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Introduction

INTRODUCTION

La bio minéralisation est un processus par leqgebrganismes vivants sont capables
de produire des dépbts de minéraux souvent assdaés constituants organiques. Il s’agit
d'un phénoméne trés ancien et trés répandu aupeés odganismes vivants puisque
I'ensemble des 5 phyla sont concernés. Des I'afipardies bactéries sur la planéte, certaines
d’entre elles se sont révélées capables de précges dépbts minéraux tels que les silicates,
les phosphates de calcium et les carbonates deircalEnsuite, dans le domaine des étres
vivants microscopiques, des algues et des chammsgowt induit les mémes productions. Le
terme de bio calcification est attribué a ces pmiéions, notamment lorsqu’il s’agit de
carbonate de calcium, qui apparaissent dans le eialsamicro environnement extracellulaire
et peuvent atteindre des dimensions centimétriques.

La bio calcification survient lorsque les activitésetaboliques effectuées par les
micro-organismes favorisent I'apparition de corudii propices a la synthese, a la nucléation
et a la croissance cristalline du CaCQorsque la souche produit des ions carbonate, leu
précipitation sous forme de carbonates de calcpeut se faire soit d’'une maniére active par
un efflux simultané de calcium via des pompes AEPGsoit d’'une maniére passive par un
rejet conjoint dans un biotope riche en calciumcddains produits de réaction tels que le
NH,;" qui éléve le pH. Les voies métaboliques miseseenspnt nombreuses, la source de
carbone est soit minérale (autotrophie) ou organiqhétérotrophie). De plus, la
carbonatogenése bactérienne est realisée par andegdiversité de micro-organismes qui
colonisent eux-mémes un grand nombre d’habitaférdifits.

Cette diversité a permis de choisir pour les besdun procédé une carbonatogénese
réalisée par des bactéries hétérotrophes aérobiepogsédent une activité uréase. Ces
bactéries ont un métabolisme trés actif, ce qubrige des taux de croissance, élevés.
Lorsqu’elles hydrolysent l'urée via l'uréase en guisant un ion carbonate et deux ions
(NH,"), alors, le processus de bio induction de la pitation du carbonate de calcium
devient simple et rapide. C’est sur ce principeeguibasé le développement d’'un procédé de
pré industrialisation de la bio calcification.

L'obtention d'un procédé efficace, dépend du chdix micro organisme qui est
fonction essentiellement de sa capacité a prodigtee enzyme en grande quantité. Sr,
pasteurii une bactérie mésophile, non pathogéne et ub&yuist capable de synthétiser de
'uréase en tres grande quantité, sa concentrgiaivant atteindre jusqu’a prés de 1 % de
son poids sec. Ce méme micro-organisme est égaldoeam connu par sa capacité a bio
précipiter de la calcite. Ce dernier a été utitla@és de nombreux travaux pour consolider des
systémes poreux, par injection ou par immobilisati€e processus de bio précipitation
induite avecS. pasteuriia fait I'objet d’'un brevet industriel destiné astabilisation de pente
et au renforcement du sol (WO2006/066326) Kuchaatsél,.2006.

C'est dans ce dernier domaine, de consolidationsadls fins (sable — limons
sablonneux) ou liquéfiables ayant un coefficientpgeméabilité faible (K = I®m/s) que
réside le développement d’'une application industrige la bio calcification, prévu dans le
programme BIOCALCIS. Cette voie industrielle innot@présente de nombreux avantages a
la fois techniques et environnementaux, par rapport méthodes de consolidation de sol
basées sur des techniques d'injection. En effair pes types de sols (K =1@ 10° m/s),
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sont utilisés des ciments ultrafins ou des résileegolymeres. Dans ces deux cas de figure, la
pénétrabilité de ces sols reste réduite du fatalmatage des pores durant l'injection et d’'un
temps de prise qui modifie les propriétés de viséates liquides injectés. Ces inconveénients
techniques obligent a un maillage d’injection decsgui augmente considérablement le colt
du chantier. Par ailleurs, certaines de ces résswd potentiellement néfastes pour
I'environnement.

Ainsi, l'utilisation de micro-organismes inductewts processus de biocalcification
tels queS. pasteuriien vue de consolider des sous-sols granulairesupoet saturés
représente une avanceée technologique. Les avanthges telle technique résident dans
I'injection sous une forme aqueuse d’'une suspenbamiérienne, de viscosité similaire a
celle de l'eau, sans effet de sédimentation et séaktemps de prise. Par ailleurs, les
dimensions micrométriques favorisent la pénétrafiomfonde de la suspension bactérienne
dans ces sols fins sans obstruer la porosité ag deu’injection.

Il s’agit la d'un procédé industriel trés novateusasé sur I'emploi d'une
biotechnologie de pointe dans le domaine du génig qui en incluant un traitement final
obligatoire des effluents, traduit les préoccupatiécologiques de ce XX1®siécle.

L'objectif de la these, réalisée dans le cadre e’convention CIFRE et financée par
'ANRT dans le projet BIOCALCIS, est d’optimiser yrocédé biologique de calcification
pour aboutir a un procédeé industriel d’'injectioouPcela, il faut intégrer les aspects de génie
biologique et les criteres d’injectabilité situ de facon a garantir la qualité du traitement de
consolidation d’'un point de vue mécanique et emviemmental. Trois aspects sont étudiés
conjointement.

1. La formulation d’'un milieu de culture spécifiquesapasteuripermet de maitriser et
d’améliorer la qualité de la biomasse. Elle coneeairia fois la production cellulaire
et la synthése d’enzyme uréase en grande condgenjfrae qui permet de garantir
I'efficacité de la bio consolidatiom situ.

2. L’élaboration d’'une solution calcifiante est né@dss car deux types de sel de
calcium sont utilisables dans la bio précipitatida chlorure de calcium et le nitrate
de calcium. Le choix entre ces deux sels est dmipre importance car leurs codts en
tant que matiéres premieres sont tres différenttewts natures influencent par
ailleurs considérablement le choix du mode et dit de traitement des effluents. Il
est de plus nécessaire d’évaluer leurs impacta-vis-de la bio calcification et de la
souche employée.

3. La mise en place d'un protocole d’injection cotesis élaborer une séquence
d’injections qui puisse prendre en compte I'ensemdds contraintes du procédé de
bio calcification in situ Les contraintes biologiques regroupent les effigsla
température, de I'adhésion des bactéries sur Eagyde sable, ou le maintien a un
niveau élevé des activités enzymatiques mais égalelimpact de la nature du sel
de calcium et de sa concentration. A ces parameiorg associees les contraintes
technico économiques liées a l'industrialisation cgeprocédé sur un chantier ; le

4. nombre de volumes de pore injectables, la duréeirgestions, la distance et la
vitesse d’injection.
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Chapitre I. Le brevet

INTRODUCTION.

Un brevet portant le N°AU(200490719%)titulé « Microbial Biocementation » a été
déposé par l'université australienne Bleirdoch avec comme auteurs Cord-Ruwisch, Al-
Thawadi, Kucharski et Whiffin, le 20-12-2004. Sedeasions internationales portent les
numéros PCT/AU2005/001927 et W02006/066326 (Kruhaslal., 2002). Il présente un
procédé industriel permettant I'utilisation 8porosarcina pasteurpour la consolidation de
substrats sableux. Le principe général est d’igjedans le sous-sol une biomasse bactérienne
présentant une activité uréasique importante, détéa son adhésion sur les grains de sable,
puis de fournir 'urée et une source de calciumpt@duction bactérienne de calcite entre les
grains aboutit alors a un renforcement de la @@st&t mécanique du sol.

|. LES CONNAISSANCES AYANT PERMIS LE DEPOT DU BREVET.

Elles sont issues de la bibliographie et des tradurecherche effectués au cours de
la these de .Whiffin (2004). Celle-ci a été soutean 2005 et, est a la base méme du brevet.

1. L'état des connaissances sur la bio cimentatioaffectuée par Sporosarcina
pasteurii

S. pasteuriiest une bactérie gram +, alcalinophile et uréglgi Cette bactérie
synthétise l'uréase de maniére constitutive, avecproduction pouvant atteindre 1 % de son
poids sec. La présence d’ions ammonium est nécegsailr la production d’ATP car elle
posséde une ATPase/NHle type membranair§. pasteurifait partie des micro-organismes
capables de précipiter le carbonate de calcium toiderme de cristaux de calcite. Cette
précipitation se réalise grace a I'hydrolyse ded&j ce qui lui a valu d’étre impliqué dans de
nombreuses applications telles que la bio séquiestravec une coprécipitation du strontium
ou la bio cimentation. De plus, l'uréase produie . pasteurisert également sous sa forme
purifiée au renforcement d’un sol poreux (CIPS).

2. Le développement de I'activité enzymatique chez. pasteurii(ATCC11859).

Pour la souche ATCC11859, la synthése de l'uréaseman constitutivecela a été
montré par la réalisation d’'un grand nombre deucet en batch. Cependant, l'activité
enzymatique (A.E.) varie entre 5 a 55 mM d’uréerblydée/min (300 & 3300 mg/L/min) . Le
maximum d’activité enzymatique est obtenu lorsqueculture présente une concentration
cellulaire caractérisée par une D.O. Cellulairamé langueur d’'onde de 600 nm entre 1 et 2.5
unités. De plus, les valeurs les plus faibles diaétenzymatique obtenues sont associées a
des biomasses élevées.

L’activité enzymatique spécifique (A.E.S.) est nmaale en phase pré exponentielle
c'est-a-dire autour de 8 heures de culture effectu@H 9 et a une température de 30° C.
L’A.E.S. peut atteindre jusqu'a 7.1 mM d'urée hygege/min/D.O. Par contre I'activité
enzymatique continue a augmenter au cours de tareupour atteindre 121 mM d'urée
hydrolysée/min. La production d’enzyme peut douldertrois heures puis décroitre assez
rapidement. Cette diminution de I'A.E.S. est attdb & la présence d'ions WHCO; > ou
OH'. Mais une premiere série d’expériences compléniresta montré que ni les carbonates
ni 'urée ne semblent en étre responsables. Unendecapproche a tenté de déterminer le
réle du pH et des ions ammonium. Cette approchemgntrer qu’une diminution du pH, de
9 a 7, c'est-a-dire en dessous des conditions aptim provoquait pas de stimulation de
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I'activité enzymatique spécifique. De la méme memigne élévation du pH de 8 a 9.25, a
conduit a une augmentation de la biomasse maia pasaccroissement de I'A.E.S.

L’effet de 'ammonium sur les A.E.S. a égalemest réicherché dans des productions
ageées de 24 heures. La source d’ammonium sousniee fde (NH),SO, a été ajoutée a des
concentrations variant de 0 a 300 mM, en maintetanpH constant a 9.2. Pour une
concentration en (Nbp SO, entre 200 et 300 mM, les A.E.S. ont tres faiblenmsrgmenté
passant ainsi de 2 a 3.5 mM d'urée hydrolysée/m{/Les essais de cultures en continu
n'ont pas donné de résultats concluants. Cecifsigie cette technique peut étre exclue du
processus de production d’enzyme.

S. pasteuriiest caractérisée par une tres forte variabiliggrdadements de la synthése
de l'uréase. Ces variations peuvent atteindre wtefa dix entre chaque culture. Des
tentatives de restauration de I'AES ont été réedisa partir de 3 inocula présentant des
niveaux d’A.E.S différents (faible, élevée, bangoeiche). Ces inocula ont été placés dans
les mémes conditions de culture. Seuls les inodaldortes activités enzymatiques ont pQ
donner des milieux ayant des activités moyennesi i@entre que I'historique des cellules a
un effet majeur sur le devenir de l'activité enzyiopze lorsqu’elles sont transférées dans un
milieu neuf. De maniere similaire, les repiquagescsssifs dans différents milieux de culture
de bactéries possédant peu ou pas d’A.E.S n'ontppasis non plus la restauration des
activités enzymatiques spécifiques, conduisant mé@mene aggravation de la situation.
D’autres combinaisons telles qu’'une diminution ddi (7.5) avec ajout de nutriment n’ont
pas non plus, donné satisfaction. Ainsi, une faisdiminution ou la perte de l'activité
enzymatique enclenchée, sa restauration ne senhibde possible. Seul un maintien de
I'activité enzymatique a été possible par un sepiquage dans une solution neuve. L’auteur
suggere la présence d’éléments perturbateursdssomstabolisme tel que 'ammonium. Mais
cela n'explique pas tout, notamment que des cutprésentant de fortes activités aient apres
repiquage de si fortes diminutions de productiogtt€€observation est confirmée lorsque les
cultures se font en continu. Dans ce cas, lesi@dienzymatiques ne se sont pas maintenues,
non plus, ce qui selon l'auteur serait d0 a la faigles facteurs environnementaux, et
physiologiques.

3. La production d’enzyme sous contraintes industelles.

L’industrialisation d’'un procédé implique une augiation des volumes de biomasse
produits. Trois parametres sont alors détermingoisr sa réussite : le colt de la main
d’'ceuvre, le colt du milieu de culture et le codt mtoduit fini. Au fur et a mesure de
'augmentation des volumes, les colts du produitdi de la main d’ceuvre diminuent. Par
contre, celui du milieu de culture augmente. Aiflsest possible d’obtenir des A.E. (activité
enzymatique) de plus de 100 mM d’'urée hydrolysée/au bout de 96 heures mais en
fournissant dans le milieu producteur de biomasse aoncentration de 100gilextrait de
levure. Il est donc nécessaire d'utiliser un milaternatif contenant une autre source de
carbone. Pour cela, différentes sources de pratéine été testées, dont l'une a été retenue
pour son tres faible colt et sa compétence poprdduction d’enzyme. Ce produit appelé
Végémite est également & base d'extrait de levRoewr avoir une quantité de protéines
équivalente a celle présente dans 1 g d’extraitestare (Y.E.), il faut fournir 4.5 g de
Végémite.
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Une autre approche consiste a optimiser le millerratif par I'ajout d’additifs tels
que I'éthanol, la tryptone, l'acétate, le glucoke citrate, le fumarate, le succinate et le
fructose. Seul I'acétate a été retenu car il pediaditenir des A.E.S. et des A.E. plus élevées
que celles du témoin contenant seulement de IMALE final, un milieu de culture qui est
composeé de Végémite additionnée de 150 mM d'acptateet de produire 44 % d’A.E. (soit
entre 21 et 34 mM d’urée hydrolysée/min) de plusrppport a la Végémite seule pour un
colt de 0.2 $/I (1.14 euro/l ). L'auteur a montgalément que lorsque la concentration en
Y.E. varie de 5 a 100 g/l, 'A.E.S. n’évolue quedrpeu, entre 6.5 - 15.5 mM d'urée
hydrolysée/min/D.O.

Le taux d’oxygénation de la culture lors de la prcttbn d’enzyme a été étudié. Ceci
a permis de mettre en évidence qu’une faible oxgtyi@m était plus propice a la production
d’enzyme mais en contre partie ne favorisait pasbténtion de fortes croissances
bactériennes. Pour compenser cet état de faittelaua essayé de maintenir une faible
oxygénation plus longtemps. Il s’en est suivi umaidution de I'A.E. de prés de 25 %.

4. L’influence des conditions de bio cimentatiorsur les rendements de I'activité
enzymatique.

L’évaluation de la précipitation de carbonatecdkium par I'uréase dans différentes
conditions de bio cimentation a été réalisée.

Les variations de I'A.E. en fonction de la températpermettent le tracé d’'une courbe
en forme de cloche. Selon l'auteur, entre 15 et@Bactivité enzymatique n’est pas affectée.
Au dela, il y a un accroissement linéaire de latdi enzymatique de 0.05 mM d'urée
hydrolysée/min/D.O./° C, jusqu’a 60° C. Le maximdiA.E. est obtenu a 70° C.

Le comportement de l'uréase cellulaire en fonctiendifférentes concentrations en
urée /Ca(N@). en proportion équimolaire et sous agitation aéktélie. Un effet inhibiteur
apparait a partir de 1.5 M [Urée/Calcium]. Les tsfide chacun des composants de la solution
calcifiante ont également été testés séparémenphtt de la concentration en urée variant
de 0.01 a 3 M, sous agitation a 25° C, montre @otiVité est maximale entre 1 a 1.5 M soit
60 a 90 g/l. Une diminution de I'A.E. de 22 % a@dalorsque la concentration double (3 M).
L’effet de la concentration du calcium fourni sdagorme liée au nitrate (Ca(N§) variant
de 0 a 3 M a été expérimentée sur l'activité enzigua en présence d’'une concentration en
urée de 3 M. Les mesures d’activité sont réalisfiedeux temps pour estimer une tendance
globale. La premiére série de mesures a été réadise une période de 30 minutes et la
seconde entre 1 et 5 heures. Cette expérience engotau bout de 30 minutes une
diminution de prés de 50 % de I'activité initialeypr 1 M de calcium et de 100 % pour 2 M.
Pour des concentrations de 0.75 M et de 1.5 Mednat 5 heures les diminutions sont de 20
%et de 100 % . Selon l'auteur, I'inhibition provdrait de la nature du sel de calcium
(Ca(NGy),). Ainsi, si ce sel est remplacé pour moitié parctilorure de calcium (0.75 M)
alors linhibition semble étre partiellement levée temps T = 5 heures en condition
d’équimolarité.

L'effet des fortes concentrations en ions ammongumI'activité enzymatique a été
étudié. Pour cel&®. pasteuriia été incubé en présence d’ammonium, avec 1.5 kel'a un
pH initial de 6.6 pour atteindre 9.25 au bout d’'umeure. L’inhibition constatée a été
attribuée plus a l'effet du pH qu’a l'effet de lancentration en ammonium. L’ensemble de
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ces données a été regroupé pour étre testé damsodeéle mathématique, mais d'apres
l'auteur, de nombreux €léments manquent pour qluéciegagne en pertinence.

5. Les premiers essais de bio cimentation.

Les premiers essais d’injection ont concerné assnnes de 50 cirde sable de
granulométrie < 300 um. Les volumes de porositd® (Vc'est-a-dire le volume de liquide
contenu dans I'espace entre les grains peuvent#licalés pour chaque colonne. Un volume
correspondant a un 1.5 V.P. d'un mélange de bastét d'urée-calcium réalisé extra
temporairement a été injecte.

Les différents essais ont montré d'une part, geerésistances a la compression
uniaxiale simple (UCS) étaient plus élevées lorslgseA.E. sont faibles (4.4 mM d’'urée
hydrolysée/min) et avec deux injections successid&utre part, avec des taux équivalents
d’hydrolyse, l'auteur n’obtenait pas des résistandentiques. De plus, le changement de la
solution calcifiante de 100 % de Ca(pJ9a un mélange de 50 % CaCt 50 % Ca(NGE),
n'avait pas d’'impact.

La mauvaise bio cimentation serait due selon l@uéeune mauvaise accessibilité du
substrat aux cellules ou une consommation exceshiveubstrat et a une diminution du
potentiel enzymatique dans la colonne. En effeg, ehute de 30 % de l'activité enzymatique
cellulaire a été estimém situ Cette perte est 5 fois plus importante lors deilisation
d’'uréase libre et cela aprés 4 a 6 heures de do@aa’'une maniere plus surprenante, les
colonnes maintiennent une activité enzymatiquedugdie au-dela de 24 heures. Cette
activité résiduelle peut étre réactivée si unectigpg d’'une solution nutritive est effectuée.
Selon l'auteur, la chute de l'activité ne peut &tiibuée a l'utilisation d’ammonium car il
devient inhibiteur qu’a partir d’'une concentratide 3 M. Elle serait plutét due a la présence
des ions nitrates et chlorures résiduaires ou alimmution de I'accessibilité du substrat aux
cellules qu'il attribue a une réduction de la diffan consécutive a la formation de cristaux de
carbonate de calcium a la surface des bactéries. semble étre confirmé a l'aide de
technique de coloration spécifique au microscoparmntre que les cellules englobées dans
une matrice calcaire sont non viables.

6. Les premiers essais en grandes colonnes réadis pour la validation du brevet.

Les cultures en batch en grand volume 100 | cowedfint les résultats obtenus en petits
volumes. En effet, le bullage ou insufflation d’ast moins performant pour la production
d’enzyme que l'agitation. Le changement d’échedieofise la production de biomasse, mais
la synthese de I'enzyme est moins rapide. Ainsigeand volume, les valeurs d’activités
enzymatiques sont 4 fois plus faibles (6 mM d’umgdrolysée/min) au lieu de 23 mM d’urée
hydrolysée/min.

Les premiers essais de bio cimentation ont étg fihs des tubes en PVC de 170 mm
de hauteur et de 38 mm de diametre remplies avesabie siliceux (Koolschijn) présentant
une granulométrie < 300 um et une densité seclie/@e Les colonnes ainsi obtenues étaient
d’abord nettoyées avec une injection d’eau cornedgot a un volume et demi de porosité
dans le sens du haut vers le bas. Ces colonnentéeisuite injectées avec différentes
biomasses présentant des activités enzymatiqueswae 4.4 mM d’urée hydrolysée/min a
12.5 mM d’'urée hydrolysée/min obtenues par cultuneun milieu Végémite - acétate. Entre



Chapitre I. Le brevet

les deux injections de la solution calcifiante casge de 0.75 M Ca(N{3 et de 0.75 M de
CaCb, une injection d'eau d'un volume de porosité étaéidlisée pour chasser tous les
substrats résiduels dans les colonnes. Chaquersokait ensuite lessivée avec une solution
d’eau de Javel (hypochlorite de sodium) puis plaaééur a 60° C. Ces premiéres injections
ont montré une consolidation du sable pouvant stite sur les 2/3 ou méme les 3/4 de la
longueur des colonnes. La plus grande longueurabiée cimenté a été obtenue avec une
activité de 7.5 mM d’urée hydrolysée/min.

Cependant, toutes les colonnes présentaient ure rrmm consolidée au niveau du
point d’injection. Les premiers résultats semblaigmiquer que les cellules bactériennes
étaient lessivées hors de la colonne. Selon l'auteuphénomeéne serait di au temps de mise
en place des bactéries mais aussi a la formation giécipité ou floc qui engloberait les
bactéries. De plus, ces flocs produiraient égalérdes cristaux qui colmateraient les pores.
Ces resultats permettaient a l'auteur de poserhigmtheéses suivantes : soit la vitesse
d’injection était insuffisante soit les propriétéginseques de ce sable étaient impliquées.

Une autre approche a été développée par l'auteul qonsisté a retirer l'urée de la
composition de la solution permettant la productienbiomasse. Ainsi quatre colonnes ont
été injectées avec une biomasse présentant unétéa@nzymatique identique (8.75 mM
d’'urée hydrolysée/min) mais en faisant égalementiewatrois autres parametres: la
composition du milieu de production de biomassed/l@e Y.E. avec 100 mM d’acétate et
soit 10 g/l de NH', soit ajout d’enzyme purifiée issue de plante)pdession d'injection (10
Psi ou 15 Psi) et la nature du sable (Koolschijrunwsable 100 % siliceux). Trois colonnes
sur quatre ont montré une consolidation du sabléasiotalité de la longueur. Selon l'auteur,
la distance de pénétration a été augmentée de® ®genne. La cimentation sur la totalité
de la longueur de la colonne était également disigmentation de la pression d’injection.
Il semble d’apres I'auteur que les principalesaassde la moins bonne cimentation obtenue
dans une colonne sur quatre serait due a un effettrice » et donc a la nature du sable, mais
aussi a sa capacité de fixation des bactéries. fieh, éors d’'un suivi de I'adhésion des
bactéries sur différents types de sables, des caempents trés différents avaient été
constatés. L'effet matrice est un phénomeéne norige&dple puisque prés de 50 % des
bactéries s’étaient fixées sur du sable filtranpideine mis en colonne.

L’effet de la formation d’un floc a également étad#é sur le sable Koolschijn. Dans
ces conditions, un fort pouvoir d’ancrage de bae$éetait apparu puisque 100 % n’en
ressortent pas. Ces résultats avaient été compétéane expérience pour déterminer s'il
était possible de distribuer des bactéries en oglate sable siliceux sur une plus grande
distance. L’auteur avait donc effectué une injettail.2 volume de porosité (V.p.) de
biomasse a une vitesse réelle de 2 m/H dans urenrelde 1.6 m de longueur. La
distribution de l'activité enzymatique le long dedolonne semblait homogene. L’étude de
I'influence de la nature du sable avait alors é@érpuivie en utilisant des mélanges de sables
(sable Koolschijn (K) et sable Peat (tourbeux).(Ejjtre une colonne KP (90 % de K et 10 %
P) et une colonne K (K 100 %) ayant subi plusienjsctions (2 a 4), le volume des pores
avait diminué de 2 jusqu'a 14 % sans changer lanéadilité. Cependant, il avait été
également observé des réductions de pres de 12 @neegeule injection lorsqu’il y a eu un
phénomeéne de bouchon. Les meilleures résistant@s@mpression simple (Rc 1.8 MPa)
avaient été obtenues avec 3 injections de soletdrifiante sur du sable non mélangé ; ceci
correspondait a une augmentation du Rc a la coipred’un facteur 8 a 9.

10
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II. APPORT DU BREVET « MICROBIAL CIMENTATION ».

Le brevet s’inscrit dans le domaine des technigli@sélioration du sol. La méthode
employée tend a acquérir de fortes résistancesa@ni@ression simple (UCS) en utilisant une
bactérie capable de produire du carbonate de caletudonc de cimenter les grains de sable
entre eux, en utilisant la capacité d’alcalinisatie I'uréase gu’elle posséde. Le procédé de
ce brevet se distingue des autres applicationss warcherche pas a réduire ni la porosité ni la
perméabilité du sol. En effet, les techniques d@es de renforcement de sol utilisent des
coulis visqueux dont l'efficacité est limitée a damible rayon d’action autour du point
d’injection.

Cette invention doit permettre d’accéder a de $orsistances (2-5Mpa) dans un
matériau perméable en couplant les bonnes propertiuréase bactérienne, d’'urée et d’ion
calcium dans une gamme standard d’activité enzgwatientre 0.5 et 50 mM d'urée
hydrolysée par minute. Les résistances élevées aduishues dans un matériel perméable
avec la formation d’au moins 33 g de calcite p#e lde matériau, ceci sans provoquer
nécessairement une perturbation dans celui-ci.résstances recherchées sont comprises
entre 0.05 et 5 MPa. Les résistances a la compressinple augmentent rapidement pour
atteindre 60 et 90 % de la résistance finale en&e6 heures apres la fin de I'application. Les
conditions standard d’application préconisées botilisation de 1.5 M d'urée a 25° C mais
pouvant monter jusqu'a 2 M, avec des concentmrncalcium équimolaires. Si I'objectif
est de produire lentement des formations bio cigemt alors, il est possible d’additionner
les réactifs (uréase, urée, ion calcium) un paswen méme temps mais toujours de maniére
a ce gu’elles soient en concentrations inférieareslles permettant d’obtenir rapidement des
précipitations. Cependant, la diminution de conegins ne correspond pas a une
diminution linéaire de la réaction, car les ionfcicem ont un rdle inhibiteur sur l'activité
enzymatique d’hydrolyse de l'uréase. Leur monoptiit;m sous forme de carbonate de
calcium, induit une diminution de la concentratencalcium disponible ce qui accéléere alors
la vitesse de la réaction enzymatique.

