléments en béton
armé tout en séparant la ferraille (déferrage) au moyen d’un brise-roche ou d’une pince hydraulique. I
s’en suit une étape ou les éléments de béton déferrés réduits sont mélangés avec les autres déchets inertes
pour y €tre concassés selon une fraction granulaire 0/D (0 mm / D =dimension maximale en mm) définie
(Figure 1-17-étape 2). Un séparateur magnétique est par ailleurs utilisé lors de cette étape pour séparer
les éléments métalliques résiduels. En sortie de concasseur, les granulats recyclés de dimension
maximale 0/150 mm sont criblés selon un ou plusieurs sous-ensembles granulométriques, préalablement
choisis selon les besoins du marché (Figure 1-17-étape 3). Des tests de controle qualité (durabilité,
granulométrie, analyse environnementale, ...) sont effectués sur les GR pour s’assurer qu’ils répondent
aux normes et aux spécifications requises pour leur utilisation dans différents projets (89). Enfin, les GR

sont stockés avant leur utilisation future (Figure 1-17-étape 4).
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Classification des granulats recyclés

Avant d’étre valorisés, les granulats recyclés font 1’objet de prélévements et de controles réguliers pour

répondre aux exigences européennes en maticre de sécurité, de santé et de protection de

I’environnement. Etant donné que les caractéristiques des granulats recyclés sont trés dépendantes de la

nature des matériaux dans le mélange, un essai de tri manuel est imposé pour déterminer la composition

des GR. Cet essai, fixé par la norme NF EN 933-11, consiste a trier manuellement une prise d’essai

représentative (fraction granulaire 4/D mm) et de déterminer les proportions massiques de chaque

constituant du mélange. Six groupes de constituant (Tableau 1-2 et Figure 1-18) sont proposés dans

cette norme.

Tableau 1- 2 : Constituants des granulats recyclés non flottants selon la norme NF EN 933-11.

Constituant Description

Rc Béton, produits a base de bétons, mortier et éléments de magonnerie en béton

Ru Graves non traitées, pierre naturelle et granulats traités aux liants hydrauliques

Rb Eléments en terre cuite (briques et tuiles), éléments de magonnerie en béton et béton
cellulaire non-flottant

Ra Matériaux bitumineux

Rg Verre

X Bois, plastique, métaux ferreux ou non, caoutchouc non flottant, gypse, platre
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A
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Figure 1- 18: Exemple de granulats recyclés de coupure 4/31,5 mm présents dans chaque classe [Photo
tirée de la these de Lau Hui Hong (90)].
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Des analyses environnementales basées sur des essais de lixiviation sont par ailleurs effectuées sur les
granulats recyclés pour s’assurer qu’ils ne présentent pas un risque pour 1I’environnement ou pour la
santé humaine par relargage de composés toxiques. Ces essais sont expliqués dans la partie Chapitre 1-

1.2.5.1.

1.2.3. Propriétés et caractéristiques des granulats recyclés
1.2.3.1.  Physiques

Les caractéristiques physiques des granulats recyclés dépendent largement des déchets entrants sur les
plateformes de recyclage. La variabilité de la nature des déchets provient de plusieurs facteurs,
notamment la localisation géographique, la méthode de déconstruction ainsi que les processus de
recyclage, qui peuvent différer d’une plateforme de recyclage a une autre. Par exemple, les granulats
recyclés provenant de chantiers urbains peuvent différer de ceux provenant de chantiers ruraux en raison
des types de déchets générés et des matériaux de construction utilisés. En conséquence, la composition
des granulats recyclés peut changer d’une campagne de concassage a l’autre, ce qui influence
directement leurs propriétés physiques.

A ce titre, une étude réalisée par Turcry et al. (91) entre 2013 et 2015 dans le cadre du projet
RECYMENT, témoigne de la composition minérale multiphasique des GR au sein d’une méme
plateforme de recyclage pour différentes dates de prélévement. Les résultats, rapportés sur la Figure 1-

19, reflétent la variabilité des déchets entrants ainsi que la prédominance des bétons dans la composition

des GR.
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Figure 1- 19 : Composition des granulats recyclés étudiée sur un an et demi (décembre 2013 a juin
2015). Les granulats recyclés proviennent d’une plateforme de recyclage de déchets de démolition
(Planéte Recyclage, filiale de ’entreprise Charier) (91).
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D’apres cette étude, il est possible de constater la variabilité minérale de la composition des GR au cours
du temps. Dans tous les cas, nous remarquons que la proportion de matériaux a matrice cimentaire (Rc)
est largement majoritaire dans la composition minéralogique de ces matériaux recyclés. En effet, les Rc
représentent entre 70 et 90% du mélange, suivi des pierres naturelles (Ru) qui comptent pour 10 a 25%,
tandis que les terres cuites (Rb) et matériaux bitumineux (Ra) constituent environ 5% en masse.

En plus de la diversité des composants, les caractéristiques physiques des GR, telles que la masse
volumique, la porosité et 1’absorption en eau, peuvent également présenter une grande variabilité par
rapports aux granulats naturels (GN). D’apres les données de la littérature relatives aux propriétés des
granulats recyclés et des granulats naturels (92-95), il est admis que la masse volumique des GR est
plus faible que celle observée par les GN, en raison de la quantité de matrice cimentaire qu’ils
contiennent (92,93). En effet, la matrice cimentaire étant moins dense que les granulats, plus il y a de
pate de ciment adhérée dans les granulats recyclés, plus la masse volumique des GR est faible (96,97).
Elle se situe généralement entre 2 550 et 2 700 kg/m® pour les GN et entre 2 200 et 2 400 kg/m® pour
les GR (92,94,95), se rapprochant des valeurs observées pour un béton classique [NF EN 206+A2/CN :
2022]. L’absorption d’eau des GR est également influencée par la quantité de matrice cimentaire. Les
travaux de De Juan et Gutiérrez (98) ainsi que ceux de Gonzalez Taboada et al. (99) démontrent que
I’absorption d’eau dépend de la quantit¢ de matrice cimentaire, cette derniére étant d’autant plus
significative lorsque la fraction granulaire est fine (100). Dans I’étude réalisée par De Juan et Gutiérrez
(98) qui a examiné I’influence de la teneur en mortier adhérée sur les propriétés des granulats recyclés,
ils ont constaté que 1’absorption d’eau est favorisée a mesure que la quantité de pate de ciment augmente
(Figure 1-20.b). Au contraire, la masse volumique évolue de maniére inversement proportionnelle a

I’absorption. Plus I’absorption d’eau augmente, plus la masse volumique diminue (Figure 1-20.a).
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Figure 1- 20 : (a) Relation entre la masse volumique et l'absorption d’eau ; (b) Relation entre la teneur
en mortier attaché et l'absorption d’eau (98).

En tenant compte de cela, on peut s’attendre a ce que la masse volumique des granulats recyclés fins

soit inférieure a celles des GR grossiers de méme origine (101).
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1.2.3.2.  Caractéristiques chimiques et minéralogiques

Comme évoqué précédemment, les matériaux a matrice cimentaire (Rc), couramment désignés sous
I’appellation de Granulats de Béton Recyclés (GBR) (en anglais : Recycled Concrete Aggregates
(RCA)), constituent la part prédominante des granulats recyclés. Dans la littérature, ces GBR sont
largement étudiés dans un contexte de substitution partielle ou totale des granulats naturels dans le béton
(102—-105).

Dans le cadre du projet national RECYBETON 2012-2018, terminé en 2018, les GBR issus de quatre
plateformes de recyclage, de géographie et géologie différentes, ont été¢ analysés et étudiés. Les
informations fournies par Larrard et Colina (106) sur la composition chimique et minéralogique des

GBR sont présentées dans les Figures 1-21 et 1-22.

A)
80-

404

Ya

40

204

Strasbourg

Lille

100

B)
80—
60 -
S

404

204

m]

o

04 (Sables)
420 (Gravillons)

Figure 1- 21 : Composition chimique des fines de GBR : A) issues de quatre plateformes industrielles
de recyclage du béton, et B) de sables et gravillons, produites sur une méme plateforme (106).

D’aprés la Figure 1-21, les GBR sont des matériaux riches en oxydes de calcium (CaO), de silice (SiO»)
et dans une moindre mesure d’aluminium (Al,O3) et d’oxyde de fer (Fe,O3). Cette composition chimique
est néanmoins dépendante du contexte géologique et géographique des matériaux entrants (Figure 1-
21.A). Excepté pour le SiO; et le CaO, la composition chimique n’est pas affectée par la taille des grains
comme nous pouvons le constater sur la Figure 1-21.B ou elle est sensiblement la méme pour les sables
et les gravillons. Les différences notables de composition s’observent a travers la composition
minéralogique des GBR. La Figure 1- 22 nous apprend que les GBR sont caractérisés par la présence
de calcite (CaCOs), de quartz (SiO,) et de minéraux tels que les Feldspaths (Albite) et les micas
(muscovite généralement) qui sont des composants majoritaires des roches magmatiques (Granite,
Diorite, Basalte)(107,108). Les terres cuites contiennent également des feldspaths. Le quartz peut
provenir des roches comme des matériaux naturels utilisés dans le béton, des roches magmatiques ou
encore des terres cuites. Quant au CaCOs, il peut résulter de la carbonatation du béton et/ou des pierres
calcaires. En dehors de la calcite, les autres minéraux dépendent du contexte géologique et
géographique. Ainsi, d’une zone géographique a une autre, la nature des minéraux peut changer et ainsi

modifier la composition minéralogique des GBR (109-111).
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Figure 1- 22 : Analyse DRX des sables (0/4) (courbe bleue en haut) et de gravillons (10/20) (courbe
noire en bas) de GBR (106).

Par définition, les GBR sont constitués de béton et donc d’une pate de ciment et de granulats. La matrice
cimentaire correspond a la phase liante du béton. Elle est responsable de la cohésion des agrégats
(comme le sable et les granulats) dans le béton, conférant au matériau sa résistance mécanique et sa
durabilité. Elle est formée par la réaction chimique entre le ciment, généralement le ciment Portland
(autres ciments : ciment blanc, ciment a magonner...) et I’eau lors du processus de mélange et de
durcissement. Les réactions d’hydratation se produisant au cours de ce processus conduisent a la
formation de phases hydratées telles que la Portlandite (CH), les silicates de calcium hydratés (C-S-H)

et les aluminate et sulfoaluminate de calcium hydraté (AFm et AFt).

1.2.4. Hydratation et processus de carbonatation des matrices cimentaires
1.2.4.1.  Hydratation du ciment
Le ciment est un liant hydraulique composé en majeur partie des quatre phases minérales du clinker
(2Ca0.Si0; (C5S), 3Ca0.8i0; (CsS), 3Ca0.ALOs (Cs4) et 4Ca0.AlL0;.Fe,05 (C/4F))', de gypse et
d’additions minérales (variables selon la nature du ciment élaboré) telles que les cendres volantes ou la
fumée de silice. En présence d’eau, ces phases minérales s’hydratent pour former de nouveaux composés
métastables.
Les réactions d’hydratation des silicates tri- (C;S) et dicalciques (C,S), exprimées par les Eq. 1-7 et
Eq.1-8 (112,113), entrainent la formation de silicates de calcium hydratés (C-S-H) et d’hydroxyde de
calcium (CH ou Ca(OH),) communément appelée Portlandite.
CsS + (3-x-n)H,0 > C-S-H, + (3-x)Ca(OH): Eq.1-7
C,S + (2-x-n)H,0 > C-S-H, + (2-x)Ca(OH): Eq.1- 8

1 Notation cimentaire : C=CaO, S=Si0,, A=Al,03, F=Fe,0;

5-
( 1
L+ )

SOs et H=H,0O
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L’hydratation de 1’aluminate tricalcique (C3A) forme un hydrogénat d’aluminate de calcium hydraté de
type CsAHe. En présence de gypse (sulfate de calcium dihydraté), la phase C3A forme un trisulfo-
aluminate de calcium hydraté, aussi appelé ettringite (AFt ou CsAS3;Hs,), selon la réaction exprimée par
I’C3A + 3CaSO+.2H,0 + 26H;0 2 6Ca0.41;03.3503.32H,0 Eq.1-9(113,114):

C3A + 3CaS04.2H,0 + 26H,0 - 6Ca0.A1,03.3503.32H,0 Eq.1-9

Une fois le gypse épuise, Dettringite devient instable et réagit avec le C3A restant pour former un

monosulfoaluminate de calcium hydraté (AFm ou 3C;sASH)») (Eq.1-10).
C6A§3H32 + 2C3A + 4H,0 = 3Ca0.Al,03.CaS04.12H,0 Eq.1- 10

L’hydratation du ferroaluminate de calcium (C4+AF), bien plus lente, est semblable a celle du Cs;A. Elle

conduit a la formation d’un aluminoferrite de calcium hydraté (C4AFHs) (114,115) (Eq.1-11).
C4AF + 13H20 9 4CaO.Fe203.Ale3.13H20 Eq.l- 11

Les hydrates de la matrice cimentaire (CH, C-S-H, AFm et AFt) sont des composés instables qui
interagissent avec leur environnement. En effet, ces composés sont particuliérement sensibles aux
valeurs de pH du milieu environnant. Le pH d’équilibre de CH et des C-S-H sont respectivement 12,5
et 10 (116-118). Quant aux phases AFt et AFm, elles sont stables pour des valeurs de pH entre 10,5 et
13 (118,119). Ainsi, ces composés peuvent, dans certaines conditions, se dissoudre et modifier la

composition ionique du milieu.

1.2.4.2.  Processus de carbonatation des matrices cimentaires

La carbonatation est un processus naturel de vieillissement des matrices cimentaires qui se traduit par la
précipitation de carbonate de calcium (CaCQOs) par dissolution des hydrates de ciment au contact avec
le CO; atmosphérique partiellement dissous en solution. Ce phénomene consiste en la diffusion du CO,
atmosphérique dans les pores de la matrice cimentaire qui, en présence d’humidité, se dissout sous sa
forme acide. Selon le pH de la solution, le CO, se dissocie selon trois formes : I’acide carbonique
(H,CO3), I’ion bicarbonate (HCO5") et I’ion carbonate (COs*). Les réactions de dissociation s’établissent
comme suit ((Eq.1-12, Eq.1-13 et Eq.1-14) (120,121)).

Dans I’eau pure, a 20°C,

e A pH<5,86, I’acide carbonique est prédominant en solution,

COx+ H,0 2 H,COs Eq.1- 12

e Entre 5,86 et 8,95, se sont les ions bicarbonate qui prédominent,

H,COs; + OH = HCOs + H,0 Eq.1-13

o A pH>8,95, les ions carbonate sont majoritaires en solution,
HCO; + OH = COs*+H,0 Eq.1- 14
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Ainsi, selon 1’acidité du milieu, la dissolution de la CH conduit a la précipitation de CaCO; et la

libération d’eau selon la réaction suivante (Eq.1-15) :
Ca(OH)z + COz([) - CaCO; + H,O Eq.1- 15

La carbonatation des C-S-H donne naissance a la précipitation de CaCOs et d’un gel de silice (113)
(Eq.1-16).
(Ca0)x(Si02),(H20), + xCO; = xCaCOs + ySiO,,zH,0 Eq.1- 16
é@l_dt_'rjmwe

Les aluminates hydratés (AFm et AFt) sont aussi sensibles a la carbonatation. L’ettringite se carbonate

en produisant des carbonates de calcium, du gypse et un gel d’alumine (122,123) (Eq.1-17).
3Ca0.A1,03.3CaS04.32H,0 + 3CO, =

3CaCO; + 3(CaS04.2H:0) + ALO;.xH0 + (26-x)H:0 Eq.1- 17
l_Y_J

gel d’alumine

Quant au monosulfoaluminate de calcium hydraté (AFm), il se carbonate en libérant du gypse qui, en
présence de portlandite, s’associe pour former de I’ettringite (124,125). La carbonatation de ces
aluminates hydratés est généralement négligée par rapport a celle des C-S-H et de la Portlandite du fait
de leur faible quantité dans la matrice cimentaire. Ce phénomeéne naturel, qui intervient au cours de la
vie du béton, améne progressivement a une diminution de la teneur en hydrates au sein du matériau.
Ceci peut donc entrainer des variations de composition d’un GBR a un autre, selon 1’état carbonaté du

béton dont il est issu.

1.2.5. Vers la valorisation des GR
1.2.5.1.  Analyse environnementale : essais de lixiviation

Sur le plan environnemental, les granulats recyclés, comme tout type de déchets, doivent attester de leur
conformité au regard de la norme européenne NF EN 12457-2 (126) en termes de relargage d’éléments
polluants. Ces émissions de polluants, de nature inorganique, doivent étre compatibles avec le milieu
dans lequel ils seront valorisés. Pour cela, les granulats recyclés sont soumis, en amont du stockage, a
des essais de lixiviation en eau distillée dont la méthodologie est normalisée au niveau européen (NF
EN 12457). Ces essais visent a évaluer les potentiels rejets de métaux lourds et de contaminants dans le
milieu et vérifier si les seuils d’acceptabilité de ces polluants imposés par la filiére sont respectés.

Les granulats recyclés, d’une granularité inférieure a 4 ou 10 mm (fonction des normes NF EN 12457-
2, 2002 (126) et NF EN 12457-4, 2002 (127)), sont immergés dans un volume d’eau distillée
(déminéralisée, déionisée ou eau de pureté) de pH compris entre 5 et 7,5 sous agitation pendant 24
heures et a température ambiante (20+5°C). Le rapport liquide-solide pour ces essais est fixé a 10L/kg
de matiére séche. A la fin de I’essai, le liquide, appelé le lixiviat ou éluat, est récupéré pour étre dosé en

terme d’éléments anioniques (chlorure, fluorure et sulfate), soufre, métaux lourds, traces métalliques et
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hydrocarbures. Les éléments anioniques et le soufre sont dosés par analyse chimique (attaque acide,
complexation ou oxydo-réduction...) définie par la norme [NF EN 1744-1+A1,2014 (128)], et les
teneurs sont exprimées en %. Les teneurs en hydrocarbures, exprimées en mg/kg de matiére séche, sont
obtenues par chromatographie en phase gazeuse selon la norme [NF EN 14039, 2005 (129)]. Les valeurs
limites pour les traces métalliques (Cr, Ba, Co, Ni, Mo, Sb...), exprimées en mg/L, sont définies par les

normes [NF EN 12457-2, 2002 (126)] et [NF EN 12457-4, 2002 (127)].

Les réactions physico-chimiques susceptibles d’intervenir lors de la lixiviation du déchet dans le milieu
d’exposition sont multiples : dissolution/précipitation, oxydo-réduction acide-base... La cinétique de
ces réactions est d’autant plus rapide et totale que les conditions de stabilité¢ du déchet dans son milieu
d’origine sont ¢loignées de celles dans son milieu d’exposition. Ces analyses environnementales et les
seuils de référence en relargage de polluants s’appliquent aussi en cas de valorisation des GR en milieu
marin. Malgré un pH moins acide que I’eau utilisée en tant que lixiviant pour ces essais (pHeau de mer—= 8,1
contre pHiixiviant =5-6 pour I’eau utilisée dans ces essais), la composition chimique de 1’eau de mer, riche
en minéraux et sels peut, sous certaines conditions, entrainer des déstabilisations des phases hydratées
contenues dans les matrices cimentaires et conduire a des relargages en espéces cationiques en solution.
Les expériences et résultats portant sur ces essais de lixiviations en eau de mer seront détaillées et décrits

dans le Chapitre 3.

1.2.5.2.  Secteurs de valorisation
En 2020, plus de 50% des déchets inertes ont été valorisés dans le cadre de réaménagement de carricres
ou sous forme recyclés en tant que matériaux alternatifs pour la construction (130). Les granulats
recyclés sont également utilisés pour le remblaiement de tranchées techniques ou bien en sous couches
routieres. Dans une moindre mesure, les gravillons recyclés peuvent &tre utilisés en substitution aux
granulats naturels pour le béton prét a ’emploi [NF EN 206+A2/CN , béton spécification production et

conformité, complément national a la norme NF EN 206+A2 (131)].

Outre le milieu terrestre, la valorisation de granulats recyclés dans le cadre de travaux cotiers ou plus
généralement, dans des zones soumises aux embruns marins, reste limitée voire quasi-absente. Ce
constat peut s’expliquer selon deux hypothéses : le recyclage et la valorisation relativement récente des
déchets inertes sous forme de granulats recyclés et la méconnaissance des propriétés physico-chimiques
de ce matériau en milieu marin. A ce titre, nous étudions dans ces travaux de thése la réactivité des
granulats recyclés, plus particuliérement les matériaux a matrice cimentaire (Rc), dans I’eau de mer
naturelle (Chapitre 3). Les résultats expérimentaux devraient permettre ainsi d’apporter une visibilité
sur leur comportement a la lixiviation en milieu marin au niveau de la composition de 1’eau de mer pour
pouvoir ensuite les cimenter par un dépot calcomagnésien afin de former des concrétions
calcomagnésiennes. L’autre aspect consiste également a étudier le comportement des GR a la lixiviation
en milieu marin pour évaluer leur effet sur la microflore bactérienne environnante susceptible

d’intervenir dans la formation de ces concrétions calcomagnésiennes (bactéries biocalcifiantes).
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1.3. Les bactéries marines biocalcifiantes

Chez les organismes vivants, le processus de biominéralisation conduit, selon différents mécanismes, a
la précipitation de biominéraux, le plus abondant étant le carbonate de calcium (CaCOs). Au sein des
microorganismes, les bactéries se positionnent en premiére place dans la précipitation de CaCOs. Les
mécanismes impliqués dans le phénomene de biocalcification des bactéries sont généralement le résultat
de réactions métaboliques. Parmi elles, I’hydrolyse de ['urée catalysée par l’enzyme uréase et
I’interconversion du CO, en HCOj™ par I’anhydrase carbonique (AC) font partie des voies métaboliques
les plus connues. Bien que I’hydrolyse de 1’urée représente le processus le plus productif en CaCOs, elle
nécessite un apport supplémentaire en urée et conduit a la libération d’ammoniaque (NH3), composé
néfaste pour les organismes aquatiques et la santé humaine. En revanche, ’intérét d’étudier et de
comprendre le role de I’anhydrase carbonique sur la précipitation de CaCOs est double puisque ce
métabolisme permettrait d’une part, d’éviter les impacts toxiques de ’ammoniac sur 1’environnement

marin et d’autre part, de contribuer au piégeage du CO; via son interconversion en HCOs".

Les bactéries marines biocalcifiantes et leur role dans la précipitation du CaCOs ont été jusqu’a présent
peu étudiés a part les travaux récents de J. Vincent (219) qui ont permis d’isoler 14 souches bactériennes
issues d’un dépdt calcomagnésien, de I’eau de mer de la vase marine (voir § 1.3.3). Dans le cadre de ces
travaux de thése, la précipitation de CaCOs par voie microbienne, en particulier par les bactéries
marines, est explorée au niveau de son role dans les premicres étapes de la précipitation du dépot
calcomagnésien. Ces travaux s’inscrivant dans un contexte environnemental de piégeage du CO», nous
nous intéressons tout particuliérement a la voie métabolique impliquant I’interconversion enzymatique

du CO; par I’AC.

1.3.1. La biominéralisation
La biominéralisation est un processus physiologique largement employé par les organismes vivants pour
former leur squelette interne ou externe. Que cela soit sous la forme de carbonates, de phosphates ou
encore de silicates, les structures minéralisées engendrées par la biominéralisation sont intimement liées
a Dactivité biologique des organismes a partir desquels elles se forment (132—-135). Les mécanismes

biologiques impliqués dans ce processus sont généralement de nature contr6lée ou induite.

La minéralisation biologiquement contrélée (MBC) implique que les organismes contrdlent le site de
nucléation, la composition, la localisation et la morphologie des biominéraux conduisant ainsi a la
formation de structures aux fonctions bien spécifiques telles que les dents, les os ou la coquille (136).
Ce type de minéralisation se distingue par une association du minéral avec une matrice organique
(protéines, lipides, polysaccharides...) (137) controlant la nucléation et la croissance des cristaux des

biominéraux.
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Par opposition, la minéralisation biologiquement induite (MBI) provoque une précipitation indirecte des
biominéraux. En effet, la précipitation d’un minéral inorganique résulte dans ce cas de I’interaction entre
le métabolisme de I’organisme et son environnement (138). La formation de biominéraux de fagcon
induite est dépendante et sensible aux conditions environnementales dans lesquelles se trouve
I’organisme (139). La MBI est apparue trés tot (plusieurs milliards d’années) avec ’apparition des
fameux stromatolithes (roches cimentées de sédiments marins) (140,141). Elle se rencontre
essentiellement chez les bactéries, en particulier les cyanobactéries photosynthétiques (142,143), mais

aussi chez des algues brunes et vertes (144) et certains mollusques (i.e. bec du Nautile) (145).

Le carbonate de calcium (CaCOs) est le biominéral le plus abondant induit par la biominéralisation. La
précipitation spécifique du CaCOs de fagon controlée (MBC) se fait essentiellement chez les
macroorganismes eucaryotes, alors que la précipitation induite (MBI) du CaCOs a lieu essentiellement
chez les procaryotes (bactéries et archées) (146). Ce type de biominéralisation est appelé communément
la biocalcification, ou précipitation de CaCOj; induite biologiquement. La biocalcification réalisée par
les bactéries marines est influencée par plusieurs paramétres : le nombre de sites de nucléation
disponibles sur la paroi cellulaire (c’est-a-dire des lieux de cristallisation primaire de la phase solide du
minéral), le pH, la concentration en Ca*" et la teneur en CO3* dans le milieu environnant (1’eau de mer),

dépendant notamment du CO, dissous (147).

1.3.2. Bio-précipitation de CaCOs chez les bactéries
La formation des carbonates chez les bactéries, ou carbonatogénése bactérienne, peut se faire a partir de

deux sources de carbones :

- le dioxyde de carbone (CO,), c’est-a-dire le carbone d’origine minérale ; on parle ainsi de
bactéries autotrophes c’est-a-dire qu’elles sont capables de fabriquer elles-mémes leur propre
matiére organique ;

- la matiére organique préexistante ; on parle de bactéries hétérotrophes qui par opposition avec
les bactéries autotrophes sont dans l’incapacité de synthétiser elles-mémes leur maticre

organique et ont recours a des constituants organiques déja préformés dans I’environnement.

Les voies métaboliques mises en jeux par les bactéries autotrophes pour précipiter le carbonate de

calcium sont multiples (148,149) :

e La méthanogenése non méthylotrophe, une réaction anaérobie qui consiste a produire du
méthane (CH4) a partir du dihydrogéne (H,) et du dioxyde de carbone (CO,) présents dans
I’environnement. Cela concerne essentiellement les archées méthanogenes (150) ;

e La photosynthése oxygénique réalisée par les cyanobactéries dont le processus consiste a fixer
le CO; en hydrates de carbone (sucres) et libérer du dioxygene (O») par absorption de I’énergie

de la lumiére et oxydation de I’eau ;
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e La photosynthése anoxygénique qui se résume a 1’utilisation de composés soufrés tels que le
sulfure d’hydrogéne (H2S), le thiosulfate (S205%), via des pigments photosynthétiques, en tant
que donneurs d’électrons (au lieu de 1’eau) pour fixer le CO,. Les bactéries pourpres ou vertes,

sulfureuses ou non, sont concernées par ce mécanisme (151).

L’ensemble de ces voies métaboliques impliquent la consommation directe de CO, dissous provenant,
entre autres, de I’atmosphere ou de la respiration, pour précipiter le CaCOs. L utilisation du CO; entraine
une diminution de la pression partielle et conduit a un déplacement de 1’équilibre calco-carbonique vers
la précipitation de CaCOs, en présence d’ions calcium (Ca®"), selon la réaction suivante (Eq.1-18)
(152):

Ca’" +2HCO5 = CaCOjs()+ COxg) + H20q) Eq.1- 18

Concernant les bactéries hétérotrophes, la biocalcification résulte de [’utilisation de la maticre
organique. Elle peut étre active ou passive. La précipitation active mise en jeu par des bactéries aérobies
hétérotrophes résulte d’échanges membranaires, en particulier au niveau des pompes a calcium. Ces
bactéries produisent des ions carbonates COs> qui vont venir s’associer aux ions Ca’* transitant dans la
membrane bactérienne pour former du CaCOs (153). A I’inverse, la précipitation passive découle d’une
alcalinisation du milieu induite par certaines voies métaboliques, qui conduit a la production d’ions
carbonate (COs?) et d’hydrogénocarbonate (HCO3) favorisant la précipitation de carbonate de calcium
(148,152,154,155). Les voies métaboliques employées par ces organismes hétérotrophes sont souvent
impliquées dans le cycle du soufre et de 1’azote (152) comme les voies de dégradation de 1’urée ou
I’acide urique catalysée par I’enzyme uréase (156). L’interconversion du CO, en HCOs, catalysée par
I’enzyme anhydrase carbonique (AC), est une autre voie métabolique souvent mise aussi en avant dans

la production de CaCOs, Ces mécanismes enzymatiques sont illustrés dans la Figure 1-23.
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Figure 1- 23 : Schéma résumant le processus de biocalcification bactérienne. AC = Anhydrase
carbonique (157).
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Les formes allotropiques du CaCOj; majoritairement retrouvées dans le cadre de la biocalcification
bactérienne induite sont le carbonate de calcium amorphe (CCA), la calcite, la calcite magnésienne et
I’aragonite (147,158). L hydrolyse de I'urée ainsi que I’interconversion du CO; et du HCO3™ conduisent
essentiellement a la formation de la calcite bien qu’en milieu marin ou fortement salinisé, le magnésium
présent en solution peut venir s’insérer dans sa structure pour former de la calcite magnésienne (159).
L’aragonite peut également étre mise en évidence suite a I’action de ces métabolismes bactériens (159—

163).

1.3.2.1.  Principales voies enzymatiques impliquées dans le processus de
biocalcification induite par les bactéries (MBI)

1.3.2.1.1. L’ hydrolyse de I'urée
Chez les bactéries hétérotrophes, I’hydrolyse de 1’'urée (HoN-CO-NH;) est le métabolisme le plus
fréquemment retrouvé dans l’environnement naturel, mais aussi le plus étudi¢ et utilisé pour la

biocalcification bactérienne en raison de sa production élevée en CaCOs (164,165).

La précipitation de CaCOs interagissant avec le cycle biogéochimique de 1’azote est largement répandue
et étudiée notamment via les mécanismes de dégradation de 1’urée ou de 1’acide urique. En effet, ces
deux composés azotés sont considérés comme des déchets de I’organisme chez les espéces urotéliques
comme les mammifeéres. Leur dégradation par les bactéries, catalysée par I’enzyme uréase (présente
chez certaines bactéries), se traduit par la transformation de I’urée en dioxyde de carbone et ammoniaque

aboutissant finalement a la production de CaCOj3 (156).

L’enzyme uréase est une métalloenzyme qui a pour role de catalyser la réaction d’hydrolyse de I'urée.
Elle se rencontre chez de nombreuses bactéries uréolytiques hétérotrophes dont la plus connue, parmi
les bactéries biocalcifiantes, est la bactérie d’origine terrestre Sporosarcina pasteurii (166). L activité
de I’uréase est fortement dépendante du pH. Elle s’active généralement pour des valeurs comprises entre
4,5 et 10 et atteint son optimum a pH 7-8 (167).

L’hydrolyse de I’urée catalysée par I’enzyme uréase se traduit, au niveau intracellulaire, par la formation

de carbamate (H,N-COOH) et d’ammoniaque (NH3) en condition steechiométrique (Eq.1-19)(156,167).
HoN-CO-NH, + H,O Uréase NH; + H,N-COOH Eq.l— 19
A D’extérieur de la cellule, le carbamate est hydrolysé spontanément en présence d’eau, ce qui produit

de I’acide carbonique (H,CO3) et de I’ammoniac supplémentaire (Eq.1-20).

Hydrolyse { H:N-COOH + H,0 — NH; + HCOs Eq.1- 20

En s’équilibrant dans I’eau, ces produits ameénent a la formation d’ions bicarbonate (HCO3"), des ions
ammonium (NH4") et des ions hydroxyde (OH) (Eq.1-21 et Eq.1-22).
2NH; + 2H,0 — 2NH4" + 20H" Eq.1- 21
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H,CO; < HCOy + H* Eq.1- 22

Les ions OH" réagissent avec les ions bicarbonate ce qui conduit a la production d’ions carbonate (COs*
) selon ’Eq.1-23 (168,169). Les ions calcium (Ca®"), présents dans I’environnement et/ou issus du
métabolisme bactérien, se lient au niveau des sites de nucléation présents a la surface de la paroi
cellulaire chargée négativement, formant ainsi un complexe Cellule-Ca®* (170) (Figure 1-24.A). Les
ions COs> formés précédemment viennent se lier avec les ions calcium pour finalement précipiter sous

la forme de CaCOs; (Figure 1-24.B) (Eq.1-24) (171).
20H +HCO; — COs* + 2H,0 Eq.1- 23
Cellule-Ca* + CO5;* — Cellule-CaCOs Eq.1- 24

La précipitation de CaCOs, principalement sous la forme de calcite, forme une couche autour de la
cellule, qui augmente jusqu’a la consommation compléte des ions carbonate (172). L’observation au
microscope présentée sur Figure 1-24.C permet de visualiser la précipitation de CaCOs autour d’une

cellule bactérienne.

Figure 1- 24 : Précipitation de CaCOjs a la surface d’une cellule bactérienne chargée négativement. A)
formation d’un complexe Cellule-Ca’" puis B) précipitation de CaCOj3 par association des ions COs*
autour de la cellule bactérienne. C) Bactéries Sporosarcina Pasteurii DSM33 entourées d 'une gangue
de CaCQOs, observées au microscope optique (grossissement x 1000) [Photo Margaux Macaud, 2017].

Si I’efficacité de ce métabolisme dans la biocalcification a largement été prouvée pour la souche terrestre
Sporosarcina pasteurii, les études sont plus restreintes chez les bactéries marines. Nous pouvons

toutefois citer 1’étude menée par Imran et al. (173) ou la quantité de CaCOs bio-précipitée dans la
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formation de bio-briques (pour 16 mL de solution de culture bactérienne (ZoBell2216E) et 20 mL de
solution de consolidation (urée, CaCl,, bouillon nutritif, NH4CI, NaHCO3)) par les espéces marines
Micrococcus, Pseudoalteromonas et Virgibacillus, se situe entre 0,6 et 0,14g au bout de 21 jours, pour
une concentration bactérienne croissante allant de ODgo=0,1 a 1,5. Les souches bactériennes Klebsiella
pneumoniae et Staphylococcus epidermidis, isolées de sédiments marins et d’algues, ont montré
également une précipitation élevée de CaCOs, respectivement de 40 et 36% (par rapport a leur
production d’uréase) (174).

Bien que largement utilisée dans de nombreux domaines (stabilisation des sols, restauration de
monuments, ¢limination de métaux lourds...), la biocalcification par I’hydrolyse de 1’urée présente des
inconvénients non négligeables sur ’environnement et son application en conditions réelles.
L’ammoniaque libéré est un composé ayant une odeur désagréable et toxique pour la santé humaine
ainsi que pour les organismes aquatiques [FDS- 18040-59915-25066-019035, 2017] (175,176). En
raison de sa forte solubilité¢ dans 1’eau et son effet nocif pour ’environnement marin, la libération
d’ammoniaque induit par 1’hydrolyse de 1'urée constitue un risque environnemental conséquent.
L’application de 1’hydrolyse de 1’urée en condition réelle c’est-a-dire directement en contact avec
I’environnement marin et les écosystémes présents semble compromis. Par ailleurs, cette voie
enzymatique nécessite un apport en urée largement supérieur a la quantité contenue dans 1’eau de mer
(0,1 patg(atome-gramme)-N-urée/L d’eau de mer au large et 0,3 a 0,4patg-N-urée/L d’eau de mer prés
des cotes frangaises, contre 20g/L d’urée pour le mécanisme biologique) (177). Ainsi, pour favoriser

cette voie métabolique, un apport substantiel d’urée dans I’environnement marin serait requis.

1.3.2.1.2. L’interconversion du CO,; en HCOs~

L’interconversion du CO; en HCOj3™ peut compléter ou se combiner a I’hydrolyse de 1’urée. Cette voie
métabolique est catalysée par I’anhydrase carbonique, une métalloenzyme a base de zinc au niveau de
son site actif (EZn?"). Cette enzyme joue un rdle catalytique dans la réaction réversible du CO; et du
HCOs™ (Eq.1-25) (178,179).

H>Oq)y + COzaq) <= H2CO3a9) Eq.1-25

L’anhydrase carbonique, découverte depuis un peu moins d’un siécle, est une enzyme généralement
retrouvée dans les tissus des mammiferes, les plantes, les algues vertes unicellulaires mais aussi chez
les bactéries. Elle participe a plusieurs processus biologiques aussi bien chez les eucaryotes que chez les
procaryotes, comme la régulation du pH des cellules, le transport ionique et le transport du CO,, la
photosynthése ou encore la respiration (180,181). Cette enzyme contribue également a I’équilibre acide-
base (180,181). Trois principales classes distinctes d’anhydrase carbonique ont été identifiées chez les
procaryotes (bactéries et archées) : a, f et Y (182). Les deux derniéres classes B et Y sont majoritaires

dans les domaines Bacteria (bactéries) et Archaea (archées), la classe B est majoritaire dans les



https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/klebsiella-pneumoniae
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/klebsiella-pneumoniae
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chloroplastes des algues et des plantes alors que la classe a se rencontre au niveau des isoenzymes des

mammiferes.

En condition normale, I’hydratation du CO; est lente avec un coefficient de conversion de seulement
0,13 par seconde (183) alors qu’en présence de I’AC, ce coefficient est multiplié par 107, atteignant un
coefficient de conversion de 1,0.10° par seconde (184). Cependant, I’activité de I’AC est affectée par
plusieurs facteurs tels que la température, les valeurs de pH ou encore la concentration en ions calcium
(185-187). Zheng et al. (188) ont étudié certains de ces paramétres sur la croissance bactérienne et
I’activité de I’AC contenue chez une bactérie de type Bacillus mucilaginosus (GLRT202Ca) dans le
cadre de la précipitation du CaCO:s. Ils ont observé que la température est un parameétre essentiel dans
la croissance de la bactérie ainsi que sur I’activité de I’AC. A des basses températures (<5°C), I’activité
de I’AC est absente et la bactérie croit difficilement. Une augmentation de la température conduit a un
accroissement de I’activité de I’AC et contribue a la croissance bactérienne. Une température de culture
fixée a 30°C permet d’atteindre un seuil optimal de 1’activité enzymatique. Au-dela de 35°C, I’activité
de I’enzyme décroit bien que la croissance bactérienne atteint son optimal. Cet effet de la température a
par ailleurs été observé par Sharma et al. (189) ou ils constatent une nette diminution de la stabilité et
de I’activité enzymatique de I’AC issue de quatre souches bactériennes isolées (E.gergoviae, A.
hydrophila, A.caviae et E.taylorae) a partir de 40°C. En ce qui concerne le pH, ces auteurs (188,189)
ont observé que Iactivité de I’AC est sérieusement affectée pour des valeurs tres alcalines (> 9,5). La
Figure 1-25, tirée des résultats de I’étude menée par Zheng et al. (188), présente 1’évolution de 1’activité
de I’AC en fonction du pH et de la concentration en Ca*".
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Figure 1- 25 : A) Effet de différentes valeurs de pH initiales sur la croissance et [’activité enzymatique
de l’anhydrase carbonique chez une bactérie Bacillus mucilaginosus. Les pH initiaux étaient de 7, 7,5,
8 85,9 95, 10, 10,5, et 11. B) Effet de la concentration de Ca’" sur la croissance et l'activité
enzymatique de I’AC chez la bactérie. La concentration en Ca’* a été ajustée de 20 mM de 0 a 200 mM
et de 50 mM sur la plage 200-300 mM (188). L activité de I’AC est mesurée par colorimétrie via
l’absorbance DOQOgpy du p-nitrophénol (protocole issus de (190)). En présence de ['enzyme AC,
I’hydratation de p-nitrophenyl-acétate en p-nitrophénol et acétate, produit une coloration jaune dont
l’opacité dépend de [’activité de [’enzyme.
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Les valeurs de pH optimales pour la croissance et ’activité enzymatique sont comprises entre 7 et 9
(Figure 1-25.A). La teneur en ions Ca>" a de méme été étudiée vis-a-vis de I’activité de I’AC (Figure
1-25.B). Entre 0 et 100 mM de Ca®', I’activité enzymatique et la croissance bactérienne ne semblent pas
perturbées. 60 mM de Ca®* correspond a la teneur ou activité de 1I’AC et la croissance bactérienne sont
optimales. Le temps d’incubation est un paramétre essentiel dans la croissance et 1’activité de I’enzyme.
Sharma et al. (189) remarquent que la croissance des souches bactériennes atteint un optimum entre
cing et six jours d’incubation dans du bouillon nutritif a 37°C et pH =7,5.

Plusieurs ¢tudes ont montré que I’ AC sécrétée par les cellules de sang des bovins et certaines bactéries
du genre Bacillus pourrait favoriser la cristallisation du carbonate de calcium (182, 190). Bien que les
facteurs influencant cette minéralisation, a savoir les sources de nutriments ou les conditions opératoires,
ont ét¢ largement investigués (192,193), les mécanismes de précipitation du CaCO; induit par ’AC
n’ont jusqu’alors pas pu étre établis. L’étape limitante affectant la production de CaCO; est
principalement I’hydratation du CO, en H,CO;. A partir d’une étude réalisée sur I’activité enzymatique
de I’AC, Zheng et al. (188) ont proposé des mécanismes fonctionnels de I’enzyme chez les bactéries
hétérotrophes du genre Bacillus, dans le cadre de la biocalcification. Ces mécanismes enzymatiques sont

les suivants (Eq .1-26, Eq.1-27 et Eq.1-28) :

E(enzyme)-ZnOH, < E-ZnOH + H" Eq.1- 26
E-ZnOH + CO; = E-ZnHCO5 Eq.1- 27
E-ZnHCO3 + H,O = E-ZnOH, + HCO3” Eq.l- 28

Une fois ’enzyme AC (E-En) sécrétée par la cellule bactérienne, elle va former un complexe au niveau
de son site actif Zn®" avec 1’eau présente dans le milieu environnant (Eq.1-26). Cette association va
induire une déprotonation de la molécule d’eau, libérant des protons (H"), et permettant au CO, de
s’adsorber temporairement a 1’enzyme sous sa forme ionisée HCO; (Eq.1-27), avant de se libérer en
solution sous cette méme forme ionique (Eq.1-28). En milieu alcalin, les ions bicarbonate vont s’ioniser
de nouveau pour former les ions carbonate (Eq.1-23). Comme pour I’hydrolyse de ’urée, ces ions
carbonate vont venir se lier aux ions calcium pour former le CaCOs (Eq.1-24).

Chez les bactéries marines, une récente étude réalisée par Abdelsamad et al. (194) sur la mise en
évidence du réle de I’AC sur la formation de CaCOs; chez les espéces marines Vibrio alginolyticus,
Exiguobacterium arantiacum, Psychrobacter (isolées a partir de sédiments marins) et Virgibacillus
(isolée a partir d’un environnement supratidal), a établi une corrélation entre la formation de CaCO; et
les activités spécifiques intracellulaires en estérases et en hydratases de I’AC. Dans cette étude, les
especes Vibrio alginolyticus, Psychrobacter et Virgibacillus se sont montrées particuliérement
performantes dans la production de CaCO;, sous la forme de calcite magnésienne et de
monohydrocalcite, au bout de 20 jours d’incubation. A ce titre, les résultats obtenus ont indiqué que les
souches formant des minéraux ont des activités estérases et hydratases significativement plus élevées

que les souches ne formant pas de minéraux. De méme, Virgibacillus, dont la performance a été la plus
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¢levée, a enregistré des activités d’hydratation intracellulaires et extracellulaires les plus élevées par
rapports aux autres souches étudiées. Le role des activités d’hydratation de I’AC dans la

biominéralisation a d’ailleurs été soulevé par d’autres auteurs (195-197).

1.3.2.2.  Facteurs influencant la formation de CaCOs3 bio-précipité
Plusieurs facteurs influencent la biocalcification par ces différentes voies métaboliques, a savoir le pH
du milieu, la teneur en Ca*" et la disponibilité des sites de nucléation. La concentration en COs* étant
intimement liée au pH du milieu et a 1’équilibre calco-carbonique (détaillée dans le Chapitre 1-1.1.2),

son influence sur la précipitation du CaCOj; est indéniable et n’est pas développée ici.

1.3.2.2.1. LepH
Tant sur la croissance bactérienne que sur I’activité enzymatique, le pH représente un paramétre
important a contrdler pour optimiser la précipitation du CaCOs. En effet, une étude réalisée par Stocks-
Fisher er al. (198) sur la biocalcification induite par Sporosarcina pasteurii (anciennement Bacillus
pasteurii) a montré 1’effet du pH sur I’activité de I’uréase. IIs observent, comme montrée sur la Figure
1-26.A, que l’activité enzymatique croit rapidement jusqu’a atteindre une valeur optimale de pH a 8§,

puis décroit pour les valeurs les plus basiques.
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Figure 1- 26: A) Effet du pH sur [’activite de | 'uréase extraite de Sporosarcina pasteurii et B) Relation
entre le pH et la précipitation de CaCQOj induit chimiquement et microbiologiquement. Toutes les
expériences sont réalisées avec 25,2 mM de CaCl, et NaHCOj respectivement, a 25°C. Chaque point
représente la moyenne des duplicats (198).

Par ailleurs, en comparant la quantité de CaCOs induite chimiquement et microbiologiquement, Stocks-
Fisher et al. (198) montrent que sa précipitation est controlée par le pH et survient a partir de pH=8,3

quels que soient les mécanismes impliqués (sauf dans I’eau distillée) (Figure 1-26.B).

Quant a I’interconversion du CO; catalysée par I’AC, Wei Li et al. (199) ont étudié, a différentes teneurs

en Ca®’, I’effet de I’enzyme issue de la bactérie Bacillus cereus sur la précipitation de CaCOs. La Figure
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1-27, tirée de cette étude, montre qu’en présence de I’anhydrase carbonique, le pH augmente de manicre
constante régulierement jusqu’a la fin de I’expérience (Figure 1-27.B) alors qu’en 1’absence de cette

enzyme, le pH augmente par fluctuation (Figure 1-27.A).
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Figure 1- 27 : Variations du pH durant la précipitation de CaCOj a différentes concentrations de Ca’" :
A) sans AC et (B) avec AC (199).

Les auteurs justifient ce comportement par le potentiel régulateur de 1’enzyme qui, dans le cadre de
I’interconversion du CO; et des HCO3’, peut venir contrdler et ajuster les concentrations de CO; dissous,
des ions bicarbonate et H" au travers des échanges gazeux et de 1’équilibre acide-base (200). Cet effet
régulateur a notamment été observé et modélisé par Hulikova ef al. (201) sur des cellules cancéreuses
in vitro et in situ ou ils montrent que 1’activité¢ de I’AC augmente avec le pH conduisant ainsi a un
accroissement du taux d’hydratation du CO, par cette enzyme. Cette augmentation du taux de
I’hydratation du CO,, toujours liée a des valeurs de pH ¢€levées, s’accompagne de la production massive
d’ions H'( HoCO; <> HCO; + H' Eq.1- 22) qui vont venir contrebalancer les ions OH" en solution. A
’inverse, lorsque le pH diminue, 1’activité de I’AC décline limitant ainsi la production d’ions H" pour
neutraliser les OH (201). Ces résultats rentrent en contradiction avec ceux de Zheng et al. (188) qui
montrent que I’activité de I’AC diminue a partir de pH=9. Cette différence peut s’expliquer (i) d’une
part en raison de 1’origine de I’enzyme qui dans le cas d’Hulikova et al. (201) provient de cellules
cancéreuses (organismes eucaryotes) alors que pour Zheng et.al (188), I’enzyme est directement issue
d’une bactérie (organisme procaryote), et (ii) d’autre part par la méconnaissance des valeurs de pH
observées dans 1’étude de Hulikova et al. (201).

