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INTRODUCTION 

La bio minéralisation est un processus par lequel les organismes vivants sont capables 
de produire des dépôts de minéraux souvent associés à des constituants organiques. Il s’agit 
d’un phénomène très ancien et très répandu auprès des organismes vivants puisque 
l’ensemble des 5 phyla sont concernés. Dès l’apparition des bactéries sur la planète, certaines 
d’entre elles se sont révélées capables de précipiter des dépôts minéraux tels que les silicates, 
les phosphates de calcium et les carbonates de calcium. Ensuite, dans le domaine des êtres 
vivants microscopiques, des algues et des champignons ont induit les mêmes productions. Le 
terme de bio calcification est attribué à ces précipitations, notamment lorsqu’il s’agit de 
carbonate de calcium, qui apparaissent dans le nano et le micro environnement extracellulaire 
et peuvent atteindre des dimensions centimétriques.  
 

La bio calcification survient lorsque les activités métaboliques effectuées par les  
micro-organismes favorisent l’apparition de conditions propices à la synthèse, à la nucléation 
et à la croissance cristalline du CaCO3. Lorsque la souche produit des ions carbonate, leur 
précipitation sous forme de carbonates de calcium, peut se faire soit d’une manière active par 
un efflux simultané de calcium via des pompes ATP/Ca2+, soit d’une manière passive par un 
rejet conjoint dans un biotope riche en calcium de certains produits de réaction tels que le 
NH4

+ qui élève le pH. Les voies métaboliques mises en jeu sont nombreuses, la source de 
carbone est soit minérale (autotrophie) ou organique (hétérotrophie). De plus, la 
carbonatogenèse bactérienne est réalisée par une grande diversité de micro-organismes qui 
colonisent eux-mêmes un grand nombre d’habitats différents. 
 

Cette diversité a permis de choisir pour les besoins du procédé une carbonatogènese 
réalisée par des bactéries hétérotrophes aérobies qui possèdent une activité uréase. Ces 
bactéries ont un métabolisme très actif, ce qui favorise des taux de croissance, élevés. 
Lorsqu’elles hydrolysent l’urée via l’uréase en produisant un ion carbonate et deux ions 
(NH4

+), alors, le processus de bio induction de la précipitation du carbonate de calcium 
devient simple et rapide. C’est sur ce principe qu’est basé le développement d’un procédé de 
pré industrialisation de la bio calcification. 

L’obtention d’un procédé efficace, dépend du choix du micro organisme qui est 
fonction essentiellement de sa capacité à produire cette enzyme en grande quantité. Or, S. 
pasteurii, une bactérie mésophile, non pathogène et ubiquiste, est capable de synthétiser de 
l’uréase en très grande quantité, sa concentration pouvant atteindre jusqu’à près de 1 % de 
son poids sec. Ce même micro-organisme est également bien connu par sa capacité à bio 
précipiter de la calcite. Ce dernier a été utilisé dans de nombreux travaux pour consolider des 
systèmes poreux, par injection ou par immobilisation. Ce processus de bio précipitation 
induite avec S. pasteurii a fait l’objet d’un brevet industriel destiné à la stabilisation de pente 
et au renforcement du sol (WO2006/066326) Kucharski et al,.2006. 

 

C’est dans ce dernier domaine, de consolidation de sols fins (sable – limons 
sablonneux) ou liquéfiables ayant un coefficient de perméabilité faible (K = 10-5 m/s) que 
réside le développement d’une application industrielle de la bio calcification, prévu dans le 
programme BIOCALCIS. Cette voie industrielle innovante présente de nombreux avantages à 
la fois techniques et environnementaux, par rapport aux méthodes de consolidation de sol 
basées sur des techniques d’injection. En effet, pour ces types de sols (K = 10-4 à 10-5 m/s), 
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sont utilisés des ciments ultrafins ou des résines de polymères. Dans ces deux cas de figure, la 
pénétrabilité de ces sols reste réduite du fait du colmatage des pores durant l’injection et d’un 
temps de prise qui modifie les propriétés de viscosité des liquides injectés. Ces inconvénients 
techniques obligent à un maillage d’injection dense ce qui augmente considérablement le coût 
du chantier. Par ailleurs, certaines de ces résines sont potentiellement néfastes pour 
l’environnement. 

 

Ainsi, l’utilisation de micro-organismes inducteurs du processus de biocalcification 
tels que S. pasteurii en vue de consolider des sous-sols granulaires poreux et saturés 
représente une avancée technologique. Les avantages d’une telle technique résident dans 
l’injection sous une forme aqueuse d’une suspension bactérienne, de viscosité similaire à 
celle de l’eau, sans effet de sédimentation et sans réel temps de prise. Par ailleurs, les 
dimensions micrométriques favorisent la pénétration profonde de la suspension bactérienne 
dans ces sols fins sans obstruer la porosité au cours de l’injection. 

 
Il s’agit là d’un procédé industriel très novateur, basé sur l’emploi d’une 

biotechnologie de pointe dans le domaine du génie civil, qui en incluant un traitement final 
obligatoire des effluents, traduit les préoccupations écologiques de ce XXIième siècle. 

 
 

L’objectif de la thèse, réalisée dans le cadre d’une convention CIFRE et financée par 
l’ANRT dans le projet BIOCALCIS, est d’optimiser un procédé biologique de calcification 
pour aboutir à un procédé industriel d’injection. Pour cela, il faut intégrer les aspects de génie 
biologique et les critères d’injectabilité in situ de façon à garantir la qualité du traitement de 
consolidation d’un point de vue mécanique et environnemental. Trois aspects sont étudiés 
conjointement. 

 
1. La formulation d’un milieu de culture spécifique à S. pasteurii permet de maîtriser et 

d’améliorer la qualité de la biomasse. Elle concerne à la fois la production cellulaire 
et la synthèse d’enzyme uréase en grande concentration, ce qui permet de garantir 
l’efficacité de la bio consolidation in situ. 

 
2. L’élaboration d’une solution calcifiante est nécessaire car deux types de sel de 

calcium sont utilisables dans la bio précipitation : le chlorure de calcium et le nitrate 
de calcium. Le choix entre ces deux sels est de première importance car leurs coûts en 
tant que matières premières sont très différents et leurs natures influencent par 
ailleurs considérablement le choix du mode et du coût de traitement des effluents. Il 
est de plus nécessaire d’évaluer leurs impacts vis-à-vis de la bio calcification et de la 
souche employée. 

 
3.  La mise en place d’un protocole d’injection consiste à élaborer une séquence 

d’injections qui puisse prendre en compte l’ensemble des contraintes du procédé de 
bio calcification in situ. Les contraintes biologiques regroupent les effets de la 
température, de l’adhésion des bactéries sur les grains de sable, ou le maintien à un 
niveau élevé des activités enzymatiques mais également l’impact de la nature du sel 
de calcium et de sa concentration. A ces paramètres, sont associées les contraintes 
technico économiques liées à l’industrialisation de ce procédé sur un chantier ; le 

4. nombre de volumes de pore injectables, la durée des injections, la distance et la 
vitesse d’injection.  
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INTRODUCTION.   

Un brevet portant le N°AU(2004907195)  intitulé « Microbial Biocementation » a été 
déposé par l’université australienne de Murdoch avec comme auteurs Cord-Ruwisch, Al-
Thawadi, Kucharski et Whiffin, le 20-12-2004. Ses extensions internationales portent les 
numéros PCT/AU2005/001927 et WO2006/066326 (Kruhaski et al., 2002). Il présente un 
procédé industriel permettant l’utilisation de Sporosarcina pasteurii pour la consolidation de 
substrats sableux. Le principe général est d’injecter dans le sous-sol une biomasse bactérienne 
présentant une activité uréasique importante, de faciliter son adhésion sur les grains de sable, 
puis de fournir l’urée et une source de calcium. La production bactérienne de calcite entre les 
grains aboutit alors à un renforcement de la résistance mécanique du sol.  
 

I. LES CONNAISSANCES AYANT PERMIS LE DEPÔT DU BREVE T. 
 
Elles sont issues de la bibliographie et des travaux de recherche effectués au cours de 

la thèse de .Whiffin (2004). Celle-ci a été soutenue en 2005 et, est à la base même du brevet.  
 

1. L’état des connaissances sur la bio cimentation effectuée par Sporosarcina         
pasteurii. 
 

S. pasteurii est une bactérie gram +, alcalinophile et uréolytique. Cette bactérie 
synthétise l’uréase de manière constitutive, avec une production pouvant atteindre 1 % de son 
poids sec. La présence d’ions ammonium est nécessaire pour la production d’ATP car elle 
possède une ATPase/NH4

+ de type membranaire. S. pasteurii fait partie des micro-organismes 
capables de précipiter le carbonate de calcium sous la forme de cristaux de calcite. Cette 
précipitation se réalise grâce à l’hydrolyse de l’urée, ce qui lui a valu d’être impliqué dans de 
nombreuses applications telles que la bio séquestration avec une coprécipitation du strontium 
ou la bio cimentation. De plus, l’uréase produite par S. pasteurii sert également sous sa forme 
purifiée au renforcement d’un sol poreux (CIPS).  
 

2. Le développement de l’activité enzymatique chez S. pasteurii (ATCC11859).  
 

Pour la souche ATCC11859, la synthèse de l’uréase est non constitutive, cela a été 
montré par la réalisation d’un grand nombre de cultures en batch. Cependant, l’activité 
enzymatique (A.E.) varie entre 5 à 55 mM d’urée hydrolysée/min (300 à 3300 mg/L/min) . Le 
maximum d’activité enzymatique est obtenu lorsque la culture présente une concentration 
cellulaire caractérisée par une D.O. Cellulaire à une longueur d’onde de 600 nm entre 1 et 2.5 
unités. De plus, les valeurs les plus faibles d’activité enzymatique obtenues sont associées à 
des biomasses élevées.  
 

L’activité enzymatique spécifique (A.E.S.) est maximale en phase pré exponentielle 
c'est-à-dire autour de 8 heures de culture effectuée à pH 9 et à une température de 30° C. 
L’A.E.S. peut atteindre jusqu’à 7.1 mM d’urée hydrolysée/min/D.O. Par contre l’activité 
enzymatique continue à augmenter au cours de la culture pour atteindre 121 mM d’urée 
hydrolysée/min. La production d’enzyme peut doubler en trois heures puis décroître assez 
rapidement. Cette diminution de l’A.E.S. est attribuée à la présence d’ions NH4

+, CO3 
2- ou 

OH-. Mais une première série d’expériences complémentaires a montré que ni les carbonates 
ni l’urée ne semblent en être responsables. Une seconde approche a tenté de déterminer le 
rôle du pH et des ions ammonium. Cette approche a pu montrer qu’une diminution du pH, de 
9 à 7, c’est-à-dire en dessous des conditions optima ne provoquait pas de stimulation de 
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l’activité enzymatique spécifique. De la même manière une élévation du pH de 8 à 9.25, a 
conduit à une augmentation de la biomasse mais pas à un accroissement de l’A.E.S. 

 
L’effet de l’ammonium sur les A.E.S. a également été recherché dans des productions 

âgées de 24 heures. La source d’ammonium sous la forme de (NH4)2SO4 a été ajoutée à des 
concentrations variant de 0 à 300 mM, en maintenant le pH constant à 9.2. Pour une 
concentration en (NH4)2 SO4 entre 200 et 300 mM, les A.E.S. ont très faiblement augmenté 
passant ainsi de 2 à 3.5 mM d’urée hydrolysée/min/D.O. Les essais de cultures en continu 
n’ont pas donné de résultats concluants. Ceci signifie que cette technique peut être exclue du 
processus de production d’enzyme. 

 
S. pasteurii est caractérisée par une très forte variabilité des rendements de la synthèse 

de l’uréase. Ces variations peuvent atteindre un facteur dix entre chaque culture. Des 
tentatives de restauration de l’AES ont été réalisées à partir de 3 inocula présentant des 
niveaux d’A.E.S différents (faible, élevée, banque souche). Ces inocula ont été placés dans 
les mêmes conditions de culture. Seuls les inocula de fortes activités enzymatiques ont pû 
donner des milieux ayant des activités moyennes. Ceci montre que l’historique des cellules a 
un effet majeur sur le devenir de l’activité enzymatique lorsqu’elles sont transférées dans un 
milieu neuf. De manière similaire, les repiquages successifs dans différents milieux de culture 
de bactéries possédant peu ou pas d’A.E.S n’ont pas permis non plus la restauration des 
activités enzymatiques spécifiques, conduisant même à une aggravation de la situation. 
D’autres combinaisons telles qu’une diminution du pH (7.5) avec ajout de nutriment n’ont 
pas non plus, donné satisfaction. Ainsi, une fois la diminution ou la perte de l’activité 
enzymatique enclenchée, sa restauration ne semble plus possible. Seul un maintien de 
l’activité enzymatique a été possible par un seul repiquage dans une solution neuve. L’auteur 
suggère la présence d’éléments perturbateurs issus du métabolisme tel que l’ammonium. Mais 
cela n’explique pas tout, notamment que des cultures présentant de fortes activités aient après 
repiquage de si fortes diminutions de production. Cette observation est confirmée lorsque les 
cultures se font en continu. Dans ce cas, les activités enzymatiques ne se sont pas maintenues, 
non plus, ce qui selon l’auteur serait dû à la fois à des facteurs environnementaux, et 
physiologiques. 
 
 

3.  La production d’enzyme sous contraintes industrielles.  
 

L’industrialisation d’un procédé implique une augmentation des volumes de biomasse 
produits. Trois paramètres sont alors déterminants pour sa réussite : le coût de la main 
d’œuvre, le coût du milieu de culture et le coût du produit fini. Au fur et à mesure de 
l’augmentation des volumes, les coûts du produit fini et de la main d’œuvre diminuent. Par 
contre, celui du milieu de culture augmente. Ainsi, il est possible d’obtenir des A.E. (activité 
enzymatique) de plus de 100 mM d’urée hydrolysée/min au bout de 96 heures mais en 
fournissant dans le milieu producteur de biomasse une concentration de 100g/l d’extrait de 
levure. Il est donc nécessaire d’utiliser un milieu alternatif contenant une autre source de 
carbone. Pour cela, différentes sources de protéines ont été testées, dont l’une a été retenue 
pour son très faible coût et sa compétence pour la production d’enzyme. Ce produit appelé 
Végémite est également à base d’extrait de levure. Pour avoir une quantité de protéines 
équivalente à celle présente dans 1 g d’extrait de levure (Y.E.), il faut fournir 4.5 g de 
Végémite. 
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Une autre approche consiste à optimiser le milieu alternatif par l’ajout d’additifs tels 
que l’éthanol, la tryptone, l’acétate, le glucose, le citrate, le fumarate, le succinate et le 
fructose. Seul l’acétate a été retenu car il permet d’obtenir des A.E.S. et des A.E. plus élevées 
que celles du témoin contenant seulement de l’Y.E. Au final, un milieu de culture qui est 
composé de Végémite additionnée de 150 mM d’acétate permet de produire 44 % d’A.E. (soit 
entre 21 et 34 mM d’urée hydrolysée/min) de plus par rapport à la Végémite seule pour un 
coût de 0.2 $/l (1.14 euro/l ). L’auteur a montré également que lorsque la concentration en 
Y.E. varie de 5 à 100 g/l, l’A.E.S. n’évolue que très peu, entre 6.5 - 15.5 mM d’urée 
hydrolysée/min/D.O. 
 

Le taux d’oxygénation de la culture lors de la production d’enzyme a été étudié. Ceci 
a permis de mettre en évidence qu’une faible oxygénation était plus propice à la production 
d’enzyme mais en contre partie ne favorisait pas l’obtention de fortes croissances 
bactériennes. Pour compenser cet état de fait, l’auteur a essayé de maintenir une faible 
oxygénation plus longtemps. Il s’en est suivi une diminution de l’A.E. de près de 25 %. 
 
 
  4. L’influence des conditions de bio cimentation sur les rendements de l’activité 
enzymatique. 
 
  L’évaluation de la précipitation de carbonate de calcium par l’uréase dans différentes 
conditions de bio cimentation a été réalisée.  
 

Les variations de l’A.E. en fonction de la température permettent le tracé d’une courbe 
en forme de cloche. Selon l’auteur, entre 15 et 25° C l’activité enzymatique n’est pas affectée. 
Au delà, il y a un accroissement linéaire de l’activité enzymatique de 0.05 mM d’urée 
hydrolysée/min/D.O./° C, jusqu’à 60° C. Le maximum d’A.E. est obtenu à 70° C.  

 

Le comportement de l’uréase cellulaire en fonction de différentes concentrations en 
urée /Ca(NO3)2 en proportion équimolaire et sous agitation a été étudié. Un effet inhibiteur 
apparaît à partir de 1.5 M [Urée/Calcium]. Les effets de chacun des composants de la solution 
calcifiante ont également été testés séparément. L’impact de la concentration en urée variant 
de 0.01 à 3 M, sous agitation à 25° C, montre que l’activité est maximale entre 1 à 1.5 M soit 
60 à 90 g/l. Une diminution de l’A.E. de 22 % apparaît lorsque la concentration double (3 M). 
L’effet de la concentration du calcium fourni sous la forme liée au nitrate (Ca(NO3)2) variant 
de 0 à 3 M a été expérimentée sur l’activité enzymatique en présence d’une concentration en 
urée de 3 M. Les mesures d’activité sont réalisées en deux temps pour estimer une tendance 
globale. La première série de mesures a été réalisée sur une période de 30 minutes et la 
seconde entre 1 et 5 heures. Cette expérience montre qu’au bout de 30 minutes une 
diminution de près de 50 % de l’activité initiale pour 1 M de calcium et de 100 % pour 2 M. 
Pour des concentrations de 0.75 M et de 1.5 M, entre 1 et 5 heures les diminutions sont de 20 
%et de 100 % . Selon l’auteur, l’inhibition proviendrait de la nature du sel de calcium 
(Ca(NO3)2). Ainsi, si ce sel est remplacé pour moitié par du chlorure de calcium (0.75 M) 
alors l’inhibition semble être partiellement levée au temps T = 5 heures en condition 
d’équimolarité. 

  
L’effet des fortes concentrations en ions ammonium sur l’activité enzymatique a été 

étudié. Pour cela S. pasteurii a été incubé en présence d’ammonium, avec 1.5 M d’urée, à un 
pH initial de 6.6 pour atteindre 9.25 au bout d’une heure. L’inhibition constatée a été 
attribuée plus à l’effet du pH qu’à l’effet de la concentration en ammonium. L’ensemble de 
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ces données a été regroupé pour être testé dans un modèle mathématique, mais d’après 
l’auteur, de nombreux éléments manquent pour que celui-ci gagne en pertinence.  

 
 
5. Les premiers essais de bio cimentation. 

 
  Les premiers essais d’injection ont concerné des colonnes de 50 cm3 de sable de 
granulométrie < 300 µm. Les volumes de porosité (V.P.) c'est-à-dire le volume de liquide 
contenu dans l’espace entre les grains peuvent être calculés pour chaque colonne. Un volume 
correspondant à un 1.5 V.P. d’un mélange de bactéries et d’urée-calcium réalisé extra 
temporairement a été injecté.  

Les différents essais ont montré d’une part, que les résistances à la compression  
uniaxiale simple (UCS) étaient plus élevées lorsque les A.E. sont faibles (4.4 mM d’urée 
hydrolysée/min) et avec deux injections successives. D’autre part, avec des taux équivalents 
d’hydrolyse, l’auteur n’obtenait pas des résistances identiques. De plus, le changement de la 
solution calcifiante de 100 % de Ca(NO3)2 à un mélange de 50 % CaCl2 et 50 % Ca(NO3)2 
n’avait pas d’impact.  

 

La mauvaise bio cimentation serait due selon l’auteur à une mauvaise accessibilité du 
substrat aux cellules ou une consommation excessive du substrat et à une diminution du 
potentiel enzymatique dans la colonne. En effet, une chute de 30 % de l’activité enzymatique 
cellulaire a été estimée in situ. Cette perte est 5 fois plus importante lors de l’utilisation 
d’uréase libre et cela après 4 à 6 heures de contact. Or d’une manière plus surprenante, les 
colonnes maintiennent une activité enzymatique résiduelle au-delà de 24 heures. Cette 
activité résiduelle peut être réactivée si une injection d’une solution nutritive est effectuée. 
Selon l’auteur, la chute de l’activité ne peut être attribuée à l’utilisation d’ammonium car il 
devient inhibiteur qu’à partir d’une concentration de 3 M. Elle serait plutôt due à la présence 
des ions nitrates et chlorures résiduaires ou à une diminution de l’accessibilité du substrat aux 
cellules qu’il attribue à une réduction de la diffusion consécutive à la formation de cristaux de 
carbonate de calcium à la surface des bactéries. Ceci semble être confirmé à l’aide de 
technique de coloration spécifique au microscope qui montre que les cellules englobées dans 
une matrice calcaire sont non viables. 
 
 
  6. Les premiers essais en grandes colonnes réalisées pour la validation du brevet. 
 
  Les cultures en batch en grand volume 100 l confirment les résultats obtenus en petits 
volumes. En effet, le bullage ou insufflation d’air est moins performant pour la production 
d’enzyme que l’agitation. Le changement d’échelle favorise la production de biomasse, mais  
la synthèse de l’enzyme est moins rapide. Ainsi, en grand volume, les valeurs d’activités 
enzymatiques sont 4 fois plus faibles (6 mM d’urée hydrolysée/min) au lieu de 23 mM d’urée 
hydrolysée/min.  
 

Les premiers essais de bio cimentation ont été faits dans des tubes en PVC de 170 mm 
de hauteur et de 38 mm de diamètre remplies avec un sable siliceux (Koolschijn) présentant 
une granulométrie < 300 µm et une densité sèche de 1.75. Les colonnes ainsi obtenues étaient 
d’abord nettoyées avec une injection d’eau correspondant à un volume et demi de porosité 
dans le sens du haut vers le bas. Ces colonnes étaient ensuite injectées avec différentes 
biomasses présentant des activités enzymatiques variant de 4.4 mM d’urée hydrolysée/min à 
12.5 mM d’urée hydrolysée/min obtenues par culture sur un milieu Végémite - acétate. Entre 
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les deux injections de la solution calcifiante composée de 0.75 M Ca(NO3)2 et de 0.75 M de 
CaCl2, une injection d’eau d’un volume de porosité était réalisée pour chasser tous les 
substrats résiduels dans les colonnes. Chaque colonne était ensuite lessivée avec une solution 
d’eau de Javel (hypochlorite de sodium) puis placée au four à 60° C. Ces premières injections 
ont montré une consolidation du sable pouvant s’étendre sur les 2/3 ou même les 3/4 de la 
longueur des colonnes. La plus grande longueur de sable cimenté a été obtenue avec une 
activité de 7.5 mM d’urée hydrolysée/min.  

 

Cependant, toutes les colonnes présentaient une zone non consolidée au niveau du 
point d’injection. Les premiers résultats semblaient indiquer que les cellules bactériennes 
étaient lessivées hors de la colonne. Selon l’auteur, ce phénomène serait dû au temps de mise 
en place des bactéries mais aussi à la formation d’un précipité ou floc qui engloberait les 
bactéries. De plus, ces flocs produiraient également des cristaux qui colmateraient les pores. 
Ces résultats permettaient à l’auteur de poser les hypothèses suivantes : soit la vitesse 
d’injection était insuffisante soit les propriétés intrinsèques de ce sable étaient impliquées.  

 
Une autre approche a été développée par l’auteur, qui a consisté à retirer l’urée de la 

composition de la solution permettant la production de biomasse. Ainsi quatre colonnes ont 
été injectées avec une biomasse présentant une activité enzymatique identique (8.75 mM 
d’urée hydrolysée/min) mais en faisant également varier trois autres paramètres : la 
composition du milieu de production de biomasse (10 g/l de Y.E. avec 100 mM d’acétate et 
soit 10 g/l de NH4

+, soit ajout d’enzyme purifiée issue de plante); la pression d’injection (10 
Psi ou 15 Psi) et la nature du sable (Koolschijn ou un sable 100 % siliceux). Trois colonnes 
sur quatre ont montré une consolidation du sable sur la totalité de la longueur. Selon l’auteur, 
la distance de pénétration a été augmentée de 6 % en moyenne. La cimentation sur la totalité 
de la longueur de la colonne était également due à l’augmentation de la pression d’injection. 
Il semble d’après l’auteur que les principales raisons de la moins bonne cimentation obtenue 
dans une colonne sur quatre serait due à un effet « matrice » et donc à la nature du sable, mais 
aussi à sa capacité de fixation des bactéries. En effet, lors d’un suivi de l’adhésion des 
bactéries sur différents types de sables, des comportements très différents avaient été 
constatés. L’effet matrice est un phénomène non négligeable puisque près de 50 % des 
bactéries s’étaient fixées sur du sable filtrant de piscine mis en colonne.  

 

L’effet de la formation d’un floc a également été étudié sur le sable Koolschijn. Dans 
ces conditions, un fort pouvoir d’ancrage de bactéries était apparu puisque 100 % n’en 
ressortent pas. Ces résultats avaient été complétés par une expérience pour déterminer s’il 
était possible de distribuer des bactéries en colonne de sable siliceux sur une plus grande 
distance. L’auteur avait donc effectué une injection d’1.2 volume de porosité (V.p.) de 
biomasse à une vitesse réelle de 2 m/H dans une colonne de 1.6 m de longueur. La 
distribution de l’activité enzymatique le long de la colonne semblait homogène. L’étude de 
l’influence de la nature du sable avait alors été poursuivie en utilisant des mélanges de sables 
(sable Koolschijn (K) et sable Peat (tourbeux) (P)). Entre une colonne KP (90 % de K et 10 % 
P) et une colonne K (K 100 %) ayant subi plusieurs injections (2 à 4), le volume des pores 
avait diminué de 2 jusqu'à 14 % sans changer la perméabilité. Cependant, il avait été 
également observé des réductions de près de 12 % en une seule injection lorsqu’il y a eu un 
phénomène de bouchon. Les meilleures résistances à la compression simple (Rc 1.8 MPa) 
avaient été obtenues avec 3 injections de solution calcifiante sur du sable non mélangé ; ceci 
correspondait à une augmentation du Rc à la compression d’un facteur 8 à 9. 
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II. L’APPORT DU BREVET « MICROBIAL CIMENTATION ». 

 

Le brevet s’inscrit dans le domaine des techniques d’amélioration du sol. La méthode 
employée tend à acquérir de fortes résistances à la compression simple (UCS) en utilisant une 
bactérie capable de produire du carbonate de calcium et donc de cimenter les grains de sable 
entre eux, en utilisant la capacité d’alcalinisation de l’uréase qu’elle possède. Le procédé de 
ce brevet se distingue des autres applications car il ne cherche pas à réduire ni la porosité ni la 
perméabilité du sol. En effet, les techniques classiques de renforcement de sol utilisent des 
coulis visqueux dont l’efficacité est limitée à un faible rayon d’action autour du point 
d’injection.  

 
Cette invention doit permettre d’accéder à de fortes résistances (2-5Mpa) dans un 

matériau perméable en couplant les bonnes proportions d’uréase bactérienne, d’urée et d’ion 
calcium dans une gamme standard d’activité enzymatique entre 0.5 et 50 mM d’urée 
hydrolysée par minute. Les résistances élevées sont obtenues dans un matériel perméable 
avec la formation d’au moins 33 g de calcite par litre de matériau, ceci sans provoquer 
nécessairement une perturbation dans celui-ci. Les résistances recherchées sont comprises 
entre 0.05 et 5 MPa. Les résistances à la compression simple augmentent rapidement pour 
atteindre 60 et 90 % de la résistance finale entre 1 et 6 heures après la fin de l’application. Les 
conditions standard d’application préconisées sont l’utilisation de 1.5 M d’urée à 25° C mais 
pouvant monter jusqu'à 2 M, avec des  concentrations en calcium équimolaires. Si l’objectif 
est de produire lentement des formations bio cimentées ; alors, il est possible d’additionner 
les réactifs (uréase, urée, ion calcium) un par un ou en même temps mais toujours de manière 
à ce qu’elles soient en concentrations inférieures à celles permettant d’obtenir rapidement des 
précipitations. Cependant, la diminution de concentrations ne correspond pas à une 
diminution linéaire de la réaction, car les ions calcium ont un rôle inhibiteur sur l’activité 
enzymatique d’hydrolyse de l’uréase. Leur monopolisation sous forme de carbonate de 
calcium, induit une diminution de la concentration en calcium disponible ce qui accélère alors 
la vitesse de la réaction enzymatique.  

 

Le brevet précise aussi qu’il est souhaitable que le micro-organisme soit cultivable 
dans des conditions non stériles et qu’il puisse supporter de très fortes concentrations de 
calcium et des pH alcalins de 7.5 à 10, à 30° C. Les bactéries sont cultivées dans un milieu 
contenant 0.3 M d’urée et 6 mM de chlorure de calcium pendant 24 heures à 28° C. Il permet 
d’obtenir une activité enzymatique de 5.6 mM d’urée hydrolysée/min ce qui correspond à 
environ 0.5 mS/min. Les bactéries sont alors injectées avec un débit variant de 15 ml/min à 
1.4 l/h, puis elles sont maintenues immobilisées pendant près de 48 heures pour favoriser leur 
accroche. Ensuite, suivent l’injection d’une solution calcifiante de 1.25 M de calcium et 1.7 
M d’urée, et un batch de 24 heures. Ce protocole d’injection doit permettre d’accéder à des 
résistances à la compression simple de 1.7 MPa. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES. 

 
L’efficacité de la bio cimentation semble étroitement dépendante de la composition du 

milieu de culture, du niveau d’activité enzymatique injecté, de la nature du sable, du sel de 
calcium et des mélanges, des concentrations appliquées, de la température, du temps et des 
paramètres d’injection (vitesse, pression, séquence d’injection, durée de batch) (Figure n°1).  
 

 
Figure n°1 : Ensemble des paramètres identifiés influençant la bio cimentation en milieux 

poreux dans les conditions d’injection en colonne. 
 

Des recherches supplémentaires sont donc nécessaires avant d’envisager une réelle 
utilisation industrielle. En premier lieu, elles doivent concerner la synthèse de l’uréase chez S. 
pasteurii et son optimisation. En effet, une régulation enzymatique certainement très 
complexe et encore partiellement inconnue, pourrait expliquer la très grande variabilité des 
résultats. Malgré cela, ce micro organisme en lui-même, a montré une forte tolérance quant 
aux variations des conditions environnementales de la bio cimentation.  

 
Des recherches d’optimisation doivent donc être menées pour l’ensemble des 

paramètres d’influence pris séparément, puis simultanément afin d’obtenir des résistances à la 
compression verticale suffisantes sur des sols meubles. 
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I. LES CARBONATES ET LA CARBONATOGENESE BACTERIENNE . 
 
 

La teneur en calcaire de l’écorce terrestre représente près de 3.63 % (Geyssant, 2001). 
Dans l’environnement actuel, les roches carbonatées, qui sont formées au moins à 50 % de 
carbonates,  correspond à environ 20 % des roches sédimentaires. On y distingue deux 
groupes, présentant des intermédiaires : 

- les calcaires,  
- les dolomies. 

 
Les carbonates sont des minéraux dans lesquels l’ion CO3

2- est présent. Les ions 
associés vont déterminer le type de carbonate. Ainsi les trois carbonates les plus représentés 
sont : 

- la calcite (CaCO3),  
- l’aragonite (CaCO3), 
- la dolomite Ca, Mg(CO3)2. 

A côté de ceux-ci, d’autres carbonates existent, (Tableau n°1).  
 

Tableau n°1 : Les différents types de carbonates. 
 

SYSTEME CRISTALLIN NOM FORMULE 
Vatérite CaCO3 

Magnésite 
Giobertite 

MgCO3 

Sidérite 
Sidérose 

FeCO3 

Smithsonite ZnCO3 

 
 
 

Rhomboédrique 

Rhodocrosite 
Diallogite 

MnCO3 

Strontianite SrCO3 
Cérusite PbCO3 

 
Orthorhombique 

Whitérite BaCO3 
Malachite verte Cu2(OH)3CO3 Monocline et hydroxylés 
Azurite bleue Cu3(OH)2(CO3)2 

 
Les calcaires contiennent au moins 50 % de calcite. La classification des calcaires est 

très complexe, pouvant être basée sur leur composition, leur contenu ou sur leur lieu de 
fabrication.  

Ainsi, les proportions de calcite et de dolomite permettent de distinguer des calcaires 
purs (de 100 à 95 % de calcite), des calcaires magnésiens s’ils renferment 5 et 15 % de 
dolomite, des calcaires dolomitiques (entre 10 et 50 % de dolomite). Ils sont dits coquilliers, 
lorsqu’ils renferment des coquilles dans un liant carbonaté micritique ou sparitique, et 
récifaux quand ils sont constitués par les squelettes de coraux. Ils peuvent être dépourvus de 
macro ou de micro fossiles (foraminifère, coccolithe…) et sont alors dits micritiques ou 
lithographiques. D’autre part, ils peuvent être dits marins ou lacustres. 

 

Les premiers carbonates sont apparus au Précambrien et il s’agissait de calcaires 
stromatolithiques. Depuis cette époque, il y a environ 3,5 milliards d’années, la 
sédimentation carbonatée n’a cessé de s’étendre à toute la planète sans restriction de biotope.   
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1. Origines des carbonates. 

 

Au début du XXème siècle, l’origine des carbonates était l’objet d’une grande 
controverse et beaucoup d’auteurs considéraient qu’ils résultaient d’une pure réaction 
chimique basée sur une élévation de la température, sur la saturation du milieu sous l’effet de 
l’évaporation, ou encore sur une baisse de la pression partielle du CO2. Ainsi dans les 
calcaires coquilliers, le liant ne résultait que d’une réaction chimique, mais il piégeait des 
éléments carbonatés dont l’origine était évidente. Cependant l’origine biologique des 
calcaires dits improprement azoïques (ne contenant pas de fossiles) était soupçonnée (Drew, 
1910 a et b, Kellerman et Smith, 1914). Le rôle de certaines bactéries  telles que 
Pseudomonas calcis ou Pseudomonas calci-precipitans avait même été cité (Mollish, 1924). 
Nadson en 1928, soutenu ensuite par Zobell (1946) impliquait la sulfato-réduction 
bactérienne dans un processus de précipitation de carbonate de calcium. Malgré cela, la 
controverse va persister très longtemps.  

 

La polémique se jouait alors entre des géologues peu familiarisés avec les concepts et 
les techniques de la microbiologie et n’ayant comme principal outil que l’observation, et des 
microbiologistes plus formés pour le domaine médical et surtout, insuffisamment 
pluridisciplinaires pour s’entendre avec les premiers.  Les travaux de chacun ont cependant 
contribué à trouver l’origine des carbonates (Lalou, 1954, 1957, Trichet, 1967, Stolkowski, 
1968, Adolphe et Billy, 1974). Plusieurs géologues commencèrent à chercher dans divers 
environnements contemporains des bactéries carbonatogènes (Greenfield 1963, Oppenheimer 
et Master, 1965, Berner, 1965, 1968, Krumbein, 1968), à les cultiver et à obtenir des 
précipités de calcite (McCallum et Guhathakurta, 1970, Krumbein, 1972). Les travaux de 
Krumbein (1974, 1978), de Maurin et Noel (1977), de Monty et Van Laer (1984) ont en 
partie convaincu la communauté scientifique des géologues que les bactéries pouvaient 
précipiter les carbonates. 

 
Afin de prouver que des bactéries fabriquaient et précipitaient le carbonate sous 

forme de carbonate de calcium et/ou de magnésium, il a fallu l’intervention de chercheurs 
formés aux deux disciplines, les microbiogéologues.  En laboratoire, en conditions strictes et 
renouvelables, en présence et seulement en présence de bactéries, ils ont obtenu des 
carbonates précipités (Krumbein, 1968, 1972, Morita, 1980, Novitsky, 1981, Castanier, 1984, 
Castanier et al., 1984a et b, 1994, Castanier, 1997, Le Metayer-Levrel, 1993, 1996, 
Pontoizeau et al., 1996, 1997, Castanier et al., 1999, Vali et al., 2001). Le rôle des 
champignons microscopiques a aussi été établi (Verrechia et Loisy, 1997, Verrechia, 2000). 

L’amélioration des microscopes électroniques à balayage a permis l’observation de 
ces productions (Castanier, 1984, Castanier et al., 1984a et b, Castanier, 1997, Perthuisot et 
al., 1990,  Castanier et al., 1993, Le Metayer-Levrel, 1996, Knorre et Krumbein, 2000, 
Castanier et al., 2000). A partir de là, la communauté scientifique dans son ensemble a admis 
que les carbonates étaient produits et précipités sous l’effet des microorganismes. Les 
productions bactériennes de carbonate sont répertoriées, micrite, ooïdes, stromatolithes ainsi 
que les bactéries et les voies métaboliques mises en jeu. 

A ce jour, non seulement les modalités de la carbonatogenèse bactérienne sont bien 
connues (Castanier, 1987, Castanier et al., 1989, Le Metayer-Levrel, 1993, Le Metayer-
Levrel et al., 1997, Castanier et al., 1997, 1999), et leurs impacts quantifiés (Le Metayer-
Levrel, 1996, Castanier et al., 2000), mais des brevets d’utilisation des bactéries 
carbonatogènes ont été déposés et sont en exploitation industrielle (Castanier et al., 1995, 
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Orial et al., 1994, Le Metayer-Levrel et al., 1999). Des produits spécifiques ont été obtenus 
en laboratoire tels que la magnésite (Pontoizeau et al., 1997). 

 

Ainsi, la présence de carbonate de calcium dans l’environnement est donc issue de 
deux processus, une production et une précipitation purement physico chimique dite 
abiotique et une production et une précipitation biogénique. Leurs impacts respectifs sont 
totalement différents et inégaux. En effet, la bio précipitation du carbonate de calcium est un 
procédé ubiquiste et très ancien du monde vivant. 

 

2. La production abiotique. 

 

La précipitation abiotique du carbonate de calcium est sous le contrôle de quatre 
paramètres : la concentration en calcium, la concentration en ions carbonates ou 
hydrogénocarbonates, le pH et la disponibilité en sites de nucléations (Hammes et Verstraete, 
2002). Elle se produit dans l’environnement lorsque les concentrations en ions (Ca 2+, CO3 

2- 
) augmentent soit par évaporation soit par abaissement de la pression partielle de CO2 et/ou 
par l’élévation de la température. Le principal facteur limitant ces processus chimiques est la 
disponibilité en ions carbonates et bicarbonates.  