Le brevet précise aussi qu'il est souhaitable guenicro-organisme soit cultivable
dans des conditions non stériles et qu’il puisgepster de tres fortes concentrations de
calcium et des pH alcalins de 7.5 a 10, a 30° G.hactéries sont cultivées dans un milieu
contenant 0.3 M d’urée et 6 mM de chlorure de calcpendant 24 heures a 28° C. Il permet
d’obtenir une activité enzymatique de 5.6 mM d’uf8alrolysée/min ce qui correspond a
environ 0.5 mS/min. Les bactéries sont alors igestavec un deébit variant de 15 ml/min a
1.4 1/h, puis elles sont maintenues immobiliséexipat prés de 48 heures pour favoriser leur
accroche. Ensuite, suivent I'injection d’'une saaticalcifiante de 1.25 M de calcium et 1.7
M d'urée, et un batch de 24 heures. Ce protocatgedtion doit permettre d’accéder a des
résistances a la compression simple de 1.7 MPa.

11
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.

L’efficacité de la bio cimentation semble étroitathdépendante de la composition du
milieu de culture, du niveau d’activité enzymatigogcté, de la nature du sable, du sel de
calcium et des mélanges, des concentrations agglgjude la température, du temps et des
parameétres d’injection (vitesse, pression, séqudicgction, durée de batchfrigure n°1).

Figure n°1 : Ensemble des parametres identifiés influencantdacimentation en milieux
poreux dans les conditions d’injection en colonne.

Des recherches supplémentaires sont donc nécessa@at d’envisager une réelle
utilisation industrielle. En premier lieu, ellesident concerner la synthése de I'uréase ez
pasteurii et son optimisation. En effet, une régulation emaiyque certainement tres
complexe et encore partiellement inconnue, pouasitiquer la trés grande variabilité des
résultats. Malgré cela, ce micro organisme en lém®, a montré une forte tolérance quant
aux variations des conditions environnementaldsa & cimentation.

Des recherches d'optimisation doivent donc étre éasnpour I'ensemble des

parametres d’influence pris séparément, puis sanalent afin d’obtenir des résistances a la
compression verticale suffisantes sur des sols lasub

12
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|. LES CARBONATES ET LA CARBONATOGENESE BACTERIENNE .

La teneur en calcaire de I'écorce terrestre reptégares de 3.63 % (Geyssant, 2001).
Dans I'environnement actuel, les roches carbonatgessont formées au moins a 50 % de
carbonates, correspond a environ 20 % des roctdisnentaires. On y distingue deux
groupes, présentant des intermédiaires :
- les calcaires,
- les dolomies.

Les carbonates sont des minéraux dans lesquefs Ci0s> est présent. Les ions
associés vont déterminer le type de carbonate. Aéagrois carbonates les plus représentés
sont :

- la calcite (CaCg),
- l'aragonite (CaCg),
- la dolomite Ca, Mg(Cg)>.
A coté de ceux-ci, d’autres carbonates existdtbleau n°l).

Tableau n°1 :Les différents types de carbonates.

SYSTEME CRISTALLIN NOM FORMULE
Vatérite CaC@
Magnésite MgCOs
Giobertite
Rhomboédrique Sidérite FeCQ
Sidérose
Smithsonite ZnCoQ
Rhodocrosite MnCGO;
Diallogite
Strontianite SrCe
Orthorhombique Cérusite PbC®
Whitérite BaCQ
Monocline et hydroxylés Malachite verte C4{OH);COs
Azurite bleue Cg(OH)»(CO3),

Les calcaires contiennent au moins 50 % de calcitelassification des calcaires est
tres complexe, pouvant étre basée sur leur congosieur contenu ou sur leur lieu de
fabrication.

Ainsi, les proportions de calcite et de dolomitenpettent de distinguer des calcaires
purs (de 100 a 95 % de calcite), des calcaires ésgms s'ils renferment 5 et 15 % de
dolomite, des calcaires dolomitiques (entre 100e¥bde dolomite). lls sont dits coquilliers,
lorsqu’ils renferment des coquilles dans un liaatbonaté micritique ou sparitique, et
récifaux quand ils sont constitués par les squesate coraux. lls peuvent étre dépourvus de
macro ou de micro fossiles (foraminifére, coccalith) et sont alors dits micritiques ou
lithographiques. D’autre part, ils peuvent étre ditarins ou lacustres.

Les premiers carbonates sont apparus au Précamdtrigns’agissait de calcaires
stromatolithiques. Depuis cette époque, il y a mmvi 3,5 milliards d'années, la
sédimentation carbonatée n’a cessé de s’étendrge&ilt planete sans restriction de biotope.
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1. Origines des carbonates.

Au début du XXM siécle, l'origine des carbonates était I'objet rifugrande
controverse et beaucoup d'auteurs considéraienisqrésultaient d’'une pure réaction
chimique basée sur une élévation de la températurda saturation du milieu sous l'effet de
I'évaporation, ou encore sur une baisse de la jpregzartielle du C@ Ainsi dans les
calcaires coquilliers, le liant ne résultait queré réaction chimique, mais il piégeait des
éléments carbonatés dont l'origine était évider@ependant I'origine biologique des
calcaires dits improprement azoiques (ne contgmaside fossiles) était soupgonnée (Drew,
1910 a et b, Kellerman et Smith, 1914). Le rble a@taines bactéries telles que
Pseudomonas calcsu Pseudomonas calci-precipitaasait méme été cité (Mollish, 1924).
Nadson en 1928, soutenu ensuite par Zobell (194§)liquait la sulfato-réduction
bactérienne dans un processus de précipitationad®mate de calcium. Malgré cela, la
controverse va persister tres longtemps.

La polémique se jouait alors entre des géologuadamiliarisés avec les concepts et
les techniques de la microbiologie et n’ayant conpmiecipal outil que I'observation, et des
microbiologistes plus formés pour le domaine mddiea surtout, insuffisamment
pluridisciplinaires pour s’entendre avec les premielLes travaux de chacun ont cependant
contribué a trouver l'origine des carbonates (Lalb@b4, 1957, Trichet, 1967, Stolkowski,
1968, Adolphe et Billy, 1974). Plusieurs géologwesnmencerent a chercher dans divers
environnements contemporains des bactéries cadmgrags (Greenfield 1963, Oppenheimer
et Master, 1965, Berner, 1965, 1968, Krumbein, )19@8les cultiver et a obtenir des
précipités de calcite (McCallum et Guhathakurta7@ 9%rumbein, 1972). Les travaux de
Krumbein (1974, 1978), de Maurin et Noel (1977),Menty et Van Laer (1984) ont en
partie convaincu la communauté scientifique deslogges que les bactéries pouvaient
précipiter les carbonates.

Afin de prouver que des bactéries fabriquaient récipitaient le carbonate sous
forme de carbonate de calcium et/ou de magnésiuanfallu I'intervention de chercheurs
formés aux deux disciplines, les microbiogéologuEn. laboratoire, en conditions strictes et
renouvelables, en présence et seulement en préskendeactéries, ils ont obtenu des
carbonates précipités (Krumbein, 1968, 1972, MptieB80, Novitsky, 1981, Castanier, 1984,
Castanieret al, 1984a et b, 1994, Castanier, 1997, Le Metayerdle 1993, 1996,
Pontoizeauet al, 1996, 1997, Castaniest al, 1999, Valiet al, 2001). Le rble des
champignons microscopiques a aussi été établi €¢leia et Loisy, 1997, Verrechia, 2000).

L’amélioration des microscopes électroniques aya@a a permis I'observation de
ces productions (Castanier, 1984, Castagiieal, 1984a et b, Castanier, 1997, Perthugtot
al.,, 1990, Castanieet al, 1993, Le Metayer-Levrel, 1996, Knorre et Krunmye2000,
Castanieet al, 2000). A partir de 14, la communauté scientiéiglans son ensemble a admis
que les carbonates étaient produits et précipibés d'effet des microorganismes. Les
productions bactériennes de carbonate sont répaEsomicrite, ooides, stromatolithes ainsi
gue les bactéries et les voies métaboliques misgsie

A ce jour, non seulement les modalités de la catogenese bactérienne sont bien
connues (Castanier, 1987, Castargeral, 1989, Le Metayer-Levrel, 1993, Le Metayer-
Levrel et al, 1997, Castaniegt al, 1997, 1999), et leurs impacts quantifiés (Le ayet-
Levrel, 1996, Castanieet al, 2000), mais des brevets d'utilisation des badér
carbonatogenes ont été déposés et sont en exploitatustrielle (Castaniest al, 1995,
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Orial et al, 1994, Le Metayer-Levradt al., 1999). Des produits spécifiques ont été obtenus
en laboratoire tels que la magnésite (Pontoizt¢al, 1997).

Ainsi, la présence de carbonate de calcium damsitennement est donc issue de
deux processus, une production et une précipitafjarement physico chimique dite
abiotique et une production et une précipitatioogbnique. Leurs impacts respectifs sont
totalement différents et inégauxn effet, la bio précipitation du carbonate de icatcest un
procédé ubiquiste et trés ancien du monde vivant.

2. La production abiotique.

La précipitation abiotique du carbonate de calciesh sous le contrble de quatre
parameétres : la concentration en calcium, la cdnggon en ions carbonates ou
hydrogénocarbonates, le pH et la disponibilitéis sle nucléations (Hammes et Verstraete,
2002). Elle se produit dans I'environnement lorstaseconcentrations en ions (€aCO; %

) augmentent soit par évaporation soit par abaiesenhe la pression partielle de £€/ou
par I'élévation de la température. Le principaltéac limitant ces processus chimiques est la
disponibilité en ions carbonates et bicarbonates.

La précipitation abiotigue de la calcite peut selisér dans les sources
hydrothermales ou les eaux atteignent des tempésattomprises entre 140-180° C. Dans
ces écosystemes qui n’'abritent aucune bactérie nuesebactéries hyperthermophiles,
lorsque la pression et les températures sont aurjoient €levées, le carbonate de calcium
reste a I'état dissous (Geyssant, 2001). C’est aticplier le cas lorsque ces sources se
trouvent au fond des océans. Par contre lorsqusoleses émergent en surface, la chute de
pression permet la libération du carbonate dissous forme gazeuse (Stumm and Morgan,
1995, Stocks-Fisheet al, 1999). La précipitation du carbonate de calcsurvient alors,
selon les équations de précipitation-dissolutidaasies :

Ca’*+CQ> CaCQ  Ksp=3.35.10 (25°C)[n°1]

CaCQ Ca*+COo* logKs = - 8.48 (25°C, 1tPa) [n°2]

La précipitation dépend de la température et dulygfisque le systeme est clos, c’est a dire
que le systéme n’est pas au contact avec lg &@osphérique, la teneur en carbone total
(Ct) est constante (Stumm et Morgan, 1995). Lasiwaspartielle en COne peut pas varier
et donc sa concentration est maintenue élevéeatiuaasion nécessaire a la production de la
calcite sera donc atteinte & une plus faible canagéon d’ion calcium (White, 2003). Le
calcul de solubilité suit les équations suivantes:

CT = [CO (ag] + [H2CO3] + [HCO3] + [COs*]  [n°3]

[Ca?"] = (Ks/[CO5%]) = Kso/CT 200 2 est une constante donnée pour un pH et yn Ks
La précipitation de la calcite apparait lorsquesysteme est sur saturé en ions calcium et
carbonate. L'indice de sursaturation (Sl) est agile¢ par le produit des activités de ces ions
(IAP) (Stumm et Morgan, 1995%i IAP > Ks) il y a sursaturation et si IAP < K8 y a sous-
saturation. En condition de sous saturation laitealae précipite pas. La sursaturation
indiquée par Sl > 0 montre une plus forte probsibde précipitation. Cependant, la présence
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de carbone organique dissous, de Mg ou de P paitelila précipitation du CaG3sous
forme de calcite car ces ions peuvent étre absarbéssurface des cristaux et en limiter la
croissance cristalline.

3. Les modalités de la carbonatogenese bactérienne.

La fabrication chimique de carbonate, en milieuilgté c'est-a-dire dépourvu de
bactéries vivantes, existe en laboratoire, et abawes carbonates amorphes, de calcium ou
d’autres ions. Elle résulte de l'alcalinisation pgout d’'une base (pH > 8.5), d’'une solution
plus ou moins saturée en ions £@t HCQ et renfermant des ions Taar exemple. En
'absence de bactéries, I'élévation de températetu I'évaporation induisent une
augmentation de la saturation jusqu’a la précipitatdes ions carbonates avec des ions
calcium.

Dans le milieu naturel, il existe tres peu d’enmmements dépourvus de bactéries. Il
est connu depuis les années 1990 que méme lesuxnilits extrémes accueillent des
bactéries que l'on appelle bactéries extrémophilasisi, on trouve des bactéries
hyperthermophiles lorsque la température atteift®0et c’est le cas dans certaines sources
hydrothermales sulfureuses (Godfretyal., 1997). Des bactéries alcalinophiles se retrouven
dans des biotopes dont le pH est supérieur a 8scbactéries xérophiles survivent lorsque la
teneur en eau se réduit. Ceci tend a dire que l@éamslieu naturel, il est tres rare que les
carbonates résultent de la seule activité chimiqdiesi les carbonates « chimiques »
représentent-ils une fraction infime des carbonategnsés sur notre planete. Les autres
carbonates sont donc dits « biogéniqueBigure n°2).

— CARBONATES
Processus chimiques
rares et peu efficaces
CARBONATES ABIOTIQUES CARBONATES BIOGENIQUES
(« chimiques ») fabriqués
a partir de solutions saturées - Productions minérales des eucaryotes
sous l'effet de : animaux : coquilles, tests, squelette...
- I'évaporation, - Production sous I'effet de la photosynthése
- la diminution de la pression en CO, des eucaryotes végétaux
-'augmentation de la température. (diminution de la pression en CO,)

Processus eucaryotiques  sous - Productions fongiques

le contréle des mitochondries et
des chloroplastes
(origine bactérienne) 1

- Productions bactériennes
- En autotrophie,
- En hétérotrophie,
- Précipitation active,
- Précipitation passive
- dans le cycle de I'azote,
- dans le cycle du soufre.

Processus bactériens
- Efficaces en autotrophie
- Tres efficaces en hétérotrophie

D'aprés CASTANIER et al., 1997

Figure n°2 : Les diverses origines des carbonates (d’apres Qéstat al., 1997).
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Parmi les carbonates biogéniques, les productiles aux animaux eucaryotes sont
retrouvées sous forme de coquilles, tests, sgaeletPar ailleurs la production réalisée par
les eucaryotes végétaux via la photosynthése aglinginuant la pression partielle en £&
aboutit a l'apparition de tuf. La production fongé est incluse dans les carbonates
biogéniques. Enfin la production bactérienne el ¢gii nous intéresse.

Il faut aussi remarquer que la production eucagymti est sous le contrble des
mitochondries et chez les végétaux des chlorogalitest maintenant reconnu que ces deux
organites sont des bactéries devenues symbiotegmtuites. Ainsi, cette production pourrait
étre rapprochée de la production bactérienneaatdai totalité des carbonates devraient alors
étre considérés comme bactériens (Castatiak, 1997, 2000).

Dans la carbonatogenese bactérienne, on distingue :

- une production qui se fait en autotrophie,
- une production qui se fait en hétérotrophie,

0 précipitation active,
0 précipitation passive,

dans le cycle de l'azote,
dans le cycle du soufre.

3.1. La carbonatogenese bactérienne autotrophe.

Parmi les bactéries, la nature de la source dsonar(minérale ou organique) ainsi
que la source dénergie définissent les types touas (autotrophe ou hétérotrophe,
phototrophe (énergie lumineuse) ou chimiotropheer@e issue de réactions d’oxydo-
réduction). Les bactéries autotrophes peuvent ddtee photolithotrophes ou
chimiolithotrophes. En utilisant le G@omme source de carbone pour I'édification desleur
composants organiques, elles en diminuent la mregsartielle, et orientent I'équilibre des
hydrogénénocarbonates vers la précipitation, esepie d’'ions calcium, de carbonate de
calcium Eigure n°3).

Le CQ utilisé provient de I'atmosphere, et il est issuld respiration (eucaryotique
ou procaryotique), de la fermentation réalisée lgar bactéries en anaérobiose, ou de
processus chimiques divers tels que la combustenémergies fossiles ou renouvelables.
Malgré cela on considére que l'atome de C piégés das carbonates d'autotrophie est
d’origine minérale (Castaniet al, 1997, 2000).
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VOIES METABOLIQUES DE LA CARBONATOGENESE BACTERIENN E
EN AUTOTROPHIE.
(Prise de C a partir du CO,, dissous ou gazeux provenant
de I'atmospheére, de la respiration ou de la fermentation)

VOIES METABOLIQUES

Méthanogenése Photosynthése
non méthylotrophe oxygénogene
TYPES DE BACTERIES l l

Méthanogenes

. . Cyanobactéries
(Archéobactéries)

CONDITIONS l
ENVIRONNEMENTALES N
Anaérobiose

Lumiére visible

¥
1 DISPARITION DU CO,

Ca* + 2 HCO; “——CaCO, + CO, + H,0
2 —3  PRECIPITATION

D’aprés CASTANIER et al., 1997

Figure n°3 : Les voies métaboliques bactériennes impliquées ldans
carbonatogenése autotrophe (d'apastanier et al., 1997).

Trois voies métaboliques mises en jeu par troitesade bactéries dans trois types
d’environnements différents aboutissent a la faion bactérienne autotrophe de carbonate
de calcium.

Les bactéries autotrophes ne sont pas systémat@iephotosynthétiques. C’est le
cas des bactéries méthanogenes non méthylotrophigisement appelées bactéries
méthanogenes vraies, qui appartiennent au groupedddéobactéries. D'autres bactéries
sont dans la méme situation et I'on peut citer Fe=robactéries (autotrophes, non
photosynthétiques, aérobies strictes). Ces demigeesont pas dans le schéma diiglare
n°3 car leur activité principale est la productiond/des de fer en aérobiose. Elles sont
cependant tres certainement impliguées dans laict#lon de la sidérite (Castanier,
communication personnelle). Les bactéries métharesgg@on méthylotrophes comme par
exempleMethanogenium thermoautotrophicuon Methanobacterium Sgprennent le Coet
le H, présents dans leur environnement anaérobie pbrigteer du CH. Il peut résulter du
métabolisme d’autres bactéries anaérobies faismfatmentations ou étant cellulolytiques
(genreClostridium par exemple), (Fuchest al, 1979 ; Marty, 1983 ; Belyaest al, 1989 ;
Castanieet al, 1999).

Les bactéries photosynthétiques impliguées danspréauction autotrophe de
carbonate difféerent par leur mode de photosynthgse est soit oxygénogene soit
anoxygenogene. Dans le premier cas, la photosyagrésiuit de 'oxygene, dans le second,
il s’agit d’'une photosynthese plus ancienne gubaidit pas a I'apparition d’oxygéene.

Les Cyanobactéries qui oxygenent les biotopes wbgbes dans lesquels elles
vivent, précipitent le carbonate de calcium en aneie CQ dissous. Elles absorbent dans la
lumiére visible, les longueurs d’onde comprisesreer@80-685 nm. On les retrouve en
particulier dans la partie superficielle du strootite ou elles assurent sa croissance. Le
genreSynechococcu&L24 ou PCC7942 produit plus de calcite lorsgséldéveloppe dans
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un biotope riche en carbone inorganique dissou€)(Bt pauvre en calcium. Ceci semble
montrer le réle direct des parois de ces micro{tiggaes en tant que site de nucléation
(Dittrich et al, 2004). Les cyanobactéries enrichissent les past@n carbone organique ce
qui permettra la carbonatogenése bactérienne lghe.

Les bactéries photosynthétiques anoxygénogénegeantres ou vertes, sulfureuses
ou non et tres fréquentes dans les écosystémesegarry matiére organique.

D’aprés (Pentecost, 1996 ; Castareeral, 1999 ; Hammes et Verstraete, 2002) la
formation de carbonate de calcium par le biais pestotrophes, est particulierement
performante lorsque les eaux sont chargées erunalet HCQ et dépourvues de matiere
organique.

Il existe d’'autres bactéries autotrophes photogtighes ou non dans la diversité du
monde procaryotique mais n’ont été retenues icicglies qui alcalinisent les biotopes.

Les carbonates bactériens « d’autotrophie », apgs®Ent dans des biotopes
oligotrophes. Leur faible teneur en M.O. limitediéveloppement des bactéries hétérotrophes.
Le milieu conserve sa limpidité ce qui permet legaae des rayons lumineux favorisant les
activités des bactéries photosynthétiques. Les ooatls bactériens « d’autotrophie »,
apparaissent aussi bien dans des biotopes aémieedans des biotopes anaérobies, mais ils
sont toujours la réponse a une épuration bactéienrCe.

3.2. La carbonatogenese bactérienne hétérotrophe.

La production de carbonate de calcium résultediil’utilisation de la matiére
organique. La précipitation peut étre active owspas

La précipitation active est mise en jeu par destén@s aérobies hétérotrophes,
taxonomiquement diversifiees (Castanier, 1987, @ssarset al, 1996, Herbaudt al, 1998,
Holland et al,, 1999). Elles produisent et expulsent des iong @0i s’associent aux ions
ca™ qui transitent dans la membrane bactérienne eeani des pompes a calcium. Le
calcium & forte concentration dans le cytoplasntet@sque ce qui oblige les cellules
bactériennes a maintenir une concentration intideeke faible (0.1 — 1 uM), jusqu'a 1000
fois inférieure & celle qui peut se trouver damns haicro environnement (Norrit al, 1996).
Pour maintenir ce gradient de concentration deiwalca I'aide de pompes C& /ATP
dépendantes, la bactérie dépense beaucoup d'émamgiby a sens cesse un influx d’ions
calcium via des transports passifs. Il y a alorpaaition a ce niveau, sur les enveloppes
bactériennes, d’un nano environnement qui atteirsaturation ionique ce qui fait précipiter
le carbonate de calcium. Les enveloppes bactémgenaeent un role actif dans la
précipitation du carbonate de calcium. La préciita active provoque la formation du
carbonate de calcium ce qui est également un mogatefense en réduisant la toxicité du
milieu (Norriset al, 1996).

La précipitation bactérienne passive ne résulte de$a mise en jeu des pompes
ionigues membranaires mais plutét de l'augmentatienpH qui résulte de l'action de
certaines voies métaboliques (Castanier, 1997 ,a0@stet al, 1989, Le Metayer-Levrel,
1993, Le Metayer-Levrett al, 1997, McConnaugheyan, 1997, Castaateal, 1997, 1999,
Hammes et Verstrete, 2002). Elles se trouvent tangcle de I'azoteRigure n°4) et dans
le cycle du soufreHigure n°5). La précipitation passive est plus répandue (Camstanial,
2000, Hammest al,, 2003).
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Dans tous les cas, ces carbonates bactériens btiéfhie résulte de la diagenese de
la matiere organique et donc de I'épuration baetére. La M.O. résiduelle, toxique, est
immobilisée sous forme de CagQui restera inerte tant qu’'une acidification ne le
solubilisera en redonnant du £0

3.2.1. La carbonatogenese bactérienne hétérotroplians le cycle de I'azote.

Trois voies métaboliques bactériennes sont impkguet aboutissent toutes a la
production conjointe d’ions carbonate et hydrogé@mocnate, et d'ions NA. Le pH
augmente et la précipitation du Cagen résulte. Les équations d’équilibre des ions
carbonate et hydrogénocarbonate sont déplacéetaviermation de CaCg

Les trois voies métaboliques ne fonctionnent pas tkss mémes conditions.

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

VOIES METABOLIQUES

Ammonification Dégradation de I'urée
des acides ou de I'acide urique
aminés
CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES

Aérobiose
Aérobiose M.O. + Ca** +
M.O. + Ca** urée ou acide urique

|
| / T

RESULTATS : ”
DE L'ACTIVITE Pmd“Cte'?gigéfgjn;?;bonate + | Production de NH,* ——=> pH / |
BACTERIENNE

[COs] / et[HCOs] / et[H] \ |

= ,'
HCO; = CO;~ +H*
CO, + H,0 =— H,CO; =— HCO; +H*

PRECIPITATION DU CARBONATE DE CALCIUM
CO;” +Ca™ =—= CaCO,3
\

D'aprés CASTANIER et al., 1997

Figure n°4 : Les voies métaboliques bactériennes impliquées ldazerbonatogenese
hétérotrophe et dans le cycle de I'azote (d’aprast@nier et al., 1997).

Les bactéries qui savent faire 'ammonification desdes aminés travaillent en
aérobiose et sont stimulées par des concentragiofg.O. élevées. Les bactéries qui font la
réduction dissimilatrice des nitrates exigent desnd@ions d’anaérobiose ou de
microaérophilie, car elles utilisent le N@omme accepteur terminal d’électrons. Ainsi, elles
transforment le N@ en NQ ou en N ou en HH’, selon leur appartenance taxonomigque.
L’alcalinisation qui en résulte est d’autant plogbrtante que la voie va a son terme.

L'urée ou l'acide urique sont des produits résultde la minéralisation azotée
effectuée par les mammiferes et par les oiseaukesueptiles, respectivement. lls sont
considérés comme des déchets du métabolisme, amaiddgradation bactérienne qui se fait
en aérobiose, aboutit & la fabrication de Cad®s bactéries qui sont capables de réaliser la
voie métabolique de la dégradation de l'urée ou’agde urique, possedent toutes une
enzyme appelée uréase. Cette voie n'est activelges I'apparition des eucaryotes et plus
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particulierement des oiseaux et reptiles (acideguas) et des mammiféres pour l'urée. Les
invertébrés rejettent eux directement de 'ammaimgaq

Ces voies bactériennes produisent et font précifgtearbonate de calcium dans les
sédiments superficiels et les eaux, riches ou gsusn oxygene, dans les sédiments profonds
ou les eaux anoxiques a condition qu’il y ait dessinitrate.

3.2.2. La carbonatogenese bactérienne hétérotropldans le cycle du soufre.

Une seule voie métabolique est impliquée, il $'atg la sulfato-réduction aussi
appelée la réduction dissimilatrice du sulfatecpague celui-ci est utilisé comme accepteur
terminal d’électron. Les bactéries sulfato-rédwetsi sont hétérotrophes, anaérobies strictes
et taxonomiquement diversifiées. A partir de la M.€les produisent des ions carbonate et
hydrogénocarbonate et a partir du sulfate ge. H

Si cette voie est impliquée, c’est le devenir d&3$, qui déterminera la précipitation
ou non du carbonate de calcium. En effet, 'hydnegéulfuré est un gaz trés léger acide.
Dans un premier temps le biotope subit donc urdifagtion.

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

VOIE METABOLIQUE CONDITIONS ENVIRONNEMENTALES

Réduction dissimilatrice du SO,~ | Anaérobiose, M.O., Ca**, SO,

RESULTATS DE L’ACTIVITE BACTERIENNE : production de

L co, HCO; H,S |
DEVENIR DU H,S
Dégazage du H,S utilisé par Non dégazage du
H,S —=> pH /' d'autres bactéries H,S ==>pH \,
—
Bactéries sulfureuses, anaérobies Bactéries sulfo-oxydantes
phototrophes, autotrophes, Autotrophes, aérobies,
H,S — s° —> pH 20, +H,S—> SO, +2H*
(dépdts intra ou extra cellulaires) ——> pH N\
!
Précipitation du carbonate de calcium Pas de précipitation du carbonate
CO;” + Ca** —— CaCO, de calcium

D’aprés CASTANIER et al., 1997

Figure n°5 : Les voies métaboliques bactériennes impliquées ldaserbonatogenese
hétérotrophe et dans le cycle du soufre (d’aprasténier et al., 1997).