L’effet du pH sur la production et la stabilité de I’AC a par ailleurs été ¢tudié par Sharma et al. (189).
Cette ¢tude réalisée sur quatre souches bactériennes (4. caviae, E.gergoviae, E.taylorae et A.hydrophila)
a mis en évidence, pour des valeurs de pH allant de 7,5 a4 9,5, que I’activité et la stabilité de [’enzyme
diminuaient & mesure que le pH augmente. Pour I’ensemble des souches concernées, les valeurs de pH

optimales sont comprises entre 8 et 8,5. Au-dela, I’activité et la stabilité¢ des enzymes décroient.
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1.3.2.2.2. Influence de la concentration en ions Ca**

La disponibilité des ions calcium en solution agit non seulement sur la production de CaCOj3 mais aussi
sur I’activité enzymatique. Les résultats obtenus par Wei Li et al. (199) dans la méme étude que détaillée
précédemment (cf. Figure 1-27) met en avant I’effet des ions Ca®" sur la précipitation de CaCOs.
L’évolution de la concentration en Ca*" (12,5 a 100 mmol/L) se traduit par un ralentissement de
I’augmentation du pH au cours du temps avec une phase de stabilisation entre 10 et 30h, d’autant plus
marquée que la concentration en Ca®" est élevée. Ce plateau de pH peut témoigner de la précipitation du
CaCO:s, dont le taux augmente avec la disponibilité des ions calcium. Une fois les ions Ca*" ou CO3*
consommes, le pH n’est plus contrdlé par la réaction et finit par réaugmenter. Le Tableau 1-3 présente
les constantes de précipitation du CaCOs en fonction de la teneur en calcium, allant de 12,5 a 100

mmol/L, et compléte la Figure 1-27.

Tableau 1- 3: Constante de précipitation du CaCOjs (k) a différentes concentrations en Ca’" en présence
de I’AC (kcq) et sans AC (kw), dans [’eau (199).

Initial Ca®* concentration (mmol/L) ‘ 12.5 ‘ 25 ‘ 50 100
Kca (x107%h1) 6.27+0.52 | 8.65+0.45 | 14.25%0.78 | 10.52+0.72
Kw (x10%h™) 4.58+0.13 | 4.80+0.18 | 7.02+0.58 8.62+0.61

Les résultats indiquent que le taux de précipitation de CaCO; est amélioré avec 1’augmentation de la
concentration de Ca?* en solution et que le rdle catalytique de I’AC est & son optimum & 50 mmol/L de
Ca’’ en solution. Par ailleurs, il est possible d’observer que la précipitation de CaCOs est plus rapide
avec I’enzyme que dans le témoin sans enzyme. A 100 mmol/L de Ca*', le taux de précipitation de
CaCOj; décroit, passant de 0,014 a 0,011/h en présence de I’AC alors qu’il augmente sans I’AC. Ces
données sont corrélées avec les résultats illustrés en Figure 1-27. En effet, bien que I’augmentation de
la concentration en Ca®" notamment a 50 et 100 mmol/L, en présence de I’AC, entraine une diminution
visible du pH en solution, la précipitation de CaCOj est avantagée. La précipitation de CaCOs catalysée
par I’enzyme entraine, par interconversion du CO, et des HCOs, la libération d’ions H" dont la
concentration est fonction du taux de précipitation du CaCOs et qui pourrait conduire, par voie de
conséquence, a une légére acidification du milieu (199). Néanmoins, pour des fortes teneurs en Ca*’,
comme ici & 100 mmol/L, la libération plus importante d’ions H" pourrait inhiber I’hydratation du CO»
et ralentir la précipitation de CaCOs. Ces résultats concordent avec les travaux de Zheng et al. (188) qui
démontrent qu’a partir de 80 mM de Ca*", I’activité de I’AC diminue drastiquement.

En ce qui concerne 1’hydrolyse de 1’urée, plusieurs études ont montré que 1’activité de I’uréase est certes
améliorée en présence d’ions Ca*" mais qu’elle ne semble pas dépendre de sa concentration en solution
pour la plupart des bactéries du genre Bacillus (147,202,203), a part peut-tre pour Bacillus pasteurii

(=Sporosarcina pasteurii).




Chapitre 1 : Etat de I’art

Outre les ions Ca*’, la concentration d’urée dans le milieu a un effet sur la précipitation de CaCO; par
les bactéries uréolytiques. Okwadha et Li (193) ont montré que 1’hydrolyse de 1’urée dépend davantage
de la concentration en cellules bactériennes que de la concentration initiale en urée mais que cette
derniére influence la quantité de CaCOs précipité. L’augmentation de la concentration en urée de 333 a
666 mmol/L s’est traduite par une plus grande quantité de CaCOs produite par ’espéce S. pasteurii. De
Muynck et al. (205,206) ont optimisé la concentration d’urée et de Ca®" nécessaire pour la précipitation
de CaCOs chez la souche Bacillus sphaericus et ont obtenu un bon compromis de 10g/L d’urée et 25g/L
de CaCl,. Hao ef al. (204) ont montré que la concentration en urée avait un impact important sur les
propriétés mécaniques d’un sable calcaire traité par MICP avec la souche S. pasteurii avec différentes
concentrations en urée allant de 0,25 a 1,5 mol/L. La résistance a la compression de I’échantillon a
augmenté puis diminué avec 1’augmentation de la concentration en urée. Ils estiment une concentration
optimale en urée de 1,0 mol/L.

En ce qui concerne la salinité, Rivadenevra et al. (207) ont étudié la précipitation de CaCOs par la souche
Nesterenkonia halobia a différentes salinités (NaCl) dans le milieu et n’obtiennent pas de CaCOj3 a une
concentration en sel de 20%. Dans une autre étude (208), ces mémes auteurs ont observé que le temps

nécessaire a la précipitation du CaCOj; augmentait avec la concentration en sel.

1.3.2.2.3.  Les sites de nucléation
Au niveau de I’enveloppe cellulaire, les bactéries sont constituées d’une membrane cytoplasmique et
d’une paroi cellulaire. Cette derniére est composée, chez les bactéries dites Gram positives (Gram+),
d’une multicouche de peptidoglycane (environ 25 nm d’épaisseur) alors que les bactéries Gram
négatives (Gram-) ne possedent qu’une fine couche de peptidoglycane (environ 4 nm d’épaisseur)
entourée d’une membrane externe (double couche de phospholipides contenant des lipopolysaccharides

(LPS) sur la surface externe de la cellule) (Figure 1-28) (209).

Lipopolysaccharides

Teichoic acid

- Lipoteichoic acid
S “*—\‘_‘_‘ Phospholipids
"} Peptidoglycan

Pk ! Cell membrane
Gram-positive bacteria e Gram-negalive bacteria

Figure 1- 28 : Enveloppe cellulaire des bactéries Gram positives et Gram négatives comprenant la
membrane cytoplasmique et la paroi cellulaire, attirant des ions calcium en surface des cellules. Schéma
extrait de (210).
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Dans les deux cas, la surface cellulaire est chargée négativement. En raison de cette électronégativité,
les ions Ca®* peuvent venir interagir avec la paroi et ces zones constituent des sites de nucléation pour
le CaCO;. Néanmoins, la disponibilité de ces sites de nucléation varie en fonction du type d’enveloppe
cellulaire des bactéries. En effet, chez les bactéries Gram-, la zone accessible pour les liaisons
cationiques est réduite par rapport a celle des Gram+ (209). Par ailleurs, les ions calcium ne sont pas les
seuls a venir se lier a la surface cellulaire. Les ions Mg®", Mn?", Fe’" et Au®" entre autres peuvent former

des liaisons cationiques.

Dans le cadre de la biocalcification induite, Stocks-Fischer et al. (198) estiment que la présence de
nombreux sites de nucléation a la surface cellulaire n’est pas un facteur clé dans la précipitation de

CaCO; puisque les bactéries se comportent elles-mémes comme des sites de nucléation.

1.3.3. Applications de la bio-précipitation de CaCO3
1.3.3.1.  Généralités
De nombreux domaines portent un intérét particulier au phénomene de la biocalcification. Du génie civil
au traitement des eaux usées, en passant par la dépollution de contaminants inorganiques, la précipitation
de CaCO; par des microorganismes offre des avantages intéressants tant sur le plan économique
qu’environnemental. La capacité de certaines bactéries a produire du CaCOs est aujourd’hui considérée

comme une solution alternative prometteuse dans la résolution de problémes majeurs et actuels.

Les microorganismes peuvent étre utilisés dans un contexte de bioremédiation des contaminants
inorganiques, en €éliminant, par précipitation de biominéraux, des composés tels que le strontium 90
(Sr*") ( biominéraux 90SrCO;) ou encore le Ca*" afin de réduire le risque d’entartrage des pipelines
(211).

Ces microorganismes biocalcifiants peuvent également étre employés pour améliorer la récupération du
pétrole en colmatant les roches perméables (212) ou encore pour restaurer et protéger les monuments en
pierre grace a la création d’un « ciment biologique » (158). Ce « ciment biologique » qui correspond au
CaCO;j est généralement induit par des bactéries uréolytiques comme Sporosarcina pasteurii, au niveau

des fissures et des pores, ralentissant ou stoppant la détérioration du monument concerné (213-215).

Les ouvrages hydrauliques ainsi que les sols peuvent étre renforcés par minéralisation bactérienne
induite ou la cimentation des grains par le CaCOs, c’est-a-dire le remplissage des espaces
intergranulaires des grains par le liant, permet d’améliorer leurs propriétés mécaniques et leur résistance

a I’érosion, tout en réduisant 1égérement leur perméabilité (216).
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1.3.3.2.  Focus sur la formation de bio-briques pour la limitation de 1’érosion cotiere
L’utilisation de la bio-précipitation de CaCOs pour la consolidation des sols granulaires est également
répandue. Dans un contexte d’érosion du littoral, plusieurs études se sont intéressées a I’utilisation de la
minéralisation bactérienne induite (MBI), notamment via 1I’hydrolyse de 1’urée, pour former des
beachrock (grés de plage) ou des récifs artificiels visant a consolider les cotes (173,217,218). Les
souches bactériennes uréolytiques utilisées dans ces études ont été isolées a partir de prélevements de
beachrock retrouvés sur les cotes du Japon et de la Grece. Dans des colonnes de cémentation (structure
géotechnique faisant intervenir des processus biologiques visant a la consolidation des sols) contenant
du sable d’une granulométrie inférieure a 2 mm (Figure 1-29.A), des bactéries uréolytiques marines
(Pararhodobacter sp.) ont été injectées puis 1’ensemble est conservé pendant 28 jours a température
ambiante (218). Une solution composée de CaCl, et d’urée est injectée chaque jour. A la fin de

I’expérience, des bio-briques solides d’environ 10 cm de long ont été obtenues (Figure 1-29.B).

Figure 1- 29 : A) Colonne test de cémentation et B) bio-brique obtenue apres 28 jours d’expérience
(217)

Danjo et al. (218) ont observé la présence de CaCOs entre les grains de sable. En présence de Mg*", le
CaCOs était sous la forme d’aragonite alors qu’en absence de Mg*', la calcite était majoritaire.

Plus récemment, dans le cadre de la thése de Julia Vincent (219), 14 souches bactériennes marines
biocalcifiantes ont été isolées a partir d’un dépdt calcomagnésien formé par polarisation cathodique dans
le port de plaisance de La Rochelle (Océan Atlantique). L’ensemble des souches posséde 1’enzyme
anhydrase carbonique et seulement six souches contiennent 1I’enzyme uréase (220). Elles sont présentées

dans le Tableau 1-4.
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Tableau 1- 4 : Souches utilisées dans les travaux de Vincent (219). * = souches possédant [’enzyme
uréase (uréase positive) et [’enzyme anhydrase carbonique (anhydrase carbonique positive) et **=
souches ne possédant pas l’enzyme uréase (uréase négative) mais possédent l’enzyme anhydrase
carbonique.

Appellation Caractéristiques .
Souches mEDMN-+ranaires Esplees
CDI* Gram- Epibacterium mobile
CD2** Gram+ Bhargavaea ginsengi
CD3** Gram- Pseudidiomarina maritima
CD4** Gram- Epibacterium mobile
CD5** Gram- Epibacterium mobile
CDo6* Gram+ Virgibacillus Halodenitrificans
CD7** Gram+ Bhargavaea beijingensis
CD8** Gram+ Planococcus maritimus
CD9* Gram- Pseudoalteromonas
CDI10* Gram- Pseudoalteromonas
MDI* Gram- Pseudoalteromonas
SW1** Gram- Pseudoalteromonas
SwW2* Gram- Pseudoalteromonas
SW3** Gram- Pseudoalteromonas

Avant d’envisager |’utilisation des souches pour la consolidation d’un sable, Vincent (219) s’est dans
un premier temps intéressée a leur capacité a bio-précipitation du CaCOs. Parmi les souches uréase
positive (Gram+), la souche Virgibacillus halodenitrificans CD6 s’est montrée la plus efficace dans la
production de CaCOs, elle posséde notamment ’activité uréase la plus intense. En présence d’urée, elle
induit un taux élevé de CaCOs de I’ordre de 5 mg/mL de CaCOs en I’espace de 7 jours, comparable a
celui obtenu par Sporosarcina pasteurii DSM33 (5,3 mg/mL) (4). Sporosarcina pasteurii est une souche
uréolytique efficace, d’origine terrestre, largement é¢tudiée dans les mécanismes de production de CaCOs
et dans diverses applications de biominéralisation (5-7). La souche CD10 compte parmi celles induisant
le plus de CaCOs chez les bactéries marines Gram négative étudiées. Dans les cas des souches uréases
négatives, CD8 (Gram+) a produit environ 1,5 mg/mL de CaCOs en 7 jours d’incubation en milieu
Marine Broth (MB) en I’absence d’urée tandis que la souche CD4 (Gram-) a produit 0,5 mg/mL.
Vincent (219) observe également qu’un enrichissement du milieu de culture en CaCl, et en urée a permis

d’augmenter la production de CaCO:s.
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La formation de bio-briques a ét¢ menée, sur 30 jours, en utilisant les bactéries marines biocalcifiantes
(souches utilisées CD1 a CD10), un sable sablo-calcaire de granulométrie inférieure a 4 mm, ainsi
qu’une solution de cimentation a base de bouillon nutritif (BN), supplémentée de CaCl, et d’urée
(219,220). Un schéma du dispositif expérimental ainsi que quelques exemples d’agglomérats sablo-
calcaires formés par les espéces Epibacterium mobile (appellation CD4), Virgibacillus
Halodenitrificans (CD6), Planoccus maritimus (CD8) et Pseudoalteromonas (CD10) sont présentés sur

la Figure 1-30.

Couvercle

Tampon abrasif de type Scotch-Brite
Papier filtre

Sable stérile Roussillon 0/4

15¢m

+ Culture de bactéries biocalcifiantes

s 02" Solution de cimentation :
’ S 0,5 g.L-! bouillon nutritif
25 mmol.L-! CaCl,

5,2 cm
7.7 cm

Figure 1- 30: A) Montage expérimental de biocimentation en colonne pour la formation d’un
agglomérat sablo-calcaire et B) Agglomérats sablo-calcaire formés par les espéces Epibacterium
mobile (appellation CD4), Virgibacillus Halodenitrificans (CD6), Planoccus maritimus (CDS8) et
Pseudoalteromonas (CD10) en 30 jours en condition marines (219).
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En seulement 30 jours, la plupart des souches ont biocalcifié¢ le squelette sablo-calcaire pour former des
agglomérats de pres de 6 cm de hauteur. Ces agglomérats ont été caractérisé en termes de résistance
mécanique et de porosité (accessible a I’eau). Avec une porosité initiale du sable de 41%, la
biocalcification des souches a conduit a une diminution entre 15 et 20% en 30 jours. Les propriétés
mécaniques (résistance a la compression uniaxiale) des bio-briques fluctuent entre 0,5 et 3,8 MPa selon
la souche employée. Les souches CD4 et CD8 se sont montrées les plus performantes dans la
consolidation du sable avec des résistances a la compression axiale, respectivement de 3,8 MPa et 3,4
MPa (219). En plus des propriétés mécaniques, ces souches CD8 et CD4 ont permis de produire une
proportion massique de CaCOs, plus précisément de la calcite, entre 9 et 12%, par rapport a celle du
sable. Cela dit, la solution de cémentation utilisée dans ces expériences contient de I'urée. Or, les
souches CD8 et CD4, qui se sont montrées les plus efficaces dans la consolidation du sable, sont uréases
négatives, synonyme de 1’absence de I’enzyme uréase, et donc ne sont pas censées intervenir dans
I’hydrolyse de I’'urée. A cet effet, nous pouvons nous demander si I’enzyme anhydrase carbonique, n’a
pas joué un role dans leur processus de biocalcification, auquel cas son action dans 1’hydratation du CO»
susciterait un vif intérét pour la capture du carbone, en contribuant a la réduction des émissions de gaz

a effet de serre (221).

Ainsi, le processus de formation du CaCOs par ces bactéries marines biocalcifiantes offre un potentiel
intéressant et innovant qui pourrait étre combiné de maniére synergique avec le processus
¢électrochimique pour amorcer, voire accélérer la précipitation du dépot calcomagnésien dans un
contexte de prévention de 1’érosion coticre, tout en limitant les émissions de CO,, en privilégiant

I’hydratation du CO; par I’anhydrase carbonique.

1.4. Objectifs de la these

Dans un contexte de protection des cotes contre 1’érosion coticre et de limitation d’émissions de GES
via le piégeage du CO,, ma thése s’inscrit dans une démarche écoenvironnementale visant a développer
une solution alternative plus « douce » a faible empreinte carbone pour consolider les aménagements
littoraux déja présents et contribuer a la réduction des émissions de CO,. Concrétement, ces travaux
visent a la formation d’un agglomérat calcomagnésien a partir de 1’économie des ressources locales, a
savoir les granulats recyclés, issus d’une plateforme de recyclage locale des déchets inertes du BTP, et
des bactéries marines biocalcifiantes initialement isolées dans le port de plaisance de La Rochelle et
dont le métabolisme a été caractérisé dans la thése de Julia Vincent (2018-2022) (219). La Figure 1-31
schématise les objectifs principaux de ma these.

L’objectif principal de mon travail de thése consiste a précipiter pour la premiére fois un dépdt
calcomagnésien sous un écoulement d’eau de mer, a la surface d’un acier placé sous polarisation

cathodique, pour venir agglomérer les granulats recyclés avoisinant et former une concrétion
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calcomagnésienne dédiée a la consolidation des systemes de protection ou bien falaises au niveau des

zones partiellement immergées

Materiaux d’apport

.@"
“.3'.;'@
@ .

Granulats recyclés

20 9

Agglomérat
calcomagnésien

Bactéries marines

biocalcifiantes ? Electrolyse de I’eaun

de mer CaC0O;

Mg(OH);

CaCO, Liant

Figure 1-31 : Objectifs principaux de ces travaux de thése.

Le second objectif est d’étudier des bactéries marines biocalcifiantes de la collection du laboratoire afin
de sélectionner et de déterminer les souches possédant une anhydrase carbonique, potentiellement
adaptées pour capter du CO; et efficaces pour précipiter le CaCOs en présence des granulats recyclés.
L’objectif ultime est d’associer de fagon synergique les procédés électrochimique et microbiologique,
pour forcer la précipitation du calcium et du magnésium naturellement présents dans 1’eau de mer sous
la forme de dépots calcomagnésiens, en substituant les matériaux naturels d’apport par des granulats
recyclés issus des déchets inertes du BTP. Ces dépots pourraient ainsi lier les matériaux d’apport pour

former une bio-concrétion dans des temps trés courts.
Notre démarche pour atteindre ces objectifs s’est décomposée en plusieurs étapes.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux propriétés du squelette granulaire de
I’agglomérat, a savoir les granulats recyclés, en termes de composition minéralogique et de réactivité
physico-chimiques dans I’eau de mer afin d’évaluer leur influence sur la précipitation du dépdt
calcomagnésien. Une fois leur composition minéralogique caractérisée, les granulats recyclés, ainsi que

les trois familles principales contenus dans le mélange, a savoir les matériaux a matrice cimentaire (Rc),
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les terre cuites (Rb) et les pierres naturelles (Ru), ont été indépendamment immergées dans de I’eau de
mer naturelle contenu dans un réacteur a double paroi pour y suivre 1’évolution des propriétés
caractéristiques de 1’eau de mer, a savoir les parametres pH/conductivité et sa composition chimique, en
fonction du temps d’immersion. Nous nous sommes plus particuliérement intéressés a I’effet de la
lixiviation des matériaux Rc dans I’eau de mer en raison de I’instabilité supposée de la matrice
cimentaire vis-a-vis des hydrates. Pour cela, des dosages ioniques, en particulier des ions calcium, ont
été réalisés lors des phénomeénes de lixiviation des Rc dans 1’eau de mer pour évaluer leur potentiel
apport en Ca’" pour la précipitation du CaCOs.

Dans un second temps, nous avons cherché a étudier la précipitation du dépot calcomagnésien par
¢lectrochimie sous un écoulement d’eau de mer a travers la mise en place et 1’élaboration d’un dispositif
d’écoulement et I’optimisation des paramétres €lectrochimiques tels que le débit d’écoulement et la
densité de courant. A I’échelle de I’agglomérat, nous avons étudié le ratio CaCO3;/Mg(OH), dans le
dépot sous polarisation cyclique et continue, en situation d’écoulement et d’immersion ainsi qu’en
présence d’un empilement granulaire a base de granulats recyclés ou naturels. En se basant sur les
mémes conditions de formulation du béton, nous avons aussi chercher a optimiser la compacité du
squelette granulaire en vue d’obtenir un matériau solide. A ce titre, les agglomérats ont été caractérisés
en termes de compacité et de cinétique de croissance en volume apparent. Le dépot calcomagnésien
précipité entre les granulats a été analysé pour chaque agglomérat en vue d’obtenir des informations

relatives a sa composition chimique et sa morphologie.

Dans une troisiéme partie, nous avons étudié la croissance et la précipitation de CaCOs induite par les
bactéries dans différents milieux environnants (eau de mer, milieux de culture) puis en présence de
lixiviat de granulats recyclés. En ce qui concerne le piégeage du CO», nous avons sélectionné des
souches bactériennes marines biocalcifiantes en fonction de leurs caractéristiques enzymatiques,
notamment par rapport a leur activité anhydrase carbonique, et des résultats recueillis par Julia Vincent
dans ses travaux de thése (219). Puis nous avons étudié ’influence du CO, sur la capacité de ces
bactéries a précipiter du CaCOs. Enfin, les synergies électrochimie-biocalcification et électrochimie-

biocalcification-granulats recyclés ont été abordées.
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2. Matériaux, méthodes et techniques d’analyses

2.1. Introduction

Ce deuxiéme chapitre détaille les matériaux et les protocoles expérimentaux employés dans ces travaux
de thése visant a la formation d’un agglomérat calcomagnésien par électrolyse de 1’eau de mer et par
utilisation de bactéries marines biocalcifiantes dans un milieu granulaire composé de granulats recyclés.
En raison du caractére tri-disciplinaire de cette thése, nous avons optés pour un plan quelque peu original
dans la présentation des materiaux et des méthodes afin de faciliter la compréhension des
protocoles/matériaux de chaque chapitre résultats. Ainsi, ce plan du chapitre 2, est organisé selon 1’ordre
des chapitres « résultats » de ce manuscrit, lesquels correspondent d’ailleurs a chacun des matériaux
étudiés a savoir: les granulats recyclés, la formation de I’agglomérat calcomagnésien et la
biocalcification par les bactéries marines biocalcifiantes. Les méthodes et protocoles associées a la

caractérisation/ formation de ces matériaux sont ainsi regroupés dans leur partie correspondante.

Apres une présentation de I'eau de mer, une composante transversale de toutes nos expérimentations,
nous présenterons les granulats utilisés pour le squelette granulaire de l'agglomérat, ainsi que le
protocole expérimental employé pour évaluer leur réactivité dans 1’eau de mer. Par la suite, nous
décrivons les montages et protocoles ¢lectrochimiques indispensable a la création de 'agglomérat, suivi
des bactéries marines utilisées ainsi que les protocoles microbiologiques centrés sur la bio-précipitation

de CaCO:s.

2.2. Eau de mer naturelle et artificielle
2.2.1. Utilisations

Afin de se rapprocher au mieux des conditions réelles environnementales, de I’eau de mer naturelle
(EDMN) a été prélevée directement dans 1’Océan Atlantique, a Angoulins-sur-Mer (17). Elle a été
conservée dans des barils étanches a température ambiante au maximum pendant deux semaines pour
limiter son acidification par le CO, atmosphérique (vérifiée par des mesures pH a 7 et 15 jours) et la
prolifération bactérienne liée a la stagnation de 1’eau. Dans le cadre de cette thése, I’eau de mer naturelle
occupe un role central dans ’ensemble des expérimentations menées. Son utilisation intervient dans
différents contextes. Elle est utilisée en tant qu’électrolyte dans le processus de formation des
agglomérats calcomagnésiens par polarisation cathodique, également comme milieu réactionnel pour la

réactivité des granulats recyclés et sert de milieu de culture pour mener les expériences de microbiologie.

En ce qui concerne 1’eau de mer artificielle (EDMA), elle est uniquement employée en tant que milieu

isotonique pour le dénombrement bactérien.




Chapitre 2 : Matériaux, méthodes et techniques d’analyses

2.2.2. Composition chimique

L’cau de mer naturelle (EDMN) est principalement composée de divers sels et ions tels que Na', K,
Mg?*, Ca**, SO4*, ClI' et HCO;". Dans le cadre de ces travaux de thése, ’eau de mer naturelle est
caractérisée par spectroscopie d’émission atomique par plasma a couplage inductif (ICP-AES) (voir
chapitre 2.3.3.3) vis-a-vis des ¢léments Ca, Mg, Al et Si, et par des mesures pH et conductivité. Ces
éléments ont été choisis par rapport a la composition chimique du dép6t calcomagnésien (DC), a savoir
le CaCOs et le Mg(OH),, et des hydrates cimentaires contenus dans le béton, qui correspondent a des
composés alumino-silicates (C-S-H, AFm et AFt) et de I’hydroxyde de calcium (Ca(OH),). Les données
obtenues par ICP-AES et par mesures pH/conductimétriques de 1’eau de mer sont présentées dans le

Tableau 2-2.

Tableau 2-1 : Caracteéristiques physico-chimiques et ioniques de I’EDMN prélevée a Angoulins (10
mesures) (17). Moyenne de 10 mesures. *=teneur en dessous du seuil de détection de I’appareil.

Eléments chimiques (g/L) Paramétres chimiques
Conductivité
Ca Mg Al Si pH
(mS/cm)

EDMN | 0,49+0,04 | 1,32+0,06 0,0017+0,001 | Négligeable* | 7,5+ 0,2 37+£3,0

Ces teneurs ioniques sont conformes a celles généralement rencontrées dans 1’Océan (10,11), excepté
pour les ions aluminium légérement en exces ([AI*Jeau demer = 1.10° g/kg) (12). La concentration en ions
magnésium est en exces par rapport a celle des ions calcium, représentant un rapport Mg/Ca équivalant
a 2,7 ou quasiment 3 :1 ce qui est couramment rencontré dans 1’eau de mer. Quant aux parameétres
chimiques, ’EDMN possede une conductivité conforme alors que le pH est [égerement plus acide que
la moyenne de 1’Océan Atlantique, estimée a 8,1 (13,14). Ceci peut résulter de I’acidification du CO,
lors du stockage de I’eau de mer dans les barils.

Quant a I’eau de mer artificielle (EDMA), sa préparation repose sur la base de la norme ASTM D1141-
98 (15). Sa composition chimique comprend 24,54 g/ de NaCl (PanReac Applichem), 1,54 g/L
CaCl,.2H,O (Honeywell), 11,1 g/L de MgCl,.6H,O (FisherScientific), 4,09 g/L de NaSO, (Sigma
Aldrich), 0,69 g/L de KCIl (Merck) et 0,23 g/L de Na,COs (Sigma Aldrich). Son pH est de 8,2. Pour les
besoins des expériences microbiologiques, ’EDMA est stérilisée a I’aide d’un autoclave (Grosseron™

modele HG-133) a 115°C pendant 20 min.
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2.3. Squelette granulaire

Les granulats recyclés (GR) et les granulats naturels (GN) ont été utilisés en tant que matiéres premicres
dans le squelette granulaire dédié¢ a la formation de 1’agglomérat. Nous avons utilisé des granulats
naturels a des fins de comparaison avec les granulats recyclés. Cependant, il est important de noter que
les granulats naturels ne sont pas 1'élément central de cette étude de thése, ce qui nous a conduit a mettre

davantage l'accent sur la caractérisation des granulats recyclés plutot que sur celle des granulats naturels.

2.3.1. Les granulats recyclés
2.1.1.1.  2.3.1.1. Origine, réception, échantillonnage et nature des constituants

D’un point de vue granulaire, les granulats sont classés par leurs dimensions extrémes, en millimétre, d
(plus petite dimension) et D (plus grande dimension).

Les granulats recyclés ont été produits par la plateforme de recyclage Valosphére a La Rochelle (17),
plateforme filiale de 1’entreprise Spie Batignolles Malet (Toulouse, 31). Un big-bag de granulats
recyclés, de fraction granulaire 0/40, d’environ 1 tonne a été réceptionné dans les locaux de I'IUT Génie
civil Construction Durable de La Rochelle Université. Pour faciliter le stockage, un échantillonnage par
quartage est réalisé sur 500 kg de GR. Cette méthode, décrite dans la Figure 2-1, réalisée manuellement,
consiste a fractionner le matériau en quatre quarts et a combiner deux quarts opposés en un tas de GR

qui est fragmenté de nouveau jusqu’a former un échantillon de laboratoire (d’environ 30kg).

Gl
&=

Echantillon- *

= s

Echantillonde-
laboratoire

®
N9

Stockagechambre- Conditionnement-
humide

Figure 2-1 : Echantillonnage, conditionnement et stockage des GR. HR = Humidité Relative

Cette opération de quartage est réalisée jusqu’a atteindre la masse d’échantillon souhaitée. Apres
échantillonnage, les GR sont conditionnés dans des sacs hermétiques de 25-30 kg, puis stockés dans une
chambre a humidité relative supérieure a 97% pour limiter, voire empécher le phénomeéne de
carbonatation naturelle. Apres réalisation d’une analyse granulométrique (voir 2.3.1.2) sur les GR

(0/40), les granulats recyclés sont divisés et stockés en deux fractions granulaires distinctes : 0/20 et
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20/40. La premicre grave est utilisée pour la structure granulaire de 1’agglomérat calcomagnésien et la

deuxiéme grave pour les essais de lixiviation des GR en EDMN.

Les propriétés physico-chimiques des granulats recyclés sont fortement influencées par leur nature
minéralogique. Pour identifier la composition des GR, un essai de tri manuel défini par la norme EN
933-11 (16) a été réalisé. Le Tableau 1-5, qui présente un extrait de cette norme, donne la masse

minimale de prise d’essai pour réaliser le tri manuel en fonction du diamétre du plus gros granulats (D).

Tableau 1- 5 : Masse minimale de prise d'essai en fonction du diamétre du plus gros granulat (NF EN
933-11)

D, diamétre du plus gros granulats (mm) | Masse minimale de prise d’essai (kg)
63 50
32 10
20 4
16 2
14 1
8 0,5

Cette masse de prise d’essai est par la suite tamisée a 4 mm, car en dessous de ce diamétre, les particules
sont considérées trop petites pour identifier leur nature avec une certitude suffisante. Nous avons donc
réalisé cet essai de tri sur deux coupures granulaires : 4/20 et 20/40, pour une masse de prise d’essai de
15 kg.

La Figure 2-2 représente la répartition massique des six familles minéralogiques, imposées par la norme,

issues de ’essai de tri réalisé sur ces deux graves.

= Ra
20/40- 57,6 343 P4 == Rrg
= X
EN Rb
4/20- 62,4 313 }é = Ru
I Rc

L) L) L) L) L) L) L) L) L) ' L) L) L) L) L) L) L) L) L) '

0 50 100

% massique

Figure 2-2 : Composition massique des GR selon deux coupures, 20/40 et 4/20, réalisée par tri manuel.
Ra = matériaux bitumineux, Rg= verre, X= autres Rb= terre cuite, briques, Ru = pierre naturelles, Rc=
matériaux a matrice cimentaire.
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Les compositions des GR 20/40 et GR 4/20 sont quasi similaires. Ces GR sont principalement composés
de trois familles : les matériaux a matrices cimentaires (Rc) représentant prés de 2/3 de ’ensemble des
GR, suivi des pierres naturelles (Ru) a hauteur de 1/3 des GR, et des terres cuites (Rb) correspondant a
moins de 10% de la composition des GR. On remarque cependant une différence au niveau de la
proportion des Rc, plus importante pour la grave 4/20, et des éléments Ru Iégérement majoritaires pour
la grave 20/40. La prédominance des éléments de béton est cohérente avec la nature des déchets inertes

entrant dans la plateforme de recyclage, essentiellement composés de matériaux de démolition.

2.1.1.2.  2.3.1.2. Analyse granulométrique
Une analyse granulométrique dont la méthode est définie par la norme EN 933-1 (2016)(7), est réalisée
sur un échantillon de 30 kg de GR (3 analyses de 10 kg), par voie séche, sans lavage, pour déterminer
la distribution dimensionnelle des grains .
L’analyse granulométrique permet de déterminer les pourcentages pondéraux respectifs des différentes
classes granulaires constituant 1’échantillon. Cette classification s’effectue au moyen d’une série de
tamis emboités les uns sur les autres dont les dimensions des ouvertures (mm) sont décroissantes du

haut vers le bas. La série de tamis utilisés dans le cadre de notre étude est donnée dans le Tableau 2-3.

Tableau 2-2 : Tamis utilisés pour I’analyse granulométrique des GR

Ouverture tamis
0,315 0,63 | 1,25 | 2,5 4 6,3 8 10 | 12,5 | 16 | 20 | 31,5

(mm)

L’échantillon, préalablement séché a I’étuve a 105°C jusqu’a stabilisation de la masse, est placé dans le
tamis d’ouverture le plus €élevé et, par vibration mécanique de 1’ensemble de la colonne, les grains sont

refusés sur les tamis selon leur taille granulaire (Figure 2-3).

, Vibration W]PPassants

S, A e w
g ] : e e -ﬂ?

S v

Tamisd’ouverture-
décroissante

Figure 2-3 : Tamisage d’un échantillon de granulats apres vibration.
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Les masses de refus, matériaux retenus par le tamis, et de passants, matériaux traversant le tamis, sont
rapportées a la masse initiale de I’échantillon permettant ainsi de construire une courbe granulométrique
avec en abscisse, a I’échelle logarithmique, le diamétre d’ouverture des tamis (um) et en ordonnée, le
pourcentage de passants cumulés (%). Pour les particules fines (<500 pm), une analyse complémentaire
estréalisée a I’aide d’un granulometre laser de type CILAS 1190 par voie séche dont le diamétre minimal

est de 0,05 pm.

2.3.2. Les granulats naturels (GN)

Les granulats naturels proviennent d’un fournisseur local de granulats pour la production de béton. Ces
granulats correspondent a de la diorite et du granite, issus de carriére. Trois fractions granulaires ont été
utilisées pour la mise en place du squelette : 0/2, 6/10 et 10/20. L’analyse granulométrique est réalisée
selon le méme protocole que détaillé précédemment. D’apres les informations données par les fiches

techniques pour chacun fraction granulaire, la masse volumique réelle est de 2,6 kg/m® pour la fraction

0/2 et de 2,9 g/cm® pour les fractions 6/10 et 10/20.

2.3.3. Techniques de caractérisation

2.1.1.3.  2.3.3.1. Masse volumique réelle
La masse volumique réelle correspond a la masse séche des granulats rapportée au volume apparent de
matiere solide (Figure 2-4.A), autrement dit le volume de solide incluant le volume des vides (pores

ouverts et fermés) (Figure 2-4.B).

D) _
Volume-air
V.
Volume-eau
~= Vi
Volume-solide V.

Volume-apparent-(Vzpp) Volume-réel-(Vy) Volume-absolue(Vy)

Figure 2-4 : A) Volume apparent (Vapp), B) réel (V.) et C) absolue (V) d’un empilement de granulats ou
D) les volumes d’air et de [’eau représentent le volume de vide (V) et les granulats, le volume de solide

(Vs).
La masse volumique réelle (p;) et la masse volumique apparente (papp) reviennent respectivement aux

expressions Eq.2-1 et Eq.2-2.

Py Eq.2-1
ms
Papp = 7~ Eq.2-2
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La masse volumique réelle est mesurée a 1’aide d’un pycnométre pour la fraction granulaire inférieure
a 6 mm et par pesée hydrostatique pour les fractions granulaires supérieures a 6 mm. Ces mesures sont
réalisées selon la norme NF EN 1097-6, 2014 (17). Les granulats sont préalablement séchés dans une

étuve a 105°C pendant 24 heures.
e M¢éthode au pycnométre

La méthode au pycnomeétre, illustrée dans la Figure 2-5, consiste a déposer une masse séche (m;) dans
un pycnométre de dimension normée puis de compléter d’eau jusqu’au trait de jauge. A cet instant, la

masse du pycnométre rempli d’eau et de 1’échantillon est notée my,

SR S R

n

Pyenométd] ¥
‘4—1\-195;5;& seche (mg) o r ‘, a
% E Qg I e .
Ajout d’eau Retrait des bulles d’air
" 2

\-.q/ J o I
(meau) : ‘.\; /‘ )
1 - = S } 1 - -': = =!

@~ o

(my)q Compléter jusqu’a jauge

Figure 2-5 : Protocole de mesure de masse volumique réelle au pycnométre

Les bulles d’airs emprisonnées dans les SR sont évacuées a 1’aide d’une tige métallique puis de I’eau
est rajoutée de nouveau jusqu’au trait de jauge a mesure que les SR absorbent 1’eau. La masse totale M;
qui représente la masse du pycnometre rempli d’eau et des SR a I’instant t est mesurée a différents
intervalles de temps : 1, 5, 10, 30 minutes ; 1, 2, 4, 8, 24 et 48 heures puis 7 jours. Une extrapolation de
ces mesures a différents intervalles permet de remonter a my, (t=0). Ces mesures sont réalisées apres
avoir complété le pycnometre d’eau. La masse volumique réelle s’exprime selon la relation suivante

(Eq.2-3).
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mg

Megy—(Mpo—Ms)

Pr= Pw Eq.2-3

Avec,

m, la masse séche des granulats recyclés dans I’air (g)

my la masse du pycnometre rempli d’eau et des granulats recyclés a I’instant to (g)
M,y 12 masse du pycnométre rempli d’eau (g)

pwla masse volumique de I’eau égale a 1g/cm’

e Pesée hydrostatique

La masse volumique réelle des fractions 6/10 et 10/20 est déterminée par pesée hydrostatique selon la

norme NF EN 1097-6 (2014)(17).

Les granulats recyclés préalablement séchés sont placés dans un panier suspendu a une balance puis
immergés dans I’eau. La masse volumique s’obtient a partir de la masse séche de 1’échantillon dans I’air
(ms) et de la masse de I’échantillon dans 1’eau a to (my). Cette masse de I’échantillon a to est cependant
difficile a mesurer en raison des mouvements de 1’eau lorsque les granulats y sont plongés. Elle est donc

déterminée par extrapolation linéaire des mesures réalisées a t=1 min, t=3 min et t=5 min (Figure 2-6).

Masseséche-dans-|’air-(mgj)

Masse-dans-’eau-a-’instant-t0(my,-)

Figure 2-6 : Protocole de mesure de masse volumique par pesée hydrostatique.

La masse volumique réelle par pesée hydrostatique se calcule selon 1’équation suivante (Eq.2-4.):

- s Eq.2-4
Pr = Peau Me— Mo q.

Avec,

m, la masse séche de I’échantillon a I’air (g)
my la masse de I’échantillon dans I’eau a t0 (g)
Peau 12 masse volumique de ’eau égale a 1g/cm’
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2.1.1.4.  2.3.3.2. Compacité du squelette granulaire
La compacité (c) correspond au volume de solide (V) rapporté au volume total (V). En se référant a la
Figure 2-4, elle s’exprime par le rapport de la masse volumique apparente (papp) et de la masse

volumique réelle (pr) selon I’Eq.2-5.

c=Lare Eq.2-5

pr
En utilisant la proportion de chaque fraction granulaire, préalablement définie par l'analyse
granulométrique, qui compose le squelette granulaire, nous pouvons calculer la compacité initiale (ci)
de I'empilement granulaire. Ceci est réalisé en se basant sur la masse volumique réelle de chaque fraction

ainsi que sur le volume apparent du squelette selon I’Eq.2-6:

p

pa Qa,
(%) ¢ == £ x 100 Eq.2-6

Pabs %ml'pabsl+%m2'pab52+%m3'pabs3
Avec,

¢i la compacité initiale du squelette granulaire (%)

Papp 12 masse volumique apparente du squelette granulaire (g/cm?)

pabs 1a masse volumique absolue du squelette granulaire (g/cm®) déterminée par la masse volumique
absolue de chaque fraction granulaire (pabsx avec x=1,2,3...) en prenant en compte leur proportion
massique (Yomx avec x=1,2,3..et > %mx = 1) au sein du squelette

2.1.1.5. 2.3.3.3. La spectroscopie d’émission atomique par plasma a couplage
inductif (ICP-AES)

La spectroscopie d’émission atomique par plasma a couplage inductif (ICP-AES) est une technique
analytique qualitative basée sur I’ionisation d’une population d’atomes et d’ions d’un échantillon par
émission de radiations lumineuses. Elle permet de mesurer la nature et la concentration en éléments
chimiques se trouvant en solution. Pour ces travaux de thése, cette technique est utilisée pour évaluer
I’effet de la lixiviation des granulats recyclés sur la composition chimique de 1’eau de mer, dont le
montage et le protocole expérimental sont détaillés dans la partie suivante.
Pour ces expérimentations, nous avons sélectionné quatre éléments : Ca, Mg, Si et Al. Les limites de
détection de ces éléments imposées par le spectrométre Vista-MPX Varian, appareil utilisé ici, sont
présentées dans le Tableau 2-4.

Tableau 2- 3. Limites de détection des éléments Ca, Mg, Al et Si, imposées par le spectrométre Vista-
MPX Varian.

Elément Ca Mg Al Si
LDmin (mg/L) 0,300 0,064 0,036 0,224
LDmax (mg/L) 100 1000 5 5

LDmin = Limite de détection minimale ; LDmax = Limite de détection maximale
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L‘étalonnage est réalisé a partir de solutions commerciales multiélémentaire PLASMA CAL de la
société SCP SCIENCE. Avant les dosages, chaque échantillon est acidifié dans une solution d’acide

nitrique HNO3,69% (Trace Métal Grade, Fischer Scientific), a 1%volume.

2.3.4. Réactivité en eau de mer : montage et protocole

La réactivité physico-chimique des granulats recyclés dans I’eau de mer naturelle a été étudi¢e grace a

la conception et le montage d’un réacteur en verre a double paroi.

Les expériences sont réalisées dans un réacteur en verre a double paroi d’une contenance de 2L. La
température du milieu est contrélée par circulation d’eau dans la double paroi a I’aide d’un bain
thermostaté a 22 + 2°C, en lien avec la température moyenne de I’eau de mer mesurée dans les aquariums
(voir (chapitre2)-2.4). Le réacteur a été concu par modélisation 3D sur SolidWorks (édition 2021-
2022). Les expériences sont menées a la pression atmosphérique. Le montage et le protocole sont

illustrés respectivement sur les Figure 2-7 et 2-8.

Sonde-Conductivité Agitateur-mécanique
Sonde-pH
- Réacteur
Z
= . ,
[ Bain-thermostaté
Lﬁ Eau-douce
g
c?: Eau de mer ‘

Figure 2-7: Montage du réacteur a double paroi dédié a l’étude de la réactivité des granulats recyclés
dans [’eau de mer et mesures du pH et de la conductivité.

Pour chaque catégorie de matériaux GR, Rc, Rb et Ru, les échantillons sont obtenus par concassage et
tamisage (ouverture du tamis 5 mm) de la fraction 20/40, en sable recyclé (SR) 0/5. Le sable naturel
(SN) 0/5 est préparé par concassage et tamisage de la fraction 6/10. Les échantillons sont introduits dans
un volume de 1,5 L d’eau de mer naturelle puis mis en suspension a I’aide d’une agitation mécanique
fixée a 500 tr/min. Les matiéres séches de SR, Rc, Rb, Ru et SN introduites dans I’eau de mer sont de
150g chacun pour un rapport Liquide/Solide de 10. Pour chaque essai, les échantillons ont été
préalablement déshydratés dans une étude a 105°C pendant 24 heures. Les mesures de pH et de
conductivité sont réalisées toutes les 2 minutes pendant 24h puis toutes les 10 min jusqu’a 1’équilibre

du systéme solide/solution. Les électrodes sont étalonnées a chaque début d’expérience.
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—
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Figure 2-8: Préparations des échantillons de granulats pour leur étude en réacteur et protocole
d’expérimentations visant a suivre [’effet de leurs lixiviations sur les propriétés de [’eau de mer en
termes de pH/conductivité et de sa composition chimique

Des dosages ioniques sont effectués au cours du temps a raison de prélévements ponctuels a différentes
échéances 30 min, 24h, 48h, 4, 6, 8 et 9 jours. Ces prélévements sont réalisés a 1’aide d’une seringue de
15 mL munie d’un filtre a fibres de verre de porosité 20 um (marque Corning). La solution filtrée (SF)
est analysée par ICP pour quantifier les teneurs en calcium, magnésium, aluminium et silicium.

Un deuxiéme prélévement est réalisé simultanément avec une seringue, cette fois-ci sans filtre, pour
récupérer et analyser les résidus solides en suspension dans la solution. Pour cela, la solution prélevée
est filtrée a ’aide d’un papier filtre de porosité 20 um dans une fiole de 100 mL. Les résidus déposés
sur le papier filtre sont séchés a température ambiante pendant 48h pour €tre ensuite caractérisés par
Diffraction & Rayons X (DRX). A chaque fin d’expérience, les échantillons de GR sont retirés par
filtration puis de nouveau séchés a I’étuve pendant 24 heures pour étre caractérisés par DRX et Analyse
ThermoGravimétrique (ATG). Avant immersion, une analyse ATG est effectuée sur des échantillons

témoins pour déterminer sa composition et quantifier les proportions de certains constituants.

2.4. Formation de I’agglomérat calcomagnésien : montages et caractérisation
2.4.1. Montages et protocoles électrochimiques

L’agglomérat calcomagnésien est formé par polarisation cathodique en immersion et en écoulement. Le
montage expérimental commun aux deux conditions est constitu¢ d’un aquarium de 15 L alimenté en
continu d’eau de mer et d’un dispositif électrochimique (Figure 2-9.gauche). Ce montage a été
développé par le laboratoire LaSIE et notamment employ¢ dans les travaux de thése de Zanibellato (5)

pour la formation d’agglomérats en immersion. Le dispositif électrochimique est un montage a 3
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électrodes, composé d’une électrode de référence Ag/AgCl (+0.250 V/ESH) préalablement calibrée,
d’une contre électrode en titane platiné (anode) et d’une électrode de travail (cathode) enfouie dans un
empilement granulaire, le tout contenu dans un panier éco-congu immergé ou émergé dans 1’eau de mer.
Ces électrodes sont reliées a un potentiostat VSP Biologic, lui-méme connecté a un ordinateur pour
suivre les mesures de potentiel (Figure 2-9.droite). La cathode est une grille d’acier de construction
standard a mailles carrées de 2,4 cm et de dimension d’environ 8,5 cm de longueur et 6 cm de largeur

pour une surface cathodique exposée de 40,5 cm? (Volume grille (V) = 2,6 cm®).