 

La précipitation abiotique de la calcite peut se réaliser dans les sources 
hydrothermales où les eaux atteignent des températures comprises entre 140-180° C. Dans 
ces écosystèmes qui n’abritent aucune bactérie même des bactéries hyperthermophiles, 
lorsque la pression et les températures sont conjointement élevées, le carbonate de calcium 
reste à l’état dissous (Geyssant, 2001). C’est en particulier le cas lorsque ces sources se 
trouvent au fond des océans. Par contre lorsque les sources émergent en surface, la chute de 
pression permet la libération du carbonate dissous sous forme gazeuse (Stumm and Morgan, 
1995, Stocks-Fisher et al., 1999). La précipitation du carbonate de calcium survient alors, 
selon les équations de précipitation-dissolution suivantes : 

Ca 2+ + CO3
2- �  CaCO3        Ksp = 3.35 . 10-9   (25° C) [n°1] 

CaCO3 �  Ca 2+ + CO3
2-           logKs0 = - 8.48   (25° C, 104 Pa) [n°2] 

La précipitation dépend de la température et du pH. Lorsque le système est clos, c’est à dire 
que le système n’est pas au contact avec le CO2 atmosphérique, la teneur en carbone total 
(Ct) est constante (Stumm et Morgan, 1995). La pression partielle en CO2 ne peut pas varier 
et donc sa concentration est maintenue élevée. La saturation nécessaire à la production de la 
calcite sera donc atteinte à une plus faible concentration d’ion calcium (White, 2003). Le 
calcul de solubilité suit les équations suivantes: 
 
 

CT =  [CO2 (aq)] + [H2CO3] + [HCO3
-] + [CO3

2-] [n°3] 
 

[Ca 2+] = (Ks0/[CO3
2-]) = Ks0/CT� 2 où � 2 est une constante donnée pour un pH et un Ks0. 

La précipitation de la calcite apparaît lorsque le système est sur saturé en ions calcium et 
carbonate. L’indice de sursaturation (SI) est déterminé par le produit des activités de ces ions 
(IAP) (Stumm et Morgan, 1995). Si IAP > Ks0 il y a sursaturation et si IAP < Ks0 il y a sous-
saturation. En condition de sous saturation la calcite ne précipite pas. La sursaturation 
indiquée par SI > 0 montre une plus forte probabilité de précipitation. Cependant, la présence 
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de carbone organique dissous, de Mg ou de P peut limiter la précipitation du CaCO3 sous 
forme de calcite car ces ions peuvent être absorbés à la surface des cristaux et en limiter la 
croissance cristalline. 
 

3. Les modalités de la carbonatogènese bactérienne. 
 

La fabrication chimique de carbonate, en milieu stérile, c'est-à-dire dépourvu de 
bactéries vivantes, existe en laboratoire, et aboutit à des carbonates amorphes, de calcium ou 
d’autres ions. Elle résulte de l’alcalinisation par ajout d’une base (pH > 8.5), d’une solution 
plus ou moins saturée en ions CO3

2- et HCO3
- et renfermant des ions Ca++ par exemple. En 

l’absence de bactéries, l’élévation de température et/ou l’évaporation induisent une 
augmentation de la saturation jusqu’à la précipitation des ions carbonates avec des ions 
calcium.  

Dans le milieu naturel, il existe très peu d’environnements dépourvus de bactéries. Il 
est connu depuis les années 1990 que même les milieux dits extrêmes accueillent des 
bactéries que l’on appelle bactéries extrêmophiles. Ainsi, on trouve des bactéries 
hyperthermophiles lorsque la température atteint 90° C, et c’est le cas dans certaines sources 
hydrothermales sulfureuses (Godfroy et al., 1997). Des bactéries alcalinophiles se retrouvent 
dans des biotopes dont le pH est supérieur à 9 et des bactéries xérophiles survivent lorsque la 
teneur en eau se réduit. Ceci tend à dire que dans le milieu naturel, il est très rare que les 
carbonates résultent de la seule activité chimique. Ainsi les carbonates « chimiques » 
représentent-ils une fraction infime des carbonates recensés sur notre planète. Les autres 
carbonates sont donc dits « biogéniques » (Figure n°2). 
 

CARBONATES ABIOTIQUES
(« chimiques ») fabriqués
à partir de solutions saturées 
sous l’effet de : 

- l’évaporation,
- la diminution de la pression en CO2
- l’augmentation de la température.

CARBONATES BIOGENIQUES

- Productions minérales des eucaryotes
animaux : coquilles, tests, squelette…

- Production sous l’effet de la photosynthèse
des eucaryotes végétaux 
(diminution de la pression en CO2)

- Productions fongiques

- Productions bactériennes
- En autotrophie,
- En hétérotrophie,

- Précipitation active,
- Précipitation passive

- dans le cycle de l’azote,
- dans le cycle du soufre.

CARBONATES

Processus eucaryotiques sous 
le contrôle des mitochondries et 
des chloroplastes 
(origine bactérienne)

Processus bactériens
- Efficaces en autotrophie
- Très efficaces en hétérotrophie

D’après CASTANIER et al., 1997

Processus chimiques 
rares et peu efficaces

 

 
Figure n°2 : Les diverses origines des carbonates (d’après Castanier et al., 1997). 
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 Parmi les carbonates biogéniques, les productions dûes aux animaux eucaryotes sont 
retrouvées sous forme de coquilles, tests, squelette … Par ailleurs la production réalisée par 
les eucaryotes végétaux via la photosynthèse agit en diminuant la pression partielle en CO2 et 
aboutit à l’apparition de tuf. La production fongique est incluse dans les carbonates 
biogéniques. Enfin la production bactérienne est celle qui nous intéresse.  

Il faut aussi remarquer que la production eucaryotique est sous le contrôle des 
mitochondries et chez les végétaux des chloroplastes. Il est maintenant reconnu que ces deux 
organites sont des bactéries devenues symbiotes obligatoires. Ainsi, cette production pourrait 
être rapprochée de la production bactérienne et la quasi totalité des carbonates devraient alors 
être considérés comme bactériens (Castanier et al., 1997, 2000).  

Dans la carbonatogenèse bactérienne, on distingue : 
- une production qui se fait en autotrophie, 
- une production qui se fait en hétérotrophie, 

 
o précipitation active, 
o précipitation passive, 

 
�  dans le cycle de l’azote, 
�  dans le cycle du soufre. 

 

 

3.1. La carbonatogènese bactérienne autotrophe. 

 

 Parmi les bactéries, la nature de la source de carbone (minérale ou organique) ainsi 
que la source d’énergie définissent les types trophiques (autotrophe ou hétérotrophe, 
phototrophe (énergie lumineuse) ou chimiotrophe (énergie issue de réactions d’oxydo-
réduction). Les bactéries autotrophes peuvent donc être photolithotrophes ou 
chimiolithotrophes. En utilisant le CO2 comme source de carbone pour l’édification de leurs 
composants organiques, elles en diminuent la pression partielle, et orientent l’équilibre des 
hydrogénénocarbonates vers la précipitation, en présence d’ions calcium, de carbonate de 
calcium (Figure n°3). 
 

Le CO2 utilisé provient de l’atmosphère, et il est issu de la respiration (eucaryotique 
ou procaryotique), de la fermentation réalisée par les bactéries en anaérobiose, ou de 
processus chimiques divers tels que la combustion des énergies fossiles ou renouvelables. 
Malgré cela on considère que l’atome de C piégé dans les carbonates d’autotrophie est 
d’origine minérale (Castanier et al., 1997, 2000). 
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VOIES METABOLIQUES DE LA CARBONATOGENESE BACTERIENN E 
EN AUTOTROPHIE.

(Prise de C à partir du CO2 dissous ou gazeux provenant 
de l’atmosphère, de la respiration ou de la fermentation)

Méthanogenèse
non méthylotrophe

Photosynthèse
anoxygénogène

Photosynthèse 
oxygénogène

VOIES METABOLIQUES

TYPES DE BACTERIES
Méthanogènes

(Archéobactéries)

Bactéries 
Photosynthétiques,
pourpres ou vertes,
sulfureuses ou non

Cyanobactéries

CONDITIONS 
ENVIRONNEMENTALES

Anaérobiose Anaérobiose
Lumière infra rouge Lumière visible

CO2CO2CO2CO2 , H2 CO2CO2 , H2S, S, H2

DISPARITION DU CO2

Ca++ + 2 HCO3
- CaCO3 + CO2 + H20

1

2 PRECIPITATION

D’après CASTANIER et al., 1997  

 
Figure n°3 : Les voies métaboliques bactériennes impliquées dans la  

                 carbonatogenèse autotrophe (d’après Castanier et al., 1997). 
 

 Trois voies métaboliques mises en jeu par trois sortes de bactéries dans trois types 
d’environnements différents aboutissent à la fabrication bactérienne autotrophe de carbonate 
de calcium. 
 
 Les bactéries autotrophes ne sont pas systématiquement photosynthétiques. C’est le 
cas des bactéries méthanogènes non méthylotrophes, autrement appelées bactéries 
méthanogènes vraies, qui appartiennent au groupe des Archéobactéries. D’autres bactéries 
sont dans la même situation et l’on peut citer les Ferrobactéries (autotrophes, non 
photosynthétiques, aérobies strictes). Ces dernières ne sont pas dans le schéma de la figure 
n°3 car leur activité principale est la production d’oxydes de fer en aérobiose. Elles sont 
cependant très certainement impliquées dans la fabrication de la sidérite (Castanier, 
communication personnelle). Les bactéries méthanogènes non méthylotrophes comme par 
exemple Methanogenium thermoautotrophicum ou Methanobacterium Sp. prennent le CO2 et 
le H2 présents dans leur environnement anaérobie pour fabriquer du CH4. Il peut résulter du 
métabolisme d’autres bactéries anaérobies faisant des fermentations ou étant cellulolytiques 
(genre Clostridium par exemple), (Fuchs et al., 1979 ; Marty, 1983 ; Belyaev et al., 1989 ; 
Castanier et al., 1999). 
 Les bactéries photosynthétiques impliquées dans la production autotrophe de 
carbonate diffèrent par leur mode de photosynthèse qui est soit oxygénogène soit 
anoxygénogène. Dans le premier cas, la photosynthèse produit de l’oxygène, dans le second, 
il s’agit d’une photosynthèse plus ancienne qui n’aboutit pas à l’apparition d’oxygène.  

Les Cyanobactéries qui oxygènent les biotopes oligotrophes dans lesquels elles 
vivent, précipitent le carbonate de calcium en prenant le CO2 dissous. Elles absorbent dans la 
lumière visible, les longueurs d’onde comprises entre 680-685 nm. On les retrouve en 
particulier dans la partie superficielle du stromatolithe où elles assurent sa croissance. Le 
genre Synechococcus GL24 ou PCC7942 produit plus de calcite lorsqu’il se développe dans 
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un biotope riche en  carbone inorganique dissous (DIC) et pauvre en calcium. Ceci semble 
montrer le rôle direct des parois de ces micro-organismes en tant que site de nucléation 
(Dittrich et al., 2004). Les cyanobactéries enrichissent les biotopes en carbone organique ce 
qui permettra la carbonatogenèse bactérienne hétérotrophe. 

Les bactéries photosynthétiques anoxygénogènes sont pourpres ou vertes, sulfureuses 
ou non et très fréquentes dans les écosystèmes pauvres en matière organique.  
 D’après (Pentecost, 1996 ; Castanier et al., 1999 ; Hammes et Verstraete, 2002) la 
formation de carbonate de calcium par le biais des phototrophes, est particulièrement 
performante lorsque les eaux sont chargées en calcium et HCO3 et dépourvues de matière 
organique.  

Il existe d’autres bactéries autotrophes photosynthétiques ou non dans la diversité du 
monde procaryotique mais n’ont été retenues ici que celles qui alcalinisent les biotopes. 
 

 Les carbonates bactériens « d’autotrophie », apparaissent dans des biotopes 
oligotrophes. Leur faible teneur en M.O. limite le développement des bactéries hétérotrophes. 
Le milieu conserve sa limpidité ce qui permet le passage des rayons lumineux favorisant les 
activités des bactéries photosynthétiques. Les carbonates bactériens « d’autotrophie », 
apparaissent aussi bien dans des biotopes aérobies que dans des biotopes anaérobies, mais ils 
sont toujours la réponse à une épuration bactérienne en C02.  
 

3.2. La carbonatogènese bactérienne hétérotrophe. 

 
 La production de carbonate de calcium résulte ici de l’utilisation de la matière 
organique. La précipitation peut être active ou passive.  

La précipitation active est mise en jeu par des bactéries aérobies hétérotrophes, 
taxonomiquement diversifiées (Castanier, 1987, Desrosiers et al., 1996, Herbaud et al., 1998, 
Holland et al., 1999). Elles produisent et expulsent des ions CO3

-- qui s’associent aux ions 
Ca++  qui transitent dans la membrane bactérienne au niveau des pompes à calcium. Le 
calcium à forte concentration dans le cytoplasme est toxique ce qui oblige les cellules 
bactériennes à maintenir une concentration intracellulaire faible (0.1 – 1 µM), jusqu'à 1000 
fois inférieure à celle qui peut se trouver dans leur micro environnement (Norris et al., 1996). 
Pour maintenir ce gradient de concentration de calcium à l’aide de pompes Ca 2+ /ATP 
dépendantes, la bactérie dépense beaucoup d’énergie car il y a sens cesse un influx d’ions 
calcium via des transports passifs. Il y a alors apparition à ce niveau, sur les enveloppes 
bactériennes, d’un nano environnement qui atteint la saturation ionique ce qui fait précipiter 
le carbonate de calcium. Les enveloppes bactériennes jouent un rôle actif dans la 
précipitation du carbonate de calcium. La précipitation active provoque la formation du 
carbonate de calcium ce qui est  également un moyen de défense en réduisant la toxicité du 
milieu (Norris et al., 1996).  

 

La précipitation bactérienne passive ne résulte pas de la mise en jeu des pompes 
ioniques membranaires mais plutôt de l’augmentation de pH qui résulte de l’action de 
certaines voies métaboliques (Castanier, 1997, Castanier et al., 1989, Le Metayer-Levrel, 
1993, Le Metayer-Levrel et al., 1997, McConnaugheyan, 1997, Castanier et al., 1997, 1999, 
Hammes et Verstrete, 2002). Elles se trouvent dans le cycle de l’azote (Figure n°4) et dans 
le cycle du soufre (Figure n°5). La précipitation passive est plus répandue (Castanier et al., 
2000, Hammes et al.,, 2003). 
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Dans tous les cas, ces carbonates bactériens d’hétérotrophie résulte de la diagenèse de 
la matière organique et donc de l’épuration bactérienne. La M.O. résiduelle, toxique, est 
immobilisée sous forme de CaCO3 qui restera inerte tant qu’une acidification ne le 
solubilisera en redonnant du C02. 
 
  3.2.1. La carbonatogenèse bactérienne hétérotrophe dans le cycle de l’azote. 
 
 Trois voies métaboliques bactériennes sont impliquées et aboutissent toutes à la 
production conjointe d’ions carbonate et hydrogénocarbonate, et d’ions NH4

+. Le pH 
augmente et la précipitation du CaCO3 en résulte. Les équations d’équilibre des ions 
carbonate et hydrogénocarbonate sont déplacées vers la formation de CaCO3. 

Les trois voies métaboliques ne fonctionnent pas dans les mêmes conditions.  
 

VOIES METABOLIQUES DE LA CARBONATOGENESE BACTERIENN E 
EN HETEROTROPHIE : La précipitation passive dans le cycle de l’azote .

VOIES MÉTABOLIQUES

Ammonification 
des acides 

aminés

Réduction dissimilatrice 
du N03

-
Dégradation de l’urée 

ou de l’acide urique

CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES

Aérobiose
M.O. + Ca++

Aérobiose
M.O. + Ca++ + 

urée ou acide urique

RESULTATS 
DE L’ACTIVITE 
BACTERIENNE

Production d’ions carbonate 
et bicarbonate + Production de NH4

+                         pH     

[CO3
--]      et [HCO3

-]      et [H+]     

HCO3
- CO3

-- + H+

CO2 + H20             H2CO3 HCO3
- + H+

PRECIPITATION DU CARBONATE DE CALCIUM
CO3

-- + Ca++ CaCO3
D’après CASTANIER et al., 1997

Anaérobiose ou microaérophilie
M.O. + Ca++ + NO3

-

 

 
Figure n°4 : Les voies métaboliques bactériennes impliquées dans la carbonatogenèse 

hétérotrophe et dans le cycle de l’azote (d’après Castanier et al., 1997). 
 

Les bactéries qui savent faire l’ammonification des acides aminés travaillent en 
aérobiose et sont stimulées par des concentrations en M.O. élevées. Les bactéries qui font la 
réduction dissimilatrice des nitrates exigent des conditions d’anaérobiose ou de 
microaérophilie, car elles utilisent le N03

- comme accepteur terminal d’électrons. Ainsi, elles 
transforment le NO3

- en NO2
- ou en N2 ou en HH4

+, selon leur appartenance taxonomique. 
L’alcalinisation qui en résulte est d’autant plus importante que la voie va à son terme.  

L’urée ou l’acide urique sont des produits résultant de la minéralisation azotée 
effectuée par les mammifères et par les oiseaux ou les reptiles, respectivement. Ils sont 
considérés comme des déchets du métabolisme, mais leur dégradation bactérienne qui se fait 
en aérobiose, aboutit à la fabrication de CaCO3. Les bactéries qui sont capables de réaliser la 
voie métabolique de la dégradation de l’urée ou de l’acide urique, possèdent toutes une 
enzyme appelée uréase. Cette voie n’est active que depuis l’apparition des eucaryotes et plus 
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particulièrement des oiseaux et reptiles (acides uriques) et des mammifères pour l’urée. Les 
invertébrés rejettent eux directement de l’ammoniaque.  

Ces voies bactériennes produisent et font précipiter le carbonate de calcium dans les 
sédiments superficiels et les eaux, riches ou pauvres en oxygène, dans les sédiments profonds 
ou les eaux anoxiques à condition qu’il y ait des ions nitrate. 

 
 3.2.2. La carbonatogenèse bactérienne hétérotrophe dans le cycle du soufre. 
 
 Une seule voie métabolique est impliquée, il s’agit de la sulfato-réduction aussi 
appelée la réduction dissimilatrice du sulfate, parce que celui-ci est utilisé comme accepteur 
terminal d’électron. Les bactéries sulfato-réductrices sont hétérotrophes, anaérobies strictes 
et taxonomiquement diversifiées. A partir de la M.O., elles produisent des ions carbonate et 
hydrogénocarbonate et à partir du sulfate de H2S. 
 

Si cette voie est impliquée, c’est le devenir de l’H2S, qui déterminera la précipitation 
ou non du carbonate de calcium. En effet, l’hydrogène sulfuré est un gaz très léger acide. 
Dans un premier temps le biotope subit donc une acidification.  

 

VOIES METABOLIQUES DE LA CARBONATOGENESE BACTERIENN E 
EN HETEROTROPHIE : La précipitation passive dans le cycle du soufre .

VOIE MÉTABOLIQUE

Réduction dissimilatrice du SO4
--

CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES

Anaérobiose, M.O., Ca++, SO4
--

RÉSULTATS DE L’ACTIVITÉ BACTÉRIENNE : production de

CO3
-- HCO3

- H2S

DEVENIR DU H2S

Dégazage du 
H2S            pH    

H2S utilisé par
d’autres bactéries

Non dégazage du 
H2S            pH  

Bactéries sulfureuses, anaérobies
phototrophes, autotrophes, 
H2S             S° pH 

(dépôts intra ou extra cellulaires)

Bactéries sulfo-oxydantes
Autotrophes, aérobies,

2 O2 + H2S             SO4
-- + 2 H+

pH      
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Figure n°5 : Les voies métaboliques bactériennes impliquées dans la carbonatogenèse 
hétérotrophe et dans le cycle du  soufre (d’après Castanier et al., 1997). 

 
Si cette acidification se maintient et/ou s’intensifie il n’y aura pas la précipitation des 

ions carbonate et hydrogénocarbonate produits avec les ions calcium de l’environnement. 
C’est le cas lorsque le gaz ne peut s’échapper de son lieu de production et s’accumule. C’est 
aussi le cas lorsque H2S est remanié par d’autres bactéries telles que les bactéries sulfo-
oxydantes. Autotrophes, aérobies strictes, elles transforment ce H2S en H2SO4 qui est un 
acide très fort et l’acidité augmente. Le pH peut alors descendre jusqu’à des valeurs voisines 
de 2. Bien évidemment, ce remaniement ne se fait pas dans le biotope de production d’H2S 
qui est lui anaérobie, et riche en M.O. et sulfate. Il survient dans les biotopes situés au dessus 
et dans lesquels transite l’hydrogène sulfuré. 
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Des essais en laboratoire, de production de carbonate de calcium par des bactéries 
sulfato-réductrices cultivées en anaérobiose, en présence d’ions calcium et magnésium dans 
des containers étanches ont abouti à l’obtention de magnésite (Pontoizeau et al., 1997). Dans 
ces conditions, H2S ne pouvait dégazer, il s’accumulait et le pH descendait. Ainsi les ions 
carbonates ou hydrogénocarbonates ne se sont pas liés avec les ions calcium mais avec les 
ions magnésium donnant du MgCO3. 

 
Lorsque H2S est évacué, par dégazage par exemple, le pH augmente par simple retrait 

d’un produit acide dissous dans une solution. Ainsi la précipitation des ions carbonates et 
hydrogénocarbonates peut survenir en présence d’ions calcium. Les photosynthétiques 
sulfureuses vertes ou pourpres dont le rôle d’autotrophe a déjà été pris en considération 
précédemment interviennent dans le cycle du soufre. Ici c’est leur action de transformation 
de H2S en S° qui retire du biotope un composé acide. Le S° qui est inerte, est déposé autour 
ou dans la cellule. Il est donc indisponible pendant toute la durée de la vie de la cellule. Là 
aussi, les carbonates précipitent sous forme de carbonate de calcium. Mais, ceci survient dans 
un environnement liquide recevant les rayonnements lumineux nécessaires à leur 
photosynthèse anoxygénogène mais à faible concentration en M.O. et dépourvu d’O2. Il est 
généralement situé juste au dessus d’un sédiment anoxique dont la couleur noire traduit aussi 
la richesse en M.O. 

 

Il faut noter que les carbonates de calcium issus de cet enchainement de voies se 
produisent au départ dans des biotopes riches en M.O. mais surtout en sulfate et donc 
principalement dans les sédiments marins et les eaux marines dont la salinité exprimées en 
chlorure de sodium peut aller jusqu’à la saturation. Les bactéries sulfates réductrices (SBR) 
sont ubiquistes, présentes dans tout le domaine marin anaérobie. On les retrouve aussi dans le 
gypse (CaSO4, 2H2O/CaSO4) dont elles assurent la dégradation, libérant alors du calcium et 
des hydrogénocarbonates tandis qu’elles réduisent le sulfate en H2S. Le gypse est alors 
transformé en carbonate de calcium (Castanier 1987, Castanier et al., 1999, Peckman et al., 
1999, Wright, 1999). D’après ces auteurs, si l’H2S se complexifie avec le fer pour former de 
la pyrite cela permettra une augmentation du pH et favorisera la précipitation du carbonate de 
calcium.  

 

Un autre genre bactérien peut produire du H2S. Il s’agit du genre Clostridium qui 
regroupe des bactéries hétérotrophes, anaérobies strictes, sporulantes, réputées pour la 
diversité de leurs voies métaboliques fermentatives sur les sucres. Elles sont aussi fortement 
protéolytiques et réalisent la putréfaction avec libération de tri, di ou mono méthylamines et 
d’H2S. L’origine de celui-ci n’est pas le sulfate comme c’est le cas avec les bactéries sulfato-
réductrices mais le soufre des acides aminés soufrés (méthionine et cystéine). Ainsi, cet H2S 
n’a pas une origine minérale mais une origine organique. Il subit cependant les mêmes 
devenirs possibles que celui issu de la sulfato-réduction et donc est susceptible d’aboutir à la 
production et la précipitation de carbonate de calcium (Castanier, communication 
personnelle). En milieu marin, l’H2S biologique résulte en sa grande majorité de la sulfato-
réduction à cause de la richesse en ions sulfate même si la concentration en M.O. est grande. 
En effet, le nombre d’acides aminés soufrés est restreint (seulement 2) tandis que la 
concentration en SO4

-- dans l’eau de mer varie autour de 2,4 g/l. En milieu continental pauvre 
en sulfate, les carbonates du cycle du soufre résultent alors plutôt de la dégradation des 
protéines par les Clostridium. 
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4. Les impacts de la carbonatogènese bactérienne. 
 

La diversité des voies métaboliques (autotrophie, hétérotrophie), la diversité des 
conditions environnementales (aérobie, anaérobie, doux, salé, hypersalé, …), la diversité des 
groupes bactériens mis en jeu, rendent la carbonatogenèse bactérienne très ubiquiste.  
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II. LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR S. pasteurii. 

1. Description générale de S. pasteurii. 
 

En terme de nomenclature, la bactérie Bacillus pasteurii est le basonyme de 
Sporosarcina pasteurii depuis une ré évaluation de son positionnement taxonomique en 2001 
(Yoon et al., 2001). En effet, l’étude phylogénétique réalisée sur les ADNr 16S montre un 
cluster cohérent regroupant  plusieurs espèces de Bacillus : Bacillus globisporus, B. 
psychrophilus, B. insolitus et B. pasteurii. La description taxonomique d’après le Bergey’s 
manuel, édition 2005, confirme l’intégration de B. pasteurii au genre Sporosarcina (Figure 
n°6). Les deux annotations, Bacillus pasteurii et Sporosarcina pasteurii, seront utilisées 
indifféremment pour désigner ce micro- organisme. 
 

 

Figure n°6 : Position taxonomique de S. pasteurii d’après le Bergey’s manuel, 2004. 

 
Sporosarcina pasteurii est une bactérie ubiquiste de l’environnement, Gram (+), non 

pathogène, en forme de bâtonnet de longueur entre 1 à 4 µm et de diamètre entre 0.7 à 1 µm. 
Cette bactérie, monotriche est mobile grâce son flagelle polaire. La respiration de ce micro 
organisme est de type aérobie anaérobie facultative (Mobley et Haussinger, 1989) (Yoon et 
al., 2001). Elle dispose d’un équipement enzymatique propre aux bactéries aérobies, par la 
présence de l’enzyme catalase (Yoon et al., 2001). Cependant, des variabilités enzymatiques 
existent au sein de cette espèce pour deux types d’enzymes : l’oxydase et la nitrate réductase. 
Dans des conditions stressantes, S. pasteurii sporule pour donner des endospores sphériques 
et déformantes de 1 µm de diamètre à exosporium rugueux. Sur les 11 souches de Bacillus 
pasteurii cultivées à pH 8.5 sur un milieu contenant 2% d’urée, et ayant présenté de bonnes 
croissances seulement une a sporulé (Bradley et Franklin, 1958). De plus, chez les Bacillus 
capables de dégrader l’urée, la capacité à former une spore se perd si la culture se fait trop 
longtemps sur un milieu artificiel (Bornside et Kallio, 1956). 

Chimioorganotrophe, elle puise son énergie en faisant des réactions d’oxydo-
réduction sur la matière organique. S. pasteurii a été décrite très tôt comme alcalinophile 
avec un pH optimum de croissance autour de 9.2 (Willey et Stokes, 1962). Selon les mêmes 
auteurs et confirmé par Yoon et al. (2001)  Sporosarcina pasteurii possède un métabolisme 
peu conventionnel. En effet, sa croissance est améliorée en présence de fortes concentrations 
en ions ammonium et en NaCl. De façon plus singulière, de nombreux sucres courants 

Bactéries 

Famille : Planococcaceae 

Phylum : Firmicutes 

 Genre : Sporosarcina 

Ordre : Bacillades 

Classe : Bacilli 

Espèce : pasteurii 
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(xylose, fructose, galactose, lactose) ne sont pas assimilés ou oxydés. Il en est de même pour 
certains acides gras et acides aminés (glutamine, asparagine). 

Contrairement à la glutamine, l’acide glutamique est métabolisé (Willey et Stokes, 
1962). Ceci a été confirmé, trente ans plus tard par l’identification de l’enzyme NAD-
glutamate déshydrogénase (NAD-GluDH ; EC 1.2.1.3), (Jahns, 1992). D’autre part, une 
enzyme de la voie catabolique de la glutamine, la glutaminase, a été identifiée chez S. 
pasteurii (Klein, 2002). Or la glutamine n’avait pas été identifiée comme étant un métabolite 
oxydable chez S. pasteurii par Willey et Stokes (1962). L’hypothèse la plus vraisemblable est 
que la glutaminase ne soit activée qu’en présence de phosphate. 
 

2. Physiologie  et écologie de S. pasteurii. 

 

  2.1. L’adaptation aux conditions alcalines. 

  
  D’après Kuhlmann et Bremer (2002), S. pasteurii est alcalinophile et possède 
l’équipement pour évoluer dans des habitats alcalins (Willey et al., 1962; Willey et al., 
1963 ; Hoddinott, 1978). Cette potentialité s’explique en partie par la présence de protéines 
cytochrome C-553. Ces protéines sont présentes en grande quantité chez les alcalinophiles et 
font partie de la chaine respiratoire.  
 

 La théorie chimiosmotique proposée par Mitchell et al (2006)qui permet de 
déterminer le gradient électrochimique des protons (� p) à travers la membrane est  énoncée 
par la formule suivante : 

� p = �� -Z � pH  Z = 2.3 R T / F �  59 mV  [n° 4] 
 avec ��  qui est le potentiel de membrane (- intérieur, + extérieur), � pH le gradient 
transmembranaire du pH (pHin – pHex), R constante des gaz parfaits, T la température 
absolue et F la constante de Faraday.  
 

La phosphorylation oxydative ou chaine respiratoire permet la translocation des 
protons à travers la membrane de la bactérie dans l’espace inter membranaire. Le couple 
NADH/NAD apporte les électrons aux molécules d’oxygène et c’est grâce à ce transport 
d’électrons que se produit la translocation de H+. Les protons s’accumulent à l’extérieur de la 
membrane en établissant un gradient électrochimique. Parallèlement l’ATPase synthétise des 
ATP par translocation des protons de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule. Il s’agit là d’un  
reflux, car la membrane n’est pas imperméable aux H+ et aux OH-. Or, lorsque le pH est 
basique, le maintien d’un gradient de protons devient problématique. Pour contrebalancer 
cette situation consommatrice d’énergie, une protéine C553 de la famille des cytochromes est 
synthétisée en grande quantité. Elle se fixe sur la partie externe de la membrane pour jouer le 
rôle d’antenne à protons et transférer des électrons. Ainsi, cette lipoprotéine (Cytochrome 
C553) de faible poids moléculaire (9.6kDa) composée de 92 acides aminés (Vandenberghe et 
al., 1999; Goto et al., 2005 ; UniProtKB/swiss-prot entry, 2008) permet de maintenir un 
gradient de protons à l’extérieur de la membrane et ceci même à un pH basique. La protéine 
C-553, localisée sur la face extérieure de la membrane, possède une lipomobilité sous sa forme 
oxydée. Son faible potentiel redox (47 mV) lui permet de capter facilement les électrons et de 
les transférer également plus facilement à la cytochrome C oxydase. Ces propriétés 
favorisent sa distribution autour de la cytochrome oxydase et la capture des protons libérés 
par le cytochrome C (Vandenberghe et al., 1999; Goto et al., 2005). 
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Cette adaptation favorise le maintien du gradient de proton (� pH) et améliore le 
gradient électronique. Ainsi, la synthèse d’ATP est accrue à pH basique et les taux de 
croissance sont meilleurs (Goto et al., 2005). 
 

 2.2. L’adaptation aux conditions osmotiques.  

 

  La présence de S.pasteurii dans de nombreux habitats de l’environnement, nécessite 
des adaptations particulières (Kuhlmann et Bremer, 2002). En effet des changements 
brusques du microenvironnement peuvent s’opérer, tels que des périodes de pluies (dilution 
des nutriments) ou de restrictions hydriques amenant une AW (activité de l’eau) faible. Les 
membranes lipidiques permettent une diffusion rapide de l’eau à l’intérieur comme à 
l’extérieur de la cellule. Par contre les membranes sont semi perméables pour de nombreux 
ions et molécules organiques. La bactérie doit donc s’adapter aux variations de pression 
osmotique pour continuer à assimiler les éléments nutritifs. 
 

Très récemment S. pasteurii a été décrite comme halotolérante (Kuhlmann et Bremer, 
2002 ; Roberts, 2005 ; Zhao et al ., 2006). Elle est capable de synthétiser des osmolytes tels 
que l’hydroxyactoine, du glutamate et l’ectoine. L’ectoine avait été d’abord détectée chez 
Ectothiorhodospira une bactérie photosynthétique pourpre (Ventosa et al., 1998) puis sur de 
nombreuses autres bactéries halotolérantes (Zhao et al., 2006). Chez S. pasteurii, les gènes 
responsables de la synthèse de l’ectoine codent pour trois enzymes constituant les trois étapes 
de la biosynthèse de cet osmolyte (Kulhmann et Bremer, 2002). Ces gènes ectA, ectB et ectC 
sont organisés en opéron ectABC. La transcription de ces gènes est activée par 
l’augmentation de la pression osmotique dans le micro environnent (Kulhmann et Bremer, 
2002). La première étape de la biosynthèse de l’ectoïne est réalisée par l’enzyme EctB acide 
diaminobutyrique aminotransférase. Elle nécessite la présence d’un L-aspartique �  semi 
aldéhyde et d’un donneur de groupement amine, le glutamate. Cet acide aminé est à 
l’intersection de nombreuses voies métaboliques ce qui le rend indispensable. De plus sa 
concentration augmente l’activation de la glutamate synthétase (GS) lors d’un stress 
osmotique et de la glutamate déshydrogénase sous l’effet de l’alcalinisation du cytoplasme 
(Csonka., 1989 ; Kulhmann et Bremer, 2002). 
 

Dans le cas de S.pasteurii, la transcription du promoteur de l’opéron ectABC se 
réalise dans le même sens à l’aide de la fixation du facteur �  A. Cette dernière présente de 
grandes similitudes avec les séquences �  A promoteur-dépendant de chez B. subtilis 
(Calderone et al., 2004). Ce facteur de transcription est normalement présent durant la phase 
exponentielle de croissance, il semblerait qu’il puisse aussi intervenir dans les conditions de 
stress. Ainsi, la croissance de S. pasteurii  peut se maintenir dans des milieux de cultures 
contenant différentes concentrations de chlorure de sodium pouvant aller jusqu'à 2 M (117 
g/l) en présence d’osmolytes tels que l’ectoine ou la glycine bétaïne (Kulhmann et Bremer, 
2002). L’ectoine s’accumule dans le cytoplasme en conditions d’hyperosmolarité. Son 
interaction avec les macromolécules en fait un osmoprotectant qui permet à S. pasteurii 
d’affronter un stress osmotique. 
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2.3.  La tolérance aux ions sodium et ammonium. 

 

Le pH élevé (9.2) et la présence de NaCl sont indispensables pour sa croissance 
(Willey et Stokes, 1962). Cette affinité de S. pasteurii pour les ions Na+, s’explique 
notamment par l’assimilation de certains acides aminés tels que la leucine (Beck et Jahns, 
1996), le glutamate (Jahns, 1992) et la glutamine (Klein et al., 2002) via des transporteurs 
ioniques de type Na+/acides aminés. Le transporteur Na+/glutamate est stimulé par la 
présence d’ammonium. Celui de la leucine est régulé par la présence de petites chaines 
d’acides aminés (BCAA). Ces dernières reflètent l’état du pool intracellulaire azoté de la 
cellule. 
 

Les ions sodium participent chez toutes les bactéries alcalino-tolérantes à de 
nombreux échanges ioniques via des transporteurs simples symports et antiports aussi leur 
présence dans le milieu de croissance est indispensable. 

Certains auteurs (Willey et Stockes 1963 ; Morsdorf et Kaltwassen, 1989) ont 
également mis en évidence la nécessité de fortes concentrations en ions ammonium (40 mM) 
pour le bon fonctionnement de son métabolisme. Cependant ce micro-organisme ne semble 
pas posséder pour autant de transporteurs spécifiques passifs ou actifs pour les ions NH4

+. 
L’accession des ions ammonium et leur intégration dans le métabolisme se réalisent à travers 
la membrane par diffusion ammoniacale (NH3) (Morsdorf et Kaltwassen, 1989). Cette 
particularité physiologique conduit aux observations suivantes. La première observation, 
chez S. pasteurii concerne la voie enzymatique permettant l’assimilation de l’ammonium, car 
elle est différente de celle d’autres micro-organismes tels que Proteus vulgaris ou 
Sporosarcina ureae (Morsdorf et Kaltwasser, 1989). En effet, chez S. pasteurii les activités 
de l’enzyme GS (glutamine synthase) et de l’enzyme GOGAT (glutamate synthase) ne sont 
pas décelables. Seule la glutamate déshydrogénase (GDH) est présente mais avec une très 
faible affinité pour l’ammonium (km = 55.2 mM). La synthèse du glutamate par la GDH 
nécessite un ion ammonium qui est intégré au 2-oxoglutarate, ainsi qu’une molécule de 
NADP. Cette enzyme a donc une activité NADP-GDH dépendante. La forme NAD-GDH de 
l’enzyme favorise la voie de décomposition du glutamate et la libération de l’ammonium. 
Ainsi, lorsque la culture de la bactérie se réalise en milieu riche en acides aminés, l’activité 
de l’enzyme de NADP-GDH est faible. Par contre, elle augmente lorsque son environnement 
est carencé en azote (NH4

+, urée). Ceci signifie que lorsque le milieu de culture est riche, 
l’ammonium n’a pas besoin d’être intégré dans les acides aminés et le ratio NADP/NAD est 
élevé ce qui ne favorise pas non plus la libération de l’ammonium dans la cellule.  
 

  Morsdorf et Kaltwasser (1989) ont aussi observé l’absence de régulation de l’activité 
enzymatique de l’uréase quelle que soit la disponibilité en ions ammonium dans le milieu. 
Jahns (1996) a montré que la prédisposition de S. pasteurii pour des fortes concentrations en 
NH4

+ était la conséquence d’une adaptation physiologique particulière. En présence 
d’ammonium, il y a une augmentation de la synthèse d’ATP (Jahns, 1996). Ceci est en 
accord avec l’augmentation du potentiel électrochimique de la cellule (� p) lorsqu’il y a 
diminution du pH. Ces changements s’opèrent en quelques minutes après un ajout de NH4Cl 
ou d’urée qui est suivi d’une alcalinisation du pH intracellulaire (de 6.1 à 7). Pour Goto et al. 
(2005) le pH intracellulaire serait plus proche de 8.3 - 8.4. 
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2.4. L’ammonium utilisé comme une source d’énergie. 

 

Jahns (1996) suggère la présence d’une ATPase couplée avec un efflux d’ions NH4
+ 

et un influx par translocation de protons. Ceci expliquerait la très bonne tolérance de S. 
pasteurii pour les ions NH4

+. Le rôle de l’ammonium pour cette espèce alcalinophile est donc 
essentiel, la déprotonation se réalise majoritairement à l’extérieur de la cellule à cause d’un 
pH plus élevé selon l’équation d’équilibre :  

 
NH3

 + H+ = NH4
+ (pKa = 9.2)   [n°5] 

  
Ceci permet de créer un gradient de protons (� p) de part et d’autre de la membrane. 

Ce pool de protons favorise le maintien d’un flux de protons suffisant pour la synthèse de 
l’ATP. En plus de son rôle de production d’énergie, l’ammonium permet le maintien d’un 
gradient de protons, ce qui facilite l’assimilation de nombreux ions et acides aminés via des 
pompes H+/ acides aminés (Willey et Stockes, 1963) tel que le glutamate (Jahns, 1996) ainsi 
que la synthèse d’acides aminés chez S. pasteurii. 