Si cette acidification se maintient et/ou s’intdiesil n’y aura pas la précipitation des
ions carbonate et hydrogénocarbonate produits kege@ns calcium de I'environnement.
C’est le cas lorsque le gaz ne peut s’échappeounldiesu de production et s’accumule. C’est
aussi le cas lorsque,H est remanié par d'autres bactéries telles quédetries sulfo-
oxydantes. Autotrophes, aérobies strictes, ell@ssforment ce & en HSO, qui est un
acide tres fort et I'acidité augmente. Le pH pdatsadescendre jusqu’a des valeurs voisines
de 2. Bien évidemment, ce remaniement ne se faidpas le biotope de production g3
qui est lui anaérobie, et riche en M.O. et sulfitsurvient dans les biotopes situés au dessus
et dans lesquels transite I’hnydrogéne sulfuré.

23



Chapitre Ill. Matériels et Méthodes

Des essais en laboratoire, de production de carbaie calcium par des bactéries
sulfato-réductrices cultivées en anaérobiose, éasgmice d’ions calcium et magnésium dans
des containers étanches ont abouti a I'obtentiomagnésite (Pontoizeaat al, 1997). Dans
ces conditions, & ne pouvait dégazer, il s’accumulait et le pH dadait. Ainsi les ions
carbonates ou hydrogénocarbonates ne se sontégaaviec les ions calcium mais avec les
ions magnésium donnant du MggeO

Lorsque HS est évacué, par dégazage par exemple, le pH ateyper simple retrait
d’'un produit acide dissous dans une solution. Alasprécipitation des ions carbonates et
hydrogénocarbonates peut survenir en présence sd'@aicium. Les photosynthétiques
sulfureuses vertes ou pourpres dont le réle d'eapbe a déja été pris en considération
précédemment interviennent dans le cycle du soldre’est leur action de transformation
de HS en S° qui retire du biotope un composé acides1qui est inerte, est déposé autour
ou dans la cellule. Il est donc indisponible pendaate la durée de la vie de la cellule. La
aussi, les carbonates précipitent sous forme dmiate de calcium. Mais, ceci survient dans
un environnement liquide recevant les rayonnemeduotsineux nécessaires a leur
photosynthese anoxygénogéne mais a faible contenten M.O. et dépourvu d’Qll est
généralement situé juste au dessus d’'un sédimertcare dont la couleur noire traduit aussi
la richesse en M.O.

Il faut noter que les carbonates de calcium isugat enchainement de voies se
produisent au départ dans des biotopes riches €nh Rais surtout en sulfate et donc
principalement dans les sédiments marins et les pauines dont la salinité exprimées en
chlorure de sodium peut aller jusqu’a la saturatlaes bactéries sulfates réductrices (SBR)
sont ubiquistes, présentes dans tout le domainia raaérobie. On les retrouve aussi dans le
gypse (CaSgQ ,H,O/CaSQ) dont elles assurent la dégradation, libérantsatlor calcium et
des hydrogénocarbonates tandis qu'elles réduisersulfate en b5. Le gypse est alors
transformé en carbonate de calcium (Castanier 1083tanieet al, 1999, Peckmast al,
1999, Wright, 1999). D’aprés ces auteurs, spBtse complexifie avec le fer pour former de
la pyrite cela permettra une augmentation du pld\airisera la précipitation du carbonate de
calcium.

Un autre genre bactérien peut produire dis.HI s’agit du genreClostridium qui
regroupe des bactéries hétérotrophes, anaérohietest sporulantes, réputées pour la
diversité de leurs voies métaboliques fermentatstgdes sucres. Elles sont aussi fortement
protéolytiques et réalisent la putréfaction aveédation de tri, di ou mono méthylamines et
d’H,S. L'origine de celui-ci n'est pas le sulfate comoest le cas avec les bactéries sulfato-
réductrices mais le soufre des acides aminés so(rfréthionine et cystéine). Ainsi, cet3H
n'a pas une origine minérale mais une origine dogan Il subit cependant les mémes
devenirs possibles que celui issu de la sulfatagton et donc est susceptible d’aboutir a la
production et la précipitation de carbonate de igaic (Castanier, communication
personnelle). En milieu marin, 43 biologique résulte en sa grande majorité de Ifatsu
réduction a cause de la richesse en ions sulfabeenséla concentration en M.O. est grande.
En effet, le nombre d'acides aminés soufrés edreias (seulement 2) tandis que la
concentration en SQOdans I'eau de mer varie autour de 2,4 g/l. En mitientinental pauvre
en sulfate, les carbonates du cycle du soufre te¥gublors plutét de la dégradation des
protéines par le€lostridium
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4. Les impacts de la carbonatogenese bactérienne.
La diversité des voies métaboliques (autotrophi&grotrophie), la diversité des

conditions environnementales (aérobie, anaérobigx,dsalé, hypersalé, ...), la diversité des
groupes bactériens mis en jeu, rendent la carbgeaése bactérienne tres ubiquiste.
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Il. LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR S. pasteurii

1. Description générale deS. pasteurii.

En terme de nomenclature, la bactéBacillus pasteuriiest le basonyme de
Sporosarcina pasteurdepuis une ré évaluation de son positionnemeontarique en 2001
(Yoon et al, 2001). En effet, I'étude phylogénétique realisée les ADNr 16S montre un
cluster cohérent regroupant plusieurs espéceBatsllus: Bacillus globisporus, B.
psychrophilus, B. insolitust B. pasteurii La description taxonomique d’aprés le Bergey’'s
manuel, édition 2005, confirme l'intégration Be pasteuriiau genreSporosarcingFigure
n°6). Les deux annotation®acillus pasteuriiet Sporosarcina pasteuriiseront utilisées
indifferemment pour désigner ce micro- organisme.

Bactéries

Phylum : Firmicutes }

\—b{ Classe Bacilli ]
I—b[ Ordre : Bacillades ]

|—>{ Famille :Planococcaceae ]

—>[ Genre :Sporosarcina ]

[ Espéce pa;'teurii ]

Figure n°6 : Position taxonomique de S. pasteurii d’apres legégis manuel, 2004

Sporosarcina pasteurist une bactérie ubiquiste de I'environnementnGg&), non
pathogene, en forme de batonnet de longueur eritré im et de diamétre entre 0.7 a 1 um.
Cette bactérie, monotriche est mobile grace sayella polaire. La respiration de ce micro
organisme est de type aérobie anaérobie facult@ithebley et Haussinger, 1989) (Yoat
al., 2001). Elledispose d’'un équipement enzymatique propre auxehastaérobies, par la
présence de I'enzyme catalase (Y@bral, 2001). Cependant, des variabilités enzymatiques
existent au sein de cette espece pour deux typegyihes : I'oxydase et la nitrate réductase.
Dans des conditions stressantespasteurisporule pour donner des endospores sphériques
et déformantes de 1 pm de diametre a exosporiumerwxg Sur les 11 souches Bacillus
pasteuriicultivées a pH 8.5 sur un milieu contenant 2% duet ayant présenté de bonnes
croissances seulement une a sporulé (Bradley eklifira1958). De plus, chez l&acillus
capables de dégrader l'urée, la capacité a formerspore se perd si la culture se fait trop
longtemps sur un milieu artificiel (Bornside et Kal 1956).

Chimioorganotrophe, elle puise son énergie en ritiskes réactions d’oxydo-
réduction sur la matiere organiqu®. pasteuriia été décrite tres tét comme alcalinophile
avec un pH optimum de croissance autour de 9.2€Wdt Stokes, 1962). Selon les mémes
auteurs et confirmé par Yoat al (2001) Sporosarcina pasteurppossede un métabolisme
peu conventionnel. En effet, sa croissance estiar@élen présence de fortes concentrations
en ions ammonium et en NaCl. De facon plus singellide nombreux sucres courants
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(xylose, fructose, galactose, lactose) ne sonapasnilés ou oxydés. Il en est de méme pour
certains acides gras et acides aminés (glutanmspeyagine).

Contrairement a la glutamine, I'acide glutamiquée regtabolisé (Willey et Stokes,
1962). Ceci a été confirmé, trente ans plus tand I'mentification de I'enzyme NAD-
glutamate déshydrogénase (NAD-GIUDH ; EC 1.2.1(33hns, 1992). D’autre part, une
enzyme de la voie catabolique de la glutamine, [laaminase, a été identifiée ché&z
pasteurii(Klein, 2002). Or la glutamine n’avait pas éténtigée comme étant un métabolite
oxydable cheS&. pasteuripar Willey et Stokes (1962). L’hypothése la plugisemblable est
gue la glutaminase ne soit activée qu’en préseagehdsphate.

2. Physiologie et écologie d8. pasteurii

2.1. L’adaptation aux conditions alcalines.

D’aprés Kuhlmann et Bremer (20023. pasteurii est alcalinophile et possede
I'équipement pour évoluer dans des habitats aka(ilvilley et al, 1962; Willeyet al,
1963 ; Hoddinott, 1978). Cette potentialité s’egpk en partie par la présence de protéines
cytochrome Gssz. Ces protéines sont présentes en grande quahéi2les alcalinophiles et
font partie de la chaine respiratoire.

La théorie chimiosmotique proposée par Mitchetl al (2006)qui permet de
déterminer le gradient électrochimique des pro{omg a travers la membrane est énoncée
par la formule suivante :

p= -Z pH Z=23RT/F 59 mV [n° 4]
avec qui est le potentiel de membrane i(térieur, + extérieur), pH le gradient
transmembranaire du pH (pH- pHy), R constante des gaz parfaits, T la température
absolue et F la constante de Faraday.

La phosphorylation oxydative ou chaine respirat@ermet la translocation des
protons a travers la membrane de la bactérie daggakce inter membranaire. Le couple
NADH/NAD apporte les électrons aux molécules d’'oxyg et c’est grace a ce transport
d’électrons que se produit la translocation dellés protons s’accumulent a I'extérieur de la
membrane en établissant un gradient électrochimigaellélement 'ATPase synthétise des
ATP par translocation des protons de I'extérieusVéntérieur de la cellule. Il s’agit 1a d’un
reflux, car la membrane n’est pas imperméable alpetHaux OH Or, lorsque le pH est
basique, le maintien d’'un gradient de protons davgoblématique. Pour contrebalancer
cette situation consommatrice d’énergie, une pmet€}s; de la famille des cytochromes est
synthétisée en grande quantité. Elle se fixe spatde externe de la membrane pour jouer le
réle d’antenne a protons et transférer des élestrAmsi, cette lipoprotéine (Cytochrome
Css3) de faible poids moléculaire (9.6kDa) composé®2@acides aminés (Vandenberghie
al., 1999; Gotoet al, 2005 ; UniProtKB/swiss-prot entry, 2008) pernglet maintenir un
gradient de protons a I'extérieur de la membraneeet méme a un pH basique. La protéine
C-ss3, localisée sur la face extérieure de la membraoesede une lipomobilité sous sa forme
oxydée. Son faible potentiel redox (47 mV) lui petrde capter facilement les électrons et de
les transférer également plus facilement a la tytwoe C oxydase. Ces propriétés
favorisent sa distribution autour de la cytochromgdase et la capture des protons libérés
par le cytochrome C (Vandenbergteal, 1999; Gotcet al, 2005).
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Cette adaptation favorise le maintien du gradiemtpdoton (pH) et améliore le

gradient électronique. Ainsi, la synthése d’ATP astrue a pH basique et les taux de
croissance sont meilleurs (Gabal, 2005).

2.2. L’adaptation aux conditions osmotiques.

La présence d8.pasteuriidans de nombreux habitats de I'environnement, ssitee
des adaptations particulieres (Kuhlmann et Bren2602). En effet des changements
brusques du microenvironnement peuvent s’opérksr gige des périodes de pluies (dilution
des nutriments) ou de restrictions hydriques amema@ AW (activité de I'eau) faible. Les
membranes lipidiques permettent une diffusion mapik I'eau a l'intérieur comme a
I'extérieur de la cellule. Par contre les membras@s semi perméables pour de nombreux
ions et molécules organiques. La bactérie doit dgadapter aux variations de pression
osmotique pour continuer a assimiler les élémeuntstifs.

Tres récemmerts. pasteuria été décrite comme halotolérante (Kuhlmann et Brem
2002 ; Roberts, 2005 ; Zha al., 2006). Elle est capable de synthétiser des lysesotels
gue I'hydroxyactoine, du glutamate et I'ectoineedtoine avait été d’abord détectée chez
Ectothiorhodospiraune bactérie photosynthétique pourpre (Venaisal, 1998) puis sur de
nombreuses autres bactéries halotolérantes (2hab, 2006). CheZ. pasteuriiles genes
responsables de la synthese de I'ectoine codemttpmsl enzymes constituant les trois étapes
de la biosynthése de cet osmolyte (Kulhmann et Bre@002). Ces genestA ectBetectC
sont organisés en opeéeroactABC La transcription de ces genes est activée par
'augmentation de la pression osmotique dans leamenivironnent (Kulhmann et Bremer,
2002). La premiere étape de la biosynthese deoleetest réalisée par 'enzyme EctB acide
diaminobutyrique aminotransférase. Elle nécessitgriésence d'un L-aspartique semi
aldéhyde et d'un donneur de groupement amine, Ugamlate. Cet acide aminé est a
I'intersection de nombreuses voies métaboliquesgjuiele rend indispensable. De plus sa
concentration augmente I'activation de la glutamaymthétase (GS) lors d'un stress
osmotique et de la glutamate déshydrogénase seffist Ide I'alcalinisation du cytoplasme
(Csonka., 1989 ; Kulhmann et Bremer, 2002).

Dans le cas dé&.pasteurii la transcription du promoteur de l'opérectABC se
réalise dans le méme sens a l'aide de la fixatioriadteur A. Cette derniere présente de
grandes similitudes avec les séquences promoteur-dépendant de ch& subtilis
(Calderoneet al.,2004). Ce facteur de transcription est normalemeggent durant la phase
exponentielle de croissance, il semblerait qu’ilspa aussi intervenir dans les conditions de
stress. Ainsi, la croissance &e pasteurii peut se maintenir dans des milieux de cultures
contenant différentes concentrations de chlorursatkum pouvant aller jusqu'a 2 M (117
g/l) en présence d’osmolytes tels que I'ectoindaoglycine bétaine (Kulhmann et Bremer,
2002). L’ectoine s’accumule dans le cytoplasme enditions d’hyperosmolarité. Son
interaction avec les macromolécules en fait un gsotectant qui permet &. pasteurii
d’affronter un stress osmotique.
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2.3. Latolérance aux ions sodium et ammonium.

Le pH élevé (9.2) et la présence de NaCl sont jpaslisables pour sa croissance
(Willey et Stokes, 1962). Cette affinité d& pasteuriipour les ions N3 s’explique
notamment par I'assimilation de certains acidesnémitels que la leucine (Beck et Jahns,
1996), le glutamate (Jahns, 1992) et la glutamifieirf et al, 2002) via des transporteurs
ioniques de type N#acides aminés. Le transporteur “Ngutamate est stimulé par la
présence d’ammonium. Celui de la leucine est régalela présence de petites chaines
d’acides aminés (BCAA). Ces dernieres refletentat’@u pool intracellulaire azoté de la
cellule.

Les ions sodium participent chez toutes les bagérdlcalino-tolérantes a de
nombreux échanges ioniques via des transportenmgles symports et antiports aussi leur
présence dans le milieu de croissance est indiapns

Certains auteurs (Willey et Stockes 1963 ; MorsderfKaltwassen, 1989) ont
également mis en évidence la nécessité de forteentrations en ions ammonium (40 mM)
pour le bon fonctionnement de son métabolisme. Qgp® ce micro-organisme ne semble
pas posséder pour autant de transporteurs spésfigassifs ou actifs pour les ions NH
L’accession des ions ammonium et leur intégratiamsde métabolisme se réalisent a travers
la membrane par diffusion ammoniacale @NHMorsdorf et Kaltwassen, 1989). Cette
particularité physiologique conduit aux observaticsuivantes. La premiére observation,
chezS. pasteuriconcerne la voie enzymatique permettant I'assiiitatie I'ammonium, car
elle est différente de celle d’autres micro-orgar@s tels queProteus vulgarisou
Sporosarcina ureaéMorsdorf et Kaltwasser, 1989). En effet, ct&zpasteuriles activités
de 'enzyme GS (glutamine synthase) et de I'enz@@GAT (glutamate synthase) ne sont
pas décelables. Seule la glutamate déshydroge@ddd)(est présente mais avec une trés
faible affinité pour I'ammonium (km = 55.2 mM). Lsynthése du glutamate par la GDH
nécessite un ion ammonium qui est intégré au 2{axamgte, ainsi qu’'une molécule de
NADP. Cette enzyme a donc une activitt NADP-GDHetelante. La forme NAD-GDH de
I'enzyme favorise la voie de décomposition du ghate et la libération de 'ammonium.
Ainsi, lorsque la culture de la bactérie se réatisemilieu riche en acides aminés, l'activité
de I'enzyme de NADP-GDH est faible. Par contreg aligmente lorsque son environnement
est carencé en azote (NHurée). Ceci signifie que lorsque le milieu detund est riche,
'ammonium n’a pas besoin d’étre intégré dans @des aminés et le ratio NADP/NAD est
élevé ce qui ne favorise pas non plus la libérad@tiammonium dans la cellule.

Morsdorf et Kaltwasser (1989) ont aussi obseatéskence de régulation de I'activité
enzymatique de l'uréase quelle que soit la displitdiken ions ammonium dans le milieu.
Jahns (1996) a montré que la prédispositios dpasteuripour des fortes concentrations en
NH," était la conséquence d'une adaptation physiol@yigarticuliére. En présence
d’ammonium, il y a une augmentation de la synth@gelP (Jahns, 1996). Ceci est en
accord avec l'augmentation du potentiel électrodtpira de la cellule (p) lorsqu’il y a
diminution du pH. Ces changements s’opéerent enqgesl minutes apres un ajout de /8H
ou d’'urée qui est suivi d’'une alcalinisation du ittacellulaire (de5.1 a 7). Pour Gotet al
(2005) le pH intracellulaire serait plus procheBde- 8.4.
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2.4. L’ammonium utilisé comme une source d’énergie.

Jahns (1996) suggeére la présence d'une ATPaseémapkc un efflux d’ions NA
et un influx par translocation de protons. Ceciliggerait la trées bonne tolérance &e
pasteuriipour les ions NH. Le role de 'ammonium pour cette espéce alcahilepest donc
essentiel, la déprotonation se réalise majoritagrgna I'extérieur de la cellule a cause d’'un
pH plus élevé selon I'équation d’équilibre :

NHs+ H" = NH," (pKa = 9.2) [n°5]

Ceci permet de créer un gradient de proton (e part et d’autre de la membrane.
Ce pool de protons favorise le maintien d’'un flux grotons suffisant pour la synthese de
'ATP. En plus de son role de production d’énerdi@nmonium permet le maintien d’'un
gradient de protons, ce qui facilite I'assimilatid@ nombreux ions et acides aminés via des
pompes H/ acides aminés (Willey et Stockes, 1963) tel gqugllitamate (Jahns, 1996) ainsi
que la synthése d’acides aminés cBepasteurii

S. pasteuriiserait donc capable avec les ions ammonium deupeode I'énergie
chimique de la méme facon que les bactéries hdésplein produisent avec I'ion sodium
(Krulwich, 1985).

2.5. L'importance de I'urée chezS. pasteurii.

L'urée peut étre une autre source d’'azote ammohiadaydrolyse de l'urée par
'uréase libére pour une molécule d'urée, deux owdiEs d’ammonium et une d’ion
carbonate. Ceci induit une alcalinisation. Ch®z pasteurii 'urée est une molécule
indispensable comme source d’azote, pour la crnoigsamais également pour la synthése
d’une partie de son énergie chimique et pour lentieai d’'un micro environnement sélectif.

Il existe trois types de transport de I'urée, fudion simple, la diffusion facilitée qui
sont des transports passifs et la diffusion aaivetransport actif nécessitant de I'énergie. Le
transport actif d’'urée de type ABC transport ad#eérit chez de nombreux micro-organismes
(Mobley et Hausinger, 1989 ; Berckees al, 2004) mais n’a pas été identifié chgz
pasteurii (Jahnset al, 1988). Il en est de méme pour le transport passtype perméase
(Mobley et Hausinger, 1989 ; Jahns, 1996). Selm adeurs, I'entrée de l'urée dans la
cellule chezS. pasteurise réalise essentiellement par diffusion simpécawn coefficient de
perméabilité de IHa 10° m/s. L'ammoniaque, une molécule non chargée, skfitgalement

a travers la membrane bactérienne.
La molécule d’urée est une source cachée d'azdlee pErmet les mémes processus

physiologiques que 'ammonium che&x pasteurii Ceci rend sa présence indispensable
lorsque la concentration en ammonium de son bicdopéue.
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lll. LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR L'UREASE D E S. pasteurii
1. Les caractéristiques générales de l'uréase ch&z pasteurii

Sporosarcina pasteuriestun micro organisme ubiquiste de I'environnemenu((Ci
et al, 1996) qui appartient au groupe des bactérieslyirgues capables d’hydrolyser l'urée
grace a leur enzyme uréase. Cette enzyme peusesppeé ches. pasteuriipres de 1% du
poids sec de la cellule (Larson et Kallio, 1954cBmeieret al, 2002).

L'uréase a été découverte en 1926 par Summer (Suyni®26) (Larson et Kallio,
1954). Pour la premiere fois une enzyme était {@eriet cristallisée. Celle-ci provenait du
haricot. C’est aussi la premiére protéine décoeveontenant du nickel (Dixoet al, 1975 ;
Fishbeinet al, 1976). L'uréase est une enzyme de type uréeidotaydrolase hydrolase de
liaison C-N (EC 3.5.1.5). Elle catalyse I'hydrolyde I'urée en ammonium et en carbamate
(R1). Celui-ci se décompose spontanément et libere molécule d’ammonium
supplémentaire et une d’acide carbonique (R2).4€emble des réactions se réalisant dans la
cellule est représenté dang-igure n°7.

Au pH physiologique (pH = 7) la réaction n° 3 (pK&.37) tend vers la formation
d'ions HCQ'. La réaction n°4 s’équilibre en faveur des ionsmamium (pKa = 9 .2)
(Mobley and Hausinger, 1995 ; Hamnetsal, 2003). Le pH intracellulaire augmente de 0.9
unité en présence d’'urée, passant de 6.1 a 7 (JB996). La vitesse d’hydrolyse de l'urée
par I'uréase augmente d’un facteur de*4par rapport & une réaction non catalysée (Benini
et al, 1999 ; Voet et Pratt, Fundamentals of Biochewi€2006). L’'urée (ou carbamide) est
le substrat de I'uréase. Elle a été découverte damse en 1799. C’est un composé cristallin
incolore dont la formule est bruteM+CO-NH, et qui a son point de fusion a 132.7° C. C’est
en 1828 que Friedrich Wohler a mis au point le @dgcde fabrication de I'urée a partir de
I'acide cyanique (HO-CN) et de 'ammoniaque (Nldui porte son nom : « la synthése de
Wohler ». Elle revét une grande importance hist@igar c'était la premiére fois qu’un
COmpose organique était produit a partir d’'un cosépaorganique.

o o]
I uréase I
H,N - C - NH; + HO —p NHs + HN - C-OH | R
| Carbamate
urée
o]
Il
HN - C - OH t HO oy NHz H.COs3 R2

Acide carbonique

H2CO3 P H™ + HCO3 R3

2NH; + H0 gy 2NHiS  + 20H R4

Figure n°7 : Les réactions de dégradation de I'urée chez S epaist
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Tableau n° 2: Récapitulatif des différentes constantes (Vmasnetissues des activités
enzymatiques de l'uréase chez S. pasteurii.
*. activités enzymatiques spécifiques en fonctietadD.O ND : non déterminé.

Matériels

Km

Activité enzymatique

Conditions et

(mM) Inhibitions résultats Références
p-hydroxymercuribenzoate
(p-HMB) _Pas
40 - 1.528 umole Acide Acétohvdroxamiaue d’inhibition Mobley et
130 urée/min /mg (AHK) q pH:7.5a37°| Haussenger, 1989
p- benzoquinone (p-BQ) C
22.99 0.73 mmole/min/mg . Urea_s_e, o
ND immobilisée | Bachmieireet al,
] ) 2002
17.3 1.57 mmole/min/mg Uréase libre
(21 -228 mg urée /h)
soit pH variable
(0.6 — 6 umole ND [urée] variable Ranganathan, 200
urée/min)
41.6 3.55 mmole/min/mg |pcide Acétohydroxamique] pH=7.0
26.2 1.72 mmole/min/mg AHA pH=7.7
Taux de Stocks-Fisheet
En présence de CaCl2 | précipitation al., 1999
0.75mMca2+/
h/10cellules
100 NR pH=5.7
130 NR ND pH=6.7 Larson et
Kalli,1953
18654 NR pH=7.7 !
15 mmole /min/D.O* pH=9.2 e
29 mmole /min/D.O* ND Witfing, 2003
18 ND
0.2 mS/min - 2.2 ND Whiffing et al,
MMNH,*/min 2006
1960 + 250 U/ml
235‘3* (0.980mMurée/min/ml)
enzyme libre Immobilisation sur C& B .
1740 + 185 U/ml olv aluconate pH =8 Curliet al, 1999
315+ | (0.87mmoleurée/min/m POy g
25 )]
enzyme fixée
En milieu de Kantzaset al,
722.6 ND ND culture 1992

\"2)

L'urée est trées répandue dans l'environnement evignt des processus du
catabolisme protéique et des purines (Mobley etse@uger, 1989). Ce métabolite est de
charge neutre et présente peu d’interactions faxtes I'eau, ce qui lui permet de traverser la
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membrane lipidique par diffusion simple (Rebadt, al 1996) pour atteindre I'enzyme
intracellulaire (Mobley et Haussenger, 1989, Mobétyal, 1995). L'uréase présente une
activité enzymatique de type Michaélis Menten (Mogbkt al, 1995) dont certaines
constantes, Km et Vmax, sont présentées dahaldkau n°2

2. La structure de l'uréase chezs. pasteurii.

Il existe de nombreux étres vivants présentantaatigité uréolytique. Alors que les
uréases de champignons ou de plantes sont dempsférmées d’'une seule unité de poids
moléculaire 90 kDa (Kilo Dalton), les uréases baetdes sont des protéines complexes
formées de deux ou trois sous-unités. De nombreesgsces de bactéries fabriquent des
uréases aussi bien dans le geBaeillus (Bornside et Kallio, 1956) que dans d’autres genre
A ce jour 73 espéces de bactéries sont recensaeted@lus connues soBacillus pasteurii
(Sporosarcina pasteuriiHelicobacter pyloriqui a été découvert dans I'estomac humain en
1982 (Marshall, 1983 ; Marshall et Warren, 1984).