Figure 2-9: Photos de A) l’aquarium alimenté en eau de mer en continu et B) du dispositif
électrochimique (potentiostat + ordinateur).

L’alimentation en eau de mer s’effectue a partir d’un bac réservoir de 40L dans lequel est placé une
pompe d’aquarium standard (marque EHEIM) connectée a une canne d’aspiration qui est positionnée
dans I’aquarium. Une perforation positionnée sur le coté de I’aquarium permet 1’évacuation de 1’eau de
mer jusqu’au bac réservoir, permettant ainsi une alimentation continue en circuit ouvert de 1’eau de mer
(débit d’environ 5L/min). Ces bacs sont renouvelés quasiment chaque semaine d’eau de mer fraichement
récupérée d’ Angoulins-sur-Mer afin d’équilibrer la concentration ionique (appauvrissement progressif
ionique dfi a la consommation des ions Ca*" et Mg?" par la précipitation du dépot et enrichissement lié
a I’évaporation de I’eau). Dans le laboratoire, la température de 1’eau de mer contenue dans 1I’aquarium
varie de 18 (hiver) a 22°C (été) selon les saisons.

La différence entre la polarisation cathodique par immersion et écoulement repose sur I’emplacement
du panier dans I’aquarium, qui dans le premier cas est complétement immergé dans I’eau de mer et dans
le second cas se positionne au-dessus du niveau de 1’eau. Dans le cadre de ces travaux, un dispositif
expérimental intégrant un systéme d’écoulement d’eau de mer a été spécifiquement développé pour la
formation de I’agglomérat calcomagnésien. Les montages dédiés aux deux conditions sont présentés

dans la partie suivante.
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2.1.1.6.  2.4.1.1. Polarisation cathodique immersion/écoulement
2.4.1.1.1. Immersion
La Figure 2-10 schématise le montage expérimental dédi¢ a la formation de I’agglomérat en immersion.

En situation d’immersion, le panier contenant I’empilement granulaire et la cathode est positionné au

fond de I’aquarium.

Immersion

Canne d'aspiration

Figure 2- 10 : Montages expérimentaux.(dispositif électrochimique + aquarium alimenté en continu +
panier contenant les GR avec la grille placée a [’horizontal) utilisé pour les expériences en immersion.

Eau de mer nal rural'q

2.4.1.1.2. Ecoulement

La Figure 2-11 schématise le montage expérimental dédi¢ a la formation de I’agglomérat en

écoulement.

Connection
électrique
Ecoulement 3

Potentiostat )
Géotextile
Granulats

Courant & recyclés
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Figure 2-11 : Montages expérimentaux.(dispositif électrochimique + aquarium alimenté en continu +
panier contenant les GR avec la grille placée a I’horizontal + systéme d’écoulement d’eau de mer)
utilisé pour les expériences en écoulement.
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En écoulement, le panier contenant les GR et la grille est placé au niveau de la surface de I’eau de mer.
Un systéme en écoulement a été spécialement congu et mis en place pour garantir le passage du courant

a la surface de la grille a travers un écoulement d’eau de mer, juste au-dessus du panier.

Ce systeme d’écoulement se compose d’une pompe péristaltique LabN1 avec une téte de pompe
multicanaux type YZ1515x (marque Shenchen) accompagnée de tubes flexibles en silicone, d’un
Réservoir d’Ecoulement d’Eau de Mer (REEM) spécialement dimensionné (SolidWorks (édition 2021-
2022)) et imprimé en 3D (imprimante Ultimaker 5S-Polymeres utilisés : ABS (Acrylonitrile Butadiéne
Styréne) et PLA (Acide Polylactique)) (Figure 2-11 et Figure 2-12). Soit les expérimentations sont
réalisées avec la grille seule (Figure 2-12.A) et soit avec la grille enfouie dans un empilement de
granulats (recyclés ou naturels) contenu dans un panier issus de poche a huitre, dédié a la formation de
I’AG sous écoulement (Figure 2-12.B). L’alimentation en eau de mer par la pompe péristaltique
s’effectue par le haut du REEM. Les fabrications du panier et du réservoir d’eau de mer sont le résultat

d’une succession d’essais de conception et de dimensionnement.

REEM

Support-de maintien

Paniercontenantdes granulats:
recyclésetlagrille

Figure 2-12 : Photos du systeme d’écoulement illustrant la mise en place du réservoir d’écoulement
d’eau de mer (REEM) dédié a A) [’étude du dépit calcomagnésien sur une grille nue et B) la formation
d’agglomérats calcomagnésien sur une grille enfouie dans un panier contenant des granulats recyclés
(avec visualisation du support de maintien).

Apreés plusieurs essais de fabrication, le REEM dédié a la formation de 1’agglomérat est constitué d’un
demi-tube a quatre orifices positionnés a équidistance sur la longueur et surmonté en son centre d’un
raccord permettant 1’arrivée en eau de mer amenée par la pompe péristaltique (Figure 2-11.B).
L’ouverture du tube permet de contrdler 1’évacuation en eau sur chaque sortie. Ces quatre orifices, de 2
mm de diamétre, correspondent au diamétre a chaque extrémité de la grille d’acier. Ce diamétre et la
position du raccord ont été spécialement étudiés pour permettre un débit d’écoulement similaire dans
chaque orifice. Le REEM est positionné au-dessus du panier. Le panier (grille + granulats) et le REEM
sont placés au-dessus du niveau de I’eau de mer par des supports crochetés sur les rebords de I’aquarium

(Figure 2-12.B).
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2.1.1.7.  2.4.1.2. Préparation des paniers contenant les GR
Le panier contenant les GR est fabriqué a partir de récupération de poches a huitre et de géotextile. Il se
présente sous une forme parallélépipéde rectangle. Chaque face est découpée dans une poche a huitre
puis jointe a un géotextile avant d’étre reliée aux autres faces a 1’aide de serflex. Le géotextile permet
de retenir les grains de granulats de petite taille. Les dimensionnements du panier ont été définies par
rapport a la hauteur de la grille, la largeur de I’aquarium mais aussi selon le dispositif de maintien de
I’ensemble du systéme « réservoir + panier » au-dessus du niveau de 1’eau de mer (symbolisant la marée
basse), que nous verrons ci-apres. Le panier est placé juste au-dessus du niveau de 1’eau de mer (le bas
du panier effleure la surface de I’eau de mer) de telle maniére & minimiser la chute ohmique et permettre

une circulation continue du courant.

Avant la mise en place de la grille dans le panier, sa surface est décapée a I’aide d’une solution de
décapage normée (ASTM standards G1-03 : 50%y HCI (35%) + 50%. d’eau pure + 3,5g d’inhibiteur
de corrosion (hexaméthylénetétramine)) pour retirer les produits de corrosion puis elle est rincée a 1’eau
déionisée et enfin séchée. Des petites cordes d’environ 5-6 cm sont nouées aux extrémités longitudinales
de la grille d’acier pour amorcer la précipitation du DC et garantir une continuité électrolytique. En effet,
les cordes retiennent 1’eau ce qui entraine une augmentation significative du pH localement via les
réactions électrochimiques se produisant a la surface de la grille. Dans la situation présentée sur la
Figure 2-12.A, I’écoulement entre la grille et I’eau de mer de 1’aquarium n’est pas continu et s’effectue
en goutte a goutte ce qui se traduit par une diminution de la section traversée par le courant et donc une
augmentation de la chute ohmique. L ajout de cordes permet un écoulement continu de 1’eau de la grille
a I’eau de mer et donc une continuité électrolytique. La Figure 2-13 présente les étapes de préparation

des échantillons (panier+grille+granulats).

Résine prise
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I,? |" — D EV
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Granulats
recyclés

Figure 2-13 : Préparation du panier : 1) connexion électrique, 2) résinage du cordon de soudure, 3)
mise en place de la grille dans le panier et 4) remplissage de granulats recyclés.
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Deux fils électriques sont soudés de chaque co6té de la grille pour permettre les connexions électriques
et répartir le courant sur I’ensemble de la cathode (Figure 2-13-1). Ces dernicres sont ensuite enrobées
dans une résine époxy pour assurer I’étanchéité de la liaison (Figure 2-13 -2). La grille est finalement
positionnée a la verticale au milieu du panier (Figure 2-13-3) avant d’étre totalement ensevelie par les
granulats (recyclés ou naturels) (Figure 2-13-4). En retirant les volumes de la grille et des supports
dédiés a la suspension du systéme « panier + REEM », le volume total du panier accessible aux granulats

(V) est de 1320 + 80 cm’.

2.4.2. Caractérisation de ’agglomérat
2.1.1.8.  2.4.2.1. Modélisation 3D

Les volumes apparents des agglomérats calcomagnésiens (Vagg) sont déterminés par numérisation 3D a
I’aide d’un scanner 3D. Ces mesures nous permettent de suivre une cinétique de croissance en volume
des concrétions a plusieurs intervalles de temps. Il est important de préciser que le volume d’agglomérat
(Vagg) cité dans ces travaux n’inclut pas le volume de la grille métallique. Le volume de la grille, qui est
3,3 cm’, est soustrait du volume déterminé par les logiciels Blender et EXScan.

Deux scanners 3D portables ont été employés pour la numérisation des agglomérats : le scanner Matter
n Form V2 (MF) et le scanner EINscan-SP Shining 3D (EI) (Figure 2-14). Notons que le premier
appareil a rencontré un dysfonctionnement technique et a été subséquemment remplacé par le scanner

EINscan. 40 agglomérats ont été numérisés par le scanner MF et 23 avec le scanner Einscan.

Figure 2-14 : lllustration des scanners 3D Matter n Form V2 (gauche) (photo web) et EINscan-SP V2
Shining 3D (droite).

Ces scanners utilisent une technologie de laser triangulaire qui consiste & projeter le faisceau laser sur
un objet placé au centre d’un plateau tournant. La rotation du plateau permet de numériser tous les cotés
de I’objet. Ces appareils sont connectés a un ordinateur qui héberge le logiciel de numérisation propre

aux scanners (MFStudio pour le scanner MF et EXScan pour le scanner El), stocke les données et
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numérise. La calibration des appareils est réalisée de maniére hebdomadaire. La fiabilit¢é de la
numérisation de chaque appareil est vérifiée en numérisant un objet de volume connu.

Les étapes permettant d’obtenir le volume apparent des agglomérats calcomagnésien (AG) sont
détaillées pour chaque scanner 3D sur la Figure 2-15.

Apres une configuration des parametres de numeérisation (texturation, angle de rotation, zone de scan...),
la numérisation est lancée. A paramétre fixe, la durée d’analyse dépend essentiellement du scanner et
du processeur de 1’ordinateur. L utilisation du scanner EI a permis de diviser le temps de scan par 90
(10 min contre 900 min (3 scans de 5 heures)). A la fin de 1’analyse, il s’en suit une derniére étape de
traitement qui vise a mailler le « modele » pour extraire les informations relatives a sa surface, son
volume et ses dimensions (hauteur, largeur, longueur).

Contrairement au logiciel EXScan, le logiciel MFStudio ne permet pas la détermination instantanée du
volume des agglomérats. Nous avons donc eu recours a un logiciel de modélisation 3D, appelé Blender,

pour obtenir le volume.
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Figure 2-15 : Etapes de numérisation des agglomérats calcomagnésiens et traitement des scans selon
les deux scanners 3D.
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2.1.1.9.  2.4.2.2. Porosité accessible a I’eau
Pour déterminer la porosité des agglomérats calcomagnésiens, nous procédons a un essai de porosité
accessible a 1’eau selon la procédure AFPC-AFREM, 1997. Cette méthode permet de mesurer la quantité
d’eau pouvant circuler dans le réseau de pores interconnectés du matériau. Pour cela, le dispositif
expérimental accompagné du mode opératoire, présentés en Figure 2-16 et Figure 2-17 consiste a

saturer le matériau en eau sous vide pendant 20h a 1’aide d’un dessiccateur et d’une pompe.

Agglomérats superposés a I’horizontale

Figure 2-16 : Dessiccateur et installation des agglomérats calcomagnésiens superposés a [’horizontale.

Vide-pendant4h- J

Pesée-azec Peséehydrostatique Pesée-a-l'air
Mear Mann My

Figure 2- 17 : Protocole de mesure de la porosité accessible a ’eau des agglomérats calcomagnésiens

Les échantillons sont, dans un premier temps, placés a I’horizontale dans un dessiccateur relié¢ a une
pompe (Figure 2-16). Apres 4 heures de mise sous vide, I’eau est progressivement ajoutée jusqu’a 2 cm
au-dessus de la surface des échantillons (Figure 2-17). Une fois les échantillons immergés, le vide est

maintenu pendant 20 heures. Les échantillons saturés en eau sont, par la suite, pesés a I’air sur une
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balance a £0,001g de précision, ce qui correspond a mg, puis ils sont pesés dans I’eau par pesée
hydrostatique, ce qui correspond a m..,. Enfin les échantillons sont séchés a 1’étuve a 105°C jusqu’a
stabilisation de la masse et pesés pour obtenir la masse seéche notée mi,... Finalement, la porosité s’ obtient

a partir de ’Eq.2-17.

0= Vyides _ Mair—Msec Eq2-7

Vtotal ~Mair—Meau
Avec,

m,ir la masse a I’air de I’échantillon saturé, exprimée en grammes
M,y 12 masse dans 1’eau de 1’échantillon saturé, exprimée en grammes
Mg la masse de 1’échantillon apres séchage dans 1’étuve a 105°C, exprimée en grammes.

Pour éviter la dissolution du dépdt calcomagnésien, le milieu aqueux est alcalinisé a I’aide d’une solution

de NaOH a 0,5 mol/L, préalablement préparée, jusqu’a pH 9,5.

2.1.1.10. 2.4.2.3. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage permet d’obtenir des images a haute résolution, de I’ordre de 5-
10 nm dans le meilleur des cas, de la surface d’un échantillon avec une profondeur de champ d’environ
1 nm, en utilisant le principe des interactions €électrons-maticre. Cette technique permet de communiquer
des informations relatives a la morphologie et la composition des échantillons analysés. Les échantillons
sont analysés par détection d’électrons secondaires pour obtenir des informations topographiques et via
les électrons électrodiffusés pour les informations chimiques de [’échantillon. Le contraste
topographique permet, a partir des variations topographiques de la surface de I’échantillon, de visualiser
les aspérités présentes en surface, alors que le contraste chimique permet de déterminer la composition
chimique des différentes phases présentes en surface de 1’échantillon. Le contraste chimique révele un
contraste de gris suivant le numéro atomique (Z). Plus Z est grand, plus I’image est claire.
Couplée a la Spectrométrie Dispersive d’Energie (EDS), cette technique s’est avérée utile pour visualiser
et analyser le dépot calcomagnésien entre les GR.
Au préalable, les agglomérats calcomagnésiens ont ét¢ enrobées dans la résine époxy puis découpés a
’aide d’une trongonneuse munis d’une lame diamant pour obtenir une taille d’échantillon de 1’ordre de
1 cm d’épaisseur. La surface des échantillons a ensuite été polie pour éliminer les traces métalliques de
la lame.
L’ensemble des échantillons ont été analysés a 1’aide de deux microscopes €lectroniques :

e FEI Quanta 200F ESEM Environnemental munis d’un canon FEG, précision de 3 nm avec une

source alimentée a 15kV et une pression d’eau de 1,1 mbar.

e JEOL JSM 5410, munis d’un canon au Tungsténe et d’une précision de 35 nm.

Des analyses par spectroscopie a dispersion d’énergie (EDS) sont réalisées grace au systéeme EDAX,

pour identifier les éléments chimiques présents dans les échantillons.

( 101
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2.5. Les bactéries marines et les protocoles microbiologiques
2.5.1.Sélection des souches bactériennes biocalcifiantes

Quatre souches bactériennes biocalcifiantes d’origine marine ont été sélectionnées parmi la collection
du laboratoire LIENSs. Ces bactéries ont été isolées a partir de prélévements sur un dépot
calcomagnésien formé par polarisation cathodique dans le Port de plaisance de La Rochelle réalisés en
2019, et identifiées par séquencgage du gene de ’ADNr 16 S (9). Leurs caractéristiques respectives sont

résumées dans le Tableau 2-4.

Tableau 2-4: Souches bactériennes marines biocalcifiantes sélectionnées pour 1’étude et leurs

caractéristiques (9).

Production de CaCOs (mg/mL) a
Souches bactériennes Caractéristiques
Activité 7 jours d’incubation
. de la paroi
Nom de enzymatique . MB + CaCl;
Genre et espece cellulaire MB + CaCl;
code +Urée
Epibacterium
CD4 U-/AC+ Gram - 0,5 0,5
mobile
Virgibacillus
CD6 U+/AC+ Gram + ~1,5 5
halodenitrificans
Planoccocus
CDS8 U-/AC+ Gram + ~1,5 1,25
maritimus
Pseudoalteromonas CD10 U+/AC+ Gram - 1,5 1,5

U= Uréase et AC= Anhydrase carbonique

Les quatre souches ont été sélectionnées pour la présence d’une activité enzymatique anhydrase
carbonique (AC+) tandis que seulement deux souches Virgibacillus halodenitrificans (CD6) et
Pseudoalteromonas sp. (CD10) sont également uréase-positive (U+). Les souches Epibacterium mobile
(CD4) et Planoccocus maritimus (CD8) sont utilisées pour leur capacité biocalcifiante basée sur leur
seule activité AC (avec éventuellement une autre activité enzymatique non identifiée (10)). Pour chaque
caractéristique enzymatique, une souche Gram positive et Gram négative sont étudiées. Leur aptitude a
produire du CaCO; constitue également un critére déterminant lors du processus de sélection des

souches.

Tel que nous I’avons évoqué dans le Chapitre 1, et qu’on rappelle ici (Tableau 2-4), la souche
Virgibacillus halodenitrificans CD6 s’est montrée la plus efficace dans la production de CaCOs, elle
posséde notamment ’activité uréase la plus intense parmi les 14 bactéries marines biocalcifiantes
(Tableau 1-4) de la collection du laboratoire. La souche CD6 est Gram positive, ¢’est-a-dire que les
sites accessibles pour les liaisons cationiques, notamment pour les ions Ca*" seraient plus nombreux que

pour les bactéries Gram négative (8). A titre de comparaison, nous avons sélectionné une souche uréase
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positive et Gram négative, CD10, qui compte parmi celles induisant le plus de CaCOs chez les bactéries

marines Gram négative étudiées.

Pour étudier le réle de I’anhydrase carbonique dans la production de CaCOs , les souches Epibacterium
mobile CDS8 et Planoccocus maritimus CD4 ont été choisies pour leur capacité biocalcifiante basée sur

leur seule activité AC (avec éventuellement une autre activité enzymatique non identifiée (10).

2.5.2. Milieux de culture
La composition des milieux liquides et solides utilisées pour les expérimentations microbiologiques sont
résumées dans le Tableau 2-5. L’eau de mer naturelle (EDMN) et artificielle utilisées pour les milieux

de culture sont les mémes que décrites en Chapitre 2-2.
Tableau 2-5 : Composition des milieux de culture bactérienne utilisés

Milieu Composition
NH4NOs 0,0016 g/L , peptone bactériologique
5 ¢g/L , H3BOs3 0,022 g/l , CaCl; anhydre 1,8
g/L , Na;HPO40,008 g/L , MgCl: anhydre 8,8
g/L , KBr 0,08 g/, KC10,55 g/L , NaHCO3
0,16 g/L, NaCl 19,4 g/L , NaF 0,0024 g/L,
NazSi03 0,004 g/L , Na2SO4 3,24 g/L , SrCh
0,034 g/L , extrait de levure 1 g/L et citrate

Marine Broth (MB)
(Condalab)

ferrique 0,1 g/L.
pH=7,6 £ 0,2 4 25°C

10 g/L tryptone ; 5 g/L extrait de viande ;
5 g/L NaCl

Bouillon nutritif

(BN) (Biokar)
pH=7,2+ 0,2 a 25°C
40,2 g/ MB ; 12 g/L Agar bactériologique
Marine Agar (MA) type E (Biokar)
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La croissance des bactéries est étudiée dans le milieu MB (Marine Broth), le milieu EDMN+ (Eau De
Mer naturelle + bouillon nutritif) et les milieux EL/MEL (Eau Lixiviée/Eau Lixiviée avec MB) (Tableau
2-5):

e le milieu MB fournit un environnement propice au développement des cellules bactériennes. 1l
est composé de 40,2 g/L de MB solubilisés dans de 1’eau osmosée,

e le milieu EDMN+ simule 1’écosystéme marin naturel. Il est composé d’eau de mer naturelle
(EDMN) et de 0,5 g/L de bouillon nutritif (BN),

e les milieux EL (lixiviat de granulats recyclés) et MEL (lixiviat de granulats recyclés enrichi en
MB) contiennent un lixiviat de granulats recyclés. Le milieu EL est obtenu par lixiviation d’un
échantillon de granulats recyclés (fraction 0/5) dans un volume d’eau de mer naturelle, cinq fois
supérieur en masse a celle des granulats (voir (chapitre 2)-2.3.4) (rapport liquide-solide (L/S)
en masse = 5). Le mélange est agité pendant 15 minutes. La suspension résultante, nommée
lixiviat, est ensuite récupérée puis filtrée sous-vide a travers un filtre de porosité 20 pm (filtre
en fibre de verre de la marque Corning). Cette étape vise a éliminer les particules résiduelles de
granulats recyclés (> a 20um) ainsi que tout précipité potentiel résultant de la lixiviation. La
Figure 2-18 illustre le processus de filtration sous-vide du lixiviat de GR, avec en Figure 2-
18.A le dispositif de filtration, et en Figure 2-18.B et C, la premiére et derniére étape de
filtration du lixiviat (4 étapes de filtration sont généralement réalisés). Apres filtration, 0,5 g/L.
de BN sont incorporés au lixiviat filtré, formant ainsi le milieu EL. En ce qui concerne le milieu
MEL, le milieu EL est additionné de 40,2 g/ de MB, ce qui constitue une version enrichie en

MB du milieu EL.

lérefiltration Derniérefiltration

Figure 2-18 : (4) Dispositif de filtration sous-vide du lixiviat de granulats recyclés ; (B) 1 ¢ filtration
et (C) 3°™ filtration.

Pour les analyses microbiologiques, tous les milieux de culture et solutions d’eau de mer (EDMN et
EDMA) sont stérilisés a I’aide d’un autoclave (Grosseron™ modéle HG-133) a 115°C pendant 20 min.

Le pH des milieux EL et MEL, d’environ 9,2 avant stérilisation, est respectivement de 8,3 et 8,2 apres

( ]
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stérilisation et celui des milieux MB et EDMN est, respectivement de 6,5 et 8,17 avant stérilisation et
7,6 et 8,5, aprés stérilisation. Cette acidification du milieu pendant la stérilisation a été observée

seulement pour les milieux EL/MEL, nous n’avons cependant pas d’explication a donner.

Selon les besoins des expériences et les souches bactériennes utilisées, les milieux de culture peuvent
étre supplémentés extemporanément avec des solutions stériles de CaCl, (3,7 g/L soit 25 mmol/L) et

d’urée (20 g/L soit 330 mmol/L).

2.5.3. Cultures bactériennes

Les bactéries sont conservées individuellement, en cryotubes, a -80°C, dans leur milieu de culture MB
avec 30% (v/v) de glycérol (liquide cryoprotecteur). La culture des 4 souches bactériennes est réalisée
dans le milieu MB (sous agitation orbitale 160 rpm) ou sur un milieu gélos¢ MA, a 30°C, pendant 24
heures. Les bactéries marines, préalablement cultivées sur milieu gélosé MA, sont prélevées de la gélose
et ensemencées dans 5 mL de milieu MB pendant 24 heures a 30°C, sous agitation orbitale (160 rpm)
afin de réaliser une culture des bactéries (Figure 2-19). Cette culture (également appelée préculture)
sert a ensemencer un volume de milieu de culture plus grand (milieu de culture variable selon les

analyses microbiologiques a réaliser).

~7

+1re
Flree | Cuvettes
. Concentration.
Lelonie. bactérienne
bactérienne
50saL MBiy Em&wc Préculture +100uL Préculture
Voouche Absorbance
=25 mmolL Uree
+3 T-a- —
F3Lgl-Calh. Ajustement Veouche pourayoir :
une-concentrationbactérienne:
410" bacténe/mL-
| Tee————
wa;lﬂﬂn}Ldﬂwﬂi@n: Spectrophotomate
eastionas] (3=6001nm)
Echantillon=culture-bactérienne

Figure 2- 19: Protocole expérimental de la préparation des cultures bactériennes

100 mL de milieu de culture MB, EMB, MEL ou EL supplémenté en CaCl, (3.7 g/L) sont inoculés avec
une préculture de la veille de maniére a obtenir une culture de 10’UFC/mL dans les Erlenmeyers au jour
0. La concentration bactérienne des précultures est mesurée par densité optique a I’aide d’un

spectrophotométre (ShimadzuTM UV 1240 Multicell Spectrometer) a la longueur d’onde A=600 nm.
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Les précultures des différentes souches étudi¢es sont réalisées la veille de la manipulation a partir de
colonies prélevées sur milieu gélosé MA et re-suspendues dans du milieu MB afin d’obtenir une
croissance optimale des souches. Seule la souche CD6 est supplémentée dans certaines conditions en

CaCl, et en urée (20g/L).

Le mélange (la culture) est ensuite incubé durant 7 jours et le suivi de croissance de la culture est réalisé
par dénombrement bactérien en début de croissance (t0) et apres 24h (t1), 3 jours (t3), 5 jours (t5) et 7

jours (t7) d’incubation. Un suivi de pH est réalisé en paralléle en fonction du temps.

2.5.4.Dénombrement bactérien

Le suivi de la croissance des bactéries est réalisé par dénombrement bactérien aux jours 0, 1, 3, 5 et 7.
Deux erlenmeyers sont ensemencés pour chaque jour de prélévement, une moitié est placée dans un
incubateur orbital (Stuart, SSL1) sans CO; et ’autre moitié dans une enceinte CO, (cf paragraphe
enceinte) a température ambiante sous agitation a 130 rpm pour les deux conditions. Pour chaque
Erlenmeyer, deux prélevements stériles de S00uL de culture sont réalisés : un pour le dénombrement
bactérien et le second pour la mesure de pH respectivement (Figure 2-19). Le dénombrement bactérien

est effectué par la méthode de dilution en série au dixiéme dans une solution isotonique d’EDMA.

Echantillon 0L 102 10 0-3 106
500uL ,"\\.\SOOPL \ \ \' \' \ \' \
g w _ 100y
pH Dénombrement i
9[II[II|1LEDMA | i

Incubation-24h-
a-30°C

L]
Dénombrement bactérien

Figure 2- 20 : Protocole de dénombrement bactérien
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Un prélevement de 100uL de I’échantillon de culture est réalisé a I’aide d’une micropipette et incorporé
dans un tube a fond conique (Eppendorf) contenant 900uL d’EDMA (dilution au 1/10°™). La suspension
bactérienne, contenue dans les 900uL d’EDMA est ensuite diluée successivement au 1/10°™ vig des
prélévements successifs de 100 puL. de chaque dilution additionnée a 900 uL. ’EDMA. 100 uL des quatre
derniéres dilutions sont étalés a la surface du milieu gélosé MA puis incubés pendant 24 heures a 30°C.
Le dénombrement des colonies bactériennes est réalisé a I’ceil nu sur un fond noir, chaque colonie étant
supposée provenir initialement d’ une bactérie déposée sur la surface de la gélose. Les résultats sont

exprimés en « unité formant colonies » (UFC) par millilitre de suspension bactérienne (UFC/mL).

2.5.5. Récupération du CaCOs; précipité
Le CaCOs produit par les bactéries en milieu de culture liquide est récupéré par lyophilisation des

cultures entieres. Les étapes conduisant a I’obtention d’une poudre lyophilisée sont représentées dans la

Figure 2-21.

Falcon i '
Transvasement M i .

q i 'fn - é: ]Sumageant
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Poudre- L
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Figure 2-21 : Protocole de lyophilisation des cultures bactériennes visant a la récupération du CaCOs
bio-précipite

Aprés 5 ou 7 jours d’incubation, les cultures bactériennes (100 mL) sont transvasées dans trois tubes a
fond conique (Falcons) de 50mL (soit 30-35 mL dans chaque tubes) puis centrifugées pendant 5 min a
5000 x g. Il en résulte un mélange biphasé composé d’un culot comprenant le CaCOs et les cellules
bactériennes, et d’un surnageant. Apres retrait du surnageant, les trois culots sont mis en suspension
dans 20 mL d’eau déionisée, dans un nouveau Falcon unique puis centrifugé de nouveau dans les mémes
conditions. Le culot final est remis en suspension dans 20 mL d’eau déionisée puis congelé & -80°C

pendant au minimum 24 heures avant d’étre déshydraté par lyophilisation. Le procédé de lyophilisation
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consiste a la dessiccation de composés préalablement congelé, par sublimation de 1’eau. Les échantillons
sont placés ainsi dans un lyophilisateur (COSMOS 20k) sous vide (pression inférieure a 450 mTorr) a -
80°C pendant 4 jours.

Il en résulte une poudre cotonneuse de couleur blanche ou orange (selon la souche bactérienne étudiée)

qui est caractérisée par la suite par ATG ou DRX.

2.5.6. Croissance bactérienne dans une enceinte a régulation de la concentration en CO;

Afin d’¢étudier le réle de I’enzyme anhydrase carbonique sur la bio-précipitation de CaCOs, les bactéries
marines biocalcifiantes ont été exposées pendant plusieurs jours a une concentration de 30 000 ppm
(3%) de CO», soit quasiment 100 fois supérieure a celle dans ’air (=400 ppm ou 0,04%). Pour cela, les
échantillons (cultures bactériennes en milieu liquide en erlenmeyer) surmontés de bouchons perméables
aux gaz, ont ¢ét¢ placés dans une enceinte avec une régulation de la concentration en CO,, (congue par
les techniciens du LaSIE)) a température ambiante, pendant toute la durée de I’expérience, généralement

7 jours (Figure 2-22).

(atmosphére homogéne) -;Ventilation

4—— Echantillons

Plaques agitantes

i il s I

Figure 2-22 : Schéma de [’enceinte climatique avec régulation de la concentration en CO>.

Les échantillons sont constamment homogénéisés a 1’aide d’une table a agitation orbitale (160 rpm).
Apres essai, les échantillons sont analysés au niveau microbiologique (dénombrement bactérien) et

physico-chimique (pH, CaCOs3 bio-précipité déterminé par ATG).
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2.5.7.Couplage électrochimie/bactéries marines/granulats recyclés

Un couplage électrochimie/bactéries marines/granulats recyclés est réalisé en condition stérile. Le
dispositif expérimental que nous utilisons dans ces expériences est basé sur celui congu par Colin et al.
(18) pour leurs travaux sur la biocalcification sous polarisation cathodique. Ce dispositif est présenté sur

la Figure 2-23.

Cuve'Teflon

Anode-
(TiMDMo)

Pont:Salin-

Cathode*
(acier)
Milieu-de-
culture:(EL)

Figure 2- 23 : Montage électrochimique adapté a l'utilisation de bactéries marines biocalcifiantes (11)

Il se compose (i) d’'une cuve en Téflon a deux compartiments reliés entre eux par un pont salin (30 g/L
Agar-Agar + 300g/L KCI ) pour permettre la conduction électrique et pour éviter 1’acidification du
milieu induit par les réactions d’oxydation se produisant sur I’anode, (ii) d’un couvercle en plexiglass
perforé pour limiter 1’évaporation du milieu et les contaminations microbiennes et faciliter la mise en
place des électrodes, (iii) d’une électrode de travail (cathode) qui est représentée par une grille en acier
standard et d’une contre-électrode (anode) en TiIMMo (titane recouvert d’une couche d’oxyde métallique
mixte). L ensemble du dispositif est placé sous un poste de sécurité microbiologique (PSM) de type 11
pour assurer le travail en conditions stériles et assurer le bon développement des bactéries durant les 7
jours de manipulation et donc limiter les contaminations bactériennes. Tous les ¢léments du montage
ont été préalablement stérilisés par autoclave a 115°C pendant 20 min (cuve, milieu électrolytique,
anode, barreau magnétique et solution d’Agar-Agar (pont salin)) ou décontaminés a 1’éthanol a 70%
(couvercle plexiglass et cathode). Avant le début de I’expérience, la surface de la cathode (grille d’acier)
est décapée a 1’aide d’une solution de décapage normée (ASTM standards G1-03 : 50%. HCI (35%) +
50%., d’eau pure + 3,5g d’inhibiteur de corrosion (hexaméthylénetétramine)) pour retirer les produits

de corrosion puis rincée a I’eau déionisée et enfin séchée. Sa surface cathodique est d’environ 20 cm?.
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Le compartiment anodique est rempli de 300 mL d’eau de mer naturelle (EDMN+) préalablement
stérilisée. Le compartiment cathodique est rempli de 300 mL de milieu EL (lixiviat eau de mer de GR
supplémenté de 0,5g/L. de BN) pour permettre le développement de la souche bactérienne, et, selon les
besoins de certaines expériences, de 25 mmol/L de CaCl, et/ou 330 mmol/L d’urée. La souche
bactérienne CD6 est préalablement cultivée dans le milieu de culture MB pendant 24 heures a 30°C sous
agitation orbitale (160 rpm) puis ensemencée dans le compartiment cathodique (concentration cellulaire
finale de 107 UFC/mL). Les essais électrochimiques sont menés ensuite pendant 7 jours a température
ambiante. Les électrodes sont reliées a un potentiostat et un ordinateur, placés en dehors du PSM, qui
permet d’imposer et de suivre 1’évolution du courant. La densité de courant cathodique est fixée a i=-
500 pA/cm? en lien avec celle utilisée pour la formation des agglomérats calcomagnésiens (Chapitre
4.). Ainsi, le courant cathodique total imposé sur la cathode est de -10 mA.

Le dépdt calcomagnésien formé sur les cathodes est caractérisé vis-a-vis de sa composition chimique et
son volume a 1’aide de modélisation 3D, selon les mémes conditions que présentées en (Chapitre 2) -

2.4.2.

2.6. Techniques d’analyses transversales et spécifiques
2.6.1. Mesure du pH et de la conductivité

Les mesures de pH et de conductivité concernent des échantillons obtenus lors de I’étude de la réactivité
en EDMN des GR et de la croissance bactérienne. Pour les besoins spécifiques des expériences, deux

types d’appareil de mesure ont été utilisés.

En ce qui concerne la réactivité des GR, nous avons eu recours a un multiparamétre PC 80+ (IZITEC),
ayant la capacité de stocker automatiquement jusqu’a 1000 données (pH et conductivité simultanément).
Le logiciel de prise de données est DataLink+. Les ¢électrodes de mesure de pH et de conductivité

possédent les caractéristiques suivantes :

e Electrode de pH standard XS Sensor : résolution de +0,002, pH 0-14, T° -10-100°C.
e FElectrode de conductivité standard XS Sensor: résolution de 1%, plages de mesure 0,00 a
2000uS et de 2mS a 1000mS, T° 0-80°C.
Pour les échantillons de microbiologie, le pH a été mesuré a 1’aide d’un pH-métre 766 Knick Calimatic
et d’une micro-électrode Sentix® MIC (WTW) (pH 0-14 / T° 0-100°C). Chaque appareil est calibré

avant chaque utilisation avec des solutions standards afin d’en garantir la mesure.

2.6.1. Micro-spectrométrie Raman
La micro-spectrométrie Raman est une technique de caractérisation vibrationnelle non destructive
permettant d’identifier la composition moléculaire et la structure cristallographique d’un matériau non
métallique. En dehors du caractére non destructif, cette technique permet d’analyser localement le

matériau a I’échelle du pm® a 1’aide d’un microscope couplé au spectrométre Raman. Cette haute
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résolution spatiale implique néanmoins de réaliser plusieurs pointés sur différentes zones de
I’échantillon pour obtenir un apercu global de la composition de I’échantillon.

Son principe repose sur les interactions photons-matiére émis par une source de lumidre
monochromatique (laser) de fréquence vo sur un échantillon. A une longueur d’onde (X) donnée, les
photons générés par le laser sont absorbés par le matériau et diffusent soit de maniére €élastique (diffusion
de Rayleigh, vp), soit inélastique (diffusion de Raman, v4). Cette derni¢re diffusion entraine une
transition entre niveaux vibrationnels de la molécule ou du réseau cristallin induit par un échange
énergétique entre les photons incidents et la molécule. Selon la différence de fréquence vo et vq, la

diffusion Raman est qualifiée d’Anti-Stokes ou Stokes (Figure 2-24).

—_——r === -

AE=hv &
v

X X v=0
Anti-Stokes Rayleigh Stokes

Figure 2- 24 : Schéma représentatif de la diffusion des photons.

Par convention, il est d’usage d’utiliser le nombre d’ondes (cm™) plutdt que la fréquence sur les spectres
Raman. Dans cette étude, cette technique nous a principalement permis d’identifier les formes
polymorphiques du CaCOs et la brucite Mg(OH),. Les nombres d’ondes caractéristiques de ces

composés sont représentés dans le Tableau 2-6.

Tableau 2-6 : Nombres d’ondes caracteristiques des formes allotropiques du CaCOs, de la brucite
Mg(OH); et de la calcite magnésienne (CaxMg(1.9CO3) (19).

Nombre d’ondes (cm™)

Composé Y V2 V3 V4 Vs
CaCOs-Calcite 1086 / 1434 712 284, 151
CaCOs.Aragonite 1085 853,910 1460, 1570 701, 704 151, 206

CaCOs-Vatérite 1074, 1090 874 1445, 1485 668, 682 | 267, 300, 325
Cag96Mg0,04)CO;3-Calcite
_ 1088 / / 714 286
magnésienne
Mg(OH),- Brucite 3654 / / 444 280

111
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Les échantillons, en particulier le dépdt calcomagnésien, ont été analysés avec un spectrometre Raman
Horiba Jobin Yvon High Resolution (LabRam HR Evo) équipé d’un microscope (Olympus BX 41),
d’un capteur CCD refroidi par effet Peltier et de deux sources laser de longueur d’onde 785 et 532 nm.
La résolution spectrale de ’appareil est de 0,2 cm™. La calibration est réalisée a I’aide d’un échantillon
étalon de silicium sur la bande de vibration a 520,5 cm™. Les paramétres expérimentaux utilisés dans

cette étude sont les suivants :

e Plage d’analyse : 100 a2 1300 cm™ et de 3200 a2 3800 cm
e Source Laser : Diode NIR A=785 nm et diode laser a 532 nm pour la gamme 3200 — 3800 cm™'
e Objectif : x10 et x 50 longue focale

Les spectres Raman sont récoltés puis traités par le logiciel NGS LabSpec 5.

2.6.2. Diffraction des rayons X (DRX)
La diffraction des rayons X (DRX) permet I’identification des phases cristallines constituant un
matériau. Cette technique repose sur le principe de diffraction, décrit par la loi de diffraction de Bragg,
selon laquelle les rayons X paralléles du faisceau généré par la source arrivent a la surface de
I’échantillon sous un angle incidence de Bragg 0. Par application d’une tension électrique entre une
cathode (métal ciblé) et une anticathode (ex : cuivre ou cobalt), le faisceau est réfléchi sur le métal
d’étude, sous le méme angle sur une famille de plans réticulaires (indices de Miller, hkl) de distance
réticulaire duu. La différence de marche entre les rayons réfléchis de deux plans consécutifs équivaut a

2dnasin(0) et peut étre interprétée selon la loi de Bragg (Eq.2-8).
nA=2dnksin(0) Eq.2-8
Avec,

0 I’angle de diffraction

dni la distance interréticulaire (distance entre les plans h, k et 1)

A la longueur d’onde du rayonnement X incident (directement dépendante de I’anticathode utilisée)
n I’ordre de diffraction, nombre entier généralement égal a 1.

Dans cette étude, cette technique de caractérisation permet d’identifier les phases minéralogiques
cristallines présentes dans les granulats recyclés ainsi que la présence de CaCO; et de Mg(OH), qui
composent le DC. Les échantillons sont broyés puis analysés a I’aide d’un appareil Briicker-AXS DS§
Advance muni d’une anticathode de Cuivre de longueur d’onde Aeyxe = 1,5406A. La tension de I’anode
est fixée a 40kV et I’intensité du courant a 40mA. Les paramétres choisis pour ces analyses sont les

suivants :
e Plage 20 :10-90°
e Incrément: 0,01°

e Pas de temps : 7°/min
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Les diffractogrammes sont traités par le logiciel DIFFRAC.EVA V6.0. La base de données ICDD est
utilisée pour identifier les minéraux. Les fiches ICDD des composés détectés sont présentées dans le

Tableau 2-7.

Tableau 2-7: Fiches ICDD des composes détectés dans ces travaux de these.

Minéraux Composés Formule chimique Fiche ICDD
Hydrates/matrice Portlandite (CH) Ca(OH), ID 44-1481
cimentaire Gismondine CaALSi>0s.4H,0 ID 20-0452
Quartz Si0, ID 46-1045
Feldspath Albite NaAlSizOg ID 10-0393
Composés _ _
Feldspath Anorthite CaAlSi;Os ID 41-1480
alumino-silicatés
Muscovite KAIL(AlSi3010)(OH,F), ID 06-0263
Microcline KAISi303 ID 19-0932
Chamosite (Fe,Al,Mg)6(Si,Al)4019(OH)s) ID 46-1324
Composés ferreux Hématite 0-Fe,O3 ID 33-0664
Goethite a-FeOOH ID 81-0464
Composé sulfaté Gypse CaS04.2H,0 ID 72-0596
Aragonite CaCOs3 ID 41-1475
Calcite CaCO; ID 05-0586
Composés carbonatés | Calcite magnésienne
CaixMgxCOs ID 89-1305
(x=0,06)
Monohydrocalcite CaCO3.H,O ID 29-0306

2.6.3. L’analyse thermogravimétrique
L’analyse thermogravimétrique (ATG) est une technique d’analyse thermique basée sur I’évolution de
la perte de masse des matériaux en fonction de 1’élévation de la température. Elle permet d’identifier et
de quantifier les phases hydratées et carbonatées contenues dans les granulats recyclés et plus
particuliérement dans les matériaux a matrice cimentaire (Rc), la production bactérienne de CaCOs et le
ratio Mg(OH),/CaCOs du dépdt calcomagnésien.
Pour des raisons de représentativité des résultats, les granulats recyclés ont été caractérisés sur la fraction
0/5, a I’aide d’un Four de pesée Naberthem™, LT 9/11/SW munis d’une balance KERN EW et du
logiciel VCB V01.01. Ce four permet la détermination de pertes de masse par calcination. Les vitesses
de chauffe sont fixées a I’aide du programmateur B410. Les autres échantillons ont été¢ analysés par

ATG sur I’appareil Mettler Toledo TGA 2 LF /1100/972 et traités via le logiciel STARe software
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V16.20c. Les caractéristiques de ces appareils accompagnées des parameétres expérimentaux utilisés sont

regroupées dans le Tableau 2-8

Tableau 2-8 : Caracteristiques des appareils d’analyse thermogravimétrique, TGA 2 Mettler Toledo et

Four Naberthem, et paramétres expérimentaux utilisés pour chaque appareil.

TGA
Paramétres Paramétres
Mettler
expérimentaux expérimentaux
Toledo
Plage température (°C) TA a1100
30a 1000 TA a 1100 3021000
max
30 a 700°C : 3°C/min
Max 700-800 °C : 0,8 °C/min | 0,02 a 150
Vitesse de chauffe , . 10°C/min
16°C/min Plateau 800°C, 2h K/min
800-1000°C : 1,6 °C/min
Jusqu’a 250 ' Jusqu’a )
Volume creuset Alumina 100 mL Alumina 70 pL
mL 900uL
0,5 ga2200
<5g
kg
masse d’échantillon ~150 g Précision : ~20-100mg
Précision : .
0,01g He
Argon, Ny, Argon (30
Gaz Air Air s s
Air/ mL/min)

TA= température ambiante,

La plage de température 30 a 1000°C a été choisie par rapport aux températures de décomposition des

composés ciblés tels que le CaCOs3, Mg(OH), et les phases hydratées du béton (Tableau 2-9).

Tableau 2-9 : Températures de décomposition des composés ciblés pour les analyses ATG.

Température de
Matériaux Composé
décomposition (°C)
DC Mg(OH), 350-450 (20)
DC, Rc et Bactéries marines CaCOs 570- 900 (21-24)
Ca(OH); 400-500 (25)
Re Hydrates (C-S-H, Afm et Aft)* 120-210 (26,27)
Quartz a>p ~550-570 (28,29)

*Afm . monosulfate de calcium  hydraté, Aft: sulfoaluminate de calcium  (Ettringite) et

C-S-H : silicate de calcium hydraté.

( ]
[ 14 |
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Les pertes de masse associées a la décomposition de CaCO3;, Mg(OH), et des hydrates sont déterminées
a partir de la méthode des tangentes horizontales, telles que présentées sur la Figure 2-25 qui illustre un

exemple d’une analyse thermogravimétrique d’un dépot calcomagnésien.

dTG — TG
100 —0.00
90—
--0.01 &
< : : Q
= 80 ' ' X
2 ! : =
]
I . - _0.02 S
70 : I
] ]
] ]
! Mg(OH), |
60 L] L] L] L] L] L] L] L] L] I L L L L L L L L L '0.03
0 500 1000

Température (°C)

Figure 2- 25: Exemple de courbes TG/DTG analyse thermogravimétrique réalisée sur un dépot
calcomagnésien. TG corresponds a la perte de masse en fonction de la température et dTG, sa dérivée
en fonction du temps

2.6.3.1.  Calcul de Mg(OH)2 et CaCO3 dans le dép6t calcomagnésien et le bio-
précipité
La calcination du CaCOj entraine la production d’oxyde de calcium (CaO) par libération du CO, selon
I’équation suivante (Eq.2-9).
CaCO3=> CaO + CO; Eq.2-9
La teneur en CaCOj3 (Ccacos) (%) est calculée selon I’Eq. 2-10, a partir de la masse de CaCOs (mcacos),

donnée par I’Eq.2-11, dont celle-ci est estimée a partir des masses molaires de CaCOj3; (Mcauco3) et de

CO; (Mco2), correspondant respectivement a 100,08 et 44 g/mol, et de la perte de masse de COx (mco2).

m
Ccacos= —=2C93 4 100 Eq.2-10
Mech
M
Mcaco3 = —cacos X Mco2 Eq.2-11
Mco2

Avec,

Ccucos la proportion massique de CaCO; dans 1’échantillon (%)

mcqco3 correspondant a la masse de CaCOs (g) initialement présente dans 1’échantillon

mco: correspondant a la perte de masse mesurée de CO; issue de la calcination de CaCOs (g)
m.c;, correspondant a la masse totale de 1’échantillon sec avant calcination (g)

M cacos correspondant a la masse molaire de CaCOs qui vaut 100,09 g/mol

Mo correspondant a la masse molaire de CO, qui vaut 44 g/mol

( ]
[ 15 )




Chapitre 2 : Matériaux, méthodes et techniques d’analyses

Cette relation est utilisée pour la quantification du CaCO; formé par polarisation et bio-précipitation par
les bactéries marines (poudre lyophilisée). La poudre lyophilisée ainsi que le dépdt calcomagnésien sont
broyés pour maximiser la quantit¢ d’échantillon dans le creuset et garantir une uniformité¢ de la
composition de 1’échantillon. Les analyses sont menées sur des prises de masse d’environ de 20 a 50
mg selon la quantité d’échantillon recueillie. Pour des raisons de reproductibilité, chaque expérience
(correspondant a des conditions expérimentales spécifiques) est reproduite au moins deux fois. Les
écarts types accompagnant la quantité de CaCOs correspondent a des analyses ATG réalisées sur deux
ou trois échantillons indépendants.