S. pasteurii serait donc capable avec les ions ammonium de produire de l’énergie 
chimique de la même façon que les bactéries halophiles en produisent avec l’ion sodium 
(Krulwich, 1985).  

 
2.5. L’importance de l’urée chez S. pasteurii. 

 
L’urée peut être une autre source d’azote ammoniacal. L’hydrolyse de l’urée par 

l’uréase libère pour une molécule d’urée, deux molécules d’ammonium et une d’ion 
carbonate. Ceci induit une alcalinisation. Chez S. pasteurii, l’urée est une molécule 
indispensable comme source d’azote, pour la croissance, mais également pour la synthèse 
d’une partie de son énergie chimique et pour le maintien d’un micro environnement sélectif. 

 
Il existe trois types de transport de l’urée, la diffusion simple, la diffusion facilitée qui 

sont des transports passifs et la diffusion active ou  transport actif nécessitant de l’énergie. Le 
transport actif d’urée de type ABC transport a été décrit chez de nombreux micro-organismes 
(Mobley et Hausinger, 1989 ; Berckers et al., 2004) mais n’a pas été identifié chez S. 
pasteurii (Jahns et al., 1988). Il en est de même pour le transport passif de type perméase 
(Mobley et Hausinger, 1989 ; Jahns, 1996). Selon ces auteurs, l’entrée de l’urée dans la 
cellule chez S. pasteurii se réalise essentiellement par diffusion simple avec un coefficient de 
perméabilité de 10-4 à 10-5 m/s. L’ammoniaque, une molécule non chargée, diffuse également 
à travers la membrane bactérienne. 
 

La molécule d’urée est une source cachée d’azote. Elle permet les mêmes processus 
physiologiques que l’ammonium chez S. pasteurii. Ceci rend sa présence indispensable 
lorsque la concentration en ammonium de son biotope diminue.  
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III. LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR L’UREASE D E S. pasteurii. 
 

1. Les caractéristiques générales de l’uréase chez S. pasteurii. 
 

Sporosarcina pasteurii, est un micro organisme ubiquiste de l’environnement (Ciurli 
et al., 1996) qui appartient au groupe des bactéries uréolytiques capables d’hydrolyser l’urée 
grâce à leur enzyme uréase. Cette enzyme peut représenter chez S. pasteurii près de 1% du 
poids sec de la cellule (Larson et Kallio, 1954 ; Bachmeier et al., 2002). 

L’uréase a été découverte en 1926 par Summer (Summer, 1926) (Larson et Kallio, 
1954). Pour la première fois une enzyme était purifiée et cristallisée. Celle-ci provenait du 
haricot. C’est aussi la première protéine découverte contenant du nickel (Dixon et al., 1975 ; 
Fishbein et al., 1976). L’uréase est une enzyme de type urée – amidohydrolase hydrolase de 
liaison C-N (EC 3.5.1.5). Elle catalyse l’hydrolyse de l’urée en ammonium et en carbamate 
(R1). Celui-ci se décompose spontanément et libère une molécule d’ammonium 
supplémentaire et une d’acide carbonique (R2). L’ensemble des réactions se réalisant dans la 
cellule est représenté dans la Figure n°7.  

Au pH physiologique (pH = 7) la réaction n° 3 (pKa = 6.37) tend vers la formation 
d’ions HCO3

-. La réaction n°4 s’équilibre en faveur des ions ammonium (pKa = 9 .2) 
(Mobley and Hausinger, 1995 ; Hammes et al., 2003). Le pH intracellulaire augmente de 0.9 
unité en présence d’urée, passant de 6.1 à 7 (Jahns, 1996). La vitesse d’hydrolyse de l’urée 
par l’uréase augmente d’un facteur de 10 14 par rapport à une réaction non catalysée (Benini 
et al., 1999 ; Voet et Pratt, Fundamentals of Biochemistry, 2006). L’urée (ou carbamide) est 
le substrat de l’uréase. Elle a été découverte dans l’urine en 1799. C’est un composé cristallin 
incolore dont la formule est brute H2N-CO-NH2 et qui a son point de fusion à 132.7° C. C’est 
en 1828 que Friedrich Wöhler a mis au point le procédé de fabrication de l’urée à partir de 
l’acide cyanique (HO-CN) et de l’ammoniaque (NH3) qui porte son nom : « la synthèse de 
Wöhler ». Elle revêt une grande importance historique car c’était la première fois qu’un 
composé organique était produit à partir d’un composé inorganique. 

 

 
 

Figure n°7 : Les réactions de dégradation de l’urée chez S. pasteurii. 
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Tableau n° 2 : Récapitulatif des différentes constantes (Vmax et Km) issues des activités 

enzymatiques de l’uréase chez S. pasteurii. 
*: activités enzymatiques spécifiques en fonction de la D.O ND : non déterminé. 

 
 

 
L’urée est très répandue dans l’environnement et provient des processus du 

catabolisme protéique et des purines (Mobley et Haussenger, 1989). Ce métabolite est de 
charge neutre et présente peu d’interactions fortes avec l’eau, ce qui lui permet de traverser la 

Matériels 
 

Km 
(mM ) 

Activité enzymatique 
 Inhibitions 

Conditions et 
résultats Références 

40 -
130 

1.528 µmole 
urée/min /mg 

p-hydroxymercuribenzoate 
(p-HMB) 

Acide Acétohydroxamique 
(AHA) 

p- benzoquinone (p-BQ) 

Pas 
d’inhibition 

pH : 7.5 à 37° 
C 

Mobley et 
Haussenger, 1989 

22.99 0.73 mmole/min/mg 
Uréase 

immobilisée 

17.3 1.57 mmole/min/mg 

ND 

Uréase libre 

Bachmieire et al., 
2002 

 

(21 -228 mg urée /h) 
soit 

(0.6 – 6 µmole 
urée/min) 

ND 
pH variable 

[urée] variable 
Ranganathan, 2006 

41.6 3.55 mmole/min/mg pH = 7.0 

26.2 1.72 mmole/min/mg 

Acide Acétohydroxamique 
AHA pH = 7.7 

 0.94 mmol/min 
En présence de CaCl2 

[12.6-50.4] mmole 
 

Taux de 
précipitation  

CaCO3 
0.75mMca2+/
h/109cellules 

Stocks-Fisher et 
al., 1999 

100 NR pH = 5.7 
130 NR pH = 6.7 

18.54
0 NR 

ND 
pH = 7.7 

Larson et 
Kalli,1953 

15 mmole /min/D.O* pH = 9.2 
29 mmole /min/D.O* ND 

Wiffing, 2003 

18 
0.2 mS/min - 2.2 

mMNH4
+/min 

ND 
ND 

Whiffing et al., 
2006 

235 ± 
20 

1960 ± 250 U/ml 
(0.980mMurée/min/ml) 

enzyme libre 

315± 
25 

1740 ± 185 U/ml 
(0.87mmoleurée/min/m

l) 
enzyme fixée 

Immobilisation sur Ca2+ 
poly gluconate 

pH =8 Curli et al., 1999 

S. pasteurii 
 

722.6 ND ND 
En milieu de 
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Kantzas et al., 

1992 
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membrane lipidique par diffusion simple (Rebel., et al 1996) pour atteindre l’enzyme 
intracellulaire (Mobley et Haussenger, 1989, Mobley et al., 1995). L’uréase présente une 
activité enzymatique de type Michaëlis Menten (Mobley et al., 1995) dont certaines 
constantes, Km et Vmax, sont présentées dans le Tableau n°2. 
 
 

2. La structure de l’uréase chez S. pasteurii. 
 

 Il existe de nombreux êtres vivants présentant une activité uréolytique. Alors que les 
uréases de champignons ou de plantes sont des protéines formées d’une seule unité de poids 
moléculaire 90 kDa (Kilo Dalton), les uréases bactériennes sont des protéines complexes 
formées de deux ou trois sous-unités. De nombreuses espèces de bactéries fabriquent des 
uréases aussi bien dans le genre Bacillus (Bornside et Kallio, 1956) que dans d’autres genres. 
A ce jour 73 espèces de bactéries sont recensées dont les plus connues sont Bacillus pasteurii 
(Sporosarcina pasteurii), Helicobacter pylori qui a été découvert dans l’estomac humain en 
1982 (Marshall, 1983 ; Marshall et Warren, 1984).  
 L’uréase de Bacillus pasteurii a été purifiée pour la première fois en 1954 (Larson et  
Kallio , 1954). Sa structure moléculaire et la localisation des atomes de nickel ont été 
précisées plus récemment (Christians et Kaltwasser, 1986) ainsi que le poids moléculaire de 
ses sous unités (Benini et al., 1986). La structure tridimensionnelle d’une enzyme s’établit 
par des techniques de cristallographie et de diffraction aux rayons X. Elle a été ainsi 
déterminée avec précision pour Klebsiella aerogenes (Jabri et al., 1995) et pour Sporosarcina 
pasteurii (Benini et al., 1999). L’uréase chez Sporosarcina pasteurii, est composée de 3 sous 
unités � , � , � , respectivement de poids moléculaires 11, 11.3 et 61.4 kDa. Ces sous-unités 
s’associent en trimère � , � , �  donnant ainsi un hétéro polymère (��� )3 (Mobley et al., 1995). 
Les sous unités �  ont une position centrale dans l’enzyme. Les sous-unités �  sont localisées 
sur les parties externes du trimère. Enfin les sous-unités �  se fixent sur les deux unités (�� ) 
notamment sur la partie supérieure des unités �  favorisant  ainsi la structure en trimère noté 
(��� )3 (Benini et al., 1999). Ce sont les sous-unités �  qui sont au contact du site catalytique 
de l’uréase. Le site actif de l’uréase possède deux atomes de nickel. Le nickel est un métal 
qui réagit avec l’hydrogène et le monoxyde de carbone, permettant des réactions 
d’hydrogénation et de carbonylation (Hausinger, 1987).  
 Par rapport à d’autres cations divalents tels que le zinc (Grossoehme et al., 2007 ; 
Stola et al., 2006), les ions nickel ont plus d’affinité pour le groupe NH2 de l’urée car ils sont 
très électrophiles et possèdent jusqu’à quatre états d’oxydation possibles (0 à + 4). Ce métal 
est capable de former six liaisons de coordination, ce qui lui donne un avantage certain dans 
les processus de formation et de stabilisation des liaisons entre l’urée et l’enzyme. En effet, 
l’urée est considérée comme une base faible au sens de Lewis avec ses groupes NH2. 
 
 

 2.1. L’assemblage et l’activation de l’uréase chez S. pasteurii. 
 
 L’uréase composée de ces trois sous unités (UreA, UreB et UreC) s’assemble en 
trimère pour constituer une structure quaternaire inactive (apo - uréase). La biogenèse de 
l’enzyme active se réalise grâce au concours de protéines auxiliaires (Ure D, E, F et G). 
L’incorporation de deux ions nickel dans chaque sous unités �  de l’uréase est un pré requis 
pour l’activation de l’apo enzyme (Mulrooney et Hausinger, 2003 ; Benini et al., 1999). 
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2.1.1. Le rôle des protéines auxiliaires. 
 
 L’activation de la formation de l’apoenzyme nécessite l’intervention des protéines 
accessoires (UreD, UreF, UreG) responsables du complexe Ure-DFG-uréase (enzyme 
inactive). Chaque protéine accessoire participe à l’intégration des ions nickel à l’intérieur de 
chaque trimère (UreA, UreB, UreC).  En effet, l’UreF régule l’activité GTPase de la protéine 
UreG. UreF possède un rôle de protéine chaperonne et facilite l’insertion du nickel dans 
l’apo protéine au niveau du site actif (Zambelli et al., 2005 ; Salomone-Stagni et al., 2007). 
L’hydrolyse de la molécule de GTP (guanine triphosphate) libère de l’énergie qui, permet 
l’incorporation des ions nickel par UreE dans l’enzyme (Remaut et al., 2001 ; Mulrooney et 
Hausinger, 2003 ; Salomone-Stagni et al., 2007). Ceci semble accéléré en présence de 
dioxyde de carbone. Il s’en suit une libération des protéines accessoires Ure-DFG, du 
transporteur UreE et d’une molécule de GDP (guanine diphosphate) (Mobley, 1995). 
Chacune de ces protéines va recommencer un cycle d’assistance à l’activation de l’apo-
uréase en holoprotéine (Figure n°8). 
 

 
 

Figure n°8 : Schéma représentant les phases de maturation de l’uréase et son  
fonctionnement dans la cellule chez S. pasteurii. 
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2.1.2. Le rôle clé de la protéine auxiliaire UreE. 
 
 Ainsi d’après de nombreux auteurs (Mobley et,al., 1995 ; Remaut et al., 2001 ; 

Mulrooney et Hausinger, 2003 ; Won et al., 2004 ; Stola et al., 2006), l’Ure-E est une 
protéine homodimérique de type métallo-chaperonne qui possède une forte affinité pour le 
nickel. Cette affinité est due en grande partie à la présence de séquences d’histidines très 
conservées en position C-terminale dans chacun des monomères. Deux modèles de fixation 
du nickel ont été explorés pour expliquer la structure tridimensionnelle de l’UreE et de 
l’identification des histidines impliquées dans la chélation (Remaut et al., 2001 ; Won et al., 
2004 ; Stola et al., 2006). Chez Sporosarcina pasteurii, l’UreE chélate deux ions nickel et 
permet leur incorporation dans le complexe inactif qu’est l’apo–uréase couplée aux protéines 
auxiliaires (Ure-ABC –UreDFG). La seconde conséquence de l’induction de la synthèse de 
l’UreE est l’apparition d’un pool de nickel intracellulaire. 
 

 2.2. Le mécanisme de l’hydrolyse de l’urée au niveau du site catalytique. 
 
 Le site catalytique de l’uréase chez S.pasteurii, appelé aussi sphère de coordination, 
est formé par les deux ions nickel,  un pont hydroxyde les liant entre eux et un autre pont 
formé avec le groupe carboxylate d’une lysine carbamylisée. La cavité du site actif renferme 
quatre molécules d’eau (Benini et al., 1999). Cette forme particulière de la lysine permet la 
liaison des deux atomes de nickel du site actif avec son groupe carboxylique (Benini et al., 
1999). L’atome de nickel est de plus lié par deux histidines, His� 249 et His� 275  et une 
molécule d’eau. Le second atome de nickel est lui, en liaison avec deux histidines His� 137, 
His� 139, un acide aspartique Asp �  363  et une molécule d’eau (Benini et al., 1999). Le modèle 
développé par cet auteur montre le rôle fondamental des molécules d’eau dans les 
mécanismes réactionnels. Elles favorisent une activité optimale du site actif à pH 8 et 
diminue la barrière énergétique à 19Kcal/mol. De plus, les quatre molécules d’eau observées 
(W(1), W(2), W(3) et W(4)) dans le site actif au voisinage des deux ions nickel, facilitent le 
positionnement de l’urée dans la cavité catalytique. En effet, lorsque l’urée rentre dans le site 
catalytique, elle remplace les molécules d’eau  W(1), W(2) et W(3). La quatrième molécule 
d’eau, se maintient en place pour conserver le pont hydroxyde entre les deux atomes de 
nickel. Cette fonction hydroxyde joue donc un rôle essentiel dans le processus de  catalyse de 
l’urée. 
 

3. L’organisation des gènes codant pour la synthèse de l’uréase chez S. 
pasteurii. 

 
Généralement les gènes codant pour l’uréase et ses protéines accessoires sont réunis 

en cluster ou opéron. Celui-ci comporte des gènes de régulation, des gènes de structure 
(ureABC)  et des gènes accessoires (ureEFGD). Leur transcription peut être induite ou 
réprimée en bloc par le gène de régulation ureR qui est présent chez à peu près toutes les 
bactéries uréolytiques (Mobley et al., 1995). Chez S. pasteurii l’organisation est de même 
type. L’opéron a une longueur de 11 kb (Mobley et al., 1995 ; Zambelli et al., 2005, 
Mulrooney et Hausinger, 2003 ; Salomone-Stagni et al., 2007 ; Swiss prot, 2008). 
Cependant, chez ce micro organisme il n’a pas été identifié ni de gène de régulation ureR ni 
de plasmide. La même chose existe chez d’autres micro-organismes tels que K. aerogenes et 
B. subtilis. La transcription des gènes de l’uréase s’accomplit à l’aide d’une polymérase mais 
le ou les différents facteurs sigma responsables de la fixation sur les sites promoteurs n’ont 
pas été encore identifiés chez S. pasteurii. La littérature n’apporte pas non plus de données 
sur l’importance du turn-over de l’uréase en fonction de l’état physiologique de la bactérie. 
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4. La régulation de l’opéron uréase chez S. pasteurii. 
 

Certains auteurs (Morsdorf et Kaltwasser 1989 ; Mobley et al., 1995), considèrent que 
la synthèse de l’uréase est indépendante des facteurs environnementaux. Son expression est 
alors dite constitutive chez S. pasteurii. Néanmoins, d’autres auteurs suggèrent au contraire 
qu’elle serait inductible, notamment, lorsque les conditions environnementales sont éloignées 
des conditions optimales de croissance (Chia et al., 2001) ; alors, une augmentation de 
l’activité enzymatique spécifique pourrait s’opérer. C’est le cas lorsque le pH est 
artificiellement maintenu autour du pH 8, c'est-à-dire une unité pH en dessous de son 
optimum de croissance qui est à 9, et l’activité enzymatique spécifique augmente au cours de 
la culture. 

Par ailleurs, l’ajout de faibles concentrations d’urée (20 mM soit 1.2 g/l) ou 40 mM 
(2.14g/l) de NH4Cl semble jouer également un rôle inducteur pour la synthèse de l’uréase. 
(Morsdorf et kaltwesser, 1989 ). Ces auteurs suggérèrent néanmoins que la synthèse de 
l’uréase n’est pas uniquement régulée en fonction de la disponibilité en azote dans son micro-
environnent. D’autre part, l’ajout de faibles concentrations d’ions nickel jusqu’à 100 µM 
(soit 6 mg/l) améliore sensiblement l’activité enzymatique (Bachmeier et al., 2002). Ceci 
semble indiquer l’existence d’une régulation plus sophistiquée. 

 
5. L’inter régulation entre l’opéron nik et l’opéron uréase. 

 
5.1. Structure de la protéine chaperonne UreE. 

 
Le transport et l’incorporation de deux ions Ni2+ dans chaque sous unité UreABC par 

la  protéine métallo chaperonne UreE sont des étapes primordiales dans l’activation  de 
l’enzyme. Les recherches semblent montrer que la protéine UreE a un mécanisme de 
complexation du nickel proche de celui décrit dans le cas de la sous-unités �  de l’uréase. En 
effet, les ions nickel sont complexés avec deux  histidines permettant de réaliser 4 liaisons 
O/N par acide aminé. Deux autres études de (Stola et al., 2006 ; Grossoehme et al., 2007) 
confirment l’affinité de cette métalloprotéine pour les cations tels que Zn 2+, Cu 2+ et Ni 2+ 
mais ne tranchent pas sur la façon dont les ions nickel sont incorporés dans la protéine UreE.  

L’activation de la synthèse de l’UreE se réalise en présence d’ion nickel et elle est 
sous le contrôle de la protéine NikR. Celle-ci est sensible à la présence intracellulaire des 
ions nickel, et assure donc un rôle indirect de régulation sur la synthèse de l’UreE  
(Mulrooney et Hassinger, 2003). 
   

5.2.  Structure et régulation des gènes Ni. 
 

La synthèse de la protéine NikR est sous le contrôle de l’opéron l’opéron nik. La 
synthèse d’Ure-E nécessite donc l’activation de celui-ci (Mulrooney et al., 2003). Cet opéron 
contient les gènes structuraux nikABCDE codant pour un système de transporteur 
membranaire actif spécifique pour le nickel et ils sont sous le contrôle d’un gène de 
régulation nikR situé en aval de nikE. Le gène nikR est lui contrôlé par deux promoteurs. Le 
premier est une protéine spécifique de régulation FnR qui intervient dans l’adaptation 
physiologique de la respiration lors du passage aérobie à des conditions anaérobies. Cette 
protéine se lie à l’ADN en amont du gène nikR sur la séquence d’adhésion de la protéine 
NikR et réprime l’expression de l’ensemble de l’opéron. Le second est situé également en 
amont du gène de régulation et ne permet qu’une faible expression du produit de ce gène. La 
protéine NikR a un facteur de transcription de type hélice-coude hélice. Elle possède une 
séquence d’acides aminés située en position N- terminale responsable de la fixation sur 
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l’ADN en présence d’ion nickel. La particularité de cette protéine c’est de posséder deux 
sites de chélation du nickel avec des affinités différentes position C-terminale. 
 Ainsi lorsque la quantité d’ion Ni est suffisante pour occuper le site de forte affinité, cela 
provoque un changement de conformation qui améliore l’accrochage de cette protéine à 
l’ADN au niveau de sa séquence de régulation. Ceci conduit à une  très forte expression de 
l’opéron nikABCDE.  Par contre la fixation sur le site de plus faible affinité conduit vers une 
répression. Cela arrive  lorsque la concentration en ion nickel est  trop élevée dans la cellule. 
L’expression de l’opéron nik contrôlée positivement par la protéine NikR, présente de fortes 
similitudes de fonctionnalité avec une autre métalloprotéine de régulation, Fur. Cette dernière 
intervient dans la régulation et le transport du fer dans les cellules (Eitinger et Mandrand-
Berthelot, 2000).  

Ainsi, les conditions environnementales semblent jouer un rôle direct sur l’activité 
enzymatique uréasique de S. pasteurii. Cette activité subit néanmoins une régulation 
complexe qui pourrait expliquer une synthèse de l’enzyme de type constitutive. 
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IV. LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR LA REGULATI ON DE LA 
SYNTHESE DE L’UREASE. 
 
  Les micro-organismes de l’environnement vivent une alternance de longues 
périodes de disette et de courts moments d’abondance. En période d’abondance, les bactéries 
identifient les sources de carbone et d’azote les plus favorables pour leur croissance. Ces 
préférences nutritives sont très finement régulées. Elles sont dues à des systèmes sophistiqués 
de régulation métabolique qui sont le produit d’une pression évolutive exercée dans chaque 
niche écologique. Cette multitude d’habitats a permis de développer une grande diversité de 
régulations métaboliques et l’apparition de nombreuses voies dont celle de l’assimilation de 
l’azote. La régulation d’une enzyme clé de l’entrée de l’azote telle que l’uréase en est la 
parfaite illustration. 
 

L’uréase est une enzyme de type hydrolase E.C (3.5.15) qui est capable d’hydrolyser 
l’urée pour donner de l’ammonium et de l’acide carbonique. Sa fonction de catalyse permet 
d’accélérer la réaction d’hydrolyse de l’urée d’un facteur de 10 14  par rapport à une réaction 
abiotique spontanée.  

 
Dans le cycle de l’azote, l’uréase est la dernière étape de la minéralisation. Cette 

enzyme est très répandue dans le monde bactérien. Elle est synthétisée à partir d’un opéron 
qui regroupe les gènes de structure (ureA, ureB, ureC), les gènes accessoires (ureE, ureF, 
ureG, ureH et ureI) et le gène de régulation (ureR) (Collins et al., 1993).  

 
Certains gènes de l’opéron uréase peuvent manquer. Ainsi chez P. mirabilis la totalité 

des gènes de l’opéron sont présents, mais chez S. pasteurii le gène de régulation ureR a été 
perdu. Le monde microbien offre 5 modes différents et identifiés de régulation de la synthèse 
de l’uréase. Ils sont représentés dans le Tableau n°3. 

 
Tableau n°3 : Les mécanismes identifiés de la régulation de l’uréase dans le monde 

microbien. 

 

Type de régulation Mécanismes de régulation 

Système global de 
régulation 

L’expression de la transcription est régulée par l’azote chez K. pneumoniae 
(Collins et al., 1993) et chez B. subtilis par la carence en azote (Atkinson et 
Fisher, 1991). 

Constitutive  
 

L’expression de la synthèse de l’uréase chez S. pasteurii est constitutive 
c’est-à-dire indépendante des conditions environnementales (Morsdorf et 
Kaltwasser, 1989). 

Induction par l’urée La transcription de l’uréase peut être induite par l’urée sur la protéine de 
régulation Ure-R (D’Orazio et Collins, 1993 ; Mobley et al., 1995). 

Induction par le pH 
La synthèse de l’uréase  est inductible par un abaissement  ou variation du 
pH du milieu de culture chez H. pylorii et S. pasteurii (Chia et al., 2003» ; 
Ranganathan et al., 2006). 

Induction par le 
nickel 

Cet ion est indispensable  pour l’activation  de la métallo- enzyme uréase 
(Vliet et al., 2002 ; Hausinger, 2003) 
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1. La régulation  par le pH. 
 
   De nombreux micro-organismes comme S. salvivarus, H. pylorii ou P. 
mirabilis ont une synthèse de l’uréase induite par des variations du pH extracellulaire. Les 
pH acides stimulent l’expression des gènes de l’uréase en activant l’expression du gène UreI 
au niveau du promoteur PureI. Ce gène permet de synthétiser une protéine transmembranaire 
(UreI) pour former un canal ionique urée/H+ (Skouloubris et al., 1998 ; Guo et al., 2007). De 
plus, différents niveaux de synthèse de la protéine UreI peuvent être obtenus par variations 
de l’acidité du milieu mais également par la disponibilité de la source de carbone. Mais, cette 
synthèse est totalement réprimée à pH neutre (Chen et al., 2003 ). 
 

Helicobacter pylori, un micro-organisme pour qui la synthèse de l’uréase est 
nécessaire à la neutralisation des sucs gastriques, possède également le gène UreI en amont 
du gène UreE. Il a été montré que les deux gènes UreI et UreE sont co-transcrits dans le 
même sens. Ces gènes sont finement régulés comme chez S. salvivarus  car tout excès d’urée 
et d’uréase produiraient une alcalinisation toxique. Selon Chen et al. (2002), l’activation de 
la transcription se réalise à l’aide du facteur � 70, un facteur qui intervient en période de 
croissance mais également en période de stress. Néanmoins, l’auteur suggère que l’hypothèse 
de la synthèse de l’uréase induite par simple variation du pH n’est pas suffisante pour 
expliquer tous les cas de figures. Il propose l’intervention d’un système de régulation plus 
global. Ce point de vue a également été adopté par Cussac et al., (1992) et semble se 
confirmer par l’identification du rôle clé de la glutamine synthétase (GS) chez H. pylorii 
(Garner et al., 1998). Plus récemment l’induction de la transcription par le nickel de l’uréase 
a été identifiée chez ce même micro-organisme via la protéine régulatrice NirkR (Vliet et al., 
2002 ; Vliet et al., 2004). 

Chia et al., (2003), notent également l’effet stimulant de l’acidification du milieu sur 
la synthèse de l’uréase chez S. pasteurii. En effet, une baisse du pH d’une unité pH provoque 
une augmentation de près de 50 % de l’activité enzymatique spécifique. Cependant, les 
mécanismes de cette régulation restent méconnus d’autant que S. pasteurii ne possède pas de 
gène ureI. 

 
Le pH joue donc un rôle important dans l’activation de la synthèse de l’uréase  et plus 

particulièrement dans certaines niches écologiques (Helicobacter pylori dans l’estomac). 
Cette activation est possible grâce à la présence permanente d’urée qui, soit est produite au 
niveau salivaire, soit diffuse à partir des muqueuses de la paroi des intestins. L’urée dégradée 
permet de créer un micro environnement autour de la bactérie qui devient protecteur et 
propice à sa croissance, grâce à la fabrication d’une nouvelle source d’ammonium qu’elle 
délivre. Le pool d’azote jouerait alors un rôle nouveau et non négligeable dans la régulation 
de l’uréase. 
 
 

 2. La régulation  par l’urée. 
 

La régulation de l’uréase par l’urée a été observée chez P. mirabilis. Chez ce micro-
organisme, l’augmentation de l’activité enzymatique, en présence d’urée, varie d’un facteur 
de 5 à 25 par rapport aux témoins. Cette induction est spécifique à l’urée et non pas aux 
analogues structuraux. Cette stimulation est conduite par un facteur de transcription positifs 
de 34 Kda appelé UreR. Il appartient à la famille des facteurs positifs de transcription de type 
hélice-coude-hélice tels que AraC, AppY, EnvY et le rhamnose (Nicholson et al., 1993 ; 
Mobley et Haussenger, 1995). 
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  Chez les Enterobacteriaceae, l’uréase est inductible par l’urée via la 
transcription du gène UreR qui synthétise la protéine régulatrice UreR. Ce facteur se fixe sur 
une séquence d’ADN en amont du gène UreD pour permettre sa synthèse. Ce mécanisme de 
fixation s’explique d’une part par la présence d’acides aminés tels que la leucine en position 
C-terminale de la protéine (D'Orazio et al., 1993 ; Poore et al., 2001) et celles de molécules 
d’urée. En effet, l’urée favorise l’activation de la transcription sur les séquences de 
promoteur UrepR et UrepD (D'Orazio et al., 1995) ; elle empêche la fixation des protéines 
répressives (H-NS) dans la région inter génique des gènes UreD et UreR. Cette région 
renferme une séquence répétitive d’adénine appelée poly (A) track qui en absence d’urée, 
favorise la formation d’une structure secondaire d’ADN à l’aide des protéines H-NS et donc 
la répression de la transcription de l’uréase. 
 
 3. La régulation  de l’uréase par le pool azoté chez les Entérobactéries. 
 

L’ammonium chez les bactéries est la source préférée d’azote, elle est facilement 
intégrée dans le métabolisme et permet de soutenir une croissance rapide. Les gènes non 
actifs dans cette assimilation, comme la glutamine synthétase, seront réprimés (Merrick et 
al., 1995). La régulation de l’uréase peut être contrôlée par le pool azoté de la cellule. Il 
existe deux systèmes de régulations connus. Le premier concerne la régulation chez les 
Enterobactériaceae, le second est représenté par B. subtilis pour les bactéries Gram (+). 
 

Ce premier système de régulation dû au pool azoté Ntr (Nitrogen regulatory system) a 
été identifié lorsque des bactéries appartenant aux genres Klebsiella, Escherichia, Salmonella  
ont été placées dans des milieux riches en substrats carbonés, mais en présence d’une source 
d’azote facilement assimilable tel que l’ion NH4

+. Dans ces conditions, elles n’ont pas 
synthétisé d’uréase. Cependant, lorsque les milieux deviennent carencés en azote avec encore 
de faibles concentrations en acides aminés tels que la proline, l’arginine ou l’histidine, la 
synthèse de l’uréase se trouve activée (Mobley et Haussenger, 1995). Ceci suggère aux 
auteurs l’existence d’une voie plus complexe de régulation pour la synthèse de l’uréase. En 
effet, l’assimilation des composants azotés peut-être divisée en deux voies métaboliques. La 
première consiste en une assimilation de l’azote extracellulaire. Elle passe par l’expression 
des enzymes  telles que la GS (glutamine synthétase), la glutamate dehydrogénase (GDH) et 
d’autres enzymes responsables du catabolisme de l’azote. La seconde voie d’assimilation est 
intracellulaire et se fait à partir des molécules organiques. Ces deux voies dépendent de 
l’organisme étudié, de la nature et de la quantité d’azote présente dans la cellule. 
 

 Ce système de régulation dû à l’azote repose sur 4 enzymes. Il permet, en fonction du 
besoin de la cellule, d’assimiler l’azote extracellulaire et intracellulaire. La première enzyme 
est l’uridyl transférase (UTase/UR) qui est codée par le gène glnD. Cette enzyme permet de 
phosphoryler une protéine PII codée par un gène glnB en PII-UMP. Ces deux molécules sont 
les principales responsables de la perception de l’azote intracellulaire par l’intermédiaire du 
ratio glutamine - 2 cétoglutarate.  

Lorsque l’azote n’est pas en concentration limitante, l’enzyme (UTase /UR) va 
déuridyser la protéine PII pour permettre l’adénylation par l’ATPase de la glutamine 
synthétase (GS) en GS-AMP codée par le gène glnA. Cette enzyme se trouve alors inactivée. 
Ainsi l’enzyme UTase/UR et PII agissent comme des identifiants de l’azote intracellulaire. 
Le gène glnA de la GS appartient à l’opéron glnAmtrBC qui code pour NtrC et NrtB. Ces 
deux protéines interviennent directement dans le système de régulation de l’azote. Lorsque le 
pool azoté diminue, le déuridalysation de PII cesse, ce qui permet à cette dernière d’activer 
une enzyme NtrB (NR2) codé par le gène GlnL. La diminution de l’azote intracellulaire passe 
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par la diminution du donneur d’azote, c'est-à-dire la glutamine. Ceci provoque la 
phosphorylation de NtrC et l’induction de la transcription de nombreux gènes tels que 
l’opéron uréase.  

 
Les promoteurs azote-dépendant responsables de la synthèse de l’uréase se situent en 

amont du codon start du gène UreD. Cette zone a été identifiée comme susceptible de se lier 
aux facteurs �  A et �  70. D’autres protéines telles que NAC, interviennent dans la régulation 
de l’uréase. Elle fait partie de la famille des Lys R, régulateurs positifs de type hélice coude 
hélice, exprimés par un promoteur à l’aide du facteur sigma 54. Cette protéine est sous le 
contrôle du système Ntr et s’associe avec le facteur sigma (� 70) pour favoriser son accroche 
sur les promoteurs sigma (� 70) dépendants des gènes du système Ntr. Ainsi le facteur NAC 
est capable de s’associer sur une séquence légèrement en amont du gène UreD chez K. 
pneumoniae, P. aeruginosa (Merrick et al., 1995) ce qui permet des niveaux plus élevés de 
synthèse d’uréase.  
 
 

4. La régulation  de l’uréase chez les bactéries Gram (+), le modèle de B. 
subtilis. 

 
Le modèle trouvé chez B. subtilis présente un grand intérêt, car cette bactérie est 

taxonomiquement très voisine de S. pasteurii.  
 
 

4.1. L’implication du pool de carbone cellulaire. 
 

L’activité de la cellule est gérée par les voies métaboliques de la glycolyse, du cycle 
des pentoses phosphates, du cycle de Krebs et du cycle 2-oxoglutarate-glutamate-glutamine. 
Ces trois cycles du métabolisme sont contrôlés par des protéines régulatrices. En effet, en 
fonction de la composition du milieu de culture et de l’état physiologique de la cellule, trois 
protéines vont intervenir : CcpA, CodY et TnrA. Ces protéines de régulation globale sont 
capables de contrôler l’expression de nombreux gènes et opérons à partir de signaux 
spécifiques intracellulaires et environnementaux. Par exemple, la protéine CcpA active de 
manière directe ou indirecte de nombreux gènes du métabolisme carboné notamment dans la 
glycolyse. Un contrôle plus global est accompli par la protéine CodY. Elle présente une 
action directe sur de nombreux gènes du métabolisme carboné et azoté, mais également sur 
les gènes responsables du transport, de la sporulation et de l’acquisition de la compétence. La 
protéine CodY est très fréquente chez les bactéries gram (+) à faible GC  % (Sonenshein , 
2007), et c’est le cas pour S. pasteurii qui a un GC % de 39 (Yoon et al., 2001). La protéine 
CodY intervient de manière très active en se liant à l’ADN, cette fixation est facilitée 
lorsqu’il y a présence de GTP et/ou de petites chaines d’acides aminés (BCAA). Quant à la 
protéine TnrA, son action est indirecte auprès des gènes responsables du métabolisme azoté 
notamment sur l’activation de la transcription de l’uréase en condition de stress azoté. Chez 
B.subtilis, la synthèse de l’uréase est intégrée dans la régulation du métabolisme azoté et 
carbonaté. Son fonctionnement est étroitement contrôlé par le besoin global énergétique 
(GTP) et nutritif (BCAA) de la cellule (Fisher et al., 1999 ; Sonenshein, 2007). 
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4.2. L’implication du cycle de la glycolyse. 

 
 Lorsque la cellule est en excès de glucose, S. subtilis va le dégrader 

préférentiellement jusqu’au pyruvate et à l’acétyl-CoA. Le flux de carbone est ensuite dirigé 
vers la synthèse de produits tels que l’acétate, le lactate et l’acétoïne. Ces métabolites sont 
rejetés en dehors de la cellule dans le micro environnement. Les enzymes responsables de la 
fabrication de ces produits de fermentation sont stimulées par l’action de CcpA et CodY dans 
un premier temps. En effet, plus le pool d’énergie chimique intracellulaire GTP est 
important, moins il est nécessaire de produire de l’énergie chimique. De la même manière, 
les BCAAs permettent à la protéine régulatrice Cody d’évaluer l’état du pool  intracellulaire 
en acides aminés. L’ensemble de ces informations conduisent à l’activation des voies de 
fermentation. Une fois le glucose disparu dans le milieu, les enzymes (lactate 
déshydrogénase, l’acétate kinase et acétoïnase) vont être deréprimées pour permettre aux 
métabolites de réintégrer la cellule pour poursuivre le cycle complet d’oxydation. Cette levée 
d’inhibition est activée par ces mêmes protéines de régulation et leurs interactions avec GTP, 
BCAA et FBP.  

 
 

4.3. L’implication du cycle de Krebs. 
 

Le cycle de Krebs possède également son propre système de contrôle, activé et régulé 
par les mêmes protéines régulatrices (CcpA, CcpC et CodY). Ainsi, la production d’acides 
tricarboxyliques (TCA) produit par le cycle de Krebs est réprimée en phase de croissance 
lorsque le milieu de culture est riche en substrats carbonés. Ce sont en effet, des cascades de 
réactions complexes qui s’opèrent, lorsqu’il y a accumulation de GTP, d’isoleucine ou bien 
de valine dans la cellule.  

La concentration de ces acides aminés (Valine, isoleucine) diminue lorsque la bactérie 
se trouve dans un environnement nutritionnel plus pauvre, par exemple en fin de phase 
exponentielle et au début de la phase stationnaire. A ce moment, l’AbrB, une autre protéine 
spécifique de régulation entre en action. Elle réprime l’expression de nombreux gènes et par 
contre stimule l’action de TnrA. Ceci permet l’activation de gènes ayant un rôle dans le 
métabolisme azoté (Sonenshein, 2007). C’est notamment le cas pour les gènes de l’opéron 
UreABC (Fisher et al., 1999). 

 
 

4.4. La régulation à l’intersection des métabolismes carbone et azote. 
 

La protéine de régulation globale, TnrA, agit sur de nombreuses enzymes au niveau 
du carrefour métabolique carbone - azote. Cette intersection métabolique est représentée par 
trois enzymes : 
1. la glutamate synthétase (GOGAT) qui permet la formation de glutamate à partir 
2-cétoglutarate et de l’ammonium,  
2. la glutamine synthétase (GS) qui autorise la synthèse d’un autre acide aminé, la 
glutamine, elle-même, synthétisée à partir du glutamate et de l’ammonium,  
3. la glutamate déshydrogénase (GDH) qui produit du glutamate à partir du 2-
cétoglutarate et du NH4

+.  
 

Sont là représentées les principales voies biochimiques de l’assimilation de l’azote 
sous sa forme réduite dans la cellule. Le glutamate et la glutamine sont des acides aminés 
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clés, car ils sont donneurs de groupements amines dans les réactions de transamination. 
Quant au 2-cétoglutarate, c’est un produit intermédiaire du cycle de Krebs qui est aussi à 
l’intersection  du métabolisme carbone – azote. Ce métabolite sert de squelette carboné à de 
nombreux autres acides aminés. Il permet de renseigner la cellule sur le niveau de son pool 
azoté.   