L'uréase deBacillus pasteuriia été purifiée pour la premiere fois en 1954 (harst
Kallio , 1954). Sa structure moléculaire et la lszion des atomes de nickel ont été
précisées plus recemment (Christians et Kaltwad986) ainsi que le poids moléculaire de
ses sous unités (Beniat al, 1986). La structure tridimensionnelle d’une eneys’établit
par des techniques de cristallographie et de difra aux rayons X. Elle a été ainsi
déterminée avec précision pddebsiella aerogene@labriet al, 1995) et pouBporosarcina
pasteurii(Beniniet al, 1999). L'uréase chegporosarcina pasteuriest composée de 3 sous
unités , , , respectivement de poids moléculaires 11, 11.8let kDa. Ces sous-unités
s’associent en trimere , donnant ainsi un hétéro polymere ()3 (Mobleyet al, 1995).
Les sous unités ont une position centrale dans I'enzyme. Les soutes sont localisées
sur les parties externes du trimére. Enfin les smit®s se fixent sur les deux unités {
notamment sur la partie supérieure des unitéssorisant ainsi la structure en trimére noté
( )z (Beniniet al, 1999). Ce sont les sous-unitégui sont au contact du site catalytique
de l'uréase. Le site actif de l'uréase posséde @ddomes de nickel. Le nickel est un métal
qui réagit avec I'hydrogéne et le monoxyde de caebopermettant des réactions
d’hydrogénation et de carbonylation (Hausinger,7)98

Par rapport a d’autres cations divalents tels lgueinc (Grossoehmet al, 2007 ;
Stolaet al, 2006), les ions nickel ont plus d’affinité pdargroupe NH de l'urée car ils sont
tres électrophiles et possédent jusqu’a quatre étakydation possibles (0 a + 4). Ce métal
est capable de former six liaisons de coordinatienqui lui donne un avantage certain dans
les processus de formation et de stabilisationlidesons entre I'urée et 'enzyme. En effet,
I'urée est considérée comme une base faible audgebewis avec ses groupes NH

2.1. L’assemblage et I'activation de I'uréase chex. pasteurii

L'uréase composée de ces trois sous unités (UtkBB et UreC) s’assemble en
trimére pour constituer une structure quaternaiective (apo - uréase). La biogenese de
'enzyme active se réalise grace au concours d&ipas auxiliaires (Ure D, E, F et G).
L’incorporation de deux ions nickel dans chaquessanités de l'uréase est un pré requis
pour I'activation de I'apo enzyme (Mulrooney et Idmger, 2003 ; Beniret al,, 1999).
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2.1.1. Le rble des protéines auxiliaires.

L’activation de la formation de I'apoenzyme nédes$intervention des protéines
accessoires (UreD, UreF, UreG) responsables du leampUre-DFG-uréase (enzyme
inactive). Chaque protéine accessoire particiga@dration des ions nickel a l'intérieur de
chaque trimere (UreA, UreB, UreC). En effet, I'Breégule I'activité GTPase de la protéine
UreG. UreF possede un role de protéine chaperonf&ciite I'insertion du nickel dans
I'apo protéine au niveau du site actif (Zambetlial, 2005 ; Salomone-Staget al, 2007).
L’hydrolyse de la molécule de GTP (guanine triphiagp) libere de I'énergie qui, permet
I'incorporation des ions nickel par UreE dans I'eme (Remauet al, 2001 ; Mulrooney et
Hausinger, 2003 ; Salomone-Stagti al, 2007). Ceci semble accéléré en présence de
dioxyde de carbone. Il s’en suit une libération geetéines accessoires Ure-DFG, du
transporteur UreE et d'une molécule de GDP (guardiphosphate) (Mobley, 1995).
Chacune de ces protéines va recommencer un cyatsistance a l'activation de I'apo-
uréase en holoprotéinEigure n°8).

MICROENVIRONNEMENT
ACIDIFIE MACROENVIRONNEMENT

PROPICE A LA PRECIPITATION
DU CARBONATE DE CALCIUM

Cd"+2HCQ —p CaCe+2H

2H ca’

Passive
Influx

NV

1073 x v N ca’

ATP.

’ pH=6.2-8.4 ca
ADP + Pi ADP + Pi
) aTe AV NHe nH MICROENVIRONNEMENT
: ADP + Pi A ,,/ e
30 %|70 % N .
= /H e

2 NH + CO~ mH

NADPH-+H+ | ’}./
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‘ I Spéciatio] H,CO; 0; COZ Spéciatiol

1009 100 %
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NHs" «— NHs+H
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Figure n°8 : Schéma représentant les phases de maturation a&aa et son
fonctionnement dans la cellule chez S. pasteurii.
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2.1.2. Le r0le clé de la protéine auxiliaire UreE.

Ainsi d’apres de nombreux auteurs (Mobley et,4895; Remautt al, 2001 ;
Mulrooney et Hausinger, 2003 ; Wat al, 2004 ; Stolaet al, 2006), I'Ure-E est une
protéine homodimérique de type meétallo-chaperoruiepgsseéde une forte affinité pour le
nickel. Cette affinité est due en grande parti@ présence de séquences d’histidines trés
conservées en position C-terminale dans chacumade®meres. Deux modeéles de fixation
du nickel ont été explorés pour expliquer la stritettridimensionnelle de I'UreE et de
I'identification des histidines impliquées dansclglation (Remaugt al, 2001 ; Woret al,
2004 ; Stolaet al, 2006). Chesporosarcina pasteuril’UreE chélate deux ions nickel et
permet leur incorporation dans le complexe inapiiest 'apo—uréase couplée aux protéines
auxiliaires (Ure-ABC —UreDFG). La seconde conségeette I'induction de la synthése de
I'UreE est I'apparition d’'un pool de nickel intrdiceaire.

2.2. Le mécanisme de I'hydrolyse de I'urée au nige du site catalytique.

Le site catalytique de l'uréase ch®&zasteurii appelé aussi sphere de coordination,
est formé par les deux ions nickalin pont hydroxyde les liant entre eux et un aptret
formé avec le groupe carboxylate d’une lysine cadisée. La cavité du site actif renferme
quatre molécules d’eau (Beniei al, 1999). Cette forme particuliére de la lysinenpetr la
liaison des deux atomes de nickel du site actitaan groupe carboxylique (Benigi al,
1999). L'atome de nickel est de plus lié par deistidines, His**® et His*’> et une
molécule d’eau. Le second atome de nickel esteliliaison avec deux histidines Hf¥,

His **° un acide aspartique Asp® et une molécule d’eau (Beniei al, 1999). Le modéle
développé par cet auteur montre le role fondameded molécules d'eau dans les
mécanismes réactionnels. Elles favorisent une ietoptimale du site actif a pH 8 et
diminue la barriere énergétique a 19Kcal/mol. Desples quatre molécules d’eau observées
(W(1), W(2), W(3) et W(4)) dans le site actif auisinage des deux ions nickel, facilitent le
positionnement de l'urée dans la cavité catalytidtreeffet, lorsque I'urée rentre dans le site
catalytique, elle remplace les molécules d’eau WM(2) et W(3). La quatrieme molécule
d’eau, se maintient en place pour conserver le pgdtoxyde entre les deux atomes de
nickel. Cette fonction hydroxyde joue donc un réésentiel dans le processus de catalyse de
l'urée.

3. L’organisation des genes codant pour la synthese dlaréase chezS.
pasteurii.

Généralement les génes codant pour l'uréase giret&snes accessoires sont réunis
en cluster ou opéron. Celui-ci comporte des geresédulation, des génes de structure
(ureABQ et des génes accessoireseEFGD). Leur transcription peut étre induite ou
réprimée en bloc par le géne de régulatioeR qui est présent chez a peu prés toutes les
bactéries uréolytiques (Moblest al, 1995). CheZA. pasteurii’organisation est de méme
type. L'opéron a une longueur de 11 kb (Mobktyal, 1995 ; Zambelliet al, 2005,
Mulrooney et Hausinger, 2003 ; Salomone-Staghi al, 2007 ; Swiss prot, 2008).
Cependant, chez ce micro organisme il n'a pasdététifié ni de gene de régulationeR ni
de plasmide. La méme chose existe chez d’autre®+oiganismes tels qu€ aerogenest
B. subtilis.La transcription des genes de l'uréase s’accoraplaide d’'une polymérase mais
le ou les différents facteurs sigma responsablds @i@ation sur les sites promoteurs n’ont
pas été encore identifiés ch8z pasteuriiLa littérature n'apporte pas non plus de données
sur I'importance du turn-over de l'uréase en famtiile I'état physiologique de la bactérie.
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4. La régulation de I'opéron uréase che3. pasteurii.

Certains auteurs (Morsdorf et Kaltwasser 1989 ; lgypbt al, 1995), considérent que
la synthése de l'uréase est indépendante des fa@auironnementaux. Son expression est
alors dite constitutive che. pasteuriiNéanmoins, d’autres auteurs suggerent au camtrair
gu’elle serait inductible, notamment, lorsque lesditions environnementales sont éloignées
des conditions optimales de croissance (Gitiaal, 2001) ; alors, une augmentation de
l'activité enzymatique spécifique pourrait s’opéref’est le cas lorsque le pH est
artificiellement maintenu autour du pH 8, c'esti@dune unité pH en dessous de son
optimum de croissance qui est a 9, et I'activitéyematique spécifique augmente au cours de
la culture.

Par ailleurs, I'ajout de faibles concentrationsréai (20 mM soit 1.2 g/l) ou 40 mM
(2.149/l) de NHCI semble jouer également un réle inducteur powsylathese de l'uréase.
(Morsdorf et kaltwesser, 1989 ). Ces auteurs sudgget néanmoins que la synthése de
I'uréase n’est pas uniguement régulée en fonct@ladisponibilité en azote dans son micro-
environnent. D’autre part, I'ajout de faibles comications d’ions nickel jusqu'a 100 uM
(soit 6 mg/l) améliore sensiblement l'activité emmtique (Bachmeieet al., 2002). Ceci
semble indiquer I'existence d’une régulation ploptsstiquée.

5. L'inter régulation entre I'opéron nik et 'opéron uréase.
5.1. Structure de la protéine chaperonne UreE.

Le transport et I'incorporation de deux iongNians chaque sous unité UreABC par
la protéine métallo chaperonne UreE sont des gtppenordiales dans l'activation de
'enzyme. Les recherches semblent montrer que taéime UreE a un mécanisme de
complexation du nickel proche de celui décrit diensas de la sous-unitésde I'uréase. En
effet, les ions nickel sont complexés avec deustidines permettant de réaliser 4 liaisons
O/N par acide aminé. Deux autres études de (®todd, 2006 ; Grossoehmet al,, 2007)
confirment I'affinité de cette métalloprotéine pdaes cations tels que Zi, Cu®* et Ni %
mais ne tranchent pas sur la facon dont les iarkehsont incorporés dans la protéine UreE.

L’activation de la synthése de I'UreE se réalisepegsence d’ion nickel et elle est
sous le contrdle de la protéine NikR. Celle-ci gstsible a la présence intracellulaire des
ions nickel, et assure donc un réle indirect deulatgpn sur la synthese de I'UreE
(Mulrooney et Hassinger, 2003).

5.2. Structure et régulation des genes Ni.

La synthése de la protéine NikR est sous le cantd@ I'opéron I'opéromik. La
synthese d’Ure-E nécessite donc I'activation deiegl(Mulrooneyet al, 2003). Cet opéron
contient les geénes structurauxkABCDE codant pour un systeme de transporteur
membranaire actif spécifique pour le nickel et skent sous le contréle d’'un géne de
régulationnikR situé en aval daikE. Le genenikR est lui contrdlé par deux promoteurs. Le
premier est une protéine spécifique de régulatioR Fui intervient dans I'adaptation
physiologique de la respiration lors du passagelé€ra des conditions anaérobies. Cette
protéine se lie a 'ADN en amont du géen&R sur la séquence d’adhésion de la protéine
NikR et réprime I'expression de I'ensemble de l'ape Le second est situé également en
amont du gene de régulation et ne permet qu’utefaixpression du produit de ce gene. La
protéine NikR a un facteur de transcription de tiyé¢ice-coude hélice. Elle possede une
séquence d’acides aminés située en position N-inalenresponsable de la fixation sur
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'ADN en présence d’ion nickel. La particularité dette protéine c’est de posséder deux
sites de chélation du nickel avec des affinitédihtes position C-terminale.
Ainsi lorsque la quantité d’ion Ni est suffisamieur occuper le site de forte affinite, cela
provogue un changement de conformation qui améliaeerochage de cette protéine a
I’ADN au niveau de sa séquence de régulation. Ceduit a une tres forte expression de
'opéronnikABCDE Par contre la fixation sur le site de plus faibffinité conduit vers une
répression. Cela arrive lorsque la concentratioior nickel est trop élevée dans la cellule.
L’expression de I'opéronik contrélée positivement par la protéine NikR, préseate fortes
similitudes de fonctionnalité avec une autre mepabtéine de régulation, Fur. Cette derniére
intervient dans la régulation et le transport dudans les cellules (Eitinger et Mandrand-
Berthelot, 2000).

Ainsi, les conditions environnementales semblentjoun réle direct sur l'activité
enzymatique uréasique d8. pasteurii Cette activité subit néanmoins une régulation
complexe qui pourrait expliquer une synthése dezlene 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 I'environnement vivené @iternance de longues
périodes de disette et de courts moments d’abord&mcpériode d’abondance, les bactéries
identifient les sources de carbone et d’azote las favorables pour leur croissance. Ces
préférences nutritives sont trés finement régulEkes sont dues a des systemes sophistiqués
de régulation métabolique qui sont le produit d'pnession évolutive exercée dans chaque
niche écologique. Cette multitude d’habitats a peme développer une grande diversité de
régulations métaboliques et I'apparition de hombeswoies dont celle de I'assimilation de
'azote. La régulation d’une enzyme clé de I'entdee 'azote telle que l'uréase en est la
parfaite illustration.

L'uréase est une enzyme de type hydrolase E.C18.5ui est capable d’hydrolyser
I'urée pour donner de 'ammonium et de 'acide cauiljue. Sa fonction de catalyse permet
d’accélérer la réaction d’hydrolyse de I'urée dfanteur de 16* par rapport & une réaction
abiotique spontanée.

Dans le cycle de l'azote, l'uréase est la derniéspe de la minéralisation. Cette
enzyme est tres répandue dans le monde bactétleredE synthétisée a partir d’'un opéron
qui regroupe les génes de structureef, ureB, urel; les genes accessoirasgE, ureF,
ureG, ureHeturel) et le géne de régulationréR (Collinset al, 1993).

Certains génes de I'opéron uréase peuvent mangunsi.chezP. mirabilisla totalité
des genes de I'opéron sont présents, mais Sheasteurile géne de régulatiomeR a été
perdu. Le monde microbien offre 5 modes difféerentslentifiés de régulation de la synthése
de l'uréase. lls sont représentés dankaleleau n°3

Tableau n°3: Les mécanismes identifiés de la régulation de #seédans le monde
microbien

Type de régulation Mécanismes de régulation

L’expression de la transcription est régulée pazdte cheX. pneumoniag
(Collinset al, 1993) et cheB. subtilispar la carence en azote (Atkinson| et
Fisher, 1991).

Systeme global de
régulation

L’expression de la synthese de l'uréase cBepasteuriiest constitutive
c'est-a-dire indépendante des conditions envirommtates (Morsdorf et
Kaltwasser, 1989).

Constitutive

1%

La transcription de l'uréase peut étre induite lhaee sur la protéine d

Induction par furée régulation Ure-R (D’Orazio et Collins, 1993 ; Moblet al, 1995).

La synthése de l'uréase est inductible par unsabaient ou variation du
Induction par le pH | pH du milieu de culture chdd. pylorii etS. pasteuri{Chiaet al, 2003» ;
Ranganathaast al, 2006).

Induction par le Cet ion est indispensable pour I'activation demiétallo- enzyme uréase
nickel (Vliet et al, 2002 ; Hausinger, 2003)
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1. La régulation par le pH.

De nombreux micro-organismes comrfe salvivarus H. pylorii ou P.
mirabilis ont une synthese de l'uréase induite par desti@mrg&adu pH extracellulaire. Les
pH acides stimulent I'expression des genes dedse&én activant I'expression du gésrel
au niveau du promoteur Purel. Ce gene permet deétiger une protéine transmembranaire
(Urel) pour former un canal ionique urééfSkouloubriset al, 1998 ; Gucet al, 2007). De
plus, différents niveaux de synthése de la protéired peuvent étre obtenus par variations
de I'acidité du milieu mais également par la digpité de la source de carbone. Mais, cette
synthese est totalement réprimée a pH neutre (Ehaln 2003 ).

Helicobacter pylori, un micro-organisme pour qui la synthése de I'wréast
nécessaire a la neutralisation des sucs gastriqoesgede également le gdeel en amont
du géneUreE. Il a été montré que les deux genérel et UreE sont co-transcrits dans le
méme sens. Ces genes sont finement régulés comen& chkalvivaruscar tout exces d’urée
et d’'uréase produiraient une alcalinisation toxigdelon Cheret al (2002), I'activation de
la transcription se réalise & l'aide du facted? un facteur qui intervient en période de
croissance mais également en période de stressmdéss, I'auteur suggere que I'’hypothése
de la synthése de l'uréase induite par simple wanadu pH n’est pas suffisante pour
expliquer tous les cas de figures. Il propose diméntion d’'un systéme de régulation plus
global. Ce point de vue a également été adoptéCpasacet al, (1992) et semble se
confirmer par l'identification du réle clé de laughmine synthétase (GS) chiz pylorii
(Garneret al, 1998). Plus recemment I'induction de la trangern par le nickel de l'uréase
a été identifiée chez ce méme micro-organismeavigatéine régulatrice NirkR (Vliett al,
2002 ; Vlietet al, 2004).

Chiaet al, (2003), notent également I'effet stimulant decidification du milieu sur
la syntheése de l'uréase ch&zpasteurii En effet, une baisse du pH d’'une unité pH proeoqu
une augmentation de pres de 50 % de l'activité miatigue spécifique. Cependant, les
mécanismes de cette régulation restent méconnutadtaqueS. pasteurine posseéde pas de
géneurel.

Le pH joue donc un réle important dans l'activatmla synthese de l'uréase et plus
particulierement dans certaines niches écologidtieticobacter pyloridans I'estomac).
Cette activation est possible grace a la préseammgnente d’urée qui, soit est produite au
niveau salivaire, soit diffuse a partir des mugesude la paroi des intestins. L'urée dégradée
permet de créer un micro environnement autour dbaleérie qui devient protecteur et
propice a sa croissance, grace a la fabricationediwouvelle source d’ammonium qu’elle
délivre. Le pool d’azote jouerait alors un role weau 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 obseohazP. mirabilis. Chez ce micro-
organisme, 'augmentation de l'activité enzymatigele présence d’'urée, varie d'un facteur
de 5 a 25 par rapport aux témoins. Cette induatsinspécifique a l'urée et non pas aux
analogues structuraux. Cette stimulation est caadpar un facteur de transcription positifs
de 34 Kda appel@reR Il appartient a la famille des facteurs positiéstranscription de type
hélice-coude-hélice tels qu&raC, AppY, EnvY et le rhamnose (Nicholsoet al, 1993 ;
Mobley et Haussenger, 1995).
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Chez les Enterobacteriaceae I'uréase est inductible par l'urée via la
transcription du gengreR qui synthétise la protéine régulatrice UreR. Grefar se fixe sur
une séquence d’ADN en amont du géireD pour permettre sa synthese. Ce mécanisme de
fixation s’explique d’une part par la présence @tlas aminés tels que la leucine en position
C-terminale de la protéine (D'Oraz al, 1993 ; Pooret al, 2001) et celles de molécules
d'urée. En effet, I'urée favorise I'activation da kranscription sur les séquences de
promoteur UrepR et UrepD (D'Orazé al, 1995) ; elle empéche la fixation des protéines
répressives (H-NS) dans la région inter génique giasesUreD et UreR Cette région
renferme une séquence répétitive d’adénine appEBe(A) track qui en absence d’urée,
favorise la formation d’'une structure secondai®N a 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 @z les Entérobactéries.

L’ammonium chez les bactéries est la source préféiazote, elle est facilement
intégrée dans le métabolisme et permet de soutemrcroissance rapide. Les génes non
actifs dans cette assimilation, comme la glutansiyiethétase, seront réprimés (Merrigk
al., 1995). La régulation de l'uréase peut étre édé& par le pool azoté de la cellule. I
existe deux systemes de régulations connus. Lei@retoncerne la régulation chez les
Enterobactériaceade second est représenté Basubtilispour les bactéries Gram (+).

Ce premier systeme de régulation dd au pool azotéNitrogen regulatory system) a
éete identifié lorsque des bactéries appartenanganreKlebsiella, Escherichia, Salmonella
ont été placées dans des milieux riches en substaabonés, mais en présence d’'une source
d’azote facilement assimilable tel que l'ion NHDans ces conditions, elles n'ont pas
synthétisé d’'uréase. Cependant, lorsque les mililewiennent carencés en azote avec encore
de faibles concentrations en acides aminés telslajpeoline, I'arginine ou I'histidine, la
synthese de l'uréase se trouve activée (Mobley atskenger, 1995). Ceci suggére aux
auteurs I'existence d’'une voie plus complexe deilgdgn pour la synthese de 'uréase. En
effet, 'assimilation des composants azotés peet-divisée en deux voies métaboliques. La
premiere consiste en une assimilation de I'azoteaegllulaire. Elle passe par I'expression
des enzymes telles que la GS (glutamine synthétasglutamate dehydrogénase (GDH) et
d’autres enzymes responsables du catabolisme zie#d'ala seconde voie d’assimilation est
intracellulaire et se fait a partir des moléculeganiques. Ces deux voies dépendent de
I'organisme étudi€, de la nature et de la quadtdaeote présente dans la cellule.

Ce systeme de régulation di a I'azote repose sazymes. |l permet, en fonction du
besoin de la cellule, d’assimiler 'azote extragklire et intracellulaire. La premiere enzyme
est l'uridyl transférase (UTase/UR) qui est codéelp géngyinD. Cette enzyme permet de
phosphoryler une protéine PIl codée par un ggnB en PlI-UMP. Ces deux molécules sont
les principales responsables de la perceptionad®té intracellulaire par I'intermédiaire du
ratio glutamine - 2 cétoglutarate.

Lorsque l'azote n’est pas en concentration limgardtenzyme (UTase /UR) va
déuridyser la protéine PIl pour permettre l'adétigla par 'ATPase de la glutamine
synthétase (GS) en GS-AMP codée par le ggm& Cette enzyme se trouve alors inactivée.
Ainsi I'enzyme UTase/UR et PIl agissent comme disviifiants de I'azote intracellulaire.
Le géneglnA de la GS appartient a 'opéraginAmtrBCqui code pour NtrC et NrtB. Ces
deux protéines interviennent directement dansdégsye de régulation de I'azote. Lorsque le
pool azoté diminue, le déuridalysation de PII cessequi permet a cette derniére d’activer
une enzyme NtrB (N codé par le gen@InL. La diminution de I'azote intracellulaire passe

40



Chapitre Ill. Matériels et Méthodes

par la diminution du donneur d’azote, c'est-a-diee glutamine. Ceci provoque la
phosphorylation de NtrC et I'induction de la tramstion de nombreux genes tels que
I'opéron uréase.

Les promoteurs azote-dépendant responsables gatleese de l'uréase se situent en
amont du codon start du gebdeeD. Cette zone a été identifiée comme susceptibledeer
aux facteurs A et '°. D'autres protéines telles que NAC, intervienngams la régulation
de l'uréase. Elle fait partie de la famille des IB/srégulateurs positifs de type hélice coude
hélice, exprimés par un promoteur a l'aide du facggma 54. Cette protéine est sous le
controle du systéme Ntr et s'associe avec le factiggma (’®) pour favoriser son accroche
sur les promoteurs sigma’f) dépendants des génes du systéme Ntr. Ainsi teufatNAC
est capable de s’associer sur une séquence légaéremeamont du gendreD chezK.
pneumoniae, P. aeruginogMerrick et al, 1995) ce qui permet des niveaux plus élevés de
synthése d’uréase.

4. La régulation de l'uréase chez les bactéries Gran{t+), le modele deB.
subtilis.

Le modele trouvé cheB. subtilis présente un grand intérét, car cette bactérie est
taxonomiquement tres voisine 8epasteuri

4.1. L'implication du pool de carbone cellulaire.

L’activité de la cellule est gérée par les voiegahéliques de la glycolyse, du cycle
des pentoses phosphates, du cycle de Krebs etctki Zpxoglutarate-glutamate-glutamine.
Ces trois cycles du métabolisme sont contrdlésdparprotéines régulatrices. En effet, en
fonction de la composition du milieu de culturedetl’état physiologique de la cellule, trois
protéines vont intervenir : CcpA, CodY et TnrA. Ga®téines de régulation globale sont
capables de controler I'expression de nombreux gesteopérons a partir de signaux
spécifiques intracellulaires et environnementawx. €&emple, la protéine CcpA active de
maniere directe ou indirecte de nombreux geénes éabolisme carboné notamment dans la
glycolyse. Un contrble plus global est accompli fmmprotéine CodY. Elle présente une
action directe sur de nombreux genes du métaboleari®né et azoté, mais également sur
les génes responsables du transport, de la sporukttde I'acquisition de la compétence. La
protéine CodY est tres fréquente chez les bactérms (+) a faible GC % (Sonenshein ,
2007), et c’est le cas po6 pasteuriiqui a un GC % de 39 (Yoaet al, 2001). La protéine
CodY intervient de maniere trés active en se lantADN, cette fixation est facilitée
lorsqu’il y a présence de GTP et/ou de petitesngsad’acides aminés (BCAA). Quant a la
protéine TnrA, son action est indirecte auprésgia®es responsables du métabolisme azoté
notamment sur I'activation de la transcription teéase en condition de stress azoté. Chez
B.subtilis la synthése de l'uréase est intégrée dans ldatému du métabolisme azoté et
carbonaté. Son fonctionnement est étroitement @énfar le besoin global énergétique
(GTP) et nutritif (BCAA) de la cellule (Fishet al, 1999 ; Sonenshein, 2007).
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4.2. L'implication du cycle de la glycolyse.

Lorsque la cellule est en excés de glucoSe, subtilis va le dégrader
préférentiellement jusqu’au pyruvate et a 'ac&gA. Le flux de carbone est ensuite dirigé
vers la synthése de produits tels que I'acétatigciate et I'acétoine. Ces métabolites sont
rejetés en dehors de la cellule dans le micro enagment. Les enzymes responsables de la
fabrication de ces produits de fermentation santudées par I'action de CcpA et CodY dans
un premier temps. En effet, plus le pool d’énergl@mique intracellulaire GTP est
important, moins il est nécessaire de produire’@eetgie chimique. De la méme maniére,
les BCAAs permettent a la protéine régulatrice Cdeyvaluer I'état du pool intracellulaire
en acides aminés. L'ensemble de ces informatiomsiuisent a l'activation des voies de
fermentation. Une fois le glucose disparu dans Idiemy les enzymes (lactate
déshydrogénase, l'acétate kinase et acétoinase)éwen deréprimées pour permettre aux
métabolites de réintégrer la cellule pour poursulercycle complet d’oxydation. Cette levée
d’inhibition est activée par ces mémes protéinegdalation et leurs interactions avec GTP,
BCAA et FBP.

4.3. L'implication du cycle de Krebs.

Le cycle de Krebs possede également son proprensgsie contrdle, activé et régulé
par les mémes protéines régulatrices (CcpA, CcpCoelfy). Ainsi, la production d’acides
tricarboxyliques (TCA) produit par le cycle de Kgebst réprimée en phase de croissance
lorsque le milieu de culture est riche en substratbonés. Ce sont en effet, des cascades de
réactions complexes qui s’opérent, lorsqu’il y auasulation de GTP, d’isoleucine ou bien
de valine dans la cellule.

La concentration de ces acides aminés (Valinesumihe) diminue lorsque la bactérie
se trouve dans un environnement nutritionnel plasvpe, par exemple en fin de phase
exponentielle et au début de la phase stationnaie moment, ’AbrB, une autre protéine
spécifique de regulation entre en action. Elleimer’expression de nombreux genes et par
contre stimule 'action de TnrA. Ceci permet I'aetiion de génes ayant un rdéle dans le
métabolisme azoté (Sonenshein, 2007). C’est notantaecas pour les genes de I'opéron
UreABC(Fisheret al, 1999).