Le CaCOs induit par les bactéries s’exprime en milligramme par millilitre de culture bactérienne selon
I’Eq.2-12.

CcacosX Miyophilisat

Ccacos bio-précipité = Eq.2-12

Vculture bactérienne

Avec,

Ccacos voir Eq.2-10
Muyophitisar 12 quantité de lyophilisat (mg), voir Figure 2-20
Veuiture bactérienne volume de culture bactérienne (mL)
Quant a la brucite Mg(OH),, sa déshydroxylation fournit de 1I’oxyde de magnésium (MgO) et de 1’eau
(Eq.2-13),
Mg(OH),~> MgO + H,O Eq.2-13

La libération d’eau permet la quantification de la brucite selon les Eqs 2-14 et 2-15.

_ MMg(OH)2
Cymgonpy=—""—— x 100 Eq.2-14
Mech
MpgoH)2
MMg(OH)2 = #20) X MH20 Eq.2-15

Avec,

Cwmgony la proportion massique de Mg(OH), dans I’échantillon (%)
Mmmgon) la masse de Mg(OH): (g)

mu20 la perte de masse d’eau issue de la déshydroxylation de Mg(OH), (g)
mech la masse de 1’échantillon avant calcination (g)

Muwigony2 la masse molaire de Mg(OH), qui vaut 58 g/mol

Miz0 la masse molaire de H,O qui vaut 18 g/mol

2.6.3.2.  Calcul de CaCOs hydrates dans les granulats recyclés
Concernant les GR, une méthode de calcul plus spécifique est utilisée pour la quantification des hydrates
(C-S-H, AFm, et AFt) et du CaCOs. La différence notable entre le calcul de quantification du Ccacos
pour le DC/bio-précipité et celui des GR (Eq. 2-16), en particulier des Rc, releve de la définition de la

masse ¢chantillon. Pour les GR, la masse de l’échantillon, appelée mg, correspond a la masse

( ]
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décarbonatée et déshydratée de 1’échantillon, c’est-a-dire la masse de matériau considérée inerte. Cette
masse (mgq) est déterminée en éliminant toutes les pertes de masse survenant avant 1000 °C de la masse
initiale de I'échantillon déshydraté (my) (Eq.2-17).

mg =m; — (), Am,;) Eq.2-17
Toutes les masses sont exprimées en grammes.
Ensuite, mcacos

Ccacos= —mjjlz“ x 100 Eq.2-16

Avec my qui correspond a,

mg =ms— (), Am,y) Eq.2-17
Y Amyr = Amy;_ry+rAmyps py +. .. o avee Ti<T» la somme des pertes de masse survenant avant 1000°C
ms, masse séche de 1’échantillon avant analyse

La quantification unitaire des hydrates est difficile en raison de la superposition des pics de composition
thermique de chaque phase. A cet effet, nous avons appliqué cette présente méthode de calcul sur la
plage de température 105-210°C pour déterminer la proportion relative des hydrates (C-S-H, AFm et
AFt) dans les Rc
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3. Réactivité des granulats recyclés en milieu marin

3.1. Introduction

Dans ces travaux de thése, les granulats recyclés étudiés sont des matériaux multi-composants
particuliérement riches en granulats de béton (Rc). L’essai de tri manuel, présenté dans le chapitre 2 a
permis d’identifier deux autres composants majoritaires : les terres cuites (Rb) et les pierres naturelles
(Ru). La matrice cimentaire contenus dans les granulats de béton (Rc) renferme une proportion de phases
hydratées susceptible d’interagir avec le milieu auquel elles sont confrontées. En milieu marin, ces
phases, préalablement formées lors de 1I’hydratation des phases anhydres du ciment, peuvent dans une
moindre mesure modifier les caractéristiques et la composition du milieu et ainsi influencer la
précipitation du dépdt calcomagnésien.

Pour étudier la réactivité des granulats recyclés dans I’eau de mer, un protocole expérimental bas¢ sur
des suivis de pH et de conductivité en solution a été€ mis en place pour mettre en évidence les réactions
de dissolution et de précipitation. Le montage expérimental, impliquant 1’utilisation d’un réacteur
double paroi, et le protocole d’analyse sont présentés dans le chapitre 2. Des dosages ioniques ont
également été réalisés au cours des expériences pour évaluer 1’influence des granulats recyclés sur la
composition chimique de 1’eau de mer.

Au préalable, une synthese bibliographique sur la stabilité¢ des hydrates du ciment en solution et en
milieu marin est présentée.

3.2. Stabilité des hydrates cimentaires en solution

3.2.1. Equilibre des hydrates dans I’eau

L’équilibre des hydrates dans ’eau, présentées dans le Tableau 3-1, a ét¢ modélisé par le logiciel
PHREEQC lors des travaux de thése de Y.Hou (15) portant sur la réactivité des GR en solution. Les
réactions de dissolution et les constantes d’équilibres (pK=-logK) sont obtenues a partir de la base de

données Thermoddem (https://thermoddem.brgm.fr/databases/phreeqc). Leur dissolution est d’autant

favorisée que la constante K (constante d’équilibre) est élevée et le pK bas.

Tableau 3-1: Réaction de dissolution et constante d’équilibre (pK=-logK) des hydrates cimentaires dans
l’eau a 25°C.

Hydrates Réaction de dissolution pK
CH Ca(OH), + 2H'> Ca*" + 2H,0 22,809
. Cay 4S1207,1203.H1 4406. 2.069H,0 + 4.8H =2.4Ca* +
C-S-H (Ca/Si=1.2) SO0t 118950 37,938
a Cazsi206,6435.H1A2872A 1.7542H,0 + 4H" = 2Ca2+ + 2H4S104
C-S-H (Ca/Si=1.0) oo 29,464
CaﬁAlz(SO4)3(OH)12.26H20 + 12H" 2 2A1P + 6Ca2+ +
AFt 3502 + 38H0 56,958
AFm (16) 4Ca0.ALO5.13H:0 = 4Ca>" + 2AI(OH)" + 60H + 6H:0 | 25,400
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La dissolution des hydrates dans 1’eau conduit a la libération d’ions calcium (Ca”), de molécules d’eau
et pour certains (AFt et AFm), d’ions aluminium (AIP**) et sulfates (SO4s*). L’acide orthosilicique
(H4S104) peut survenir par dissolution des C-S-H. D’un point de vue cinétique, la déstabilisation de la
Portlandite semble dans un premier temps privilégié au regard de sa constante pK, suivi des AFm, C-S-

H et enfin de I’AFt.

3.2.2. Comportement en milieu marin

Outre le pH, la stabilité des hydrates cimentaires dépend aussi des éléments chimiques constituant le
milieu. Dans 1’eau de mer, cette stabilité est principalement tributaire de la présence d’ions sulfates
(SO4%). En effet, plusieurs études ont montré qu’aprés une exposition prolongée du béton dans I’eau de
mer, les ions sulfates, sous la forme majoritaire de sulfate de magnésium dissout (MgSOs),
déstabilisaient les hydrates ce qui, a travers leur dissolution, favoriserait la précipitation de nouveaux
composé€s en solution (7,17). Les réactions dissolution/précipitation des hydrates dans 1’eau de mer

naturelle (EDMN) proposées dans la littérature sont résumées dans le Tableau 3-2.

Tableau 3-2: Réactions de dissolution/précipitation des hydrates de la matrice cimentaire (CH, C-S-H,
AFt et AFm) dans I’eau de mer.

Hydrates Réaction dans ’EDMN
CH MgSOQO4aq + Ca(OH), = CaSO4 + Mg(OH);,
C-S-H MgSOsaq + xCa0.2S10,.4H,0 2 xCaS0, .2H,0 + Mg0.2Si0,.4H,0 (M-S-H)

(3Ca0). AL,O;. CaS0Os4. 12H,0 + 2 CaS04.2H,0 + 16H,0 > (3Ca0).
Al,03.3CaS04.32H,0 (Ettringite)

AFm (3Ca0). Al,03.12H>0 + 3(CaS04.2H,0) + 13 H,O = (3Ca0). Al,0:s.
(3CaS04).31H,0 (Ettringite)
AFt Dissolution de I’ettringite (Tableau 3-1)

La dissolution de la Portlandite par les ions SO4* conduit a la précipitation d’hydroxyde de magnésium
(Mg(OH),) (18-20). L’attaque des ions sulfates sur les C-S-H se traduit par un échange cationique entre
le calcium et le magnésium présent dans I’eau de mer pour former un silicate de magnésium hydraté
(M-S-H), stable pour des valeurs de pH allant de 7,5 a 10, et du gypse (21-24) Le gypse issu de la
dissolution des phases CH et C-S-H provoque, par dissolution de la phase AFm, la précipitation
d’ettringite (AFt) a partir de pH=13 (7,17,19,25-28). La phase AFt, composée d’cttringite, est
déstabilisée en raison du pH faiblement basique de I’eau de mer selon la réaction présentée dans le
Tableau 3-1.

Dans le cadre de ces travaux de thése qui s’intéressent a des matériaux recyclés supposés partiellement
carbonatgs, il est important de noter que les phénomeénes de dissolution/précipitation des hydrates dans
I’eau de mer cités plus haut, n’ont seulement été observés que pour des bétons non carbonatés et exposés

a des temps relativement longs dans I’eau de mer (plusieurs mois/années). L’ interprétation de nos

( 124

'



Chapitre 3 : Réactivité des granulats recyclés en milieu marin

résultats prend donc pour appui les observations relatées dans la littérature mais reste non-exhaustive au

regard de I’état carbonaté de nos matériaux.

3.3. Caractérisations minéralogiques des GR (Rc, Ru et Rb) et des GN

Les classes minéralogiques Rc, Ru et Rb ont été utilisées pour étudier la réactivité physico-chimique

des GR dans I’eau de mer tandis que le Granulat Naturel (GN) est utilisé comme matériau témoin.

3.3.1. Matériaux a base cimentaire (Rc)

2.6.3.3.  3.3.1.1. Composition minéralogique
Les matériaux a base cimentaire sont essentiellement composés de granulats naturels et d’une matrice
cimentaire. La composition minéralogique générale des Rc est obtenue a I’aide d’une analyse par
diffraction a rayons X sur des échantillons préalablement broyés. Un diffractogramme représentatif de

I’analyse est présenté sur la Figure 3-1.

Il est possible de constater la présence de la Portlandite, un hydrate particuliérement réactif en solution.
Les phases C-S-H, AFt et AFm n’ont pas été détectées par DRX probablement en raison de leur faible
proportion au sein de la matrice cimentaire mais également de leur faible cristallinité. Plusieurs
minéraux sont néanmoins identifiés. La majorité d’entre eux sont caractéristiques des roches
magmatiques tels que le quartz (Si0»), I’ Albite (NaAlSi30s), appartenant a la famille des Feldspath (29—
31) et la Chamosite (Fe,ALLMg)s(Si,Al)4019(OH)s (32). La présence de la Gismondine
(CaAl;S1,03.4H>0), une zéolithe naturelle, vient de la fabrication du béton (33-35). Enfin, le CaCO;
sous la forme calcite peut provenir des granulats silico-calcaire et/ou résulter de la carbonatation

naturelle du béton parent.

Intensité DRX

26(degre)

Figure 3-1: Diffractogramme caractéristique d’'un échantillon de Rc broyé. Abréviations : Hydrates :
P= Portlandite et granulats naturels : Q=Quartz, C = Calcite, FA=Feldspath Albite, G= Gismondine,
Ch= Chamosite.
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Une analyse complémentaire des Rc a été réalisée grace a la spectroscopie Raman pour caractériser
individuellement la matrice cimentaire et les granulats. Pour cela, des coupes transversales ont été
réalisées sur des Rc a I’aide d’une trongonneuse a lame diamant. Un aper¢u d’une coupe transversale
d’un Rc est donné a la Figure 3-2. La matrice cimentaire correspond a la zone interfaciale blanche entre
les granulats. La p-spectroscopie Raman permet d’analyser localement le matériau a 1’échelle du pm?.
Les spectres Raman, présentés en Figure 3-3 sont représentatifs d’une succession d’analyses effectuées

sur plusieurs zones.

| ..} Granulatsnaturels
O Matrice-cimentaire

Figure 3-2: Observation au microscope binoculaire Leica d’une coupe transversale d’'un Rc.
Grossissement x3.

Les spectres Raman confirment la présence de la calcite au niveau de la matrice cimentaire comme en
témoigne les pics caractéristiques 155,279, 713 et 1085 cm™. Nous retrouvons également le quartz avec
les pics 127, 209, 267, 354, 397, 463, 708, 812 et 1173 cm™ (36) dont la provenance vient aussi de la
fraction fine du squelette granulaire. Les phases hydratées n’ont pas été détectées avec cette méthode
probablement en raison de leur faible proportion dans les Rc. Au niveau des granulats naturels, on
retrouve I’ Albite (37,38) ainsi que de nouveaux composés tels que le Clinopyroxéne ((Ca,Mg,Fe)Si,0),
un constituant des roches magmatiques (29) (39) et I’Hématite (a-Fe>Os3), un colorant naturel retrouvé

dans les terre cuites (37,40). La calcite est aussi retrouvée au sein de ces granulats.
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Figure 3-3: Spectres Raman de A) la matrice cimentaire et B) des granulats naturels des Rc.
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2.6.3.4.  3.3.1.2. Analyses MEB
Des analyses au microscope €lectronique a balayage ont été réalisées sur les Rc afin de déterminer leur
composition chimique initiale (en élément chimique), que ce soit au niveau de la matrice cimentaire ou
des granulats d’apports. Pour cela, plusieurs échantillons de Rec, de fraction >20mm, ont été enrobés par
de la résine époxy puis découpés a la trongonneuse a lame diamant afin d’obtenir des coupes
transversales de I"ordre d’1 mm d’épaisseur pour les analyses MEB. Ces coupes, présentées sur la
Figure 3-4, ont toutes été analysées sur différentes zones. Les contrastes topographiques, chimiques
ainsi que les cartographies en éléments Ca, Al et Si des différents échantillons (et différentes zones) ont
donné la méme signature. Pour cela, nous ne présenterons les résultats d’analyses que d’une seule zone

(d’une coupe transversale). Cette zone est identifiée sur la Figure 3-4 par un rectangle noir.

HFW det
146 mm  Nav-Cam

Figure 3- 4 : Coupes transversales de Rc (>20 mm) analysées au MEB. Le rectangle noir correspond a
la zone dont les résultats d’analyses sont détaillés.

La Figure 3-5 présente le contraste chimique obtenu sur la surface de la zone (coupe transversale de

Rc).

mo

Low vacuum

Figure 3- 5 : Image MEB de type électrons rétrodiffusés (contraste chimique) de la surface d’une coupe
transversale de Rc (zone délimitée par le rectangle noir).
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A partir du contraste chimique de la zone, nous distinguons des zones sombres, synonyme d’éléments
chimiques légers (Z petit), correspondant aux granulats que composent le béton, lesquels sont entourés
d’une zone plus claire (Z plus grand), pouvant correspondre a la matrice cimentaire ou de la
carbonatation. Le spectre EDS et les %atomique obtenus par analyse EDS (Figure 3-6), nous informe
que I’aluminium, le silicium et le calcium font partis des éléments chimiques les plus retrouvés sur cette

zone (en dehors du carbone et de I’oxygeéne).

A)

Si
k- 7
Sk
Al Ca
0 Fe Mg 5 A Ca Fe
0 ey 5 ke
B) FElement | Atomie %0 Atomic % Exeor | Weight %0 Weisht % Errox|

C g3 0z 3.7 0.1
0 632 04 5135 03

Ma 03 0.0 1.0 0.0

Mz 0.2 0.0 0.2 0.0
Al 28 0.0 33 0.1
S1 175 0.1 230 0.1
S 0.2 0.0 0.3 0.0
E 1.8 0.0 3l 0.1
Ca 43 0.0 3.7 0.1
Fe 0.2 0.0 7 0.1

Figure 3- 6 : A) Spectre EDS et B) %atomique obtenu par analyse EDS de la zone délimitée par le
rectangle noir d’'une coupe transversale d’un Rc.

L’aluminium et le silicium font référence a la composition des granulats (naturels ou recyclés (pierres
naturelles, terre cuite)) ainsi que de la matrice cimentaire, constituée principalement d’hydrates alumino-

silicates. Les cartographies de Ca, Al et Si de la zone sont données sur la Figure 3-7.
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Figure 3- 7 : Cartographies en éléement Ca (calcium), Al (aluminium) et Si (silicium) de la zone
(rectangle noir) d’une coupe transversale d’un Rc.

Comme attendu, I’aluminium et le silicium sont retrouvées pratiquement partout sur la zone car ils sont
contenus a la fois dans les granulats et via les hydrates cimentaires. En revanche, nous constatons que
le calcium est présent principalement autour des granulats, témoignant de la présence des hydrates
cimentaires mais aussi de la présence de CaCOs formé lors du phénomeéne de carbonatation des hydrates
cimentaires. Une analyse RAMAN réalisée a cet endroit a révélé la présence de la calcite. Ainsi, ces

analyses MEB ont révélé que les Rc sont au moins partiellement carbonatés a 1’échelle intragranulaire.
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2.6.3.5.  3.4.1.3. Analyse thermogravimétrique
L’analyse thermogravimétrique est utilisée en complément des deux précédentes analyses pour affiner
la caractérisation des Rc. Sur la Figure 3-8 sont présentées les courbes moyennes d’ATG et de DTG

des Rc.

100 0.00

954 E
-~

g o\ =
- Hydrates (C-S-H, DDA Y —-0.05 £
E AFm. AFt et CH) (carbonatation) -g
90+ é_

CaCOj; (Ru)..

Figure 3-8: Courbes ATG/DTG moyennes des Rc réalisées sur 4 échantillons déshydratés de 150g. La
courbe dérivée est représentée en ligne pointillée et la courbe ATG en ligne continue.

La décomposition thermique des Re s’établit en deux étapes principales : la décomposition thermique
des hydrates cimentaires, observée entre 120 et 550°C, et celle des carbonates de calcium, observée
entre 550 et 950°C. Plus précisément, la déshydratation des phases hydratées C-S-H, AFm et AFt, et
du gypse (CaS04.2H,0) correspond a la plage de température 120-150°C avec son maximum a 130°C
(observée entre 120-150°C) (41-45) alors que la déshydroxylation de Ca(OH), se produit a 500°C (49).
A partir de 550°C se produit la calcination du CaCO; conduisant a la perte de CO; et & la formation de
CaO (52-55). A 650°C, se produit la premiére calcination pouvant correspondre, en raison d’un faible
réseau cristallin, aux carbonates de calcium formés lors du phénoméne de carbonatation (79), alors que
celle observée vers 800°C, corresponds a la phase carbonatée des matériaux naturels (Ru).

Il est important de noter que les courbes ATG/DTG sont une moyenne de plusieurs analyses
thermogravimétriques. Les plages de températures peuvent varier de plusieurs dizaines de degrés d’un
échantillon a ’autre.

A partir des analyses thermogravimétriques, le CaCOjs (carbonatation et Ru) ainsi que les hydrates (C-
S-H, AFm, AFt et CH) sont quantifiés pour nous donner une indication sur la réactivité des granulats
recyclés dans 1’eau de mer. Selon les équations données dans le Chapitre 2, la masse de I’échantillon
décarbonaté et déshydraté (mq4) (Eq.2-17) peut étre, a partir des pertes de masses observées dans la
Figure 3-8 , exprimée selon I’expression suivante (Eq.3-1) :

my = ms — (Amy g5 550tAMs50 720 TAMy720.975.) Eq.3-1

Hydrates CaCO; CaCOs (Ru)
(carbonatation)
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La proportion de CaCOs contenue dans les Rc est estimée a 25+7 % en masse dont 6% attribués a la
carbonatation et 19% aux Ru. Les hydrates cimentaires ( C-S-H, AFm, AFt et CH) correspondent

approximativement a 10% en masse des Rc et le reste, soit 65%, corresponds aux Ru.

3.3.2. Les pierres naturelles (Ru) et les terre cuites (Rb)

La classe minéralogique Ru représente environ 30 % en masse des GR. Elle comprend principalement
des roches magmatiques et sédimentaires. Elles sont principalement composées de carbonates et de
silicates (Figure 3-9). Les composés carbonatés détectés sont la calcite et la calcite magnésienne (Ca;.

MgxCOs avec x=0,006) et correspondent a 89 + 14 % en masse de CaCO; (ATG).

A)

DRX intensite
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Figure 3-9: Diffractogrammes caractéristiques de la classe minéralogique Ru. A) les pierres calcaires
et B) les pierres naturelles. Abréviations : les composés carbonatés : C = Calcite et CM= Calcite
magnésienne et silicatés : Q=Quartz, FA(O)=Feldspath Albite (Anorthite) et M=Muscovite.

Les terre cuites (Rb), représentant 8% des GR, sont constituées de silicates ou d'aluminosilicates
hydratés. Les compoc<ants généralement présents dans les briques ont été identifiés dans nos
échantillons, a savoir le feldspath (56,57), le quartz (57,58), la microcline (57) et I'hématite (57,59)
(Figure 3-10.A). La goethite (B-FeOOH) est identifi¢e dans le diagramme DRX et sa transformation en

hématite correspond a la décomposition thermique a 300°C (Figure 3-10.B).
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Figure 3-10: Diffractogramme (A) et courbes ATG/DTG (B) des Rb. Abréviations : FA=Feldspath
Albite, Q=Quartz, H=Hématite, Mi=Microcline et Go=Goethite. La courbe dérivée est représentée en
ligne pointillée et la courbe ATG en ligne continue.
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3.3.3. Les granulats naturels (GN)
Les granulats naturels, considérés inertes chimiquement au contact de 1’eau de mer, sont utilisés pour
comparaison avec les GR. En effet, ce sont principalement des roches magmatiques de type diorite

majoritairement constituées de Feldspath et de Quartz comme en témoigne 1’analyse DRX, présentée

sur la Figure 3-11 avec la détection de 1’ Albite et de 1’Orthoclase.

Q

Intensité DRX

20 30 40 50 60
AOL A~ A

Figure 3-11: Diffractogramme caractéristique des GN. Abréviations : FA=Feldspath Albite,
Or=O0rthoclase, Q=Quartz.
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3.4. Réactivité des sables recyclés (SR)

La réactivité des SR et du sable naturel SN dans "EDMN pendant respectivement 9 et 2 jours

d’immersion est présentée dans la Figure 3-12.
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Figure 3-12: Réactivité des SR et du SN dans ['EDMN en fonction du temps d’immersion, respectivement
de 9 et 2 jours. La conductivité ionique est représentée en jaune et le pH en vert. Les écarts types sont
représentés en couleur clairs. Une moyenne de 7 expériences pour les SR et 3 expériences pour le SN.

Dés I’immersion des SR, on observe des variations marquées du pH et de la conductivité en solution.
Le pH de ’EDMN, initialement d’environ 7,7, augmente instantanément jusqu’a 9,1. Constat inverse
pour la conductivité puisqu’elle diminue significativement pendant les premiéres 24h. Ces variations de
mesure témoignent d’un effet lixiviant de P"EDMN sur le SR, et plus certainement au niveau des phases

hydratées contenues dans les Rc. A ces valeurs de pH, ces hydrates, chimiquement instables, se
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dissolvent au contact de I’eau de mer conduisant a des fluctuations du pH et de la conductivité. A
I’inverse, le sable naturel est totalement inerte dans 1’eau de mer comme en témoigne les valeurs
constantes de pH et conductivité au cours du temps. L’inactivité du SN met en avant le réle prédominant

des matériaux Rc, en particulier des phases hydratées, sur les variations de pH et conductivité.

A partir des données relatives 4 la stabilité des hydrates en solution, exposées dans la partie (Chapitre
3.3.3). On peut dans un premier temps attribuer cette alcalinisation de ’EDMN a la dissolution de la
Portlandite, instable pour des pH<12,5, qui conduit & la libération d’OH" et de Ca*. Il en vient par la
suite, la déstabilisation des phases C-S-H, AFm suivie des AFt, instables pour des pH inférieurs a 10 et
13 qui, par dissolution, peuvent constituer une source en ions calcium, aluminium, silicium, ou sulfate
et générer une alcalinisation du milieu.

Lorsque le pH augmente, la conductivité diminue immédiatement, ce qui indique que les réactions de
précipitation se produisant en solution sont prédominantes par rapport aux phénomeénes de dissolution.
Nous suggérons que les ions Ca*" provenant de la lixiviation des hydrates peuvent rapidement réagir
avec les ions carbonates (CO3>) de I'eau de mer pour précipiter sous la forme de carbonates de calcium.
Cette augmentation du pH entraine un déplacement de 1'¢quilibre calco-carbonique de HCO;™ a COs>
(9,10) dans I’eau de mer favorisant ainsi les ions carbonates en solution et, par association avec les Ca**
amene a la précipitation de CaCOs, en particulier a un pH 8-9. Par ailleurs, la précipitation de CaCOs
permettrait d’expliquer cette baisse de conductivité au cours des premiéres 24h.

Comme la teneur en ions Ca®’ est supposée étre en excés par rapport au COs> disponible, cela peut
suggérer que les ions calcium peuvent se combiner avec des anions disponibles en solution tels que les

ions SO4> pour former du gypse dissous.

A 24h d’immersion, les valeurs du pH atteignent leur maximum (pH=9,1) et celles de la conductivité
leur minimum (28 mS/cm) et puis adoptent un comportement inverse.

Le pH diminue tandis que la conductivité augmente jusqu'a la fin de I'expérience. L’ acidification du
milieu résulte d’un ajustement de 1’équilibre calcocarbonique dans 1’eau de mer. De fait, I’eau de mer
posséde un fort pouvoir tampon via le couple COs(q/HCO5". L’ionisation des ions HCO;” en CO5* induit
par ’alcalinisation du milieu, et la consommation des ions COs”> pour former du CaCO3, améne a la
dissolution progressive du CO, atmosphérique sous une forme majoritairement ionisée HCOs™ pour

atteindre 1’équilibre calcocarbonique et conduit naturellement a une diminution du pH.

Parallélement, cette acidification progressive favorise la déstabilisation des phases hydratées (CH, C-S-
H, AFm et AFt) qui expliquent I'augmentation de la conductivité. L'équilibre du pH semble étre atteint
en 8 jours autour d'un pH 8. La dissolution d'autres phases minérales provenant d'autres constituants (i.e.
pierres naturelles, terre cuite) n'est pas exclue mais devrait étre moins importante au regard de leur
stabilité chimique. C’est d’ailleurs pour cette raison que ces familles de constituants ont été ¢tudiés

d’une maniére moins approfondie que les Rc.
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3.4.1. Réactivité des Rc
Comme pour le SR, la réactivité des matériaux a matrices cimentaires (Rc) ainsi que les suivis
¢lémentaires des éléments chimiques de Ca, Mg, Al, Si dans I’eau de mer sont présentées sur la Figure

3-13.
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Figure 3-13: Réactivité des Rc dans I’EDMN et suivi des teneurs élémentaires (g/L) en calcium (Ca),
magnésium (Mg), aluminium (Al) et silicium (Si) en fonction du temps d’immersion. La conductivité est
représentée en ligne discontinue jaune et le pH en ligne continue verte. Ecarts types en couleur claires.
Une moyenne de 4 expériences.

A partir de ces résultats, il est possible de constater que les Rc adoptent un comportement quasi-similaire
dans ’EDMN que les SR. On peut d’ores et déja affirmer que la réactivité des SR est principalement
controlée par la stabilité physico-chimique des Rc via les phases hydratées qu’ils contiennent. La
lixiviation des Rc se caractérise par des phases de dissolution/précipitation dans les premiéres heures
d’immersion, suivi de phénomeénes de dissolution et d’acidification du milieu sur 9 jours.

En quelques heures, le milieu s’alcalinise jusqu’a atteindre une valeur de pH de 9. Cette valeur de pH
est intimement liée a I’état initial de carbonatation du matériau, qui en raison d’une exposition
prolongée au CO, atmosphérique, amoindrie la matrice cimentaire en phases hydratées et affaiblie I’ effet
de sa dissolution dans I’eau de mer.

En comparant avec la réactivité des SR, on remarque un décalage au niveau du temps de début

d’acidification du milieu. Le pH commence a diminuer seulement 2 a 3 heures aprés I’immersion des
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Rc alors qu’il faut 24h dans le cas des SR. Ce décalage peut correspondre a la dissolution partielle des

autres matériaux contenus dans les SR, notamment les terre cuites (Rb) que nous verrons par la suite.

Avec un filtre de porosité 20um, 1’acidification réalisée pour les besoins des analyses ICP, a pu dans
une certaine mesure dissoudre les éventuels précipités passés a travers le filtre et ainsi 1égérement
majorer les teneurs élémentaires. Ces dosages révélent une augmentation significative de la teneur en
calcium dés I’immersion des Rc, confirmant la dissolution des différents hydrates (Portlandite, C-S-H,
AFm et AFt). La teneur en calcium quadruple par rapport a celle de '"EDMN en seulement 24h allant
de 0,5 g/L a2 g/L puis atteint son maximum a 6-8 jours, dosée a 3 g/L avant de diminuer jusqu’a environ
1g/L. La dissolution des hydrates se confirme également par I’augmentation des ions silicium et
aluminium provenant de la déstabilisation respective des C-S-H et des phases AFm/AFt.
L’augmentation des ions aluminium est peu visible en raison de la faible quantité des AFt et AFm dans
la matrice cimentaire. Néanmoins, sa teneur est double en 24h, passant de 1,7.10° g/L a 3.10" g/L puis
augmente pour atteindre un maximum de 1.10 g/L. Quant au silicium, sa teneur est doublée allant de
5.107 g/L 4 1107 g/L en 24h puis se stabilise. L’analyse ATG réalisée avant et aprés immersion des Rc
révele une diminution de la quantité des hydrates (C-S-H, AFm et AFt) allant de 0,3%0.1 %m & 0,030.02
%m. La dissolution des hydrates, également validée par l'augmentation continue de la conductivité,
suppose la libération de SO4** provenant de la dissolution de I'AFt.

Nous avons suggéré que la diminution de la conductivité au cours des premiéres 24h pouvait étre
attribuée a la précipitation de CaCOs. Cependant, a partir du suivi des teneurs en Ca et Mg, on peut
également supposer la précipitation des ions magnésium car leur teneur diminue rapidement par deux

pendant 8 jours passant de 1,5 g/L a 0,6 g/L.

Les précipités récupérés sur le filtre ont été également caractérisés par analyse DRX a la fin de
I’expérience. Le diffractogramme illustré sur la Figure 3-14, montre la disparition de CH, témoignant
de sa dissolution au cours du processus de lixiviation. Trois composés carbonatés ont par ailleurs été
identifiés, la calcite, la calcite magnésienne et l'aragonite. Leur présence indique concrétement un
phénomene de carbonatation dans 1’eau de mer et renforce 1’hypothése de précipitation de CaCOs au
cours des 24h d’immersion. En fin d’expérience, nous avons détecté la présence du gypse
(CaS04.2H,0). Nous avons aussi analysé par DRX le matériau Rc aprés immersion mais les précipités
détectés sont les mémes que sur le filtrat. Nous nous abstenons ainsi de montrer le diffractogramme du

fait de la similitude avec celui du filtre.
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Figure 3-14: Diffractogramme représentatif des précipités détectés sur le filtre aprés 9 jours
d’immersion. Abréviations : Q=Quartz, Gy = Gypse, C = Calcite, A = Aragonite et MC= calcite
magnésienne.

L’augmentation significative des ions calcium induit par la dissolution des phases hydratées pourrait
étre une source non négligeable pour la précipitation de CaCO; dans le dép6t calcomagnésien ce qui
exercerait une influence sur sa cinétique de formation. A contrario, la diminution de la teneur en d’ions

magnésium limiterait la précipitation de la brucite (Mg(OH).) et favoriserait le CaCOs,

(
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3.4.2. Réactivité des Rb et Ru
La réactivité des Rb et Ru dans I'eau de mer n’a été étudiée que sur 2 jours d’immersion compte tenu de
I’évolution des valeurs de pH et de conductivité mesurés. Les mesures pH/conductivité accompagnées

des dosages élémentaires sont pour chacun représentés dans la Figure 3-15.
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Figure 3-15: Réactivité des Ru (gauche) et Rb (droite) dans ’EDMN et suivi des teneurs élémentaires
(¢/L) en calcium (Ca), magnésium (Mg), aluminium (Al) et silicium (Si) en fonction du temps
d’immersion. La conductivité est représentée en ligne discontinue jaune et le pH en ligne continue verte.
Ecarts-types en couleur claires. Chaque essai correspond d une moyenne de 3 expériences.

Les Ru sont chimiquement inertes dans I'eau de mer, comme l'indiquent les valeurs du pH et de la
conductivité qui restent stables tout au long de I'expérience. Le contrdle des teneurs en Ca, Mg, Si et Al
confirme également cette observation. L’absence de réactivité dans le cas des pierres calcaires peut
s’expliquer par I’effet inhibiteur des ions Mg?* qui par absorption au niveau de la surface du matériau
limite leur dissolution (60, 61). Il est également suggéré que le milieu n’est pas suffisamment agressif
(pH trop ¢élevé) pour déclencher le phénomene de dissolution (62).

Pour les Rb, la réactivité dans ’EDMN est marquée par une 1égére augmentation du pH, allant de 7,5 a
8 quelques minutes apres I’immersion des matériaux puis se stabilise. Les teneurs en Al et Si augmentent

simultanément, correspondant a 1.10? g/L et 2,5.107 g/L, respectivement. Ces observations peuvent
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correspondre a la dissolution de I’albite (NaAlSi;Os) qui conduit a la libération d’ions AI** et d’acide

orthosilicique selon I’équation suivante (Eq.3-2) (15) :
A 25°C, pK=2.9 NaAlSi;Og + 4H" + 4H,0 = AI** + Na" + 3H4SiO,4 Eq.3-2

Dans I’eau de mer, I’aluminium se présente sous sa forme aqueuse AI(OH)s. L’acide orthosilicique ou

acide silicique représente la forme de silicium dissous généralement retrouvée dans I’eau de mer.

3.5. Discussion
3.5.1.Dissolution/précipitation des phases hydratées

A partir des résultats obtenus et des données recueillies dans la littérature, plusieurs hypothéses sont
émises sur les réactions de dissolution/précipitation se produisant lors de I’essai de lixiviation des Rc

dans I’eau de mer naturelle.

Trois grandes étapes chronologiques sont identifiées, a savoir :

e Début immersion : 0 & 2-3h — Etape n°1 : Dissolution des hydrates et carbonatation en solution
Au contact de I’eau de mer, les phases hydratées (CH, C-S-H, AFm et AFt) sont immédiatement
déstabilisées par le caractére acide du milieu et I’attaque ciblée des ions sulfates (SO4>) présents en
solution. Il en résulte ainsi une libération d’ions Ca®" en solution ainsi qu’une élévation rapide du pH.
La diminution de la conductivité, synonyme de précipitation, est attribuée a la précipitation de CaCOs,
conséquence du déplacement de 1’équilibre calcocarbonique favorisant la production de CO;%,
autrement dit la carbonatation. A cet instant, les réactions de précipitation sont prédominantes par

rapport aux réactions de dissolution.

La diminution rapide du Mg peut étre attribuée a I’échange cationique entre le calcium et le magnésium
donnant lieu a la formation des M-S-H. Nous n’avons cependant pas détecté les particules de M-S-H
que ce soit sur le filtre ou le matériau probablement en raison de la taille des particules (de I’ordre du
nanométre (62,63) qui sont trop petites pour étre retenues sur le filtre mais aussi de la quantité
apparemment insuffisante pour étre observés. Ils n’ont par ailleurs pas été observés sur les matériaux
Rc. Bien que non observé, la présence des M-S-H est possible en raison de ces conditions de formation
et de sa stabilité. En effet, Bernard et al. ont montré que la formation des M-S-H dans I’eau de mer est
favorable pour des concentrations en Mg®" allant de 0,7 a 1,44 g/L (23) ce qui coincide avec celles
rencontrées dans notre étude 0,8 a 1,3 g/L. au cours des 4 premiers jours. Par ailleurs, les M-S-H sont
particuliérement stables a des pH se situant entre 7,5 et 10 (22,24). En revanche, I’incorporation du
magnésium dans la structure cristalline de la calcite offre une explication plus que plausible a la
diminution du Mg d’autant que la calcite magnésienne a été détectée tout au long de 1’expérience.
Contrairement aux données relatives a la littérature, la précipitation du magnésium sous la forme de
Mg(OH), est limitée par les valeurs de pH observées en solution, trop basses pour envisager sa
précipitation. Ce point conforte aussi I’hypothése de I’insertion du magnésium dans les C-S-H et dans

la structure cristalline de la calcite pour donner respectivement des M-S-H et de la calcite magnésienne.
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Les phases hydratées AFm et AFt se dissolvent en libérant des ions SO,*, Ca’" et AI*'.
Malheureusement, le suivi des ions sulfates n’a pas été réalisé dans notre étude car le protocole dédi¢
au suivi des sulfates différe de celui utilisé pour les éléments Ca, Mg, Al et Si par ICP-AES, et notre
quantité d'échantillons était insuffisante pour procéder a une autre campagne de mesure. Contrairement
a ce qui est observé dans la littérature, la précipitation de I’ettringite n’est pas possible dans notre étude
puisque ce composé est stable pour des pH allant de 10 a 13 et commence a précipiter a partir de pH >
12,5 (7, 63,64). En revanche les mécanismes impliqués dans la dissolution des AFm sont sujet a
questionnement en raison de la présence du gypse. Méme si la précipitation du gypse est largement
mentionnée en ce qui concerne la dissolution des CH et des AFm, certaines études utilisent des
concentrations élevées en sulfates qui ne sont pas représentatives des conditions réelles. Gollop et
Taylon ont montré que le gypse ne peut se former qu’en présence de solutions sulfatées trés concentrées
(>24g/L) (65,66) alors que la teneur en sulfates dans I’eau de mer est d’environ 2,7 g/L (67,68). Bellman
et al. se sont interrogés sur les mécanismes d’action du gypse sur la Portlandite. [ls mettent en évidence
que le gypse peut précipiter a une concentration en sulfate de 3 g/L mais a des valeurs de pH relativement
¢élevées (~12) (69). Dans notre cas, les conditions de formation du gypse ne sont a cet instant par réunies
pour permettre sa précipitation et induire la dissolution des AFm. Seuls les ions sulfates sous forme
dissoute peuvent intervenir pour déstabiliser les AFm.
e Immersion : 3h a 6-8 jours- Etape n°2 : Dissolution du CO,

Lors de la carbonatation, la quantité de COs> diminue au fur et & mesure que les produits carbonatés
précipitent et n’assure plus le maintien de I’équilibre calcocarbonique. Pour contrebalancer cet équilibre
le CO; atmosphérique se dissout sous forme ionisée HCO3™ conduisant & une diminution progressive du
pH. Cette acidification contribue a la dissolution des hydrates et se traduit par une augmentation
significative de la conductivité et un accroissement de la teneur en Ca et probablement en SO4*". Les

composés carbonatés sont stables dans ces conditions de pH.

e Fin d’immersion : 6-8 4 9 jours- Etape n°3 : Dissolution partielle des composés carbonatés et

précipitation du gypse

Entre 6 et 8 jours, la concentration en Ca élémentaire atteint son maximum (3 g/L) a la suite de la
dissolution continue des hydrates puis décroit. A ’inverse, le Mg augmente aprés 8 jours. Aprés 8 jours,
les produits carbonatés tels que le CaCOs et la MgCaCO3; commencent a étre déstabilisés par 1’acidité
du milieu (pH=8) mais aussi par [’augmentation de la teneur en sulfates du fait de la condensation de
I’eau de mer. Barchiche et al. (70) ont montré que dans une solution enrichie en ions sulfate, le CaCO;
est presque totalement inhibé au sein d’un dépot calcomagnésien. Le montage expérimental étant sous
atmosphere ouverte, la quantité d’eau de mer dans le réacteur s’est vue diminuée de pres de 20% en
volume. Cette diminution induite par des phénoménes de condensation a temporairement augment¢ la
concentration en ions sulfates et conduit a la précipitation de gypse, comme observée sur I’analyse DRX
(Figure 3-16) (71). La précipitation de gypse permettrait ainsi d’expliquer la diminution de la teneur en

calcium a cet instant. Un dosage des ions sulfates permettrait de confirmer cette hypothése.
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3.5.2. Carbonatation dans I’eau de mer

Trois composés carbonatés ont été détectés en solution tout du long de I’expérience : la calcite,
I’aragonite et la calcite magnésienne. Dans 1’eau de mer, les travaux de Morse et al. (72) ont montré une
corrélation étroite entre la précipitation des polymorphes du CaCOs, la température et le ratio Mg/Ca.
A une température de 22°C, la forme polymorphique de CaCO; prédominante dans les conditions
normales d’eau de mer (Mg/Ca = 2,7) est I’aragonite. La lixiviation des hydrates et la précipitation des
Mg** sous la forme de calcite magnésienne et potentiellement de M-S-H conduit manifestement & une
inversion du rapport Mg/Ca dans I’eau de mer avec une prédominance pour le calcium.

La variation du rapport Mg/Ca au cours de I’essai de lixiviation des Rc est représentée sur la Figure 3-

17.
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Figure 3-16: Variation du ratio Mg/Ca en fonction du temps d’immersion des Rc dans I’ EDMN et nature
des composés carbonatés détectés par DRX. Moyenne du ratio Mg/Ca de I’ EDMN = 2,7.

Le ratio passe de 2,7 a 0,3 en 24h, reste relativement constant jusqu’a 4 jours puis atteint son minima a
6j avec une valeur de 0,09 avant de remonter a 1,2 sous ’effet de la précipitation du gypse et la
déstabilisation des produits carbonatés. Pour un rapport Mg/Ca <1, la précipitation de la calcite et de la
calcite magnésienne a faible teneur en Mg sont favorisées, expliquant ainsi la détection de cette derniere
en solution. La présence d'aragonite au début de I'expérience (t = 30 min) peut s'expliquer par un rapport
Mg/Ca favorable (>1), si I’on se référe aux prédictions de Morse et al. (72). La présence d'aragonite a
des rapports Mg/Ca faibles peut en partie s'expliquer par la présence d'ions sulfate. Plusieurs auteurs ont
démontré que la présence d'ions sulfate pouvait favoriser la précipitation de l'aragonite (73—76). Bots et
al. (74) ont montré que l'incorporation d'ions sulfate dans l'aragonite est 2 a 4 fois plus lente que dans la

calcite, mais aussi que le SO4> a peu d'effet sur la structure de l'aragonite. Dans notre étude, ou I'on

[ 143

'



Chapitre 3 : Réactivité des granulats recyclés en milieu marin

suppose que les hydrates AFm et AFt libérent des ions sulfate lors de leur dissolution, I'aragonite devient

plus stable que la calcite, ce qui explique sa précipitation.

Nous n’avons pas systématiquement détecté I’aragonite a 6 jours. A cet instant, le ratio Mg/Ca est le
plus bas (<0,09) ce qui limite la précipitation de 1’aragonite et favorise préférentiellement la forme
calcite. La présence de I’aragonite est, a ce moment de I’immersion, dépendante de la température qui
peut varier de 2°C entre chaque expérience

La proportion de Mg incorporée dans la calcite, donnée par la fiche ICDD de la calcite magnésienne,
est x=0,06 et reste stable tout au long de 'expérience. Plummer et al. (77) prédisent que la calcite
contenant un taux d’insertion de Mg pour 0,02<x<0,07 est la plus thermodynamiquement stable dans
I’eau de mer. Elle est en revanche instable par rapport a I’aragonite lorsque le taux d’insertion dépasse
x=0,085 (78).

Finalement, la réactivité des SR est controlée par la stabilité des phases hydratées présentes dans les Rc
: CH, C-S-H, AFm et AFt. Leur dissolution, dans I’eau de mer favorise le phénomeéne de carbonatation,
et pourrait étre un moyen efficace de piéger le CO». La consommation de CO5* dans le CaCO; entraine
une acidification du milieu. La diminution de la concentration en magnésium est probablement due a
l'incorporation de magnésium dans le réseau cristallin de la calcite et probablement a la formation de
M-S-H. Entre 1 et 6-8 jours d'immersion, la lixiviation de Ca prédomine par rapport au processus de
carbonatation, tandis que la concentration en Mg reste assez stable. A partir de 6 jours, la concentration
en Mg augmente tandis que la concentration en Ca diminue. Cette augmentation de la concentration en
Mg peut étre attribuée a la dissolution partielle des phases carbonatées alors que la diminution de la
concentration en Ca peut correspondre a la précipitation de gypse. Le suivi du niveau de sulfate aurait
pu valider la diminution du calcium et évaluer I'impact de la lixiviation des hydrates sur la précipitation
des composés carbonatés, en particulier sous forme d'aragonite. Le suivi de la concentration des ions
sulfates est donc une perspective a envisager pour mieux comprendre les phénoménes chimiques se

produisant dans I’eau de mer en contact avec des Rc.

3.6. Conclusion
Dans ce chapitre, la réactivité physico-chimique des granulats recyclés dans 1’eau de mer, a été étudiée

sous la fraction sableuse SR 0/5, au travers de mesures pH/conductimétrique et de dosages ioniques et
selon les catégories de matériaux majoritaires du mélange a savoir, Rc, Rb et Ru. En complément, des
caractérisations minéralogiques ont été menées par analyse DRX et ATG pour suivre 1’évolution de la

composition des matériaux et comprendre les réactions chimiques se produisant dans I’eau de mer.
L’ensemble des résultats montrés ici permettent de constater que :

e Les sables recyclés sont particulierement réactifs dans 1’eau de mer. Cette réactivité est
principalement attribuée a la dissolution des phases hydratées contenues dans les Rc, qui par

lixiviation, entrainent des variations notables de pH et de conductivité dans 1’eau de mer. Les
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terres cuites (Rb) se dissout en libérant des ions aluminiums et silicium tandis qu’aucune
réactivité n’est observée pour les pierres naturelles (Ru).

e Pendant les premiéres heures d’immersion des Rec, la dissolution des hydrates (CH, C-S-H, AFm
et AFt) conduit & une alcalinisation temporaire du milieu et un apport en Ca®" 6 fois supérieures
a celui rencontré dans I’EDMN. L’alcalinisation induit un déplacement de I’équilibre
calcocarbonique vers la forme ionisée CO;” et contribue a la précipitation de composés
carbonatés tels que la calcite, I’aragonite et la calcite magnésienne.

e L’alcalinisation temporaire de 1’eau de mer et la précipitation de CaCOs, favorise la dissolution
du CO, atmosphérique sous la forme HCOj".

e A I'inverse du Ca, la teneur en magnésium chute de moiti¢ en s’incorporant au sein de la
structure de la calcite pour former de la calcite magnésienne et peut étre en formant des M-S-H

par insertion dans la matrice des C-S-H.