L’entrée de l’ammonium chez S. pasteurii se réalise par une diffusion sous sa forme 
ammoniacale. Il intègre le métabolisme obligatoirement via la glutamate déshydrogénase 
(GDH), en effet, les enzymes GOGAT et GS n’ont pas été détectées chez S. pasteurii 
(Morsdorf et al., 1989). Chez B. subtilis, la protéine régulatrice TnrA réprime l’activité 
enzymatique de GOGAT et GS. Cette inhibition de la synthèse s’opère en particulier lorsque 
les cellules tentent de croître sur un substrat azoté difficilement métabolisable. En contre 
partie, la TnrA active d’autres gènes tels que la nitrate réductase avec nasBC , NasDEF et les 
gènes ureABC (Fisher et al., 1999 ; Sonenshein, 2007). Cette stratégie permet à la souche de 
garder l’accès à une source d’azote. Cette régulation positive est stoppée lorsque la teneur en 
glutamine intracellulaire est suffisante, car la glutamine est l’acide aminé par excellence 
donneur de groupes amines. L’état de son pool renseigne la protéine CodY sur le besoin de la 
cellule en source azoté. Elle inhibe la GOGAT et la GS lorsque les conditions de culture sont 
riches. Cette répression pourrait expliquer l’absence de GS et de GOGAT chez S. pasteurii 
(Morsdorf et Kaltwasser,1989).  
 

Lorsqu’il y a appauvrissement de la source de carbone notamment du glucose, 
l’enzyme (GDH) régulée par une protéine régulatrice spécifique, RocR, permet de convertir 
le glutamate en 2-oxoglutarate ce qui autorise alors la synthèse de nombreux acides aminés. 
Or, le gène rocG (GDH) qui est situé en amont de l’opéron rocABC, est impliqué dans le 
métabolisme de l’ornithine et de la proline. Il est, par ailleurs, co-régulé par l’opéron rocABC 
en une action commune de RocR et de l’ornithine. Deux promoteurs permettent la régulation 
de ces opérons. Le premier qui est en amont du gène roc A et en aval de roc G, nécessite la 
présence de la protéine RocR et de l’ornithine pour assurer une forte transcription et une 
inhibition de la glutamate synthétase (GS). Par contre lorsque l’ornithine est absente, le 
second promoteur qui est en amont du gène rocG, permet d’assurer la transcription du gène 
Roc G, mais elle est faible et de type constitutif. 
 

 La seconde régulation de l’entrée de l’azote dans la cellule intervient dans des 
conditions de milieu riche avec présence de glucose. La source carbonée permet la synthèse 
du pool de FBP. Ce métabolite prévient la protéine régulatrice CcpA qu’il y a un stock 
suffisant de molécules carbonées. Cette dernière va alors inhiber l’action de RocR en 
réprimant l’expression du gène RocR. L’inhibition de cette enzyme empêche la formation du 
2-oxoglutarate et d’autres acides aminés, car ils sont des sources alternatives de carbone et 
d’azote (Sonenshein, 2007).  

 
 

4.5. La carence azotée et la régulation de l’uréase. 
 

 Lorsque les conditions de culture sont toujours satisfaisantes, la protéine régulatrice 
CodY est également associée à la régulation globale de l’azote dans la cellule. Elle a été 
identifiée comme ayant une action de répression sur l’expression des gènes du métabolisme 
azoté (BACC, histidine, arginine), sur les transporteurs d’acides aminés, peptides, sucres et 
sur le gène ureABC (Sonenshein, 2007). Cette protéine gère aussi l’excès de glucose en 
activant les voies métaboliques de décongestion  c'est-à-dire, les voies de la fermentation et 
de la synthèse de la guanine. La répression elle, concerne l’assimilation des acides aminés ou 
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plus exactement une sélection des acides aminés nécessaires au cours de la croissance. En 
effet, lorsque les milieux de culture sont riches, la cellule par l’intermédiaire de CodY va 
effectuer un choix d’assimilation des acides animés. Ainsi durant la phase de croissance 
exponentielle l’arginine, la glycine et la proline sont privilégiées. La phase stationnaire 
favorise elle, l’assimilation de l’isoleucine, de la thréonine et de la valine (Fisher et al., 
1999). 
 

 En synthèse, la clé de la régulation entre les différentes voies métaboliques repose 
sur la notion de pools de métabolites ou d’énergie (GTP). Ils indiquent l’état physiologique 
de la cellule. Le pool des acides aminés peut être représenté par des petites chaines d’acides 
aminés appelé BCAAs. Elles sont codées par 4 gènes IlvA, IlvD, IlvBHI et LeuABCD et 
régulées de la manière suivante :  
1.  CodY inhibe IlvA, 
2. CodY et CcpA travaillent ensemble pour réprimer ou activer les gènes 
responsables 
 des enzymes clés lors d’un excès de carbone, 
3. CodY et CcpA  travaillent de manière antagoniste quant à la biosynthèse de 
BCAAs, 
4. TnrA est inhibée dans le cas d’un excès de carbone et active en cas de 
carence d’azote.  
 

La synthèse de BCAA nécessite quatre acides aminés, l’aspartate, la thréonine la 
valine et l’isoleucine. Cette voie de bio synthèse est au carrefour d’autres voies telles que les 
acides �  céto isovalériques qui sont les précurseurs des acides gras, les acides pantothéniques 
et les coenzymes. Ce pool de BCAA est à son maximum lorsque les milieux de culture sont 
riches. Dans ces conditions d’abondance, CodY inhibe la synthèse de BCAAs au niveau du 
gène IlvB, les pools BCAAs, GTP et ATP renforcent l’action de CodY pour favoriser le flux 
de carbone vers le métabolisme de fermentation. Par contre, lorsque la qualité du milieu 
diminue, avec une carence en source d’azote, la synthèse des protéines ne peut plus se 
réaliser convenablement. En effet, au cours de la transcription, l’apparition d’un ARNt sans 
acide aminé, bloque le site A du ribosome. Ce processus enclenche la fixation d’une protéine 
sur le ribosome et provoque la synthèse de pppGpp puis de ppGpp pour finalement bloquer la 
transcription de nombreux gènes. De manière concomitante, le pool énergétique (GTP) 
diminue. L’ensemble de ces processus favorise d’autres voies métaboliques, notamment 
l’induction de la synthèse de l’uréase au niveau du gène UreABC à l’aide de la protéine de 
régulation globale TnrA. Ces mécanismes se déroulent lorsque les conditions deviennent 
défavorables pour la croissance. 
 

En milieu carencé en azote, la synthèse de GlnR est inhibée et sa répression se fait 
donc moins forte sur TnrA. Ceci lui permet de se fixer de nouveau sur les séquences 
spécifiques de régulation TnrA/GlnR qui contrôlent les voies alternatives d’assimilation de 
l’azote, comme le catabolisme des purines. Ce chemin va indirectement stimuler la synthèse 
de l’uréase (Cruz-Ramos, 1997 ; Fisher et al., 1999). De plus, en condition de stress azoté, 
PucR, une protéine de régulation spécifique de la voie catabolique des purines rentre en 
action (Brandenburg et al., 2002). Elle permet la stimulation de la synthèse de l’uréase car, 
les différentes étapes du catabolisme des purines permettent la dégradation de l’alanine vers  
l’urée en passant par l’allantoïne. La dégradation de l’urée nécessite l’activation du gène 
UreABC au niveau du promoteur P3 de ce gène par la protéine régulatrice PucR. Elle permet 
à la cellule de se procurer une source d’azote sous forme d’ammonium. (Schultz, 2001 ; 
Beier, 2002). Le promoteur P3 possède deux séquences TnrA/GlnR box 
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(5’TGTNAN7TNACA-3’) sur lesquelles peuvent se fixer TnrA et la protéine GlnR ; entre 
ces deux séquences, PucR améliore l’accroche du facteur sigma (Guo et al., 2007). Ainsi 
donc, l’expression de la  synthèse de l’uréase est améliorée lors d’une carence en azote, par 
un effet de coopération entre les protéines pucR et TnrA (Brandenburg et al., 2002). Par 
contre, en excès d’azote, l’interaction directe entre TnrA et GlnR empêche toute ouverture 
vers des voies alternatives d’assimilation de l’azote notamment par le biais de l’uréase 
(Schultz et al., 2001 ; Beier et al., 2002).  
  

 Cette régulation positive de l’opéron UreABC via le promoteur P3 est donc 
grandement améliorée durant la fin de phase exponentielle et au début de la phase 
stationnaire lorsque la source d’azote vient à manquer et l’action de GlnR limitée.  
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V.LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR LA CRISTALLOG RAPHIE 
DU CARBONATE DE CALCIUM. 
 
 
 1. La nucléation et la croissance cristalline du carbonate de calcium en 
condition abiotique. 
  
 
 1.1. Considérations générales. 
 

La précipitation  du carbonate de calcium est sous le contrôle de 4 grands facteurs 
physico chimiques : (i) la concentration en ions Ca 2+ dans l’environnement, (ii) la quantité 
de carbone inorganique dissous (DIC), (iii) le pH élevé et (iv) la disponibilité des sites de 
nucléation et leur nature. En effet, la croissance par exemple, d’un cristal de carbonate de 
calcium, est conditionnée d’une part, par  le transport des ions (Ca 2+ et C03 

2-) vers sa 
surface et d’autre part, par les réactions qu’ils peuvent avoir avec elle (adsorption, échanges 
d’ions, convection) (Sigg et al., 2006). Ces mécanismes sont les principaux facteurs 
limitants de la croissance cristalline. Au niveau du transport ionique, il s’établit un 
équilibre d’interface entre le liquide qui apporte les ions et la surface du cristal. 

 La vitesse de croissance est donc directement liée à l’état d’agitation des liquides 
environnant le cristal. Habituellement dans l’environnement, la vitesse de croissance 
cristalline est limitée essentiellement par la vitesse des réactions de surface car elle est 
extrêmement faible. C’est donc, au niveau du réseau cristallin que se déterminent les 
vitesses de fixation ou de dissolution des cristaux. Ces réactions peuvent être quantifiées 
par la mesure de la sursaturation du milieu (	 ) qui obéit à la loi suivante :  

 
où Kso est le produit de solubilité de CaCO3, K1 et K2 les constantes d’acidité de H2CO3 et 
() les activités effectives au temps t [M] (Stumm and Morgan, 1996 ; Sigg et al., 2006). 
 

La vitesse de croissance cristalline dépend de la surface disponible et de la 
concentration des ions concernés. Ainsi, la croissance se fait en couche mononucléaire 
lorsque la sursaturation est faible. Par contre, elle est polynucléaire lorsque la sursaturation 
est élevée ; c’est-à-dire, qu’il y a apparition de nouveaux sites de nucléation avant même 
que la croissance cristalline précédente ne recouvre totalement la surface du cristal.  

 
 

 1.2. La nucléation du carbonate de calcium. 
 

Les sites de nucléation sont des surfaces qui favorisent les liaisons potentielles entre 
les ions calcium et les ions carbonates. Ces surfaces peuvent être des arêtes ou des défauts 
du cristal en croissance ou bien de la matière organique. La première étape de la 
cristallisation du carbonate de calcium est la formation d’un nucléus ou germe. Le nucléus 
est un ensemble de quelques atomes de calcium et de carbonate plus ou moins organisés en 
un réseau cristallin. Dans le cas du carbonate de calcium, il peut se constituer à pression 
atmosphérique et à des températures compatibles avec la vie. La surface peut être 
homogène ou hétérogène selon les conditions dans lesquelles se forment les nucléus. 

(� ) = ((Ca2+)t (CO3
2-)t)/Kso  [n°6] 

 
(� ) = ((Ca2+)t (HCO3

-2)t(H2CO3
-1)t /Kso K1 K2

-1[n°7] 
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Lorsque ceux-ci s’assemblent sur une surface étrangère (de composition différente), elle est 
dite hétérogène. Ce phénomène est très courant dans l’environnement et peut–être initié à 
partir d’une substance organique (Mitchell et Ferris , 2006 ). Par contre, une nucléation 
homogène se produit lorsque la solution est homogène, sans particules, en condition de 
fortes sursaturations (	  = 10).  Ceci est possible lorsque des cristaux de calcite deviennent 
eux même de nouveaux sites de nucléation. La nucléation homogène nécessite la formation 
d’un germe qui se construit de façon aléatoire en fonction du mouvement brownien et de 
l’énergie d’interface. Le volume du germe est défini par la formule suivante : 

� Gv =  4/3 � r3 x � Gv/Vm, [n°8] 
 
où Vm est le volume molaire, soit � Gv = 4 
 r2�  avec �  la tension inter faciale.  
 Il y a compétition entre � Gs et � Gv ce qui donne la formule � Gn = � Gs - � Gv. Le 
passage par un maximum quand la dérivée de � Gn/r s’annule donne alors le rayon critique 
rc = 2 � vm/� Gv. Ce point correspond à un niveau d’énergie d’activation de la nucléation 
homogène noté � Gc.  Ainsi, la formation d’un germe est stable quand r > rc.  
 

Les interfaces favorisent les échanges de coordination entre les ions calcium et les 
ions carbonates pour former un noyau stable (Sigg et al., 2000). La structure des surfaces 
cristallines sert de catalyseur et facilite l’agencement des ions et ceci d’autant plus efficace 
lorsque les ions sont similaires aux cristaux formés. Les ions du cristal sont donc absorbés 
spécifiquement. Ceci est dû au fait que l’énergie libre nécessaire à la nucléation d’un cristal 
est contrôlée thermodynamiquement par l’énergie libre de la solution et celle de l’interface 
correspondant à la phase solide. Cette dernière est plus faible lorsqu’il s’agit du même 
cristal formé.  

 
 
 1.3. La cinétique de la croissance du carbonate de calcium. 

 
La vitesse de précipitation ou vitesse de croissance peut être exprimée par 

l’équation suivante : 
R= d[CaCO3]  = d[Ca 2+ ]   [n°9] 

  dt                  dt  
 

Ceci signifie que la réaction est d’une part proportionnelle à la surface du noyau de calcite, 
c'est-à-dire au nombre de sites actifs de croissance, autrement dit, à la surface du cristal en 
croissance et d’autre part à la concentration des espèces (H2CO3, HCO3

-, CO3
2-, Ca2+) 

participant à la formation de la calcite. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ca 2+  + HCO-

3                  CaCO3 (s) + H+       R1 

 
Ca 2+  + 2HCO-

3                  CaCO3 (s) +  H2CO3          R3  
 

 
Ca 2+  + CO2-

3    
 

              CaCO3 (s)          R2 
 k’ 2 

k2 

k’ 3 

k3 

k’1 

k1 
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 La vitesse totale déduite est donc : R tot =  R1 + R2 +R3 avec :  
R1 =  k1 [Ca2+ ] [HCO -

3]-k’ 1[H
+],     [n°10] 

R2 =  k2 [Ca2+ ] [HCO -
3]-k’ 2 ,     [n°11] 

R3 =  k3 [Ca2+ ] [HCO -
3]

2 -k’ 3[H2 CO3].   [n°12] 
 

Les valeurs ki s’expriment en cm2 de surface de calcite par cm3 de solution. Si la 
croissance est suffisamment éloignée de l’équilibre, la réaction inverse peut être négligée. 
La réaction devient : 

 
Or, l’équation R3 n’est significative que lorsqu’il y a sursaturation dans une eau à 

pH faible. Elle peut être négligée dans le procédé de bio minéralisation et l’équation de la 
vitesse totale devient : 

 
Ces constantes sont dépendantes de la température (Ferris, 2003) ainsi la constante 

de précipitation de la calcite est de 0.17 µmole/l/jour à 10° C et passe à 0.16 µmole/l/jour à 
20° C. 

 
 

1.4. La formation du carbonate de calcium. 
 
  Il existe six formes différentes de carbonate de calcium, le carbonate de calcium 
amorphe (CCA), les carbonates de calcium hydratés comme le carbonate de calcium 
hexahydraté et monohydraté (vatérite) et les formes anhydres de carbonate de calcium que 
sont l’aragonite et la calcite.  

Le carbonate de calcium (CaCO3) est un cristal polymorphe et ses trois principales 
formes (aragonite, calcite et vatérite) ont  des symétries différentes. Ces cristaux ont donc 
des compositions chimiques identiques mais des structures cristallines différentes. Ainsi, la 
calcite qui possède une structure de type rhomboédrique thermodynamiquement entre 0 et 
90° C à la pression atmosphérique, est plus stable que les autres types de cristaux comme 
l’aragonite (orthorhombique) et la vatérite (hexagonale). Les arrangements moléculaires 
des cristaux régissent leurs propriétés physico-chimiques, telles que la réfringence, la 
dureté et la solubilité. Ainsi, la vatérite est un cristal de carbonate de calcium métastable. 
Elle subit des réarrangements pour se stabiliser en calcite sans passer par la formation 
d’aragonite, cette dernière étant elle aussi une forme instable bien que dans une moindre 
mesure. Ainsi, les cristaux de carbonates de calcium les plus abondants sur la planète sont 
de type calcite et aragonite,  ceci étant dépendant de leur solubilité. En effet la formation 
des carbonates de calcium et leur maintien dépendent du coefficient de solubilité. Il ne peut 
être déterminé que sur les cristaux les plus stables, la calcite et l’aragonite. Leur solubilité 
est déterminée par Ks0(A) (mole par unité de surface) d’après la  formule suivante : 

 
Ln Ks0(A) = Ln Ks0(A=0) + ((2� A)/(3RT)), [n°15] 

 
avec Ln Ks0(A)  la solubilité à l’équilibre avec une surface molaire de A = 0, �  l’énergie 
d’interface solide/liquide (0.096 joules.m-2), R la constante des gaz parfaits et T la 
température en Kelvin (Mitchell et Ferris, 2006). Ceci signifie que la vitesse de la 
précipitation de CaCO3 est une fonction du diamètre du cristal. Ainsi les cristaux de plus 

Rtot = k1 [Ca2+] [HCO-
3] + k2 [Ca2+] [CO3

-] + k3 [Ca2+] [HCO3
-]  [n°13] 

Rtot = k1 [Ca2+] [HCO-
3] + k2 [Ca2+] [CO3 

2-]  [n°14] 
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petites tailles auront une énergie libre de surface plus élevée que les gros cristaux ce qui les 
rend donc moins stables et donc plus solubles.  
 

La précipitation du carbonate de calcium provoque dés son début, la formation 
concomitante de deux phases, l’une amorphe et l’autre solide. La structure amorphe 
(hydroxyde de calcium, CCA) s’organise progressivement en structures cristallines telles 
que la vatérite, l’aragonite et la calcite de plus en plus stables et de moins en moins 
solubles (Clifford et Chen, 1995 ; Kabasci et al., 1996 ;Abdel et al., 2002, Nehrke et al., 
2006). Cette transformation, à 20-25° C sous une pression d’une atmosphère peut prendre 
de 6 à 10 heures. Il est courant en fonction des conditions de précipitation d’obtenir de 
cristaux de vatérite ayant des morphologies agrégatives, par exemple framboïdes, avant de 
devenir de la calcite rhomboédrique. L’aragonite est moins courante que la calcite, 
puisqu’elle possède un produit de solubilité plus faible. (Gutjahr et al., 1996 ; Nehrke et al., 
2006). 
 

1.5. Les facteurs influant sur le couple nucléation-cinétique dans la 
formation de cristaux de carbonate de calcium. 

 
  Le couple « nucléation-cinétique » est le moteur de la formation des cristaux et de 
leur morphologie. Ainsi, les conditions environnementales qui contrôlent l’un ou l’autre de 
ces paramètres favorisent-elles l’apparition des cristaux ainsi qu’une multitude de 
morphologies. Ainsi, plus l’indice de sursaturation (S ou 	 ) sera élevé, plus nombreux 
seront les sites de nucléation et plus grande sera la vitesse de croissance cristalline. En effet 
la croissance cristalline est liée au nombre de sites actifs à la surface des cristaux en 
croissance. Le ratio entre le taux de nucléation et la vitesse de croissance permet de déduire 
la taille et le nombre de cristaux (Clifford et Chen, 1995 ).  
 

Les forts indices de sursaturation permettront la formation de cristaux plus 
nombreux et de plus petites tailles. Cette relation entre la nucléation et la croissance 
cristalline a été étudiée dans le cadre de la synthèse des nano particules de calcite, les 
cristaux de petites tailles, en inhibant la croissance cristalline (Aizenberg et al., 2000 ; Lin 
et al., 2002).  

 
D’après Abdel-Aal et al. (2003), les conditions de sursaturation sont déterminantes 

pour la nucléation et la croissance, l’adhésion et la morphologie. En effet, lorsque la 
nucléation apparaît en solution sursaturée, les auteurs décrivent trois séquences 
d’évènements. La première séquence rassemble deux événements, la formation d’un 
nucleus de carbonate de calcium amorphe (CCA) et quasi simultanément sa transformation 
en vatérite et en calcite. C’est durant cette phase que l’adhésion sur le nucléus initial, de 
nouveaux cristaux, se réalise sans que l’indice de sursaturation ne baisse significativement. 
Ces cristaux amorphes sont au début de petites dimensions, inférieures ou égales à 1 µm 
pour atteindre 10 µm. A la fin de la première séquence, ils se transforment en vatérite (62 
%) et en calcite (38 %) en quelques dizaines de minutes. La seconde séquence est marquée 
par une chute de l’indice de sursaturation et par une augmentation de la masse des cristaux 
de calcite. Il y a en effet un réarrangement cristallin de la vatérite en calcite. Cette 
transformation peut prendre quelques minutes à quelques heures (6 heures). La fin de cette 
phase est marquée par une deuxième chute de l’indice de saturation. 

 
La troisième séquence commence lorsque la vatérite a complètement disparu. Les 

cristaux sphériques disparaissent au profit des cubiques. Il n’y a plus de formation de 
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cristaux d’aragonite. En effet, son taux de croissance augmente moins rapidement que celui 
de la calcite. Il peut y avoir dans les conditions de sursaturation où S-1 = 0 un phénomène 
de dissolution de l’aragonite pendant que la calcite continue à croître (Gutjahr et al., 1996). 
De plus, d’après Domingo et al. (2004), la pression atmosphérique (1 bar ou 104Pa), qui 
peut être considérée comme une faible pression, et les températures ambiantes (T = 25° C), 
à partir d’une solution d’hydroxyde de calcium avec un ratio (CO3

2- / Ca 2+ �  1), favorisent 
d’une part, les cristaux de calcite et d’autre part, amènent à l’apparition de cristaux plus 
volumineux que ceux obtenus à des températures et à des pressions élevées.  

 

D’après Abdel-Aal et al., (2002), l’impact de la dynamique des fluides est 
importante sur les processus de nucléation et de croissance cristalline. Ainsi en milieu 
agité, il y a en général une diminution de la nucléation et de l’efficacité de la croissance. 
Ces phénomènes sont accentués lorsque les concentrations en calcium augmentent. Par 
contre, certaines zones dans un environnement dynamique sont propices à la calcification, 
car elles sont soumises à de plus faibles agitations, ce qui favorise l’adhésion et la 
croissance cristalline. En effet, le maximum de calcification a été obtenu lorsque le flux est 
perpendiculaire à la surface de l’obstacle au niveau des angles du support. Cette tendance a 
été également observée avec du sable au cours d’une injection en flux continu. En effet, 
selon Stedtfield (2003) ; Stoner et al. (2005) la calcite précipite plus favorablement derrière 
les obstacles en raison de moindres turbulences et d’une plus grande disponibilité en ions. 
L’accessibilité et la disponibilité des ions en milieu poreux est le facteur limitant de la 
croissance cristalline. L’espace poreux détermine donc non seulement leur volume mais 
aussi leur nombre. 
 

La nucléation et la croissance peuvent être inhibées par la présence d’ions 
interférents (Mg2+, Sr2+, Fe3+, Cu2+, Zn2+ et NH4

+) (Sohnel et al., 1990 ; Gutjahr et al., 
1996 ; Lebron et Suarez, 1996 ; Zhang et Dawe, 2000 ; Ferri et al., 2003). Une étude de 
Parsiegla et Dawe (2000) montre l’action inhibitrice des ions Cu2+, sur la nucléation et la 
croissance cristalline dans les conditions de sursaturation. Elle ne correspond pas à une 
simple fonction de la quantité totale de cuivre ou d’ion cuivre dissous, mais plutôt à la 
formation de complexes bi ou tri nucléaires de cuivre qui peut apparaître en condition de 
sursaturation avec des pH entre 8 et 9. Il se forme, ainsi, des complexes d’hydroxydes de 
cuivre ou de carbonate. Ces derniers sont les véritables responsables de l’inhibition de la 
croissance cristalline du carbonate de calcium. La précipitation passe d’une croissance 
cristalline en forme de couche, pour devenir en présence de cuivre une croissance dominée 
par des  réactions de nucléations.  

 
  Les phénomènes d’inhibition apparaissent également en présence de molécules 
organiques et des parois cellulaires. Leur première action est de chélater les ions calcium et 
donc de réduire la concentration en ions Ca2+ et de ce fait leur disponibilité pour la croissance 
cristalline. Ce phénomène est capital lorsque les concentrations en sels de calciums sont 
faibles (Ehrlich et al., 1999 ; Friis et al ., 2003). 
 

L’introduction d’ions ammonium dans le milieu favorise localement des zones 
super saturées et à pH élevé. Ces paramètres conduisent à la formation de nucléus 
favorables à la croissance de cristaux de type vatérite en une organisation en agrégats. Ces 
conditions inhibent la transformation de vatérite en calcite. En effet, l’effet du pH est 
directement responsable de la spéciation et des formes chimiques des carbonates. A ce pH 
élevé (10) et en sursaturation, c’est la formation de la vatérite qui est favorisée car ce sont 
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les ions CO3
2- qui sont majoritaires. Par contre, lorsque le pH diminue pour atteindre 8, la 

nucléation favorise les ions HCO3
- qui permettent des réarrangements pour former 

préférentiellement une structure cristalline rhomboédrique.  
 

Les effets de la température sont liés de manière positive sur les processus de 
nucléation et de cinétique cristalline en accord avec le diagramme pression-température. En 
effet la cinétique de précipitation du carbonate de calcium est proportionnelle à 
l’augmentation de la température. Ceci a été vérifié sur une gamme de température entre 10 
et 50° C en présence de solution contenant entre 2.5 g et 90 g /l de calcium (Nemati et al., 
2005 ; Mitchell et Ferris, 2006 ). 

 
 
2. L’influence de la matière organique sur la morphologie du carbonate de 
calcium. 

 
De très nombreuses études montrent l’influence de la présence de matière organique 

lors de la croissance cristalline du carbonate de calcium en conditions abiotiques, et en 
particulier sur la morphologie des cristaux. D’après Ferris (2006), c’est non seulement la 
matière organique de très petite taille sous forme dissoute (<10 KDa) qui est impliquée, 
mais aussi dans une moindre mesure, la matière organique particulaire comme la surface 
d’une bactérie. En effet, les macromolécules, à faible concentration (0.1 à 0.5 % du poids 
du biominéral) influencent grandement la croissance cristalline (Xie et al., 2005). Au-delà, 
il peut y avoir empoisonnement du mécanisme catalytique de cristallisation. Ces 
macromolécules diminuent le taux de précipitation car elles se complexent avec des cations 
en réduisant ainsi leurs concentrations (Kitano et Hood, 1965 ; Meldrum et Hyde, 2001 ; 
Bosak et al., 2004 ; Bosak et Newman, 2005). La présence de matière organique peut selon 
Ferris (2003) réduire d’un facteur deux la vitesse de précipitation. 

 
Ainsi, des cristaux aux morphologies complexes, comme des rhomboèdres avec des 

« effets de marche » ont été obtenus et observés en présence de CaCl2, d’urée et d’uréase 
purifiée (Sondi et Matijevic, 2001). Il s’agit là d’une production biologique. L’influence de 
la surface protéique de l’uréase purifiée de S. pasteurii et de Canavalia ensiformis, a été 
étudiée de manière plus approfondie. La différence entre ces deux enzymes provient de leur 
structure primaire qui ne présente pas la même teneur en acide aspartique et en acide 
glutamique. La structure tertiaire ne sera donc pas la même. Ainsi, l’uréase purifiée de S. 
pasteurii favorise la précipitation de la vatérite alors que la calcite est dominante avec 
l’enzyme de Canavalia ensiformis. L’uréase de S. pasteurii qui présente une structure tri 
dimensionnelle plus complexe permet des interactions plus grandes avec ces deux acides 
aminés largement présents à la surface de cette enzyme.  

 
D’autres observations ont montré que l’acide aspartique et l’acide glutamique 

contrôlent directement la formation des cristaux de vatérite. Les ions calcium interagissent 
fortement avec les groupements carboxyliques de ces acides aminés pour former des 
complexes multiples. Ceux-ci pilotent la formation de cristaux polymorphes (Samata et 
Venus, 1998 ; Tong et al., 2004). D’autres acides aminés semblent être également 
impliqués dans le contrôle de nucléation et de croissance cristalline. D’après Xie et al. 
(2005), un mélange d’acide aminé (Cystéine, tyrosine, acide aspartique et lysine) avec un 
rapport Ca++/Mg++ variant de 1 à 4, conduit à la formation d’un maillage qui guide la 
précipitation du CaCO3 en vatérite, aragonite et calcite. Les auteurs ont obtenu une 
sphérisation des particules de carbonate de calcium en fonction de la nature des acides 
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aminés. Ainsi, la cystéine semble avoir peu d’impact sur la structure et donne des 
carbonates de calcium sous forme de cristaux de calcite. La tyrosine quant à elle, œuvre 
vers une légère sphérisation des cristaux. Ce phénomène est accentué en présence d’acide 
aspartique et surtout de lysine. 

  
La bio minéralisation est contrôlée et stabilisée par la présence d’acides aminés. 

Leur proportion est variable selon qu’il s’agit de calcite ou de vatérite. La cystéine n’est 
pas incorporée systématiquement dans la calcite. Quant à la tyrosine, elle est incorporée 
aussi bien dans les cristaux de vatérite et de calcite. L’acide aspartique est lui présent dans 
80 % des cas dans la vatérite et lysine dans 95% . 

 
Une multitude de morphologies différentes en calcite et en aragonite ont également 

pu être obtenues en présence d’additifs tels que les ions magnésium, l’acide malique ou 
citrique. Des formes de cristaux aussi diverses que des rhomboèdres, des doubles fagots, 
des écailles triangulaires et des phénomènes d’agrégation ont été observées. Cette matière 
organique favorise les bonnes liaisons électrostatiques et permet une complémentarité 
structurale et stéréochimique. En effet, les acides aminés proposent des sites de nucléations 
au calcium et abaissent les énergies d’activation (Xie et al., 2004).C’est le résultat d’une 
alternance de mécanismes d’absorption sur certaines surfaces du cristal provoquant des 
inhibitions de la croissance et nucléation. Ces mécanismes extrêmement spécifiques 
favorisent l’élongation de certaines faces dans une direction donnée (Meldrum et Hyde, 
2001). L’élongation des cristaux peut être contrôlée par la structure secondaire des 
protéines, telles que les hélices a. Elles vont se fixer préférentiellement sur une des 
surfaces des cristaux et permettent une croissance unidirectionnelle du cristal en lui 
donnant une forme « d’accordéon ». 

 
En 2000, Aizenberg a montré qu’il est possible de contrôler la précipitation du 

carbonate de calcium en créant des microenvironnements à l’aide d’empreintes produisant 
des régions favorables ou défavorables à la nucléation et, cela à l’aide de deux types de 
macromolécules. Le premier type possède à son extrémité des groupes carboxyliques et 
donc une forte charge négative, propice à la nucléation. Le second groupe de 
macromolécules est lui porteur de fonction méthyle. Ce contrôle simultané du micro 
environnement et de la nanostructure des sites de nucléation permet de manipuler des 
gradients de concentration proches de l’interface. Ces phénomènes sont rendus possibles 
par la présence de matière organique durant les processus de nucléation et de croissance 
cristalline (Addadi et al., 2003).  

 
L’occurrence élevée de cristaux de vatérite est surprenante car la vatérite est stable 

seulement aux températures inférieures à 10° C sous une atmosphère (Albright et al., 
1971). La formation et la stabilisation de la vatérite sont indissociables de la présence 
biologique. En effet, la production de vatérite est favorisée notamment en présence de 
polymères de polysaccharides telle la chitine. Celle ci possède une polarité qui permet des 
interactions avec les ions calcium. La cinétique de précipitation dans le cas de la chitine est 
d’ordre 2. Ceci suggère un processus contrôlé par des mécanismes de diffusion.  
  D’autres polymères de sucres tel que l’acide alginique possèdent la propriété de 
diminuer fortement l’action des ions Mg 2+ au profit des ions Ca 2+. Ce polymère joue ainsi, 
un rôle actif comme trame de la cristallisation de la calcite. Il oriente la croissance 
cristalline et donc la morphologie des cristaux. Selon Wei et al. (2007) l’utilisation 
séquentielle d’additifs organiques permettrait de mieux contrôler la nucléation et la 
croissance.  
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Ces expériences conduisent à établir un schéma général des différents facteurs 

contrôlant la cristallisation polymorphique des cristaux de carbonate de calcium (Kitamura 
et Hara., 2007). 

 
 
3. La capacité à précipiter le carbonate de calcium chez Sporosarcina pasteurii. 

 
 

3.1. De l’hydrolyse de l’urée à la précipitation du carbonate de 
calcium. 
 

L’urée en présence de S.pasteurii pénètre la cellule par diffusion pour y être 
hydrolysée. Les ions NH4

+  s’accumulent et se dirigent vers la voie assimilative ou bien 
sont expulsés à l’aide de transporteurs transmembranaires actifs par l’ATPase H+/NH4

+ 
hors de la cellule (Jahns, 1996). La diffusion de l’ammonium hors de la cellule se réalise 
sous la forme de molécules d’ammoniaque. Elles s’accumulent dans le micro 
environnement pour former une enveloppe alcalisante autour de la bactérie (pKaNH4+ /NH3 = 
9.2) (Jahns, 1996,  Stocks-Fisher et al., 1999). 
 

Les ions bicarbonates et carbonates produits lors de l’hydrolyse de l’urée sont 
expulsés de la bactérie à l’aide de transporteurs ou bien diffusent sous la forme de CO2  
dissous (Mobley et Hausinger, 1989 ; Ferris, 2003). Les ions ammonium et carbonate 
constituent les ions majoritaires du microenvironnement de S. pasteurii, leur accumulation 
conduit à une sursaturation localisée. La précipitation du carbonate calcium est alors 
fortement favorisée par les nombreux sites de nucléation présents sur la membrane 
bactérienne.  

D’après Bang et al (2001) le processus peut-être décrit de la manière suivante : 
 

Ca 2+ + cellule                      cellule-Ca 2+      (R1) 
[n°16] 

 
si la source de calcium est CaCl2, alors : 
 

Cl- + HCO3
- + NH3                         NH4Cl + CO3 

2- (R2) 
[n°17] 

 
en présence de cellule bactérienne : 
 

Cellule- Ca2+ + CO3 
2-                     Cellule-CaCO3 (R3) 

[n°18] 
 

La réaction en réalité libère un proton : 
 

Ca2+ + HCO3
-                     CaCO3+ H+  (R4)  

[n°19] 
 

 Les protons libérés dans la réaction n°4 vont avoir trois répercussions. La première est une 
diminution du pH dans le microenvironnement. Ceci est dû au fait, qu’au fur et à mesure 
que la précipitation du CaCO3 se produit, les ions carbonates sont retirés du système et des 
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réactions de ré-équilibrage  favorisent la réaction n°5 dans le sens de la formation des 
carbonates. 
 

HCO3
-                      CO3

2- +H+   (R5) 
[n°20] 

 
La chute du pH encourage le ré-équilibrage du couple NH4

+/NH3 dans le sens de la 
formation d’ammonium. 

NH3 + H+                               NH4
+  (R6) 

[n°]21 
 

La baisse du pH vers un pH de 8 conduit à renforcer le gradient de protons de la cellule et 
donc la synthèse d’ATP. S. pasteurii présente un optimum d’affinité pour l’uréase à pH 8-
8.5. Cette propriété enzymatique chez ce micro-organisme confirme sa capacité à induire la 
précipitation du carbonate (Stocks-Fisher et al., 1999). Ainsi, en présence de S. pasteurii, la 
vitesse de croissance cristalline est augmentée et la solubilité des cristaux de carbonate de 
calcium est plus faible (Mitchell et Ferris, 2006).  
 
 

3.2. L’ion ammonium Influence de la concentration en calcium et 
urée 

sur la bio précipitation.  
 

Des études (Nemati et Voordouw, 2003 ; Ferris, 2003, Fujita et al., 2004 ; Nemati et 
al., 2005) ont montré qu’avec des solutions calcifiantes constituées d’un mélange CaCl2-
urée, à 20° C ne permettaient pas d’obtenir 100% d’hydrolyse de l’urée, contrairement aux 
solutions sans calcium. Un effet inhibiteur du calcium ou du carbonate de calcium semble 
réduire le taux de d’hydrolyse. Ce taux d’hydrolyse est moins affaibli, lorsque les cellules 
ou l’enzyme pure de S. pasteurii sont dans un flux ou dans une solution agitée.  
 
 

 
 

3.3. L’effet de la température sur la bio précipitation avec S. 
pasteurii. 

 
L’hydrolyse de l’urée et le taux de précipitation suivent une relation positive avec la 

température, notamment entre 10 et 20° C. Ainsi le niveau de sursaturation critique est 
obtenu plus rapidement à 20° C. Par contre, il ne semble pas y avoir de différence quand la 
bio précipitation se fait entre 20 et 30° C (Ferris et al., 2003). L’effet de l’augmentation de 
la  température peut être compensé par un accroissement de la concentration en enzyme. En 
effet, des résultats équivalents à la perte de perméabilité ont pu être obtenus avec 0.03 g/l à 
30° C et 0.1 g/l à 20° C (Némati et Voordouw, 2003). 
 
 

3.4. La bio précipitation avec S. pasteurii en milieu poreux. 
 

Il existe naturellement du sable consolidé par de la calcite (Saxena et Lastrico, 
1978). L’efficacité de cette précipitation de calcite est largement contrôlée par les 
caractéristiques environnementales. Il peut y avoir deux mécanismes, en premier, les 
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conditions sursaturantes avec du carbonate de calcium, en second lieu, les échanges 
ioniques d’interface grains de silice-eau (Ismail et al., 1999). A cela s’ajoute un grand 
nombre de facteurs qui peuvent accélérer ou inhiber la précipitation, tels que la chimie du 
système poreux (teneur en ion calcium et carbonate), la texture du sol, sa composition, sa 
stabilité, sa perméabilité et la présence de bactéries (Molenaar et Venmans, 1993 ; Hall et 
al., 2004 ; Mozley et Davis, 2005).  
 