4.4. La régulation a l'intersection des métabolisngecarbone et azote.

La protéine de régulation globale, TnrA, agit serrbmbreuses enzymes au niveau
du carrefour métabolique carbone - azote. Cetersattion métabolique est représentée par
trois enzymes :

1. la glutamate synthétase (GOGAT) qui permet la foionade glutamate a partir

2-cétoglutarate et de 'ammonium,

2. la glutamine synthétase (GS) qui autorise la sw&hiBun autre acide aminé, la
glutamine, elle-méme, synthétisée a partir du ghata et de I'ammonium,

3. la glutamate déshydrogénase (GDH) qui produit dutaghate a partir du 2-

cétoglutarate et du NA

Sont la représentées les principales voies biocjhies de I'assimilation de l'azote
sous sa forme réduite dans la cellule. Le glutareata glutamine sont des acides aminés
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clés, car ils sont donneurs de groupements amiaas bbs réactions de transamination.

Quant au 2-cétoglutarate, c’est un produit interiaiéel du cycle de Krebs qui est aussi a

I'intersection du métabolisme carbone — azotem@éeabolite sert de squelette carboné a de
nombreux autres acides aminés. Il permet de remselg cellule sur le niveau de son pool

azoté.

L’entrée de 'ammonium chel. pasteuriise réalise par une diffusion sous sa forme
ammoniacale. Il integre le métabolisme obligatoeaimvia la glutamate déshydrogénase
(GDH), en effet, les enzymes GOGAT et GS n'ont p&&s détectées chez. pasteurii
(Morsdorf et al, 1989). ChezB. subtilis la protéine régulatrice TnrA réprime l'activité
enzymatique de GOGAT et GS. Cette inhibition dsylathése s’opére en particulier lorsque
les cellules tentent de croitre sur un substratéaddficilement métabolisable. En contre
partie, la TnrA active d’autres genes tels quetiate réductase aveasBC, NasDEFet les
genesureABC(Fisheret al, 1999 ; Sonenshein, 2007). Cette stratégie peanteesouche de
garder I'accés a une source d’'azote. Cette régulgibsitive est stoppée lorsque la teneur en
glutamine intracellulaire est suffisante, car latgiine est I'acide aminé par excellence
donneur de groupes amines. L'état de son pool igameséa protéine CodY sur le besoin de la
cellule en source azoté. Elle inhibe la GOGAT dBlorsque les conditions de culture sont
riches. Cette répression pourrait expliquer I'alssetle GS et de GOGAT ch&z pasteurii
(Morsdorf et Kaltwasser,1989).

Lorsqu’il y a appauvrissement de la source de csbootamment du glucose,
I'enzyme (GDH) régulée par une protéine régulatspécifigue, RocR, permet de convertir
le glutamate en 2-oxoglutarate ce qui autorisesdbisynthése de nhombreux acides aminés.
Or, le genaocG (GDH) qui est situé en amont de I'opérmtABC, est impliqué dans le
métabolisme de 'ornithine et de la prolineedit, par ailleurs, co-régulé par 'opémacABC
en une action commune de RocR et de I'ornithinexQ@omoteurs permettent la régulation
de ces opérons. Le premier qui est en amont du @ena et en aval deoc G, nécessite la
présence de la protéine RocR et de l'ornithine msurer une forte transcription et une
inhibition de la glutamate synthétase (GS). Partreotorsque I'ornithine est absente, le
second promoteur qui est en amont du gee6, permet d’assurer la transcription du gene
Roc G mais elle est faible et de type constitutif.

La seconde régulation de l'entrée de l'azote dansellule intervient dans des
conditions de milieu riche avec présence de gludogesource carbonée permet la synthése
du pool de FBP. Ce métabolite prévient la protaidgulatrice CcpA qu’il y a un stock
suffisant de molécules carbonées. Cette dernieralees inhiber l'action de RocR en
réprimant I'expression du gem®cR L'inhibition de cette enzyme empéche la formatitan
2-oxoglutarate et d’autres acides aminés, caroitg 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 toujoutstasantes, la protéine régulatrice
CodY est également associée a la régulation glatalBazote dans la cellule. Elle a été
identifiee comme ayant une action de répressiof’expression des génes du métabolisme
azoté (BACC, histidine, arginine), sur les tranggans d’acides aminés, peptides, sucres et
sur le geneureABC (Sonenshein, 2007). Cette protéine gere ausscd®xe glucose en
activant les voies métaboliques de décongestiest-a-dire, les voies de la fermentation et
de la synthese de la guanine. La répression @teerne I'assimilation des acides aminés ou
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plus exactement une sélection des acides amin&ssaes au cours de la croissance. En
effet, lorsque les milieux de culture sont richiescellule par l'intermédiaire de CodY va
effectuer un choix d’assimilation des acides aninfgssi durant la phase de croissance
exponentielle l'arginine, la glycine et la prolirsont privilégiées. La phase stationnaire
favorise elle, I'assimilation de l'isoleucine, da thréonine et de la valine (Fishet al.,
1999).

En synthése, la clé de la régulation entre leferdifites voies métaboliques repose
sur la notion de pools de métabolites ou d’énef@i€P). lls indiquent I'état physiologique
de la cellule. Le pool des acides aminés peutrépaisenté par des petites chaines d’acides
aminés appelé BCAAs. Elles sont codées par 4 giwas IlvD, IlvBHI et LeuABCDet
régulées de la maniére suivante :

1. CodY inhibellvA,
2. CodY et CcpA travaillent ensemble pour réprimer amiiver les genes
responsables

des enzymes clés lors d’'un exces de carbone,

3. CodY et CcpA travaillent de maniere antagonistenga la biosynthese de
BCAAS,
4. TnrA est inhibée dans le cas d'un exces de carlbnactive en cas de

carence d'azote.

La synthése de BCAA nécessite quatre acides amiadpartate, la thréonine la
valine et l'isoleucine. Cette voie de bio synthéseau carrefour d’autres voies telles que les
acides céto isovalériques qui sont les précurseurs ddssgras, les acides pantothéniques
et les coenzymes. Ce pool de BCAA est a son maxitousque les milieux de culture sont
riches. Dans ces conditions d’abondance, CodY éhabsynthése de BCAAs au niveau du
genellvB, les pools BCAAs, GTP et ATP renforcent I'actiom @odY pour favoriser le flux
de carbone vers le métabolisme de fermentation.cBaire, lorsque la qualité du milieu
diminue, avec une carence en source d'azote, lthésm des protéines ne peut plus se
réaliser convenablement. En effet, au cours deatastription, I'apparition d’'un ARNt sans
acide aminé, bloque le site A du ribosome. Ce @®ice enclenche la fixation d’une protéine
sur le ribosome et provoque la synthése de ppp@pde ppGpp pour finalement bloquer la
transcription de nombreux genes. De maniere coneaisi le pool énergétique (GTP)
diminue. L'ensemble de ces processus favorise m@auroies métaboliques, notamment
I'induction de la synthése de l'uréase au nivealgéoeUreABC a 'aide de la protéine de
régulation globale TnrA. Ces mécanismes se dérbudteaque les conditions deviennent
défavorables pour la croissance.

En milieu carencé en azote, la synthése de Ginfhbitée et sa répression se fait
donc moins forte sur TnrA. Ceci lui permet de seeffide nouveau sur les séquences
spécifiqgues de régulation TnrA/GInR qui contrOlésg voies alternatives d’assimilation de
I'azote, comme le catabolisme des purines. Ce ahemiindirectement stimuler la synthese
de l'uréase (Cruz-Ramos, 1997 ; Fiskeml, 1999). De plus, en condition de stress azoté,
PucR, une protéine de régulation spécifique deoi@ catabolique des purines rentre en
action (Brandenburegt al, 2002). Elle permet la stimulation de la synthésd'uréase car,
les différentes étapes du catabolisme des purieeegitent la dégradation de l'alanine vers
'urée en passant par l'allantoine. La dégradatienl’'urée nécessite I'activation du gene
UreABCau niveau du promoteur P3 de ce géne par la pptégulatrice PucR. Elle permet
a la cellule de se procurer une source d’azote fmuse d’ammonium. (Schultz, 2001 ;
Beier, 2002). Le promoteur P3 possede deux ségsendarA/GInNR box
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(5 TGTNAN7TNACA-3’) sur lesquelles peuvent se fixénrA et la protéine GInR ; entre
ces deux séquences, PucR améliore I'accroche deufasigma (Gucet al, 2007). Ainsi
donc, I'expression de la synthése de l'uréasamstiorée lors d’'une carence en azote, par
un effet de coopération entre les protéines pucRnefA (Brandenburget al, 2002). Par
contre, en exces d'azote, l'interaction directereedinrA et GInR empéche toute ouverture
vers des voies alternatives d’assimilation de kaznotamment par le biais de l'uréase
(Schultzet al.,2001 ; Beieet al, 2002).

Cette régulation positive de I'opérodreABC via le promoteur P3 est donc

grandement améliorée durant la fin de phase expefienet au début de la phase
stationnaire lorsque la source d’azote vient a mangt I'action de GInR limitée.

45



Chapitre Ill. Matériels et Méthodes

V.LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES SUR LA CRISTALLOG RAPHIE
DU CARBONATE DE CALCIUM.

1. La nucléation et la croissance cristalline du arbonate de calcium en
condition abiotique.

1.1. Considérations générales

La précipitation du carbonate de calcium est deuntréle de 4 grands facteurs
physico chimiques : (i) la concentration en ions’Cdans I'environnement, (i) la quantité
de carbone inorganique dissous (DIC), (iii) le gelvé et (iv) la disponibilité des sites de
nucléation et leur nature. En effet, la croissgmaeexemple, d'un cristal de carbonate de
calcium, est conditionnée d'une part, par le fpansdes ions (CA" et CQ ) vers sa
surface et d’autre part, par les réactions quigvent avoir avec elle (adsorption, échanges
d’ions, convection) (Sigg eal., 2006). Ces mécanismes sont les principaux facteurs
limitants de la croissance cristalline. Au niveau tlansport ionique, il s’établit un
équilibre d'interface entre le liquide qui appdss ions et la surface du cristal.

La vitesse de croissance est donc directemengliégat d’agitation des liquides
environnant le cristal. Habituellement dans l'eamimement, la vitesse de croissance
cristalline est limitée essentiellement par la sg& des réactions de surface car elle est
extrémement faible. C’est donc, au niveau du résg@tallin que se déterminent les
vitesses de fixation ou de dissolution des cristdies réactions peuvent étre quantifiees
par la mesure de la sursaturation du milieudui obéit a la loi suivante :

( )= (C&): (CO2))/Kso [n°6]
()= ((C&") (HCOs?)(HCOs™Mt /Kso K Ko '[n°7]

ou Kso est le produit de solubilité de Cafzk et K; les constantes d’acidité de®D; et
() les activités effectives au temps t [M] (Stumnd &Morgan, 1996 ; Sigg ai., 2006).

La vitesse de croissance cristalline dépend deuldace disponible et de la
concentration des ions concernés. Ainsi, la craissase fait en couche mononucléaire
lorsque la sursaturation est faible. Par contte,esdt polynucléaire lorsque la sursaturation
est élevée ; c’est-a-dire, qu'il y a apparitionrdmiveaux sites de nucléation avant méme
que la croissance cristalline précédente ne reedotalement la surface du cristal

1.2. La nucléation du carbonate de calcium.

Les sites de nucléation sont des surfaces quiitemrles liaisons potentielles entre
les ions calcium et les ions carbonates. Ces ssfpeuvent étre des arétes ou des défauts
du cristal en croissance ou bien de la matiere migga. La premiere étape de la
cristallisation du carbonate de calcium est la ftfon d’'un nucléus ou germe. Le nucléus
est un ensemble de quelques atomes de calciumcerienate plus ou moins organisés en
un réseau cristallin. Dans le cas du carbonateatidum, il peut se constituer a pression
atmosphérique et a des températures compatibles lavevie. La surface peut étre
homogene ou hétérogene selon les conditions daugidies se forment les nucléus.
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Lorsque ceux-ci s’assemblent sur une surface &rarnde composition différente), elle est
dite hétérogene. Ce phénomene estdoésant dans I'environnement et peut—étre initié a
partir d’'une substance organique (Mitchell et FerrR2006 ). Par contre, une nucléation
homogéene se produit lorsque la solution est hommgsans particules, en condition de
fortes sursaturations (= 10). Ceci est possible lorsque des cristaugatligte deviennent
eux méme de nouveaux sites de nucléation. La riaéaomogene nécessite la formation
d’'un germe qui se construit de facon aléatoireamttfon du mouvement brownien et de
I'énergie d’interface. Le volume du germe est défar la formule suivante :

Gv= 4/3 r*x Gv/Vm, [n°8]

ou Vm est le volume molaire, soiGv =4 r? avec la tension inter faciale.

Il'y a compétition entre Gs et Gv ce qui donne la formuleGn = Gs - Gv. Le
passage par un maximum quand la dérivée@e/r s’annule donne alors le rayon critique
rc =2 vm/ Gv. Ce point correspond a un niveau d’énergie atbn de la nucléation
homogene notéGce. Ainsi, la formation d’'un germe est stable quae rc.

Les interfaces favorisent les échanges de coordmantre les ions calcium et les
ions carbonates pour former un noyau stable (Sigd.,€2000). La structure des surfaces
cristallines sert de catalyseur et facilite 'agement des ions et ceci d’autant plus efficace
lorsque les ions sont similaires aux cristaux famées ions du cristal sont donc absorbés
spécifiguement. Ceci est d0 au fait que I'énenfiieInécessaire a la nucléation d’un cristal
est contrélée thermodynamiquement par I'énergie Ide la solution et celle de l'interface
correspondant a la phase solide. Cette dernierplestfaible lorsqu’il s’agit du méme
cristal forme.

1.3. La cinétique de la croissance du carbonate d@alcium.

La vitesse de précipitation ou vitesse de croissapeut étre exprimée par
I’équation suivante :
R=d[CaCO;] =d[Ca®*'] [n°9]
dt dt

Ceci signifie que la réaction est d'une part prtipanelle a la surface du noyau de calcite,
c'est-a-dire au nombre de sites actifs de croigsandrement dit, a la surface du cristal en
croissance et d’autre part & la concentration degaes (HCO;, HCO;, COs%, C&Y)
participant a la formation de la calcite

K
—

4_
K’

Ca®" +HCO; CaCQgy+H" R

Ca?* + C023 — Cac@(s) R
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La vitesse totale déduite est darR tot = R; + R, +R3avec:

Ri= ky[Ca?" ] [HCO 3]k [H], [n°10]
R,= k [Ca** ] [HCO 3]k >, [n°11]
Rs= ks [Ca®"] [HCO3)%-k 3[H, CO4). [n°12]

Les valeurs ks’expriment en cide surface de calcite par tule solution. Si la
croissance est suffisamment éloignée de I'équililereééaction inverse peut étre négligée.
La réaction devient :

Riot= k1 [Ca®*] [HCO3] + ko [Ca®*] [COs] + ks [Ca®] [HCOs] [n°13]

Or, I'’équation R n’est significative que lorsqu’il y a sursaturatidans une eau a
pH faible. Elle peut étre négligée dans le proagel®io minéralisation et I'’équation de la
vitesse totale devient :

Riot= ki [Ca®*] [HCO3] + ko [Ca®] [CO5?] [n°14]

Ces constantes sont dépendantes de la tempéraaures,(2003) ainsi la constante
de précipitation de la calcite est de 0.17 umgdert/a 10° C et passe a 0.16 pumole/l/jour a
20° C.

1.4. La formation du carbonate de calcium

Il existe six formes différentes de carbonate deiwa, le carbonate de calcium
amorphe (CCA), les carbonates de calcium hydratésne le carbonate de calcium
hexahydraté et monohydraté (vatérite) et les forams/dres de carbonate de calcium que
sont I'aragonite et la calcite.

Le carbonate de calcium (Cag)@st un cristal polymorphe et ses trois principale
formes (aragonite, calcite et vatérite) ont desdyies différentes. Ces cristaux ont donc
des compositions chimiques identiques mais destates cristallines différentes. Ainsi, la
calcite qui posséde une structure de type rhomimpésithermodynamiquement entre 0 et
90° C a la pression atmosphérique, est plus stpiddes autres types de cristaux comme
I'aragonite (orthorhombique) et la vatérite (hexage). Les arrangements moléculaires
des cristaux régissent leurs propriétés physicorchies, telles que la réfringence, la
dureté et la solubilité. Ainsi, la vatérite est anistal de carbonate de calcium métastable.
Elle subit des réarrangements pour se stabilisecadsite sans passer par la formation
d’aragonite, cette derniere étant elle aussi unedoinstable bien que dans une moindre
mesure. Ainsi, les cristaux de carbonates de caltés plus abondants sur la planéte sont
de type calcite et aragonite, ceci étant dépendareur solubilité. En effet la formation
des carbonates de calcium et leur maintien dépemdecoefficient de solubilité. Il ne peut
étre déterminé que sur les cristaux les plus staldecalcite et I'aragonite. Leur solubilité
est determinée par Kg (mole par unité de surface) d’aprés la formuigasnte :

Ln KsO¢) = Ln KsOp-=0) + ((2 A)/(3RT)), [n°15]
avec Ln Ks@ la solubilité a I'équilibre avec une surface madadle A = 0, I'énergie
d'interface solide/liquide (0.096 joules R la constante des gaz parfaits et T la

température en Kelvin (Mitchell et Ferris, 2006)ecC signifie que la vitesse de la
précipitation de CaCgest une fonction du diamétre du cristal. Ainsi ¢estaux deplus
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petites tailles auront une énergie libre de surfdas €levée que les gros cristaux ce qui les
rend donc moins stables et donc plus solubles.

La précipitation du carbonate de calcium provogés don début, la formation
concomitante de deux phases, 'une amorphe etréasblide. La structure amorphe
(hydroxyde de calcium, CCA) s’organise progressieetren structures cristallines telles
que la vatérite, I'aragonite et la calcite de pars plus stables et de moins en moins
solubles (Clifford et Chen, 1995 ; Kabasciatt 1996 ;Abdel etal., 2002, Nehrke edl.,
2006). Cette transformation, a 20-25° C sous uesgwn d’'une atmosphére peut prendre
de 6 a 10 heures. Il est courant en fonction deslitons de précipitation d’obtenir de
cristaux de vatérite ayant des morphologies agrégatpar exemple framboides, avant de
devenir de la calcite rhomboédrique. L’aragonité e®ins courante que la calcite,
puisqu’elle possede un produit de solubilité phible. (Gutjahr eal., 1996 ; Nehrke edl.,
2006).

1.5. Les facteurs influant sur le couple nucléatioginétique dans la
formation de cristaux de carbonate de calcium

Le couple « nucléation-cinétique » est le motdaila formation des cristaux et de
leur morphologie. Ainsi, les conditions environnertades qui contrdlent I'un ou l'autre de
ces parametres favorisent-elles I'apparition deistaarx ainsi qu’'une multitude de
morphologies. Ainsi, plus l'indice de sursaturati(® ou ) sera élevé, plus nombreux
seront les sites de nucléation et plus grandelaetitesse de croissance cristalline. En effet
la croissance cristalline est lieée au nombre dessictifs a la surface des cristaux en
croissance. Le ratio entre le taux de nucléatida eitesse de croissance permet de déduire
la taille et le nombre de cristaux (Clifford et @h&995 ).

Les forts indices de sursaturation permettront damétion de cristaux plus
nombreux et de plus petites tailles. Cette relatmtre la nucléation et la croissance
cristalline a été étudiée dans le cadre de la sgetldes nano particules de calcite, les
cristaux de petites tailles, en inhibant la craisgacristalline (Aizenberg &l., 2000 ; Lin
etal., 2002).

D’aprés Abdel-Aal et al. (2003), les conditionssigsaturation sont déterminantes
pour la nucléation et la croissance, I'adhésiorlaemorphologie. En effet, lorsque la
nucléation apparait en solution sursaturée, lessuasit décrivent trois séquences
d’événements. La premiére séquence rassemble deinements, la formation d'un
nucleus de carbonate de calcium amorphe (CCA) atigimultanément sa transformation
en vatérite et en calcite. C’est durant cette plysel’adhésion sur le nucléus initial, de
nouveaux cristaux, se réalise sans que l'indicsulgaturation ne baisse significativement.
Ces cristaux amorphes sont au début de petitesndiores, inférieures ou égales a 1 pum
pour atteindre 10 um. A la fin de la premiere ségeeils se transforment en vatérite (62
%) et en calcite (38 %) en quelques dizaines deitedn La seconde séquence est marquée
par une chute de l'indice de sursaturation et p&raugmentation de la masse des cristaux
de calcite. Il y a en effet un réarrangement dtistale la vatérite en calcite. Cette
transformation peut prendre quelques minutes agqgeslheures (6 heures). La fin de cette
phase est marquée par une deuxieme chute de Eideisaturatian

La troisieme séquence commence lorsque la vatritemplétement disparu. Les
cristaux sphériques disparaissent au profit desqueb. Il n’y a plus de formation de
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cristaux d’'aragonite. En effet, son taux de craissaaugmente moins rapidement que celui
de la calcite. Il peut y avoir dans les conditiolessursaturation ou S-1 = 0 un phénomeéne
de dissolution de I'aragonite pendant que la @lointinue a croitre (Gutjahr &, 1996).

De plus, d’aprés Domingo et al. (2004), la pressitmosphérique (1 bar ou “B&), qui
peut étre considérée comme une faible pressidas éémpératures ambiantes (T = 25° C),
a partir d’'une solution d’hydroxyde de calcium awecratio (CQ* / Ca** 1), favorisent
d’'une part, les cristaux de calcite et d’autre ,paménent a I'apparition de cristaux plus
volumineux que ceux obtenus a des températureded pressions élevées.

D’aprés Abdel-Aal etal., (2002), Iimpact de la dynamique des fluides est
importante sur les processus de nucléation et dissance cristalline. Ainsi en milieu
agité, il y a en général une diminution de la naitén et de I'efficacité de la croissance.
Ces phénomeénes sont accentués lorsque les coricgrgran calcium augmentent. Par
contre, certaines zones dans un environnement dgnamsont propices a la calcification,
car elles sont soumises a de plus faibles agiwtioe qui favorise I'adhésion et la
croissance cristalline. En effet, le maximum deifiahtion a été obtenu lorsque le flux est
perpendiculaire a la surface de I'obstacle au nivis angles du support. Cette tendance a
été également observée avec du sable au cours iijgeion en flux continu. En effet,
selon Stedtfield (2003) ; Stoner et al. (2005)dkite précipite plus favorablement derriére
les obstacles en raison de moindres turbulencdaie¢ plus grande disponibilité en ions.
L’accessibilité et la disponibilité des ions en il poreux est le facteur limitant de la
croissance cristalline. L'espace poreux détermioecdnon seulement leur volume mais
aussi leur nombre.

La nucléation et la croissance peuvent étre inlibpar la présence d’ions
interférents (M§", SF*, Fe*, CU*, zn™* et NH,") (Sohnel etal., 1990 ; Gutjahr eal.,
1996 ; Lebron et Suarez, 1996 ; Zhang et Dawe, 20@9ri etal., 2003). Une étude de
Parsiegla et Dawe (2000) montre I'action inhibérides ions CU, sur la nucléation et la
croissance cristalline dans les conditions de suraon. Elle ne correspond pas a une
simple fonction de la quantité totale de cuivredion cuivre dissous, mais plutét a la
formation de complexes bi ou tri nucléaires de @uiiyui peut apparaitre en condition de
sursaturation avec des pH entre 8 et 9. Il se fpamsi, des complexes d’hydroxydes de
cuivre ou de carbonate. Ces derniers sont lesabéeg responsables de I'inhibition de la
croissance cristalline du carbonate de calcium.ptécipitation passe d’'une croissance
cristalline en forme de couche, pour devenir ersgmée de cuivre une croissance dominée
par des réactions de nucléations.

Les phénomenes d'inhibition apparaissent égaleneen présence de molécules
organiques et des parois cellulaires. Leur prermaetmn est de chélater les ions calcium et
donc de réduire la concentration en ioné'@ade ce fait leur disponibilité pour la croissanc
cristalline. Ce phénomene est capital lorsque tasentrations en sels de calciums sont
faibles (Ehrlich e#l., 1999 ; Friis et al ., 2003).

L’introduction d’ions ammonium dans le milieu fais® localement des zones
super saturées et a pH élevé. Ces parameétres sentdwa la formation de nucléus
favorables a la croissance de cristaux de typeita#n une organisation en agrégats. Ces
conditions inhibent la transformation de vatérite @lcite. En effet, I'effet du pH est
directement responsable de la spéciation et desefochimiques des carbonates. A ce pH
élevé (10) et en sursaturation, c’est la formatleria vatérite qui est favorisée car ce sont
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les ions C@ qui sont majoritaires. Par contre, lorsque le jidinue pour atteindre 8, la
nucléation favorise les ions HGOqui permettent des réarrangements pour former
préférentiellement une structure cristalline rhoédrogue.

Les effets de la température sont liés de maniesatipe sur les processus de
nucléation et de cinétique cristalline en accorelcde diagramme pression-température. En
effet la cinétiqgue de précipitation du carbonate acdcium est proportionnelle a
'augmentation de la température. Ceci a été &sifir une gamme de température entre 10
et 50° C en présence de solution contenant erfirg 2t 90 g /I de calcium (Nemati &it,
2005 ; Mitchell et Ferris, 2006 ).

2. L'influence de la matiére organique sur la morplologie du carbonate de
calcium.

De tres nombreuses études montrent I'influencexgedsence de matiére organique
lors de la croissance cristalline du carbonate aleilan en conditions abiotiques, et en
particulier sur la morphologie des cristaux. D'apfeerris (2006), c’est non seulement la
matiére organique de trés petite taille sous fodissoute (<10 KDa) qui est impliquée,
mais aussi dans une moindre mesure, la matieranigiga particulaire comme la surface
d’'une bactérie. En effet, les macromolécules, Blédatoncentration (0.1 a 0.5 % du poids
du biominéral) influencent grandement la croissarristalline (Xie efal., 2005). Au-dela,

il peut y avoir empoisonnement du mécanisme cadaigt de cristallisation. Ces
macromolécules diminuent le taux de précipitatianailles se complexent avec des cations
en réduisant ainsi leurs concentrations (Kitandlebd, 1965 ; Meldrum et Hyde, 2001 ;
Bosak etal., 2004 ; Bosak et Newman, 2005). La présence deereatrganique peut selon
Ferris (2003) réduire d’'un facteur deux la vitedserécipitation.

Ainsi, des cristaux aux morphologies complexes, mendes rhomboedres avec des
« effets de marche » ont été obtenus et observgsésence de Cagld’'urée et d'uréase
purifiée (Sondi et Matijevic, 2001). Il s’agit lauhe production biologique. L’influence de
la surface protéique de l'uréase purifiée de Stepais et de Canavalia ensiformis, a été
étudiée de maniéere plus approfondie. La differeamtee ces deux enzymes provient de leur
structure primaire qui ne présente pas la mémeuteee acide aspartique et en acide
glutamique. La structure tertiaire ne sera donclpaséme. Ainsi, I'uréase purifiée de S.
pasteurii favorise la précipitation de la vatémters que la calcite est dominante avec
'enzyme de Canavalia ensiformis. L'uréase de Stepaii qui présente une structure tri
dimensionnelle plus complexe permet des interastjgns grandes avec ces deux acides
aminés largement présents a la surface de cetyenenz

D’autres observations ont montré que l'acide agpast et I'acide glutamique
contrdlent directement la formation des cristauwaerite. Les ions calcium interagissent
fortement avec les groupements carboxyligues deacedes aminés pour former des
complexes multiples. Ceux-ci pilotent la formatida cristaux polymorphes (Samata et
Venus, 1998 ; Tong efl.,, 2004). D'autres acides aminés semblent étre égaiem
impliqués dans le contrdole de nucléation et deseroice cristalline. D’apres Xie et al.
(2005), un mélange d’acide aminé (Cystéine, tymsatide aspartique et lysine) avec un
rapport Ca"/Mg"" variant de 1 a 4, conduit a la formation d’'un magié qui guide la
précipitation du CaC@en vatérite, aragonite et calcite. Les auteurs abtenu une
sphérisation des particules de carbonate de calemirfonction de la nature des acides
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aminés. Ainsi, la cystéine semble avoir peu dimipsgr la structure et donne des
carbonates de calcium sous forme de cristaux dgtecala tyrosine quant a elle, ceuvre
vers une légere sphérisation des cristaux. Ce phéme est accentué en présence d’acide
aspartique et surtout de lysine.