Pour conclure, les matériaux Rc contenus dans les SR entrainent des changements significatifs de la
composition de I’eau de mer. Le rapport Mg/Ca est inversé. Le calcium est largement prédominant au
détriment du magnésium. En conséquence, la composition chimique du dépot calcomagnésien peut étre
modifiée en limitant la précipitation de la brucite et favorisant le CaCOj sous la forme calcite plutot que
de I’aragonite. Bien que la polarisation cathodique implique une augmentation locale du pH a la surface
du métal et ameéne a la précipitation de la brucite et de I’aragonite, nous pouvons nous demander si,
¢loignée du métal, la lixiviation des SR peut influencer sa composition chimique et privilégier le CaCOs.
Dans tous les cas, la réactivité des GR dans I’eau de mer peut conduire a des modifications au niveau
de la précipitation du dépot calcomagnésien que ce soit d’un point de vue cinétique ou minéralogique.
L’influence des GR sur la précipitation du dépot calcomagnésien sous polarisation cathodique sera
étudiée dans le chapitre suivant. En présence de bactéries marines, les modifications chimiques de 1’eau
de mer apportées par les granulats recyclés peuvent avoir un effet sur la croissance des bactéries et leur

capacité de bio-précipité du CaCOs. Cette partie sera abordée dans le chapitre 5.
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4. Précipitation du dépot calcomagnésien a la formation de I'agglomérat en

ecoulement

4.1. Introduction

Dans I’eau de mer, la polarisation cathodique conduit, par précipitation des ions magnésium et calcium,
a la formation d’un Dépdt Calcomagnésien (DC) a la surface d’une grille métallique immergée dans
I’environnement marin. Ce principe est largement mentionné dans la littérature (3—7). Lorsque la grille
métallique est enfouie dans les sédiments marins, le DC joue le role de liant entre les grains avoisinant
la cathode pour former un agglomérat calcomagnésien. Ce procédé, développé par 1’entreprise
SEACURE (anciennement Géocorail), représente une solution innovante et prometteuse dans la
consolidation des aménagements littoraux déja présents sans ’apport de matic¢res premicres telles que
des blocs rocheux (1,8). Ce procédé s’applique essentiellement pour le renforcement des pieds des
ouvrages longitudinaux immergés une grande partie du temps bien que soumis a la marée. Dans le cas
particulier des falaises ou des talus des ouvrages, zones particuliecrement sensibles a 1’érosion,
I’application de ce procédé est limitée par le positionnement de la grille dans des zones trés peu
recouvertes par I’eau de mer a I’exception des phénomenes extrémes. Cela suppose le développement
d’un systéme adapté a une géométrie verticale pouvant accueillir une grille et des granulats, dans le cas
ou treés peu de sédiments sont présents, mais aussi de permettre une interaction continue entre I’eau de
mer et le métal. Au cours de ma thése, j’ai développé et mis en place au laboratoire ce nouveau systéme
congu pour permettre un écoulement d’eau de mer a la surface d’une grille verticalisée enterrée dans des

granulats recyclés.

Outre le dispositif, la nature du squelette granulaire peut influencer la précipitation du DC.
Contrairement aux sédiments marins, nous avons montré dans le chapitre précédent que les granulats
recyclés réagissent dans 1’eau de mer en libérant majoritairement des ions calcium et en favorisant la
précipitation de produits carbonatés par dissolution des hydrates contenus dans les Rc. Cet apport en
Ca*" pourrait contribuer a la précipitation du CaCOs plutdt que de Mg(OH), au sein du DC. Nous avons
aussi constaté que le rapport Mg/Ca de I’eau de mer s’inversait temporairement en présence de GR.
Cette inversion pourrait modifier la forme cristalline du CaCO; en favorisant la calcite plutot que

I’aragonite. Ces hypothéses doivent étre confirmées par 1’étude du DC formé en présence de GR.

La polarisation cathodique est responsable des réactions électrochimiques se produisant a la surface de
I’acier. A cet effet, I’intensité du courant appliquée agit non seulement sur la cinétique de croissance du
dépot mais aussi sur 1’évolution du rapport CaCO3/Mg(OH),. L’application d’un courant continu sur la
surface d’une grille permet une précipitation continue du DC qui dans le cas d’une immersion
permanente est majoritairement composé de Mg(OH), li¢ a une forte augmentation du pH interne.

L’utilisation d’un systéme d’écoulement pourrait apporter en continu des ions Ca?* et Mg”" et abaisser
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le pH interne de I’agglomérat. Cela pourrait alors favoriser une dissolution partielle de la brucite au
profit de la formation de CaCOs. De plus, ce processus de dissolution/précipitation pourrait étre renforcé
a I’aide d’une polarisation cyclique. Ces 2 processus expérimentaux, a savoir la polarisation cyclique et
le procédé électrochimique par écoulement, seraient en mesure d’améliorer grandement les propriétés
mécaniques des agglomérats calcomagnésiens. Par ailleurs, 1’application d’une polarisation cyclique
plutdt que continue implique une diminution de la consommation énergétique ou alors la polarisation
d’une surface 2 fois plus grande de grille métallique en répartissant la polarisation de maniére cyclique

sur différentes zones.

Ainsi, dans ce quatrieme chapitre, plusieurs questions relatives a la précipitation du DC et sa capacité a
agglomérer les GR sont posées : la formation de 1’agglomérat calcomagnésien est-il possible avec un
écoulement d’eau de mer ? Si oui, I’écoulement et les granulats recyclés influencent-t-ils la précipitation
et la composition chimique du ciment calcomagnésien ? Obtient-on des agglomérats de méme nature

avec une polarisation cyclique plutdt que continue ?

Pour y répondre, trois grands axes ont été développés. Aprés une présentation des conditions
expérimentales retenues (densités de courant/débit d’écoulement), nous nous intéressons dans un
premier temps a la capacité d’un dépot calcomagnésien a précipiter a la surface d’une grille verticale a
I’aide d’un écoulement d’eau de mer. Dans un second temps, nous nous sommes focalisés sur la
formation de 1’agglomérat calcomagnésien en étudiant plusieurs parametres a savoir : 1’optimisation du
squelette granulaire, la nature des granulats (naturels/recyclés), les dispositifs (écoulement/immersion)
et les parametres électrochimiques (densités de courant et continu/cyclique). Cette deuxiéme partie
présente également des résultats sur la cinétique de formation des agglomérats (volume apparent) ainsi
que sur leur porosité. Enfin, en derniére partie, la composition chimique du dép6t calcomagnésien

collecté entre les grains de 1’agglomérat a été analysée.

4.2. Conditions expérimentales et sélection du squelette granulaire

Pour rappel, les montages expérimentaux utilisés pour la formation de 1’agglomérat calcomagnésien en
immersion et en écoulement (écoulement d’eau de mer) sont constitués d’un dispositif électrochimique
et d’un aquarium alimenté en continu d’eau de mer (Figure 2-9). En immersion, le panier (granulats +
cathode) est immergé dans I’eau de mer alors qu’en écoulement, celui-ci est positionné a la surface de

I’eau (Figure 4-1).
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Figure 4- 1 : Rappel des montages expérimentaux pour la formation d’un agglomérat calcomagnésien
en écoulement (écoulement) et immersion accompagnée d 'une photo illustrant les deux montages et la
disposition du panier dans les deux conditions.

Dans cette derniére situation, I’arrivée en eau de mer est assurée par une pompe péristaltique connecté
a un bac réservoir (40L) jusqu’en haut du REEM (Réservoir d’Ecoulement d’Eau de Mer), lequel

permet, au moyen de plusieurs perforations, I’écoulement de 1’eau au-dessus du panier (Figure 2-12).
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4.2.1. Conditions expérimentales : courant et écoulement

Une optimisation du débit d’écoulement de la pompe péristaltique a été réalisée. En dessous d’une
consigne (fixée sur la pompe péristaltique) de débit de 80 mL/min, le débit est trop faible pour que I’eau
s’écoule de fagon homogene sur les quatre sorties du REEM. Au-dessus de 95 mL/min, le débit est cette
fois-ci trop rapide pour que le DC ait le temps de précipiter en volume sur la grille (nue) pendant la
durée de I’expérience (7 jours). Ainsi, la consigne de débit d’écoulement d’eau de mer a été réglée a 87

mL/min pour un débit réel entre 20 et 25 mL/min sur chacune des sorties du REEM.

Une polarisation cathodique a courant imposé est utilisée dans la cadre de la formation de 1’agglomérat
calcomagnésien. Pour sélectionner le(s) courant(s) d’étude, des suivis de croissance du DC a la surface
d’une grille nue dont la base était en contact avec I’eau de mer, sont réalisés via le systéme d’écoulement
(consigne de débit réglée a 87 mL/min) a différentes densités de courant (-24, -60, -120, -180 et -500
nA/cm?) pendant 7 jours. Nous avons observé qu'en dessous de -120 pA/cm?, aucune précipitation de
DC n'était visible pendant cette période. Cependant, a partir de -120 uA/cm?, le DC commence a
précipiter aux extrémités basses de la grille (zones en contact avec 1’eau de mer). La présence du dépot
en bas de la grille correspond a un effet de pointe, lieu ou les lignes de courant électrique s’échappent
vers 1’anode, et donc lieu de I’augmentation du pH interfacial liée a la réduction de I’oxygeéne et de
I’eau. A la suite de ces observations, nous avons entrepris une nouvelle série d'expériences en maintenant
uniquement les densités de courant de -120, -180 et -500 pA/cm? qui permettaient une précipitation
rapide du DC. Dans cette série, nous avons ¢loigné la grille de la surface de I'eau et ajouté des petits
bouts de ficelle entre I’extrémité basse de la grille et la surface de 1’eau pour assurer la continuité ionique.
Cette expérience a été menée sur une période de 15 jours afin d'évaluer la croissance du DC dans ces
conditions. Les résultats ont montré qu’a une densité de courant de -120 pA/cm?, la précipitation du DC
n'a été clairement visible qu'a partir du 8°™ jour, tandis qu'a -180 pA/cm? et -500 pA/cm?, la précipitation
a débuté plus rapidement dés le 3™ jour. Par conséquent, nous avons décidé de retenir ces deux densités
de courant continu, soit -180 et -500 pA/cm? pour la suite des expérimentations aussi bien en immersion
permanente que par écoulement. Pour les besoins de certaines expériences, nous avons ¢galement
appliqué une polarisation cyclique sur un intervalle 6h/6h faisant référence au cycle de marnage

classiquement rencontré sur la fagade atlantique, tout en conservant une densité de courant moyenne de
-180 et -500 pA/cm? (application d’un courant de -360 pA/cm? et -1000 pA/cm?, respectivement).

En résumé, les parameétres retenus pour les expériences au laboratoire pour la formation de 1’agglomérat
sont une consigne de débit de I’eau de mer s’écoulant sur le systéme réglée a 87 mL/min et des courants

imposés de -180 et -500pA/cm?.

4.2.2. Sélection du squelette granulaire : analyse granulométrique
La Figure 4-2 présente la distribution granulométrique moyenne des GR (0/31,5) réalisée par tamisage

et granulométrie laser sur trois essais de 10kg de GR ainsi que la courbe granulaire de référence obtenue
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par la méthode Dreux-Gorisse (1970) (9). Cette courbe de référence, largement employée pour la
formulation d’un béton, représente une distribution granulaire idéale d’un matériau avec un minimum

de vide. Elle permet ainsi de définir un squelette granulaire optimisé pour une compacité optimale.

100 =
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Figure 4- 2: Courbe granulométrique d 'une prise d’essai de 30kg de GR (0/31,5) obtenu par tamisage
et granulométrie laser et courbe granulaire de référence proposée par Dreux-Gorisse.

A partir de la courbe granulométrique de ’échantillon de GR (0/31,5), on peut noter que le diamétre
médian dso est de 7 mm contre 18 mm pour la courbe de référence. La fraction sableuse (0/6,3) contenue

dans les GR est jusqu’a 20% plus faible que celle dans une distribution granulaire idéale.

Dans le cadre de notre étude qui vise a la formation d’un agglomérat, cet écart doit étre ajusté et surtout
minimisé par rapport a la courbe de référence pour réduire la proportion de vides et maximiser la
compacité au sein du squelette granulaire pour améliorer la cohésion initiale (les contacts) entre les
grains. Pour cela, la distribution granulaire des GR a été optimisée par la méthode de Dreux-Gorisse (8).
Seule la fraction 0/20 de notre échantillon de GR a été retenue pour la structure granulaire de
I’agglomérat en référence a celle utilisée pour la formulation d’un béton classique. Aprés optimisation

de la distribution granulaire, les proportions de chaque fraction sont présentées dans le Tableau 4-1.
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Tableau 4- 1 : Composition en % massique des fractions granulaires pour un squelette granulaire
optimisé (SO) et non optimisé (SNO) des GR (0/20).

Sables (0,08/6,3) | Gravillons (6/10) Graves (10/20)
SNO 48% 10% 42%
SO 68% 9% 23%

Cette distribution granulaire optimisée, nommeée « squelette granulaire optimisé (SO) », est utilisée dans
la structure granulaire de ’agglomérat. En comparaison, nous avons utilisé un « squelette granulaire non
optimisé (SNO) » qui correspond simplement a la distribution granulaire initiale des GR.

Les fines (fractions inférieures a 80um) ont été retirées par tamisage au préalable car nous avons
initialement supposé que cette fraction aurait pit limiter le passage du dépot calcomagnésien entre les
grains et qu’elle serait lessivée par I’écoulement de 1’eau de mer passant au travers du géotextile.

Les masses volumiques réelles des différentes fractions granulaires et des squelettes granulaires sont
représentées dans le Tableau 4-2. Pour chaque fraction, les mesures ont été réalisées sur une moyenne
de 6 échantillons. La masse volumique des squelettes granulaires optimisé (SO) et non optimisé (SNO)
est calculée a partir des pourcentages massiques des différentes fractions granulaires que constitue le

squelette (Tableau 4-1).

Tableau 4- 2: Masses volumiques réelles des fractions granulaires des sables recyclés (SR) 0,08/6,3,
GR 6/10 et GR 10/20 et des squelettes granulaires (SNO et SO), obtenues par calcul.

Masse volumique
Grave
réelle (kg/m*)
SR 0,08/6,3 2,38+ 0,03
GR 6/10 2,44 +£0,01
GR 10/20 2,46 £ 0,02
SO 2,40 £ 0,03
SNO 2,42 £ 0,02

Nous observons peu de différences entre les masses volumiques réelles des GR 6/10 et GR 10/20. Ces
valeurs sont proches de celles généralement mesurées pour les bétons. Une masse volumique légérement
plus faible peut néanmoins étre observée pour la fraction SR 0,08/6,3. Cette différence peut s’expliquer
par une quantité de matrice cimentaire plus importante. En effet, la masse volumique réelle des hydrates
est en moyenne de 2 g/cm’. Du fait d’une plus grande proportion de fraction SR 0,08/6,3 dans le SO, sa

masse volumique est donc plus faible que celle du SNO.
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Pour des besoins de comparaison, un squelette granulaire optimisé a base de granulats naturels est utilisé.
Aprés une analyse granulométrique du squelette, les proportions massiques (%) de chaque fraction sont

de 4% pour les graviers, 45% pour les gravillons et 51% pour la fraction sableuse.

4.3. Dépot calcomagnésien en écoulement
4.3.1. Précipitation du DC

Nous avons dans un premier temps étudié la précipitation du DC en écoulement sur 28 jours selon deux
densités de courant : -180 et -500 pA/cm? Des observations visuelles ainsi que des analyses Raman,
ATG et DRX ont été réalisées sur le dépot formé pour en déterminer la composition chimique et la
nature minéralogique.

Pour chaque densité de courant, la précipitation du DC est observée dés 3 jours. Des photographies du
DC sur la grille sont prises a 3, 15 et 28 jours de polarisation pour chaque densité de courant. Elles sont
présentées sur le Tableau 4-3.

A partir des observations visuelles, on remarque la précipitation d’un dépot blanchatre plutot gélatineux
sous la forme de petites spheres exclusivement au niveau des extrémités basses de la grille. Cette texture
gélatineuse est typique de la Brucite. La précipitation du DC dans cette zone ciblée est liée a I’effet de
pointe qui se produit lorsqu’un courant électrique important se concentre ou se focalise sur une petite
zone ou un point particulier.

Au bout d’une dizaine de jours, il est possible de constater que ces petites sphéres de DC grossissent en
s’accrochant aux cordes puis continuent de croitre sur leur longueur. A 28 jours, pour chaque densité de
courant, le DC précipite longitudinalement aux cordes et commence a apparaitre sur I’ensemble de la
grille. En effet, le DC formé en bas de grille bloque partiellement la surface active de la grille ce qui
limite le passage du courant a cet endroit et ameéne les lignes de courant a se déplacer vers les parties
plus hautes de la grille, permettant ainsi la réduction de 1’eau et donc la précipitation du dépot.
Contrairement a la partie haute de la grille, la quantité¢ d’eau absorbée par les cordes permettrait une
augmentation significative du pH par libération des ions hydroxydes et la précipitation du DC.
Malheureusement, nous n'avons pas été en mesure de procéder a des mesures de pH spécifiques a cet
emplacement, puisque nous n’avions pas de micro-électrode de pH appropriée.

En fin d’expérience, des gros blocs de DC sont visibles. Certains morceaux se sont d’ailleurs détachés
et sont tombés dans I’aquarium. A -500pA/cm?, la quantité de DC précipitée est plus importante qu’a -

180pA/cm? en fin d’expérience.
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Tableau 4- 3: Observations visuelles des dépots calcomagnésiens formés par écoulement sur une grille
d’acier pendant 28 jours a i=-180 pA/cm? et i= -500 uA/cm?.

i=-180 pA/cm? i=-500 pA/cm?

3 jours

15 jours

28 jours

Outre le DC, nous remarquons la formation de rouille de couleur orange-rougeatre a certains endroits
de la grille notamment sur les zones ou 1’eau s’écoule préférentiellement, c’est-a-dire le long des
barreaux et en partie haute. La présence de rouille correspond a une corrosion résiduelle de I’acier, ce
qui signifie que dans ces zones, la grille n’est pas suffisamment polarisée. Sous PC, la vitesse de
corrosion de I’acier est certes limitée mais pas nulle. Le courant électrique circule a travers la grille en
suivant le chemin de moindre résistance offert par 1’eau de mer pour ressortir au plus proche de 1’anode,
c’est-a-dire dans la partie basse de la grille. Ainsi, la partie basse est suffisamment polarisée pour
permettre la réduction de I’oxygene et de 1’eau et donc la précipitation du DC alors qu’en partie haute

de la grille, la corrosion se produit.
Par ailleurs, en s’écoulant, 1’eau crée un film d’eau a la surface de la grille qui favorise la corrosion. Liu
et al. (10) observent que pour un film d’eau de mer a la surface d’un acier au carbone inférieur a 500

um, le courant augmente au fur et a mesure que ’épaisseur du film décroit du fait de I’augmentation du
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taux de diffusion de 1’oxygeéne. Tsuru et al. (11) et Yamashita ef al. (12) observent également une
accélération de la vitesse de corrosion pour des épaisseurs de films inférieures a respectivement 1 mm
et 100 um. Dans notre situation, nous pouvons supposer que 1’épaisseur du film d’eau en haut de la
grille est plus faible qu’en bas de la grille, ce qui en plus de la premiére hypothése, contribuerait a la
corrosion résiduelle de 1’acier.

Pour mieux comprendre les phénomenes électrochimiques se produisant a la surface de 1’électrode, il
est possible de regarder la réponse en potentiel des grilles d’acier au cours du temps. La Figure 4-3
présente la réponse en potentiel de grilles d’acier polarisées a -180 et -500 pA/cm? en situation

d’écoulement d’eau de mer naturelle.

Ecoulement
Dépot calcomagnésien
0_ .................................................
14
?0
< -2
2
8 -3
m
4
— -500 pA/cm?
— -180 pA/em?
'5 llllllllllllllllllllllllllll
0 5 10 15 20 25
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Figure 4- 3 : Courbes chronopotentiométriques de grilles d'acier émergees avec un écoulement d’eau
de mer (consigne de débit = 87 mL/min) pendant 28 jours a-180 uA/cm? (courbe noire) et -500 uA/cm?
(courbe rouge).

Nous pouvons dans un premier temps remarquer que des polarisations a -180 et -5S00puA/cm? permettent
un abaissement instantané du potentiel de 1’électrode vers des valeurs cathodiques élevées,
respectivement autour de -2 et -3 V/Ag-AgCl-sat. De telles valeurs sont dues au fait que le courant
¢électrique passe par les pointes de la grille au début et que la surface métallique sur laquelle se produit
les réactions électrochimiques est trés faible. On observe ensuite des fluctuations qui pourraient étre
liées au blocage partiel de la grille par la croissance du dépot calcomagnésien. A ces potentiels, la
réaction cathodique se produisant a la cathode est majoritairement celle de la réduction de 1’eau, ce qui
signifie que la libération excessive d’ions OH amene a une augmentation significative du pH a
I’interface métal/eau de mer, favorisant la précipitation de la brucite. Plus la densité de courant, en valeur

absolue, est forte et plus la valeur du potentiel est cathodique. Au cours du temps, le potentiel évolue
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vers les valeurs les moins cathodiques ce qui indique que le DC bloque partiellement les pointes et que
les réactions électrochimiques se produisent sur une plus grande surface d’acier. Ce phénoméne est
d’autant plus marqué pour la polarisation la plus forte (-500pnA/cm?). Quoi qu’il en soit, le potentiel
reste trés cathodique ce qui prouve que seule la partie basse de la grille est polarisée. Cela explique la
formation de rouille sur la partie haute de la grille, malgré la polarisation et 1’écoulement d’eau de mer

a sa surface.

4.3.2. Caractérisation du dépot calcomagnésien
Des analyses par micro-spectroscopie Raman sont réalisées sur les dépdts a 3, 15 et 28 jours de

polarisation. Les spectres Raman réalisés sur le dépot calcomagnésien sont présentés sur la Figure 4-4.

Raman intensité
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Figure 4- 4 : Exemple de spectres Raman d’un dépot calcomagnésien obtenu sur la grille polarisée a
i=-500uA/cm? apres 3 jours de polarisation : C = Calcite, A = Aragonite et B = Brucite,

A 3 jours de polarisation, pour chaque densité de courant, les analyses Raman révélent la présence de
Mg(OH); avec les pics caractéristiques 280 cm™ et 440 cm™ (13,14) et de composés carbonatés, avec la
bande de vibration caractéristique des ions carbonates a 1085 cm™ (15,16). Pour les deux densités de
courant, nous constatons la présence d’aragonite caractérisée par ses modes de vibration a 155, 205,
703, 708 et 1085 cm™ (15-17). A i=-180uA/cm?, nous retrouvons également du CaCOs sous la forme
calcite caractérisée par ses bandes de vibration a 155, 280, 714 et 1085 cm™ (8,15,17,18). Compte tenu
des potentiels (Figure 4-3), le pH interfacial est contrdlé par la réduction de I’eau, ce qui signifie que
dans cette zone, le pH est suffisamment élevé pour favoriser la précipitation de la brucite. Le magnésium
est généralement considéré comme un inhibiteur de croissance de la calcite (7,16,19). En précipitant,
le magnésium est piégé dans la brucite ce qui permet, avec les ions calcium en solution, la formation de
la calcite au lieu de I’aragonite. De ce fait, la calcite est souvent retrouvée en présence de brucite comme
en témoigne la Figure 4-4 ainsi que les analyses réalisées par Zanibellato (1) sur un dépot
calcomagnésien (i=-1mA/cm?) dans lequel environ 2% en masse de calcite ont été systématiquement

retrouvés. En revanche, lorsque la brucite se dissout, le pH augmente et la libération du magnésium en
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solution inhibe la croissance de la calcite et favorise 1’aragonite. L’aragonite et la brucite sont retrouvées

pour chaque densité de courant a 15 et 28 jours.
Les proportions de CaCO; et de Mg(OH), dans le DC ont ét¢ déterminées par analyses

thermogravimétriques a 15 et 28 jours pour i=-500pA/cm? et seulement a 28 jours pour i =-180pA/cm?.

Les résultats sont présentés sur la Figure 4- 5.
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Figure 4- 5: Proportion moyenne (%) de CaCOs et de Mg(OH), dans le DC et ratio de Mg(OH),/CaCO3
obtenus par mesures ATG sur 28 jours.

A -500 pA/cm?, nous remarquons que la proportion de brucite augmente au fur et 3 mesure du temps de
polarisation et qu’a I’inverse, la quantité de CaCOs diminue. Ces variations se traduisent par une
élévation du ratio Mg(OH),/CaCO; passant de 2,5 a 3,8. Pour i = -180 pA/cm?, le DC se compose
également d’une part plus importante de brucite que de carbonate de calcium mais avec une proportion
en CaCOs plus grande qu’a -500 pA/cm? soit un ratio Mg(OH),/CaCO; de 2,17. La proportion de
brucite, qui est toutefois plus importante a -500pA/cm?, dépend principalement du pH interfacial et du
courant imposé. A -500pA/cm?, la production d’OH", provenant majoritairement de la réduction de
I’eau, est plus importante qu’a -180pA/cm? ce qui signifie, qu’avec le renouvellement de 1’eau de mer
et donc ’apport continu en ions Mg®" et Ca*", la quantité de brucite formée est plus importante. La
formation du CaCOs est liée aux mécanismes de dissolution/précipitation du dépdt. La brucite, qui se
forme a proximité de 1'électrode en raison de I'augmentation significative du pH, devient instable une
fois qu'elle s'éloigne de cette zone alcaline, ce qui la rend sujette a une dissolution partielle (Eq.4-1)
(1,20).

Mg(OH), = Mg*' + OH" Eq.4-1
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Cette dissolution partielle de la brucite entraine localement une hausse du pH via la libération des ions
OH’ et un déplacement de 1’équilibre calcocarbonique vers la formation d’ions carbonate CO3* qui vont
ensuite réagir avec le Ca** pour former le CaCOs. Cette dissolution de la brucite est d’autant plus rapide
que la surface de contact avec I’eau de mer est importante (49). Dans notre cas, 1’élévation importante
du pH a -500 pA/cm? a pu constituer un frein dans le mécanisme de dissolution de la brucite, ce qui peut
expliquer que la proportion de CaCOs3 a 28 jours soit plus faible par rapport a i=-180pA/cm?. Ce résultat
se correle avec ceux de Carré (21) ou, pour des densités de courant allant de -150 a -400pA/cm?, I’auteur
constate une augmentation de la proportion en brucite dans un DC formé sur un acier galvanisé polarisé
40 jours dans I’eau de mer naturelle, passant de 28 a 65% en masse et parallelement, une décroissance
en carbonate de calcium (aragonite + calcite) de 68 a 32% en masse. De méme, Humble (22) observe
que la teneur en Mg augmente avec la densité de courant imposée. Pour des densités allant de -50 a -
430 pA/cm?, le ratio Ca**/Mg?" dans le DC varie de 1:6 a 6:1 au plus fort courant. La quantité maximale
de CaCO:s est observée a i=-50 pA/cm? alors qu’a i=-430pA/cm?, c’est I’hydroxyde de magnésium qui

est prédominant.

Dans notre étude, pour i=-500 pA/cm?, la plus importante proportion de Mg(OH), a 28 jours se justifie
donc par I’¢lévation de la concentration en OH™ (22,23). Le ratio Mg(OH),/CaCOs varie de 2:1 a
pratiquement 4:1 au bout de 28 jours a -500pA/cm? et pour i=-180pA/cm?, le ratio est a 2:1 a 28 jours.
Outre la densité de courant appliquée, Gartland et al. (24) ont étudié I’effet de I’écoulement de I’eau de
mer sur la formation du dépdt calcomagnésien. Ils expliquent qu’a débit fixe et densité de courant
appliquée variable, et a I’inverse, débit variable et courant fixe, le gradient de concentration en OH™ est
augment¢ a la surface de I’acier, induisant une élévation du pH interfacial.

Ces premiers résultats sur la formation du DC par écoulement soulévent plusieurs points. L’écoulement
d’eau de mer permet la précipitation du DC, mais seulement aux extrémités basses de la grille par effet
de pointe. A mesure que le DC se forme aux extrémités de la grille, celui-ci va progressivement bloquer

le passage du courant et améne progressivement a la formation du DC de plus en plus haut sur la cathode.

Quant a la composition chimique, les analyses Raman ont montré que le DC est principalement composé
d’hydroxyde de magnésium et de CaCOjs sous la forme d’aragonite, avec une proportion de CaCOs plus
importante a -180pA/cm? a 28 jours. La présence de granulats devrait permettre d’homogénéiser
I’écoulement de I’eau de mer sur la grille, favorisant ainsi la formation d’une couche humide plus

étendue et donc une couche plus épaisse ou le pH peut augmenter et favoriser la précipitation du DC.

Par ailleurs, nous avons vu dans le chapitre précédent que la lixiviation des granulats recyclés,
particulierement des hydrates des matériaux cimentaires, entraine la libération d’ions calcium et la
précipitation de composés carbonatés induit par I’augmentation du pH. Ainsi, les granulats peuvent
contribuer ou dans une moindre mesure, amorcer la précipitation du DC sur I’ensemble de la structure

métallique et entre les grains.
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4.4. Formation de I’agglomérat calcomagnésien
La formation d’un agglomérat calcomagnésien (AG) repose principalement sur les propriétés physico-

chimiques du dépot et sa capacité a lier les grains entre eux. La cinétique et le taux de précipitation du
DC constituent également des paramétres a prendre en compte pour permettre une formation rapide des
concrétions. D’un point de vue applicatif, 1’utilisation d’un systéme d’écoulement représente une
nouveauté dans la formation d’un agglomérat calcomagnésien. Dans cette partie, la cinétique de
formation de I’agglomérat est étudiée en fonction de plusieurs facteurs tels que la densité de courant
imposé et le temps de polarisation, la distribution et la nature du squelette granulaire mais aussi et surtout

I’écoulement d’eau mer. Ce dernier point est évalué par comparaison avec un agglomérat formé en totale

immersion dans I’eau de mer.

4.4.1. Courbes chronopotentiométriques

Les courbes chronopotentiométriques d’une grille polarisée a -180pA/cm? et -500pA/cm? en écoulement

et en immersion, enfouie avec des granulats, sont présentées sur la Figure 4-6.

A) Polarisation continue B) Polarisation continue

Granulats naturels

— -500 pA/en? — 500 pA/em?
— -180 pA/en? — -180 pA/em?

E (V)/Ag-AgCl
E (V)/Ag-AgCl

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

) 0 5 10 15 20 25
Temps (jours) Temps (jours)
Q) Immersion
Polarisation continue
0_0 .................................................
— -500 pA/cm?
— -180 pA/cm?

E (V)/Ag-AgCl

0 5 10 15 20 25
Temps (jours)

Figure 4- 6 : Courbes chronopotentiométriques de grilles d’acier enfouies dans des granulats et
polarisées a -180 et -500 uA/cm? dans les conditions suivantes : en écoulement A) granulats recyclés,
polarisation continue pendant 60 jours, B) granulats naturels, polarisation continue pendant 28 jours ;
en immersion C) granulats recyclés, polarisation continue pendant 28 jours.

(
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En présence de granulats, il semble que les réactions électrochimiques se produisent sur toute la grille.
En effet, le potentiel cathodique pris par la grille est cette fois-ci beaucoup plus élevé (moins cathodique)
qu’en I’absence de granulat car il est compris entre -1V/Ag-AgCl-sat et -1,2 V/Ag-AgCl -sat pour -180
mA/cm? et -500 mA/cm? respectivement au début de la polarisation. On rappelle qu’il était entre -2
V/Ag-AgCl-sat et -3V/Ag-AgCl-sat pour la grille nue en écoulement. On peut donc dire que 1’effet de
pointe est beaucoup moins important dans ces conditions et que la matrice granulaire arrosée en
permanence tend a maintenir une humidité relativement homogeéne sur toute la hauteur de la grille. Toute
la grille est alors polarisée et participe a la formation du dépdt calcomagnésien.

Avec le temps, le potentiel décroit trés 1égerement quelle que soit la polarisation, indiquant un blocage
trés partiel de la grille par le dépot calcomagnésien. En présence de granulats naturels, ce blocage est
plus marqué comme nous pouvons 1’observer sur la Figure 4- 6.B, ou une chute du potentiel passant de
-0,9 a-1,2 V/Ag-AgCl-sat est observée a 4 jours d’écoulement pour i =-180uA/cm?. Au bout de 5 jours,

le potentiel remonte en réponse d’une surface active de 1’électrode disponible pour le passage du courant.

En effet, Zanibelatto (1) et Colin et al. (25) observent des décroissances beaucoup plus importantes en
potentiel pour un acier carbone polarisé par courant imposé avec le temps, décroissances attribuées au
dépot calcomagnésien qui vient bloquer des zones de la cathode.

Apres 60 jours de polarisation, le potentiel pris par les grilles atteint -1,2 V/Ag-AgCl-sat pour i = -180
mA/cm? et -1,45 V/Ag-AgCl-sat pour i = -500 mA/cm?. Cela indique un blocage partiel des réactions
électrochimiques par le dépdt et les granulats. Cela pourrait indiquer que le dépdt calcomagnésien se
forme non pas sur la grille mais au sein de la matrice granulaire, laissant pratiquement toute la grille
active. En effet, le méme comportement est observé pour une grille placée dans des granulats en
immersion permanente. Dans ce cas, I’eau de mer est présente sur toute la surface de la grille et toute la
grille participe au passage du courant. Les mémes valeurs de potentiel observées dans le cas de
I’écoulement confirment que toute la grille participe dans ce dernier cas. De plus, en immersion, le
potentiel décroit trés peu, quelle que soit la densité de courant, indiquant 1’absence de blocage par le
dépot calcomagnésien. Ce résultat correspond aux travaux de Zanibelatto (7) qui observe 1’absence de
dépot calcomagnésien autour d’une grille immergée dans du sable pour les plus fortes densités de

courant.
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4.4.2. Observations visuelles

Les agglomérats calcomagnésiens sont formés avec un squelette granulaire a base de granulats recyclés
ou naturels en écoulement (écoulement) sous polarisation continue, en écoulement sous polarisation
cyclique, et en immersion sous polarisation continue avec un squelette optimisé a base de granulats
recyclés uniquement. La condition « en immersion » signifie que le panier (contenant les granulats
recyclés et la grille) est directement immergé dans ’eau de mer. La Figure 4-7 donne un apercu de
I’évolution du volume d’agglomérats formés en fonction du temps pour chaque condition et densité de

courant.
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Figure 4- 7 : lllustrations des agglomérats calcomagnésiens formés (squelette granulaire optimisé)
dans chaque condition, a savoir : en écoulement avec un squelette granulaire a base de granulats
recyclés ou naturels sous polarisation continue, en écoulement en polarisation cyclique, ainsi qu’en
immersion en polarisation continue. Les dimensions des agglomérats sont de ['ordre de 12 cm de
hauteur et 12 cm de largeur et, selon les agglomérats, |’épaisseur peut varier de 2 a 7 cm.

En seulement 15 jours de polarisation, et pour chaque densité de courant, la précipitation du DC en
écoulement a conduit a la formation d’une concrétion calcomagnésienne sur les barreaux de la grille en
cimentant les granulats recyclés. En écoulement, il semble que 1’agrégation commence initialement au
niveau de la partie inféricure de la grille, puis progresse sur I’ensemble de la structure avec les temps de
polarisation. Cette amorce dans la partie basse de la grille a d’ailleurs été constatée dans le cas de la
précipitation du DC sur la grille seule (voir (Chapitre 4)-4.3). A partir de 28 jours, quasiment toute la

surface de la grille est recouverte de concrétion ce qui signifie que le DC arrive également a précipiter
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sur la partie haute. Il semblerait ainsi que la présence de granulats, recyclés ou non, favorise la
précipitation du DC sur la grille, probablement en modifiant 1’écoulement de 1’eau et laissant le temps
au dépot de se former. Bien que la grille soit recouverte de concrétion, on peut cependant noter 1’absence
de concrétion au centre des mailles de la grille. La formation de I’agglomérat se présente sous forme
d’une poire avec une partie basse plus volumineuse que la partie haute. En fin de polarisation ¢’est-a-

dire a 60 jours, I’agglomérat croit en comblant le centre des mailles.

En se référant a la Figure 4-7, on observe qu’a i=-500pA/cm?, pour une méme échéance, les AG formés
en immersion sont plus volumineux que ceux obtenus en écoulement. En écoulement, les AG formés
avec des granulats naturels paraissent plus volumiques a 15 et 28 jours de polarisation par rapport a ceux

obtenus avec des granulats recyclés.

Pour chaque condition, le volume d’agglomérat parait sensiblement plus important a -500pnA/cm?,
probablement en raison des cinétiques de réduction de I’eau et de 1I’oxygene. Néanmoins, un plus gros
volume ne signifie pas que 1’agglomérat est plus résistant. La robustesse de 1’agglomérat est fonction de

la porosité, des propriétés chimiques du DC et de sa capacité a lier les granulats.

Ces observations visuelles, bien qu’informatives, ne sont pas suffisantes pour évaluer de manicre
exhaustive I’influence de toutes les variables (nature du squelette, écoulement/immersion, ...) sur la
formation de 1I’agglomérat. Ainsi, pour obtenir une compréhension approfondie des facteurs influengant
la formation de I’agglomérat et la précipitation du DC, nous avons réalisé€ un suivi cinétique des volumes
apparents des AG en fonction du temps de polarisation. Nous avons également réalis¢ des mesures de
porosité des AG et caractérisé la composition chimique du DC, pour obtenir des informations sur les

propriétés du liant en écoulement et sur la durabilité de I’ensemble du matériau.

4.4.3. Croissance volumique et compacité des agglomérats

La cinétique de croissance des agglomérats est obtenue par détermination de leur volume apparent (Vapp)
a plusieurs échéances de temps allant de 15 a 28 ou 60 jours pour certains cas. Ce volume apparent est
déterminé par scanner 3D. Il correspond au volume d’agglomérat formé sans prendre en compte celui
de la grille. Pour des raisons de reproductibilité des résultats, deux agglomérats sont systématiquement
formés pour les mémes conditions expérimentales et mémes échéances. A titre d’illustration, la Figure

4-8 donne un exemple d’un scan 3D et d’une photo réalisée sur agglomérat calcomagnésien.
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Figure 4- 8 : A) Scan 3D (Einscan) et B) Photo d’'un AG formé en écoulement pendant 28 jours, a
polarisation cyclique pour i=-500uAd/cm?(densité de courant moyenne, igpiiquée=-1000pA/cm?).
2.6.3.6. 4.4.3.1. Influence de I’écoulement et squelette granulaire

La croissance de 1’agglomérat est suivie sur 60 jours en écoulement et jusqu’a 28 jours en immersion.
Pour chaque condition, les deux squelettes granulaires optimisé (SO) et non optimisé (SNO) ont été
étudiés. Pour rappel, le squelette granulaire optimisé (SO) représente une distribution des grains de
manicre a optimiser la compacité initiale alors que le squelette non optimisé (SNO) peut conduire a la
présence de plus de vides entre les grains. Le volume apparent de croissance des agglomérats
calcomagnésiens formés en écoulement et en immersion, pour des densités de courant a i=-180 pA/cm?

et1=-500 uA/cm? est présentée sur la Figure 4-9.

Agglomérat - Ecoulement Agglomérat- Immersion
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—©- -500 pA/em*-SO 8- -180 pA/em?-SO
~©- -500 pA/cm*SNO  -&- -180 pA/cm>-SNO

Figure 4- 9: Evolution du volume apparent des agglomérats calcomagnésiens (cm’) formés en
écoulement jusqu’a 60 jours et en immersion jusqu’a 28 jours, avec un squelette granulaire optimisé
(SO) qui est représenté en ligne continue et non optimisé (SNO) en ligne discontinue, pour i=-
500uA/cm? et i=-180uAd/cm?
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En écoulement, le volume apparent des AG (SO et SNO) croit jusqu’a 60 jours. Le volume est multiplié
par 6 en pratiquement 1 mois et demi pour i=-180pA/cm? passant d’environ 15 cm® a 120 cm’ et double
pour i=-500pA/cm? allant de 80 cm® a quasiment 190 cm’. Les volumes apparents des AG sont
cependant plus importants au plus fort courant en raison des cinétiques de réduction de 1’eau et de

I’oxygeéne a la surface de ’acier.

L’optimisation du squelette granulaire semble contribuer a améliorer la formation de I’AG, notamment
au plus haut courant. En écoulement ou en immersion, le volume apparent des AG est 1égérement plus
¢élevé avec un SO. Cet écart est particulierement observable en immersion ou le volume de ’AG est
pratiquement 1,5 fois plus petit avec un SNO avec une cinétique de 11 cm*/jour. Le SO contient moins
de vide que le SNO ce qui permet une meilleure cohésion entre les grains. Nous remarquons cependant
que I’optimisation du squelette ne semble pas affecter la formation de I’AG pour i=-180 pA/cm? sur 28
jours. En revanche a 60 jours, il est possible de constater que le volume stagne avec un SNO en
écoulement, avec une cinétique de 0,5 cm*/jour. Ce ralentissement de la croissance de I’AG peut étre
attribué a un plus grand volume de vide a combler par le dépot a mesure qu’il précipite (le volume de

vide & combler augmente en s’¢éloignant de la grille).

En immersion, la cinétique de formation des agglomérats est quasiment quatre fois plus rapide au plus
fort courant, atteignant 330 cm® en 28 jours contre 120 cm® en écoulement. A ’inverse, & -180puA/cm?,
le volume atteint 37 cm® au bout de 15 jours et n’évolue pas. Il semblerait ainsi que la cinétique de
formation de I’AG pour i=-500pA/cm? soit favorisée en immersion mais que le phénomene s’inverse
pour i=-180pA/cm?.

En résumé, 1’écoulement d’eau de mer permet la formation d’un agglomérat calcomagnésien en
seulement 15 jours. Le volume apparent de I’AG augmente jusqu’a 60 jours pour finalement former des
concrétions d’environ 190 cm? et 120 cm® & respectivement -500 et -180 pA/cm?. A 28 jours, les AG
formés en immersion possédent des volumes apparents deux voire trois fois plus importants que ceux
formés en écoulement. L’optimisation du squelette granulaire semble favoriser la croissance en volume
de I’AG a partir de 15 jours a -500 pA/cm? et 28 jours a -180 pA/cm?. Apres 28 jours, la croissance en

volume est ralentie avec un SNO en écoulement.

Néanmoins, la détermination de ces volumes apparents donne seulement un apergu de la croissance des
AG. Cette donnée ne prend pas en compte la présence de vides entre les grains ce qui constitue une
limite quant a I’interprétation des résultats précédents, en particulier sur la robustesse des AG. En effet,
un AG avec un volume apparent élevé peut également étre caractérisé par une porosité importante, une
trop grande quantité de gel de brucite ou encore de faibles liaisons chimiques, ce qui limiterait la
cohésion entre les grains via le DC et donc affaiblirait la résistance du matériau. A partir de mesures de
porosité (¢) (déterminée par porosité accessible a 1’eau, cf. Chapitre 2) réalisées sur les AG, nous avons
calculé la compacité (c=1-¢) des matériaux. Les porosités initiales (¢;) de ces squelettes granulaires sont

respectivement de 35% pour le SO et 41% pour le SNO, soit un écart de 6%. En termes de compacité
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(ci =1-¢1) (%), elles sont de 65% pour le SO et 59% pour le SNO. Pour étudier le volume de vide dans
les AG, nous parlerons de compacité (¢). Les compacités des AG formés avec un SO et SNO, en

écoulement et immersion sont présentées sur la Figure 4-10.

Squelette optimisé (SO) Squelette non optimisé (SNO)
90 90
85+ 85—
80 80

T 654 A T 654
60 604 A
554 55—
50 T T T T T T T T T T 50 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 0 20 40 60
Jours Jours
-6~ i=-500 pA/cm?- Emersion ©- =500 pA/cm*Immersion
-3 =180 pA/cm*-Emersion 3 =180 pA/cm?-Immersion

—A— Compacité initiale

Figure 4- 10: Compacité des agglomérats calcomagnésiens formés en écoulement et en immersion avec
un SO (figure de gauche) et un SNO (figure de droite) en fonction du temps. La compacité initiale de
chaque squelette dans le panier est indiquée par un triangle rouge.

Quel que soit le squelette granulaire utilisé, I’application d’une polarisation cathodique entraine une
augmentation de la compacité sur les 15 premiers jours en raison du DC qui vient combler les vides
intergranulaires pour cimenter les particules. Cette amélioration de la compacité semble plus
significative dans le cas du SNO (i =-500pA/cm?), ou elle augmente de 14% par rapport a la porosité
initiale (59 a 73%), contre seulement 2% avec le SO (65 a 67%). Notons également que la compacité
est globalement plus élevée a 15 jours pour i=-180 pA/cm? qu’a i=-500pA/cm? pour les deux squelettes.
Au-dela des 15 jours, les compacités des AG formés en écoulement et en immersion sont relativement
stables et fluctuent aux alentours de 72% pour les deux squelettes et les deux densités, excepté pour i=-
180pA/cm? avec un SO ou la compacité augmente jusqu’a 23% en 60 jours. Au vu des résultats, il
semblerait que la compacité semble atteindre un optimum entre 65-70% apres 15 jours de polarisation
et ce, peu importe que le squelette granulaire soit optimisé ou non. En immersion, pour les mémes
densités, la compacité est globalement plus faible qu’en écoulement, excepté au plus fort courant avec
SO ou elle atteint 77% contre 72% en écoulement. Cette stabilisation du volume des vides a également
été observée dans les travaux de Zadi (25) dans le cadre de la formation de concrétions
calcomagnésiennes formées en courant imposé pendant 24 mois (grilles immergées). Sur ces matériaux,
cet auteur détermine une compacité comprise entre 65 et 75% au bout de 10 mois, alors que celle du
squelette granulaire (sédiments) était initialement de 57%. Le DC est donc venu combler une partie des
vides du squelette. Cet auteur constate ¢galement que la compacité diminue de manicre linéaire avec
I’augmentation de la densité de courant électrique mais que la durée de polarisation n’apparait pas

comme un facteur apparent dans 1’évolution de la compacité. Zadi (26) note qu’au-dela de 10 mois de

( 174

'



Chapitre 4 : Précipitation du dépot calcomagnésien a la formation de [’agglomérat en écoulement

polarisation (sur 24 mois), le temps n’a pas d’influence significative sur la compacité du matériau formé.
Dans le méme contexte, Carré ef al. (27) ont étudié la compacité d’un agglomérat calcomagnésien
formé sur 30 mois dans le cas d’une grille enfouie dans des sédiments. Par analogie avec nos résultats,
ils constatent une augmentation progressive de la compacité, passant de 70 a 75%, sur une période de
10 mois, suivie d’une stabilisation entre 75 et 80%, ainsi qu’une corrélation entre 1’évolution de la
compacité et I’augmentation de la résistance mécanique en compression des agglomérats (10-12 MPa).
Ces auteurs supposent que la libération du H; lors des réactions de réduction constitue un facteur limitant
pour les propriétés mécaniques du matériau. Cette hypothése pourrait étre corrélée avec les valeurs de
compacité plus élevée a -180puA/cm? observées en écoulement, ou la libération de H; est supposée plus
faible a la surface de la grille. Des mesures de porosité au mercure permettraient d’avoir une idée sur la
distribution de la taille des pores. Globalement, pas de différence significative des valeurs de compacité
n’est constatée entre les deux densités de courant pour le SNO et SO ainsi qu’au niveau de 1’écoulement
et de ’immersion. Nous pouvons tout de méme noter que mé€me si la croissance en volume apparent des
AG est plus lente en écoulement qu’en immersion, il apparait des similitudes au niveau des propriétés
physiques des agglomérats. Il semblerait également que 1’optimisation du squelette granulaire facilite,
sur le long terme, la précipitation en volume du DC entre les grains et conduise, au fur a mesure du

temps, a la formation d’un agglomérat de plus en plus compact et volumineux.

2.6.3.7. 4.4.3.2. Influence des granulats recyclés : comparaison avec des granulats
naturels

Nous avons émis I’hypothése que les granulats recyclés pouvaient influencer ou amorcer la précipitation
du DC en fournissant des ions calcium et un environnement alcalin propice a la précipitation du CaCOs.
La Figure 4-11 rapporte les volumes apparents et la compacité des AG formés en écoulement avec des
granulats recyclés et naturels avec un SO en fonction du temps. En raison d’un probléme technique,
nous avons di stopper certaines expériences a 20 jours de polarisation plutét qu’a 28 jours ce qui
explique 1’absence d’écart type pour les volumes apparents a 20 et 28 jours dans le cas des AG avec

granulats naturels (GN).