La bio précipitation de carbonate de calcium dépend également du diamètre du pore 
et de celui des  bactéries (Madigan et Martinko, 2003). En effet, le diamètre usuel des 
bactéries est entre 0.3 et 3 µm ce qui d’après Mitchell et Santamarina (2005) rend possible 
l’injection en milieu poreux. Les auteurs soulignent aussi que les micro-organismes sont les 
lieux de nucléation et de croissance cristalline. Il peut y avoir une augmentation de volume 
d’un facteur de 20. Ce phénomène pourrait être amplifié si le micro-organisme est capable 
de s’agréger, comme Mixococcus xanthus et contrairement à S. pasteurii. Ceci pourrait 
produire des obstructions de la porosité et réduirait également le ratio surface/volume, 
important pour l’assimilation de l’urée (DeJong et al., 2006). 
  

La bio précipitation de carbonate de calcium à partir de l’uréase de S. pasteurii 
purifiée a été utilisée par Nemati et Voordouw (2003) pour réduire la porosité. La 
perméabilité a pu être réduite jusqu’à 98 % avec 0.03 g/l d’uréase, dans une colonne de 
sable après deux injections de volume de pore de solution calcifiante. Une étude 
complémentaire qui compare l’utilisation de l’enzyme pure avec celle d’une bactérie 
proche de P. vulgaris, montre une perte de perméabilité de 65 et 62 %, respectivement. Par 
contre, il semble que la quantité du carbonate de calcium précipité soit moins élevée que 
celle produite par de l’enzyme libre. Cela est dû très probablement aux effets inhibiteurs 
des fortes concentrations des solutions d’urée/calcium (36 et 90 g/l) (Nemati et al., 2005). 
Selon Nemati et Voordouw (2003) à partir d’une certaine concentration d’urée-calcium, il 
n’y a plus de proportionnalité entre le carbonate de calcium précipité et la diminution de la 
perméabilité. En effet, les cellules bactériennes en présence, par exemple de 0.25 M d’urée 
et de 0.34 M de CaCl2, nécessitent une phase d’adaptation allant jusqu'à une centaine 
d’heures avant d’hydrolyser l’urée et d’atteindre un taux d’hydrolyse final autour de 70 % 
et un taux de précipitation de 53 % ( Nemati et al., 2005). Cet effet plateau avait été 
également observé avec S. pasteurii par Bang et al., (2001) lorsque la bio précipitation 
utilise moins de 106 cellules/ml. Au dessus de ce nombre, la quantité de carbonate de 
calcium biologiquement précipité semble être directement liée à la concentration en 
cellules. Ces résultats sont en accord avec le fait que le calcium ne s’accumule pas dans les 
cellules (Silver et al., 1975) et que les surfaces des bactéries sont autant de sites de 
nucléation (Ferris et al., 1986, 1987). En effet, Socks-Fisher et al. (1999) ont mesuré le 
taux d’hydrolyse (k-1) et le taux de précipitation du carbonate de calcium (µ-1) en fonction 
de la concentration en calcium (de 12.6 à 50.4 mM) pour 106 cellules/ml. Les résultats ont 
montré que (µ-1) et (k-1) n’évoluaient quasiment pas en fonction de la concentration de 
calcium, avec 0.11 h-1 pour la production d’ammonium et 0.75 h-1 pour la production de 
CaCO3. Ces deux paramètres semblent évoluer indépendamment l’un de l’autre. Par contre, 
lorsque c’est le nombre de cellules de S. pasteurii qui augmente de 106 à 109cellules/ml, 
alors, le taux d’hydrolyse spécifique diminue, passant de 100 mMNH4

+/h/106 cellules/ml à 
approximativement à 50 mMNH4

+/h/109 cellules/ml. Cela provoque la chute du taux 
spécifique de précipitation du CaCO3 et est dû au fait que les cellules sont des sites de 
nucléation et de croissance cristalline potentiels. Ces phénomènes vont réduire la diffusion 
de l’urée à travers la membrane et par conséquent son taux spécifique d’hydrolyse. Un 
autre phénomène qui diminue également le taux d’hydrolyse des bactéries ou de l’enzyme a 
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pu être mis en évidence chez S. pasteurii. Il s’agit de l’immobilisation de l’enzyme ou de la 
bactérie sur un support qui entraine une réduction des surfaces de contact et donc des 
échanges avec son environnement. Par conséquent, le taux d’hydrolyse diminue (Bang et 
Ramakrishnan, 2001, Nemati et Voordouw, 2003, Nemati et al., 2005).  

 
  L’utilisation de S. pasteurii pour consolider, via la précipitation du carbonate de 
calcium, des fractures a été employée par Bang et al., (2001) . Ils ont mis en évidence qu’il 
n’y avait pas de différence de résistance à la compression entre les deux lots bio précipités 
pendant 7 jours ou 28 jours. Ceci tend à confirmer que le carbonate de calcium bio 
précipité par S. pasteurii n’évolue pas dans sa cristallisation. Ceci suggère la présence de 
cristaux de calcite  qui est confirmée par les analyses de cristallographie. Par ailleurs, les 
observations au MEB montrent des cristaux de calcite qui croissent autour des micro-
organismes ou les encroutent (Fisher et al., 1999 ; Bang et al., 2001). 
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I. LE CONTEXTE. 
 
  L’injection de sol, peut se définir comme étant le procédé qui contrôle l’injection d’un 
produit temporairement en phase liquide (coulis), dans le sol ou dans les fissures de roche, 
pour en changer les caractéristiques géotechniques. Les injections de sol nécessitent la mise 
en place d’un produit pompable, en ajustant leurs caractéristiques rhéologiques. 
Deux principes d’injection existent ; avec déplacement de terrain et sans déplacement de 
terrain. Dans ce dernier cas, deux applications sont possibles, le comblement et la pénétration 
du sol. Dans le cas de l’injection par pénétration, elle peut se réaliser, soit au niveau des 
fissures des roches soit par imprégnation dans un sol poreux. Dans le cas du procédé de bio 
calcification, ce sont les injections de sol par imprégnation qui sont recherchées, car le plus 
couramment utilisées. Elles sont réalisées, sous pression contrôlée, dans un terrain plus ou 
moins perméable et plus ou moins compact, avec un coulis qui se substitue à l’eau 
interstitielle de la zone à traiter. En effet, ce produit durant sa phase liquide pénètre le sol via 
le réseau poral sans perturber la structure du sol. Cette technique est initialement utilisée pour 
réduire la perméabilité et permettre un meilleur contrôle de l’écoulement des eaux 
souterraines (étanchéité), et pour l’amélioration de la consolidation. 
 

Pour évaluer la faisabilité de la technique d’injection par imprégnation dans un sol, un 
certain nombre de critères doivent être connus, tels que la perméabilité in situ, le contexte 
géologique et géotechnique. Mais des considérations environnementales sont également 
nécessaires et peuvent influencer sur le maillage des injections. Ainsi, en fonction de la 
gamme des coefficients de perméabilité rencontrée dans le sol, le choix du coulis est adapté. 
La gamme des coefficients de perméabilité rencontrés pour ce type d’injection peut varier 
entre 10-6 < K < 5 . 10-3 m/s. Ainsi, lorsque K > 5 . 10-3 m/s, les injections sont réalisées avec 
des coulis de ciment pur ou avec de la bentonite en suspension. Ce sont des coulis dits «  
granulaires » adaptés dans le cas des alluvions. Lorsque le coefficient de perméabilité est 
compris entre 5 . 10-3 et 10-5 m/s ce sont des suspensions de micro ciments (d < 16 µm) qui 
sont employées. Enfin, la perméabilité de 5 . 10-4 à 10-6 m/s nécessite des coulis dits 
« chimiques » tels que des silicates de sodium, des composés phénoliques ou des gels 
acryliques. Ces coulis sont plus fluides et plus pénétrants, ces résines peuvent être associées 
avec des retardateurs de prise.  

La première action des injections dans le sol est la modification de la perméabilité. 
C’est donc un paramètre important qui reflète la qualité du réseau poral, c'est-à-dire le niveau 
d’inter connectivité et les volumes de pores. En effet, l’efficacité des injections dépend des 
caractéristiques des suspensions d’une part et d’autre part de celle du sol, notamment leur 
action filtrante sur les suspensions injectées. Cette action filtrante dépend de la taille des 
grains et de la taille des zones inter granulaires. Ainsi, une formule empirique d’injectabilité 
repose sur le ratio de deux diamètres de particules d15/d85. Par ailleurs, la stabilité chimique 
des suspensions injectées, les gradients hydrauliques in situ, sont des paramètres à prendre en 
compte, car les injections se réalisent à faible pression (0.4 à 4 MPa) et à faible débit. Cette 
pression est liée à la résistance du sol (103 à 2.103 Pa par mètre de pénétration dans le sol), 
aux surcharges et à la rhéologie du coulis. Ainsi, en fonction de ces caractéristiques, il est 
possible de déterminer un ratio volume (volume de coulis / volume de sol à traiter) par passe 
d’injection en fonction de la géométrie de traitement, c’est-à-dire, en fonction de l’espace qui 
existe entre chaque point d’injection et la profondeur des injections. Les paramètres 
d’injection à proprement parler sont la pression, le volume et le débit. Ils sont ajustés de 
façon à éviter toute déformation du sol ou claquage et ceci est d’autant plus important, qu’il 
s’agit d’un sol peu compacté. Ces claquages induisent des écoulements préférentiels qui 
limiteront l’action de consolidation du sol.  
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Dans le cas d’un procédé de consolidation du sol par bio calcification, le choix de la 

technique d’injection doit prendre en compte les profondeurs d’injection, la stabilité du sol, la 
possibilité de revenir sur les forages pour de nouvelles injections et un forage stable sur toute 
la durée de chantier. Pour cela, la technique de mise en place de la suspension la plus 
adéquate est l’injection par tube à manchette (TaM). Les forages sont réalisés au moyen 
d’une foreuse rotative avec de la boue ou de l’eau comme fluide de forage. Lorsque le forage 
est achevé, un tube lisse en PVC est mis en place. Il est associé dans sa partie inférieure à un 
tube à manchette. Ainsi chaque forage est équipé d’un tube lisse sur les premiers mètres puis 
entre 2 et 10 m, le tube à manchettes prend le relais. Ce tube est perforé sur les hauteurs de 
terrain à traiter à intervalle régulier tous les 0.3 à 0.5 m. Un coulis de gaine est alors mis en 
place de façon à maintenir scellé le tube d’injection. Le scellement peut durer entre 3 et 7 
jours. Ce coulis sera ensuite «  claqué » au début d’injection de chaque passe et à chaque 
manchette pour laisser le passage au coulis d’injection vers le terrain. C’est au niveau de ces 
perforations que s’écoule le coulis dans le sol grâce à la présence d’une valve en caoutchouc 
qui obstrue le tuyau dans sa partie inférieure et de clapets anti retour pour empêcher le coulis 
injecté dans le terrain de refouler dans le forage en fin d’injection. 

Pour la consolidation d’une zone d’intérêt, une phase préliminaire d’étude de terrain 
est nécessaire et indispensable. L’implémentation des forages se réalise de manière linéaire 
ou en quinconce avec un maillage de l’ordre de 0.8 à 2 m sur 2 ou 5 lignes, mais 
habituellement entre 1.2 et 1.5 m. L’imprégnation se réalise progressivement par une 
multitude de forages équipés de tubes à manchette. Les volumes mis en jeu représentent en 
général près de 25 % du volume de sol à traiter. Par ailleurs chaque point d’injection peut être 
revisité. Cette méthode permet d’améliorer l’homogénéité du sol. Elle peut être combinée 
avec d’autres techniques d’amélioration du sol, telles que la vibro compaction.  

 
Cependant, les principales limites techniques de l’imprégnation dépendent d’une 

évaluation précise de la dimension de pore moyen et de la granulométrie du sol en premier 
lieu. Dans ce cas, le colmatage peut se produire rapidement et induire des écoulements 
préférentiels au niveau du point d’injection. La direction des fluides est déterminée par les 
différents niveaux de perméabilité. Par ailleurs, l’hétérogénéité et l’anisotropie affectent la 
pénétration et la dissipation du coulis créant des bulbes au niveau des ponts d’injection. A 
cela s’ajoute la viscosité du coulis et la densité dépendante du fluide. Pour limiter ces effets, 
les vitesses de pompage sont faibles permettant un déplacement du fluide le plus stable qui 
soit. Pour limiter ces effets, des combinaisons de coulis sont possibles. Le couplage 
d’injection d’imprégnation utilisant différente coulisse est également possible. En effet, en 
présence d’écoulements préférentiels trop importants ou la présence de volume de pore trop 
large, alors des injections de ciment bentonite peuvent être effectuées pour réduire les 
volumes de pores. Ceci permet de réduire sensiblement les coûts. La combinaison de coulis 
de différentes natures est une voie de développement de la bio calcification. Pour cela, de 
nombreux paramètres doivent être pris en compte pour assurer la meilleure compactibilité 
avec un procédé biologique. Outre les possibilités d’accès au site, les informations 
nécessaires pour un procédé d’imprégnation de type biologique sont entre autres : 

�   la structure du sol et sa texture, 
�   sa granulométrie, 
�   sa perméabilité ainsi que sa distribution et sa variabilité dans la zone à traiter, 
�   l’analyse chimique de l’eau de la nappe, son sens d’écoulement, 
�   la durée du traitement et son impact sur le court et long terme, 
�   les caractéristiques de la biomasse et ses possibilités de conservation….  
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  L’utilisation d’un coulis de nature biologique, en comparaison avec les coulis 
habituellement employés pour les injections dans les sous-sols granulaires tels que l’argile-
ciment ou le gel de silicates, permet principalement de diminuer le nombre de points 
d’injection sur chantier, en raison de la prise en masse moins rapide du produit utilisé. Par 
ailleurs, le temps de prise d’un coulis biologique est nul. Le Tableau n°4 permet de comparer 
les paramètres principaux d’un coulis classique par rapport à ceux d’un coulis bactérien. 
 

Tableau n°4 : Comparaison des principaux paramètres des coulis classiques et bactériens. 
(cP = mPas : millipascal par seconde). 

 
Les principaux paramètres des coulis classiques et bactériens 

 Coulis classiques Coulis bactériens 
Temps de prise court = 1,5 heure sans objet 
Viscosité Forte = 10 à 20 cP faible = 2 à 4 cP 

 
Le principe du procédé étudié est donc de consolider un sous-sol granulaire saturé en 

eau, en y injectant une suspension bactérienne suivie d’une solution calcifiante. La formation 
de ponts de carbonate de calcium entre les grains de sable par bio calcification réduira alors le 
risque de liquéfaction ou perte de résistance du sol . La représentativité du sable utilisé pour la 
préparation des colonnes, l’injectabilité du coulis bactérien et la reproductibilité des essais sont 
les facteurs à prendre en compte.  
 

1. Le choix du sable. 
 

Le procédé biologique de bio calcification est destiné à la consolidation des sols   
granulaires, poreux et saturés, c'est-à-dire potentiellement liquéfiables. La liquéfaction est le 
résultat de trois grands phénomènes concomitants, la pulvérulence du sol, la présence d’une 
nappe d’eau et la sollicitation physique. Ces sols sont classés dans la catégorie C selon la 
norme (NF P 06-013), ce qui correspond à des sols de faibles résistances mécaniques. Dans 
cette même catégorie se trouvent les sols granulaires lâches (sable), les argiles molles et les 
vases. Le potentiel liquéfiable de ces sols est évalué en comparant la sollicitation sismique et la 
résistance à la liquéfaction. En effet, un sol sableux saturé peut se trouver dans différents états 
de compacité, un état dense ou un lâche. Lorsqu’une onde de cisaillement (S) se propage et  
agit latéralement sur les roches, c’est-à-dire selon un angle droit par rapport à sa direction de 
propagation, la pression interstitielle augmente jusqu’à compenser les chargements extérieurs, 
les contraintes inter granulaires s’annulent et le milieu devient liquide. Il s’en suit une 
diminution de la résistance au cisaillement. En effet, ces fortes vibrations sismisques peuvent 
susciter le réarrangement des grains et ainsi provoquer des tassements de sol.  
  Afin de tester les différents paramètres pouvant influencer l’efficacité de la bio 
calcification, il est nécessaire de posséder un modèle de colonne le plus représentatif possible 
des conditions environnementales du sous-sol dans lequel seront réalisées les applications 
industrielles. Il est aussi essentiel d’avoir une bonne reproductibilité dans la préparation des 
colonnes. Pour cela, deux conditions varient dans la préparation des colonnes, la nature du 
sable siliceux utilisé et le mode de compactage. 
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2. Les caractéristiques du procédé de bio calcification. 
 

Le procédé de consolidation des sols repose en premier lieu sur l’injection d’une 
solution de biomasse et d’une solution de calcium et d’urée dans un environnement poreux et 
saturé. Ces liquides injectés sont de type newtonien, la viscosité de ces solutions est 
indépendante de la vitesse d’écoulement. Ils sont donc injectables. 
 

2.1. Les caractéristiques des sables liquéfiables. 
 

Les sols liquéfiables sont caractérisés par un fuseau granulométrique précis. Celui-ci est 
représenté par deux courbes en S. Elles déterminent les limites inférieure et supérieure d’une 
fenêtre granulométrique dans laquelle la liquéfaction est possible. Ces sols sont de nature 
sableuse ou  ont des caractéristiques particulières (Tableau n°5). 
 

Tableau n°5 : Les caractéristiques principales d’un sol sableux considéré susceptible de 
liquéfaction selon la norme NF 06-031. 

 
Caractéristiques des sols sableux liquéfiables 

Sol saturé Oui 
Granulométrie uniforme Cu = d60/d10 < 15 

Diamètres des grains à 50% 50 < d50 < 1500 µm 
Etat de la contrainte à l’état final du projet �  v  < 200 kPa 

 
Les grains des sols sableux considérés comme exempts du risque de liquéfaction 

possèdent des diamètres à 10 % tel que d10 > 2 mm (norme NF 06-031). 
 

2.2. Les caractéristiques des sables sélectionnés. 
 

Quatre types de sables ont été sélectionnés pour leur potentiel à la liquéfaction dont 
trois sont de même origine (le sable de Fontainebleau) et un quatrième en provenance des 
Pays-Bas appelé sable Itterbeck. Leurs granulométries ont été déterminées à l’aide d’un 
granulomètre laser Horiba. La minéralogie et les caractéristiques granulométriques sont 
présentées dans le Tableau n° 6 et figures n°6 bis.  

 

Tableau n° 6 : Les caractéristiques granulométriques des quatre sables. 

 Paramètres 
Sable de 

Fontainebleau 
NE 34 

Sable de 
Fontainebleau 

brut 

Sable de 
fontainebleau 

correcteur 

Sable 
Itterbeck 

d10  (mm) 0.15 0.15 0.09 0.11 
d60  (mm) 0.21 0.28 0.19 0.19 

Cu=d60/d10 <2 1.4 1.87 2.11 1.73 
d50 (mm) 0.200 0.250 0.165 0.175 

Densité réelle 
(pycnomètre)* 

2.65 2.65 2.65 2.65 

Densité apparente 
sable sec (Prolabo)* 1.5 1.5 1.5 1.6 

Minéralogie* quartz quartz quartz quartz 
Forme* arrondie arrondie arrondie anguleux 

Dureté*(Mohs) 7 7 7 7 
* Sifraco Fiche technique 
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Figures n°9 : Les granulométriques des quatre sables. 
 
  Les trois sables de Fontainebleau sont composés de silice (SiO2) à plus de 99 %. Le 
sable NE 34 (sable normalisé, Sifraco, Nemours) et le sable correcteur (sable BR, Sifraco, 
Bourron –Marlotte) ont été lavés afin de supprimer les particules minérales et organiques 
solubles puis séchés et écrêtés. Tout les deux peuvent être rangés dans la catégorie des sables 
propres, contrairement au sable brut qui lui n’a subi aucun traitement par l’exploitant tout 
comme le sable Itterbeck. Ce dernier de composition chimique équivalente à celui du sable de 
Fontainebleau, possède une courbe granulométrique proche du sable correcteur. Ces quatre 
sables sélectionnés sont classés selon l’échelle texturale dans les sables fins à très fins d’après 
le Handbook of soil science. 
 

2.3. Les caractéristiques d’injectabilité des sables fins à très fins. 
 

Pour que le choix du sable soit définitif, un autre paramètre doit être pris en compte, 
celui de sa capacité à supporter l’injection des solutions. Elle dépend de deux éléments, la 
viscosité de la solution à injecter et le niveau de compactage du milieu poreux. Dans le cas de 
la bio calcification, la viscosité des solutions utilisées est équivalente à celle de l’eau (2 - 4 cP). 
Ce paramètre ne sera pas limitant pour la pénétrabilité du coulis bactérien et c’est donc le 
niveau de compactage du sable qui sera déterminant. Pour se placer dans des conditions 
facilement reproductibles, c’est le compactage maximal du sol (�  1.74 g/cm3) qui a été choisi.. 
La pénétrabilité de la solution de biomasse va donc dépendre du diamètre des pores. Dans le 
cas des sables siliceux purs, ce diamètre pourra être estimé à partir du coefficient de 
perméabilité (K) exprimé en m/s car il fournit une valeur in situ de la vitesse à laquelle un 
fluide pénètre les pores. Il peut être déterminé à partir de la formule de Hazen modifiée :  

 
K = � *(d10 )

2   [n°23] 
 

avec le � , déterminé par la relation = e3 / 1 + e, et e étant l’indice des vides (e= Vv/Vs = (Vt-
Vs)/Vs). K peut être relié à la porosité n par la  formule : e = n/(1 - n), alors la formule de 
Hazen modifiée devient : 
 



Chapitre III. Matériels et Méthodes. 

 63 

K= ((e3)/(1+e))*(d10)
2. [n°24] 

 
Les différentes perméabilités calculées pour les quatre sables sélectionnés et avec les 

indices de densité du sable de Fontainebleau emax = 0.94 et emin = 0.54 (Thèse de 
Benahmed ,2001) sont réunies dans le Tableau n°7. 
 

Tableau n°7 : Les perméabilités calculées pour l’état lâche et l’état dense pour les  
quatre sables sélectionnés. 

 
Perméabilités des sables sélectionnés 

Paramètres 
Sable de 

Fontainebleau  
NE 34 

Sable de 
Fontainebleau 

brut 

Sable de 
Fontainebleau 

correcteur 
Sable Itterbeck 

K (m/s)  
état lâche 

2.25 10-4 2.25 10-4 8.1 10-5 1.21 10-4 

K (m/s)  
état dense 

4.67 10-6 4.67 10-6 1.68 1006 2.56 10-6 

 
A partir de la perméabilité, il est possible de déduire le diamètre de pores pour évaluer 

l’injectabilité d’un coulis bactérien. Il existe plusieurs formules de calcul plus ou moins 
proches des conditions chantiers. Dans les conditions de chantier (Bouchelaghem, 1994), il faut 
prendre en compte  la formule de Johnson (1958) adaptée au sable fin c'est-à-dire aux 
perméabilités inférieures à 10-5 m/s et la formule de Cambefort (1967) :  

 
(d15sol /d85 coulis) >I  ;  I = 25  [n°25] 

 
Le d15sol correspond au diamètre des particules du sol au point sur la courbe granulométrique 
où le pourcentage des passants est de 15 %. Le d85 coulis est le diamètre des particules de coulis 
au point sur la courbe granulométrique où le pourcentage des passants est de 85 %. Dans notre 
cas, il s’agit d’un coulis bactérien de S. pasteurii dont les cellules ont des longueurs variant de 
1 à 4 µm. Cette approximation tient compte de l’hétérogénéité d’une population bactérienne. 
En effet, les cellules en division sont généralement deux fois plus longues ; quant à leur 
diamètre, il est approximativement de 1µm. Le d 85 coulis  est alors assimilé à la longueur 
maximale de la bactérie soit 4 µm. Le second critère est donné par la formule de Cambefort 
(1967) : 

d 50 coulis < C* � K [n°26] 
 

avec d50 coulis le diamètre des particules ou celui des bactéries, C une constante et K la 
perméabilité.  
 
Les résultats sont interprétés à l’aide du diagramme montrant les variations du diamètre d50 coulis 
en fonction de K (Figure n°9). La limite de perméabilité est donnée par une courbe de pente 
égale à 1/2 (Cambefort, 1967). Par une lecture graphique, une première estimation peut-être 
réalisée de la limite de perméabilité des coulis sur la perméabilité des terrains. Elle donne un 
diamètre des « grains » injectables compris entre 20 et 30 µm.  
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Figure n°9 bis : Les limites de pénétrabilité des coulis basées sur la perméabilité 
des terrains (Cambefort, 1967). 

 
L’injectabilité d’une solution bactérien de S. pasteurii semble possible dans des 

colonnes à compactage dense (densité d = 1.74).  
Une façon plus proche des conditions de laboratoire (Deleport, 2003), consiste à évaluer le 
diamètre de pore dans le cas d’un écoulement unidirectionnel à basse vitesse par un faisceau de 
capillaires parallèles. Celui-ci est calculé avec la formule : 
 

K= (Ø d²)/32   [n°27] 
 

avec, Ø la porosité (rapport du volume des pores au volume total), d le diamètre des canaux et 
K la perméabilité en (m/s). Cette formule permet d’estimer le diamètre des pores moyens dans 
un modèle de colonne de sable compacté. 
 Le diamètre des pores peut être également estimé à partir de la formule de Schiereck, 2004 
selon la formule : 

D 15sol < 4 d 85pore  [n°28] 
 

. Enfin, dans le cas d’injection de solution colloïdale dont les grains sont inférieurs à 50 µm, la 
pénétrabilité d’une solution suit la formule suivante :  
 
 d15sol > 15 d 85 du coulis «  bactérien » [n°29] 
 
 avec d15 = 0.16 mm et d85 = 0.004 mm alors 15D85 = 0.060 mm.  
 

Ainsi, un coulis de bactéries de 4 µm de longueur, est injectable dans tous les sables 
sélectionnés. Le Tableau n°8 réunit les données concernant l’injectabilité des sables et les 
estimations de diamètre de pores pour les colonnes de sable compacté, fabriquées.  
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Tableau n°8 : Récapitulatif des estimations des diamètres de pore moyen pour la 
détermination de l’injectabilité du coulis bactérien pour les quatre sables sélectionnés. 

 

Paramètres 
Sable de 

Fontainebleau 
NE 34 

Sable de 
Fontainebleau 

brut 

Sable de 
Fontainebleau 

correcteur 
Sable Itterbeck 

d15  sol (mm) 0.160 0.160 0.112 0.115 
 d  coulis bactérien 

(mm) 0.004 0.004 0.004 0.004 

D15so l > 15 d 85 coulis  0.06 0.06 0.06 0.06 
d15/d85 = I>25 40 80 56 57.5 

Diamètre d85 pore (µm) �  40 �  40 �  30 �  37 
� K (modifié cal) 2.16 10-3 2.16 10-3 1.30 10-3 1.59 10-3 

K (m/s) modifié cal 
pour état dense 

4.67 10-6 4.67 10-6 1.68 10-6 2.56 10-6 

Diamètre moyen d’un 
pore d (µm) 

�  20 �  20 �  11 �  15 

 
 Cependant, il est difficile d’estimer le diamètre de pore, car il est impossible dans nos 
conditions de connaître la structure du sol, c'est-à-dire le mode d’assemblage ou d’arrangement 
(cubique ou hexagonal compact) des particules minérales et les liaisons éventuelles avec 
d’autres éléments (interface sable et support de la colonne). Or, d’après une étude de Musy 
Soutter (1991), le système poral en fonction du diamètre des pores a été établi pour du sable 
fin. Il en ressort que 40 % des pores auraient un diamètre inférieur à 4 µm. D’après ces 
données, le sable pourrait avoir une action de filtration mécanique importante sur la biomasse. 
En effet les particules ou les cellules bactériennes comprises entre 1 µm et 4 µm sont sujettes 
aux forces mécaniques et hydrodynamiques de l’injection mais aussi aux interactions physico 
chimiques et électrostatiques du support siliceux. La pénétrabilité du coulis bactérien pourrait 
être limitée. 
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II. DESCRIPTION DU DISPOSITIF D’INJECTION POUR LES COLONNES. 
 
 

Le premier objectif de la construction de colonnes est d’avoir un protocole simple de 
montage, démontage et nettoyage, afin d’obtenir des colonnes reproductibles et de minimiser le 
temps de préparation.  
 
 

1. La présentation du dispositif général. 
 

Pour évaluer les différents paramètres susceptibles d’influencer la bio calcification, 
pour un même diamètre (6.3 cm), trois hauteurs de colonnes ont été étudiées, 20,  40 et 60 cm.  
 

 
 
 
 
Figure n°10 :  Schéma d’ensemble 
d’une colonne (d’après Paradis, 
2007)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
La colonne standard, est équipée d’une embase inférieure et supérieure en PVC où 

l’entrée et la sortie des fluides sont centralisées. Le corps de la colonne est constitué d’un tube 
également en PVC de 3 mm d’épaisseur qui est emboité à la verticale sur les embases. Le 
système ainsi monté est relié à une pompe péristaltique  Masterflex L/S Digital. Elle est 
composée d’une tête de pompe Masterflex L/S de modèle Easy Load 7518-00. L’ensemble est 
relié par des tuyaux flexibles Masterflex L/S de type Tygon R3603 de taille 13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

20 cm 

 

 

19 cm 
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Fontainebleau 

Sable filtre 

Joints toriques 

Filtre nylon  

Rondelle plastique  

Schéma d’une colonne de sable  
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Filtre nylon  

Sortie 

Entrée 
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2. Le protocole expérimental. 
 
 

La procédure expérimentale pour la réalisation d’un essai d’injection complet comporte 
quatre phases (Tableau n° 9).  
 

Tableau n°9 : Le protocole expérimental. 
Protocole de montage de colonne 

 Pluviation et vibration  Phase n°1  Méthode de compactage 
 Pluviation et tapotement 

 Montage des raccords et Préparation des 
solutions Phase n°2  Préparation et injection 

 Injection de la biomasse  
et des solutions calcifiantes 
Extraction des échantillons Phase n°3  Démoulage et compression 

simple  Ecrasement des échantillons 
Démontage Phase n°4  Démontage et nettoyage 
Nettoyage 

 
Les montages de colonnes sont réalisés en immersion. Ce choix a été déterminé afin de 

simplifier les méthodes de compactage et d’éviter la présence de bulles d’air. En effet, la 
présence de gaz dans le réseau de pore produirait des courants préférentiels. 
 
 

3. Le remplissage des colonnes. 
 

3.1. La méthode de compactage par pluviation et vibration. 
 

Au début de chaque essai, les différentes pièces telles que les embases, le corps de la 
colonne et les connexions sont montées séparément. Les joints toriques sont montés sur les 
embases supérieure et inférieure de la colonne. Ils permettent d’assurer l’étanchéité du tube en 
PVC avec les embases. Pour assurer une imperméabilité totale, ces joints ainsi que les fonds 
des embases sont badigeonnés de vaseline blanche. Elle est étalée en une fine couche circulaire 
également sur la paroi interne du tube de PVC et sur toute la longueur. L’emploi de la vaseline 
dans le tube de PVC permet de réduire les effets de bords lors des injections et de faciliter le 
démoulage des colonnes en fin de procédure. 

 
Lorsque le tube de PVC est emboité dans l’embase inférieure, une couche de silicone 

est appliquée sur le pourtour de la jonction tube/embase, afin de mieux consolider cet 
ensemble. Une fois le gel de silicone séché, deux tiges filetées sont vissées sur l’embase 
inférieure. Ensuite, sont déposés au fond de la colonne deux filtres circulaires à base d’une 
toile de nylon de 0.5 mm de diamètre de pore et légèrement inférieur au diamètre de la colonne 
(Ø 60 mm). Une fois les filtres déposés, une rondelle de plastique imperméable est centré sur 
les filtres. La sortie de l’embase inférieure est ensuite obstruée pour que la colonne puisse être 
remplie par un volume précis d’eau. 

 
 Une première couche de 0.5 cm de sable filtre (30 g) est déposée par pluviation de 

manière homogène au fond de la colonne. Cette couche permet l’homogénéisation de 
l’écoulement au sein de l’échantillon et empêche les grains de sable de venir colmater l’orifice 
de sortie situé dans l’embase inférieure. La colonne est installée dans un seau pour être ensuite 
déposée sur un tamiseur. Au dessus de la colonne est placée une éprouvette dans laquelle est 
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versé une masse connue de sable de Fontainebleau sec. Ce sable est versé sous forme de pluie à 
un débit approximativement de 5 g/min au sommet de la colonne à une hauteur constante de 5 
cm. La colonne est soumise lors de la pluviation du sable aux vibrations du tamiseur. Ce 
dispositif de pluviation dans une colonne saturée facilite la mise en place de matériaux 
granulaires en des structures homogènes sans singularité de densité. L’état de compacité de la 
colonne est assuré par le débit de la pluviation sous eau et la vibration du tamiseur. L’opération 
est arrêtée lorsque le niveau du sable se trouve à 0.5 cm de haut du tube en PVC. La masse de 
sable introduite est mesurée de manière très précise. Puis 30 g de sable filtre permettent de 
compléter le haut du tube en PVC. Cette couche est arasée pour homogénéiser sa surface et 
permettre de déposer un filtre nylon qui stabilisera cette couche lors de l’injection. Enfin, 
l’embase supérieure est emboitée sur le tube en PVC et sur les tiges filetées. Les vis papillons 
sont vissés simultanément sur les tiges filetées. Une couche de silicone est appliquée sur le 
pourtour de la jonction tube/embase pour assurer là aussi un maximum d’étanchéité. Les 
différentes connexions de flexibles sont réalisées une fois que le volume d’eau éjectée de la 
colonne a été mesuré. La Figure n°11 présente une vue du  dispositif de préparation de 
colonne.  

 
 

 

Figure n°11 : Schéma du protocole de pluviation et vibration en immersion  
 

 
3.2. La méthode de compactage par pluviation et tapotement. 

 
Cette méthode de compactage est différente de la précédente par les points suivants. Le 

remplissage de la colonne de sable se réalise également sous immersion mais petit à petit (semi 
– continu). En effet, après la mise en place du sable filtre, du sable de Fontainebleau est versé 
manuellement à l’aide d’un entonnoir, de façon circulaire, sur une épaisseur de 1 à 2 cm. La 
colonne est ensuite vibrée par trois séries de 8 chocs latéraux appliqués contre la paroi avec un 
maillet. Ces trois séquences de chocs doivent être uniformément réparties sur le pourtour du 
cylindre, tous les 120° et avec la même intensité. Une fois le tassement assuré et l’égalisation 
de la surface supérieure du sable, une quantité d’eau identique est ajoutée avec un versement 

 

 

 

 

 

Cône de remplissage 
avec robinet intégré 

Seau de réception 

Eau éjectée de la 
colonne 

Appareil à plateau 
vibrant  
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de sable identique à la précédente. La colonne est ainsi totalement remplie en plusieurs cycles 
de compactage. 

 
 
4. La préparation de la colonne. 

 
Le protocole de mise en place des flexibles a pour objectif principal de maintenir un 

continum d’eau entre la colonne et les raccords. La colonne a été remplie sous eau et doit être 
maintenue totalement saturée lors de la mise en place des flexibles à l’entrée et à la sortie. Pour 
cela, l’entrée de la colonne située sur l’embase supérieure est remplie d’eau jusqu'à 
débordement. L’entrée est ensuite obturée à l’aide d’un morceau de paraffine. Parallèlement 
deux flexibles Masterflex L/S de type Tygon R3603, taille 13, pour l’entrée de la colonne et de 
diamètre 1 mm pour la sortie sont remplis d’eau. Le flexible de sortie est emboité en premier et 
son extrémité est maintenue en position haute, légèrement au dessus du niveau d’entrée de la 
colonne. Une fois cette opération réalisée, le flexible d’entrée dont une extrémité est placée 
dans un récipient d’eau au même niveau que la colonne afin d’éviter que le tuyau ne se vide de 
son contenu, est connecté. Lorsque cette opération est réalisée, il y a un continum d’eau entre 
les raccords et la colonne. Ceci doit être néanmoins vérifié. Pour cela il suffit de relever 
légèrement le flexible de sortie par rapport au niveau d’entrée de la colonne pour observer une 
sortie d’eau et ainsi s’assurer qu’il n’y a aucune bulle d’air à l’intérieur de la colonne. Cette 
dernière opération doit être renouvelée plusieurs fois pour s’assurer de l’injectabilité de la 
colonne.  

L’ensemble des données est collecté dans un tableau synthétique de préparation de 
colonne (Tableau n°10).  

 
Tableau n°10 : Exemple de fiche de synthèse des données techniques d’une colonne. 

 
Caractéristiques techniques du  

montage de la colonne Exemple de colonne 

Type de sable Fontainebleau NE 34 (SFB NE 34) 

Granulométrie (µm) 1 125-250. 
Hauteur de la colonne (cm) 20 
Diamètre de la colonne (cm) 6.3 

Masse de sable filtre (g) 60 
Masse totale de sable (g) 2 1086 

Volume total de colonne (cm3)3 655 
Volume d'eau récupéré (cm3)  400 

Volume de porosité pratique (cm3) 255 
Densité apparente (g/cm3) 1.66 

Masse de sable fin (SFB) (g) 1036 
Volume théorique de sable (SFB) (cm3) 592 

Densité sèche sable fin (SFB) 1.75 
1 = Bande passante des grains pour le sable fin (Fontainebleau ou Itterbeck) 
2 = Masse de sable filtre + masse de sable fin (Fontainebleau ou Itterbeck) 
3 = Volume de sable filtre + volume de sable fin (Fontainebleau ou 
Itterbeck) 

 

Les deux types de densité permettent de se rendre compte des différences de 
compaction entre les colonnes et de les comparer. En premier lieu, la densité apparente prend 
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en compte la masse sèche de sable filtre et de sable fin (Fontainebleau ou Itterbeck) sur le 
volume total de la colonne. Le second calcul de densité correspond à celui du sable fin 
uniquement. Pour cela, c’est la masse sèche de sable fin qui est également divisée par le 
volume de la colonne. Ainsi, pour ce calcul, la hauteur de colonne est réduite de 1 cm (2*0.5 
cm). Elle correspond à 60 g (30*2)de sable filtre soit 30 cm3. 
 
 

5. La préparation de biomasse et ses conditions de culture.  
 
 

5.1.  Les souches bactériennes et leurs milieux de culture. 
  

Deux souches de S. pasteurii achetées auprès de fournisseurs de l’Institut Pasteur, et ont 
été utilisées. Il s’agit de S. pasteurii CIP 66.21 et de S. pasteurii DSMZ 33. Toutes les deux ont 
servi pour les suivis de croissance, les optimisations de l’activité enzymatique et les essais en 
colonne. La culture du micro organisme et la production d’uréase sont deux étapes liées dont 
dépend fortement la réussite des essais de bio précipitation en colonne. 

Le conditionnement des souches, la méthode de réviviscence, le mode de conservation 
ainsi que les conditions de production de biomasse (type de précultures par exemple) sont 
autant d’étapes déterminantes (Tableau n°11).De celles-ci dépendent non seulement le  
rendement de la production d’uréase mais aussi le passage à une production industrielle.  

 
 

Tableau n°11 : Les modes de conservation et de culture des précultures pour S. pasteurii. 