La bio minéralisation est contrélée et stabilisée fla présence d’acides aminés.
Leur proportion est variable selon qu’il s’agit dalcite ou de vatérite. La cystéine n’est
pas incorporée systématiqguement dans la calcitanQa la tyrosine, elle est incorporée
aussi bien dans les cristaux de vatérite et détealcacide aspartique est lui présent dans
80 % des cas dans la vatérite et lysine dans 95% .

Une multitude de morphologies différentes en caleiten aragonite ont également
pu étre obtenues en présence d’additifs tels guéoles magnésium, I'acide malique ou
citrigue. Des formes de cristaux aussi diversesdpsgerhomboedres, des doubles fagots,
des écailles triangulaires et des phénomenes djatjpé@ ont été observées. Cette matiere
organique favorise les bonnes liaisons électragta et permet une complémentarité
structurale et stéréochimique. En effet, les academeés proposent des sites de nucléations
au calcium et abaissent les énergies d’activatida €t al., 2004).C’est le résultat d’'une
alternance de mécanismes d’absorption sur certandaces du cristal provoquant des
inhibitions de la croissance et nucléation. Ces amémes extrémement spécifiques
favorisent I'élongation de certaines faces dans dinection donnée (Meldrum et Hyde,
2001). L’élongation des cristaux peut étre con&dfgar la structure secondaire des
protéines, telles que les hélicas Elles vont se fixer préférentiellement sur une de
surfaces des cristaux et permettent une croissanasirectionnelle du cristal en lui
donnant une forme « d’accordéon ».

En 2000, Aizenberg a montré qu’il est possible datler la précipitation du
carbonate de calcium en créant des microenvironnengel’aide d’empreintes produisant
des régions favorables ou défavorables a la nimiéat, cela a l'aide de deux types de
macromolécules. Le premier type possede a sonneixér@les groupes carboxyliques et
donc une forte charge négative, propice a la ntickka Le second groupe de
macromolécules est lui porteur de fonction méth@e. contréle simultané du micro
environnement et de la nanostructure des sitesudiation permet de manipuler des
gradients de concentration proches de l'interf&es phénomenes sont rendus possibles
par la présence de matiére organique durant leegsas de nucléation et de croissance

cristalline (Addadi eal., 2003).

L’occurrence élevée de cristaux de vatérite egirsnante car la vatérite est stable
seulement aux températures inférieures a 10° C soesatmosphére (Albright etl.,
1971). La formation et la stabilisation de la vi#esont indissociables de la présence
biologique. En effet, la production de vatérite &storisée notamment en présence de
polyméres de polysaccharides telle la chitine.eCellpossede une polarité qui permet des
interactions avec les ions calcium. La cinétiquedipitation dans le cas de la chitine est
d’ordre 2. Ceci suggere un processus contrélé gantecanismes de diffusion.

D’autres polymeres de sucres tel que l'aciden@dgie possedent la propriété de
diminuer fortement I'action des ions Mau profit des ions C&. Ce polymére joue ainsi,
un réle actif comme trame de la cristallisation ldecalcite. Il oriente la croissance
cristalline et donc la morphologie des cristauxloBeWei et al. (2007) l'utilisation
séquentielle d’additifs organiques permettrait deeux contrbéler la nucléation et la
croissance.
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Ces expériences conduisent a établir un schémarajéaés différents facteurs
contrdlant la cristallisation polymorphique desstaux de carbonate de calcium (Kitamura
et Hara., 2007).

3. La capacité a précipiter le carbonate de calcium az Sporosarcina pasteurii.

3.1 De l'hydrolyse de l'urée a la précipitation du cartonate de
calcium.

L'urée en présence de S.pasteurii pénétre la eefpalr diffusion pour y étre
hydrolysée. Les ions Nf s’accumulent et se dirigent vers la voie assimigabu bien
sont expulsés a l'aide de transporteurs transmerabes actifs par I'ATPase 'HNH,;"
hors de la cellule (Jahns, 1996). La diffusion 'denimonium hors de la cellule se réalise
sous la forme de molécules d’ammoniaque. Elles ceiaclent dans le micro
environnement pour former une enveloppe alcalisanteur de la bactérie (plgau+ /nh3 =
9.2) (Jahns, 1996, Stocks-Fisheakt1999).

Les ions bicarbonates et carbonates produits lerd’hydrolyse de l'urée sont
expulsés de la bactérie a l'aide de transporteurbien diffusent sous la forme de €0
dissous (Mobley et Hausinger, 1989 ; Ferris, 20Q&s ions ammonium et carbonate
constituent les ions majoritaires du microenviraneat de S. pasteurii, leur accumulation
conduit a une sursaturation localisée. La prédipitadu carbonate calcium est alors
fortement favorisée par les nombreux sites de atiole présents sur la membrane
bactérienne.

D’aprés Bang et al (2001) le processus peut-éatdaie la maniére suivante :

Ca”+cellule ____,  cellule-CH (R)
[n°16]

si la source de calcium est CaGllors :

Cl'+ HCO3 + NH; «———» Nb&CI + CO3%(Ry)
[n°17]

en présence de cellule bactérienne :

Cellule- C&* + CO;* — Cellule-CaC® (R3)
[n°18]

La réaction en réalité libere un proton :

Ca®*+HCOy —* CaCer H* (Ra)
[n°19]

Les protons libérés dans la réaction n°4 vontravois répercussions. La premiéere est une

diminution du pH dans le microenvironnement. Cestidil au fait, qu’au fur et a mesure
que la précipitation du CaG@e produit, les ions carbonates sont retirés diesye et des
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réactions de ré-équilibrage favorisent la réacti8h dans le sens de la formation des
carbonates.

HCOj3 — Cg— +H" (Rs)
[n°20]

La chute du pH encourage le ré-équilibrage du eupH,'/NH; dans le sens de la
formation d’ammonium.

[n°]21 s+ H - (7
nO

La baisse du pH vers un pH de 8 conduit a renfdecgradient de protons de la cellule et
donc la synthese d’ATP. S. pasteurii présente aimaopn d’affinité pour l'uréase a pH 8-
8.5. Cette propriété enzymatique chez ce microrosgae confirme sa capacité a induire la
précipitation du carbonate (Stocks-Fishealet1999). Ainsi, en présence de S. pasteurii, la
vitesse de croissance cristalline est augmenté&e sstlubilité des cristaux de carbonate de
calcium est plus faible (Mitchell et Ferris, 2006).

3.2 L'ion ammonium Influence de la concentration en catium et
urée
sur la bio précipitation.

Des études (Nemati et Voordouw, 2003 ; Ferris, 2608ta etal., 2004 ; Nemati et
al., 2005) ont montré qu’'avec des solutions calcifiardenstituées d'un mélange CaCl
urée, a 20° C ne permettaient pas d’obtenir 1009gditblyse de I'urée, contrairement aux
solutions sans calcium. Un effet inhibiteur du eait ou du carbonate de calcium semble
réduire le taux de d’hydrolyse. Ce taux d’hydrolgst moins affaibli, lorsque les cellules
ou I'enzyme pure de S. pasteurii sont dans undluxlans 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 précipitatiarivent une relation positive avec la
température, notamment entre 10 et 20° C. Aingiieau de sursaturation critique est
obtenu plus rapidement a 20° C. Par contre, ilemelde pas y avoir de différence quand la
bio précipitation se fait entre 20 et 30° C (Feetial., 2003). L'effet de 'augmentation de
la température peut étre compensé par un acconoésgale la concentration en enzyme. En
effet, des résultats équivalents a la perte de @alitité ont pu étre obtenus avec 0.03 g/l &
30° C et 0.1 g/l a 20° C (Némati et Voordouw, 2003)

3.4. La bio précipitation avec S. pasteurii en miéu poreux.
Il existe naturellement du sable consolidé par aledlcite (Saxena et Lastrico,

1978). L'efficacité de cette précipitation de cadciest largement contrblée par les
caractéristiques environnementales. Il peut y adaux meécanismes, en premier, les
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conditions sursaturantes avec du carbonate deunalcen second lieu, les échanges
iloniques d’interface grains de silice-eau (Ismailak, 1999). A cela s’ajoute un grand
nombre de facteurs qui peuvent accélérer ou inhéprécipitation, tels que la chimie du
systéme poreux (teneur en ion calcium et carbonlaagxture du sol, sa composition, sa
stabilité, sa permeéabilité et la présence de hast¢Molenaar et Venmans, 1993 ; Hall et
al., 2004 ; Mozley et Davis, 2005).

La bio précipitation de carbonate de calcium dépagalement du diametre du pore
et de celui des bactéries (Madigan et MartinkdQ30En effet, le diamétre usuel des
bactéries est entre 0.3 et 3 um ce qui d’apreshiditet Santamarina (2005) rend possible
I'injection en milieu poreux. Les auteurs soulighanssi que les micro-organismes sont les
lieux de nucléation et de croissance cristallihpelt y avoir une augmentation de volume
d’'un facteur de 20. Ce phénomene pourrait étre ii;npl le micro-organisme est capable
de s’agréger, comme Mixococcus xanthus et contrané a S. pasteurii. Ceci pourrait
produire des obstructions de la porosité et rédu@galement le ratio surface/volume,
important pour I'assimilation de I'urée (DeJongaét 2006).

La bio précipitation de carbonate de calcium aipae I'uréase de S. pasteurii
purifice a été utilisée par Nemati et Voordouw @O0@our réduire la porosité. La
perméabilité a pu étre réduite jusqu'a 98 % ave8 @/I d'uréase, dans une colonne de
sable apres deux injections de volume de pore deti@o calcifiante. Une étude
complémentaire qui compare l'utilisation de I'enzympure avec celle d’'une bactérie
proche de P. vulgaris, montre une perte de pernitéathe 65 et 62 %, respectivement. Par
contre, il semble que la quantité du carbonatead@uwmn précipité soit moins élevée que
celle produite par de I'enzyme libre. Cela est idi$ probablement aux effets inhibiteurs
des fortes concentrations des solutions d’uréefloal¢36 et 90 g/l) (Nemati «l., 2005).
Selon Nemati et Voordouw (2003) a partir d’'une a@ie concentration d’urée-calcium, il
n'y a plus de proportionnalité entre le carbonaealcium précipité et la diminution de la
perméabilité. En effet, les cellules bactérienmeprésence, par exemple de 0.25 M d’'urée
et de 0.34 M de Caglnécessitent une phase d’adaptation allant jusgueacentaine
d’heures avant d’hydrolyser I'urée et d’atteindretaux d’hydrolyse final autour de 70 %
et un taux de précipitation de 53 % ( Nematiakf 2005). Cet effet plateau avait été
également observé avec S. pasteurii par Barg.e(2001) lorsque la bio précipitation
utilise moins de 1Dcellules/ml. Au dessus de ce nombre, la quanttéatbonate de
calcium biologiguement précipité semble étre dewmwnt liée a la concentration en
cellules. Ces résultats sont en accord avec lgf&tle calcium ne s’accumule pas dans les
cellules (Silver etal., 1975) et que les surfaces des bactéries sonttadéarsites de
nucléation (Ferris eal., 1986, 1987). En effet, Socks-Fisher et al. (199%) mesuré le
taux d’hydrolyse (R) et le taux de précipitation du carbonate de waic{yi) en fonction
de la concentration en calcium (de 12.6 & 50.4 mdr 16 cellules/ml. Les résultats ont
montré que (i) et (K') n'évoluaient quasiment pas en fonction de la eatration de
calcium, avec 0.11 hpour la production d’ammonium et 0.75 bour la production de
CaCQ. Ces deux parametres semblent évoluer indépendainfiome de I'autre. Par contre,
lorsque c’est le nombre de cellules de S. pasteuiiaugmente de @G 1Gcellules/ml,
alors, le taux d’hydrolyse spécifique diminue, passie 100 mMNg/h/1& cellules/ml &
approximativement & 50 mMNHh/10 cellules/ml. Cela provoque la chute du taux
spécifiqgue de précipitation du Cag@t est di au fait que les cellules sont des sites
nucléation et de croissance cristalline potentiéess phénomeénes vont réduire la diffusion
de l'urée a travers la membrane et par conséquentaix spécifique d’hydrolyse. Un
autre phénomene qui diminue également le taux ddtyse des bactéries ou de I'enzyme a
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pu étre mis en évidence chez S. pasteurii. Il s@gi’immobilisation de 'enzyme ou de la
bactérie sur un support qui entraine une rédudties surfaces de contact et donc des
échanges avec son environnement. Par conséqudatixiel’hydrolyse diminue (Bang et
Ramakrishnan, 2001, Nemati et Voordouw, 2003, Neetai., 2005).

L'utilisation de S. pasteurii pour consolideraVia précipitation du carbonate de
calcium, des fractures a eté employée par Baiad),§2001) . lls ont mis en évidence qu'il
n'y avait pas de différence de résistance a la cesson entre les deux lots bio précipités
pendant 7 jours ou 28 jours. Ceci tend a confirmpee le carbonate de calcium bio
précipité par S. pasteurii n'évolue pas dans satlisation. Ceci suggere la présence de
cristaux de calcite qui est confirmée par les ysea de cristallographie. Par ailleurs, les
observations au MEB montrent des cristaux de ealgui croissent autour des micro-
organismes ou les encroutent (Fishealgtl999 ; Bang edl., 2001).
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I. LE CONTEXTE.

L’injection de sol, peut se définir comme étanprocédé qui contréle I'injection d’'un
produit temporairement en phase liquide (coulighgdle sol ou dans les fissures de roche,
pour en changer les caractéristiques géotechnidpessinjections de sol nécessitent la mise
en place d’un produit pompable, en ajustant learaatéristiques rhéologiques.

Deux principes d’injection existent ; avec déplaeainde terrain et sans déplacement de
terrain. Dans ce dernier cas, deux applications possibles, le comblement et la pénétration
du sol. Dans le cas de l'injection par pénétratielie peut se réaliser, soit au niveau des
fissures des roches soit par imprégnation dan®upaeux. Dans le cas du procédé de bio
calcification, ce sont les injections de sol papiégnation qui sont recherchées, car le plus
couramment utilisées. Elles sont réalisées, soessin contrélée, dans un terrain plus ou
moins permeéable et plus ou moins compact, avec auliscqui se substitue a l'eau
interstitielle de la zone a traiter. En effet, ceduit durant sa phase liquide pénetre le sol via
le réseau poral sans perturber la structure diCstte technique est initialement utilisée pour
réduire la perméabilité et permettre un meilleumtcile de I'écoulement des eaux
souterraines (étanchéité), et pour 'amélioratieladconsolidation.

Pour évaluer la faisabilité de la technique d’itigaT par imprégnation dans un sol, un
certain nombre de criteres doivent étre connus, dak la perméabilitén situ, le contexte
géologique et geéotechnique. Mais des considérat@amgronnementales sont également
nécessaires et peuvent influencer sur le maillagge idjections. Ainsi, en fonction de la
gamme des coefficients de perméabilité rencontadées ¢tk sol, le choix du coulis est adapte.
La gamme des coefficients de perméabilité rencentaur ce type d’injection peut varier
entre 1#< K < 5. 10° m/s. Ainsi, lorsque K > 5 . T0m/s, les injections sont réalisées avec
des coulis de ciment pur ou avec de la bentonitsuspension. Ce sont des coulis dits «
granulaires » adaptés dans le cas des alluvionsque le coefficient de perméabilité est
compris entre 5 . Idet 10° m/s ce sont des suspensions de micro cimentsl@ Em) qui
sont employées. Enfin, la perméabilité de 5 * B010° m/s nécessite des coulis dits
« chimiques » tels que des silicates de sodium, adesposés phénoliques ou des gels
acryliques. Ces coulis sont plus fluides et pluséb@nts, ces résines peuvent étre associées
avec des retardateurs de prise.

La premiere action des injections dans le sol &shbdification de la perméabilité.
C’est donc un parametre important qui refléte laliggi du réseau poral, c'est-a-dire le niveau
d’inter connectivité et les volumes de pores. Hetefefficacité des injections dépend des
caractéristiques des suspensions d’'une part etrd’gart de celle du sol, notamment leur
action filtrante sur les suspensions injectéesteCattion filtrante dépend de la taille des
grains et de la taille des zones inter granulaié@ssi, une formule empirique d’injectabilité
repose sur le ratio de deux diameétres de partiaigdss. Par ailleurs, la stabilité chimique
des suspensions injectées, les gradients hydragiiositu, sont des parameétres a prendre en
compte, car les injections se réalisent a faibésgion (0.4 a 4 MPa) et a faible débit. Cette
pression est liée & la résistance du sof 2.1 Pa par métre de pénétration dans le sol),
aux surcharges et a la rhéologie du coulis. Aiesifonction de ces caractéristiques, il est
possible de déterminer un ratio volume (volume aldis / volume de sol a traiter) par passe
d’injection en fonction de la géométrie de traiteme’est-a-dire, en fonction de I'espace qui
existe entre chaque point d’injection et la profeuwnd des injections. Les parametres
d’injection a proprement parler sont la pressi@yblume et le débit. lls sont ajustés de
facon a éviter toute déformation du sol ou claquetgeeci est d’autant plus important, qu’il
s’agit d’'un sol peu compacté. Ces claquages indtiides écoulements préférentiels qui
limiteront I'action de consolidation du sol.
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Dans le cas d’'un procédé de consolidation du sobjmacalcification, le choix de la
technique d’injection doit prendre en compte leff@ndeurs d’injection, la stabilité du sol, la
possibilité de revenir sur les forages pour de etlies injections et un forage stable sur toute
la durée de chantier. Pour cela, la technique d& ran place de la suspension la plus
adéguate est l'injection par tube a manchette (TdM}¥ forages sont réalisés au moyen
d’une foreuse rotative avec de la boue ou de l@aame fluide de forage. Lorsque le forage
est achevé, un tube lisse en PVC est mis en plaest. associé dans sa partie inférieure a un
tube a manchette. Ainsi chaque forage est eéquip tdbe lisse sur les premiers metres puis
entre 2 et 10 m, le tube a manchettes prend lesr&la tube est perforé sur les hauteurs de
terrain a traiter a intervalle régulier tous le8 8.0.5 m. Un coulis de gaine est alors mis en
place de facon a maintenir scellé le tube d’ingettiLe scellement peut durer entre 3 et 7
jours. Ce coulis sera ensuite « claqué » au délmjection de chaque passe et a chaque
manchette pour laisser le passage au coulis diiojegers le terrain. C'est au niveau de ces
perforations que s’écoule le coulis dans le sot@d la présence d’'une valve en caoutchouc
qui obstrue le tuyau dans sa partie inférieuresatldpets anti retour pour empécher le coulis
injecté dans le terrain de refouler dans le foxgén d’injection.

Pour la consolidation d’une zone d’intérét, unesghpréliminaire d’étude de terrain
est nécessaire et indispensable. L'implémentatemfdrages se réalise de maniere linéaire
ou en quinconce avec un maillage de l'ordre de @.2 m sur 2 ou 5 lignes, mais
habituellement entre 1.2 et 1.5 m. Limprégnatian realise progressivement par une
multitude de forages équipés de tubes a manchettevolumes mis en jeu représentent en
général pres de 25 % du volume de sol a traiteraifaurs chaque point d’injection peut étre
revisité. Cette méthode permet d’améliorer I'homag& du sol. Elle peut étre combinée
avec d’autres techniques d’amélioration du sdeseue la vibro compaction.

Cependant, les principales limites techniques dapfégnation dépendent d’une
évaluation précise de la dimension de pore moyeateda granulométrie du sol en premier
lieu. Dans ce cas, le colmatage peut se produp&lement et induire des écoulements
préférentiels au niveau du point d’injection. Laedtion des fluides est déterminée par les
différents niveaux de permeéabilité. Par ailleuiiseterogenéité et I'anisotropie affectent la
pénétration et la dissipation du coulis créant lb@bes au niveau des ponts d’injection. A
cela s’ajoute la viscosité du coulis et la dendé@pendante du fluide. Pour limiter ces effets,
les vitesses de pompage sont faibles permettadéplacement du fluide le plus stable qui
soit. Pour limiter ces effets, des combinaisons cdelis sont possibles. Le couplage
d’injection d’'imprégnation utilisant différente digse est également possible. En effet, en
présence d'écoulements préférentiels trop impastantla présence de volume de pore trop
large, alors des injections de ciment bentoniteveeu étre effectuées pour réduire les
volumes de pores. Ceci permet de réduire sensiblielae colts. La combinaison de coulis
de différentes natures est une voie de développedeta bio calcification. Pour cela, de
nombreux parametres doivent étre pris en compte assurer la meilleure compactibilité
avec un procédé biologique. Outre les possibilitéscces au site, les informations
nécessaires pour un procédé d’imprégnation deliygbegique sont entre autres :

la structure du sol et sa texture,

sa granulométrie,

sa perméabilité ainsi que sa distribution et sabidité dans la zone a traiter,
I'analyse chimique de I'eau de la nappe, son d&wulement,

la durée du traitement et son impact sur le ceiuidng terme,

les caractéristiques de la biomasse et ses plitgsiloie conservation....
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L'utilisation d’'un coulis de nature biologiquen ecomparaison avec les coulis
habituellement employés pour les injections dassskeus-sols granulaires tels que Il'argile-
ciment ou le gel de silicates, permet principaleimda diminuer le nombre de points
d’injection sur chantier, en raison de la priseneasse moins rapide du produit utilisé. Par
ailleurs, le temps de prise d’'un coulis biologiagst nul. LeTableau n°4 permet de comparer
les paramétres principaux d’'un coulis classiqueg@aport a ceux d’un coulis bactérien.

Tableau n°4 :Comparaison des principaux parametres des coudissitjues et bactériens.
(cP = mPas : millipascal par seconde).

Les principaux parametres des coulis classiques leactériens
Coulis classiques Coulis bactériens
Temps de prise court = 1,5 heure sans objet
Viscosité Forte =10 a 20 cP faible=2 a4 cP

Le principe du procédé étudié est donc de consolidesous-sol granulaire saturé en
eau, en Yy injectant une suspension bactériennéestdivne solution calcifiante. La formation
de ponts de carbonate de calcium entre les grairssable par bio calcification réduira alors le
risque de liquéfaction ou perte de résistance tlulsmreprésentativité du sable utilisé pour la
préparation des colonnes, l'injectabilité du cobltérien et la reproductibilité des essais sont
les facteurs a prendre en compte.

1. Le choix du sable.

Le procédé biologique de bio calcification est mhésta la consolidation des sols
granulaires, poreux et saturés, c'est-a-dire petrhent liquéfiables. La liquéfaction est le
résultat de trois grands phénomeénes concomitamigulivérulence du sol, la présence d’'une
nappe d’'eau et la sollicitation physique. Ces solst classés dans la catégddieselon la
norme (NF P 06-013), ce qui correspond a des solailles résistances mécaniques. Dans
cette méme catégorie se trouvent les sols graral#iches (sable), les argiles molles et les
vases. Le potentiel liquéfiable de ces sols eduéwen comparant la sollicitation sismique et la
résistance a la liquéfaction. En effet, un sol sablsaturé peut se trouver dans différents états
de compacité, un état dense ou un lache. Lorsquude de cisaillement (S) se propage et
agit latéralement sur les roches, c’est-a-dirersalo angle droit par rapport a sa direction de
propagation, la pression interstitielle augmensgjjia compenser les chargements extérieurs,
les contraintes inter granulaires s'annulent etmideu devient liquide. Il s’en suit une
diminution de la résistance au cisaillement. Emrteffes fortes vibrations sismisques peuvent
susciter le réarrangement des grains et ainsi pummdes tassements de sol.

Afin de tester les différents parametres pouviafiuencer ['efficacité de la bio
calcification, il est nécessaire de posséder unéheode colonne le plus représentatif possible
des conditions environnementales du sous-sol demqsel seront réalisées les applications
industrielles. Il est aussi essentiel d’avoir urmare reproductibilité dans la préparation des
colonnes. Pour cela, deux conditions varient danpréparation des colonnes, la nature du
sable siliceux utilisé et le mode de compactage.
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2. Les caractéristiques du procédé de bio calcificatio

Le procédé de consolidation des sols repose enigrdiau sur l'injection d’une
solution de biomasse et d’une solution de calcitit'@ée dans un environnement poreux et
saturé. Ces liquides injectés sont de type newtoni@ viscosité de ces solutions est
indépendante de la vitesse d’écoulement. lls somt ¢hjectables.

2.1. Les caractéristiques des sables liquéfiables.

Les sols liquéfiables sont caractérisés par urefugganulométrique précis. Celui-ci est
représenté par deux courbes en S. Elles détermieetitnites inférieure et supérieure d’'une
fenétre granulométrique dans laquelle la liquéferctest possible. Ces sols sont de nature
sableuse ou ont des caractéristiques particul{@eddeau n°5).

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

Caractéristiques des sols sableux liquéfiables
Sol saturé Oui
Granulométrie uniforme Cu s¢dip< 15
Diametres des grains a 50% 5055<d1500 pm
Etat de la contrainte a I'état final du projgt v <200 kPa

Les grains des sols sableux considérés comme egediptrisque de liquéfaction
possedent des diamétres a 10 % tel gye @ mm (norme NF 06-031).

2.2. Les caractéristiques des sables sélectionnés.

Quatre types de sables ont été sélectionnés poumpteentiel a la liquéfaction dont
trois sont de méme origine (le sable de Fontairedlet un quatrieme en provenance des
Pays-Bas appelé sable Itterbeck. Leurs granuloeséont été déterminées a l'aide d’'un
granulometre laser Horiba. La minéralogie et lesaaaristiques granulométriques sont
présentées dansTableau n° 6 et figures n°6 bis

Tableau n° 6 :Les caractéristiques granulométriques des quatledesa

Sable de Sable de Sable de Sable
Parametres | Fontainebleau| Fontainebleau fontainebleau
Itterbeck
NE 34 brut correcteur
dio (mm) 0.15 0.15 0.09 0.11
deo (mm) 0.21 0.28 0.19 0.19
Cu=dgy/d1g <2 1.4 1.87 2.11 1.73
dso (mm) 0.200 0.250 0.165 0.175
Densité reelle 265 2.65 265 2.65
(pycnometre)*
Densité apparents
sable sec (pFE)roIabo 1.5 1.5 1.5 1.6
Minéralogie* quartz gquartz 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 compaséslide (SiQ) a plus de 99 %. Le
sable NE 34 (sable normalise, Sifraco, Nemourdg edable correcteur (sable BR, Sifraco,
Bourron —Marlotte) ont été lavés afin de supprifesr particules minérales et organiques
solubles puis séchés et écrétés. Tout les dewepeéire rangés dans la catégorie des sables
propres, contrairement au sable brut qui lui n'ai saucun traitement par I'exploitant tout
comme le sable Itterbeck. Ce dernier de composdiomique équivalente a celui du sable de
Fontainebleau, posséde une courbe granulométricpehe du sable correcteur. Ces quatre
sables sélectionnés sont classés selon I'échelieréde dans les sables fins a trés fins d’aprés
le Handbook of soil science.