A partir des photos des AG présentées sur la Figure 4-7, nous avons constaté que le volume des AG
formés avec des granulats naturels était plus important qu’avec des granulats recyclés. Cette observation
est confirmée par les résultats présentés dans la Figure 4-11 ou 1’on remarque qu’au bout de 28 jours
de polarisation, le volume apparent des AG avec GN atteint 230 cm® & -500pA/cm?, c’est-a-dire
pratiquement 2 fois plus élevé qu’avec des GR. La cinétique de formation en volumique est calculée a
13 cm*/jour sur 1 mois. Pour i=-180pA/cm?, le volume apparent des AG avec GN est stable dés 15 jours

de polarisation, atteignant 60 cm’.
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Figure 4- 11: Evolution du volume apparent (cm’) et de la compacité (1-¢)(%) des AG formés sous
écoulement avec des granulats recyclés (gauche) et des granulats naturels (droite) en fonction du temps.
Les densités de courant sont exprimées en uA/cm?.

La compacité initiale du squelette est de 68%, soit 3% de plus que les granulats recyclés (GR) (65%).
La compacité des AG avec GN atteint pratiquement 80% contre environ 70% avec des GR en seulement
15 jours, tout courant confondu, puis fluctue entre 78 et 82%. La précipitation du dépot a travers les

grains augmente la compacité de prés de 10%.

2.6.3.8.  4.4.3.3. Cycle de polarisation

D’apres la littérature, 1’application d’une polarisation cyclique permettrait d’uniformiser la distribution
du dépot a la surface du métal et de réduire la porosité de la couche de CaCOs (28). En effet, en 1’absence
de polarisation, la dissolution de la brucite favoriserait la précipitation du carbonate de calcium au sein
de I’agglomérat. Le CaCOj étant plus résistant mécaniquement que la brucite qui précipite initialement
sous forme de gel, une augmentation de sa proportion dans le DC favoriserait la cohésion entre les grains
et la résistance de I’ensemble du matériau. La polarisation cyclique appliquée ici consiste en une
alternance toutes les 6 heures d’une polarisation cathodique et d’un potentiel a I’abandon.

La Figure 4-12 montre la comparaison de 1’évolution du volume apparent et de la compacité des AG
formés sous écoulement, avec une polarisation cyclique et continue, en fonction du temps. Au vu des
résultats, I’application d’une polarisation cyclique en écoulement ne semble pas affecter la croissance

en volume des agglomérats ni la compacité.
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Figure 4- 12: Evolution du volume apparent (cm’) et de la compacité (1-¢)(%) des AG formés en
polarisation continue (gauche) et cyclique (droite) en fonction du temps. Les densités de courant sont
exprimées en uA/cm?.

A partir des observations visuelles, de I’évolution du volume apparent des AG et des mesures de porosité
(compacité), plusieurs conclusions sont rapportées. La formation de I’agglomérat calcomagnésien est
possible en écoulement et en immersion en seulement 15 jours. Pour les deux dispositifs, les volumes
apparents des agglomérats suivent une croissance « quasi linéaire » en fonction du temps. La cinétique
de croissance reste cependant plus significative en immersion a forte densité probablement en raison
d’une alcalinisation liée a la polarisation plus importante qu’en écoulement ou le milieu est lessivé en
continu. La densité de courant influence la cinétique de croissance des AG c’est-a-dire que plus la
densité de courant est ¢levée, plus la croissance des AG est rapide. L optimisation du squelette
granulaire n’a pas eu de réels effets sur la compacité ni la croissance des matériaux sauf a forte densité
ou I’on a pu observer des volumes apparents plus faibles pour les deux dispositifs. La compacité
augmente au cours du temps mais se stabilise rapidement apres 15 jours de polarisation et ce, quels que
soit la nature des granulats, la polarisation appliquée et le dispositif (immersion/écoulement). Nous
allons dans la partie suivante nous intéresser a la composition chimique et minéralogique du dépot

calcomagnésien précipité entre les granulats.

4.4.4. Propriétés chimiques du dépot calcomagnésien dans I’agglomérat

Les propriétés chimiques (nature et proportions relatives des éléments chimiques) du dépot
calcomagnésien au sein des AG ont été caractérisées. Pour ce faire, il a fallu procéder a une destruction
des agglomérats calcomagnésiens, soit partielle avec 1’élaboration de coupes transversales, soit totale

pour récupérer le DC.
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Chapitre 4 : Précipitation du dépot calcomagnésien a la formation de I’agglomérat en écoulement

2.6.3.9. 4.4.4.1. Coupes transversales/longitudinales des AG
La robustesse de I’AG est évaluée a partir de coupes transversales de certains agglomérats. Ces coupes
transversales sont obtenues par découpe des AG, préalablement enrésinés (résines époxy prise rapide),
a I’aide d’une trongonneuse a lame diamant. Les AG sont sectionnés a sec sur 1’axe horizontal pour

éviter la dissolution du dépot.

L’enrésinement des AG permet le maintien mécanique de la structure lors du découpage et notamment
des grains externes qui adhérent peu du fait d’une trés petite surface en contact avec le ciment
calcomagnésien. En effet, sans résine, les AG peuvent s’effriter lors de la coupe et progressivement
créer une décohésion des grains au sein de I’AG. L’utilisation d’une résine a prise rapide permet donc
de maintenir ces grains dans 1’agglomérat, mais du fait de sa viscosité et de sa prise rapide, cette résine
ne pénétre pas au sein des AG. La Figure 4-13 montre le résultat d’un découpage a la trongonneuse

d’un agglomérat formé en écoulement a -500 pA/cm?.

Figure 4- 13: Découpage d’un agglomérat calcomagnésien enrésiné a la trongonneuse a lame diamant.
Conditions de formation de ['agglomérat présenté ici : écoulement, granulats recyclés, polarisation
continue a -500ud/cm? pendant 28 jours.

Bien que I’enrésinement des AG maintienne suffisamment la structure de I’ AG pour faire des tranches,
nous pouvons tout de méme constater une perte de matiére conséquente dans la partie centrale du
matériau, synonyme de trés peu de dépot calcomagnésien liant les granulats. A -500 pA/cm? la
polarisation conduit 4 la fois a un bullage important de H, mais aussi a une alcalinisation trés importante
de I’espace inter-granulaire. On a ainsi un gradient de pH du métal vers ’extérieur et les ions Ca?" et
Mg*", arrivant avec 1’écoulement ou par diffusion, précipitent loin de la grille. L’eau arrivant sur la grille
est donc appauvrie en ions Mg®* et Ca*" et aucun dépot ne précipite. Ce phénoméne a été également

observé par Zanibelatto (7) au cours de sa thése pour une grille enfouie dans du sable. 1 a ainsi observé
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I’absence de dépot calcomagnésien et de sable autour de la grille, le sable ayant été repoussé par
’hydrogéne. Le méme phénoméne a pu étre observé dans nos dépdts obtenus a -500 uA/cm?® (Figure 4-
13 et Figure 4-14). Aucun dépot n’est visible sur la grille dans certaines zones. Ce phénomeéne reste
néanmoins aléatoire, il ne se produit pas partout et ne s’observe pas pour la plus faible polarisation, i.e.
-180 mA/cm?, car I’alcalinisation et le bullage de H» est moindre et I’écoulement permet de rééquilibrer
le pH interne.

Nous présentons dans la Figure 4-14 quelques coupes transversales réalisées sur deux agglomérats
formés a i=-500pA/cm? et i=-180uA/cm? dans les conditions suivantes : écoulement, 60 jours avec

squelette optimisé. Ces coupes sont de 1 cm d’épaisseur pour les besoins des analyses MEB.

11cm

Epaisseur =25cm

Epaisseur = 3,5 cm

Figure 4- 14: Zones de sectionnement des agglomérats obtenus apres 60 jours sous écoulement pour un
squelette granulaire optimisé, accompagnées des coupes des deux agglomérats. A) i=-180uAd/cm?
(coupes verticales) et B) i=-500uA/cm? (coupes horizontales).
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A -180pA/cm? (Figure 4-14.A), les coupes verticales révélent la structure interne et la morphologie de
I’agglomérat. On peut distinguer différentes tailles et natures de granulats recyclés tels que la terre cuite
ou les pierres naturelles ainsi qu’une certaine cohésion de la matrice ou les granulats les plus fins
viennent combler les espaces entre les éléments les plus grossiers. Autour de la grille, on ne dénote
quasiment pas de vides. Globalement, I’agglomérat se caractérise par un empilement granulaire plutot
uniforme et homogeéne avec, toutefois, la présence de microcavités sur la longueur probablement a cause
des bulles de H,. On remarque plusieurs zones blanches qui semblent correspondre au dépot
calcomagnésien (cercles en pointillés). La quantité d’agglomérat formé est plus importante autour des
barreaux métalliques qu’au niveau des mailles (fléches orange) (Figure 4-14.A) en raison de la
précipitation du DC qui débute sur la surface métallique. Quant au courant le plus fort (Figure 4-14.B),
les coupes transversales mettent en avant la présence de plus grosses cavités autour de la grille ainsi

qu’une perte de matiére au centre de 1’agglomérat.

Pour aller plus loin dans 1’observation de la structure et de la composition des AG, des analyses au
microscope électronique a balayage (MEB) sont réalisées sur 1’une des coupes transversales de I’AG
obtenu dans les conditions suivantes : écoulement, 60 jours, i=-500puA/cm?, SO. Des microanalyses EDS
ainsi que des cartographies élémentaires X du Ca, Mg et Si sont également effectuées pour examiner la
répartition des éléments chimiques au sein de I’agglomérat. Les échantillons ont été préalablement polis
(P4000) pour retirer les rayures liées a la découpe et obtenir une surface nette. Les micrographies
correspondantes a 1’analyse d’une coupe transversale sont présentées sur les Figures 4-16 et 4-17. La
Figure 4-15 montre les images MEB d’une coupe transversale de 1’AG obtenues par le détecteur FEG

accompagnées des microanalyses EDS.
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Elem 'Wt% At%K-Ratio 2 A F y Elem Wt At%K-Ratio 2 A F |

CK 16.66 25.00 0.0284 1.0310 0.1653 1.0005
OFK 4599 5079 0.1197 10137 0.2566 1.0003
Mgk 275 2.04 0.0153 0.9727 0.5687 1.0070

CK 16,01 23,67 0.0337 1.0312 0.2040 1.0006

OK 46.18 51.25 0.1327 1.0140 0.2832 1.0005

Mgk 23.77 17.35 0.1346 0.9730 0.5809 1.0016
Al 0,36 0.24 0.0017 0.9444 0.5011 1.0027
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Figure 4- 15 : Images MEB réalisées sur la coupe transversale de [’agglomérat. A) Contraste
topographique (électrons secondaires) ; B.1. Contraste chimique (électrons rétrodiffusés) accompagné
d’une microanalyse EDS réalisée sur le dépot calcomagnésien (¢toile orange) (B.2) et sur les granulats
recyclés (étoile noire) (B.3). Les cercles rouges représentent des pores/asperités. Le triangle bleu
correspond a une zone spécifique d’interface analysée par cartographie (Figure 4-16).

La micrographie électronique de la Figure 4-15A, qui représente le contraste topographique de la
surface de I’échantillon, montre des zones lisses avec un contour bien défini correspondant aux granulats
recyclés. Ces grains semblent piégés dans une matrice gris foncé de dépot calcomagnésien. Plusieurs
aspérités/pores sont visibles en surface, plus particulierement au niveau des jonctions entre les granulats
recyclés (cercles rouges). La couche de dépot présente une surface plus lisse et homogéne. La détection
du dépot et des granulats recyclés est confirmée par le contraste chimique (Figure 4-15.B1) et les
analyses EDS (électrons rétrodiffusés) réalisées sur les deux zones (€toile noire (granulats recyclés)
(Figure 4-15.B3) et étoile orange (dépdt calcomagnésien) (Figure 4-15.B2)). Ce mode chimique réveéle
un contraste de gris suivant le numéro atomique. Plus Z est grand, plus I’image est claire (Chapitre 2).
On constate un dégradé de nuances de gris correspondant, a I’aide des microanalyses EDS, pour les
zones les plus claires, aux granulats recyclés particulierement riches en silicium (Zsi= 13) et les zones
foncées au dépot calcomagnésien ou le magnésium et ’oxygeéne sont prédominants, synonyme de la

brucite (Zmg=12 et Zo=8). La présence de la silice au sein du dépdt provient des particules de granulats
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Chapitre 4 : Précipitation du dépot calcomagnésien a la formation de [’agglomérat en écoulement

recyclés. De plus, nous distinguons une couche distincte de couleur claire (triangle bleu) en périphérie
d’un granulat, qui est riche en calcium (Zc.=20) comme le montre les cartographies EDS réalisées dans

cette zone, présentées sur la Figure 4-16.

Figure 4- 16 : Image MEB optique réalisée sur la zone indiquée par le triangle bleu d’une coupe
transversale de [’agglomérat calcomagnésien (conditions expérimentales : écoulement, 60 jours, i=-
500uAd/cm? SO) accompagnées des cartographies élémentaires de Ca, Mg et Si.

Cette couche riche en calcium qui n’a pas été observée sur des matériaux a matrice cimentaire (Rc) avant
immersion/lixiviation s’aveére étre de la calcite qui pourrait résulter soit de I’interaction avec 1’eau de
mer de la matrice cimentaire qui aurait pu entrainer la précipitation de carbonate de calcium a la surface
du granulat (voir Chapitre 3), soit de la précipitation du dépot calcomagnésien ou un effet conjugué des
deux phénomeénes.

Cette couche riche en calcium se retrouve également et essentiellement en périphérie d’autres granulats
(zones riches en silicium). Cela suggere que les granulats recyclés pourraient potentiellement servir de
points d'amorgage dans la précipitation de CaCO3, peut-étre en raison de la libération d'ions calcium
et/ou d’ions sulfates lors de leur lixiviation, créant ainsi un environnement riche en ions calcium. Le

CaCO; peut également provenir de la dissolution de la brucite et de I’écoulement le long des grains.
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Chapitre 4 : Précipitation du dépot calcomagnésien a la formation de [’agglomérat en écoulement

2.6.3.10. 4.4.4.2. Composition chimique

Afin d’étudier et d’analyser sa composition chimique, le DC est collecté manuellement dans les AG a
I’aide d’une pince a pointe courbe. Cette étape chronophage implique une destruction progressive des
agglomérats pour extraire le DC, qui est visuellement identifiable par sa teinte blanchatre. Si en
immersion le DC précipite simultanément sur I’ensemble de la surface de la grille, en écoulement, il
précipite d’abord au niveau de la partie basse puis remonte progressivement vers la partie haute a mesure
que le dépot calcomagnésien bloque la grille. Cette distinction suggere que les propriétés du DC peuvent
différer entre les deux zones. En conséquence, nous avons entrepris la récupération et I’analyse distincte
du DC a la fois dans la partie haute (du coté de la connexion électrique) et la partie basse des
agglomérats. L analyse de certaines zones des agglomérats s’est avérée difficile en raison de la faible
quantité de dépot récupérée.

La composition chimique du DC est déterminée par des analyses par DRX et Raman. La Figure 4-17
présente des diffractogrammes obtenus sur des dép6ts calcomagnésiens prélevés dans des agglomérats

formés en immersion a 28 jours et en écoulement a 15, 28 et 60 jours de polarisation.
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Figure 4- 17: Diffractogrammes de rayons X de dépdts calcomagnésiens prélevés dans différents
agglomeérats : A) en immersion, 28 jours, i=-500uA/cm? (partie basse) et B) en écoulement a 15, 28 et
60 jours pour i=-500ud/cm? et i=-180uAd/cm? (partie basse).

D’aprés les diffractogrammes, nous constatons que le dépot calcomagnésien formé en immersion
(Figure 4-17.A) se compose, en plus de la brucite, de deux formes allotropiques de CaCOj3, la calcite et
I’aragonite. Ces trois composés sont détectés quasi systématiquement en immersion au cours du temps.
Dans le cas d’un agglomérat calcomagnésien formé en immersion, I’aragonite constitue la forme de
CaCOs la plus retrouvée au sein du dépot (1,21,26). La calcite est également retrouvée dans ces
conditions en immersion mais en moindre quantité par rapport a 1’aragonite. En effet, Zanibellato (7)
trouve, dans le cas d’une grille enfouie et polarisée a -1mA/cm?, pres de 5% en masse d’aragonite contre
2% de calcite. De méme, Carré (21) a mis en évidence moins de 3% massique de calcite dans I’eau de
mer naturelle contre 66% d’aragonite pour une grille polarisée a -300pA/cm?. En écoulement, les
diffractogrammes (Figure 4- 17.B) montrent que seules deux phases ont été identifiées, la calcite et la
brucite. Ces deux composés sont systématiquement détectés au cours du temps (15 a 60 jours), et pour
les deux densités de courant. L’aragonite a néanmoins été identifiée seulement a 28 jours pour i=-
180puA/cm?. La quasi-absence de I’aragonite et la prédominance de la calcite sont assez surprenantes
puisque 1’écoulement est, d’apres notre hypothéese, censé favoriser la dissolution partielle de la brucite
et donc libérer des ions magnésium susceptibles d’inhiber la calcite. Par ailleurs, nous avons vu
précédemment (Chapitre 4.4.3) que sans granulat, le dépdt contient de la calcite et de I’aragonite. A ce
titre, nous avons montré dans le Chapitre 3 que la lixiviation des granulats recyclés dans 1’eau de mer
conduit  la libération excessive de calcium en solution, entrainant une inversion du rapport Mg?*/Ca**
de I’eau de mer. La prédominance du calcium par rapport au magnésium dans 1’eau de mer peut, d’apres
les prédictions de Morse (29), favoriser la précipitation de la calcite lorsque le rapport est inférieur a 1

(a T=20°C). De plus, la présence quasi-exclusive de la calcite peut étre justifiée par I’augmentation de
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la concentration en ions sulfate induite par la lixiviation des Rc. En effet, plusieurs études ont mis en
avant que les ions sulfate sont considérés comme des inhibiteurs de la dissolution de la calcite (30-32).
Par ailleurs, Sjoberg er al. (30) ainsi que Gledhill et Morse (31) ont également constaté que 1’effet
inhibiteur des ions sulfate sur la vitesse de dissolution de la calcite s’intensifiait avec 1’augmentation
des ions calcium en solution. Ainsi, il semblerait que la réactivité des granulats recyclés, via la libération
d’ions calcium et sulfate favorise la précipitation de la calcite. Egalement, la libération excessive d’ions
calcium par les GR a pu entrainer un abaissement du rapport Mg”*/Ca*" suffisamment important au
niveau de I’interface métal/électrolyte pour favoriser la précipitation de la calcite (22,29). Il apparait

donc un effet non négligeable des granulats recyclés sur la composition chimique du dépot.

Pour aller plus loin, nous avons analysé la composition chimique du dép6t dans les autres conditions de
formation de 1’agglomérat, a savoir en présence de granulats naturels et en polarisation cyclique
(granulats recyclés). Le Tableau 4-4 résume les composés retrouvés dans les DC en haut et en bas de

I’agglomérat pour chaque condition expérimentale en fonction du temps.

Tableau 4- 4: Composition chimique du dépot calcomagnésien dans les agglomérats (SO) pour les deux
densités de courant : C=Calcite, A=Aragonite et B=Brucite.

i=-500pA/cm? Ecoulement (écoulement) Immersion
Polarisation Cyclique Continue Continue Continue
Nature des granulats Recyclés Naturels Recyclés Recyclés
Temps (jours) Haut Bas Haut Bas Haut Bas Haut Bas
15 B+C+A B+C B+C B+C B+C B+C B+C B+C+A
20 B+C+A ? | B+C+A ?
28 B+C B+C+A ? B+C B+C B+C B+C | B+C+A | B+C+A
60 B+C | B+C
i=-180pnA/cm? Ecoulement (écoulement) Immersion
Polarisation Cyclique Continue Continue Continue
Nature des granulats Recyclés Naturels Recyclés Recyclés
Temps (jours) Haut Bas Haut Bas Haut Bas Haut Bas
15 B+C B+C C B+C+A ? B+C B+C C B+C
20 B+C | B+C+A
28 B+C B+C+A | B+C B+ C B+C+A | B+C | B+C+A | B+C+A
60 B+C B+C
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Selon les informations fournies par ce tableau, nous constatons que la calcite est non seulement
prédominante en écoulement avec les granulats recyclés mais aussi avec les granulats naturels, pour les
deux densités de courant. Si la réactivité des GR dans 1’eau de mer peut expliquer la présence de la
calcite, dans le cas des granulats naturels, 1’explication reste assez floue. En effet, toujours dans le
chapitre 3, nous avons constaté que les granulats naturels sont totalement inertes dans I’eau de mer.
Aucune variation de pH ni de conductivité n’a été relevée. D’ordre général, il semblerait que la présence
des granulats naturels en écoulement favorise la précipitation de la calcite, probablement au niveau de
la nucléation des cristaux. Néanmoins, nous n’avons pas d’explication a ce phénoméne. Les analyses
DRX n’ont pas permis de conclure sur la présence de I’aragonite dans le dépdt (avec les granulats
naturels) a 20 et 15 jours (signalé par « A ? ») probablement en raison d’une trés faible quantité de ce
composé. Quant a I’application d’une polarisation cyclique, nous constatons également la présence
majoritaire de la calcite au cours du temps avec, a certains moments, une cohabitation avec I’aragonite
(28j ; -180pA/cm? et 15§ ;-500pA/cm?).

L'absence de brucite, en partie haute, aprés 15 jours de polarisation & une densité de courant de -180
pA/cm? en immersion et en écoulement avec des granulats naturels, peut étre attribuée a une faible
polarisation moins cathodique dans les premiers jours et donc a une plus faible alcalinisation a I’interface

métal/eau de mer.

En se basant sur les analyses thermogravimétriques, il a été possible de suivre la dynamique du rapport
Mg(OH),/CaCOs3 a l'intérieur du dépot calcomagnésien (DC), a la fois dans la partie supérieure et
inférieure de 1'agglomérat, en fonction du temps. Un exemple d’un suivi de perte de masse du dépot

calcomagnésien obtenu par analyse thermogravimétrique est présenté sur la Figure 4-18.
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Figure 4- 18 : Courbes TG/dTG d’un dépot calcomagnésien (DC d’un agglomérat formé en
écoulement).
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La Figure 4-19 illustre la variation du rapport Mg(OH),/CaCO3 a 1’échelle logarithmique en fonction
de la durée de la polarisation, pour chaque condition expérimentale, et ce, tant au niveau de la partie

supérieure qu'inférieure de l'agglomérat.
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Figure 4- 19 : Evolution du rapport Mg(OH)»/CaCOjs dans le DC situé au niveau de la partie haute et
basse des agglomérats en fonction du temps. Echelle logarithmique.

De maniére générale, une augmentation de la proportion de CaCOs dans le dépdt est observée, que ce

soit en haut ou en bas de I'agglomérat, a mesure que la polarisation est appliquée. Plusieurs autres

observations sont réalisées.
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e Au niveau de la partie basse :

Dans la partie basse de I’agglomérat, en immersion ou écoulement avec GR, a i=-500pA/cm?, le rapport
Mg(OH),/CaCOs contenu dans le dépot varie entre 4 et 10 apres 15 jours de polarisation, traduisant une
prédominance de la brucite. Puis ce rapport décroit a mesure que le carbonate de calcium précipite pour
finalement atteindre un ratio inférieur ou égale a 1, correspondant a une proportion €gale ou supérieure
de CaCOs par rapport 8 Mg(OH),. Par contre la proportion de brucite reste majoritaire (ratio = 3,28)
avec les granulats naturels. En écoulement et polarisation continue avec des granulats recyclés, ce ratio
atteind 0.14 aprées 60 jours, ce qui signifie que le carbonate de calcium est largement prédominant. Si
cet abaissement du ratio au cours du temps est également observé a -180uA/cm? pour toutes les
conditions, on peut néanmoins relever que dés 15 jours de polarisation, le carbonate de calcium est
prédominant dans la situation ou la grille est émergée et en présence de granulats recyclés. En effet, que
la polarisation appliquée soit cyclique ou continue, le ratio fluctue entre 0,3 et 0,46 puis entre 0,15 et
0,26 sur 28 jours. A 60 jours, nous constatons une augmentation de la proportion en brucite, & -180
pA/cm? (écoulement, granulats recyclés), mais qui reste toutefois inférieure a celle du carbonate de
calcium (ratio = 0,76). En présence de granulats naturels, toujours a -180uA/cm?, la proportion de
brucite, bien qu’elle diminue avec le temps, reste largement majoritaire. Maintenant si I’on compare les
ratios pour les conditions homologues « immersion » et « écoulement », on remarque que la proportion
de CaCOs est plus importante dans le dépot, a la plus faible polarisation en écoulement, alors qu’elle

semble évoluer de la méme maniére a la polarisation la plus forte.
e Au niveau de la partie haute :

La premiere observation intéressante que I’on peut noter au niveau de la partie haute de 1’agglomérat,
c’est qu’en écoulement avec des granulats recyclés (polarisation cyclique et continue), le ratio
Mg(OH),/CaCOs est relativement constant sur 60 jours et se situe aux alentours de 1, a -500pA/cm?.
Ceci signifie que sur toute la durée de polarisation, la proportion de brucite et de carbonate de calcium
est équivalente. A -180uA/cm?, la proportion de brucite est plus importante qu’en partie basse au cours
du temps mais reste cependant inférieure a 2. En appliquant une polarisation cyclique, la composition
chimique du dépot semble suivre la méme évolution qu’en polarisation continue, ¢’est-a-dire avec un
ratio se rapprochant de 1 pour les deux densités de courant. En présence de granulats naturels, la
proportion de brucite reste majoritaire (ratio =7) et constante sur 28 jours a -500pA/cm?. Sa proportion
augmente drastiquement pour i=-180uA/cm? passant de 1,2 a presque 15 en seulement une semaine
alors qu’aucune trace de brucite n’est observée a 15 jours de polarisation. Le méme phénomeéne est
également observé en immersion ou le ratio passe de 3 a 12 en 1 mois, quel que soit le courant imposé.
En comparant les homologues « immersion » et « écoulement », il semblerait que 1’écoulement d’eau
de mer favorise la précipitation du CaCOs.

A partir des observations relevées par rapport a I’évolution ratio Mg(OH),/CaCOs, plusieurs

interprétations sont possibles.
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En écoulement ou en immersion, avec des granulats recyclés ou naturels, la composition chimique du
DC évolue au cours du temps de polarisation. La proportion de brucite dans le dépdt, majoritaire en
début de polarisation (15 jours), tend a décroitre a mesure que le carbonate de calcium précipite via les
mécanismes de dissolution/précipitation. La dissolution partielle de la brucite améne, par augmentation
du pH lié a la libération d’OH’, a la précipitation de CaCOj; qui, dans notre cas, se présente sous la forme
de calcite. Ce phénomeéne a notamment €té constaté par Zadi (25) qui a détecté une décroissance rapide
du ratio Mg(OH),/CaCOs de 14 a 5 au bout de 6 mois d’immersion d’une grille polarisée et enfouie dans
des sédiments, puis une stabilisation autour de 3 aprés 15 mois d’immersion. Zanibellato (7) a visualisé
également une augmentation de la proportion de CaCO; d’un morceau de dépot calcomagnésien seul,

immerg¢ dans I’eau de mer naturelle, passant de 50 a 72% en 5 jours.

Dans notre étude, I’augmentation de la proportion en CaCOs est particuliecrement marquée en
écoulement avec des granulats recyclés, ou 1’écoulement d’eau de mer a probablement contribu¢ a la
dissolution partielle ou au lessivage de la brucite et a favorisé la précipitation de carbonate de calcium
par approvisionnement continu en Ca*" et Mg?" et abaissement du pH interne de 1’agglomérat. En effet,
a -180 uA/cm?, en partie basse, la proportion de CaCOs atteint des valeurs entre 75 et 85 % en
écoulement (polarisation continue et cyclique, granulats recyclés) au bout de 28 jours alors qu’elle est
cinq fois plus faible en immersion. De méme, en partie haute, 1’écoulement d’eau de mer a permis
d’atteindre une proportion en brucite et calcite quasi-équivalente (ratio entre 1 et 2 ) et constante pour
les deux densités de courant alors qu’elle est 4 a 13 fois plus faible en immersion a 28 jours. Au vu des
résultats, il semble évident que I’écoulement d’eau de mer sur une grille polarisé et enfouie dans des GR
favorise la précipitation de carbonate de calcium par rapport a I'immersion. L’application d’une

polarisation continue ou cyclique ne semble pas affecter la composition chimique du dépot.

L’écoulement n’apparait pas comme le seul facteur favorisant le carbonate de calcium. En effet, en
présence de granulats naturels, la proportion de brucite reste largement prédominante tout au long de la
polarisation. Il semblerait ainsi que les granulats recyclés favorisent la précipitation de carbonate de
calcium, comme nous I’avions supposé précédemment, qui plus est sous la forme de calcite,
probablement en raison de 1’apport en excés des ions calcium induit par leur lixiviation. L’effet combiné
de I’écoulement et de la présence des granulats recyclés conduit donc a une augmentation significative

du carbonate de calcium dans le dépdt.

De maniére générale, la proportion de brucite est la plupart du temps plus élevée pour des polarisations
plus fortes du fait d’une production plus importante en OH". Carré (21) trouve une proportion en brucite
plus importante dans le dépdt obtenu sur une grille en immersion polarisée a -1000pA/cm? que dans
celui obtenu a -300pA/cm? (50% contre 35%). Humble (22) démontre que I’augmentation du courant
cathodique favorise la prédominance d’une couche riche en brucite dans le DC. Pour des densités de
courant allant de -55 pA/cm? a -431 pA/cm?, il constate que la proportion en CaCOj est jusqu’a 6 fois

plus élevée a la plus faible polarisation par rapport a la plus élevée. Par ailleurs, il constate que pour une
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densité de courant d’environ -190 pA/cm?, le rapport est de 1. Ceci coincide donc avec nos résultats ou

le ratio Mg(OH),/CaCO; avoisine 1 pour i=-180pA/cm?.

En remontant sur la structure de 1’agglomérat, on remarque que le ratio Mg(OH),/CaCOs est de maniére
générale plus faible dés 15 jours pour ’ensemble des conditions. Une fois le DC formé dans la partie
basse de la grille, celui-ci bloque partiellement la surface active de I’¢lectrode ce qui améne les lignes
de courant vers la partie haute de la grille, amorcant ainsi la précipitation du DC. Du fait de la chute
ohmique, la réponse en potentiel de 1’¢lectrode est moins cathodique ce qui améne a une production plus
faible en OH™ par rapport a la partie basse, et donc un pH moins fort, conduisant ainsi a la précipitation
d’un dép6t moins riche en brucite.

Dans notre étude, en immersion, le ratio augmente considérablement avec le temps ce qui signifie que
le dépot perd en résistance a 1’instar des dépots en écoulement qui gagnent en résistance structurale du

fait des propriétés mécaniques du carbonate de calcium.

4.5. Conclusion
Ce quatrieme chapitre s’est concentré sur I’étude de la précipitation d’un dépot calcomagnésien a partir

d’un écoulement d’eau de mer dans le cas d’une grille polarisée par courant imposé. L’étude visait a la
formation d’un agglomérat calcomagnésien résistant et compacte, dédi¢ a la consolidation des
installations littoraux en zone émergées (partiellement) ou des falaises. Le processus de formation d’un
agglomérat calcomagnésien repose principalement sur les propriétés physico-chimiques du dép6t et sa
capacité a agréger les grains entre eux. Ces caractéristiques sont influencées par plusieurs facteurs tels
que la distribution et la nature des granulats au sein du squelette (granulats recyclés/naturels),
I’interaction électrolyte/électrode (écoulement/immersion) ainsi que la polarisation appliquée
(cyclique/continue). L’ensemble de ces facteurs ont été étudiés a travers la compacité et la cinétique de
formation des agglomérats ainsi que les propriétés physico-chimiques du DC via sa composition
chimique et I’évolution du rapport Mg(OH),/CaCOs. Deux densités de courant ont été appliquéees : i=-
500pA/cm? et i=-180pnA/cm? sur 28 ou 60 jours. Un récapitulatif des résultats est présenté dans le
Tableau 4-5.
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Tableau 4- 5: Tableau récapitulatif des résultats obtenus sur les proprietés de [’agglomérat calcomagnésien (la compacité, la cinétique de croissance (volume
apparent)) et du dépot (composition chimique et évolution du rapport Mg(OH)>/CaCQO3). HC = Haut Courant (-500uAd/cm?) et FC = Faible Courant (i=-
180uA/cm?). Fleche verte = diminue et Fleche rouge = augmente

Ecoulement Immersion
Polarisation continue Polarisation continue Polarisation cyclique Polarisation continue
Granulats recyclés Granulats naturels Granulats recyclés Granulats recyclés
Cinétique de formation
) 2-3 (HC) et 0,5 (FC) 13 (HC) et 1-2 (FC) 5,5 (HC) et 4 (FC) 10-14 (HC) et 0,3 (FC)
(cm®/jour)
Agglomérats
Initiale : 60-65 Initiale : 68 Initiale : 60-65 Initiale : 60-65
Compacité (%)
Finale : 68<c<75 Finale : 78<c<82 Finale : 70<c<75 Finale : 70<c<76
o o Calcite - Brucite - Calcite - Brucite - Aragonite Brucite — Calcite-
Composition chimique Calcite - Brucite
Aragonite occasionnelle occasionnelle Aragonite
Dépot
Zones Haut Bas Haut Bas Haut Bas Haut Bas
calcomagnésien /
R=Mg(OH)/CaCO; 0.3<R <12 3<R<10 0,3<R<3 0,26<R<6 | 4<R<I3 1<R<6
— 1,2<R< 15 (FC)/ / / y/ / /
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La formation d’un agglomérat en écoulement est amorcée par la précipitation du dépot calcomagnésien
au niveau des extrémités basses de la grille puis remonte en cimentant les grains pour former, en
seulement 15 jours de polarisation, un matériau de plusieurs dizaines de cm®. Dans toutes les conditions
évaluées, la précipitation du dépot a travers les grains a permis d’augmenter la compacité d’environ 10%
par rapport a la compacité initiale du squelette. Avec des granulats recyclés, 1'agglomérat augmente
d'environ 2 a 3 cm® par jour, tandis qu'avec des granulats naturels, cette croissance est multipliée par
pres de 6. Une tendance similaire est observée en immersion ou le volume d'agglomérat apparent atteint
330 cm’® en 28 jours. L'application de la polarisation cyclique a légérement accéléré la croissance des
agglomérats par rapport a la polarisation continue. Bien qu’une compacité d’environ 70-80% ait été
mesurée pour toutes les conditions, des différences notables sur la composition chimique du dépot
calcomagnésien ont été observées. En écoulement, la calcite s’est avérée étre la forme majoritaire
allotropique de CaCOs au sein du dépdt alors qu’en immersion, I’aragonite et la calcite coexistent.
L’aragonite est cependant retrouvée occasionnellement en écoulement sauf en présence de granulats
recyclés. L'évolution du rapport Mg(OH),/CaCO3 indique une augmentation de la proportion de CaCOs
dans le dépot au fil du temps, en particulier avec des granulats recyclés sous polarisation continue et
cyclique, atteignant rapidement un rapport de 1:1, a la fois en haut et en bas de la structure. En revanche,
la présence de granulats naturels conduit a une prédominance excessive de brucite dans le DC, sur
I’ensemble de la structure avec des rapports pouvant atteindre 15. Cette tendance est également constatée
en immersion ou la brucite prédomine en haut de la grille.

Il est ainsi évident que les granulats recyclés exercent un impact significatif sur la composition chimique
du dépot. IIs favorisent la précipitation de CaCOs, au sein du dépot sous la forme calcite conduisant a
un ratio 1:1. Cette influence est probablement due a la libération d’ions calcium et sulfate lors de leur
lixiviation par 1’eau de mer (voir chapitre 3). L’écoulement d’eau de mer favorise le processus de
dissolution/précipitation par rapport a une immersion permanente ou le renouvellement en Ca** et Mg®*
se fait uniquement par convection et diffusion. Bien que le volume d'agglomérat et la compacité soient
¢élevés en immersion et en écoulement avec un squelette composé de granulats naturels, le dépot est
constitué d’une proportion importante de brucite par rapport a celui précipité en écoulement avec des
granulats recyclés ou le CaCOs est favoris€ voire prédominant au sein du DC. La brucite étant poreuse
et friable, augmenter la proportion du carbonate de calcium au sein du dépot permettrait de contribuer
au renfort mécanique de la structure.

L’application d’une polarisation cyclique a conduit & une compacité et un rapport Mg(OH),/CaCO3
similaire a une polarisation continue, mais avec une cinétique de croissance plus rapide. Ainsi, envisager
une polarisation cyclique pour la formation de I’agglomérat pourrait étre une option intéressante en
termes d’efficacité énergétique et économique.

Finalement, 1’association des granulats recyclés et du procédé €lectrochimique donne des résultats

prometteurs quant a 1’objectif ultime: crée une synergie positive avec les trois procédés
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électrochimique, granulats recyclés et microbiologique pour la consolidation des aménagements
littoraux partiellement émergés. Pour tendre vers cet objectif, les bactéries marines doivent étre évaluées
en termes de croissance et de capacité a bio-précipiter du CaCO; en présence des granulats recyclés et
du procédé électrochimique pour prétendre et envisager une association des souches au sein méme du

dispositif expérimental des agglomérats. Cette approche est détaillée dans le chapitre 5.
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Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

5. Etude de la bio-précipitation de CaCOs par les bactéries marines

5.1. Introduction

Le dépot calcomagnésien formé par électrochimie est principalement composé de CaCOs. Ce minéral,
largement répandu dans la biodiversité marine, peut également étre induit par certaines bactéries marines
via le processus de biominéralisation. En d’autres termes, la présence de ces bactéries marines
biocalcifiantes pourraient interagir dans le milieu naturel avec le procédé électrochimique et influencer
la cinétique de formation du dép6t calcomagnésien en accélérant ou du moins en initiant la précipitation
de CaCoO:s.

La capacité de ces bactéries marines a promouvoir la précipitation de minéraux carbonatés peut étre
attribuée a plusieurs mécanismes enzymatiques impliquant entre autres, I’hydrolyse de 1’urée catalysée
par I’enzyme uréase et/ou I’action de I’enzyme anhydrase carbonique (AC) dans I’interconversion du
COsaq) en HCOs5™. Ces deux enzymes bactériennes peuvent coexister ou exister individuellement au sein
d’une bactérie. Dans les deux cas, la précipitation de carbonate de calcium repose principalement sur
une ¢lévation du pH du milieu, favorisant ainsi un déplacement de I’équilibre calcocarbonique vers la
formation d’ions carbonate (COs*) qui, par association avec les ions calcium fixés au niveau de la
membrane cellulaire, entraine la formation de CaCOs.

Si I’hydrolyse de I'urée offre un taux de précipitation de CaCO; élevée, son utilisation entraine
cependant la libération d’ammoniaque (NH3) et nécessite un apport régulier en urée. Dans ce contexte,
I’interconversion du CO, en HCOj;™ par I’ AC représente une voie prometteuse qui mérite d’étre explorée
davantage, pour la bio-précipitation de CaCO3 mais aussi en ce qui concerne le piégeage du CO,. Bien
que mentionné dans la littérature (1-3), le réle de I’AC dans la précipitation du CaCO; via
I’interconversion du CO; et du HCO3, n’a pas été solidement confirmé au moment de 1’écriture de ce
manuscrit. Dans le cadre de la formation d’un agglomérat calcomagnésien, 1’utilisation de bactéries
biocalcifiantes précipitant du CaCOs par interconversion du CO, atmosphérique offrirait une double
opportunité ; d’une part, catalyser la précipitation du dépdt, et d’autre part, faciliter voire permettre le
piégeage du CO..

Cependant, le processus de biocalcification est intimement dépendant de 1’environnement ou les
bactéries marines sont confrontées. Le pH, la température, la concentration en Ca**ou de maniére général
la composition chimique du milieu de croissance jouent un rdle crucial dans la croissance des bactéries
ainsi que sur les mécanismes de bio-précipitation de CaCOs que ce soit en influengant I’activité
enzymatique de 1I’anhydrase carbonique ou de I’uréase, ou en impactant les conditions de formation du
minéral. En ce sens, la polarisation cathodique peut influencer le processus de biocalcification au
voisinage de I’¢lectrode du fait de 1’¢lévation localisée du pH (voir Chapitre 4), qui peut impacter la

croissance des bactéries et ainsi que leur capacité a bio-précipiter du CaCO;. De méme, les variations
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des propriétés (pH/conductivité) et de la composition chimique (Ca, Mg, Al et Si) de ’eau de mer
induites par la lixiviation des granulats recyclés (cf. Chapitre 3) peuvent également jouer un role au

niveau du métabolisme bactérien.

L’ensemble de ces travaux de thése consiste en 1’association des trois procédés électrochimique, la
valorisation des granulats recyclés et les bactéries marines biocalcifiantes afin d’évaluer si cette
combinaison créée une synergie propice a la formation de I’agglomérat. Pour répondre a la
problématique, nous avons entrepris une évaluation des parametres qui pourraient influencer la
croissance bactérienne et leur aptitude a bio-précipiter du CaCQOs. Cette évaluation a pris en compte des
parametres physico-chimiques tels que le pH, la température et la teneur en CO, atmosphérique et au
niveau de la composition des milieux de croissance. Pour cela, nous avons étudié la croissance de 4
bactéries marines biocalcifiantes (CD4, CD6, CD8 et CD10) dans deux milieux de culture distincts : le
milieu Marine Broth (MB) et le milieu Eau de mer naturelle + bouillon nutritif (EDMN+). Rappelons
que ces souches ont été sélectionnées a partir d’un panel de 14 souches en raison de la présence d’une
activité enzymatique AC+ et, dans le cas de CD10 et CD6, aussi pour leur activité U+, ainsi que pour

leur capacité biocalcifiante (voir chapitre 2).

Dans un second temps, notre attention s’est portée sur ’impact du CO; dans le processus de bio-
précipitation de CaCOs induit par les souches bactéries, ot nous avons cherché a évaluer le role de I’AC
et de 'uréase. Nous avons ensuite étudié le comportement des bactéries en présence de lixiviat de
granulats recyclés en faisant varier la teneur en CO; et enfin, quelques résultats préliminaires sur la
synergie bactéries marines/polarisation cathodique avec et sans I’ajout de lixiviat de granulats recyclés

(EL) sont présentés.

5.2. Variation de la croissance bactérienne selon différents paramétres de culture
dans les milieux de culture MB et EDMN+

Dans les travaux de Vincent (4), la croissance bactérienne de ces quatre souches (CD4, CD6, CDS et
CD10) a seulement été testée dans leur milieu optimal a base de MB et pas directement dans 1’eau de
mer naturelle. Dans notre contexte ou I’eau de mer constitue la matrice principale de I’ensemble de ces
travaux de thése, il est nécessaire d’étudier leur croissance dans un environnement proche des conditions

réelles, a savoir le milieu EDMN+.

Les milieux de culture utilisés sont supplémentés de 25 mmol/L de CaCl, soit une concentration de 2,5
fois supérieure a celle de 1’eau de mer naturelle (10 mmol/L (5)). L ajout de CaCl, dans les milieux
EDMN-+ et MB améne donc a une concentration finale d’environ 35 mmol/L de CaCl,. Cet ajout permet
de fournir un apport conséquent en Ca>* pour faciliter la précipitation de CaCO;. Nous rappelons que le

milieu EDMN+ est enrichi en Bouillon Nutritif (BN) a hauteur de 0,5 g/L.
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Le choix d’utiliser le chlorure de calcium CaCl, en tant que source de calcium se justifie par son
efficacité a induire les cristaux de carbonate de calcium. A partir d’une étude comparative entre
différentes sources de calcium, Seifan et al. (6) ont observé que le CaCl, favorisait la précipitation de
CaCOs par biominéralisation au détriment du nitrate de calcium (Ca(NOs),), du lactate de calcium
(C6H19CaOg) et de 1’acétate de calcium (C4sHeCaOs). Enfin, I’utilisation du CaCls; fait aussi référence aux

expérimentations réalisées dans le cadre de la thése de Vincent (4).

5.3.1. Milieu MB et EDMN+

La Figure 5-1 illustre les cinétiques de croissance des souches CD4, CD6, CDS8 et CD10 observées dans
le milieu optimal MB et dans ’EDMN-+, a 20°C et 30°C, accompagnées d’un suivi de pH au cours du
temps d’incubation. Les expériences sont menées sans 1’ajout d’urée. Faute de temps, la croissance des
souches CD4 et CD8 n’est relevée que sur deux intervalles de temps a température ambiante, au début

et a la fin de I’incubation.

Dans le milieu MB, nous constatons une croissance significative des souches CD6 et CD10 atteignant
leur maximal en seulement 24h d’incubation, respectivement 4.10° et 3.10° UFC/mL. Cette phase
exponentielle de croissance s’accompagne d’une 1égére acidification du milieu allant réciproquement
de 7,3 et 7,1 2 6,9 pendant les 24 premiéres heures. Dans un milieu riche en ions calcium, Castro-Alonso
et al. (7) suggerent que 1’acidification du milieu de culture pendant la biocalcification est due a une
expulsion excessive de protons (H") dans le milieu pour permettre I’entrée et I’accumulation d’ions
calcium au niveau de la membrane cellulaire. La perte progressive de protons est ainsi compensée par

I’entrée intracellulaire de Ca*".

Apres 24h de croissance, la tendance du pH s’inverse pour les souches CD6 et CD10, ce qui se traduit
par une alcalinisation progressive du milieu jusqu’a la fin de I’expérience. Cette augmentation du pH du
milieu de culture témoigne de 1’activité métabolique de chacune des souches, qui améne
progressivement a une alcalinisation de leur environnement pour favoriser la précipitation de CaCOs
(8). Cette alcalinisation s’accompagne simultanément d’une légére décroissance bactérienne, pour
atteindre 6.10° UFC/mL pour CD10 et 2.10° UFC/mL pour CD6 aprés 7 jours d’incubation, ce qui
signifie que les bactéries conservent un métabolisme actif durant les 7 jours d’incubation malgré le
déclin progressif de la population bactérienne. Au bout de 7 jours d’incubation, le pH atteint 8 pour la
souche CD10 contre 7,6 pour la CD6. Cet écart peut suggérer une activité enzymatique plus importante

dans le cas de la souche CD10.
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Figure 5-1: Croissance bactérienne et suivi pH des souches CD6, CD10, CD4 et CDS8 dans le milieu
MB et EDMN+ pendant 7 jours d’incubation a 20°C et 30°C. Les données a 30°C pour la croissance
des bactéries en milieu MB sont tirées de la publication de Vincent (25). Au moins deux expériences
indépendantes ont été menées pour l’ensemble des souches et pour chaque milieu, a [’exception de CD6
dans ’EDMN+ ou seulement une expérience a été réalisée.
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En ce qui concerne les souches CD4 et CDS, toutes deux uréases négatives, on remarque une
alcalinisation du milieu pendant la durée de I’incubation ainsi qu’une augmentation de la population
bactérienne entre 0 et 7 jours. Bien qu’il ne soit pas possible de suivre 1’évolution de la croissance
bactérienne et du pH au cours du temps (seulement deux mesures réalisées a t0 et t7 jours), on peut
néanmoins noter des différences notables avec les souches CD6 et CD10. La souche CD4 atteint en 7
jours une concentration bactérienne supérieure a celle des autres souches en milieu MB, environ 10"
UFC/mL. D’autre part, les valeurs de pH au début et a la fin de I’incubation sont plus ¢élevées dans le
cas des souches CD4 et CD8, allant réciproquement de 7,6 a 8,3 et 7,8 a 8,4, dans le milieu MB. Ces
observations nous informent de deux choses: d’une part, que I’activité enzymatique bactérienne,
notamment celle de ’anhydrase carbonique, est active et particuliérement fonctionnelle comme en
témoigne 1’alcalinisation significative du milieu MB, et d’autre part, que ces souches CD4 et CD8 sont
des candidates potentielles a la biocalcification et a I’étude du réle de 1’anhydrase carbonique, en

particulier la souche CD4 du fait de sa concentration bactérienne élevée a 7 jours en milieu MB.