Souches Conditionnement Mode de 
reviviscence 

Mode de 
conservation Préculture 

S. pasteurii 
CIP 66.21 Lyophilisée 

 Une culture liquide 
de 24 h entre 20 et 

25° C  
(20 g/l Y.E.,  
20 g/l urée)  

Milieu gélosé 
sélectif 

(Agar 20 g/l + Y.E.  
20 g/l et urée 20 g/l) 

Une culture 
liquide SBF, de 

24 h entre  
20 et 25° C 

S. pasteurii  
DMSZ 33 Liquide 

Une culture liquide 
de  

24 h entre 20 et 25° C  
(20 g/l Y.E.,  
20 g/l urée) 

Milieu gélosé 
sélectif 

(Agar20 g/l + Y.E.  
20 g/l) 

Une culture 
liquide SBF, de 

24 h entre  
20 et 25° C 

Y.E. : Extrait de levure, SBF : Soletanche Bachy France. 
 
 
Les précultures et les cultures sont réalisées en Erlenmeyers, elles sont incubées à 

température ambiante, sous hotte stérile à flux laminaire, placées sur un plateau d’agitation. Le 
milieu de culture liquide, semi synthétique et à base d’extrait de levure, est complexe et a 
évolué tout au long de cette étude (Tableau n°12).  
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Tableau n°12 : Les milieux de culture utilisés pour la production de biomasse et d’enzyme. 

 

Composition par litre Désignation Condition de 
culture Utilisation 

Y.E. = 10 g 
urée = 2.4 g 
NaCl = 3 g 

NiCl2 = 128 mg 
pH = 8.5 

SBF 

Y.E. = 6 g 
Chicorée=1.5 g 

urée = 2.4 g 
NaCl = 3 g 

NiCl2 = 128 mg 
pH = 8.5 

SBF Chic 

Y.E. = 6 g 
Chicorée = 1.5 g 

urée = 2.4 g 
NaCl = 3 g 

MgCl2 = 0.1 g 
NiCl2 = 128 mg 

Cocktail de 
vitamines 
pH = 8.5 

SBF Chic 
Vit 

Agitation 
(120 rpm) 
20 - 22° C 

24h 

Production de 
biomasse et 
d’enzymes 

 
  Le dispositif expérimental prévoit une phase de culture bactérienne de 24 heures à 
température ambiante soit entre 20 et 22° C, pour obtenir en fin de phase exponentielle un 
maximum d’activité enzymatique de type uréase. De plus, en fin de phase exponentielle, le 
milieu de culture ne possède quasiment plus d’éléments nutritifs. Cette désignation n’est plus 
justifiée par conséquent, on parlera donc d’une solution ou préférentiellement d’une suspension 
de biomasse. Chacune d’entre elles est caractérisée avant d’être injectée en colonne, par son 
activité enzymatique de l’uréase (A.E.), la mesure de sa densité optique à 600 nm (D.O.). 
L’activité enzymatique spécifique (A.E.S. = A.E./D.O.) peut alors être calculée. Les 
suspensions de biomasse sont refroidies puis stockées à 4° C pendant 24 à 72 heures. Elles sont 
réchauffées sur la table d’agitation avant d’être injectées. Des mesures de l’activité 
enzymatique et des observations au microscope optique sont réalisées avant son injection dans 
les colonnes. 
 

5.2. La mesure des activités enzymatiques. 
 

La qualité des suspensions de biomasse est évaluée à l’aide deux paramètres : la mesure 
de la densité optique (D.O.) et la mesure de l’activité enzymatique uréasique (A.E.). La mesure 
de la D.O. cellulaire se réalise sur une prise d’essai de 300 µl de suspension bactérienne qui est 
diluée dans 2.7 ml d’eau distillée directement dans une cuvette pour spectrophotomètre. La 
mesure d’absorbance à 600 nm s’accomplit grâce à un spectrophotomètre Biomate 3, de chez 
Thermo Electron corporation. La mesure de l’activité enzymatique (A.E.) s’effectue sur 3 ml 
de la suspension bactérienne diluée dans 27 ml d’une solution d’urée à 1,1 M soit 66 g/l. La 
mesure de l’activité, réalisée dans les conditions de Michaelis-Menten, s’opère par mesure de 
la conductivité grâce au multi paramètre Multi 340i (marque WTW), et d’une double sonde de 
conductivité et de température TetraCon 325 de chez WTW et cela dans les conditions 
dynamiques, à 20 °C. Une mesure de la conductivité du mélange est effectuée toutes les 
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minutes pendant une durée de 6 min. Le coefficient directeur de la pente de la courbe de 
conductivité en fonction du  temps, permet de calculer l’activité enzymatique de la suspension 
testée dans ces conditions standard. L’activité enzymatique est donnée en µS/cm/min. Il s’agit 
là de l’activité enzymatique totale (A.E.T.). Au cours de cette recherche, il a été mis en 
évidence que l’enzyme ayant tendance à sortir de la cellule, une mesure de l’activité est donc 
faite sur une fraction filtrée sur des filtres de 0.2 µm de porosité qui retiennent les cellules. 
L’activité alors mesurée correspond à l’activité enzymatique extracellulaire ou libre (A.E.L). 
Elle est peu intéressante pour le procédé car l’enzyme libre ne s’adsorbe que très peu sur les 
grains de sable et dans tous les cas, moins bien que les bactéries. L’activité enzymatique 
spécifique (A.E.S) est déduite grâce au rapport  A.E./D.O., son unité est donc le 
µS/cm/min/D.O.  

 
 
6. La méthode de stimulation de l’adhérence. 

 
 

D’après des tests réalisés sur galeries API 20 E et 50 CH, un ose, l’inuline, qui est 
contenue en grande quantité dans la chicorée, est facilement métabolisable par S. pasteurii 
(CIP 66.21) et stimule à faible concentration sa croissance. L’inuline est un mélange de 
polymères de 2 à 70 unités de fructose avec un glucose en position terminale. C’est d’ailleurs 
le seul sucre que cette souche utilise comme seule source de carbone et d’énergie. Il joue pour 
la bactérie un rôle très important dans la stimulation de sa fabrication d’adhésines et/ou des 
polymères de sa capsule. Ainsi, la souche présentera de plus grandes capacités de fixation à la 
surface des grains de sable. Ce produit a donc été ajouté une première fois dans le milieu de 
production de biomasse à raison de 1.5 g/l, mais aussi une deuxième fois dans une étape 
supplémentaire qui se réalise durant le réchauffement de la solution de biomasse et/ou avant 
son injection. Cet ose en excès, est alors assimilé et favorise les voies de synthèse des exo 
polysaccharides (EPS) qui seront exportés à la surface des cellules. Ce processus dépend de 
l’état physiologique des cellules, et peut prendre à ce moment là entre 1 à 3 heures.  

Ensuite, lorsque la solution de biomasse est prête à être injectée, 10 mM de sels de 
calcium sont ajoutés (Tableau n°13). Les cations multivalents interagissent spécifiquement 
avec les fonctions carboxyliques des EPS. Ils conduisent alors à une consolidation du maillage 
polysaccharidique et à une diminution des forces électrostatiques de répulsion entre les grains 
de silice et les bactéries, les deux étant naturellement chargés négativement. Cette étape ne 
modifie ni la viscosité, ni le volume de la suspension de biomasse à injecter, ni l’activité 
enzymatique. Les produits ajoutés ne présentent pas de toxicité pour les micro-organismes 
et/ou pour l’environnement. 

 
Tableau n°13 : Les caractéristiques de la solution améliorant la fixation. 

 
 Composition Concentration Utilisation 

 Chicorée   4 à 2 g/l de chicorée  1 à 3 heures à 20° C sous agitation. 

Nitrate de calcium 2.36 g/l Juste avant l’injection dans la 
solution à 20° C sous agitation  
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7. La suspension de biomasse et son injection. 
 

La suspension de biomasse à injecter est placée au même niveau que la colonne sur un 
agitateur magnétique. Elle est reliée à l’entrée de la colonne (embase supérieure) par un 
flexible ajusté au niveau de la tête de pompe. Cette suspension biologique a été définie 
également par des paramètres propres au procédé d’injection. En effet, le volume de pore 
(V.p), le nombre de séquences d’injection et la durée de batch (pause) sont des éléments définis 
lors de la préparation de l’expérience et du  montage de la colonne.  

L’ensemble de ces caractéristiques établies pour chaque colonne injectée a évolué au 
cours de cette recherche. Elles sont regroupées dans une fiche synthétique (Tableau n°14).  
 

Tableau n°14 : Exemple de fiche regroupant les caractéristiques techniques de la 
 suspension bactérienne avant injection. 

 

Fiche des caractéristiques d’une solution de biomasse Exemple de suivi de 
colonne 

Souche bactérienne CIP 66.21 

Milieu de culture SBF  

Age de la culture  24 h 

Densité optique - 600 nm 1.82 

Activité enzymatique (µS/cm/min) 968 

Activité enzymatique surnageant ND 

Activité enzymatique spécifique (µS/cm/min/D.O.) 532 

Nombre d'injections de V.p (Volume de pore) 1 

Volume injecté (cm3) 250 

Conductivité (mS/cm) ND 

 Débit-Vitesse d'écoulement (cm3/h - cm/h) 250 ml/h – 20 cm/h 

Temps d’injection de 1 volume de pore (heure) 1 

Temps de batch (heure) 3 

Matière organique ajoutée (fixation)  Chicorée  4 g/l 

Sel de calcium ajouté (fixation) Ca(NO3)2 10 mM 
      ND : non déterminé. 

 
 

8. La préparation de la solution calcifiante. 
 

 
La solution calcifiante est un mélange équimolaire d’un sel de calcium et d’une source de 

carbonate sous forme d’urée. Le calcium se présente sous forme de sel de calcium, avec deux 
sources prépondérantes, le chlorure de calcium (CaCl2) et le nitrate de calcium Ca(NO3)2. Dans 
cette recherche, les deux sources de calcium ont été testées, mais en utilisant des produits d’une 
qualité proche de la réalité du chantier industriel, c'est-à-dire impurs. Ce choix nécessite donc 
une étape supplémentaire lors de la préparation de la solution calcifiante lorsqu’il s’agit du 
chlorure de calcium. En effet, une filtration sur filtre à café est nécessaire avant de le mélanger 
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à l’urée. Cette opération élimine de nombreuses particules micrométriques qui pourraient 
colmater la colonne de sable fin. Les volumes et les concentrations sont déterminés lors de la 
préparation de l’expérience d’injection et du montage des colonnes (Tableau n°15).  

 
Tableau n°15: Exemple de fiche technique regroupant les caractéristiques de  

la solution calcifiante. 
 

Fiche des caractéristiques d’une solution calcifiante  Exemple de suivi de 
colonne 

 Nature du sel de calcium Ca(NO3)2 

Concentration en calcium (mol/l) 0.3 

Concentration en urée (mol/l) 0.3 

Volume injecté (cm3) 2600. 

Conductivité (mS/cm) 44  

Nombre d'injection de volume de pore (V.p) 1 

Temps d’injection d’un volume de pore (heure) 7.2 heures 

 Débit -Vitesse d'écoulement (cm3/h - cm/h) 6 ml/min - 14.5 cm/h  

Temps de batch (heure) entre chaque volume de pore 72 

 
Pour améliorer les possibilités de nucléation et/ou de croissance cristalline, une faible 

quantité de matière organique a été additionnée dans certaines solutions calcifiantes quel que 
soit le sel de calcium utilisé (Tableau n°16). 

 
Tableau n°16 : Exemple de fiche précisant la composition des solutions calcifiantes 

améliorées. 
 

Caractéristiques d’une solution calcifiante améliorée Exemple de suivi de colonne
Nature du sel de calcium CaCl2 ou Ca(NO3)2 

Concentration en calcium (mol/l) 0.3 

Concentration en urée (mol/l) 0.3 

Nature et quantité de la matière organique (g/l) Chicorée : 0.25  
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III. LES CONDITIONS D’INJECTION. 
 
 

Les injections en colonne suivent un protocole d’injection qui est défini par des 
paramètres de chantier. En effet, ce sont les paramètres technico-économiques qui définissent 
le nombre de volume de pore, les vitesses réelles d’injection, la durée d’un chantier modèle et 
la température présente en sub-surface. L’ensemble de ces paramètres de chantier définissent 
une fenêtre de faisabilité (Tableau n°17). 

 
Tableau n°17 : Synthèse des conditions chantiers définissant le protocole d’injection en 

colonne. 
 

Conditions chantiers du procédé de bio calcification 
Nombre total de volume de pore pouvant être appliqué 1 à 6 

Vitesses réelles d’injection pouvant être appliquées 0.2 à 0.6 m/h 
 Température en sub-surface 12° à 20°C 

Durée du chantier 7 jours 
Sens de l’injection Unidirectionnel 

 Séquence d’injection  Biomasse – Sol calcifiante 
 
 

1.  Le protocole d’injection de la suspension de biomasse. 
 

 
  Les suspensions de biomasse sont placées à la même hauteur que les embases 
supérieures des colonnes à injecter pour faciliter la calibration du débit et de son maintien au 
cours de l’injection. La calibration se réalise avec des tuyaux flexibles identiques à ceux qui 
serviront pour les injections des solutions calcifiantes.  
 

Elle s’effectue à l’aide d’une éprouvette graduée et d’un chronomètre dans le cas de la 
pompe péristaltique Matsterflex L/S Digital et avec le logiciel d’exploitation Matsterflex dans 
le cas d’une pompe péristaltique Matsterflex L/S Computerized. Les injections peuvent être 
réalisées à l’aide de l’une ou l’autre. Les raccords flexibles MasterlfexL/S Tygon de taille 13 
reliant les suspensions bactériennes à l’entrée des colonnes passent par des têtes de pompe 
Masterflex L/S easy load de modèle 7518-00. En effet, une certaine hauteur de charge est à 
respecter, car une différence trop importante entre le niveau de la suspension de biomasse à 
l’entrée de la colonne et en fin d’injection risque de réduire le débit. La première phase de la 
procédure d’injection consiste en la mise en place de la suspension bactérienne. Ce protocole 
d’injection est identique pour des colonnes simples (20  cm), double (40 cm) ou triple (60 cm), 
seuls les volumes injectés varient. 

 
2. Le suivi de la fixation bactérienne en cours d’injection. 
 

 
Le rendement du procédé repose sur l’efficacité du dépôt de la biomasse dans une 

matrice poreuse et siliceuse. Ce dépôt est assimilé à une estimation du taux de fixation. Ces 
informations sont nécessaires pour mieux appréhender la relation entre la distribution de la 
biomasse et les zones de calcification. Il est nécessaire d’estimer le taux de fixation bactérienne 
en fonction du point d’injection et par rapport au nombre de volume de pore injecté. 
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Figure n°12 : Dispositif 
expérimental permettant de 
suivre l’injection et le dépôt 
de biomasse. 

 
Le suivi de la fixation bactérienne est fait par la mesure de la D.O. sur les liquides de 

sortie de la colonne. Pour cela, un spectrophotomètre (Biomate 3, Themo electron) qui est 
placé en sortie de colonne, par l’intermédiaire d’une cuve à circulation en quartz (Suprasil, 
Hellma), mesure la densité optique ou absorbance (A) à 600 nm (D.O.600) soit toutes les 30 
secondes soit toutes les 2 minutes selon le modèle de colonne injectée (Figure n°12). Les 
volumes non utiles, que représentent les tubes reliant les colonnes, sont minimisés en utilisant 
les plus petits diamètres possibles, généralement de 1 mm. 

Avant chaque suivi de biomasse, une ligne de base (blanc) est réalisée à partir d’une 
suspension bactérienne filtrée sur une membrane de cellulose à 0.2 µm, c'est-à-dire ne 
renfermant plus que le milieu de culture. Une estimation de la D.O. fixée peut être déduite de 
la quantité de D.O cellulaire qui sort de la colonne après l’injection du 1er volume de pore de 
solution calcifiante. La représentation théorique (Figure n°13) permet une visualisation directe 
de la fixation. 

 

 
 
 
 
 
 
Figure n°13 : Représentation 
théorique de la fixation bactérienne 
à l’intérieur de la colonne. 

 
Dans cette représentation, la colonne semble fixer environ 17 % de la biomasse 

injectée. Ces informations sont à complémenter avec d’autres paramètres car, les courbes de 
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sortie de D.O. et donc la fixation des bactéries, vont dépendre à la fois de la taille et de la 
nature des grains de sable, et du degré d’homogénéité, c’est-à-dire du compactage des 
colonnes. Ceci est particulièrement visible dans l’exemple ci-après qui concerne des colonnes 
montées en série (Figure n°14). 

 

 
 
 
Figure n°14 : Représentation du 
lessivage de la biomasse des 
colonnes n°1 et n°2, montées en 
série, par l’injection de la 
solution calcifiante. 

 
3. Protocole d’injection de la solution calcifiante. 

 
Les solutions calcifiantes sont fabriquées extra temporairement de façon à limiter toute 

éventuelle hydrolyse précoce de l’urée. Les injections sont réalisées de la même manière que 
celle de la suspension de biomasse.  
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IV. LA COLLECTE DES RESULTATS. 
 

1. Le démoulage des échantillons. 
 
  Après les injections, les colonnes doivent être démontées pour évaluer le rendement de 
la bio calcification. La difficulté de cette opération est d’extraire la colonne de son enveloppe 
en PVC sans la détruire ni la fissurer afin de ne pas fausser les résultats des essais de 
compression. Les embases inférieures et supérieures sont toutes deux déboitées du tube en 
PVC. Les trois premiers centimètres et demi de chaque extrémité du tube PVC sont sciés pour 
être éliminés. Seuls les 12 cm du corps central de la colonne (cas des colonnes de 20 cm) sont 
conservés et découpés de façon longitudinale afin d’extraire l’échantillon (Figure n°15).  
 

 

 
 
 
 
 
Figure n°15 : Schéma d’une colonne dont est 
extrait l’échantillon destiné à la compression 
verticale simple. 

 
Les échantillons ainsi extraits possèdent un élancement de 2, c’est à dire un rapport 

longueur/diamètre = 2. Ce rapport est nécessaire pour éviter le frettage lors des essais de 
compression uniaxiale non confinée selon la norme NF P 94-077..Pour permettre une bonne 
représentativité et reproductibilité des résultats, les échantillons sont tous compressés 
immédiatement après l’arrêt de l’expérience. Toutes les pièces du dispositif, sauf le tube en 
PVC qui a été scié, sont ensuite nettoyées à l’aide d’une solution d’acide HCl 11 N pour une 
réutilisation. 
 
 

2. La mesure de la résistance maximale à la compression uniaxiale simple. 
 
  Une fois démontées, les colonnes de sable calcifiées sont préparées pour être soumises 
à l’écrasement en compression non confinée. Cet essai de compression simple est réalisé à 
l’aide d’une presse hydraulique Instron de modèle 4467 pilotée par ordinateur avec acquisition 
automatique des données grâce au Logiciel série IX v 8.15. Avant d’être écrasées, les surfaces 
des extrémités des échantillons sont lissées à l’aide d’un papier de verre pour rendre parallèle 
les surfaces d’appui lors de l’écrasement. L’éprouvette humide recueillie de 12 cm est placée 
orthogonalement entre les deux plateaux. Seul le plateau supérieur est mobile et avance à une 
vitesse constante de déformation longitudinale de 2 mm/min, à température constante de 20° C. 
La mesurer la force axiale appliquée (F) à l’éprouvette se réalise en temps réel. Les essais de 
compression sont menés jusqu'à la rupture de l'échantillon. La résistance à la compression (Rc) 
obtenue est un indicateur de la résistance mécanique. L’allure de la courbe de type (contrainte 

20 cm 

 

 

19 cm 

6,3 cm 

12 cm 
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– déformation) montre l’évolution de la force de compression (F). Cette courbe peut expliquer 
le type de mécanisme et surtout le comportement du matériau. Le calcul de la contrainte 
maximale de résistance (Rc) à la compression simple, de l’échantillon est donné en KPa ou 
MPa. Il résulte de la loi de Hooke : �  = E/�  avec �  la contrainte normale en Pa proportionnelle 
à l’allongement relatif �  sans unité et par la constante du module de Young E en Pa. La 
contrainte de �  compression est égale à la force F divisée par la surface S en m² pour une 
matériau élastique.. 

Les valeurs relatives à la résistance maximale à la compression simple pour chaque 
colonne ont été rassemblées dans des fiches d’essai de compression de colonnes (Tableau 
n°18). Un exemple de courbe �  = f(� ) = f (� h /h0) de résistance à la compression en fonction de 
la déformation est donné (Figure n°16). 
 

 
Tableau n°18 : Exemple de fiche présentant les caractéristiques des essais compressions. 
 

Fiche des caractéristiques des compressions de colonnes 
Type d’essai Paramètres suivis Exemple de colonne 

Contrainte maximale (MPa) 1.1176 

Taille de l'échantillon (cm) 12 (Elancement de 2) 

Essais de compression 
simple 

Aspect de la courbe ,Pic 
 
 

 

 
 
 
 
Figure n°16 : La force axiale appliquée à 
l’éprouvette en fonction de la déformation 
F = f (� h). 
. 

 
 

3. La détermination de la teneur en carbonate de calcium des colonnes. 
 

La détermination de la teneur en carbonate de calcium est réalisée à partir d’un 
calcimètre de Bernard. Le principe du calcimètre consiste à mesurer le dégagement du dioxyde 
de carbone issu d’une attaque acide (HCl 11N) sur des échantillons de sables calcifiés. Le sable 
employé dans ces essais est siliceux et donc tout le CO2 dégagé correspond au carbonate 
précipité. Le volume ainsi dégagé par l’attaque acide est comparé à une courbe étalon, ceci 
pour déterminer la teneur en carbonate de calcium de l’échantillon. Ces mesures sont réalisées 
à  température ambiante. 
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Les morceaux de l’éprouvette testée issus de l’écrasement sont regroupés puis broyés 
dans un mortier de façon à obtenir un mélange homogène. La bonne représentativité de 
l’échantillon à doser est réalisée en suivant une méthode de prélèvement et d’homogénéisation 
standardisée, courante en chimie. Cette méthode consiste, à partir de l’échantillon écrasé, à le 
broyer pour ensuite le diviser en quatre parts égales puis de réduire de manière dichotomique 
l’échantillon en éliminant deux parts. Les deux parts restantes sont à nouveau mélangées pour 
être de nouveau divisées en quatre parts égales. Ce processus s’arrête à la fin lorsque le 
diamètre de la colonne correspond à la dimension du sable mélangé. Cet échantillon est ainsi 
représentatif de la partie écrasée de la colonne. La teneur en carbonate de calcium est une 
donnée essentielle pour comparer l’efficacité du traitement pour chaque colonne. Elle est 
donnée g de CaCO3 par cm3 de volume d’échantillon selon la formule suivante :  

 
CaCO3 ( g/cm3) = [(VCO2 /a)) /(M éch(VCO2 /a))]*d, 

  
avec a le coefficient directeur de la courbe étalon et d la densité de la colonne dont est issu 
l’échantillon écrasé. 

La mesure de la teneur en carbonate de calcium a également été confiée à un laboratoire 
accrédité COFRAC sur ce dosage spécifique. Les mesures ont été réalisées selon la norme en 
vigueur  (NF ISO 10693 X 31-105) et les résultats sont donnés en g de CaCO3 par kg 
d’échantillon. La formule permettant de passer de g de CaCO3/ kg d’échantillon au g de 
CaCO3/ cm3 est :  

 
CaCO3 (g/cm3) = [(X CaCO3g/g) / ((1-(X CaCO3g/g))*1/d)] 

 
L’ensemble des valeurs des teneurs en carbonate de calcium est rassemblé pour chaque 
colonne dans une fiche synthétique (Tableau n°19).  
 

Tableau n°19 : Exemple de fiche établie pour les dosages de CaCO3. 
Fiche des caractéristiques des teneurs en carbonate de calcium 

Type de test Paramètres suivis Exemple de colonne 
Teneur en CaCO3 (mg/g) de sol 0.080 

Calcimètre de Bernard 
Teneur en CaCO3 (g/cm3) de sol 0.045 

Contrôle inter-colonne CaCO3 (g/cm3)/Silice (g/cm3) 0.79 
 
 

4. Les observations des échantillons au Microscope à balayage (MEB). 
 
 
Après les mesures de la résistance à la compression simple, les fragments de colonne 

sont séchés à basse température puis envoyés pour observation ultra microscopique. La 
calcification des colonnes a été observée au  Microscope Electronique à Balayage (M.E.B.) 
Géol à effet de champs 6400F, dans le Service de microtitration et de microscopie électronique 
de l’Université de Nantes. Les prélèvements et les observations ont été réalisées par Mesdames 
Castanier-Perthuisot et Levrel du Laboratoire de Microbiogéologie de l’Université d’Angers 
qui est rattaché à l’équipe de M. le Professeur Jorissen, appelée « Bio Indicateurs Actuels et 
Fossiles » : B.I.A.F.  Systématiquement, les prélèvements d’échantillon ont été faits en 
périphérie de colonne et dans la zone centrale. Dans la mesure du possible, trois niveaux dans 
les colonnes (haut, mi-hauteur et bas) ont été observés. Ces données permettent de mieux 
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appréhender les performances des traitements ainsi que d’appréhender l’existence de zones 
d’écoulement préférentiel. 

Le prélèvement est collé sur plot en cuivre, soit avec de la colle d’argent soit sur un 
scotch double face noir.  La technique du point critique, pourtant classique pour l’observation 
des bactéries ou des cellules eucaryotes, n’est pas appliquée car elle n’est pas adaptée à ce type 
d’échantillon composé d’un mélange de bactéries, de sable et de carbonate de calcium. Les 
plots sont mis sous vide et leur surface est métallisée avec un mélange or/palladium. La couche 
déposée n’excède jamais une épaisseur de 150 Angströms, ce qui permet une conservation 
maximale du microrelief et donc une meilleure observation aux forts grossissements. Elle reste 
cependant suffisamment conductrice pour les électrons.  

Dans certains cas, des analyses atomiques des minéraux sont réalisées sur le 
Microscope Electronique Jéol 5800 qui est couplé à une sonde atomique. Les diagrammes 
obtenus indiquent la composition en atomes et en aucun cas, n’identifient avec certitude la 
nature cristalline du minéral. De plus, le pinceau du faisceau d’analyse, très perforant, ne 
permet pas de limiter l’analyse à une épaisseur inférieure à 1 µm. L’interprétation des profils 
d’analyse doit donc être faite avec précaution car, il sera souvent difficile n’analyser que les 
nano-grains sans atteindre leur support. 
 
 

5. Les analyses chimiques des effluents du procédé. 
 

 
Le protocole opératoire de prélèvement, d’analyse et de conditionnement a été encadré 

par IANESCO-CHIMIE. En effet, les effluents, issus de la bio calcification sont 
particulièrement instables, à cause de la présence simultanée de bactéries, d’enzymes libres, de 
résidus organiques et minéraux du milieu de production de biomasse, et des réactifs contenus 
dans le milieu calcifiant (urée, nitrate ou chlorure de calcium). Les paramètres chimiques suivis 
sont, le carbone organique total (COT), le NH4

+, le NO3
-, le Ca 2+, l’azote total Kjeldhal 

(NTK), le phosphore, le magnésium, les chlorures, le nickel et le titre alcalimétrique complet 
(TAC) dans le cas des colonnes représentatives du procédé (Tableau n°20), et également, le 
pH, la conductivité, l’oxygène dissous et la température.  

 
Tableau n°20 : Les analyses physico-chimiques pratiquées sur les effluents. 

 
Analyse Spécificité  Unité  Normes 

COT 
  Carbone organique 

Total mg/l NF EN 1484 (oxydation chimique) 

Calcium 
dissous 

Ca mg/l NF EN ISO 7980 (Flamme) après filtration sur 
0.45µm 

Chlorures Cl mg/l  NF EN ISO 10304-2 
 Conductivité à 25° C µS/cm NF EN 27888 

DCO 
  Carbone organique 

dissous mg02/l NF T 90-101 

pH  Unité pH NF T 90-008 
P   Phosphore total mg/l NF EN 6878(article 8) méthode automatique 

  Ortho 
phosphates  

P04 mg/l NF EN ISO 6878 (article 4) 

MES 
 Matières en 
suspension  NF EN 872 (filtre en  fibre de verre Sartorius) 

Mg total  Magnésium total mg/l NF EN ISO 7980 (flamme) après minéralisation. 
acide 
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 Mg dissous Magnésium dissous mg/l NF EN ISO 7980 (flamme) après filtration sur 
0.45µm 

 N-NO2 Azote nitreux mg/l NF EN ISO 13395 (flux) 
N-NH4 Azote ammoniacal mg/l NF T 90-015-1 (distillation +titrimétrie soude)  
N-NO3 Azote nitrique  mg/l NF EN ISO 13395 (flux) 
NTK Azote Kjeldhal mg/l NF EN 25663 

Ni Nickel total mg/l  FD T 90 112 (Flamme) après minéralisation 
SO4 Sulfates mg/l  NF EN ISO 10304-2 

Température  °C  

 TAC 
Titre alcalimétrique 

complet  °F NF EN ISO 9963-1 (potentiomètrie) 

TA Titre alcalimétrique °F NF EN ISO 9963-1 (potentiomètrie) 
 TH  Dureté totale °F NF EN ISO 7980 (flamme) après filtration 

 
Lors de la dernière injection à l’eau, les effluents sont récupérés dans des flacons en 

verre de 250 ml placés dans un bac réfrigérant à 4° C, pour stopper l’activité bactérienne. Les 
flacons sont en verre car cette matière possède des propriétés thermo-conductibles élevées, ce 
qui accélère le refroidissement. Les effluents récupérés sont ensuite transvasés dans des flacons 
normalisés. Certaines analyses chimiques nécessitent l’ajout d’acide pour stabiliser ces liquides 
métastables. Ainsi l’acide phosphorique est utilisé pour l’analyse du COT et l’acide 
nitrique pour l’analyse du calcium et magnésium. Quant à l’acide sulfurique, il est nécessaire 
pour les analyses de NTK, NH4

+ et phosphore.  
Les effluents ont été ensuite envoyés à IANESCO-Chimie qui après une description 

portant sur la couleur (incolore/jaune/marron), l’odeur (sans odeur/odeur de milieu de 
culture/ammoniac) et la présence de précipité (nul/faible/important), pratique les analyses. 

 
 Des données complémentaires telles que la conductivité, la température (° C), NH4

+, 
pH et l’oxygène ont été également collectées au laboratoire de Montereau (Tableau n°21).  
 
Tableau n°21 : Liste des paramètres complémentaires mesurés au Laboratoire de Montereau. 

 
Analyses  Unités Références 

pH unité pH  
T° C mg/l 

Conductivité mS/cm  
Teneur en Oxygène mg/l  

 Multi paramètres 340I 

Densité optique (D.O. 600 nm) A (Absorbance)  Spectrophomètre Biomate 3 
 NH4

+ (D.O.) 575 nm mg/l  Réactif de Nessler 
 Etat Frais   Microscope Zeiler 

 Comptage de cellules  Bactéries/ml  Cellule de Malassez 
 

Le dosage de l’ammonium est accompli à l’aide du réactif de Nessler. Une  prise 
d’essai de 10 µl est mélangée dans une cuve de spectrophotomètre au réactif de Nessler puis 
placée à l’abri de la lumière pendant 5 minutes exactement. Une mesure de densité optique 
(D.O.) à 425 nm est alors effectuée. Les résultats sont portés sur une courbe étalon réalisée à 
partir d’une gamme de concentrations variant de 0 à 1.6 g/l de chlorure d’ammonium. 

Des analyses de microbiologie sont également réalisées telles que le suivi de la D.O. 
cellulaire à 600 nm, l’activité enzymatique totale (A.E.T) et l’activité enzymatique du 
surnageant (A.E.sur ou A.E.L.). Les observations à l’état frais permettent d’évaluer l’état 
physiologique, la taille, la forme, la mobilité et éventuellement le degré de contamination de la 
suspension. 
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V. L’ORGANIGRAMME DE LA MISE EN PLACE DU  PROCESSUS  D’INJECTION 
EN COLONNE. 
 

Cet organigramme permet de situer toutes les étapes de la procédure d’injection en 
colonne de sable élaborée au laboratoire (Figure n°17). 
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Figure n°17 : L’organigramme représentant les différentes étapes des tests.
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VI. LE PROTOCOLE D’INJECTION. 
 
 Le procédé comporte fondamentalement deux phases. La première consiste en la mise 
en place de la biomasse dans le système siliceux, la seconde apporte les sels de calcium et l’urée. 
Ces deux phases peuvent être injectées en continu, c’est-à-dire qu’il n’y a pas d’arrêt entre la 
mise en place de la suspension de biomasse et celle de la solution calcifiante. Cependant, elles 
peuvent être aussi injectées en mode semi continu. Dans ce cas, il y a un temps appelé temps de 
batch qui sépare ces deux phases. Le batch se matérialise par une immobilisation des fluides 
pendant une durée définie à l’avance. La phase biologique est représentée par l’injection d’un 
volume de pore. Quant à la phase calcifiante, elle peut comporter entre 3 et 5 volumes de pores. 
Chacun de ces volumes de pores est séparé par un batch dans le mode d’injection semi continu. 
Les vitesses réelles d’injection sont toutes constantes et fixées à 0.2 m/h dans le mode semi 
continu. En mode continu, deux vitesses d’injection ont été testées, des vitesses de chantier et des 
vitesses faibles (< 5 cm/h) (Tableau n°22). 
 

Tableau n°22 : Les  paramètres impliqués dans l’élaboration d’un protocole d’injection. 
 

Conditions d’injection sur colonnes de 20, 40 ou 60 cm 

Mode d’injection continu semi continu 

Nombre de volumes de pores de 
suspension de biomasse injectée 1 1 2 

Vitesse réelle d’injection de la biomasse 5 cm/h 20 cm/h 20 cm/h 

Réalisation de batch non oui 

Nombre de volumes de pores de solution  
calcifiante injectée 5 3 à 5 

Vitesse réelle d’injection de la solution 
calcifiante 5 cm/h 20 cm/h 20 cm/h 

Réalisation de batch non oui 

 
 
L’objectif principal de cette sélection de paramètres est l’établissement d’un protocole 

d’injection capable de cibler les critères optimisant la bio calcification pour le processus 
biologique ainsi que ceux du chantier. 
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VII. LE DESCRIPTIF GENERAL DES INJECTIONS REALISEES  EN COLONNES. 
 
 

L’industrialisation du procédé de bio calcification a nécessité l’élaboration d’un protocole 
d’injection, c'est-à-dire l’établissement d’une séquence d’injection dans les conditions des 
chantiers, capable d’aboutir à une bio calcification homogène. Pour cela, trois paramètres 
interdépendants ont été pris en compte : 

1. la biomasse,  
2. la solution calcifiante, 
3. le mode d’injection. 

L’impact du paramètre biomasse a été étudié sur deux niveaux, i. l’estimation du taux de 
fixation en fonction du type de sable et ii. le maintien de l’activité enzymatique au cours du 
temps. L’impact de la solution calcifiante sur le processus de bio calcification est étudié sur trois 
niveaux, i. l’effet de la nature du sel de calcium, ii. l’effet de la concentration et iii. l’effet de 
l’équimolarité avec l’urée. Enfin, l’impact du mode d’injection, continu ou semi continu, a été 
étudié ainsi que la vitesse d’injection, et la durée d’un temps de batch propice à la bio 
calcification. Les interactions de ces trois paramètres ont permis de définir, le protocole 
d’injection.  

 
Pour étudier l’ensemble de ces paramètres, 189 colonnes ont été injectées et les conditions 

générales testées pour chacun des paramètres sont présentées ci-après (Tableau n°23). 
 
 

Tableau n°23 : Les caractéristiques générales  des colonnes injectées. 
 

Température ambiante (20° C) 

Injection en continu Injection en semi continu 
Sable Itterbeck Sable Fontainebleau Sable Itterbeck Sable Fontainebleau 
Compactage :  

pluviation et tassement 
Compactage :  

pluviation et tassement 
Compactage :  

pluviation et tassement 
Compactage :  

pluviation et vibration 
Longueur 0.2 m Longueur 0.2 m Longueur 0.2 - 0.6 m Longueur 0.2 - 0.6 m 

Vitesse d’injection  
0.05 - 0.2 m/h 

Vitesse d’injection  
0.05 - 0.2 m/h 

Vitesse d’injection  
0.05 - 0.2 m/h 

Vitesse d’injection  
0.05 - 0.2 m/h 

 Nombre de volume pore 
de biomasse 1 

Nombre de volume pore de 
biomasse >10 

Nombre de volume pore 
de biomasse 1 

Nombre de volume pore de 
biomasse 1 et 2 

[U/Ca(N03)2] et  
[U/CaCl2]  

= 0.5 - 0.83 M 

[U/Ca(N03)2] et  
[U/CaCl2]  

= 0.5 - 0.83 M 

[U/Ca(N03)2] et  
[U/CaCl2] 

 = 0.5 - 0.83 M 

[U/Ca(N03)2] et  
[U/CaCl2]  

= 0.5 - 0.83 M 
 Volume pore de  solution 

calcifiante  
V.p = 5 et >10 

Volume pore de  solution 
calcifiante  

V.p = 5 et >10 

Volume pore de  
solution calcifiante  

V.p = 3 - 5 

Volume pore de  solution 
calcifiante  
V.p = 3 - 5 

 
Les tableaux suivants (Tableaux n°24, 25 et 26) présentent les différentes variables 

testées pour la détermination du comportement de la biomasse sur le rendement de la bio 
calcification. 
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Tableau n°24 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer 

l’effet de la quantité de biomasse. 
 

SFB : Sable de Fontainebleau. V.p. : Volume de porosité. 
 
 

Tableau n°25 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer 
l’impact du taux de fixation de la biomasse. 

 

SFB : Sable de Fontainebleau. V.p. : Volume de porosité. 
 
 

Tableau n°26 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer 
le maintien de l’activité enzymatique de la biomasse. 

 

SFB : Sable de Fontainebleau. V.p. : Volume de porosité. 
 
 
Les tableaux suivants (Tableaux n° 27 et 28) précisent les conditions expérimentales 

appliquées aux colonnes pour la détermination de l’impact de la solution calcifiante sur le 
processus de bio calcification à température ambiante, tandis que le Tableau n°29 montre celles 
pour l’étude de l’impact du mode de compactage. 

 

IMPACT DE. QUANTITE DE BIOMASSE 
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES 

Type de 
sable 
utilisé 

Méthode de 
compactage  

Solution 
calcifiante 
[U/Ca 2+] 

 Mode 
d’injection 

 Vitesse 
réelle 

d’injection 

  Nombre de  
V.p de 

biomasse 
injecté 

Nombre de V.p de  
solution calcifiante 

injecté 

 SFB Pluviation et 
vibration 0.5 M   En semi 

continu 0.2 m/h 1 - 2 V.p 3 – 5 V.p 

IMPACT DU TAUX DE FIXATION DE LA BIOMASSE  
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES 

Méthode de 
compactage 

Vitesse réelle 
d’injection 

Nombre  
de V.p de 
biomasse 
injecté 

Solution 
calcifiante 
[U/Ca 2+] 

Mode 
d’injection 

Type de sable 
utilisé 

Hauteur de 
colonne 

Pluviation et 
vibration 0.2 m/h 1 V.p 0.5 M 

En semi-
continu et 
continu 

SFB/Itterbeck 0.2 - 0.6 m 

 IMPACT DU MAINTIEN DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE  
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES 

Méthode de 
compactage 

Vitesse réelle 
d’injection 

Nombre  
de V.p de 
biomasse 
injecté 

Mode d’ 
injection 

Type de 
sable  
utilisé 

Hauteur  
de colonne  T° C  Temps de 

batch 

Pluviation et 
tapotement 0.2 m/h 1 V.p 

semi-
continu et 
continu 

SFB 0.2 m 12 - 20° C 24 – 48 h 
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Tableau n°27 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer 

la nature du sel de calcium. 
 