2.3. Les caractéristiques d’injectabilité des sab#efins a tres fins.

Pour que le choix du sable soit définitif, un aytegametre doit étre pris en compte,
celui de sa capacité a supporter l'injection ddstems. Elle dépend de deux éléments, la
viscosité de la solution a injecter et le niveawcdmpactage du milieu poreux. Dans le cas de
la bio calcification, la viscosité des solutiongisges est équivalente a celle de I'eau (2 - 4 cP)
Ce paramétre ne sera pas limitant pour la pénétéadu coulis bactérien et c’est donc le
niveau de compactage du sable qui sera détermiRantt se placer dans des conditions
facilement reproductibles, c’est le compactage makidu sol ( 1.74 g/cm) qui a été choisi..

La pénétrabilité de la solution de biomasse va digpendre du diamétre des pores. Dans le
cas des sables siliceux purs, ce diametre poura édtimé a partir du coefficient de
perméabilité (K) exprimé en m/s car il fournit ungleurin situ de la vitesse a laquelle un
fluide pénétre les pores. Il peut étre détermiparér de la formule de Hazen modifiée :

K= *(dio)’ [n°23]
avec le , déterminé par la relatione€® / 1 +e, ete étant I'indice des videst Vv/Vs = (Vt-

Vs)/Vs). K peut étre relié a la porosité n parflarmule :e = n/(1 - n), alors la formule de
Hazen modifiée devient :

62



Chapitre Ill. Matériels et Méthodes

K= ((€°)/(1+€))*(cho)”.

[n°24]

Les differentes perméabilités calculées pour lemtrgusables sélectionnés et avec les
= 0.94 etenn, = 0.54 (These de

indices de densité du sable de Fontainebleai
Benahmed ,2001) sont réunies dangdbleau n°7.

Tableau n°7 :Les perméabilités calculées pour I'état lache étdt dense pour les
guatre sables sélectionnés

Perméabilités des sables sélectionnés
Sable de Sable de Sable de
Parameéetres| Fontaineblead Fontaineblea Fontainebleay Sable Itterbec
NE 34 brut correcteur
K (mis) 2.25 10" 2.25 1¢* 8.110° 1.21 1¢
état lache
K (m/s) 467 16 46710 1.68 16° 2.56 10
état dense

A partir de la perméabilité, il est possible de wéslle diametre de pores pour évaluer
I'injectabilité d’'un coulis bactérien. Il existe ysieurs formules de calcul plus ou moins
proches des conditions chantiers. Dans les conditie chantier (Bouchelaghem, 1994), il faut
prendre en compte la formule de Johnson (1958ptédaau sable fin c'est-a-dire aux
perméabilités inférieures a20n/s et la formule de Cambefort (1967) :

(di5s01/dgs5 coutid > 5 1=25 [n°25]

Le dissoi cOrrespond au diametre des particules du sol &t por la courbe granulométrique
ou le pourcentage des passants est de 15 %slgdest le diamétre des particules de coulis
au point sur la courbe granulométrique ou le pauegge des passants est de 85 %. Dans notre
cas, il s’agit d’un coulis bactérien & pasteuridont les cellules ont des longueurs variant de
1 a 4 um. Cette approximation tient compte de €h@généité d’'une population bactérienne.
En effet, les cellules en division sont généralenugux fois plus longues ; quant a leur
diamétre, il est approximativement de 1pm. LesQouis €St alors assimilé a la longueur
maximale de la bactérie soit 4 um. Le second erigst donné par la formule de Cambefort
(1967) :

d 50 coulis < C K [n°26]
avec do coulis le diametre des particules ou celui des bactéfesjne constante et K la
perméabilite.

Les résultats sont interprétés a I'aide du diagrammontrant les variations du diametsg @uiis

en fonction de KFigure n°9). La limite de perméabilité est donnée par unelm®uae pente
égale a 1/2 (Cambefort, 1967). Par une lecturehigiap, une premiere estimation peut-étre
réalisée de la limite de perméabilité des coulislaperméabilité des terrains. Elle donne un
diamétre des « grains » injectables compris ertiret 30 pm.
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Figure n°9 bis :Les limites de pénétrabilité des coulis baséedasspermeéabilité
des terrains (Cambefort, 1967).

L'injectabilité d'une solution bactérien d8. pasteuriisemble possible dans des
colonnes a compactage dense (densité d = 1.74).
Une facon plus proche des conditions de laborai@wedeport, 2003), consiste a évaluer le
diamétre de pore dans le cas d’'un écoulement egithnnel a basse vitesse par un faisceau de
capillaires paralleles. Celui-ci est calculé avaetormule :

K= (2 d?)/32 [n°27]

avec, @ la porosité (rapport du volume des poresoaume total), d le diamétre des canaux et
K la perméabilité en (m/s). Cette formule permetstimer le diametre des pores moyens dans
un modele de colonne de sable compacte.
Le diametre des pores peut étre également estipgtia de la formule de Schiereck, 2004
selon la formule :

D 15s01< 4 C|85p0re [n°28]

. Enfin, dans le cas d’injection de solution calle dont les grains sont inférieurs a 50 um, la
pénétrabilité d’'une solution suit la formule suitean

dlSsol >15 d85 du coulis « bactérien » [nozg]
avec ds = 0.16 mm et g= 0.004 mm alors 15§3= 0.060 mm.
Ainsi, un coulis de bactéries de 4 um de longuest,injectable dans tous les sables

sélectionnés. L&ableau n°8 reunit les données concernant l'injectabilité dables et les
estimations de diameétre de pores pour les colodassble compacté, fabriquées.
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Tableau n°8 :Récapitulatif des estimations des diametres de pargen pour la
détermination de I'injectabilité du coulis bactémieour les quatre sables sélectionnés.

Sable de Sable de Sable de
Parameétres Fontainebleay Fontainebleaul Fontainebleau| Sable Itterbeck
NE 34 brut correcteur
dis sol (mm) 0.160 0.160 0.112 0.115
d Coué'r?"?q‘;“’te”e” 0.004 0.004 0.004 0.004
D15s01> 15 dgs coulis 0.06 0.06 0.06 0.06
di5/dgs= [>25 40 80 56 575
Diamétre dss pore (LM 40 40 30 37
K (modifié cal) 2.16 10° 2.16 10° 1.30 10° 1.59 10°
K (m/s) modifie cal | 4 52 105 46710 1.68 10 256 10°
pour état dense
Diameétre moyen d’ur 20 20 11 15
pore d (um)

Cependant, il est difficile d’estimer le diamétte pore, car il est impossible dans nos
conditions de connaitre la structure du sol, Gedire le mode d’assemblage ou d’arrangement
(cubique ou hexagonal compact) des particules mlie€ret les liaisons éventuelles avec
d’autres éléments (interface sable et support d®lanne). Or, d’aprés une étude de Musy
Soutter (1991), le systéme poral en fonction dunéiae des pores a été établi pour du sable
fin. Il en ressort que 40 % des pores auraient iamelre inférieur a 4 um. D’aprés ces
données, le sable pourrait avoir une action defitth mécanique importante sur la biomasse.
En effet les particules ou les cellules bactérisrmmmprises entre 1 um et 4 um sont sujettes
aux forces mécanigues et hydrodynamiques de lliojeanais aussi aux interactions physico

chimiques et électrostatiques du support siliceaxpénétrabilité du coulis bactérien pourrait
étre limitée.

65



Chapitre Ill. Matériels et Méthodes

[I. DESCRIPTION DU DISPOSITIF D’INJECTION POUR LES COLONNES.

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

1. La présentation du dispositif général.

Pour évaluer les difféerents parameétres susceptitbiefuencer la bio calcification,
pour un méme diamétre (6.3 cm), trois hauteursottnoes ont été étudiées, 20, 40 et 60 cm.

| Schéma d’une colonne de sable |
Ko B2 s papiton Figure n°10 : Schéma d’ensemble
Ao 1 —— Joins toriques d'une colonne (d'apres Paradis,
£ ' 1 2007)
Filtre nylon
Tige filetée
\N
\— Sable filtre
Sable de
20 cm 19 cm Fontainebleat
Rondelle plastique
/~
Y
Filtre nylon
Y/ —
Y
v Silicone
Y. _ -
: ] | Sortie
< 6,3cm »

La colonne standard, est équipée d’'une embaseenféret supérieure en PVC ou
I'entrée et la sortie des fluides sont centraliséescorps de la colonne est constitué d’'un tube
également en PVC de 3 mm d’épaisseur qui est eénldola verticale sur les embases. Le
systeme ainsi monté est relié a une pompe péiigtalt Masterflex L/S Digital. Elle est
composee d’'une téte de pompe Masterflex L/S de ladeksy Load 7518-00. L'ensemble est
relié par des tuyaux flexibles Masterflex L/S dpeyl'ygon R3603 de taille 13.
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2. Le protocole expérimental.

La procédure expérimentale pour la réalisation é&ssai d’'injection complet comporte
quatre phaseg &bleau n° 9.

Tableau n°9 :Le protocole expérimental
Protocole de montage de colonne
Pluviation et vibration
Pluviation et tapotement
Montage des raccords et Préparation|des
solutions

Injection de la biomasse
et des solutions calcifiantes

Phase n°l  Méthode de compactag

Phase n°2 Préparation et injection

Phase n°3 Démoulage et compressipn Extraction des échantillons
7 simple Ecrasement des échantillons
Démontage

Phase n°4 Démontage et nettoyag Nettoyage

Les montages de colonnes sont réalisés en immefS@nhoix a été déterminé afin de
simplifier les méthodes de compactage et d'évitepiésence de bulles d’air. En effet, la
présence de gaz dans le réseau de pore prod@saitodirants preférentiels.

3. Le remplissage des colonnes.
3.1. La méthode de compactage par pluviation et viltion.

Au début de chaque essai, les différentes piedies gue les embases, le corps de la
colonne et les connexions sont montées séparéipentjoints toriques sont montés sur les
embases supérieure et inférieure de la colonnpehmettent d’assurer I'étanchéité du tube en
PVC avec les embases. Pour assurer une imperni@dbtkle, ces joints ainsi que les fonds
des embases sont badigeonnés de vaseline blarighestetalée en une fine couche circulaire
également sur la paroi interne du tube de PVC retiosiie la longueur. L'emploi de la vaseline
dans le tube de PVC permet de réduire les effetsod#s lors des injections et de faciliter le
démoulage des colonnes en fin de procédure.

Lorsque le tube de PVC est emboité dans 'embdgeenre, une couche de silicone
est appliqguée sur le pourtour de la jonction tulbd@se, afin de mieux consolider cet
ensemble. Une fois le gel de silicone séché, daes tfiletées sont vissées sur I'embase
inférieure. Ensuite, sont déposés au fond de lano@ deux filtres circulaires a base d'une
toile de nylon de 0.5 mm de diamétre de pore @rkigent inférieur au diamétre de la colonne
(@ 60 mm). Une fois les filtres déposés, une rdedd? plastique imperméable est centré sur
les filtres. La sortie de I'embase inférieure astigte obstruée pour que la colonne puisse étre
remplie par un volume précis d’eau.

Une premiere couche de 0.5 cm de sable filtreg)3@st déposée par pluviation de
maniere homogéne au fond de la colonne. Cette eoymrmet I'homogénéisation de
I’écoulement au sein de I'échantillon et empéclsegigins de sable de venir colmater I'orifice
de sortie situé dans I'embase inférieure. La catoest installée dans un seau pour étre ensuite
déposée sur un tamiseur. Au dessus de la colonndaege une éprouvette dans laquelle est
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versé une masse connue de sable de Fontainebtedlessable est versé sous forme de pluie a
un débit approximativement de 5 g/min au sommdadmlonne a une hauteur constante de 5
cm. La colonne est soumise lors de la pluviationsdhble aux vibrations du tamiseur. Ce
dispositif de pluviation dans une colonne saturgeilife la mise en place de matériaux
granulaires en des structures homogenes sans aigule densité. L'état de compacité de la
colonne est assuré par le débit de la pluviatiars ®au et la vibration du tamiseur. L'opération
est arrétée lorsque le niveau du sable se trol/& em de haut du tube en PVC. La masse de
sable introduite est mesurée de maniere treés préeisis 30 g de sable filtre permettent de
compléter le haut du tube en PVC. Cette coucharasie pour homogénéiser sa surface et
permettre de déposer un filtre nylon qui stabiliseette couche lors de l'injection. Enfin,
'embase supérieure est emboitée sur le tube en &\80r les tiges filetées. Les vis papillons
sont vissés simultanément sur les tiges filetée®e tbuche de silicone est appliquée sur le
pourtour de la jonction tube/embase pour assureauksi un maximum d’étanchéité. Les
différentes connexions de flexibles sont réalisgms fois que le volume d’eau éjectée de la
colonne a été mesuré. lEgure n°l1l présente une vue du dispositif de préparation de
colonne.

Cone de remplissage
avec robinet intéare

Seau de réCeptio m——

Eau éjectée de la,
colonne

Appareil & plateau
vibrant

Figure n°11 : Schéma du protocole de pluviation et vibrationrameersion

3.2. La méthode de compactage par pluviation et tapement.

Cette méthode de compactage est différente detzgente par les points suivants. Le
remplissage de la colonne de sable se réalisendgatesous immersion mais petit a petit (semi
— continu). En effet, aprés la mise en place dilesidlre, du sable de Fontainebleau est versé
manuellement a I'aide d’'un entonnoir, de faconudare, sur une épaisseur de 1 a 2 cm. La
colonne est ensuite vibrée par trois séries deoBclatéraux appliqués contre la paroi avec un
maillet. Ces trois séquences de chocs doiventugtifermément réparties sur le pourtour du
cylindre, tous les 120° et avec la méme intensltee fois le tassement assuré et I'égalisation
de la surface supérieure du sable, une quantiguddentique est ajoutée avec un versement
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de sable identique a la précédente. La colonnaiesitotalement remplie en plusieurs cycles
de compactage.

4. La préparation de la colonne.

Le protocole de mise en place des flexibles a pdjectif principal de maintenir un
continum d’eau entre la colonne et les raccordscdlanne a été remplie sous eau et doit étre
maintenue totalement saturée lors de la mise e plas flexibles a I'entrée et a la sortie. Pour
cela, I'entrée de la colonne située sur I'embaspéseure est remplie d'eau jusqu'a
débordement. L’entrée est ensuite obturée a I'dida morceau de paraffine. Parallelement
deux flexibles Masterflex L/S de type Tygon R36flle 13, pour I'entrée de la colonne et de
diamétre 1 mm pour la sortie sont remplis d’eaufl&eble de sortie est emboité en premier et
son extrémité est maintenue en position hauterdéggnt au dessus du niveau d’entrée de la
colonne. Une fois cette opération realisée, leilflexd’entrée dont une extrémité est placée
dans un récipient d’eau au méme niveau que la nelafin d’éviter que le tuyau ne se vide de
son contenu, est connecté. Lorsque cette opérasibréalisée, il y a un continum d’eau entre
les raccords et la colonne. Ceci doit étre néansnwirifié. Pour cela il suffit de relever
legerement le flexible de sortie par rapport aleaivd’entrée de la colonne pour observer une
sortie d’eau et ainsi s'assurer gu'’il N’y a auclméie d'air a I'intérieur de la colonne. Cette
derniere opération doit étre renouvelée plusiears pour s’assurer de l'injectabilité de la
colonne.

L’ensemble des données est collecté dans un talshpathétique de préparation de
colonne Tableau n°10.

Tableau n°10 :Exemple de fiche de synthése des données techuigume colonne.

Caractéristiques techniques du E le d |
montage de la colonne xemple de colonne
Type de sable Fontainebleau NE 34 (SFB NE 34)
Granulométrie (um) * 125-250.
Hauteur de la colonne (cm) 20
Diamétre de la colonne (cm) 6.3
Masse de sable filtre (g) 60
Masse totale de sable (d) 1086
Volume total de colonne (crm)® 655
Volume d'eau récupéré (crm) 400
Volume de porosité pratique (cm) 255
Densité apparente (g/cr) 1.66
Masse de sable fin (SFB) (g) 1036
Volume théorique de sable (SFB) (cfi) 592
Densité seche sable fin (SFB) 1.75
1 = Bande passante des grains pour le sable fimgableau ou Itterbeck)
2 = Masse de sable filtre + masse de sable fintéiwgbleau ou Itterbeck)
3 = Volume de sable filtre + volume de sable fior{fainebleau ou
Itterbeck)

Les deux types de densité permettent de se renompte des différences de
compaction entre les colonnes et de les comparepr&mier lieu, la densité apparente prend
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en compte la masse seche de sable filtre et de §ab(Fontainebleau ou Itterbeck) sur le
volume total de la colonne. Le second calcul desid&ncorrespond a celui du sable fin
uniquement. Pour cela, c’est la masse séche de $abbui est également divisée par le
volume de la colonne. Ainsi, pour ce calcul, lateau de colonne est réduite de 1 cm (2*0.5
cm). Elle correspond & 60 g (30*2)de sable filwi 30 cnf.

5. La préparation de biomasse et ses conditions delture.

5.1. Les souches bactériennes et leurs milieux cdture.

Deux souches d8. pasteuriechetées aupres de fournisseurs de I'InstitueBgst ont
été utilisées. Il s’agit d8. pasteuriiCIP 66.21 et d&. pasteuriDSMZ 33. Toutes les deux ont
servi pour les suivis de croissance, les optinogatide I'activité enzymatique et les essais en
colonne. La culture du micro organisme et la préidacd’'uréase sont deux étapes liées dont
dépend fortement la réussite des essais de bigppafion en colonne.

Le conditionnement des souches, la méthode deiséeivce, le mode de conservation
ainsi que les conditions de production de biomdbgee de précultures par exemple) sont
autant d'étapes déterminantefalfleau n°11).De celles-ci dépendent non seulement le
rendement de la production d’uréase mais aussidegmge a une production industrielle.

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

Souches| Conditionnemen M_ople de Mode d(_e Préculture
reviviscence conservation
Une culture liquide o A
. de 24 h entre 20 et M|I|e}1 ge'lose . Uﬂe culture
S. pasteurii Lvophilisée o5 ¢ sélectif liquide SBF, d¢
CIP 66.21 yop (20 9/ Y .E (Agar 20 g/l + Y.E| 24 hentre
20 g/l urée) 20g/leturée 20gf) 20et25°C
Une cul'éuere liquide Milieu gélosé Une culture
S. pasteurii - o k sélectif liqguide SBF, d
DMSZ 33 Liquide 24 h entre 20 et 25° € (Agar20 g/l + Y.E. 24 h entre
(209l Y.E, 20 g/l) 20 et 25° C
20 g/l urée)

Y.E. : Extrait de levure, SBF : Soletanche Bachgriee.

Les précultures et les cultures sont réalisées rianiBeyers, elles sont incubées a
température ambiante, sous hotte stérile a fluxnaime, placées sur un plateau d’agitation. Le
milieu de culture liquide, semi synthétique et &eba’extrait de levure, est complexe et a
évolué tout au long de cette étudalfleau n°12.
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Tableau n°12 :Les milieux de culture utilisés pour la producti® biomasse et d’enzyme.

Composition par litre| Désignation Condition de Utilisation
culture
Y.E.=10g¢g
urée=2.4g
NaCl=3g SBF
NiCl, = 128 mg
pH=8.5
Y.E.=6¢
Chicorée=1.5¢g
urée=24g .
NaCl=3g SBF Chic Agitation
NiCl, = 128 mg (220 rpm)
pH = 8.5 20-22°C
Y.E.=6¢ 24h
Chicorée=1.5¢g
urée=2.4g
NaCl=3g
MgCl,=0.1g
NiCl, = 128 mg
Cocktail de
vitamines
pH=8.5

Production de
biomasse et
d’enzymes

SBF Chic
Vit

Le dispositif expérimental prévoit une phase d#duce bactérienne de 24 heures a
température ambiante soit entre 20 et 22° C, pbtenir en fin de phase exponentielle un
maximum d’activité enzymatique de type uréase. Ids,pen fin de phase exponentielle, le
milieu de culture ne posséde quasiment plus d’'ésneutritifs. Cette désignation n’est plus
justifiée par conséquent, on parlera donc d’'unetswi ou préférentiellement d’'une suspension
de biomasse. Chacune d’entre elles est caractéisse d’étre injectée en colonne, par son
activité enzymatique de l'uréase (A.E.), la mesdeesa densité optique a 600 nm (D.O.).
L’activité enzymatique spécifigue (A.E.S. = A.EM) peut alors étre calculée. Les
suspensions de biomasse sont refroidies puis secké° C pendant 24 a 72 heures. Elles sont
réchauffées sur la table d'agitation avant d’'étrgedtées. Des mesures de l'activité
enzymatique et des observations au microscopeusptignt réalisées avant son injection dans
les colonnes.

5.2. La mesure des activités enzymatiques.

La qualité des suspensions de biomasse est éwaligdde deux parametres : la mesure
de la densité optique (D.O.) et la mesure de Vaétenzymatique uréasique (A.E.). La mesure
de la D.O. cellulaire se réalise sur une prises#iede 300 ul de suspension bactérienne qui est
diluée dans 2.7 ml d’eau distillée directement dans cuvette pour spectrophotométre. La
mesure d’absorbance a 600 nm s’accomplit grace spaotrophotométre Biomate 3, de chez
Thermo Electron corporation. La mesure de l'aativehzymatique (A.E.) s’effectue sur 3 ml
de la suspension bactérienne diluée dans 27 medoiution d'urée a 1,1 M soit 66 g/l. La
mesure de l'activité, réalisée dans les conditd@dviichaelis-Menten, s’opére par mesure de
la conductivité grace au multi paramétre Multi 3¢@arque WTW), et d’une double sonde de
conductivité et de température TetraCon 325 de AdNdAV et cela dans les conditions
dynamiques, a 20 °C. Une mesure de la conductditémélange est effectuée toutes les
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minutes pendant une durée de 6 min. Le coeffictrécteur de la pente de la courbe de
conductivité en fonction du temps, permet de dafdiactivité enzymatique de la suspension
testée dans ces conditions standard. L'activit§reatrique est donnée en pS/cm/min. Il s’agit
la de l'activité enzymatique totale (A.E.T.). Auwre de cette recherche, il a été mis en
évidence que I'enzyme ayant tendance a sortir @ellale, une mesure de l'activité est donc
faite sur une fraction filtrée sur des filtres d@ im de porosité qui retiennent les cellules.
L’activité alors mesurée correspond a l'activit&wnatique extracellulaire ou libre (A.E.L).
Elle est peu intéressante pour le procédé caryapzlibre ne s’adsorbe que trés peu sur les
grains de sable et dans tous les cas, moins bienlegubactéries. L'activité enzymatique
spécifigue (A.E.S) est déduite grace au rapport E./B.O., son unité est donc le
puS/cm/min/D.O.

6. La méthode de stimulation de I'adhérence.

D’aprés des tests réalisés sur galeries APl 20 B0e€CH, un ose, l'inuline, qui est
contenue en grande quantité dans la chicorée,aeserhent métabolisable p&. pasteurii
(CIP 66.21) et stimule a faible concentration saisslance. L’inuline est un mélange de
polyméres de 2 a 70 unités de fructose avec urogéuen position terminale. C’est d’ailleurs
le seul sucre que cette souche utilise comme seulee de carbone et d’énergie. Il joue pour
la bactérie un réle trés important dans la stinmutatie sa fabrication d’adhésines et/ou des
polyméres de sa capsule. Ainsi, la souche présedteplus grandes capacités de fixation a la
surface des grains de sable. Ce produit a donajétéé une premiére fois dans le milieu de
production de biomasse a raison de 1.5 g/l, massiaune deuxieme fois dans une étape
supplémentaire qui se réalise durant le réchauffiérde la solution de biomasse et/ou avant
son injection. Cet ose en exces, est alors assmhif@vorise les voies de synthese des exo
polysaccharides (EPS) qui seront exportés a lacerfles cellules. Ce processus dépend de
I'état physiologique des cellules, et peut preredog moment la entre 1 a 3 heures.

Ensuite, lorsque la solution de biomasse est @édtre injectée, 10 mM de sels de
calcium sont ajoutésT@bleau n°13. Les cations multivalents interagissent spécdimgent
avec les fonctions carboxyliques des EPS. lIs cizedt alors a une consolidation du maillage
polysaccharidique et a une diminution des forcestédstatiques de répulsion entre les grains
de silice et les bactéries, les deux étant nammalht chargés négativement. Cette étape ne
modifie ni la viscosité, ni le volume de la suspensde biomasse a injecter, ni l'activité
enzymatique. Les produits ajoutés ne présententdpatxicité pour les micro-organismes
et/ou pour I'environnement.

Tableau n°13 :Les caractéristiques de la solution améliorantiafion.

Composition Concentration Utilisation
Chicorée 4 a 2 g/l de chicorée 1 & 3 heurd® &£Zous agitation.
. . Juste avant l'injection dans la
Nitrate de calcium 236 g/l solution & 20° C sous agitation
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7. La suspension de biomasse et son injection.

La suspension de biomasse a injecter est placéeéae niveau que la colonne sur un
agitateur magnétique. Elle est reliée a I'entréeladeolonne (embase supérieure) par un
flexible ajusté au niveau de la téte de pompe.eCstispension biologique a été définie
également par des parameétres propres au procégéction. En effet, le volume de pore
(V.p), le nombre de séquences d’injection et la&&édute batch (pause) sont des éléments définis
lors de la préparation de I'expérience et du ngmtie la colonne.

L’ensemble de ces caractéristiques établies poaque colonne injectée a évolué au
cours de cette recherche. Elles sont regroupéesutenfiche synthétiqudébleau n°14.

Tableau n°14 :Exemple de fiche regroupant les caractéristiquebn@ues de la
suspension bactérienne avant injection.

Fiche des caractéristiques d’'une solution de biomsas Exemgléalodnenzuivi de
Souche bactérienne CIP 66.21
Milieu de culture SBF
Age de la culture 24 h
Densité optique - 600 nm 1.82
Activité enzymatique (uS/cm/min) 968
Activité enzymatique surnageant ND
Activité enzymatique spécifique (uS/cm/min/D.O.) 532
Nombre d'injections de V.p (Volume de pore) 1
Volume injecté (cnt) 250
Conductivité (mS/cm) ND
Débit-Vitesse d'écoulement (crith - cm/h) 250 ml/h — 20 cm/h
Temps d'injection de 1 volume de pore (heure) 1
Temps de batch (heure) 3
Matiere organique ajoutée (fixation) Chicorée 4 g/l
Sel de calcium ajouté (fixation) Ca(NG),10 mM

ND : non déterminé.

8. La préparation de la solution calcifiante.

La solution calcifiante est un mélange équimolditen sel de calcium et d’une source de
carbonate sous forme d’urée. Le calcium se présents forme de sel de calcium, avec deux
sources prépondérantes, le chlorure de calciuml¢Cate nitrate de calcium Ca(NJR. Dans
cette recherche, les deux sources de calcium énegtees, mais en utilisant des produits d’'une
qualité proche de la réalité du chantier industa&st-a-dire impurs. Ce choix nécessite donc
une étape supplémentaire lors de la préparatiola delution calcifiante lorsqu’il s’agit du
chlorure de calcium. En effet, une filtration siliré a café est nécessaire avant de le mélanger
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a l'urée. Cette opération élimine de nombreusesicpdgs micromeétriques qui pourraient
colmater la colonne de sable fin. Les volumes ®tclncentrations sont déterminés lors de la
préparation de I'expérience d’injection et du mgetaes colonneg ébleau n°15.