En milieu EDMN+, milieu trés pauvre en nutriments, les souches marines survivent mais semblent
présenter des difficultés a se développer. En effet, nous remarquons que les concentrations bactériennes
des souches, notamment CD6 et CD10, sont plus faibles d’un log qu’en milieu MB. . Ce constat est a
ce stade difficilement vérifiable pour les souches CD4 et CD8 par 1’absence de données a 24h
d’incubation. On remarque cependant qu’a 7 jours, la concentration bactérienne de CD4 est
sensiblement inférieure a celle observée dans le milieu MB mais similaire pour la souche CDS8. Dans la
littérature, de nombreuses études ont montré que la haute salinit¢é de 1’eau de mer, pouvait
considérablement affecter la pression osmotique au niveau de la membrane cellulaire des bactéries et
entrainer la mort des cellules (9—11) notamment a cause de la présence de CaCl, (12). D’autres encore,
observent un retard de croissance et un effet inhibiteur des ions présents dans 1’eau de mer sur le
métabolisme bactérien, notamment chez la souche terrestre Sporosarcina Pasteurii (13-17)).
Néanmoins, cette hypothese est difficilement transposable dans notre cas d’étude, car la salinité des
milieux MB et EDMN+ est pratiquement identique. 1 est, tout de méme important de souligner une
différence de concentration concernant les ions Mg" qui sont prés de deux fois plus concentrés dans le
milieu MB par rapport 8 'TEDMN+. En effet, la concentration dans le milieu MB est de 2,3 g/L (92
mmol/L), tandis que dans I'EDMN+ elle est de 1,32 g/L (54 mmol/L). Plusieurs auteurs ont rapporté
I’effet du magnésium sur la croissance et la reproduction des bactéries dans le cadre de la MICP (en
anglais : Microbial Induced Calcium Carbonate Precipitation) et constatent une augmentation de la
croissance avec 1’¢lévation de la concentration en Mg (18-21). Zhang Li et al. (19) observent un
accroissement de la densité cellulaire, chez une bactériec Halophile et Gram-positive (espéce
Arthrobacter), pour des concentrations en Mg”" allant de 0,075 4 0,45 mol/L (1,8 2 10,9 g/L). Zhang et
al. (18) ont étudié la croissance de la souche Sporosarcina Pasteurii dans deux milieux de culture (yeast
extract) contenant chacun 0,25 mol/L de Ca®>" ou de Mg?* et observent également une augmentation de

la croissance bactérienne en présence de Mg®". Une autre différence notable entre les milieux MB et
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EDMNH+, réside dans les quantités de nutriments plus importantes dans le milieu MB. Avec 0,5 g/L de
BN (20g/L de BN indiqué sur le flacon), le milieu EDMN+ est appauvri en nutriments (peptone) par
rapport au milieu MB (0,25 g/L pour EDMN+ et 5g/L pour MB), lesquels sont nécessaires au

développement cellulaire et la croissance des souches (17,22).

Pour les souches CD4 et CD8 en EDMN+, le phénomeéne d’alcalinisation n’est pas aussi marqué qu’en
MB en raison du pH déja élevé de I’eau de mer (pH=S8) et de son effet tampon, rendant 1’activité
métabolique des bactéries moins perceptible. En revanche, 1’évolution du pH pour la souche CD10
présente un comportement similaire a celle dans le milieu MB ce qui suggére que son métabolisme n’est
pas affecté par la salinité de I’eau de mer. En ce qui concerne la souche CD6, I’évolution du pH semble
constante méme si I’on peut remarquer que le pH débute a 7, contre 8 généralement observé dans
I’EDMN+. CD6 est la premiére souche a avoir été étudiée, il est possible que 1’eau de mer utilisée ait
été stockée plusieurs semaines et qu’elle se soit acidifiée sous I’effet prolongé du CO, atmosphérique

malgré un bidon fermé.

5.3.2. Effet de 1a température

A partir de ces résultats présentés sur la Figure 5-1, on constate que la croissance de 1’ensemble des
souches ne varie pas avec I’augmentation de la température. A contrario, nous remarquons que les
valeurs de pH du milieu de croissance pour les souches CD10 et CD6 sont sensiblement plus élevées
d’environ une unité pH a 30°C qu’a température ambiante et ce, peu importe le milieu de culture. En
effet, le pH passe de 7 a 8 (CD10) voire 8,4 (CD6) en seulement 24h d’incubation puis sous 1’action du

métabolisme bactérien son maximum a environ 8,5 a 7 jours.

En se basant sur les données exposées dans la Figure 5-1, il est observé que le passage de 20 a 30°C ne
semble pas engendrer un impact notable sur la croissance de toutes les souches dans les deux milieux

de culture.

L’effet de la température sur 1’activité enzymatique de 1'uréase et I’AC a été démontré par plusieurs
auteurs. Sharma et al (23) et Zheng et Qian (1) observent que 1’activité de I’AC présente chez les
bactéries (dans (23): espéces Aeromonas , Enterobacter., Shigella et Klebsiella, et dans (1) : espéces
Bacillus Mucilaginosus) atteint son maximale a 30-35°C puis décroit. Quant a ['uréase, Imran et al. (24)
remarquent qu’a 30°C, I’activité de I’uréase de souches isolées a partir de prélévements de beachrocks
(especes Pseudolateromonas, Virgibacillus et Micrococcus), est optimale puis décroit graduellement
pour des températures supérieures a 40°C. Ainsi, dans notre ¢tude, I’¢1évation de la température a 30°C
semble favoriser les activités enzymatiques, ce qui conduit a une alcalinisation plus marquée du milieu.
En ce qui concerne I’activité de I’AC, des relevés complémentaires de pH entre 24h et 5 jours pour les
souches CD4 et CDS, devraient permettre de confirmer cet effet (mesures non réalisées dans ces travaux,

faute de temps).
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On remarque également que la phase d’acidification observée a température ambiante a 24h n’est pas
visible a 30°C. Cela peut résulter d’un phénoméne cinétique di a I’augmentation de la température,
favorisant plus rapidement 1’échange cationique entre les ions calcium et les protons au niveau de la

membrane cellulaire.

5.3.3. Effet de I’urée

L’effet de ’urée, noté « U » dans les graphes a été étudié sur la souche CD6 (uréase positive) décrite
comme ayant 1’activité uréase la plus efficace (25). En plus de I’ajout de CaCl,, les milieux MB et
EDMN+ ont été supplémentés de 330 mmol/L d’urée. L’évolution de la croissance bactérienne et le
suivi du pH pendant 7 jours d’incubation sont représentés sur la Figure 5-2 Des résultats obtenus par

Vincent (25) pour le milieu MB + U a 30°C viennent complémenter la figure a titre de comparaison.

CD6
Condition : + CaCl,
101 11
10
—
£ 9 =
E =
=]
8
7
|
8
Temps (jours)
- MB+U -®- EDMN++U
-® - pH-MB +U -® - pH-EDMN+ +U

= MB+U 30°C
-E- pH MB + U 30°C

Figure 5-2 : Croissance bactérienne, suivi pH de la souche bactérienne CD6 en présence d 'urée dans
les milieux EDMN+ et MB . Seulement une expérience est réalisée a 20 et 30°C (données de (25)). Tous
les milieux sont supplémentés en CaCl..

Que ce soit a température ambiante ou a 30°C, la présence d’urée ne semble pas influencer la croissance
bactérienne de la souche CD6 dans ’EDMN+ ni dans le MB. En revanche, a température ambiante,
nous remarquons qu’en présence d’urée, le pH tend vers des valeurs plus basiques dans le cas de
I’EDMN-+, avoisinant pH 9, ce qui n’est pas observé en milieu MB seul a 20°C. On peut supposer que
I’apport de BN peut enrichir Iégérement en urée, et donc faire intervenir I’enzyme uréase, car le BN est

un milieu empirique dont on ne connait pas parfaitement la composition chimique. Ce phénomeéne peut
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témoigner d’une amélioration de I’activité de I’'uréase en milieu EDMN+ soit en raison de la présence
du bouillon nutritif ou du pH initial. Omoregie et al. (26) ont étudié 1’activité de 1’uréase d’une souche
Sporosarcina Pasteurii dans différents milieux de culture dont une solution contenant du Marine Broth
et une contenant du bouillon nutritif. IIs observent qu’a 25°C, I’activité de I’enzyme est plus importante
dans le bouillon nutritif que dans le milieu Marine Broth. Quant au pH, Brice et Harisson (27) constatent
que dans I’eau de mer artificielle, a 25°C, I’activité de I'uréase est a son maximum a pH 7,2, ce qui

corresponds aux valeurs de pH initiale du milieu EDMN+ dans notre étude.

L’effet de 1’'urée en milieu MB est cependant observable a 30°C se traduisant par une augmentation
rapide du pH allant de 7,5 a 8,5 contre 7,2 a 20°C au bout de 24h d’incubation. Les pH finaux apres 7
jours d’incubation sont respectivement 9 et 8. En incubant les bactéries a 30°C, I’activité de ’uréase
pourrait &tre augmenter, favorisant ainsi I’activité métabolique des souches et donc leur croissance (28).
Dans cette condition, I’hydrolyse de 1’urée par 1’enzyme uréase est davantage favorisée et conduit, via
la libération d’ammoniaque & une alcalinisation rapide du milieu. Dans I’eau, 1’ammoniaque (NH3)

s’équilibre pour donner des ions ammonium (NH4") et des ions hydroxyde (OH") selon I’Eq.5-1.

NH3(aq) + HzO(aq) < NH4+ +OH Eq.5-1

5.3. Influence du CO> sur la biocalcification: ¢étude des mécanismes
enzymatiques

5.3.1. Effet du CO; sur la cinétique de croissance bactérienne et de la production de
CaCO;

Les souches CD4, CD6, CD8 et CD10 ont été incubées dans les milieux MB et EDMN+ a deux
concentrations en CO» : 0,04 % (atmosphére naturelle) - noté COy.am et 3% - noté COy.3¢. L’effet du
CO; est étudié a partir de suivis de croissance bactérienne et de pH du milieu de culture des bactéries
ainsi qu’a la quantification du CaCOs précipité dans le milieu de culture a 7 jours d’incubation. La
Figure 5-3 présente les suivis de croissance, de pH et de quantité de CaCO; bio-précipité dans les

milieux (sans urée) MB et EDMN+ a COy.aim et CO».3¢, pendant 7 jours d’incubation.
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Figure 5-3 : Croissance bactérienne, suivi du pH et quantification du CaCOs pendant 7 jours
d’incubation pour les souches CD4, CD6, CDS et CD10 dans les milieux MB et EDMN+, a CO.qm et
CO:.305 et MB+CaCl; a 30°C (4) Trois experiences indépendantes ont été menées pour chaque souches
dans chaque milieu et pour les deux teneurs en CO5.
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Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

Dans un premier temps, nous constatons que les souches se sont développées dans un environnement
plus concentré en CO,, dans le milieu MB, mais survivent dans le milieu EDMN+. L’augmentation de
la teneur en CO; ne semble pas affecter leur vitesse de croissance pendant 1’incubation. En effet, en
présence de CO; a 3%, les souches suivent la méme cinétique de croissance qu’a 0,04%, excepté pour
CD4 et CD8 en milieu respectif MB+CO, et EDMN+ +CO; ou la concentration bactérienne est

légérement plus faible a 7jours.

En présence de 3% CO;, les valeurs de pH sont sensiblement plus basses tout le temps de I’incubation
qu’a atmosphére naturelle. Ce phénomeéne est particulieérement marqué pour les souches CD4 et CDS,
ou le pH n’exceéde pas 7,5 aprés 7 jours d’incubation a 3% de CO, contre pratiquement 8,5 & CO2.aim,
que ce soit dans ’EDMN+ ou le MB. Cette acidification du milieu résulte de la dissolution du CO,
présent dans I’atmosphére, sous sa forme acide H.CO3, ce processus étant davantage marqué lorsque la
pression partielle en CO; dans I’atmosphere est élevée (CO.) (Figure 5-4). Sans bactérie, cette
acidification par la dissolution du CO, a également été observé dans les milieux MB et EDMN+ ou le

pH passe de 8,2 a 7,7 et 8,6 a 7,5, respectivement au bout de 6 jours a CO;.3y.

10
9—
] 0] MB'COQ-atm
I MB-C02_3%
e - 6  EDMN+-CO,
7— [ ] EDMN+—C02_3%
o !
5 | |
0 7

Temps (jours)

Figure 5- 4 : Evolution du pH dans les milieux MB et EDMN+ entre 0 et 7 jours a COz.am et CO»-3,

Cette corrélation a notamment été constatée par Labare et al (29) ou ils ont pu observer que pour des
teneurs en CO; atmosphérique allant de 0 a 2% (0 a 2000 ppm), les valeurs de pH de I’eau de mer et
d’un milieu contenant du Marine Broth (sans bactérie), diminuaient 2 mesure que la concentration en

CO; augmente pour finalement perdre une unité pH a 2%.

Au bout de 7 jours d’incubation, toutes les bactéries ont induit la précipitation de CaCOs que cela soit
en milieu MB ou EDMN+ (Figure 5-3) (COz.am). La souche CD10 est la plus performante a température
ambiante avec une production, dans le milieu MB, d’environ 1,1 mg/mL ; CD6 avec 1 mg/mL ; CDS8

avec 0,8 mg/mL et enfin la souche CD4, la moins efficace avec seulement 0,4 mg/mL de CaCOs3 produit
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Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

au bout de 7 jours. Cela dit, les productions de CaCOj3 concorde avec celles obtenues par Vincent (4) a
30°C (=0,5 mg/mL).

Nous remarquons cependant que la quantité de CaCOs précipitée est fortement diminuée en milieu
EDMNH+. Elle divisée par 3 pour CD10, CD4 et CDS et jusqu’a un facteur de 10 dans le cas de CD6. La
précipitation de CaCOs ou la carbonatation des ions Ca** est thermodynamiquement défavorable dans
I’eau de mer (30) en raison de la matiére organique (31,32), du phosphate (32,33) et du magnésium
(32,34). Si ’augmentation du pH a 8,2-8,4 par les bactéries facilite la précipitation du CaCOs (35), le
manque de nutriments dans le milieu EDMN+ peut affecter 1’activité métabolique des souches et ainsi
limiter I’alcalinisation du milieu et donc le processus de bio-précipitation. Certaines études démontrent
également que de nombreuses bactéries marines (especes: Mycoplana, Corynebacterium,
Flavobacterium, Achromobacter, Pseudomonas, Microccus, Bacillus globisporus...) ont besoin des ions
Mg** pour survivre dans I’eau de mer, notamment pour maintenir leur environnement osmotique (36—
39). Par conséquent, il est 1égitime de se poser la question de savoir si la concentration accrue de Mg**
dans le milieu MB influence le mécanisme de bio-précipitation du CaCO; en influengant l'activité
métabolique des souches marines.

Les souches CD10 et CD8 produisent le plus de CaCOs3 dans ’EDMN+ avec une quantité avoisinante
0,3 mg/mL suivi de CD4 puis CD6 avec moins de 0,1 mg/mL. Lorsque la température augmente a 30°C
(en milieu MB), la quantité de CaCO; induite par I’ensemble des souches augmente. A cette température,
les activités enzymatiques semblent plus efficaces, notamment celle de I’AC, qui d’apres Sharma et al
(23) et Zheng et al (40) est optimale a 30°C, ce qui peut expliquer I’augmentation de CaCOs. La souche
CD6 est la plus performante a 30°C, avec plus de 1,5 mg/mL de CaCOs produit. Elle est suivie de prés
par CD10 et CD8 puis CD4. Le fait que la souche CD8 produise davantage de CaCO3 que CD4 peut se
justifier soit par la disponibilité des sites de nucléation a la surface de sa membrane pour accueillir les
ions calcium (Gram+) soit parce qu’elle dispose d’une activité AC plus élevée. Quoi qu’il en soit, a
20°C ou 30°C, les souches CD6 et CD10 produisent systématiquement plus de CaCO; dans le milieu
MB que les souches CD4 et CD8. Or, CD6 et CD10 sont uréases positives et il est possible que le Marine
Broth contienne un peu d’urée car il y a des constituants (comme les peptones ou extrait de levure) qui
peuvent amener a la formation de 1’urée. Ainsi, il est possible que 1’activité enzymatique de 1’uréase
viennent se joindre a celui de I’AC (et d’autres activités enzymatiques) chez les souches CD6 et CD10,
ce qui expliquerait pourquoi la production de CaCOs est plus élevée par rapport a celle CD4 et CD8

dans le milieu MB.
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La bio-production de CaCO; par les souches bactériennes est significativement affectée par
I’augmentation en CO,. De fait, a 3% en CO,, la production de CaCOs a drastiquement chuté pour
I’ensemble des souches avec une quantité n’excédant pas 0,1 mg/mL en milieu MB et quasiment nulle
en milieu EDMN+. Nous établissons un lien évident entre cette baisse de CaCOs bio-précipité et
I’acidification des milieux. La Figure 5-5 exprime I’évolution de la quantité de CaCOs en fonction du

pH, a COs.am et CO2-3%.
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Figure 5-5 : Evolution de la production de CaCOsinduit par les quatre souches a 7 jours d’incubation
en fonction du pH des milieux MB et EDMN+, a CO:.qum et CO>.34.

On peut facilement constater que 1’acidification du milieu conduit & une inhibition de la production de
CaCO;. A COz.atm, les mécanismes enzymatiques conduisent a une alcalinisation du milieu, autour d’un
pH de 8 a 8,5, ce qui favorise la précipitation de CaCOs. En revanche, a 3% en CO», la dissolution
excessive de CO; en acide carbonique domine par rapport aux mécanismes enzymatiques et ce qui induit
une acidification du milieu vers des valeurs pH inférieures a 7,5, ou la précipitation du CaCOs n’est plus
favorable. La dissolution du CO; acidifie "TEDMN+ jusqu’a atteindre un pH de 7, soit une demi-unité
pH de moins qu’en milieu MB. Plusieurs études ont montré que 1’ajout combiné d’une substance alcaline
et de minéraux a base de Ca?* améliorait la capacité du CO; a se dissoudre dans I’eau de mer (41-44).
Ainsi, sous I’action combiné du métabolisme bactérien et de I’importante concentration en Ca*, il
semblerait que la solubilité¢/dissolution du CO; soit favorisée dans le milieu EDMN+ par rapport au
milieu MB. Il en résulte en diminution plus importante du pH ce qui, en plus d’une croissance
bactérienne inexistante en milieu EDMN+, expliqueraient la quasi-absence de CaCOj3 a 3% en COa.

Au vu des résultats, nous supposons que la teneur en CO; fixée a 3% était trop « agressive » sur le long
terme pour permettre la précipitation de CaCOs. A cet effet, nous avons réitéré les expériences en placant

les souches CD10, CD4 et CDS8 a 3% en CO, seulement pendant les trois premiers jours d’incubation
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puis & COz.am jusqu’a la fin de I’incubation (7 jours) (expériences réalisées en duplicata). Néanmoins,
aucune production de CaCOs n’a été détectée pour 1’ensemble des souches, excepté CD10 en milieu
MB avec seulement 0,05 mg/mL de CaCOs. Pourtant, les valeurs de pH dans les milieux EDMN+ et
MB étaient sensiblement les mémes que celles mesurées pour COz.am,, @ 7 jours. Ces résultats sont
inattendus car nous pensions qu’en abaissant la teneur moyenne en CO,, le CaCOs serait facilité, or
malgré cette baisse et les valeurs de pH propices a sa précipitation, la production est méme plus faible
que pour une teneur plus élevée (COx-3%).

Toutefois, il serait tout de méme intéressant de retenter avec une concentration en CO; plus faible afin
de vérifier si ’hypothése selon laquelle la teneur en CO, est un facteur déterminant dans la bio-
précipitation du CaCOs. Si telle est le cas, il serait alors envisageable d’ajuster la concentration en CO»
de maniére a évaluer le role de ’anhydrase carbonique dans le processus de précipitation de CaCOs.
Des analyses DRX ont été réalisées sur les échantillons a la fin des 7 jours d’expérimentation (ensemble
du milieu de culture et des cellules récoltées et lyophilisées) pour déterminer la forme polymorphique
du CaCOs. En milieu MB, les biominéraux carbonatés se présentent essenticllement sous la forme de
calcite magnésienne (CaxMg(xCOs, x=0,06 (fiche ICDD)), excepté pour la souche CD4 ou ’on a
détecté, en plus de la calcite magnésienne et de la calcite, un composé hydraté de CaCOs, la
monohydrocalcite (CaCOs3.H,0). En milieu EDMN+, la souche CD6 a induit de la calcite magnésienne
et de la calcite alors que la souche CD10 seulement de la calcite. La monohydrocalcite (MHC) a été

détectée pour la souche CD6 en présence d’urée dans le milieu EDMN+.
C’est la premiére fois que nous détectons la présence de la monohydrocalcite, vis-a-vis de la souche
CD4 et CD6 a COz.am (25,45). Le diffractogramme présenté sur la Figure 5-6 indique les composés

carbonatés induits par la souche CD6 dans le milieu EDMN+ + Urée, a savoir la MHC et la calcite

magnésienne.
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Figure 5-6 : Diffractogramme des biominéraux détectés et induits par la souche CD6 dans le milieu
EDMN+ + Urée.
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La formation de MHC est propice aux environnements alcalins a haute salinité et se retrouve dans
certains beach-rocks, des sédiments marins ou dans des lacs salés (46—49). Si la MHC fait également
partie des polymorphes de CaCO; induit par biocalcification (2,50-52), elle reste cependant moins
commune que la calcite, la calcite magnésienne ou 1’aragonite. De plus, elle est préférentiellement
induite par des bactéries halophiles ou anaérobies (51-53) et dans notre cas, par la souche
CD4 Epibacterium mobile (anaérobie facultative (4)). Cette forme polymorphique du CaCOj; est
considérée instable par rapport a 1’aragonite et la calcite (46,48,54). En revanche, il est généralement
admis que la (bio)précipitation de cristaux de CaCO; est précédée d’une succession d’étapes
intermédiaires impliquant la précipitation de carbonate de calcium amorphe (amorphous calcium
carbonate (ACC)) et de la monohydrocalcite (MHC) (50,53,55-58). La MHC est souvent considérée
comme un minéral intermédiaire dans la précipitation de nanocristaux de calcite (53,55,59) et/ou
d’aragonite (54,60,61). Plusieurs études ont d’ailleurs mis en évidence que la formation de la MHC
nécessite une haute concentration en Mg®" (60-62) et COs*(63) ainsi qu’un réseau de
biomacromolécules tels que des polysaccharides et des protéines extracellulaires, en particulier des
protéines riches en acide aspartique (64—67). Pour les souches CD4 (Epibacterium mobile) et CD6
(Virgibacillus halodenitrificans), la présence de CaCOs hydraté peut symboliser une étape intermédiaire
dans la bio-précipitation de CaCOs anhydre d’autant que plusieurs observations géologiques ont révélé
que la MHC est généralement associée a d’autres composé€s carbonatés comme la calcite magnésienne
(47,68,69). Mise a part les résultats de Vincent (4,25), la capacité biocalcifiante des espéces
Epibacterium mobile (souche CD4) n’a jamais été étudiée a notre connaissance ce qui limite la
comparaison avec d’autres résultats. En ce qui concerne les espéces Virgibacillus (souche CD6), Rim et
al. (2) ont également observé la MHC alors que Imran et al.(24) trouvent de la calcite (milieu de culture

a base de milieu solide bactériologique ZoBell 2216 et I’EDMA) .

5.3.2. Investigation sur les mécanismes enzymatiques
2.6.3.11. 5.3.2.1. Effet de I’uréase : cas de la souche CD6

L’hydrolyse de I’'urée par I’enzyme uréase est la voie enzymatique la plus utilisée et étudiée pour bio-
précipiter du CaCOs. Dans cette étude, le role de 1’uréase sur la production de CaCOs a été étudié a
travers la souche CD6 (uréase positive) en supplémentant les milieux MB et EDMN+ de 330 mmol/L
d’Urée (U) en plus du CaCl,. Comme précédemment, un suivi de la croissance, du pH et de la production
de CaCOs est réalisé a 1, 3,5 et 7 jours d’incubation, pour le milieu MB et seulement 5 et 7 jours pour
le milieu EDMN+, & COz.am et COa2.3%. La croissance bactérienne est présentée a la Figure 5-7 et les

suivis de pH et la quantification de CaCOjs a la Figure 5-8.
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Figure 5-7: Croissance bactérienne de la souche CD6 pendant 7 jours d’incubation dans les milieux
MB et EDMN+ a COz.am et CO:.34,. Une expérience réalisée.

En ce qui concerne la croissance, il est possible de constater que 1’augmentation du CO», n’a exercé

aucune influence sur la croissance de la souche CD6.
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Figure 5-8 : Suivi du pH et de la production de CaCQOj3 par la souche CD6 pendant 7 jours d’incubation
dans les milieux liquides suivants : MB, MB+U, EDMN+ et EDMN++U a COj.qum et CO2.39, et MB+U
a30°C 4) .

Nous remarquons que ’ajout d’urée favorise 1’alcalinisation du milieu dés le début de I’incubation pour
atteindre des valeurs de pH supérieures a 8 contre 7-7,5 en I’absence d’urée a 7 jours. On peut attribuer
cet effet a ’action de 'uréase sur ’hydrolyse de 1’urée qui conduit a la libération d’ammonium et
d’hydroxyde. Par ailleurs, I’augmentation du pH est associée a I’augmentation de la production de

CaCO;, notamment a 7 jours en milieu MB, ou la quantité est pratiquement 2,5 fois supérieure avec

( 215

'



Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

I’urée. Notons aussi que la production de CaCOs augmente avec la durée d’incubation et semble corréler
avec I’élévation progressive du pH. Sans surprise, a 3% en CO,, la dissolution du CO, vient
contrebalancer ’alcalinisation induite par le métabolisme bactérien ce qui limite la bio-précipitation de
CaCO:s. A ce sujet, on peut néanmoins constater qu’a 5 jours en milieu MB et 7 jours en milieu EDMN+,
la tendance s’inverse. La quantité de CaCOj; produite est supérieure a celle obtenue dans les conditions
atmosphériques. En milieu EDMN+, I’augmentation du pH au-dessus de 9 peut considérablement
affecter ’activité de I’uréase comme 1’ont observé Imran ef al. (28) et Fujita et al. (70) ou ils constatent
une nette diminution de I’activité de 'uréase au sein de bactéries marines (espéces respectives :
Virgilbacillus et Pararhodobacter) dans 1’eau de mer artificielle a pH 9. Stocks-Fisher et al. (9)
remarquent également une chute de prés de 50% de ’activité de I'uréase de Sporosarcina Pasteurii a
pH 9. En ce qui concerne le milieu MB, on peut soupgonner 1’action combinée de 1’anhydrase
carbonique, qui par interconversion du CO, en HCOy', favorise la production de CaCOs. Puisque
Iactivité de I’uréase est plus élevée a 30°C et que ’hydrolyse de I’urée apporte une source de COs>
supplémentaire par libération du CO,, la production de CaCO; en présence d’urée est favorisée par
rapport a température ambiante. Elle atteint 5 mg/mL a 7 jours. Une autre variable a considérer est la
concentration en ions magnésium (Mg?"). Nous avons noté que le milieu MB contient presque deux fois
plus d'ions Mg** que le milieu EDMN+. A ce propos, I'¢tude menée par Sun et Miao (71) sur la souche
Sporosarcina Pasteurii a démontré une augmentation de 'activité de I'uréase pour des concentrations
en MgCl, allant de 0 a 1,5 mol/L (correspondant a 29 g/L de Mg*").

L’activité de I'uréase dans la souche CD6 peut étre observée dans la Figure 5-9 qui montre les valeurs
de pH a 6 jours du milieu MB seul (Témoin MB) et du milieu MB auquel nous avons indépendamment
rajouté de I'urée (330 mmol/L) (Témoin MB + U), la souche bactérienne (MB + CD6) et I’association
bactéries et urée (MB + CD6 + U). L’ajout d’urée seule conduit a une alcalinisation du milieu MB par
libération d’OH" et de NH4" (Eq.5-1) (72). Méme constat pour la souche CD6, qui par I’action de son
métabolisme enzymatique, induit une augmentation du pH allant de 7,7 a environ 8,4, comme nous
I’avons vu précédemment. L’association de la souche CD6 et de 1’urée conduit a une élévation plus forte

du pH (jusqu’a 9,3) sous ’effet de I’hydrolyse de 1’urée par I’uréase.
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Figure 5-9 : Valeurs de pH a 6 jours du milieu MB seul (Témoin MB), du milieu MB additionné d’urée
(Témoin MB + U), du milieu MB additionné de la souche bactérienne (MB + CDG6) et du milieu MB
avec l’association bactéries et urée (MB + CD6 + U).

2.6.3.12. 5.3.2.2. Mise en évidence du role de I’anhydrase carbonique

Le mécanisme enzymatique faisant intervenir 1’anhydrase carbonique dans I’interconversion du CO»
dissous en HCOj™ est une alternative intéressante a I’hydrolyse de 1’urée pour bio-précipiter du CaCO:s.
Les avantages de son utilisation sont multiples. Il permettrait non seulement d’éviter la libération
d’ammoniaque mais aussi de contribuer a la captation du CO; en I’ionisant sous la forme d’HCOs". Les
études démontrant factuellement 1’action de 1’anhydrase carbonique sur I’interconversion du couple
CO»/HCOj restent limitées a ce jour.

Pour mettre en avant le role de 1’anhydrase carbonique sur I’interconversion du couple CO»/HCO3", nous
avons voulu regarder de plus prés les variations de pH des milieux MB et EDMN+ induites par les quatre
bactéries biocalcifiantes étudiées avec et sans régulation du CO, en comparant avec des témoins sans
bactérie. La Figure 5-10 résume les valeurs de pH relevées au bout de 7 jours dans les milieux MB et

EDMN-+ avec et sans la présence des bactéries & COz.qm €t CO2-30,
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Figure 5-10 : Valeurs de pH a 7 jours des milieux MB et EDMN+ pour les souches CD6, CD6 +Urée,
CD10, CD4 et CD8 a COz-qim et CO:.39.

En I’absence de bactéries, les milieux MB et EDMN+ sont affectés par la dissolution du CO,. Le pH
passe respectivement de 7,6 a 6,4 et de 7,9 a 6. L ajout des souches marines se caractérise par un effet
régulateur du pH. En effet, a CO».3, les bactéries contrebalancent cette acidification en augmentant le
pH d’une demie a une unité. A pression atmosphérique, les variations de pH induites par les souches
sont moins marquées. Les souches, en particulier CD4 et CDS, entrainent une 1égére augmentation du

pH des milieux MB et EDMN+.

Les causes de ces variations de pH peuvent étre multiples en raison de la complexité du métabolisme
bactérien et des diverses mécanismes enzymatiques. Cependant, la régulation du pH induite par les
bactéries a CO».39 suppose 1’action de 1’anhydrase carbonique, qui par interconversion du CO, dissous
(H2CO3) en HCOs™ via son site actif En-ZnOH’, réduit 1’acidité du milieu environnant pour permettre la
stabilit¢ des ions bicarbonates. Les souches CD4 et CD8, bien qu’uréase négative, induisent une
augmentation du pH du milieu qui est davantage marquée a haute teneur en CO,, ce qui laisse supposer
une action de leur anhydrase carbonique. La synergie entre 1’uréase et I’ AC se remarque pour les souches
CD10 et CD6, toutes deux uréase et AC positive. En I’absence d’urée, ces souches, tout comme CD4 et
CDS8, alcalinisent le milieu ce qui suggére ’action de I’AC. En revanche, I’ajout d’urée pour CD6 induit
une alcalinisation plus importante du milieu sous I’effet de I’hydrolyse de 1’urée par 1’uréase. On peut
suggérer dans ce cas que les mécanismes enzymatiques de 1’uréase et de I’AC sont combinés. Avec
seulement le mécanisme enzymatique de I’AC, I’hydratation du CO, conduit a une augmentation de la
concentration en ions bicarbonate HCOs~ et donc du fait de 1’équilibre calco-carbonique, il y a
augmentation de la concentration en COs*". Cependant, 1’eau de mer est sursaturée en ions CO3*, ce qui
limite la transformation de HCO;™ en COs*et donc conduit & une faible quantité de CaCO;. A I’inverse,
I’action de 1’urée agit directement sur le pH de ’eau de mer ce qui amene, par alcalinisation du milieu,

a une déionisation de tous les HCO5 en COs%, et donc une précipitation plus importante de CaCO:s.
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Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

5.4. Biocalcification et granulats recyclés

Les bactéries biocalcifiantes sont de plus en plus utilisées pour restaurer les batiments en béton sans
nécessiter I’intervention humaine. Elles peuvent par exemple permettre une cicatrisation des fissures du
béton en produisant du carbonate de calcium qui vient se loger entre les grains. La voie enzymatique
impliquant ’hydrolyse de 1’urée est, dans ce cas de figure, la plus employée en raison de son haut
rendement en CaCOs (73), comme vu précédemment. Les bénéfices apportés par les bactéries
uréolytiques sur 1’auto-cicatrisation du béton font 1’objet de nombreuses études (74—78). Outre le milieu
de culture et la technique d’incorporation, le pouvoir cicatrisant de ces bactéries est cependant limité
par ’environnement fortement alcalin (pH>12) régnant a I’intérieur du béton du fait de la présence de
I’hydroxyde de calcium (Ca(OH),) (74,77,79). Dans de telles conditions, la viabilité des bactéries est
considérablement affectée notamment pour des temps d’exposition longs (80,81). L incorporation des
bactéries au sein du béton est généralement réalisée au moyen de biofilm, de gel (silice), de capsule, de
composés porteurs (carrier compounds) ou directement introduites (82—86). Pour ’ensemble des
techniques, les bactéries sont la plupart du temps cultivées en amont dans des milieux de culture qui leur
sont propices pour maximiser leur concentration cellulaire. Certaines sont aussi testées a pH basique
(pH<10) pour évaluer leur résistance aux environnements alcalins. Dans notre cas, les bactéries marines
sont directement incubées dans des milieux chimiquement modifiés par lessivage des matériaux recyclés
a haute proportion de matériaux a matrice cimentaire (Rc) pour se rapprocher au mieux des conditions
réelles. Les résultats obtenus sur leur viabilité et leur production de CaCOj3 devraient permettre, in fine,
d’envisager des techniques d’incorporation au sein des granulats recyclés dans le cadre de la formation
d’agglomérat calcomagnésien.

Dans le chapitre 3, nous avons montré que les granulats recyclés réagissent chimiquement dans I’eau
de mer. Cette réactivité principalement issue de la dissolution des hydrates contenus dans les matériaux
a matrice cimentaire (Rc) se traduit par des modifications de la composition chimique de 1’eau de mer.
La libération d’ions calcium, de silicium sous la forme de dioxyde de silice (SiO,), d’aluminium
(complexe d’aluminium) et probablement de sulfates dissous, améne a une €lévation de la concentration

ionique de I’eau de mer.

Dans ce contexte, I’association de bactéries marines et de granulats recyclés semble intéressante pour la
bio-précipitation de CaCOj en raison de ’apport supplémentaire de Ca*" fourni par les Rc mais aussi de

I’environnement moins agressif des GR (pH<9) du fait d’une longue période de carbonatation.

Dans cette étude, nous nous sommes donc intéressés a la viabilité des bactéries marines biocalcifiantes
en contact avec un lixiviat de granulats recyclés, avec et sans régulation de CO», ainsi que leur capacité
a produire du CaCOs. Au vu des résultats précédents et des objectifs de la thése, nous avons sélectionné
les souches CD4 (Epibacterium mobile) et CD8 (Planoccocus maritimus) pour privilégier la voie

enzymatique de I’anhydrase carbonique. La souche CD10 (Pseudoalteromonas) a également été choisie
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Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

(au détriment de CD6) en raison de son efficacité a produire du CaCOs dans le milieu MB (gardons tout
de méme a I’esprit que le MB puisse contenir de 1’urée) et EDMN+ sans 1’addition d’urée.

5.4.1. Effet d’un lixiviat de granulats recyclés sur la croissance bactérienne et la
production de CaCO;3

Pour rappel, le lixiviat de granulats recyclés correspond a une solution d’eau de mer filtrée (porosité du
filtre = 0,20pm) dans laquelle ont été lessivés des granulats recyclés pendant 15 minutes. A ce lixiviat
est ajouté 25 mmol/L de CaCl, et de 0,5 g/L de BN (Milieu EL) et 40,2 g/L. de MB (Milieu MEL). En
plus des teneurs en CO; a 0,04% (COz.am) et 3% (COz.39%) pendant 7 jours d’incubation a 20°C, les
souches ont été soumises a 3% en CO; pendant seulement 48 heures (COz-3%24) puis maintenues a CO».
amjusqu’a 7 jours d’incubation, a cause d’une probléme technique (fuite de gaz). Les suivis de croissance
des bactéries, du pH et de la production de CaCO; dans les différents milieux sont présentés dans la

Figure 5-11.
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Figure 5-11 : Croissance bactérienne, suivi du pH et quantification du CaCQO;3 pendant 7 jours
d’incubation pour les souches CD4, CD8 et CD10 dans les milieux MEL et EL, a COz-qmm, CO2.3%24 et
COy.35. Trois expériences indépendantes ont été menées pour l’ensemble des souches, pour chaque
milieu et chaque teneur en CO.;.

On constate, qu’en présence de lixiviat de granulats recyclés, toutes les souches se développent a
atmosphére naturelle (CO,.4m). L’évolution de la concentration cellulaire se symbolise par une phase de
croissance exponentielle pendant 24h (avec une augmentation entre 1 et 1,5 unité log) puis une phase
stationnaire sur 7 jours a 1’exception de la souche CD10 ou I’on remarque une phase de déclin. La phase
stationnaire signifie que la multiplication des cellules bactériennes compense celles qui meurent. Pour
I’ensemble des souches, le pH ainsi que la croissance suivent une évolution semblable a celles
rencontrées pour les milieux MB et EDMN+, (en termes de logl10), & COs.am, ce qui signifie que les
métabolismes enzymatiques ne sont pas perturbés par le milieu environnant.

De plus, la multiplication cellulaire des bactéries n’est pas inhibée par 1’¢lévation a 3% de la
concentration en CO, malgré 1’acidification causée par sa dissolution. Au contraire, si nous regardons
les concentrations cellulaires des souches CD4 et CD10 en milieu MEL a 7 jours, nous pouvons
remarquer qu’elles sont légérement supérieures sous CO».3%. M&me si les souches ont été soumises a
3% de CO; pendant 48 heures, les mécanismes enzymatiques ont compensé 1’acidification temporaire
du CO; en alcalinisant le milieu. Pour CD4, le pH a 7 jours est de 8,01 pour COx.3%24 contre 7,37 pour
COs.3% dans le milieu MEL et de 8,13 contre 7,04 dans le milieu EL. Pour CD8, le pH est de 8,22 contre
7,37, dans le milieu MEL et de 8,16 contre 6,97 dans le milieu EL. Enfin, pour CD10, le pH a 7 jours
pour COz.3924 est de 8,16 contre 7,46, a CO».39 dans le milieu MEL, et de 8,17 contre 7,1 dans le milieu
EL.

Nous avons comparé les valeurs de pH a 7 jours des milieux MB et EDMN+ avec celles observées dans
les milieux MEL et EL ou se sont multipliées les bactéries. Les résultats sont résumés dans la Figure 5-
12. Dans les milieux MEL/EL, on retrouve le méme phénomene d’alcalinisation induit par 1’activité

enzymatique bactérienne a travers lequel on soupconne le role de I’anhydrase carbonique. Cette
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observation est d’autant plus perceptible que 1’écart de pH avec les témoins MEL et EL (sans bactéries)
a COy.39 est grand. De fagon générale, le pH des milieux témoins MEL et EL sont 1égérement plus bas

que leur homologue MB et EDMN+ alors que celui aprés culture des bactéries est identique.
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Figure 5-12 : Valeurs de pH des souches CD10, CD4 et CDS8 a 7 jours d’incubation @ COs-qm et CO;.
3o, dans les milieux liquides suivants : MB, EDMN+, MEL et EL.

Malgré le bon développement cellulaire et ’activité enzymatique fonctionnelle, les souches peinent a
produire du CaCOs (Figure 5-11). Les quantités produites par les souches CD4, CD8 et CD10 en milieu
MEL sont respectivement 0,03, 0,1 et 0,07 mg/mL soit 10 fois moins que leur analogue en milieu MB.
Ce méme écart est également retrouvé en milieu EL pour les CD4 et CD8 avec 0,018 et 0,03 mg/mL et
atteint un facteur 20 pour CD10 avec une production de 0,014 mg/mL. Avec 3% de CO,, la production
est quasiment nulle, certainement en raison des valeurs de pH trop faibles pour la précipitation du CaCO3
(pH=7). La souche CD8 est néanmoins la plus performante dans ces milieux.

Méme si le facteur pH peut justifier la baisse de production de CaCOs; sous COz.3%, il ne permet pas
d’expliquer cette chute de production en condition atmosphérique. En revanche, on peut pointer du doigt
les modifications chimiques en ions ou en sels induit par les granulats recyclés dans les milieux MEL/EL
qui peut affecter les activités des enzymes et donc la bio-précipitation de CaCOs. Nous avons pensé que
le relargage d’aluminium pouvait interférer la bio-précipitation de CaCOs en substituant le Ca*" au
niveau de I’enveloppe cellulaire (87-90). Or, pour des pH avoisinant 8, ’aluminium se retrouve
généralement sous sa forme précipité AI(OH); ce qui limite dans ce cas son interaction avec la surface
de la cellule du fait de sa stabilité. En ce qui concerne les ions Ca**, nous avons vu, dans le chapitre 1
que la concentration en calcium est un facteur capital dans I’activité de I’AC mais aussi au niveau de la
précipitation de CaCOs. Sharma et al. (23), Zheng et Qian (1) et Wei Li ef al.(91) observent que 1’activité
de ’anhydrase carbonique atteint son optimum pour des teneurs en Ca>* entre 50 et 60 mmol/L puis
décroit au-dessus de 80-100 mmol/L. Dans la méme étude (91), Wei Li ef al. constatent une baisse de

production de CaCOs a partir de 100 mmol/L alors qu’Okwadha et al. (93) rapportent que pour une
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concentration en Ca*" allant de 25 a 250 mmol/L, la bio-production de CaCOs augmente, passant de 5,6
49,5 mg/jr. Dans notre étude, les milieux MB et EDMN+ contiennent en valeur estimée 50 et 46 mmol/L
en Ca?* ce qui est largement en dessous des seuils cités. Quant aux milieux MEL et EL, si nous faisons
I’hypothése extréme que la lixiviation des granulats recyclés par I’eau de mer fournit 0,4 g/L de Ca*"
disponible (valeur approximative basée sur les dosages ICP des Rc (matériaux a matrice cimentaire) a
30 minutes d’immersion (0,66 g/L) et la proportion pondérale des Rc dans les GR (60%) (0,66*0,6=0,4
g/L)), les concentrations finales atteindraient respectivement 66 et 62 mmol/L de Ca®" ce qui reste en
dessous de 80 mmol/L. Aussi, nous avons vu dans le Chapitre 3 que la lixiviation des GR favorise la
précipitation des ions magnésium en eau de mer naturelle. Lors de la préparation des milieux MEL et
EL, I’étape de filtration des lixiviats a probablement entrainé un appauvrissement des milieux de culture
en magnésium et donc défavoriser le processus de bio-précipitation de CaCOs en influengant I’activité
métabolique des souches, ce qui pourrait expliquer cette chute de production.

D’un point de vue général, la concentration excessive en sels amenée par les GR, additionnée aux sels
déja présents dans le MB et ’EDMN-+, pourrait étre tenue responsable de cette baisse de production. La
salinité est I’un des principaux facteurs affectant la quantité et la taille des cristaux de CaCQOs3(94,95).
Rivadenevya et al. (94,96) observent, dans le cadre d’une bio-précipitation, une diminution voire une
inhibition de la quantit¢é de CaCO; avec I’augmentation de la salinité¢ (NaCl) a partir de 20 g/L.
Krishnamoorthy ef al.(97) affirment que les biomacromolécules contenus dans 1’eau de mer peuvent
participer au processus de minéralisation et contréler la nucléation et la structure des cristaux de CaCOs.
Zheng et al. (98) expliquent que ces biomacromolécules contiennent une importante quantité de groupes
carboxylés, d’hydroxyles et autres groupes fonctionnelles susceptibles de s’adsorber aux cations
multivalents, particuliérement les ions Ca®* a travers des interactions électrostatiques. En conséquence,
les ions carbonate sont attirés par les ions Ca>* présents en surface ou a I’intérieur de ces macromolécules
pour former du CaCOs3 (99), La taille et 1a forme des produits carbonate sont affectées par la morphologie
des biomacromolécules, généralement sous la forme de feuillets interconnectés, ce qui rend difficile la
croissance volumique des cristaux de CaCO3; comme c’est le cas dans I’eau distillée. L apport en sels
des GR contribue ainsi a la salinité¢ déja élevée de I’eau de mer ce qui conduit manifestement a
I’inhibition ou la diminution de la production de CaCQOs. Bansal et a/.(100) démontrent qu’en ajoutant
différentes concentrations de NaCl (3,5 a 10%) dans 1’eau de mer naturelle, les activités des enzymes
uréase et anhydrase carbonique présentes chez une bactérie marine halophile (Exiguobacterium
mexicanum) sont affectées avec 1’augmentation de la concentration en NaCl et qu’elles diminuent apres
3 jours d’incubation.

En dehors de la salinité, d'autres composés chimiques résultant de la dissolution des granulats recyclés
peuvent également jouer un réle dans ce processus, ce qui requiere des analyses supplémentaires des
concentrations ioniques, par ICP-AES, pour une compréhension plus approfondie. La quantité de CaCO3

bio-précipité est cependant plus importante dans le milieu MEL que EL, probablement en raison des

( ]
[ 223 |



Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

apports nutritifs du MB dans le milieu et peut étre vis-a-vis de la concentration en Mg*"(24,40), la

question est posée.

5.4.2. Effet des GR sur la structure de CaCO3

Dans les deux milieux MEL et EL riches en sels, les biominéraux carbonatés détectés sont la calcite et
la calcite magnésienne. Ces deux formes sont systématiquement retrouvées dans le milieu MEL pour
toutes les souches alors que dans le milieu EL, la souche CD10 induit de la calcite, la souche CD4 de la

calcite magnésienne et la souche CDS, de la calcite et de la calcite magnésienne.

Le Tableau 5-1 résume les biominéraux carbonatés induits par les souches bactériennes marines dans
les milieux MB/EDMN+ et MEL/EL et détectés par analyse DRX. Il est possible de constater qu’en
environnement riche en sels et supposé appauvri en Mg”* et riche en Ca**, la forme calcite est privilégiée.
Le magnésium a un effet inhibiteur sur la précipitation de la calcite. Il vient s’insérer au sein de son
réseau cristallin pour substituer le calcium. Ainsi, I’appauvrissement en Mg** et 1’enrichissement en
Ca*, induit par des réactions de précipitation lors du lessivage des GR, permettent a la calcite de se
former.

Tableau 5-1 : Résumé des biominéraux carbonatés détectés par analyses DRX pour les souches
bactériennes marines.