 
 

Tableau n°28 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer 
le rapport urée/Ca. 

 
 

 
 

Tableau n°29 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer 
l’effet du mode de compactage.  

 
 

  
 
Les Tableaux n° 30, 31, 32 et 33 présentent les conditions expérimentales, respectivement, 

pour l’étude des effluents, la détermination du mode d’injection, l’effet de la température sur le 
processus de bio calcification et la formation des cristaux de calcite. 

 
 
 

IMPACT DE LA NATURE DU SEL DE CALCIUM 

PARAMETRES CONSTANTS 
 PARAMETRES 

VARIABLES 
Type de 

sable  
utilisé 

Méthode de 
compactage 

Solution 
calcifiante 
[U/Ca 2+]  

 Mode 
d’injection 

Nombre de 
Volume de 
pore injecté 

 Vitesse  
réelle 

d’injection 
Sels de calcium  utilisés 

 SFB   pluviation  
et vibration  0.5 M  semi 

continu 5 V.p. 0.2 m/h Ca(NO3)2 et CaCl2 

  IMPACT D’UNE SOLUTION UREE/Ca NON EQUIMOLECULAIRE  
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES 

Type de 
sable 
utilisé 

Méthode de 
compactage 

 Mode 
d’injection 

 Vitesse 
réelle 

d’injection 

  Nombre de  
V.p 

biomasse 
injecté 

Concentration de la solution 
calcifiante 
[U/Ca 2+]  

 SFB  pluviation 
et vibration 

  semi 
continu 0.2 m/h 5 V.p  0.5 - 0.75 M 

IMPACT DU MODE DECOMPACTAGE  
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES 

Solution 
calcifiante 
[U/Ca 2+] 

Mode 
d’injection 

Vitesse  
réelle 

d’injection 

Nombre de  
V.p de solution 

calcifiante 
Injecté 

Type de sable  
utilisé 

Méthode de 
compactage 

0.5 M En semi 
continu 0.2 m/h 3 V.p Sable de SFB et 

Itterbeck/correcteur 

pluviation et 
tapotement, 
pluviation et 

vibration 
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Tableau n°30 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer  

la nature chimique des effluents.  

      
 
 

Tableau n°31 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer  
l’impact des modalités d’injection.  

 
Tableau n°32 : Caractéristiques des colonnes injectées pour déterminer l’effet de la température.  

 

 
Tableau n°33 : Caractéristiques des colonnes injectées pour étudier la  

formation des cristaux de calcite. 

NATURE CHIMIQUE DES EFFLUENTS  
PARAMETRES CONSTANTS   PARAMETRES VARIABLES 

Type de sable 
utilisé 

Méthode de 
compactage  

 Mode 
d’injection 

 Vitesse 
réelle 

d’injection 

Nombre de V.p  
solution calcifiante 

injecté 

Concentration de 
la solution 
calcifiante 
[U/Ca 2+]  

 SFB  Pluviation et 
vibration semi continu 0.2 m/h 3 - 5 V.p  0.5 - 0.83 M 

  IMPACT DES MODALITES D’INJECTION  
PARAMETRES  
CONSTANTS 

PARAMETRES VARIABLES 

Type de sable 
utilisé 

Méthode de 
compactage  

 Mode 
d’injection 

 Vitesse réelle 
d’injection 

Nombre de 
V.p  solution 
calcifiante 

injecté 

Concentration de la 
solution calcifiante 

[U/Ca 2+]  

 SFB 
 Pluviation et 

vibration / 
Tapotement 

semi continu 
et continu 0.05 - 0.2 m/h 5 – 10 V.p  0.5 - 0.75 M 

IMPACT DE LA TEMPERATURE  

PARAMETRES  CONSTANTS 
PARAMETRES 
VARIABLES 

 T° C Méthode de 
compactage  

 Mode 
d’injection 

Concentration de la 
solution calcifiante 

[U/Ca 2+]  

 Vitesse réelle 
d’injection 

Nombre de V.p  
solution 

calcifiante 
injecté 

Type de sable  
utilisé 

12° C  Pluviation  
et vibration  semi continu  0.5 M 0.2 m/h 5 V.p  SFB/Itterbeck 

ETUDE DE LA FORMATION DES CRISTAUX DE CALCITE  
  PARAMETRES  CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES 

Type de 
sable utilisé 

Méthode de 
compactage 

Concentration  
de la solution 

calcifiante 
[U/Ca 2+]  

 Mode 
d’injection 

 Vitesse 
réelle 

d’injection 

  Nombre de V.p solution 
calcifiante injecté 

 SFB  Pluviation 
et vibration  0.5 M semi continu 0.2 m/h 1 à 5 V.p 



 Chapitre IV- Amélioration de la production de biomasse 

 91 

 
CHAPITRE IV 

AMELIORATION DE LA PRODUCTION DE BIOMASSE 
ET DE LA SYNTHESE DE L’UREASE. 

 
 
 
 
 

I. RECHERCHE DES PRINCIPAUX FACTEURS REGULANT  
L’ACTIVITE ENZYMATIQUE DE L’UREASE CHEZ S. pasteurii. 092 
 
1. Définitions des besoins.       092 
2. Les premiers essais de culture.      092 
3. L’importance des ions sodium.      095 
4. L’impact de l’ajout d’une source de phosphate.    096 
5. L’impact de la nature de la source d’azote.     099 
6. L’amélioration des conditions de culture.     104 
7. Bilan des premiers essais de milieu de culture.    114 

 
II. DEVELOPPEMENT VERS L’INDUSTRIALISATION.    115 
 

1.  Optimisation de la composition du milieu de culture pour une  
production de masse.        115 
1.1. Recherche d’un substitut à l’extrait de levure.    116 
1.2. Augmentation des volumes de production.    120 

2. Description du suivi d’une production de biomasse riche en uréase.  125 
   2.1. Suivi et interaction des paramètres pH, O2 et D.O. cellulaire.  126 
   2.2. Interactions des paramètres biologiques et physico-chimiques.  128 
   2.3. Bilan des interactions sur la synthèse de l’uréase.   129 
3. Suivi d’une production de biomasse et de son stockage en vue d’un  
   approvisionnement sur un chantier.      129 
4. Synthèse des résultats pour la production de biomasse et le maintien  
    de l’activité enzymatique.       131 
            

III.  PROPOSITION D’UN MODELE DE REGULATION DE L’ACTIVITE   
 ENZYMATIQUE DE TYPE UREASE CHEZ S. pasteurii.   147 

 
      1. Détermination d’un modèle de régulation de l’uréase.   147 
      2. Le modèle de régulation de l’uréase chez B. subtilis appliqué à S. pasteurii. 150 
      3. Proposition d’un système de régulation de l’uréase chez S. pasteurii. 153 
      4. Prise en compte de la régulation de l’uréase pour une  

              production industrielle.        158 
 
 
 
 
 
 



 Chapitre IV- Amélioration de la production de biomasse 

 92 

I. RECHERCHE DES PRINCIPAUX FACTEURS REGULANT L’ACTIVI TE 
ENZYMATIQUE DE L’UREASE CHEZ S. pasteurii.  

 
 

1. Définition des besoins. 
  

La bio calcification repose chez S. pasteurii sur l’induction biologique de la 
précipitation du carbonate de calcium via une enzyme intra cytoplasmique, l’uréase. Cette 
enzyme hydrolyse l’urée pour libérer deux molécules d’ammonium et une molécule de 
carbonate. Cette réaction produit une alcalinisation du milieu et favorise la précipitation du 
carbonate de calcium. Les effectifs bactériens sont aussi un critère influant sur la rentabilité 
du procédé. Il faut donc cumuler la maîtrise de la croissance des bactéries et celle de la 
synthèse de l’enzyme. De plus, la composition d’un milieu de culture doit répondre aux 
contraintes biologiques industrielles du procédé. Il faut donc pouvoir contrôler la production 
d’enzyme, la stabilisation de cette dernière, tout en minimisant les coûts de production. 

 
 
2. Les premiers essais de culture. 

 
L’état des connaissances au début des essais de bio calcification préconisait des 

milieux de culture composés d’une source d’ammonium associée à une source nutritive riche 
et complexe. Deux milieux de culture ont été proposés, un pour l’emploi en laboratoire et 
l’autre pour une utilisation plus industrielle. Généralement, les milieux utilisés en laboratoire 
ont des compositions plus complexes et sont fabriqués avec des produits purifiés. C’est le cas 
du milieu Columbia recommandé pour S. pasteurii par les banques de souches. Un second 
milieu, plus simple était composé de 20 g/l d’extrait de levure (Y.E) additionné de 10 g/l d’un 
sel d’ammonium (SO4NH4)2. Or, ce sel d’ammonium composé d’ions sulfates augmente la 
possibilité biologique de formation de sous produits à base de soufre soit par la souche 
effectuant la bio calcification soit par les bactéries en place dans le sol. Dans ce cas, le 
traitement des effluents sur chantier devient plus complexe. Ce sel d’ammonium a été 
remplacé par Whiffin (2004) par 10 g/l de chlorure d’ammonium, plus simple à traiter et 
moins onéreux. Il a été associé à une source nutritive alternative complexe (la Marmite) à la 
concentration de 10 g/l. La Marmite est un produit à base d’extrait de levure, destiné à la 
consommation humaine. Son coût est près de 3 fois plus faible que celui de l’extrait de levure 
utilisé en laboratoire. Cependant, les premiers essais de culture contenant cette source 
nutritive alternative ne donnèrent pas satisfaction. En effet, la très forte variation de la 
production d’uréase entre les différents essais a conduit à son abandon. En conséquence, il est 
apparu souhaitable de retourner à l’utilisation d’une source complexe  d’Y.E  pur, qui  a 
permis d’obtenir une production d’enzyme presque constante. L’extrait de levure de 
laboratoire est issu d’un hydrolysat de levure, très complet, ne nécessitant pas l’ajout 
d’additifs pour assurer la quasi totalité des besoins du micro organisme (Tableau n°34). En 
effet, il est composé à 50 % de carbone, 15 % d’azote, 1 % de phosphore, et renferme des sels 
minéraux variés et de nombreuses vitamines.  
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Tableau n°34 : Composition chimique de l’extrait de levure BD (Difco). 
 

Source % Composition en acides 
aminés (%)  Libre Total 

 Carbone 45%  Histidine H 0.6 1.3 
  Cystine C 0.2 détruit 

  Azote Total (TN) 10.9 Phénylalanine F 2 2.6 
Azote Amino (AN) 6 Serine S 2.6 1.6 

(AN/TN) 0.55 Tryptophane W 0.5 détruit 
Cendre 11.2 Valine V 2.2 3.5 
NaCl 0.1  Leucine L 3 4.1 

Analyse élémentaire µg/g Méthionine M 0.6 0.8 
Calcium 130 Proline P 0.8 2 

Magnésium 750 Thréonine T 1.1 1.6 
Potassium 3195 Tyrosine Y 0.8 1.2 
Sodium 1490 Arginine R 1.4 2.6 

Chlorure (%) 0.38 Glycine G 1 3 
Sulfate (%) 0.09 Isoleucine I  1.8 3 

Phosphate (%) 3.27 Lysine K 1.9  4 .6 
  Facteurs de croissance mg/l Acide glutamique E 6.6 9.4 

 Biotine 2 . 10-3 Alanine A 4.4 5.6 
Acide Folique 2 . 10-3 Acide Aspartique D 1.6 5.3 

Inositol 2 
Niacine 0.4 

Riboflavine (B2) 0.2 
 Thiamine 0.4 

 
La maîtrise du coût d’une biomasse injectable commence par les matières premières, 

c’est le poste le plus coûteuxr. Les autres, travail humain et conditions de culture 
(température, aération), se traduiront par des coûts énergétiques. S’intégreront ensuite les frais 
d’achat de matériels et leur amortissement. La matière première entrant principalement dans 
la composition du milieu de culture est l’Y.E. de qualité « laboratoire » dont le prix est de 100 
Euro/kg. Dans le cas d’une source alternative de nutriments comme la Marmite le coût 
diminue à 30 Euro/kg. Malgré cela, dans le cadre de ces premiers essais de culture, le choix 
s’est porté sur l’extrait de levure de laboratoire comme source de nutriment. Cela a permis de 
s’affranchir au mieux de la variabilité de la production d’enzyme, car leurs mécanismes de 
régulation complexes et mal connus. Par la suite, la source de nutriment a été adaptée aux 
besoins de S. pasteurii.  

 
 Dans une première étape d’optimisation, cette source nutritive a été complétée par des 

produits destinés à stimuler la synthèse d’uréase. L’urée est le substrat naturel de l’enzyme et 
sa présence dans le milieu de production de biomasse stimule la synthèse de l’uréase (Jahns, 
1996). D’autre part, en ce qui concerne la souche CIP 66-21, il a été mis en évidence que sa 
présence dans la composition du milieu était indispensable. La particularité de S. pasteurii est 
la double fonction de l’azote NH4

+ résultant de la dégradation de l’urée. L’ammonium sert à la 
fois de source d’azote mais aussi de source d’énergie. La cellule bactérienne possède une ATP 
synthétase/NH4

+. Il s’agit d’un transport actif secondaire qui s’active en présence 
d’ammonium dans l’environnement. La dissociation de l’ammonium conduit à la libération 
d’un proton, créant ainsi un gradient électrochimique de par et d’autre de la membrane 
plasmique. C’est un mécanisme de couplage chimio-osmotique. Dans un milieu très riche en 
azote organique apporté par les acides aminés de l’extrait de levure, la souche au début de la 
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croissance prend sa source d’azote préférentiellement dans l’azote organique.  En fin de 
croissance la concentration en nutriments chutant, elle se tournera vers l’ammonium. Au 
cours des différents essais, il s’est avéré que l’uréase est une enzyme de type inductible et non 
constitutive. Sa synthèse n’est pas constante dans la cellule mais induite par la présence de 
son substrat, l’urée. La gamme de concentration dans laquelle l’urée est inductible, est 
comprise entre 20 et 40 mM soit 2.4 g/l.  

Par ailleurs, l’ajout de nickel sous la forme de NiCl2 entre 10 et 100 µM (Bachmeier et 
al, 2002) a été identifié également comme stimulant la synthèse de l’uréase. En effet, ce 
cation est un élément clé qui s’intègre dans la structure tridimensionnelle de l’enzyme 
puisqu’il est localisé au niveau du site actif et sert de catalyseur au processus réactionnel 
d’hydrolyse de l’urée. Le nickel, élément peu concentré dans les eaux des réseaux urbains 
(unité qualité =20µg/L), peut donc être un facteur limitant; il doit donc être ajouté à la 
composition chimique du milieu. Pour déterminer quels sont les niveaux de concentration les 
plus efficaces, un plan d’expérience d’essais de culture a été établi, avec pour chaque élément 
deux niveaux de concentrations testées (Tableau n°35). Les essais de croissance de S. 
pasteurii sur ces différents milieux de culture, ont été faits en duplicata. Le potentiel de 
précipitation du carbonate de calcium des biomasses obtenues, a été recherché dans des tests 
en tri réplicat, en utilisant trois solutions calcifiantes équimolaires (urée/calcium) et présentant 
trois concentrations différentes (0.1, 0.2 et 0.3 M). 

 
Tableau n°35 : Les deux niveaux testés pour les trois éléments entrant  

dans la composition du milieu de culture. 
 

FACTEURS  UNITE  NIVEAU -1 NIVEAU +1 
Y.E g/l 10 20 

UREE g/l 1.2 2.4 

NiCl 2 mg/l 0.58 5.8 

 
Ces essais ont permis d’établir la composition d’un premier milieu de culture intitulé 

« Milieu pré SBF » renfermant 10 g/l d’extrait de levure, 2,4 g/l d’urée et 0.58 mg/l de NiCl2, 
hydraté avec de l’eau déminéralisée. Sur ce milieu, le taux de croissance µ de S. pasteurii 
souche CIP 66-21 est de 0.44 h-1, le temps de génération de 2 h 34 avec une estimation du 
taux moyen de précipitation de CaCO3 de 35 %.  

 
Une étude spécifique a été faite pour mettre en évidence l’impact du pH de départ du 

milieu de culture sur la croissance et surtout sur la synthèse de l’enzyme et le potentiel 
calcifiant de la biomasse. L’institut Pasteur, fournisseur de la souche préconise un pH compris 
entre 8 et 9 pour obtenir la croissance optimale. Pour tester le pH initial entre 8 et 9 le même 
protocole expérimental a été mis en jeu. Les résultats ont montré que le pH de départ du 
milieu de culture à condition qu’il reste compris entre 8 et 9, ne semble pas intervenir dans un 
sens ni dans l’autre sur les performances de croissance, ni sur les performances de la 
précipitation. En conséquence un ajustement du pH à 8.5 a été adopté.  

La composition du milieu de culture a servi de point de départ aux travaux 
d’optimisation, en vue d’établir un milieu industriel (Figure n°18).  
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Figure n°18 : Les différents 
points abordés pour le 
développement d’une fenêtre 
optimale pour l’obtention 
d’activité enzymatique spécifique. 

 
 
3. L’importance des ions sodium. 

 
Les milieux de culture destinés aux bactéries de l’environnement renferment une petite 

quantité de chlorure de sodium destinée à créer un équilibre osmotique équivalent à celui 
qu’elles rencontrent dans leur biotope. S. pasteurii a été décrit comme un micro organisme 
halotolérant. Sa physiologie est donc adaptée à la présence du chlorure de sodium. En effet, 
de nombreux acides aminés tels que la valine, la leucine et l’isoleucine, caractérisés par la 
présence d’une chaine aliphatique (BCAA) sont pris en charge par le système de transporteurs 
secondaire sodium dépendant. Ces acides aminés sont de première importance puisqu’ils 
peuvent représenter près du tiers des acides aminés constituant les protéines. La présence de 
l’ion sodium, participe à la formation d’un gradient électrochimique de proton, par 
translocation, via une ATPase/Na+. Un mécanisme d’entrée analogue a été identifié pour la 
glutamine (Jahns, 1994 ; Beck et  Jahns, 1996). Ce gradient facilite également l’entrée active 
d’autres ions tels que l’ion potassium via une pompe antiport ATPase Na/K+. Non seulement 
la physiologie de S. pasteurii est adaptée à la présence du chlorure de sodium, mais ce produit 
lui est strictement nécessaire. En facilitant le transport de différents solutés présents dans le 
milieu de culture, le chlorure de sodium devrait améliorer la croissance de la souche mais 
aussi la synthèse de l’enzyme. Pour cela, 3 essais en duplicata de milieux de culture ont été 
testés avec trois concentrations différentes de chlorure de sodium (0, 3 et 9 g/l). La croissance 
a été menée à 20° C pendant 24 heures (Tableau n°36). 
 

Tableau n°36 : Influence de l’ajout de NaCl sur la croissance de S. pasteurii CIP 66-21. 
(CV : coefficient de variation) 

 
 0 g/l 3 g/l 9 g/l 

 Taux de croissance (µ en h-1) 
0.083 ± 0.002 avec 

CV = 2.8 % 
0.086 ± 0.001 avec 

CV = 1 % 
0.092 ± 0.0004 avec 

CV = 1 % 
�  D.O. Echantillon -témoin 0 0.289 0.328 

�  D.O./NaCl (g/l) 0 0.083 0.036 
 

Comme le montrent les taux de croissance, l’ajout de NaCl est bénéfique pour la 
souche. Il permet dans ces conditions de culture un gain de 10 %, soit l’équivalent au bout de 
24 heures de 0.328 D.O. cellulaire par rapport au témoin. Ceci correspond à  0.036 unité de 
DO par gramme de NaCl, dans le cas d’une culture en ayant reçu 9 g/l. Par contre, le bénéfice 
est de 0.083 unité D.O. par gramme de NaCl pour une concentration 3 fois plus faible. En 

  Recherche d’une fenêtre optimale de culture pour l’obtention d’activité 
enzymatique de type uréase stable et élevée 

Deux voies 
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conséquent, 3 g/l de NaCl permettent une augmentation du taux de croissance de 4 % par 
rapport au témoin soit une diminution d’une heure du temps de génération.  

Les performances des milieux à 9 g/l sont moindres au regard de la quantité de sel 
ajouté, ceci malgré des temps de génération très similaires entre les deux concentrations 
testées. Lorsque les ions chlorure et les ions sodium sont maintenus dans la cellule à un 
niveau physiologique, la bactérie profite de ce bénéfice. Par contre, lorsque la concentration 
devient plus élevée, la bactérie met en place des pompes ATP/Na+ de transport actif et de 
transport antiport couplé avec H+, afin de maintenir une concentration intracellulaire 
physiologique et stable. Cette activation des pompes établit un gradient de concentration du 
sodium entre les compartiments intra et extracellulaire. Cette réponse devient coûteuse en 
énergie chimique, notamment, lorsqu’il y a induction de la synthèse d’osmolytes tels que 
l’ectoine et le glutamate (Kuhlmann et  Brener, 2002). C’est autant d’énergie chimique qui 
n’est plus destinée au métabolisme soutenant la croissance malgré une meilleure assimilation. 
Par conséquent, à partir d’une certaine concentration en NaCl, le bénéfice de cet ajout se 
réduit. Ce phénomène suggère d’opter pour une concentration de 3 g/l.  

 

Par ailleurs, tout ajout d’éléments dans la composition du milieu entraine un coût 
supplémentaire, non seulement à l’achat mais aussi au niveau du traitement des effluents. En 
effet, l’élaboration d’un milieu de culture doit être prise dans sa globalité et il faut considérer 
le cycle entier de vie d’un produit, notamment en ce qui concerne les chlorures. Ces derniers 
sont difficilement revalorisables car lorsqu’ils sont concentrés et donc toxiques. Ainsi, les 
effluents dus à la suspension de biomasse produite sur le « milieu pré-SBF » (qui ne contient 
pas de NaCl ajouté), collectés en sortie de colonne, renferment en moyenne moins de 1g/l de 
NaCl. L’ajout de 3 g/l de chlorure de sodium influera donc fortement sur la composition des 
effluents et sur leur traitement (possibilité de corrosion des métaux, …). Cependant, la 
fraction d’ions chlorure reste ici, négligeable, face aux quantités trouvées dans les rejets dûs à 
la solution calcifiante qui contient du chlorure de calcium et dont le cation est piégé au fond 
par les ions carbonates produits par la bactérie. 

 
Enfin, pour intégrer, totalement l’ajout de 3 g/l de NaCl dans la composition du milieu 

de culture, ces contrôles sur la croissance ont été complétés par un suivi de l’activité 
enzymatique. Un gain de 15 % au bout de 6 heures de culture a été obtenu confortant l’intérêt 
de l’ajout de 3 g/l de NaCl. La composition de ce nouveau milieu de culture, noté « Milieu 
SBF » est la suivante : 10 g/l d’extrait de levure, 2,4 g/l d’urée et 0.58 mg/l de NiCl2, 3 g/l de 
NaCl, hydraté avec de l’eau déminéralisée, pH ajusté à 8.5 avant autoclavage. 
 
 

4. L’impact de l’ajout d’une source de phosphate. 
 
 
Il est couramment admis que les besoins nutritifs des micro-organismes en macro 

nutriments durant la phase de croissance répondent à un équilibre entre les atomes de C, N et 
P de telle façon que leurs proportions respectives obéissent au rapport 100/10/1. Si la 
concentration en phosphate devenait limitante dans le milieu de culture, la production de 
biomasse et d’enzyme en seraient affectée. Or, au cours de différents essais d’injection en 
colonne, les résultats des analyses chimiques des effluents ont montré des valeurs 
contradictoires quant à leur teneur en phosphore totale, suggérant peut-être une carence en 
phosphate dans la composition du milieu de culture SBF. En effet, les teneurs en phosphore 
oscillent d’un facteur 17, entre 6 mg/l et 106 mg/l. L’ensemble des résultats sera étudié dans 
le chapitre intitulé « Etude chimique des effluents ». Il faut cependant souligner que les 
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effluents ne sont qu’incomplètement représentatifs des éventuelles carences du milieu de 
production de biomasse. Ce qui est injecté au fond est une suspension de biomasse en fin de 
croissance exponentielle. Le milieu initial est en partie épuisé en C, N et P au profit des 
cellules produites. De plus, les effluents de sortie collectés après l’injection du premier V.p de 
solution calcifiante, sont appauvris en bactéries puisque celles-ci sont sensées se fixer sur les 
grains de sable. Ces effluents sont donc appauvris en C, N et P et selon une proportion qui 
dépend du taux de fixation des bactéries. Par ailleurs, les 10 g/l d’extrait de levure que 
renferme le Milieu SBF apportent 45 % de C, 10.9 % de N et 3.25 % de phosphate (Tableau 
n°34). La teneur en P calculé est de 1.07 %. Le rapport C/N/P de ce produit est donc de 
100/24.2/2.37.  Ainsi l’extrait de levure du milieu de culture obéit au rapport 100/10/1 et ne 
crée pas une carence en phosphore. Cependant, ceci peut être vérifié. 

  
L’étude des taux de P des effluents étant insuffisante, une série d’expériences a été 

mise en jeu pour s’assurer que le phosphate n’est pas en concentration limitante dans le milieu 
de production. Ces essais de culture ont été réalisés en duplicata, avec un ajout de 0.2 g/l 
d’orthophosphate de sodium. Deux productions réalisées dans un milieu sans apport 
d’orthophosphate constituent les témoins. Les cultures ont été faites à 28° C et pilotées durant 
168 heures. Les courbes de D.O.. cellulaire sont superposables qu’il y ait eu ajout ou non 
d’orthophosphate (Figure n°19). Les suspensions bactériennes produites avec ajout 
d’orthophosphate présentent des activités enzymatiques qui suivent un profil similaire à celui 
des suspensions témoins (Figure n°20). La production maximale moyenne d’enzyme pour les 
deux duplicatas est constatée durant la fin de la phase exponentielle et la phasede 
ralentissement. 
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Figure n°19 : Comparaison des courbes 
de croissance avec (� ) et sans 
orthophosphate(� ).
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Figure n°20 : Comparaison des activités 
enzymatiques obtenues en absence (� ) et 
en présence(� )  d’orthophosphate dans le 
milieu de culture. 

 
Dans les deux croissances, il n’y a quasiment pas de phase de latence et les durées des 

phases sont identiques. La phase d’accélération (1 - 4 h) est suivie d’une phase exponentielle 
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durant 3 heures (4 - 7 h) puis d’une longue phase de ralentissement (9 - 32 h) qui s’achève par 
l’entrée dans la phase stationnaire (Tableau n°37). Malgré des profils très semblables, les 
milieux ayant reçu un ajout d’ortho phosphate ont produit un peu moins de biomasse.  
 

Tableau n°37 : Les paramètres en absence et en présence d’orthophosphate. 
 

 Paramètres Sans ajout 
d’orthophosphate 

Avec ajout 
d’orthophosphate 

Phase de latence (h) (0 - 1) �  1 (0 - 1) �  1 
Phase d’accélération (h) (1 - 4) �  3 (1 - 4) �  3 
Phase exponentielle (h) (4 – 7) �  3 (4 - 7) �  3 
Phase décélération (h) (7 - 32) �  25 (7 - 32) �  25 
Phase stationnaire (h) 32 h => 149 h 32 h  => 149 h 

Taux de croissance µ (h-1) 0.329 0.293 
Temps de génération (h) 2.11 2.33 

D.O cellulaire max 4.9 ± 0.16 5.1 ± 0.06 
Corrélation A.E /D.O   0.8 0.8 

 Coefficient de détermination R2 0.61 0.67 
A.E maximale (µS/cm/min) 272 ± 12 292 ± 22 

(Phase exponentielle) 5 6.2  Production 
d’A.E par 

heure 
(Phase de 

ralentissement)) 
6 5.7 

 
Ainsi, ces expériences confirment que le Milieu SBF ne présente pas de carence en 

phosphore. 
 
La production d’uréase, qu’il y ait ou non un ajout d’orthophosphate,  se fait surtout en 

fin de phase exponentielle, pendant la phase de ralentissement. Quand  la souche rentre en 
phase stationnaire la production s’arrête. Ceci signifie que la synthèse semble être dissociée 
de la croissance. Une hypothèse peut être proposée pour expliquer ce phénomène. Il se 
pourrait qu’une faible transcription de l’enzyme lorsque les conditions environnementales 
sont propices puis une levée d’inhibition lorsque le milieu s’appauvrit. Cette régulation peut 
se réaliser au niveau du promoteur de l’opéron ureABC par le jeu du facteur de transcription 
qui induit ou inhibe la transcription de l’opéron. La régulation des gènes dans le monde 
microbien ne peut se réaliser par une régulation post-transcriptionnelle, car les ARNm sont 
monocistroniques. Un autre niveau de régulation peut exister, directement à l’échelle de 
l’enzyme, tel qu’il existe avec les enzymes allostériques. Or, l’uréase étant une enzyme de 
type « micheline » cela exclut également ce type de régulation. Ici, la régulation de l’opéron 
uréase résulterait d’une combinaison de facteurs environnementaux et physiologiques, 
conduisant à une régulation plus complexe.  

 
L’ajout d’orthophosphate ne produit aucun effet notable sur la production d’enzyme 

soit parce que ces ions PO4
3- étaient déjà en concentration suffisante, soit parce qu’ils 

n’interviennent pas dans le processus de synthèse de l’enzyme. Cependant, les ions 
phosphates sont utiles pour la synthèse des acides nucléiques et des phospholipides, pour les 
échanges ioniques et les cascades de régulation du métabolisme. 

  
  Les fortes variations de la teneur en phosphore des effluents de biomasse issus des 
colonnes, pourraient avoir une autre explication. Les teneurs faibles en phosphore total (6 
mg/l) sont probablement être dûes au contact entre la suspension de biomasse et la solution 
calcifiante. Les ions phosphates restant dans la suspension de biomasse, pourraient précipiter 
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sous forme de phosphate de calcium qui resterait piégé dans la colonne. Ceci appauvrirait les 
effluents. Cette explication est cependant, en désaccord avec toutes les observations 
ultramicroscopiques faites sur les cristaux obtenus et les analyses atomiques pratiquées dessus  
qui n’ont jamais mis en évidence de phosphate de calcium (Castanier et Levrel, 
communication personnelle).   
 
 

5. L’impact de la nature de la source d’azote. 
 

  Le milieu de production de biomasse (Milieu SBF), sans compter l’urée ajoutée pour 
induire la synthèse de l’uréase, possède une teneur en azote suffisante pour assurer la 
croissance de S. pasteurii. Le milieu Columbia qui est préconisé par les banques de souches, 
est composé de 17 g/l de poly peptone, 3 g/l de peptone pancréatique de cœur, 1 g/l d’amidon 
de maïs, 3 g/l d’extrait de levure, 5 g/l de NaCl, ce qui fait de lui un milieu plus riche que le 
Milieu SBF. Hormis la présence de l’inducteur, chez S. pasteurii, la synthèse de l’uréase ne 
semble pas régulée par la teneur en azote. En effet, il n’apparaît pas d’inhibition ou de 
stimulation de la synthèse de l’enzyme lorsque de fortes concentrations en azote sont 
présentes. Cependant, il existe une régulation complexe de l’uréase, principalement dûe à la 
double fonction des ions ammonium au sein de la cellule. Pour mieux élucider cet aspect, 4 
essais en duplicata, de production de biomasse avec des sources de carbone différentes et de 
l’ammonium ajouté, ont été réalisés en Erlenmeyers à 28° C pendant 25 heures (Tableau 
n°38). 
 

Tableau n°38 : Composition des milieux de culture testés. 
 

Composition SBF-1 SBF-2 SBF-3 SBF -4 
Extrait de levure (g/l) 10 10  - - 

Urée (g/l) 2.4 - - - 
NiCl 2 (mg/l) 0.58 0.58 0.58 0.58 
NaCl (g/l) 3 3 3 3 

Remplacement de l’extrait de 
levure (g/l) 

- - Mélasse Marmite 

NH4Cl (g/l) - 10 10 10 
H2O déminéralisée (ml) 1000 1000 1000 1000 

 
Le milieu de SBF-1 sert de témoin, le milieu SBF-2 dans lequel l’urée a été retirée au 

profit d’un ajout de chlorure d’ammonium permet d’évaluer l’excès l’impact de l’ammonium 
sous la forme de sel dans un milieu riche. Les milieux SBF-3 et SBF-4 renferment tous les 
deux une source alternative de carbone en présence d’un excès de chlorure d’ammonium. Le 
milieu, SBF-3, avec la mélasse qui est un sous produit de l’industrie sucrière, est très riche en 
hydrates de carbone et pauvre en azote. Issue de la canne à sucre, elle renferme 35 % de 
saccharose, 20 % d’autres sucres, 10 % d’eau et 15 % de cendres. Sa teneur en matières 
azotées, exprimée en matières sèches, est de seulement 6 %. Par contre, la Marmite (SBF-4) 
est une source alternative d’extrait de levure issue de la fermentation du malt. Sa composition 
est proche de celle de l’extrait de levure de laboratoire. Les activités enzymatiques sont 
mesurées durant la phase de ralentissement entre 20 et 26 heures (Figure n°21). 
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Figure n°21 : Activités 
enzymatiques obtenues au cours 
de la phase de ralentissement, 
dans les différents milieux 
testés.

 
 
Le milieu SBF 1 a permis la production de la biomasse la plus riche en A.E, avec des 

valeurs de 16 à 19 % supérieures, à 20 et 26 heures respectivement. Pour l’ensemble des 
milieux, les productions d’activités enzymatiques sont meilleures durant la phase de 
ralentissement (fin de phase exponentielle de croissance). Au delà, la teneur en enzyme reste 
stable pour les milieux SBF-3 et SBF-4 ce qui traduit l’arrêt de la production (Tableau n°39). 
 
Tableau n°39 : Production d’activité enzymatique moyenne par heure obtenue durant la fin 

de phase exponentielle. 
 

� T SBF-1 SBF-2 SBF-3 SBF-4 Production 
A.E  

(µS/min/h) 6 h 7.3 10.2 0 1 

 
La production d’enzyme est plus importante dans un milieu de culture renfermant de 

l’extrait de levure (SBF-1 ou SBF-2). Les quantités d’activités enzymatiques obtenues dans le 
milieu SBF-1 sont toutefois plus élevées que dans le milieu SBF-2. L’induction par l’urée 
semble meilleure que par le chlorure d’ammonium. Ces deux milieux sont riches et favorables 
à la production d’une biomasse riche en uréase.  

 
La présence d’une concentration équivalente d’ammonium dans les milieux SBF-2, 

SBF-3 et SBF-4, ne permet pas cependant d’obtenir des activités enzymatiques équivalentes 
au bout des 26 heures. Ceci suggère donc que la source de carbone joue un rôle important non 
seulement dans la production de biomasse  mais aussi dans la production d’enzyme.   
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Figure n°22 : Suivi des 
moyennes de la D.O cellulaire 
lues dans les quatre milieux 
testés au cours de la phase de 
décélération. 



 Chapitre IV- Amélioration de la production de biomasse 

 101 

 
 
Si l’on compare la production de biomasse (Figure n°22), dans le cas des milieux 

SBF-1 et SBF-2, riche en matière organique, l’ajout d’ammonium à forte concentration, 
semble plus efficace que l’ajout d’urée. Ceci suggère que l’ammonium est préférentiellement 
utilisé pour la production d’énergie ce qui favorise les divisions cellulaires et la production de 
nouvelles cellules. Il est aussi possible si d’autres sources d’azote sont disponibles ce qui 
semble être le cas d’après la composition de l’extrait de levure. En effet, l’acide aminé 
majoritaire est l’acide glutamique entre 6 et 10 %. Par contre, lorsque le milieu est moins 
riche (SBF-3) notamment en substrat azoté, l’ammonium ajouté ici en quantité suffisante 
semble orienté vers les deux fonctions, énergie et assimilation. Cependant, dans ces 
conditions, le temps de latence apparaît plus allongé, ce qui décale d’autant l’apparition de la 
phase de ralentissement. Cela peut avoir alors comme effet, une forte production d’enzyme. 
De même, dans le cas de la culture du milieu SBF-4, la production d’enzyme n’a pas non plus 
évolué durant cet intervalle de temps, très probablement en raison d’une phase de latence 
courte qui implique une apparition plus précoce de la phase de ralentissement. Dans ce cas, la 
diminution de la D.O. cellulaire est attribuée à l’entrée dans la phase stationnaire. 

 
Ainsi, deux hypothèses peuvent être proposées, soit la quantité de sel d’ammonium est 

suffisante, soit une troisième source d’azote intervient dans la régulation de l’uréase. Chez S. 
pasteurii, deux enzymes ont été identifiées comme responsables de l’assimilation de l’azote 
au sein de la cellule (Mörsdorf et  Kaltwasser, 1989). La GDH-NADP dépendante 
responsable de l’assimilation de l’ammonium dans les cellules, se trouve à son faible niveau, 
lorsque les conditions de culture sont riches en azote organique. Par contre, la GDH-NAD 
dépendante se trouve à des niveaux élevés. Cette dernière est responsable de la décomposition 
du glutamate, fortement représenté dans un milieu complexe, tel que l’extrait de levure. Par 
conséquent, il est moins couteux, pour la cellule de décomposer cet acide aminé ce qui permet 
l’obtention d’une molécule d’ammonium et l’oxoglutarate. Cette molécule est au carrefour de 
nombreuses voies métaboliques de synthèse d’acides aminés. Ainsi, lorsque les ressources du 
milieu sont suffisantes, une telle voie permet de réaliser de nombreuses économies d’énergie. 
Lorsque le milieu s’appauvrit durant la phase de ralentissement, la quantité de glutamate ainsi 
que d’autres donneurs d’ammonium comme la glutamine diminuent fortement. La teneur en 
azote global diminue, et la plus grande partie se trouve ainsi mobilisé pour l’assimilation au 
détriment de la production d’énergie. A la fin de la phase exponentielle, l’énergie est requise 
en grande quantité, sa limitation entraine une diminution du taux de croissance. Parallèlement, 
la cellule engage la voie de synthèse de l’uréase en augmentant sa production.  

 
Ce phénomène semble plus performant en milieu complexe, car une véritable 

hiérarchisation de l’assimilation peut se réaliser. Les résultats obtenus peuvent s’expliquer par 
une double régulation de la synthèse de l’uréase.  Durant la première phase de croissance, un 
faible niveau d’activité enzymatique est produit, résultant d’une synthèse de type constitutif 
mais de faible intensité. Ceci peut expliquer les valeurs obtenues dans le milieu SBF-3. 
Lorsque la phase de ralentissement se produit, alors, une activation ou une levée de la retro 
inhibition permet un plus niveau de transcription de l’uréase. Le pool d’azote et la synthèse de 
l’uréase seraient fortement liés d’autant plus que le milieu de culture est riche (Figure n°23). 
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Figure n°23 : Suivi des 
activités enzymatiques 
spécifiques (A.E.S) en fin de 
phase exponentielle des quatre 
suspensions. 