Souche MB MEL EDMN-+ EL
CM+C
CD6 CcM* Non testé Non testé
+Urée : CM + MHC
CD10 CM C+CM C C
CD8 CM C+CM CM C+CM
CD4 CM + C™ + MHC™ C+CM CM CM

*CM = Calcite magnésienne (Mg<6%) **C = Calcite "** MHC = Monohydrocalcite

A partir des résultats obtenus sur 1’association bactéries marines / granulats recyclés, plusieurs
conclusions sont retenues. En présence d’un lixiviat de granulats recyclés, toutes les souches marines se
sont correctement développées. La salinité apportée par la lixiviation des GR n’a pas affectée leur
croissance ni leur activité enzymatique comme 1’atteste les variations de pH avec et sans régulation de
CO:s. Par ailleurs, il semblerait méme que les souches CD4 et CDS soient plus adaptées dans ce type de
milieu que la souche CD10 car aucune phase de décroissance n’a été observée sur 7 jours d’incubation
pour CD4 et CD8. En revanche, la production de CaCOj a drastiquement chuté d’un facteur 10 en milieu
MEL et d’un facteur 20 pour le milieu EL. On peut attribuer cette baisse de production a la concentration
en sels présents en solution, supposée plus élevée que dans I’eau de mer, qui inhibe la nucléation des
cristaux de CaCQO;. L’effet combiné de 1’eau de mer et des GR rend le milieu peu favorable a la
biominéralisation. Néanmoins, la souche CDS a été la plus performante dans la production de CaCOs

dans ces deux milieux. Nous avons aussi remarqué qu’en présence de MB, la production de CaCOs dans
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I’eau de mer (milieu MEL) est plus élevée. Ceci souléve des interrogations pertinentes : est-ce que
I'appauvrissement en nutriments du milieu EL, par rapport au MEL, influe sur la (bio)précipitation du
CaCOs en impactant I'activité métabolique des souches ? Peut-il y avoir un lien avec la diminution du
nombre de cellules observée dans I'eau de mer ? Par ailleurs, outre les nutriments, il est a se demander
si les ions Mg®" apportés par le MB dans le milieu MEL jouent un rdle dans le développement cellulaire
et/ou l'activité enzymatique des souches ? Dans ce cas, la concentration de Mg?" pourrait constituer un
paramétre crucial a prendre en compte et a étudier. L’appauvrissement en Mg?* et I’enrichissement en
Ca’" générés par la lixiviation des GR en solution semble favoriser la précipitation de CaCO; sous sa

forme calcite en plus de la calcite magnésienne.

5.5. Biocalcification sous polarisation cathodique en présence de lixiviat de GR

La formation des agglomérats calcomagnésiens repose sur la précipitation par voie électrochimique d’un
dépdt minéral a la surface de I’acier qui vient agglomérer ensuite les éléments autour de la grille (sable,
coquillages, GR,...). Le procédé électrochimique impliqué dans la création de ce dépot, consiste a
précipiter, par réduction de I’eau de mer, les ions calcium et magnésium présents sous la forme de CaCOs
et Mg(OH), a la surface d’un acier polarisé cathodiquement. En présence de granulats recyclés ou de
sédiments, ce dépdt calcomagnésien assure la cohésion entre les grains et le maintien de la structure
granulaire comme nous 1’avons vu au chapitre 4. Néanmoins, le temps nécessaire a la consolidation des
grains et 1’obtention d’une concrétion mécaniquement résistante in-situ peut s’avérer long (plusieurs
mois ou années) (101). Nous avons précédemment montré que les bactéries marines utilisées dans cette
étude (provenant de dépot calcomagnésien) ont la capacité de biominéraliser du CaCOs que ce soit sous
I’action enzymatique de I’uréase ou de I’anhydrase carbonique. A cet effet, il est envisagé de combiner
les bactéries marines et la polarisation cathodique (PC) afin d’accélérer/favoriser la précipitation du
dépot en amorcant les sites d’ancrage de CaCOj; et/ou d’assurer une meilleure cohésion initiale en
volume entre les grains mais aussi de contribuer simultanément au piégeage du CO; en favorisant son
interconversion en solution par I’anhydrase carbonique bactérienne. L’intérét de cette association est
également de permettre une précipitation électrochimique plus rapide au travers de I’augmentation de la
concentration en bicarbonate par les bactéries et sa conversion en carbonate par voie électrochimique.
Dans un contexte général, la synergie GR/électrochimie/bactéries biocalcifiantes présenterait des
avantages pour la consolidation du littoral tant sur le plan économique qu’environnemental, avec la mise
en place d’une économie circulaire basée sur le recyclage des ressources, 1’utilisation des ressources
naturelles locales, la pérennité des aménagements littoraux mais aussi une contribution au piégeage du
CO; atmosphérique.

Cette association des bactéries marines biocalcifiantes avec 1’électrochimie a d’ailleurs fait I’objet de

travaux aux laboratoires LIENSs et LaSIE (La Rochelle Université) menés par Colin et al. (102), en
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paralléle de ces travaux de thése. Ces auteurs ont montré, qu’en eau de mer artificielle additionnée de
bouillon nutritif a 0,5g/L, 1’application d’un courant cathodique a -600pA/cm? n’a pas modifié
significativement la croissance et la mobilité des bactéries CD6 et CD10. En revanche, ces bactéries
ayant conservé leur capacité a biocalcifier sous courant imposé, ont induit une modification de la
composition chimique du dépdt calcomagnésien formé en faveur de la calcite magnésienne. A savoir

qu’en I’absence de ces bactéries biocalcifiantes, le dépot est composé d’aragonite et de brucite.

Dans mes travaux de thése, I’ajout des granulats recyclés au consortium bactéries marines/polarisation
cathodique constitue un parameétre supplémentaire a prendre compte vis-a-vis de la biocalcification. En
effet, nous avons préalablement démontré que malgré une croissance des bactéries et un métabolisme
enzymatique fonctionnel, leur capacité a bio-précipiter du CaCOs est inhibée par la modification de la
composition chimique de leur milieu environnant induite par les GR.

D’un point de vue applicatif, ’association des bactéries biocalcifiantes avec le couple GR/électrochimie
nécessite d’évaluer leur croissance mais aussi leur capacité a bio-précipiter du CaCOs en présence d’un
courant électrique basse tension et d’un lixiviat de GR. Dans ce contexte, nous avons utilisé un dispositif
expérimental spécialement congu pour permettre I’insertion des bactéries marines dans une cellule
¢électrochimique, développé dans les travaux de Colin ef al. (102). Nous avons ainsi étudié le
comportement de la souche bactérienne CD6 (Virgibacillus Halodenitrificans)(uréase et AC positive)
et sa capacité a bio-précipiter du CaCOs3 en présence d’une densité de courant basse tension (-
500pA/cm?, en référence a une des densités utilisées pour la formation de I’agglomérat calcomagnésien)

et de lixiviat de granulats recyclés.

Le lixiviat utilisé (protocole détaillé dans le Chapitre 2) pour les milieux de culture placés dans le
compartiment cathodique est pourvu de petits grains de GR ainsi que de possibles précipités ce qui, en
conséquence, rend inexploitable la quantification du CaCOs; (analyse ATG) en solution dans le
compartiment cathodique et sur les cathodes. Néanmoins, la présence de grains de GR dans le milieu
permet d’appréhender le comportement des bactéries en conditions réelles d’application visant a un
contact direct des bactéries avec les granulats recyclés dans la formation de 1’agglomérat
calcomagnésien. Pour mesurer 1’effet des bactéries marines sur la précipitation du DC, nous avons,
d’une part, déterminé le volume de DC précipité sur les cathodes au moyen d’un scanner 3D (Einscan)

et, d’autre part, nous avons réalisé des analyses DRX pour identifier la composition chimique du dépot.

5.5.1. Suivi du pH et de la croissance bactérienne en présence d’un lixiviat de GR avec et
sans polarisation cathodique

2.6.3.13. 5.5.1.1. Croissance bactérienne
Le suivi de croissance de la souche bactérienne CD6 a été réalisé avec et sans PC (i=-500pA/cm?) dans
différents milieux de culture a base de lixiviat de granulats recyclés a savoir : EL+U, EL+U+CaCl; et

EL+CaCl,. Des mesures de pH sont également réalisées avec et sans la présence des bactéries. Les
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résultats sont illustrés sur la Figure 5-13. Pour le suivi de croissance « sans polarisation », les milieux

de culture sont placés dans des erlenmeyers et non dans la cuve pour toute la durée de 1’expérimentation.
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Figure 5-13 : Suivi du pH et de la croissance de la souche bactérienne CDG6 incubée pendant 7 jours a
20°C dans différents milieux de culture a base de lixiviat de granulats recyclés : EL+U, EL+U+CaCl;
et EL+CaCl, avec (en haut) et sans polarisation cathodique (en bas). Ces expériences ont été réalisées
qu 'une seule fois.

Sans PC, nous pouvons constater que la souche CD6 ne se développe pas mais survit en présence de GR
pendant 7 jours. L’enrichissement en urée ne semble pas affecter la croissance bactérienne. Le pH
diminue au bout de 7 jours jusqu’a 8 mais reste néanmoins plus élevé en présence d’urée (pH=8,3). Dans
les essais sous PC, nous observons une treés 1égere croissance bactérienne pendant 5 jours dans le témoin
EL+CD6+U+CacCl; sans polarisation. Cependant, I’application ensuite d’un courant cathodique a rendu
difficile le dénombrement de la souche a 24h, 3, 5 et 7 jours d’incubation comme en atteste 1’absence
de colonies dénombrables dans les milieux EL+CD6+U+CaCl, et EL+CD6+U. Pour le milieu
EL+CD6+CaCl,, le dénombrement réalisé a Ty n’a pas permis de déterminer la concentration cellulaire

en raison d’une contamination (expérience réalisée qu’une fois). Cependant, il convient de noter que
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I'expérience n'a été effectuée qu'a une seule reprise, ce qui souligne la nécessité de répéter les

expérimentations pour renforcer la fiabilité des résultats.

L’absence de bactéries dénombrables dés 24h d’incubation suggére soit la mort trés rapide des bactéries
lorsqu’elles sont soumises a un courant imposé¢ de -500pA/cm?, soit leur adhésion a la surface de I’acier
afin de former un biofilm pour se protéger et survivre (103,104) ce qui ne permet pas de les dénombrer
en suspension dans le milieu liquide. Néanmoins, les avis divergent quant a 1’adhésion de
microorganismes sur une surface métallique polarisée cathodiquement. Certains auteurs ont montré que
la PC empéchait la croissance bactérienne et leur adhésion sur la surface de 1’acier en raison des forces
¢lectrostatiques répulsives générées par la polarisation cathodique (surface acier et cellules bactériennes
chargées négativement (105—111) et en raison de I’augmentation du pH induite par la réduction de I’eau
et de I’oxygéne (108,112). A I’inverse, d’autres auteurs ont constaté un accroissement de la
concentration bactérienne et une augmentation de la quantité de bactéries adhérées (113,114). Dans I’eau
de mer, Zhang et al. (115) ont observé que la précipitation d’un dépdt calcomagnésien favorisait
I’adhésion des microorganismes marins (bactéries et microalgues) sur la surface d’un acier. En zone de
marnage, Refait et al. (116) ont trouvé qu’un épais biofilm s’était formé sous le dépot calcomagnésien
et Erdogan et Swain (117) ont démontré que I’oscillation du niveau de 1’eau de mer contribuait a la
formation du biofilm. Les observations rapportées de la littérature peuvent ainsi suggérer une adhésion
de la souche CD6 a la surface de I’acier d’autant que cette derni¢re a été isolée a partir d’un dépot
calcomagnésien formé par polarisation cathodique dans le Port des minimes, c’est-a-dire dans I’eau de
mer naturelle (4). Néanmoins, Colin et al. (102) ont pu observer la croissance de cette méme bactérie
CD6 sous PC a1i=-600 nA/cm? dans le milieu de culture liquide a base de MB placé dans le compartiment
cathodique. On peut ainsi se demander si ’adhésion des bactéries sur le métal polarisé est la seule
hypothése expliquant I’absence de la bactérie marine dans les prélévements réalisés dans nos
expériences. La deuxieme hypothése impliquant la mort des bactéries peut également étre envisagée
dans le contexte ou le lixiviat de GR utilisé dans les milieux de culture modifie de fagon importante la
composition chimique en sels des milieux de culture (en comparaison avec ceux utilisés par Colin et a/
(102) et que ce stress vient s’additionner a celui exercé par I’application du courant imposé de

-500pA/cm? au niveau de la cathode. Néanmoins, cela ne corréle pas avec les évolutions du pH et la
quantité de dépot précipité sur les cathodes, plus importante en présence de bactéries, ce qui suggere le
role du métabolisme bactérien et donc la présence de bactéries. Il est important de noter que les
expériences ¢lectrochimiques ont été réalisées qu’une seule fois, soulignant ainsi la nécessité de
reproduire ces expérimentations pour assurer de la fiabilité des résultats obtenus. Toutefois, ces
expériences fournissent des résultats préliminaires et des éléments de réponse quant a l'association entre
I'électrochimie, les bactéries marines et les granulats recyclés, en particulier en ce qui concerne la
croissance des souches dans un environnement stressant. De futures perspectives visant a approfondir
cette association sont envisagées, notamment en modifiant le courant appliqué et en suivant les

variations de concentration ionique en solution, en particulier en ions calcium et magnésium. Ces études
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permettront d'évaluer si les bactéries marines favorisent la précipitation du dépot calcomagnésien et de

déterminer I'impact réel des granulats recyclés sur la croissance bactérienne.

2.6.3.14. 5.1.1.2. Suivi du pH

La Figure 5-14 résume les valeurs de pH mesurées dans les différents milieux avec et sans CD6 a 3 et

7 jours.
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Figure 5-14 : Courbes de pH a 3 et 7 jours des milieux sans CD6 ; EDMN+ + CaCl;, EL + CaCl,,
EL+U et EL+U+CaCl, et avec CD6 ; EL+U+CD6, EL+CD6+CaCl, et EL+CD6+CaCl>+U.

Sans bactéries, 1’application d’une PC conduit a une augmentation significative du pH passant de 8-9 a
plus de 12 au bout de 7 jours. Dans les milieux dépourvus d’urée (EL+CaCl, et EDMN+ + CaCl,), le
pH croit pendant 24h jusqu’a pH=9,8 puis se stabilise pendant 2 jours avant de réaugmenter de facon
linéaire jusqu’a 7 jours (Figure 5-12). La réduction de I’eau et de I’oxygene a la surface de 1’acier améne
ala libération d’OH" et la formation d’ions carbonate (COs*") qui vont se combiner avec les ions calcium
et magnésium pour former du CaCO; et du Mg(OH),. En précipitant, ces composés atténuent
I’alcalinisation du milieu et stabilisent le pH. Une fois les ions calcium et magnésium totalement
consommes, les ions hydroxyde générés par les réactions de réduction ne sont plus pié¢gés et provoquent
de nouveau une ¢élévation du pH. Avec un enrichissement en urée, le pH évolue linéairement pendant 7
jours. Nous pouvons constater sur la Figure 5-13 que I’ajout de la souche CD6 retarde 1’alcalinisation
du milieu. A 3 jours, le pH est plus faible d’une, voire deux unités de pH en présence de CD6. Cet écart
s’estompe a 7 jours, excepté pour EL+CD6+CaCl, ou le pH se stabilise a 9 a partir de 24h. A 24h, le pH
est de 9 en présence de CD6, pour les milieux CaCl, et CaCl, + U pouvant expliquer la précipitation du
CaCO;. A 3j, le pH atteint 10 avec urée pouvant traduire la précipitation simultanée de CaCOs et
Mg(OH), (Figure 5-12). Nous remarquons par ailleurs qu’a 7 jours, I’enrichissement en CaCl, dans un

milieu riche en urée favorise I’augmentation du pH. Les valeurs élevées de pH (10-12) peuvent traduire
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d’un appauvrissement en ions carbonates/biocarbonates ou encore des ions calciums dans le milieu,
causée par la préparation du lixiviat de granulats recyclés. En effet, la préparation du lixiviat suppose
une augmentation du pH jusqu’a peu prés 9, ce qui, d’apres les observations du chapitre 3, favoriserait
la carbonatation en solution. Ainsi, si des précipités de CaCOs se sont formés en solution, 1’étape de
filtration a retenu ces composés, appauvrissement donc le milieu en Ca** et/ou en

carbonates/bicarbonates.

Sous polarisation, I’'urée s’oxyde en formant du diazote (N>) et du dioxyde de carbone (CO>) a la surface
de I’anode ainsi que du dihydrogene (H,) sur I’électrode négative (cathode) par réduction de I’eau (118).
La libération d’OH™ par oxydation de 1’urée favorise 1’¢lévation du pH du milieu en plus de la réduction
de I’eau et de I’oxygéne, contribuant ainsi a la précipitation du dép6t. Dans une étude réalisée par Kim
et al. (119) (cathode = acide inoxydable et anode = BiOx-TiO;) portant sur I’influence de 1’oxydation de
I’urée sur la production du H, dans une solution de NaCl, il apparait une compétition entre la réduction

des especes chlorées (radicaux) (Eq.5-2 et 5-3) et celle de I’eau (6H2O() + 6°° — 3Hyg) + 60H (o).

Cl+e >CI Eq.5-2
Cly+e 2 2CI Eq.5-3

Ainsi, la réduction des chlorures (Eq.5-2 et 5-3) provenant du CaCl, présent dans notre milieu rentre en
compétition avec la production de H, réduisant ainsi la production d’OH". En présence d’urée et de
CaCl,, nous constatons des valeurs de pH légérement plus élevées qu’avec 'urée seule. Kim et al.
constatent une augmentation de la production en H, lorsque 1’urée est ajoutée dans la solution de NaCl.
Ils expliquent que les especes actives chlorées (CI) oxydent 1’urée conduisant a la formation d’un

intermédiaire aminé (NHz) et du CO; (Eq.5-4 a 4-.6).

ClLy+ (NH»),CO = NH, + CI(NH,)CO + CI Eq.5-4
CL+ CI(NH,)CO = NH, + CLCO + CI Eq.5-5
CLCO + H,0 = CO, + 2H" + 2CI Eq.5-6

Cette réaction diminue temporairement la quantité d’especes actives chlorées susceptibles de se réduire
a la cathode ce qui favorise la production de H».

Dans les milieux riches en urée, la présence de CD6 retarde le processus d’alcalinisation en raison de
son hydrolyse par I’enzyme uréase. En effet, I’hydrolyse de 1’urée constitue une étape intermédiaire
dans I’enchainement des réactions électrochimiques se produisant a I’interface solution/cathode. Sans
CaCl,, I'urée s’hydrolyse simplement en donnant lieu a la libération de NH4'et OH™ (Eq.5-1) Avec
CaCl,, les ions ammoniums peuvent réagir avec les espéces chlorées actives (Cly”) pour former

principalement des ions hydronium (H") et des nitrates (NO5") selon Eq.5-7 et 5-8 (119) :

2NH," + 6Cl," > N, + 12 Cl'+ 8H" Eq.5-7

NH." + 8Cly” + 3H,O > NOs + 16CI' + 10H" Eq.5-8
( 530 )
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Les ions H' se combinent automatiquement avec les OH™ pour former de ’eau qui se réduit pour libérer
des OH'". Ainsi, lorsque 1’urée et le CaCl, sont présents dans le milieu de culture, la libération d’OH"
sous I’action conjuguée de I'uréase et des Cly de CaCl, contribue a 1’élévation du pH. Concernant le
milieu EL+CD6+CaCl,, nous ne comprenons pas pourquoi le pH se stabilise tout au long de la
polarisation. Il semblerait que les réactions de réduction soient bloquées en présence de la souche. En
effet, méme si les espéces chlorées actives peuvent entrer en compétition avec la production de H», cette

stabilisation est seulement observée en présence de CD6.

5.5.2. Précipitation du dépot calcomagnésien

Aprés 7 jours de polarisation cathodique, les cathodes sont analysées pour évaluer la précipitation du
dépdt calcomagnésien. Elles sont illustrées sur la Figure 5-15.

Dans tous les milieux confondus, nous constatons que les cathodes sont recouvertes d’un dépot minéral.
A partir des observations visuelles, on remarque que dans les milieux EL, la couleur du dép6t est plus
marron-jaune alors qu’en eau de mer, elle est blanche. Cette différence de couleur peut étre attribuée en
partie aux particules de GR encore présentes en suspension dans le milieu qui ont été piégées lors de la
précipitation du dépot. La présence de matieres organiques (composés tel que I'urée, les polymeéres
organiques apportés par le MB, les bactéries...) peut également modifier la couleur du dépot par rapport
a celui formée dans 1’eau de mer simple (102).

Visuellement, la quantité de dép6t semble plus importante en présence de CD6, tous milicux confondus.
En ce qui concerne le recouvrement de la cathode, la précipitation du dépdt parait plus homogéne avec
I’addition de CaCl, dans le milieu, qu’en présence d’urée ou I’on peut observer des zones dépourvues
de dépdt. En effet, dans le milieu EL+U, nous avons retrouvé des morceaux de dépdt détachés de la
cathode dans le milieu liquide, ce qui peut témoigner d’un phénoméne de délamination. Ce phénomeéne
a par ailleurs été observé par Colin et al (102). De plus, la texture du dépo6t nous a semblé plus gélatineux
en présence d’urée qu’avec le CaCl,. Un autre point important & noter concerne 1’apparition de petis
cratéres au niveau du dépot, particuliérement observables pour les milieux riches en urée. Ces orifices
correspondent a la production de bulles de gaz H a la surface de ’acier. Si I’on compare les milieux
EL+CD6+U £ CaCl, on remarque que ces petites bulles sont nettement plus nombreuses avec un
enrichissement en CaCl,. Cette observation a été également faire par Kim et a/ (119) ou ils observent

une amélioration de la production de H; de I’ordre de 20% avec 1’'urée dans le NaCl.

Dans le milieu EDMN+ + CaCl,, le dépot calcomagnésien est composé de CaCO; sous la forme
d’aragonite et de brucite Mg(OH); alors que pour I’ensemble des milieux a base EL avec et sans CD6,
la forme CaCOs est la calcite. La brucite est également retrouvée pour la majorité des cas sauf pour
EL+CD6+CaCl,, les valeurs de pH n’étant pas suffisamment élevées (pH=9) pour précipiter le
Mg(OH),. Nous pouvons difficilement déterminer 1’origine précise de la calcite car les granulats
recyclés et les bactéries peuvent induire de la calcite (102). La présence de grains de GR en suspension

complique donc I’interprétation.
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Sans

bactéries

Précipités Brucite et Aragonite Brucite et Calcite Brucite et Calcite Brucite et Calcite

Lea Y.

Non réalisée

Précipités / Calcite Brucite et Calcite Brucite et Calcite

Figure 5-15 : Photographies des cathodes apres 7 jours sous polarisation cathodique a i=-500ud/cm? avec et sans CD6, et composition du dépot minéral
associé déterminée par analyse DRX.

232

—
| —



Chapitre 5 : Etude de la bio-précipitation de CaCQOjs par les bactéries marines

Le volume apparent de dépot précipité sur la cathode a été déterminé par le scan des cathodes. Les
volumes présentés sur la Figure 5-16, correspondent a la soustraction entre le volume total de la cathode
avec celui du dépot et le volume de la cathode seule. Ces mesures ne tiennent pas compte de la porosité

du dépdot.

Volume dépét calcomagnésien (cm3)

Figure 5- 16 : Volumes apparents des dépéts calcomagnésiens (cm?) précipités sur les cathodes au bout
de 7 jours de polarisation cathodique. Scans réalisés par le scanner Einscan et son logiciel de mesure
Exscan V3.

Le volume apparent du dépot est sensiblement plus important en présence de bactéries comme nous
I’avons supposé précédemment. Sans bactérie, le dépot formé en présence de CaCl, + urée semble plus
faible qu’avec I’urée seule. Des expériences doivent étre réitérées pour le confirmer car seulement une
expérience a été réalisée pour chaque condition. A I’inverse, avec CD6, le volume de dép6t est quasiment
le méme pour les milieux riches en urée avec et sans CaCl,. Sans addition d’urée mais avec seulement
un enrichissement en CaCl,, le volume est plus faible. Cette différence de volume peut, entre autres,
s’expliquer par I’apport des ions carbonate par I’hydrolyse de 1’urée qui contribue a la précipitation de
CaCOs. Au vu des résultats de pH, il semblerait n’y avoir aucune corrélation entre le pH et le volume
de dépot précipité. Nous n’avons cependant pas été en mesure d’apporter des informations relatives a la
proportion respective de CaCO; et de Mg(OH), dans chaque dépdt a cause des grains de GR. Cette
analyse apporterait des informations intéressantes sur la composition du dépdt calcomagnésien d’autant
que nous avons vu que 1’urée formait un dépot plus gélatineux, potentiecllement composé d’une forte
proportion en brucite. Dans cette étude, seule la souche bactérienne CD6, avec une activité uréase trés

efficace dans la biocalcification, a été couplée a I’électrochimie et les GR.
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5.6. Conclusion

La croissance et la bio-précipitation de CaCOs des bactéries marines CD4, CD6, CDS8 et CD10 ont été

étudiées a travers une série de parameétres visant a 1) privilégier le mécanisme enzymatique impliquant

I’interconversion du CO, en HCOs™ par I’anhydrase carbonique 2) évaluer si I’association entre le

processus d'électrochimie, l'utilisation de granulats recyclés et l'intégration de bactéries marines est en

mesure de générer une synergie favorable a la création d'un agglomérat calcomagnésien. A partir des

résultats obtenus, plusieurs conclusions sont tirées :

Les souches marines se développent dans le milieu MB mais survivent dans le milieu EDMN-+.

Toutes les souches ont réussi a précipiter du CaCO; dans les deux milieux mais cette
production reste plus importante dans le milieu MB ou CD10 et CD6 sont les plus
performantes avec une quantité d’environ 1 mg/mL, suivi de prés par CDS8 avec 0,8 mg/mL et
enfin CD4, la moins efficace avec seulement 0,4 mg/mL. Dans ’EDMN-+, ce sont les souches
CD10 et CD8 qui produisent le plus de CaCOj3 avec 0,3 mg/mL. Cette faible production de
CaCO:; et la survie des souches dans ’EDMN+, peut étre attribuée a un manque de nutriments
dans le milieu et/ou a une concentration en magnésium plus faible que dans le milieu MB. Le
CaCOs est principalement retrouvé sous la forme de calcite magnésienne, pour les deux
milieux. La monohydrocalcite a été détecté chez CD4, en milieu MB, et CD6, en milieu
EDMN-+ avec de 1’urée.

Les expérimentations menées sur 1’effet du CO; sur la croissance et la production de CaCOs ont

montré que I’augmentation de la concentration en CO; n’avait pas d’impact majeur sur la
croissance des souches marines mais que la dissolution excessive du CO,, notamment en
présence d’eau de mer naturelle (EDMN+), a conduit a une acidification significative du milieu,
ce qui a entrainé une chute drastique de la production en CaCQOj3 pour toutes les souches.
Dans ces conditions extrémes, quasiment aucune production de CaCOs; n’a été observée dans le
milieu EDMN+ et seulement 0,1 mg/mL pour les souches CD8, CD6 et CD10 en milieu MB.
Néanmoins, nous avons constaté, qu’a 7 jours, la présence des bactéries s’est traduit par une
augmentation du pH, dans les deux milieux, particulicrement observable a 3% en CO,, ce qui
peut témoigner de I’action de I’ AC. Nous pensons que la concentration en CO; a 3% est trop
¢levée et agressive pour permettre la production de CaCOs, ce qui suppose, en perspective, de
réduire la concentration en CO; pour confirmer cette hypothése, auquel cas cela permettrait
d’évaluer de maniére plus précise 1’action de I’AC sur la production du CaCOs

Toutes les souches survivent en présence d’un lixiviat de granulats recyclés mais rencontrent de

réelles difficultés a produire du CaCO;s. Cette faible production de CaCOs peut étre attribuée a
la concentration élevée en sels, induite par la lixiviation des granulats recyclés, qui inhibe la
formation de CaCOs. A la vue des résultats sous polarisation, il pourrait également s’agir d’un

appauvrissement en ion bicarbonate, issus de la préparation du lixiviat de granulats recyclés,
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limitant ainsi la quantité de CaCOs précipité. Toutefois, la souche CD8 s’est montré la plus
efficace dans la production de CaCOs dans ces conditions, suggérant une certaine adaptabilité.
Sa production est d’ailleurs plus importante en présence de MB, ce qui souléve également les
questions sur I’influence des nutriments et des ions Mg*" fournis par le MB. La présence d’un
lixiviat de granulats recyclés a favorisé la formation de calcite, comme nous 1’avons observé
dans le Chapitre 4 dans le dépdt calcomagnésien. Les ions sulfates mais aussi
I’appauvrissement en Mg** sont des paramétres favorisant la précipitation de la calcite.

L’association électrochimie/granulats/recyclés apparait prometteur a la vue de 1’augmentation
du volume de dépot calcomagnésien formé sur la grille en présence de CD6. Le dépot se
compose de brucite et de calcite alors qu’en eau de mer, I’aragonite est prédominante. Tel que
nous I’avons observé dans le chapitre 4, la précipitation de la calcite résulte de la présence des
granulats recyclés. Nous présentons cependant de grandes difficultés a suivre la croissance
de CD6 dés le début de I’expérience. Cela suggeére soit une possible adhésion de la bactérie a la
surface de I’acier pour survivre soit sa mortalité en raison du stress imposé par le courant, auquel
cas elle amorcerait la précipitation du dépot. Des expériences complémentaires sont a prévoir

pour confirmer ces hypothéses comme réduire la densité de courant imposée.
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Cocnclusions et Perspectives

Conclusion générale et perspectives

L’objectif ultime de ma thése visait a créer une synergie positive entre le procédé électrochimique, avec

la précipitation du dépdt calcomagnésien via I’¢électrolyse de I’eau de mer, le procédé microbiologique,

avec le processus de bio-précipitation de CaCO; des bactéries marines biocalcifiantes, et 1’utilisation

des granulats recyclés en tant que matériau d’apport pour la formation d’un agglomérat calcomagnésien

a faible impact environnemental et puits de CO,, dédié a la consolidation des zones/infrastructures

cotiéres partiellement immergées.

Pour répondre a la problématique, nous nous sommes d’abord intéressés au squelette granulaire de
I’agglomérat, en étudiant 1’effet de la lixiviation des granulats recyclés, plus particuliérement les
matériaux a matrice cimentaire (Rc) par I’eau de mer sur la précipitation du dépdt calcomagnésien. Puis
nous avons cherché a étudier I'impact d’une polarisation cathodique appliquée sur une grille en
écoulement, via un écoulement d’eau de mer, sur la composition chimique du dépot calcomagnésien
précipité entre les granulats recyclés et sur la croissance des agglomérats. Enfin, nous avons étudié le
processus de bio-précipitation de CaCO; des bactéries marines biocalcifiantes CD4, CD6, CDS§ et CD10,
en vue d’envisager leur association avec le couplage électrochimie/granulats recyclés, afin de contribuer
a la précipitation du dépot calcomagnésien tout en piégeant le CO». Les conclusions principales tirées
des résultats obtenus pour ces trois axes sont rapportées dans le schéma récapitulatif présenté dans la

Figure-1
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Figure 1 : Conclusions principales et perspectives de ces travaux de theése
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En plongeant les GR dans 1’eau de mer naturelle, nous avons montré que ces matériaux recyclés sont
réactifs et conduisent, par déstabilisation des hydrates cimentaires contenus dans les Rc, a la
libération excessive d’ions calcium (dissolution des phases CH, C-S-H, AFm et AFt), et libération
présumée d’ions sulfates (via la dissolution des phases AFm et AFt) en solution. Cette libération
massive d’ions calcium s’est traduit par une inversion du rapport Mg/Ca de I’eau de mer, initialement
a 2,7 pour atteindre des valeurs inférieures a 1 pendant une semaine. Nous avons également constaté
une augmentation du pH et une diminution de la conductivité pendant les premicres heures d’immersion
des Rc, synonymes d’une carbonatation en solution amenant a la précipitation de trois composés
carbonatés : la calcite, I’aragonite et la calcite magnésienne. A partir de ces résultats, nous avons émis
I’hypothése que I'utilisation des granulats recyclés en tant que matériaux d’apport pour la formation de

I’AG favoriserait la précipitation du DC en fournissant un apport en calcium localisé entre les grains.

Grace au développement et a la mise en place d’un systéme d’écoulement assurant la circulation du
courant électrique, nous avons montré que le dépdt calcomagnésien peut précipiter sous un
écoulement d’eau de mer. De plus, ce DC permet la cimentation de granulats naturels et recyclés
pour former des agglomérats calcomagnésiens volumineux en seulement 15 jours de polarisation.
Nous avons donc démontré pour la premiére fois que la formation d’un agglomérat est possible via un
écoulement d’eau de mer. Aprés 60 jours de polarisation a -500pA/cm?, le volume apparent des
agglomérats avec des granulats recyclés atteint pratiquement 200 cm?, soit une cinétique de croissance
en volume de prés de 3em?/jr. Cette précipitation du dépot a augmenté la compacité d'environ 10 %
par rapport a la compacité initiale du squelette, quelle que soit la nature minéralogique des granulats et
le positionnement de la grille d’acier (immersion/écoulement).

La précipitation du dépot a débuté par la partie basse de 1’agglomérat et s'est propagée vers la partie
haute. Bien que les AG formés en immersion soient plus volumineux a la méme échéance que ceux
formés en écoulement, le DC précipité (immersion) entre les grains est majoritairement composé de
brucite avec des rapports fluctuants entre 1 et 13 alors qu’en écoulement, celui-ci tend vers 1, c’est-a-
dire a proportion équivalente en brucite et CaCO; L’effet de I’écoulement a donc favorisé la
précipitation du CaCQOs, probablement en raison de plusieurs facteurs notamment en facilitant la
dissolution de la brucite, conduisant a un pH interne moins élevé maintenu par 1'écoulement par
rapport a I’immersion ou encore en fournissant un approvisionnement continu en ions calcium et
magnésium.

L’effet conjugué de I’écoulement d’eau de mer et la présence des granulats recyclés a favorisé la
précipitation de carbonate de calcium, pour tendre vers un rapport Mg(OH),/CaCOQs inférieure ou
égale a 1, pour les deux densités de courant, alors que sans la présence des granulats, le DC était
essentiellement composé de brucite. Notre hypothese de départ sur 1’effet positif de la lixiviation des

GR sur la précipitation du dépot est confirmée.
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Des analyses au MEB ont révélé qu'une couche bien définie de CaCQj3 se forme en périphérie des
granulats recyclés, suggérant que ces matériaux peuvent servir de sites d’amorces pour la précipitation

du dépot, probablement en fournissant un apport localisé en ions calcium et sulfate.

Dans les dépdts, la brucite et le carbonate de calcium sont presque systématiquement présents.
Cependant, la calcite est majoritaire en écoulement et en présence de granulats recyclés, tandis qu’en
immersion, I’aragonite coexiste avec la calcite. Pour les granulats recyclés, la prédominance de la calcite
peut étre due a une inversion du rapport Mg(OH),/CaCOs3 induite par la libération des ions calcium et a
I'augmentation de la concentration en sulfate (provenant de la dissolution des phases Afm et AFt). Pour
I’écoulement, les raisons restent a clarifier, mais quel que soit le courant appliqué, le rapport
brucite/calcite tend a étre égal ou inférieur a 1.

Que la polarisation soit continue ou cyclique, la composition chimique du dépo6t, la compacité, le volume
apparent d’agglomérat et les proportions de brucite/carbonate de calcium sont quasi similaires.
Envisager une polarisation cyclique pour la formation de 1’agglomérat pourrait étre une option

intéressante en termes de colit énergétique.

Nous avions également pour objectif d'étudier la bio-précipitation de CaCOs par les bactéries marines
en privilégiant la voie enzymatique impliquant Pinterconversion du CO; et des HCO; par
I’anhydrase carbonique. Pour cela, nous avons étudié le comportement de quatre souches bactériennes
marines CD4 (Epibacterium mobile), CD6 (Virgacillus halodenitrificans), CD8 (Pseudoalteromonas)
et CD10 (Planoccocus maritimus) dans différents environnements et conditions pour évaluer leur

capacité a précipiter du carbonate de calcium.

En milieu optimal Marine Broth (MB) ou en présence d’Eau de Mer Naturelle + bouillon nutritif
(EDMN-+), avec ou sans la présence de granulats recyclés, toutes les souches bactériennes se sont
développées (MB) ou ont survécu (EDMN+). Toutes les souches ont produit du CaCQs, mais la
production a été largement plus importante dans le milieu MB. Dans ce milieu, les souches CD10 et
CD6 se sont avérées les plus performantes dans la production de carbonate de calcium, avec une quantité
d'environ 1 mg/mL. En milieu EDMN+, ce sont les souches CD10 et CD8 qui ont produit le plus de
CaCO:s, avec seulement 0,3 mg/mL. Cependant, cette quantité est nettement inférieure a celle obtenue
dans le milieu MB. Cette faible production peut étre due a un manque de nutriments ou a une
différence de concentration de Mg?* par rapport au milieu MB. Pour vérifier cela, il serait envisageable
d'augmenter la concentration en bouillon nutritif dans I'EDMN+ ou d'ajuster la concentration en
magnésium a celle du milieu MB.

Dans les deux environnements étudiés, la forme prédominante du carbonate de calcium formé était la
calcite magnésienne. Cependant, il convient de noter que de la monohydrocalcite a été observée chez
CD4 dans le milieu MB et chez CD6 dans le milieu EDMN+ en présence d'urée. Malgré la salinité

excessive induite par la lixiviation des granulats recyclés et/ou probablement un appauvrissement en
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ions calcium et/ou ions carbonate li¢ a la préparation du lixiviat, qui a affecté la production de

CaCO:; des bactéries, la souche CD8 s'est avérée étre la plus efficace dans ces conditions extrémes.

L'augmentation de la concentration en dioxyde de carbone n’a pas eu un effet significatif sur la
croissance des bactéries marines, mais elle a considérablement affecté la production de carbonate de
calcium pour I'ensemble des souches, probablement en raison de la dissolution excessive en solution de
ce CO,, entrainant une acidification. Toutefois, 'augmentation du pH induit par les bactéries en
solution a 3 % en CO; suggére I'activité de l'anhydrase carbonique. Il est possible que la
concentration en COz a 3 % soit trop agressive pour permettre la bio-précipitation de CaCOs.

Les premiers essais électrochimiques associant la microbiologie, et les granulats recyclés (lixiviat) sont
prometteurs puisque nous avons observé une augmentation en volume du dépot calcomagnésien

formé sur la cathode en présence de la bactérie CD6.

A 1a lumiére des résultats obtenus dans cette étude, plusieurs perspectives de recherche se dessinent pour
créer une synergie positive électrochimie/microbiologie/granulats recyclés, pour la formation d’un
agglomérat calcomagnésien a faible impact environnemental et puits de CO, pour la consolidation des
zones cotieres partiellement immergées.

Tout d'abord, il serait intéressant d'approfondir la compréhension des mécanismes de précipitation du
DC au voisinage des granulats recyclés, que I’on suppose étre des sites d’amorces via la libération
localisée d'ions sulfate et calcium. Par ailleurs, un suivi de la teneur en ions sulfate en solution
permettrait de vérifier d’une part que la lixiviation des phases cimentaires des Rc conduit a une
augmentation des sulfates en solution, et d’autres part que ces ions, combinés avec les ions calcium,
permettent un amorcgage du dépdt en privilégiant la précipitation de carbonate de calcium sous la forme

de calcite.

De plus, l'effet de I'écoulement d'eau de mer sur la précipitation du carbonate de calcium doit étre
davantage exploré. Des expériences visant a comprendre en détail les mécanismes de
dissolution/précipitation du DC sous l'influence de 1'écoulement pourraient conduire a des
améliorations dans le processus de précipitation du DC et donc au niveau de la formation des

agglomérats calcomagnésiens.

Concernant la bio-précipitation par les bactéries marines, il serait judicieux d’optimiser les conditions
nutritionnelles des bactéries afin de comprendre les raisons d’une diminution de la production de
carbonate de calcium dans ’EDMN+. L'ajustement de la concentration en bouillon nutritif et de la
concentration en magnésium dans l'eau de mer pourrait permettre d'atteindre des rendements plus
¢levés de CaCO:s. Il serait également intéressant de comprendre pourquoi les bactéries marines peinent
a produire du CaCOs en présence de lixiviat de granulats recyclés. Nous soupconnons que la salinité
élevée induite par la lixiviation des GR et/ou un appauvrissement en ions calcium et/ou ions
carbonate lié a la préparation du lixiviat peuvent étre a 1’origine de cet effet inhibiteur. Un dosage

ionique de ces ions permettrait de lever le doute. Nous avons supposé que la concentration en CO; a 3%
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pouvait induire un environnement trop stressant/agressif pour permettre la bio-précipitation de CaCOs
par les bactéries. I serait envisageable d’évaluer des concentrations en CO; plus faibles que 3% sur
la précipitation du CaCO; par les bactéries, d’autant que ’activit¢ de ’AC chez les bactéries
biocalcifiantes semble avoir été favorisée avec 1’augmentation du CO; par rapport a la concentration

contenue dans I’atmosphere (0,04%).

Concernant ’application d’une polarisation cathodique, il serait intéressant d’opter pour des cycles de
polarisation plutét que qu’une polarisation continue pour favoriser la précipitation du dépdt tout en

limitant les cotits énergétiques.

En vue de favoriser la formation d’un agglomérat calcomagnésien résistant et durable, il serait judicieux
de privilégier une approche combinant une polarisation cyclique, un écoulement d'eau de mer,
l'utilisation de granulats recyclés et la souche bactérienne CDS8, qui s’avére capable de s’adapter en
présence de granulats recyclés. Par ailleurs, la souche CD8 est une candidate prometteuse et intéressante
pour étudier le role de ’AC dans I’hydratation du CO; car elle est uréase négative et anhydrase
carbonique positive. Cette synergie électrochimie/microbiologie/granulats recyclés peut potentiellement
améliorer la cinétique de formation des agglomérats calcomagnésiens tout en réduisant les cofits
énergétiques associés a la polarisation continue et conduire, in fine au piégeage du CO,. Des études sur
l'utilisation de cette bactérie dans des conditions réelles, c’est-a-dire dans le dispositif expérimental
utilisé pour la formation de 1’agglomérat, seraient essentielles pour évaluer I'applicabilité de cette
approche.  L’¢léctricité  étant une  ¢énergie  décarbonée, I’ensemble du  systéme

¢lectrochimie/microbiologie/granulats recyclés pourrait ainsi représenter un piége a carbone.
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ABREVIATIONS DEFINITION

AC Anhydrase Carbonique

AFM Monosulfate de calcium hydraté (hydrate cimentaire)

AFT Ettringite (hydrate cimentaire)

AG Agglomérat Calcomagnésien

BN Bouillon Nutritif

CH Portlandite (hydrate cimentaire)

CM Calcite Magnésienne

COz2.a™™ Teneur ATMosphérique naturelle en dioxide de carbone (0,4%)
CO2-3%2D Teneur a 3% en CO, dans I’atmosphérique pendant 2 jours
CO2.3% Teneur a 3% en CO; dans 1’atmosphére

C-S-H Silicate de calcium hydraté (hydrate cimentaire)

DC Dépot Calcomagnésien

DO Densité Optique

EDMA Eau de Mer Artificielle

EDMN Eau de Mer Naturelle

EDMN+ Eau de Mer Naturelle + Bouillon Nutritif

EL Eau Lixiviée

GES Gaz a Effet de Serre

GN Granulats Naturels

GR Granulats Recyclés

MA Marine Agar

MB Marine Broth

MHC Monohydrocalcite

PC Protection Cathodique

U Urée

RB Terre cuite, briques.. (famille des granulats recyclés)

RC Matériaux a matrice cimentaire (famille des granulats recyclés)
REEM Réservoir d’Ecoulement d’Eau de Mer

RU Pierres naturelles (famille des granulats recyclés)
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SN

SNO

SO

SR

TA
TIMMO

Cocnclusions et Perspectives

Sable Naturel
Squelette non optimisé
Squelette Optimisé
Sable Recyclé
Température Ambiante

Titane Métal/Métal Oxyde
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Résumé

L’objectif de cette étude vise a développer une solution a faible impact environnemental pour la
consolidation des zones coticres partiellement immergées. Cette solution, la formation d’un agglomérat
calcomagnésien par électrolyse de 1’eau de mer, s’appuie d’une part sur I’économie des ressources
locales par valorisation des déchets inertes du BTP (granulats recyclés (GR)) ; et d’autre part sur le
processus de biominéralisation impliquant 1’hydratation du CO, par ’enzyme anhydrase carbonique
(AC) présente chez les bactéries marines prélevées dans le Port de La Rochelle. Trois axes majeurs ont
été ¢tudiés pour optimiser la précipitation d’un liant composé de CaCO; et de Mg(OH), (le dépot
calcomagnésien) au sein de 1’agglomérat : I’effet de la dissolution des GR dans I’eau de mer,
I’application d’une polarisation cathodique via un écoulement d’eau de mer et 1’étude de la bio-
précipitation de CaCOs par piégeage du CO; (role de I’ AC) par les souches marines. L’écoulement d’eau
de mer a permis de former un agglomérat de 200 cm® en 60 jours, a -500pA/cm?, soit une cinétique de
croissance de 3 cm?/jr. Une augmentation de 10% de la compacité a été constatée dans le cas d’une grille
enfouie (dans les GR) en immersion et en écoulement. L’écoulement et la présence des granulats
recyclés favorisent la précipitation du CaCO; sous forme de calcite pour tendre vers un rapport
Mg(OH),/CaCOs; inférieur ou égale a 1, en polarisation continue ou cyclique. La libération excessive
des ions calcium et sulfate en solution liée a la dissolution de la matrice cimentaire contenue au sein des
GR, peut expliquer I’augmentation de CaCOs. Toutes les souches ont bio-précipité du CaCOs3 dans leur
milieu optimal et en présence d’eau de mer naturelle. Leur production a drastiquement chuté avec une
teneur a 3% en CO, (CO; atmosphérique =0,4%) ainsi qu’en présence de lixiviat de granulats recyclés.
A 3% en CO,, le pH du milieu augmente en présence des souches, pouvant témoigner d’une activité de
I’AC.

Summary

The objective of this study is to develop a low environmental impact solution for the consolidation of
partially submerged coastal areas. This solution, the formation of a limestone concretion based on
seawater electolysis, relies on two main aspects: firstly, the efficient use of local resources through the
valorization of inert construction waste (recycled aggregates (RA)); and secondly, the biomineralization
process involving the hydration of CO; by the enzyme carbonic anhydrase (CA) found in marine bacteria
sampled from the Port of La Rochelle. Three major axes were studied to optimize the precipitation of a
binder within the limeston concretion composed of CaCO3s and Mg(OH), (the calcareous deposit): the
effect of RA dissolution in seawater, the application of cathodic polarization via seawater flow, and the
study of CaCOs; bio-precipitation by CO, capture (the role of CA) by marine strains. Seawater flow
allowed the formation of a 200 cm® agglomerate in 60 days at -500puA/cm?, resulting in a growth rate of
3 cm’/day. A 10% increase in compactness was observed when the grid was buried (within the RA)
either submerged or emerged. Seawater flow and the presence of RA favored the precipitation of CaCOs,
particularly in the form of calcite, leading to an Mg(OH),/CaCOs ratio less than or equal to 1, whether
under continuous or cyclic polarization. The excessive release of calcium and sulfate ions into solution
due to the dissolution of the cementitious matrix within the RA could explain the increase in CaCO:s.
All strains bio-precipitated CaCOs in their optimal medium and in the presence of natural seawater.
Their production drastically decreased at 3% CO, (atmospheric CO; = 0.4%) and in the presence of
leachate from recycled aggregates. At 3% CO», the pH of the medium increased in the presence of the
strains, which could indicate the activity of CA.
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