 
 
 
Les activités enzymatiques spécifiques (A.E.S = A.E./DOcellulaire) sont entre 30 à 37 % 

plus élevées dans les milieux témoins (SBF-1). Ceci conforte dans l’idée que l’ajout 
d’ammonium à la hauteur de 10 g/l n’est pas nécessaire pour l’obtention de meilleures 
activités enzymatiques. En effet, la qualité nutritive du milieu, c’est-à-dire la présence mixte 
d’acides aminés clés du métabolisme associé à une seconde source d’azote (urée ou sel 
d’ammonium) semble être plus favorable à la synthèse de l’enzyme. La notion de pool 
d’azote intracellulaire semble être déterminante. Le pool d’azote est constitué d’acides 
aminés, et d’ammonium.  

 
Une seconde série d’essais avec différentes compositions de milieux a été réalisée en 

faisant varier la nature de la source d’azote. Il sera ainsi possible d’en voir son influence sur la 
synthèse de l’uréase. Sous la forme de sel, l’ammonium est directement utilisable, soit pour la 
production d’énergie soit la production de biomasse. Par contre, lorsque l’ammonium doit être 
fabriqué à partir de l’urée, alors la présence d’uréase est nécessaire et la souche doit donc la 
fabriquer. Quatre compositions de milieux de culture ont été proposées : un milieu SBF-1 
avec une source d’urée, son équivalent SBF-2 avec source d’ammonium sous forme de NH4Cl 
(4.3 g/l), un milieu GD-1, avec de la marmite et 10 g/l de chlorure d’ammonium, et enfin son 
équivalent noté GD-2, avec de l’urée deux fois plus concentrée que dans le SBF-1 et pas 
d’ammonium. Il faut noter l’absence de NaCl dans les milieux GD-1 et GD-2. Les cultures 
ont été réalisées en duplicata sur 22 heures à 28° C (Tableau n°40). 
 

 
Tableau n°40 : Composition des milieux de culture utilisés pour l’évaluation de l’effet  

de l’ammonium sur la production d’enzyme. 
 

Milieux SBF-1 SBF-2 GD-1 GD-2 

Extrait de levure (g/l) 10.0 10.0 - - 

Marmite (g/l) - - 8.0 8.0 

Urée (g/l) 2.4 - - 5.6 
NH4Cl (g/l) - 4.3 10.0 - 
NaCl (g/l) 3.0 3.0 - - 

NiCl 2 (mM) 10.0 10.0 10.0 10.0 
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Dans ce cadre expérimental, les D.O. cellulaires sont similaires pour les quatre 
duplicata (Tableau n°41). Dix grammes par litre d’extrait de levure produisent autant de 
biomasse que 8 g/l de marmite. 

 
Tableau n°41 : Résultats obtenus avec les différents milieux. 

 

Milieux SBF-1 SBF-2 GD-1 GD-2 

A.E 
(mS/min/ml) 

2.3  
CV = 6 % 

1.8  
CV = 1 % 

0.87  
 CV = 8 % 

0.42  
CV = 8 % 

D.O 
(cellulaire) 

1.3  
CV = 1.6 

1.3  
CV = 5 % 

1.1 
CV = 2 % 

1.3 
CV = 2 % 

CV : coefficient de variation. 
 

Les activités enzymatiques obtenues sont très différentes. Le milieu SBF-1 a permis 
d’obtenir une biomasse ayant une A.E entre 20 %(SBF-2) et 80 % (GD-2) supérieure à celles 
produites dans les autres milieux. Or, entre les deux milieux de culture SBF-1 et SBF-2, la 
seule variation réside dans l’ajout d’urée ou de NH4Cl. Par ailleurs, dans le cas des milieux de 
culture contenant de l’extrait de levure cultivée sur malt, les A.E sont près de 50 % plus 
élevées en présence d’un sel d’ammonium par rapport à une quantité équivalente d’azote sous 
forme d’urée. Cependant, les valeurs de A.E restent très en dessous de celles obtenues avec un 
milieu contenant un extrait de levure, particulièrement pur, utilisé en laboratoire. La 
composition de l’extrait de levure semble influer fortement sur la production de l’uréase. 

 
En effet, il existe deux types d’extrait de levure. Le premier est fabriqué avec des 

levures qui seront utilisées dans l’industrie du pain. Le second provient de levures qui ont été 
cultivées sur des produits issus de l’industrie des brasseurs. Dans ce cas, il s’agit d’un sous 
produit qui nécessite une étape de nettoyage avant de le rendre propre à la consommation. 
Dans le cas de l’extrait de levure de boulangerie, il s’agit d’un produit de première qualité 
puisque la levure (Saccharomyces cerevisiae) est utilisée telle quelle dans les différents 
procédés de panification industrielle. Il faut donc que le procédé de culture de Saccharomyce 
cerevisiae soit reproductible et contrôlé afin de présenter une qualité nutritive constante. Cet 
extrait de levure est destiné aux cultures de bactéries en batch ne nécessitant pas de conditions 
particulières. Par contre, les cultures menées avec de l’extrait de brasserie doivent subir de 
plus fortes aérations. Dans le cas de la marmite, les fortes variations des activités 
enzymatiques d’un milieu à un autre peuvent s’expliquer par une plus grande variation de la 
qualité du produit. 

 
Ces essais ont permis d’évaluer les performances de différents milieux à fournir de 

fortes activités enzymatiques de type uréase. Ces essais ont pû montrer que l’ajout de 
phosphate n’a d’impact ni sur la croissance cellulaire ni sur la production d’enzyme. Par 
ailleurs, un ajout de NaCl à hauteur de 3 g/l, a permis d’augmenter la croissance cellulaire et 
la production d’enzyme. L’obtention des fortes activités enzymatiques est étroitement liée à la 
qualité de l’extrait de levure et la nature de la source d’azote. Ainsi, lorsque l’extrait de levure 
est raffiné, l’urée est préférable pour la synthèse de l’uréase, synthèse qui survient durant la 
phase de ralentissement. Par contre, l’ajout d’un sel d’ammonium (NH4Cl) semble produire 
une meilleure activité enzymatique lorsque la source d’extrait de levure est issue de l’industrie 
de la brasserie.  
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6. Amélioration des conditions de culture. 
  

La composition du milieu de culture pour S. pasteurii étant établie, l’étape 
supplémentaire pour améliorer la production de l’enzyme, est la création des conditions 
optimales de culture. Pour identifier ces conditions et en particulier le niveau d’oxygénation, 
une série de tests a été entrepris, en s’appuyant sur le modèle de régulation pré établi.  

Ce micro organisme est aérobie, la présence d’oxygène est donc indispensable pour 
son développement. Pour évaluer dans un premier temps et de manière simple, le niveau 
d’oxygénation requis, des croissances en Erlenmeyers ont été faites en jouant sur les échanges 
gazeux entre le milieu de culture et l’air surnageant. Pour cela les volumes de milieu de 
culture varient. Ainsi, plus grand est le volume, plus petite est la surface d’échange avec l’air. 
Pour évaluer cet effet, deux lots de duplicatas en Erlenmeyers ont été testés. Le premier 
contient 150 ml, soit 1/6 du volume de l’Erlenmeyer. Le second contient trois fois plus de 
volume, soit 450 ml, c'est-à-dire, presque la totalité du volume disponible. Les croissances 
dans ces flacons ont été suivies, durant 27 heures alors qu’ils étaient incubés à température 
ambiante sur une table d’agitation à 120 rpm (Tableau n°42). µ (h-1) 

 
 Tableau n°42 : Récapitulatif des caractéristiques des suspensions de biomasse. 

Caractéristiques Duplicata  
(150 ml) 

Duplicata  
(500 ml) 

Phase de latence (h) 2 1 
Phase exponentielle (h) (2-6) �  4 (2-6) �  4 

Phase de décélération (h) (6-33) �  27 (6-27) �  21 
Phase stationnaire (h) A partir de 33 h A partir de 27 h 

Taux de croissance moyen 
µ (h-1) 

0.31 ± 0.01  
CV = 3.7 % 

0.073 ± 0.003  
CV = 3.6 % 

Temps de génération moyen  2 h 15 min 9 h 30 min 
D.O moyenne fin de phase exponentielle 3.5 1.6 

Corrélation (1 à 33 h) : A.E /D.O = R2 
Y = 0.0154 x 
R2 = 0.986 

Y = 0.0304 x 
R2 = 0.719 

A.E.S max (µS/cm/min) 68 23 
Phase exponentielle 10.8 Production 

A.E /h  Phase de décélération 7.76 
0.8 

 
La diminution du volume de milieu de culture dans les Erlenmeyers de 450 ml à 150 

ml et donc l’intensification de l’oxygénation, permet d’augmenter le taux de croissance 
moyen durant la phase exponentielle d’un facteur 4. Le temps de génération passe de 9 h 30 
en condition de sous oxygénation à 2 h 15. Parallèlement, les valeurs de D.O. cellulaire 
augmentent de 2 unités pour les milieux fortement aérés. Par ailleurs, contrairement aux 
milieux sous-aérés, lorsque les conditions d’aération sont suffisantes, une courbe de tendance 
linéaire entre la D.O. et les A.E montre, une forte corrélation, avec R2 = 0.986 (Figure n°24). 
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Figure n°24 : Le suivi de 
l’activité enzymatique en 
fonction de la D.O 
cellulaire dans les deux 
Erlenmeyers de150 ml (� ) et 
500 ml (� ). 

 
L’impact de l’oxygénation sur la production d’uréase apparait dès la première d’unité 

de D.O. cellulaire. La production maximale est atteinte avec une activité enzymatique de 272 
µS/min/ml pour une D.O. cellulaire moyenne de 3,9. En sous oxygénation, les AE sont six 
fois plus faibles avec une biomasse deux fois moins concentrée. Le maximum d’activité 
apparait à la fin de la phase de ralentissement entre 27 et 33 heures de culture à 28° C (Figure 
n°25). 
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Figure n°25 : Les suivis des 
activités enzymatiques et 
des D.O cellulaires dans les 
flacons de 150 ml ( ) et 
500 ml ( ). 

L’oxygénation même peu maîtrisée, comme c’est le cas dans ces expériences, permet 
déjà d’augmenter le rendement de production de biomasse et la quantité d’enzyme produite 
d’un facteur 5. La synthèse de l’enzyme se fait toujours durant la fin de la phase de 
ralentissement même si elle atteint des niveaux 30 % inférieurs en condition de sous-
oxygénation. 

Parallèlement, un fort ralentissement, de la croissance cellulaire se produit, avec 
l’augmentation du temps de génération de près d’un facteur de 5, passant ainsi de 2 h 15 à 9 h 
30. Ceci suggère, la transition d’une régulation de la synthèse de l’uréase à dominance 
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constitutive, vers une régulation dominée par d’autres facteurs, très probablement en relation 
avec l’épuisement nutritif du milieu. Ces essais confortent la nécessité d’une bonne aération 
pour l’obtention d’une croissance élevée, mais n’impliquent pas de modification dans le 
modèle de régulation de l’uréase. Cependant, plus le métabolisme cellulaire est à un niveau 
énergétique bas, plus la production sera faible.  
 

Pour compléter ces observations, d’autres essais de culture ont été incubés à 
température ambiante (25° C) pendant 144 heures, mais avec des modes différents 
d’oxygénation : l’agitation et le bullage à l’air. Les résultats des D.O. cellulaires montrent que 
l’aération de manière générale est propice à la croissance cellulaire puisque les valeurs 
obtenues correspondent à environ 1,78 . 1010 cellules/ml. De plus, il n’y a pas de différence 
notable dans la production de biomasse entre les deux modes d’aération, les profils étant 
quasiment superposables (Figure n°26). 
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Figure n°26 : Suivi des D.O 
cellulaires et des activités 
enzymatiques (A.E) lorsque 
les cultures sont soit agitées 
soit sous insufflation 
(Bullage).  

 
 

De meilleures productions d’enzyme, environ 30 % supérieures, ont été mesurées 
lorsque l’oxygénation est assurée par un bullage (Tableau n°43). Cependant, les taux 
d’activités enzymatiques chutent différemment après la phase exponentielle de croissance. 
Ces variations traduisent la dégradation de l’enzyme. Le maximum d’activité enzymatique est 
obtenu durant la phase de ralentissement (Taux de croissance = 0.05 h-1 et temps de 
génération = 13 h) dans les deux conditions testées. Comme précédemment, une forte relation 
linéaire existe entre la D.O. et l’A.E jusqu’au maximum d’activité enzymatique. 
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Tableau n°43 : Récapitulatif des paramètres de suivi de milieu de production  
de biomasses testées selon deux formes d’aération (Agitation ou Bullage). 

 
Oxygénation Agitation Bullage 

Phase de latence (h) < 1 < 1 
Phase exponentielle (h) (6) �  6 (6) �  6 

Phase de ralentissement (h) (6 - 140) �  136 (6 - 140) �  136 
Phase stationnaire (h) > 140 h > 140 h 

Taux de croissance moyen (µ) (h-1) 0.2  0.196 
Temps de génération moyen (Tg) (h) 3 h 18 3 h 31 

A.E maximale (µS/cm/min) 204 (à 30 h) 288 (à 23 h) 

D.O moyenne quand l’A.E est maximale 
3 ± 0.26  

 CV =  8 % 
2.9 ± 0.36  
CV = 10 % 

A.E /D.O jusqu'à l’A.E maximale 
y = 66.455x 
R2= 0.9915 

y = 93.615x 
R2= 0.987 

A.E.S en fin de phase exponentielle 
(µs/cm/min) 

68 63 

Phase exponentielle 6.4 12 Production 
d’A.E 

(µS/min/h)  Phase de ralentissement 5.7 9.9 

 CV : coefficient de variation  
  
Dans le cas, d’une aération par agitation le triplement de la quantité de biomasse, de la fin de 
la phase exponentielle jusqu’au maximum d’activité enzymatique (h= 30 heures), est suivie 
dans la même proportion de l’augmentation du taux d’activité enzymatique. Ceci pourrait 
suggérer que la synthèse de l’uréase se réalise de manière constitutive, mais peut tout aussi 
bien correspondre à l’impact d’une très bonne induction. Ceci est vrai, si l’on considère que 
l’enzyme se répartit de manière homogène dans la population bactérienne. Par ailleurs, cette 
tendance s’observe également durant la phase exponentielle dans les flacons soumis aux deux 
types d’aération.  
 
 Par contre, les biomasses produites sous bullage, ne présentent plus la même 
proportionnalité entre la D.O. cellulaire et l’activité enzymatique, entre la fin de la phase 
exponentielle et le maximum d’activité enzymatique (23 h). En effet, le niveau des activités 
enzymatiques à 6 heures de culture correspond à 57 µS/min/ml, pour atteindre 288 µS/min/ml 
à 23 heures. Le rapport entre les DO durant cette période est de 3.33, alors que le rapport entre 
les A.E est de 5. Il y a une dissociation entre la régulation constitutive et la régulation induite. 
La levée de l’inhibition ou l’induction de la synthèse de l’uréase obéit très probablement aux 
conditions d’oxygénation.  
 
 Normalement l’oxygénation est meilleure lorsqu’elle est assurée par le bullage d’air, 
mais, la saturation n’est jamais atteinte. Ainsi le taux d’oxygène dissous à chaque instant, 
dépend de son taux de solubilisation et de son taux de consommation qui est variable en 
fonction de la phase de croissance. La demande en oxygène est maximale en fin de phase 
exponentielle de croissance, lorsque les effectifs bactériens sont les plus grands. Dans les 
conditions de cette expérience, l’analyse des profils de DO, similaires, et celle des paramètres 
quantifiant la croissance, très voisins, laisse supposer que le taux d’oxygénation atteint est 
identique quelle que soit la méthode employée.  
 

En fait la production de biomasse semble moins exigeante en oxygène que la synthèse 
de l’enzyme. Ceci est visible par les quantités d’enzyme obtenue qui sont très différentes et 
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bien meilleures lorsqu’il y a bullage.  De plus, la conservation de l’uréase, dans la phase 
stationnaire est différente. En ce qui concerne la synthèse de l’uréase, une hypothèse en 
accord avec le modèle de régulation, peut être proposée. Le bullage permet un métabolisme 
plus actif, qui favorise une consommation meilleure ou différente des substrats contenus dans 
le milieu de culture. Une plus forte assimilation d’un substrat, conduit à un besoin plus élevé 
en azote. Le pool azoté diminuant plus rapidement et plus intensément, favorise l’induction de 
la synthèse d’uréase. La synthèse de l’uréase semble dépendante d’une hiérarchisation des 
substrats contenus dans le milieu de culture donc, indirectement, au taux d’oxygénation et par 
conséquent de la méthode d’aération.  
 
 L’oxygène favorise donc, l’induction de la synthèse de l’uréase. Le métabolisme des 
organismes aérobies est souvent limité par la disponibilité en O2 car ce dernier est faiblement 
soluble dans l’eau (8 mg/l à 20° C). Cette limitation est d’autant plus grande que les effectifs 
sont élevés. Dans le cas des cultures faiblement agitées, seule la surface du milieu présente 
une concentration en O2 suffisante pour la croissance. Quand l’agitation est grande, la 
solubilisation d’oxygène en provenance de l’atmosphère est meilleure, simplement par 
augmentation de la surface de contact. De plus, l’action mécanique assure l’homogénéisation 
du milieu.    
 

Deux autres productions ont été lancées en fermenteur afin de mieux évaluer la 
consommation en oxygène de la biomasse au cours de sa production. Les milieux étaient en 
permanence agités pendant 24 heures et  la consommation en oxygène, la conductivité, le pH 
et la D.O. cellulaire, suivis régulièrement à l’aide de sondes. Les variations de ces paramètres 
se trouvent dans la Figure n°26-2. 
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Figure n°26-2 : Suivi de la 
D.O cellulaire ( ), de la 
consommation en oxygène 
( ) de la conductivité ( ) 
et du pH ( ) en fonction du 
temps. 

 
Les points ne sont pas tous reliés entre eux notamment entre 7 et 22 heures de 

croissance. Durant cette période, se déroule l’intégralité de la phase exponentielle et le début 
de la phase de ralentissement. L’allure des premiers points, par extrapolation empirique 
situerait le début de la phase de ralentissement entre 10 et 15 h. La D.O. cellulaire moyenne 
finale est de 2.3 ce qui est comparable aux productions précédentes. 
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Les mesures de la teneur en oxygène ont été réalisées sous agitation. La courbe 

s’effondre avant la 5ième heure montrant ainsi que l’oxygénation est insuffisante. En effet, la 
courbe reste à un seuil très bas (0.15 mg/l) dont on peut supposer qu’il s’agit du seuil de 
détection du matériel. Durant le début de la phase exponentielle, la consommation en oxygène 
a pu être calculée, elle est de 0.7 mg/l/h pour un taux de croissance moyen de 0.33 et un temps 
de division cellulaire de 2 heures. Au delà, la totalité de l’oxygène apporté est consommé par 
la biomasse soit au minimum, 3.5 mg/l/h. 

 
 Le suivi de la conductivité permet de déterminer la qualité ionique du milieu, c’est-à-

dire, la quantité de sels minéraux présents dans une solution. C’est un paramètre facilement 
quantifiable, mais il ne peut être relié directement aux activités enzymatiques dont la mesure 
est basée sur des variations de conductivité en présence du substrat de l’enzyme. Dans ce 
cadre expérimental, la conductivité augmente avec une vitesse de 0.6 mS/cm/h, ce qui 
équivaut à 11 µS/cm/min. Ceci traduit l’apparition d’un fort pouvoir tampon dans le milieu. 
Cependant, les variations de conductivité enregistrée sont élevées. Elles résultent très 
probablement à la fois, du fonctionnement des voies métaboliques utilisées par les cellules et 
de l’augmentation de la densité cellulaire. En effet, la voie métabolique qui produit des ions 
ammonium est celle de l’hydrolyse de l’urée (2,4 g/l). Celle-ci fonctionne et ceci est confirmé 
par une élévation du pH et par des analyses chimiques de TAC (Titre alcalimétrique).  
Réalisées sur des suspensions de biomasse les valeurs de TAC atteignent des valeurs proches 
de 300° F, ce qui  témoigne d’une concentration élevée en ions carbonates issus, de 
l’hydrolyse de l’urée et de la respiration cellulaire.  

 
L’urée est présente dès l’inoculation à raison de 2,4 g/l. L’hydrolyse de l’urée est 

susceptible de débuter immédiatement. Elle est réalisée alors par les cellules de l’inoculum.  
Dès le début de la culture il y a augmentation à la fois de la conductivité et du pH (de 8, 5 à 
8.8). Au cours de la phase de croissance, la diminution du pH (de 8.8 à 8.1) suggère, une 
phase d’assimilation de l’ammonium libéré par l’hydrolyse, et/ou une accumulation  de rejets 
du métabolisme, tels les acides organiques. Lorsque les conditions sont proches de la 
microaérophilie ou de l’anaérobiose ces productions peuvent être plus abondantes.  

 
L’augmentation de la conductivité au cours de la croissance, suit l’accroissement des 

effectifs bactériens mais pas les variations de pH. Ceci s’explique car, l’augmentation du 
nombre de cellules dans la suspension implique l’augmentation de la charge globale 
électronégative. Ainsi, le suivi de la conductivité est susceptible de fournir des informations 
sur les phases de croissance cellulaire de S. pasteurii dans ces conditions expérimentales. En 
conséquence, le suivi de la conductivité montre une corrélation élevée avec la D.O. cellulaire 
suivant l’équation : Conductivité (µS/ml/min) = 10.33 + 5.25 log10(x) avec (R = 0.95) (Figure 
n°27). 
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Figure n°27 : La 
conductivité en fonction de 
l’accroissement de la D.O 
cellulaire. 

  
 

Le suivi de la conductivité qui se mesure automatiquement, pourrait être un outil 
appréciable dans des conditions industrielles, pour évaluer un suivi de croissance. En effet, la 
conductivité semble fortement dépendante de la phase de croissance jusqu’à la fin de la phase 
exponentielle dans ces conditions de culture et de composition de milieux. Cet outil déjà 
utilisable comme un indicateur de performance de la production d’enzyme lorsque la synthèse 
est constitutive, pourrait être utilisé aussi pour la détermination des phases de croissance. Le 
niveau d’aération est impliqué à la fois dans la production de biomasse et dans la production 
d’enzyme. La production serait de type constitutif, lorsque l’oxygénation est faible et de type 
inductible lorsque l’aération est plus intensive, à moins qu’il s’agisse dans ce cas, d’une levée 
totale de d’inhibition. Ceci semble principalement dû à un emballement du métabolisme qui 
voit ses réserves énergétiques diminuer rapidement lorsque le milieu s’appauvrit. 
 
 Pour mieux évaluer ce phénomène de production d’enzyme liée à la consommation 
d’oxygène, une seconde série de milieux de culture en duplicata a été ensemencées et soumis 
au bullage dans un cas avec de l’air et dans l’autre avec de l’oxygène pur durant 30 heures à 
température ambiante (25° C) (Figure n°28). 
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Figure n°28 : Suivi des 
moyennes des D.O 
cellulaires et des activités 
enzymatiques (A.E) en 
présence d’oxygène 
(D.O :  et A.E ) et 
sans apport d’oxygène 
(D.O  et A.E ). 

 
 
 

Les valeurs moyennes des activités enzymatiques des deux duplicata, au temps de 26 
heures, sont 6 à 7 fois plus élevées que celles obtenues lors de cultures précédentes et ce sans 
changement des conditions d’ensemencement. Par ailleurs, ces A.E ont une bonne stabilité R2 
= 0.999, ce qui suggère une biomasse de qualité. En effet, plus le coefficient de dispersion est 
élevé, plus la biomasse est considérée de bonne qualité. Cette dernière, est le reflet de la 
stabilité membranaire lorsque les cellules sont plongées dans une solution d’urée à 1 M, à 20° 
C. Des écarts de dispersion en fonction de la courbe de tendance telle qu’une légèrement 
augmentation durant le temps de la mesure est synonyme de lyse cellulaire qui correspond 
alors à une augmentation brusque de la conductivité de la solution. Par contre, lorsque 
l’activité enzymatique s’affaiblit durant cette même période de mesure, cela suggère la 
présence d’uréase libre en quantité suffisante pour déclencher une diminution de la variation 
de conductivité. En effet, le Km étant beaucoup plus faible que celui des cellules, il y a une 
diminution de la vitesse d’hydrolyse par excès de substrat. Par ailleurs, il semble que l’apport 
en oxygène permette une meilleure production d’enzyme dans ces conditions expérimentales. 
Cette production d’enzyme semble suivre la croissance cellulaire avec un maximum en fin de 
phase de ralentissement pour les deux duplicatas (Tableau n°44). 
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Tableau n°44 : Récapitulatif des paramètres contrôlant la production de biomasses en 
présence et en absence d’oxygène. 

 
 Paramètres En présence d’02 En absence d’02 

Phase de latence (h) 2 2 
Début de la phase exponentielle  T : 2 h T : 2 h 

Phase stationnaire (h) > 26 > 26 
Taux de croissance moyen 

pendant la phase exponentielle 
(µ h-1) 

0.233 ± 0.013 0.126 ± 0.03 

Temps de génération moyen 
pendant la 

phase exponentielle (h) 
2.9 ± 0.17 5.6 ± 0.13 

Temps de génération moyen 
pendant la 

phase de ralentissement (h) 
8.5 ± 0.47 6.4 ± 0.35 

D.O moyenne fin de phase 
exponentielle 

3.7 ± 0.26  
CV = 7 % 

2.9± 0.2  
CV = 5 % 

D.O cellulaire maximale 4.19 ± 0.870 2.9 ± 0.030 
A.E en fonction de la D.O durant 

la phase croissance 
y = 23.51e 1.1687x 

R2 = 0.997 
y = 24.67 e 1.2937x 

R2 = 0.996 
A.E (µS /ml/min) maximale 1484 ± 131 1154 ± 96 

A.E.S fin de phase exponentielle 
(µs/ml/min) 

383 388 

Phase 
exponentielle 

4.3 ± 0.74 10.1 ± 0.99 Production 
A.E 

(µS/min/h) Phase de 
ralentissement 

73 ± 11 54 ± 4.6 

 CV : coefficient de variation 

 
De nombreuses similitudes existent entre les témoins sans oxygène et les productions 

hyper oxygénées. Chacun des duplicata, présente une courbe de tendance liant fortement (R2 
= 0.99) la D.O. cellulaire et l’A.E. de manière exponentielle. De plus, le maximum de 
production d’enzyme est atteint, durant la phase de ralentissement, de manière quasi 
simultanément pour les quatre milieux (26 h). Par ailleurs, trois heures plus tard, il y a une 
diminution des activités enzymatiques et de manière concomitante. La production d’enzyme 
se traduit par un pic d’activité, dont la durée n’excède pas 2 heures. Par ailleurs, l’insufflation 
d’oxygène dans le milieu semble stimuler fortement la synthèse de l’enzyme et la production 
de biomasse. En effet, l’A.E maximale moyenne témoin est inférieure de 23 % (�  300 
µS/ml/min) pour une D.O. cellulaire moyenne inférieure de 15 %. Cependant, une variabilité 
intrinsèque existe également. Cette variabilité ne se situe pas au niveau des profils de 
croissance, mais dans la production d’enzyme. Globalement, la production d’enzyme dans 
cette série est bien meilleure que dans la série précédente. Il n’est donc pas exclu que la 
qualité de l’inoculum joue un rôle important dans l’obtention d’A.E élevées. La production 
d’enzyme est bien meilleure en présence d’oxygène (Figure n°29). Par ailleurs, la différence 
d’uréase produite, pour les milieux soumis tous les deux à un influx d’O2, est probablement 
due à une porosité différente du diffuseur ou à une vitesse d’insufflation plus ou moins grande 
dans le milieu de culture. L’absence de mesures pendant la nuit dans cette expérience ne 
permet pas de relier la totalité des points entre eux. 
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Figure n°29 : Les profils de production d’uréase à gauche et de D.O. cellulaire à droite, en 
absence et en présence d’O2. 
 

Généralement, le maximum d’activité enzymatique est obtenu en fin de phase de 
ralentissement, peu avant la phase stationnaire. C’est une phase dynamique où le taux de 
croissance est compensé par le taux de décès. Un peu avant cette phase, il y a arrêt de la 
synthèse de l’uréase puis très rapidement une chute des valeurs des A.E. Ce phénomène 
apparaît moins prononcé et plus stable lorsqu’il s’agit d’une aération classique. La 
conservation de l’enzyme est plus difficile en présence d’oxygène.  

 
La suroxygénation semble provoquer une dissociation de la synthèse de l’uréase. En 

effet, dans le cas d’une synthèse constitutive, le rapport des D.O. entre le début de chaque 
phase et la fin devrait correspondre également à celui des activités enzymatiques. Dans le cas 
des cultures témoins, le rapport durant la phase exponentielle est de 2.8 et 2, pour la D.O. 
cellulaire et les A.E, respectivement. Ces valeurs sont relativement proches avec une variation 
de 0,8. Dans le cas d’une culture fortement oxygénée, le rapport des D.O. est de 2.3 contre 1.5 
pour les A.E, pour cette même phase de croissance. La différence est identique puisque de 
0.8.  

 
Dans la phase de ralentissement de la croissance, le rapport des D.O. est de 5.5 pour 

les milieux oxygénés et 3.7 pour les témoins. Pour les A.E, ce rapport est de 29 pour les 
cultures sous insufflation d’oxygène contre 16 pour les témoins. Ces résultats suggèrent une 
dissociation entre les deux modes de synthèse. Elle devient plus évidente en présence 
d’oxygène. Ceci est très probablement dû au fait que la présence de l’oxygène favorise un 
métabolisme plus actif pour une plus grande proportion de la population. Par voie de 
conséquence, ceci conduit à une consommation plus intense et/ou légèrement différente, des 
nutriments. Cet appauvrissement nutritif concerne en premier lieu le pool d’azote par rapport 
à celui du carbone.  

 
D’après le modèle développé, une hiérarchisation dans l’assimilation des acides 

aminés se réalise, notamment pour les acides BCAA, qui sont les acides aminés principaux de 
la matière organique. Lorsque ces derniers viennent à manquer, ils sont produits à partir 
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d’autres acides, tels que la glutamine et l’acide glutamate présents dans l’extrait de levure. 
Ensuite, c’est l’ammonium présent dans le milieu qui est majoritairement mobilisé pour la 
production d’énergie et au fur et à mesure, utilisé pour l’assimilation. Ceci lève de manière 
graduelle l’inhibition et/ou favorise l’induction de l’enzyme.  

 
L’arrêt brutal de la synthèse de l’uréase survient au début de la phase stationnaire dans 

ces conditions de culture. Ainsi, la lyse cellulaire conduit rapidement à une fuite cellulaire 
puis à une diminution du pool enzymatique par dégradation de l’uréase. Tous les composants 
cellulaires sont déversés dans le biotope y compris les morceaux d’ADN chromosomique et 
plasmidique, qui deviennent alors une source d’azote pour les bactéries survivantes. La 
dégradation des acides nucléiques correspond à une cascade de réactions dont le produit final 
est l’urée. Enfin, la lyse cellulaire conduit aussi à la démobilisation et la libération également 
des ions ammonium qui devrait conduire soit à une augmentation du pH ou bien à sa 
stabilisation. 
 
 

7. Bilan des premiers essais de milieu de culture. 
 
  Ces essais ont mis en évidence deux points essentiels pour la création d’un milieu de 
culture industriel. Le premier point, concerne sa composition qui est suffisamment complète 
pour permettre l’obtention de fortes activités enzymatiques (> 1mS/min/ml) avec une 
concentration en extrait de levure deux fois plus faible par rapport à celle initialement 
recommandée. Le second point concerne les conditions d’aération des cultures. En effet, les 
activités enzymatiques sont grandement améliorées lorsque l’aération est favorisée. Par 
ailleurs, l’aération favorise également la croissance cellulaire qui peut doubler lorsque les 
conditions sont très favorables. Dans tous les milieux testés le maximum d’activité 
enzymatique est obtenu durant la phase de ralentissement entre la 20ième et la 26ième heure de 
culture dans ces conditions expérimentales. La synthèse de l’activité enzymatique semble 
d’abord liée à la croissance cellulaire durant la phase exponentielle, puis s’en dissocie durant 
la phase de ralentissement. La synthèse est donc successivement constitutive puis induite.  
 

La conservation de l’uréase est ensuite conditionnée à un stockage rapide de la 
suspension bactérienne à 4° C, sans insufflation d’air ou d’oxygène. Or, dans ce procédé, 
l’injection peut prendre plusieurs heures en fonction des volumes mis en jeu. Par conséquent, 
c’est par anticipation que le refroidissement doit s’effectuer. Ainsi, il faut arrêter la culture 
avant de constater la diminution de la production d’activité enzymatique car une suspension 
de qualité permettra une meilleure conservation, sans fuite de l’enzyme hors de la cellule et 
dégradation. Le choix d’une oxygénation par insufflation d’air est dans un premier temps 
nécessaire pour bien maitriser la production de la biomasse et la synthèse de l’enzyme. 
Cependant, malgré de grandes avancées pour l’obtention de fortes activités enzymatiques, il 
semble que la qualité de l’inoculum joue un rôle également déterminant. La production 
d’uréase chez S. pasteurii est sans aucun doute sous un contrôle plurifactoriel. Cependant, si 
ceci reste encore du domaine du laboratoire de recherche, ce sont des bases pour développer 
le milieu industriel. Celui-ci passera obligatoirement par un changement des volumes à 
produire et une diminution des coûts de production liés aux prix des matières premières, aux 
durées de production, aux stockages et/ou conditionnements de la biomasse. 
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II.  DEVELOPPEMENT VERS L’INDUSTRIALISATION. 
 
 

Le milieu de culture de type SBF est susceptible de fournir des niveaux élevés 
d’activité enzymatique. Cependant, la phase industrielle, c’est-à-dire l’augmentation des 
volumes nécessite de diminuer les coûts de production à leur maximum. En effet, le 
changement d’échelle entraîne l’apparition de nouvelles contraintes, notamment, celle de 
réaliser des cultures successives pour atteindre les volumes de chantier. Or, l’ensemencement 
des milieux de culture se réalise à l’aide d’une suspension de biomasse représentant 1 % du 
volume de la nouvelle culture. Ainsi, pour atteindre, 10 000 litres soit 10 m3, il est nécessaire 
d’ensemencer avec 100 litres de biomasse, qui lui-même aura été inoculé avec 1 litre de 
suspension. Cette technique est adaptée pour des cultures en batch. Cette méthode est la plus 
la plus simple à mettre en œuvre pour permettre une montée en volume contrairement aux 
cultures en continu. Pour cela une optimisation de la composition des milieux de culture est 
recherchée ainsi que l’établissement des conditions propices de culture en bio réacteurs.  
 
 

1. Optimisation de la composition du milieu de culture pour une production de 
masse. 

 
La nécessité de réduire les coûts de production, notamment les quantités d’extrait de 

levure a conduit à rechercher des sources alternatives de nutrition. Une première démarche a 
été donc de rechercher une source complète complexe et alternative de nutrition. C'est-à-dire 
de remplacer complètement l’extrait de levure apporté (10 g/l) par un substitut à base d’extrait 
de levures. Cette stratégie a été entreprise par Whiffin (2004) durant ses travaux de thèse. Ses 
résultats ont montré une plus grande instabilité dans la production d’uréase. Ceci signifie qu’il 
est risqué de remplacer totalement la source pure d’extrait de levure par une source alternative 
à base d’extrait de levure telle que la Marmite ou la Végémite. La seconde stratégie a été la 
réduction des coûts, non pas en remplaçant totalement la source de nutriment mais en 
réduisant son apport d’extrait de levure dans le milieu de culture. Pour cela, il est nécessaire 
de substituer une partie de la source de carbone par une autre, assimilable et contenu dans 
l’extrait de levure. Ceci permettrait de réduire l’apport en l’extrait de levure sans pour autant 
exclure cette source riche et complexe de la composition du milieu. Cette réduction de 
l’extrait de levure pour minimiser les coûts n’est valable que si le produit substitué répond 
aux impératifs du procédé. Cette source doit être peu coûteuse, assurer une bonne production 
de biomasse sans en changer les propriétés physico-chimiques, et permettre une production 
importante d’activité enzymatique.  

 
Parallèlement, les injections de biomasse en colonne réalisées sur du sable fin ont 

montré qu’une partie de la biomasse injectée parcourait sans se fixer les petites colonnes 
construites en sable de Fontainebleau NE 34. Ceci amène à une perte du potentiel 
enzymatique au sein de la colonne. Pour améliorer le taux de cellules retenues, l’ajout d’un 
sucre assimilable par S. pasteurii, pourrait favoriser la formation d’exo polysaccharides (EPS) 
et d’adhésines. Ces formations participent directement au processus général de fixation au 
cours du premier stade de l’adhésion. Cette phase d’ancrage de la bactérie au support, dite 
primaire, est réversible par le jeu d’interactions non-spécifiques. Ainsi, la stimulation d’EPS 
faciliterait cette première étape cruciale. Ces deux voies de recherche ont conduit à réaliser un 
screening des différents sucres qui existent pour identifier ceux qui sont à la fois assimilables 
pour la croissance et qui stimulent la synthèse d’EPS ou d’adhésines. 
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1.1. Recherche d’un substitut à l’extrait de levure. 
 

L’extrait de levure possède un large éventail d’acides aminés, de vitamines, de sels 
minéraux et est, par contre, peu riche en glucides (Tableau n°45). 

 
Tableau n°45 : Composition de l’extrait de levure en hydrates de carbone et acides aminés 

libres et totaux d’après BD Bio-pharmaceutical production. 
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Les hydrates de carbone identifiés sont un oligoside, le tréhalose, association de deux 

molécules de glucose, ou des sucres simples tel que le fucose, le 2-désoxygalactose, le 
rhamnose, le glucose et le lactose qui ont été identifiés par chromatographie HPLC (DB 
diagnostique). Le tréhalose et le 2-désoxygalactose semblent être les sucres prépondérants, 
bien que les concentrations ne soient pas précisées. Par contre, le glucose, le fucose, le 
rhamnose et le lactose sont des sucres minoritaires. Leur présence dans l’extrait de levure ne 
préjuge évidemment pas de leur assimilation par la souche de S. pasteurii. En effet, il est 
nécessaire d’identifier les sucres potentiellement utilisables comme seules source de carbone 
et d’énergie par S. pasteurii en ensemençant deux galeries de type API 20 E et API 50 CH. 
Celles-ci, standardisées et miniaturisées, associent des tests biochimiques permettant l’étude 
du métabolisme. Ces tests se présentent sous formes de micro-tubes contenant des substrats 
déshydratés inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites pendant la 
période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l’addition 
de réactifs. Les expériences ont été réalisées en aérobiose et anaérobiose notamment pour le 
test Api50 CH. Les résultats sont lus après 24 et 48 heures d’incubation (Figure n°30 et 
Tableau n°45). 

 

 

 
Figure n°30 : Résultats des tests 
biochimiques de la galerie API 20 
E à 24 heures 

. 






















































































































































































































































































































































































































































































