Tableau n°15:Exemple de fiche technique regroupant les caragtifues de
la solution calcifiante.

Fiche des caractéristiques d’une solution calcifiae Exem([:)(l)(laoitra]suwl de
Nature du sel de calcium Ca(NQ).
Concentration en calcium (mol/l) 0.3
Concentration en urée (mol/l) 0.3
Volume injecté (cn) 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 (cith - 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 etlewcroissance cristalline, une faible
qguantité de matiére organique a été additionnés dartaines solutions calcifiantes quel que
soit le sel de calcium utilisd ébleau n°19.

Tableau n°16: Exemple de fiche précisalatcomposition des solutions calcifiantes

améliorees.
Caractéristiques d’'une solution calcifiante amélioée | Exemple de suivi de colon
Nature du sel de calcium Callu Ca(NQ),
Concentration en calcium (mol/l) 0.3
Concentration en urée (mol/l) 0.3
Nature et quantité de la matiere organique (g/l) ic@iée : 0.25
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[ll. LES CONDITIONS D’INJECTION.

Les injections en colonne suivent un protocole jdétion qui est défini par des
parametres de chantier. En effet, ce sont les paramtechnico-économiques qui définissent
le nombre de volume de pore, les vitesses ré€liggation, la durée d’'un chantier modéle et
la température présente en sub-surface. L'ensedebles parametres de chantier définissent
une fenétre de faisabilitd édbleau n°17).

Tableau n°17 :Synthése des conditions chantiers définissantdeopole d’injection en

colonne.
Conditions chantiers du procédé de bio calcificatio
Nombre total de volume de pore pouvant étre appligél 146
Vitesses réelles d'injection pouvant étre appliquée 0.2a 0.6 m/h
Température en sub-surface 12°a 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 timasse.

Les suspensions de biomasse sont placées a lae rhé@oteur que les embases
supérieures des colonnes a injecter pour faclteralibration du débit et de son maintien au
cours de l'injection. La calibration se réalise @ades tuyaux flexibles identiques a ceux qui
serviront pour les injections des solutions cadcifes.

Elle s'effectue a I'aide d’une éprouvette gradutd'en chronométre dans le cas de la
pompe péristaltique Matsterflex L/S Digital et avedogiciel d’exploitation Matsterflex dans
le cas d’'une pompe péristaltique Matsterflex L/Smipaterized. Les injections peuvent étre
réalisées a l'aide de l'une ou l'autre. Les racsdidxibles MasterlfexL/S Tygon de taille 13
reliant les suspensions bactériennes a l'entréecdiesines passent par des tétes de pompe
Masterflex L/S easy load de modéle 7518-00. Ent,etfiee certaine hauteur de charge est a
respecter, car une différence trop importante detneiveau de la suspension de biomasse a
I'entrée de la colonne et en fin d’injection risque réduire le débit. La premiére phase de la
procédure d’injection consiste en la mise en plieda suspension bactérienne. Ce protocole
d’injection est identique pour des colonnes simp2s cm), double (40 cm) ou triple (60 cm),
seuls les volumes injectés varient.

2. Le suivi de la fixation bactérienne en cours dhijection.

Le rendement du procédé repose sur l'efficacitéddpét de la biomasse dans une
matrice poreuse et siliceuse. Ce dépodt est assamilée estimation du taux de fixation. Ces
informations sont nécessaires pour mieux apprémdadeslation entre la distribution de la
biomasse et les zones de calcification. Il estssaiee d’estimer le taux de fixation bactérienne
en fonction du point d’injection et par rapportreambre de volume de pore injecte.
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< MESURE EN CONTINU >

Entrée de la biomasse

D.O.cell
Figure n°l12: Dispositif
expérimental permettant de
suivre l'injection et le dépot
de biomasse.

Débit

TC

Colonne
thermostatée
(20T)

Logiciel
d'acquisition

VisionLite
rate V1.0

A

Le suivi de la fixation bactérienne est fait pamasure de la D.O. sur les liquides de
sortie de la colonne. Pour cela, un spectrophot@m@&@iomate 3, Themo electron) qui est
placé en sortie de colonne, par l'intermédiairend’icuve a circulation en quartz (Suprasil,
Hellma), mesure la densité optique ou absorbangea(B00 nm (D.Qpo soit toutes les 30
secondes soit toutes les 2 minutes selon le matleolonne injectéeF{gure n°12). Les
volumes non utiles, que représentent les tubeantdies colonnes, sont minimisés en utilisant
les plus petits diamétres possibles, généralenehtrdm.

Avant chaque suivi de biomasse, une ligne de halsaq) est réalisée a partir d'une
suspension bactérienne filtrée sur une membraneetialose & 0.2 pum, c'est-a-dire ne
renfermant plus que le milieu de culture. Une estiom de la D.O. fixée peut étre déduite de
la quantité de D.O cellulaire qui sort de la coleraprés I'injection du® volume de pore de
solution calcifiante. La représentation théorigeigre n°13) permet une visualisation directe
de la fixation.

D.O en sortie par rapport ala D.O. enentrée du 1
V.P de pore de solution calcifiante.
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Dans cette représentation, la colonne semble ferasiron 17 % de la biomasse
injectée. Ces informations sont a complémenter avaatres parametres car, les courbes de
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sortie de D.O. et donc la fixation des bactériemtwdépendre a la fois de la taille et de la

nature des grains de sable, et du degré d’homdgéngest-a-dire du compactage des

colonnes. Ceci est particulierement visible daagdmple ci-aprés qui concerne des colonnes
montées en sériéigure n°14).

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

3. Protocole d’injection de la solution calcifiante
Les solutions calcifiantes sont fabriqguées exmapierairement de fagon a limiter toute

eventuelle hydrolyse précoce de l'urée. Les inpmisont réalisées de la méme maniere que
celle de la suspension de biomasse.
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IV. LA COLLECTE DES RESULTATS.
1. Le démoulage des échantillons.

Apres les injections, les colonnes doivent éémantées pour évaluer le rendement de
la bio calcification. La difficulté de cette opéaat est d’extraire la colonne de son enveloppe
en PVC sans la détruire ni la fissurer afin de as fausser les résultats des essais de
compression. Les embases inférieures et supérisorgstoutes deux déboitées du tube en
PVC. Les trois premiers centimétres et demi de whaxxtrémité du tube PVC sont sciés pour
étre éliminés. Seuls les 12 cm du corps centrdd @elonne (cas des colonnes de 20 cm) sont
conserves et découpés de fagon longitudinale &ixtrdire I'échantillon Figure n°15).

A'" ______________ .
A
Figure n°15 : Schéma d’une colonne dont est
20em |160m o extrait I'échantillon destiné a la compression
verticale simple.
I | I 4
\ A
\ AR
: 63cm :
>

Les échantillons ainsi extraits possedent un élapot de 2, c’'est a dire un rapport
longueur/diamétre = 2. Ce rapport est nécessaite puoiter le frettage lors des essais de
compression uniaxiale non confinée selon la norrkePN94-077..Pour permettre une bonne
représentativité et reproductibilité des résultdess échantillons sont tous compresses
immédiatement aprés l'arrét de I'expérience. Tolgsspieces du dispositif, sauf le tube en
PVC qui a été scié, sont ensuite nettoyées a I'didiee solution d’acide HCI 11 N pour une
réutilisation.

2. La mesure de la résistance maximale a la compsggn uniaxiale simple.

Une fois démontées, les colonnes de sable @sdsifsont préparées pour étre soumises
a I'écrasement en compression non confinée. Celi égscompression simple est réalisé a
I'aide d’une presse hydraulique Instron de moddig74pilotée par ordinateur avec acquisition
automatique des données grace au Logiciel série8X5. Avant d’étre écrasées, les surfaces
des extrémités des échantillons sont lissées @el'diun papier de verre pour rendre paralléle
les surfaces d’appui lors de I'écrasement. L'épetievhumide recueillie de 12 cm est placée
orthogonalement entre les deux plateaux. Seuldieg@l supérieur est mobile et avance a une
vitesse constante de déformation longitudinale dev#min, a température constante de 20° C.
La mesurer la force axiale appliquée (F) a I'épmitesse réalise en temps réel. Les essais de
compression sont menés jusqu'a la rupture de hétba. La résistance a la compression (Rc)
obtenue est un indicateur de la résistance méoanidallure de la courbe de type (contrainte
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— déformation) montre I'évolution de la force demmyession (F). Cette courbe peut expliquer
le type de mécanisme et surtout le comportemenmdtériau. Le calcul de la contrainte
maximale de résistance (Rc) a la compression sjnggld’échantillon est donné en KPa ou
MPa. Il résulte de la loi de Hooke := E/ avec la contrainte normale en Pa proportionnelle
a l'allongement relatif sans unité et par la constante du module de Yduren Pa. La
contrainte de compression est égale a la force F divisée pauttace S en m2 pour une
matériau élastique..

Les valeurs relatives a la résistance maximale @otapression simple pour chaque
colonne ont été rassemblées dans des fiches d’dssabmpression de colonnekableau
n°18). Un exemple de courbe= f( ) = f ( h/hy) de résistance a la compression en fonction de
la déformation est donn€&igure n°16).

Tableau n°18 :Exemple de fiche présentant les caractéristiquesdsais compressions.

Fiche des caractéristiques des compressions de coles

Type d’essai Parametres suivis Exemple de colonne
Contrainte maximale (MPa) 1.1176
Essaidde compressig
simple . x .
Taille de I'échantillon (cm) 12 (Elancement de 2)
Aspect de la courbe ,Pic
Rcmax
Rupture fragil Effondrement
des liaisons
Phase élastique — cimentees

Figure n°16 : La force axiale appliquée a
I'éprouvette en fonction de la déformation

E

| n/‘ F=f( h).
Défauts de Endomnfagement et .

arallélisme —» .
P rupture progressive

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

La détermination de la teneur en carbonate de uralaést réalisée a partir d’'un
calcimetre de Bernard. Le principe du calcimetnestsie & mesurer le dégagement du dioxyde
de carbone issu d’'une attaque acide (HCI 11N) ssrédhantillons de sables calcifiés. Le sable
employé dans ces essais est siliceux et donc ¢éo@Q dégagé correspond au carbonate
précipité. Le volume ainsi dégagé par l'attaquel@@st comparé a une courbe étalon, ceci
pour déterminer la teneur en carbonate de calcieiedhantillon. Ces mesures sont réalisées
a température ambiante.
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Les morceaux de I'éprouvette testée issus de Béonant sont regroupés puis broyés
dans un mortier de fagon a obtenir un mélange hémmglLa bonne représentativité de
I’échantillon a doser est réalisée en suivant ugthode de prélevement et d’homogénéisation
standardisée, courante en chimie. Cette méthodsstena partir de I'échantillon écrasé, a le
broyer pour ensuite le diviser en quatre partsesgpuis de réduire de maniére dichotomique
I’échantillon en éliminant deux parts. Les deuxtpaestantes sont a nouveau mélangées pour
étre de nouveau divisées en quatre parts égaleqprddessus s’arréte a la fin lorsque le
diametre de la colonne correspond a la dimensiosatble mélangé. Cet échantillon est ainsi
représentatif de la partie écrasée de la colonaetebheur en carbonate de calcium est une
donnée essentielle pour comparer l'efficacité daiteament pour chaque colonne. Elle est

donnée g de CaG@ar cni de volume d’échantillon selon la formule suivante
CaCQ (glen?) = [(Vcoz/a)) /(M eV coz /a))]*d,

avec a le coefficient directeur de la courbe étabd la densité de la colonne dont est issu
I'échantillon écraseé.

La mesure de la teneur en carbonate de calciuralamagnt été confiée a un laboratoire
accrédité COFRAC sur ce dosage spécifique. Les neegunt été réalisées selon la norme en
vigueur (NF ISO 10693 X 31-105) et les résultatetsdonnés en g de Cag@ar kg
d’échantillon. La formule permettant de passer ddegCaC@ kg d’échantillon au g de
CaCQ/ cnt est :

CaCQq (g/CIT?) = [(X CaCOSg/a / ((1'(X CaCO3g/a)*1/d)]

L’ensemble des valeurs des teneurs en carbonatealdeum est rassemblé pour chaque
colonne dans une fiche synthétigdalfleau n°19.

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

Type de test Parametres suivis Exemple de colonne
Teneur en CaCgImg/g) de sol 0.080
Calcimetre de Bernard
Teneur en CaCg(g/cn?) de sol 0.045
Contréle inter-colonng CaGQg/cn)/Silice (g/cm) 0.79

4. Les observations des échantillons au Microscopebalayage (MEB).

Apres les mesures de la résistance a la compressigie, les fragments de colonne
sont séchés a basse température puis envoyés pearvation ultra microscopique. La
calcification des colonnes a été observée au Moope Electronique a Balayage (M.E.B.)
Géol a effet de champs 6400F, dans le Service detitiation et de microscopie électronique
de I'Université de Nantes. Les préléevements ebbservations ont été réalisées par Mesdames
Castanier-Perthuisot et Levrel du Laboratoire derbhiogéologie de I'Université d’Angers
qui est rattaché a I'equipe de M. le Professeuisgden, appelée « Bio Indicateurs Actuels et
Fossiles » : B.lLA.F. Systématiquement, les pefgents d’échantillon ont été faits en
périphérie de colonne et dans la zone centrales Emesure du possible, trois niveaux dans
les colonnes (haut, mi-hauteur et bas) ont étéreéseCes données permettent de mieux
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appréhender les performances des traitements qumsid’appréhender I'existence de zones
d’écoulement préférentiel.

Le prélevement est collé sur plot en cuivre, seécade la colle d’argent soit sur un
scotch double face noir. La technique du poirtiqure, pourtant classique pour I'observation
des bactéries ou des cellules eucaryotes, n'esapa®uée car elle n’est pas adaptée a ce type
d’échantillon composé d'un mélange de bactériessatde et de carbonate de calcium. Les
plots sont mis sous vide et leur surface est ni&tallavec un mélange or/palladium. La couche
déposée n’excede jamais une épaisseur de 150 Angstice qui permet une conservation
maximale du microrelief et donc une meilleure obaton aux forts grossissements. Elle reste
cependant suffisamment conductrice pour les élestro

Dans certains cas, des analyses atomiques des ammnéont réalisées sur le
Microscope Electronique Jéol 5800 qui est coupléna sonde atomigue. Les diagrammes
obtenus indiquent la composition en atomes et euragas, n’identifient avec certitude la
nature cristalline du minéral. De plus, le pincehufaisceau d’analyse, tres perforant, ne
permet pas de limiter 'analyse a une épaissesérigire a 1 um. L'interprétation des profils
d’analyse doit donc étre faite avec précaution ikaera souvent difficile n'analyser que les
nano-grains sans atteindre leur support.

5. Les analyses chimiques des effluents du procédé.

Le protocole opératoire de prélevement, d’analyseeconditionnement a été encadré
par IANESCO-CHIMIE. En effet, les effluents, issude la bio calcification sont
particulierement instables, a cause de la préssnugdtanée de bactéries, d’enzymes libres, de
résidus organigues et minéraux du milieu de proadnae biomasse, et des réactifs contenus
dans le milieu calcifiant (urée, nitrate ou chl@rdle calcium). Les parametres chimiques suivis
sont, le carbone organique total (COT), le ;A\He NO;, le Ca®, l'azote total Kjeldhal
(NTK), le phosphore, le magnésium, les chloruresjitkel et le titre alcalimétrique complet
(TAC) dans le cas des colonnes représentativesahtégé Tableau n°20, et également, le
pH, la conductivité, 'oxygéne dissous et la tenapére.

Tableau n°20 :Les analyses physico-chimiques pratiquées suifiieepts.

Analyse Spécificité Unité Normes
coT Carbo{‘ft;rga”'q“e mg/l NF EN 1484 (oxydation chimique)
Calcium NF EN ISO 7980 (Flamme) apreés filtration sur
: Ca mg/|
dissous 0.45um
Chlorures Cl mg/| NF EN ISO 10304-2
Conductivitd a25°C puS/cm NF EN 27888
Carbone organique i
DCO dissous mg0y/l NF T 90-101
pH Unité pH NF T 90-008
P Phosphore total mg/| NF EN 6878(article 8) méthad®matique
Ortho .
phosphates PQ, mg/| NF EN ISO 6878 (article 4)
MES Mat|eres_ en NF EN 872 (filtre en fibre de verre Sartorius)
suspension
Mg total Magnésium total mg! NF EN I1SO 7980 (flgrg(rjnee) apres minéralisation.
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Mg dissoud Magnésium dissous mg/l NF EN ISO 7980 (()ﬂzgnurzqe) apres filtration sur
N-NO2 | Azote nitreux mg/| NF EN I1SO 13395 (flux)
N-NH4 Azote ammoniacal mg/| NF T 90-015-1 (distillatiotiteimétrie soude)
N-NO3 Azote nitrique mg/| NF EN ISO 13395 (flux)
NTK Azote Kjeldhal mg/| NF EN 25663
Ni Nickel total mg/| FD T 90 112 (Flamme) apres malisation
SO, Sulfates mg/| NF EN ISO 10304-2
Températurg °C
Tac | TS e Y CF NF EN ISO 9963-1 (potentiometrie)
TA Titre alcalimétrique °F NF EN ISO 9963-1 (potentitnie)
TH Dureté totale °F NF EN I1SO 7980 (flamme) aprésadfiion

Lors de la derniére injection a I'eau, les effleesbnt récupérés dans des flacons en
verre de 250 ml placés dans un bac réfrigérant@, 4four stopper 'activité bactérienne. Les
flacons sont en verre car cette matiére possederdesiétés thermo-conductibles élevees, ce
qui accélere le refroidissement. Les effluents pécés sont ensuite transvasés dans des flacons
normalisés. Certaines analyses chimiques néceskitienit d’acide pour stabiliser ces liquides
métastables. Ainsi l'acide phosphorique est utilggur l'analyse du COT et l'acide
nitrique pour I'analyse du calcium et magnésiumaua I'acide sulfurique, il est nécessaire
pour les analyses de NTK, NHet phosphore.

Les effluents ont été ensuite envoyés a IANESCQOv@hgui aprés une description
portant sur la couleur (incolore/jaune/marron),déar (sans odeur/odeur de milieu de
culture/ammoniac) et la présence de précipité faiblé/important), pratique les analyses.

Des données complémentaires telles que la conitéctia température (° C), NH
pH et 'oxygéne ont été également collectées aorétbire de Monteread ébleau n°2]).

Tableau n°21 :Liste des paramétres complémentaires mesurés aoratalire de Montereau.

Analyses Unités Références
pH unité pH
Con-l(;lugtivité r?Sg//(I:m Multi paramétres 340l
Teneur en Oxygéne mg/l
Densité optique (D.G600 nnl A (Absorbanceg) Spectrophométre Biomate 3
NH," (D.O.) 575 nm mg/! Réactif de Nessler
Etat Frais Microscope Zeiler
Comptage de cellules Bactéries/ml Cellule dedgsdz

Le dosage de 'ammonium est accompli a l'aide dacti& de Nessler. Une prise
d’essai de 10 pl est mélangée dans une cuve dégpeatometre au réactif de Nessler puis
placée a l'abri de la lumiere pendant 5 minutescieaent. Une mesure de densité optique
(D.O.) a 425 nm est alors effectuée. Les résuftais portés sur une courbe étalon réalisée a
partir d'une gamme de concentrations variant dd ® &/l de chlorure d’ammonium.

Des analyses de microbiologie sont également é&aliselles que le suivi de la D.O.
cellulaire a 600 nm, lactivité enzymatique total&.E.T) et l'activité enzymatique du
surnageant (A.E.sur ou A.E.L.). Les observationkétat frais permettent d’évaluer I'état
physiologique, la taille, la forme, la mobilité &@tentuellement 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 étdpdsa procédure d’injection en
colonne de sable élaborée au laboratdiigure n°17).
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Figure n°17 :L’organigramme représentant les différentes étajesstests.
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VI. LE PROTOCOLE D’INJECTION.

Le procédé comporte fondamentalement deux phasegremiére consiste en la mise
en place de la biomasse dans le systeme silicewsedonde apporte les sels de calcium et 'urée.
Ces deux phases peuvent étre injectées en coutesrt;a-dire qu’il n’y a pas d’arrét entre la
mise en place de la suspension de biomasse etdeelke solution calcifiante. Cependant, elles
peuvent étre aussi injectées en mode semi coridans ce cas, il y a un temps appelé temps de
batch qui sépare ces deux phases. Le batch seiatis¢epar une immobilisation des fluides
pendant une durée définie a I'avance. La phasediople est représentée par I'injection d’'un
volume de pore. Quant a la phase calcifiante,pslg comporter entre 3 et 5 volumes de pores.
Chacun de ces volumes de pores est séparé patamdaas le mode d’injection semi continu.
Les vitesses réelles d'injection sont toutes carietaet fixées a 0.2 m/h dans le mode semi
continu. En mode continu, deux vitesses d’injecbahété testées, des vitesses de chantier et des
vitesses faibles (< 5 cm/h)dbleau n°22.

Tableau n°22 :Les parameétres impliqués dans I'élaboration dfuatocole d’injection.

Conditions d'injection sur colonnes de 20, 40 ou 66m
Mode d’injection continu semi continu
Nombre de volumes de pores de 1 1 >
suspension de biomasse injectée
Vitesse réelle d’'injection de la biomasge 5 cmjih cth 20 cm/h
Réalisation de batch non oui
Nombre de volumes de pores de solution \
o L 5 3ab
calcifiante injectée
Vitesse réelle d injection de la solution 5 em/h 20 cm/h 20 cm/h
calcifiante
Réalisation de batch non oui

L’objectif principal de cette sélection de paramastest I'établissement d’'un protocole
d’injection capable de cibler les criteres optimisda 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 calcificatiamécessité I'élaboration d’'un protocole
d’injection, c'est-a-dire I'établissement d'une wéace d'injection dans les conditions des
chantiers, capable d’aboutir a une bio calcifiaatilomogene. Pour cela, trois parametres
interdépendants ont été pris en compte :

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

L'impact du paramétre biomasse a été étudié sux dmeaux, i. I'estimation du taux de
fixation en fonction du type de sable et ii. le ni&@n de l'activité enzymatique au cours du
temps. L'impact de la solution calcifiante sur teqessus de bio calcification est étudié sur trois
niveaux, i. I'effet de la nature du sel de calcium/effet de la concentration et iii. I'effet de
I'équimolarité avec l'urée. Enfin, 'impact du modk#injection, continu ou semi continu, a été
étudié ainsi que la vitesse d’injection, et la @urfun temps de batch propice a la bio
calcification. Les interactions de ces trois parae® ont permis de définir, le protocole
d’injection.

Pour étudier 'ensemble de ces paramétres, 18%ucefoont été injectées et les conditions
générales testées pour chacun des parametresésaniges ci-apresdbleau n°23.

Tableau n°23 :Les caractéristiques générales des colonnes igsct

Température ambiante (20° C)
Injection en continu Injection en semi continu
Sable lItterbeck Sable Fontainebleal Sable Itterbec Sable Fontainebleau
Compactage : Compactage : Compactage : Compactage :
pluviation et tassement pluviation et tassement pluviation et tassememnt pluviation et vibration
Longueur 0.2 m Longueur 0.2 m Longueur 0.2 - 0. m Longueur 0.2 -0.6 m
Vitesse d’injection Vitesse d’injection Vitesse d'injection Vitesse d'injection
0.05- 0.2 m/h 0.05-0.2 m/h 0.05- 0.2 m/h 0.05-0.2 m/h
Nombre de volume poreNombre de volum@ore d{ Nombre de volume po| Nombre de volume pore
de biomasse 1 biomasse >10 de biomasse 1 biomasse 1 et 2
[U/Ca(NGy),] et [U/Ca(NGy),] et [U/Ca(NGy),] et [U/Ca(NGy),] et
[U/CaCl) [U/CaCl) [U/CaCl) [U/CaCl)
=0.5-0.83 M =0.5-0.83 M =0.5-0.83 M =0.5-0.83 M
Volume pore de solutign Volume pore de solution Volume pore de Volume pore de solution
calcifiante calcifiante solution calcifiante calcifiante
V.p=5et>10 V.p=5et>10 V.p=3-5 V.p=3-5

Les tableaux suivantsTébleaux n°24, 25 et 26 présentent les différentes variables
testées pour la détermination du comportement dbidmasse sur le rendement de la bio
calcification.
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Tableau n°24 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détenm
I'effet de la quantité de biomasse.

IMPACT DE. QUANTITE DE BIOMASSE
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
. . Nombre de
Type de Méthode de Sol_u_tlon Mode V[tesse V.p de Nom_bre de \_/_.p de
sable calcifiante e réelle . solution calcifiante
..~ | compactage 2 d’injection o biomasse S
utilisé [U/Ca®T] d’injection L injecté
injecté
Pluviation et En semi
SFB vibration 0.5M continu 0.2 m/h 1-2V.p 3-5V.p

SFB : Sable de Fontainebleau. V.p. : Volume de sit#o

Tableau n°25 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détenm
I'impact du taux de fixation de la biomasse.

IMPACT DU TAUX DE FIXATION DE LA BIOMASSE
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
. : . Nombre Solution
Méthode de Vitesse reelll de V.p de calcifiante Mode Type de sable| Hauteur de
compactage d’injection | biomasse [U/Ca®] d’injection utilisé colonne
injecté

Pluviation et En semi-

I 0.2 m/h 1V.p 0.5M continuet | SFB/ltterbeck| 0.2-0.6m
vibration continu

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

Tableau n°26 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détenm
le maintien de l'activité enzymatique de la bioneass

IMPACT DU MAINTIEN DE L’ACTIVITE ENZYMATIQUE
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
Nombre Tvoe de
Méthode deg Vitesse réelll de V.p de| Mode d’ Zzble Hauteur T C Temps de
compactage d’injection | biomasse| injection utilisé de colonne batch
injecté
Pluviation et semi-
0.2 m/h 1V.p |continuetf SFB 0.2m 12-20°C 24 — 48 h
tapotement continu

SFB : Sable de Fontainebleau. V.p. : Volume de git#o

Les tableaux suivantsTébleaux n° 27 et 28 précisent les conditions expérimentales
appliguées aux colonnes pour la détermination ohepct de la solution calcifiante sur le
processus de bio calcification a température anjigandis que I&ableau n°29montre celles
pour I'étude de I'impact du mode de compactage.
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Tableau n°27 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détenm
la nature du sel de calcium.

IMPACT DE LA NATURE DU SEL DE CALCIUM

PARAMETRES
PARAMETRES CONSTANTS VARIABLES
Type de Méthode de Sol_u_tlon Mode Nombre dg V[tesse _ N
sable compacta calcifiante diniection Volume de réelle Sels de calcium utilises
utilisé P g [U/Ca*1] ) pore inject¢ d’injection
pluviation semi
SFB et vibration 05M continu 5V.p. 0.2 m/h Ca(Ng), et CaC}
Tableau n°28 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détenm
le rapport urée/Ca.
IMPACT D’'UNE SOLUTION UREE/Ca NON EQUIMOLECULAIRE
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
: Nombre d . .
Type de Méthode d Mode Vl’tesse V.p Concentrathn de la solution
sable compactag|{ d’injection reelle biomasse calcifiante
utilisé pactag) - diny dinjection| P\omas: [U/Ca?]
injecté
SFp | Pluviation|  semi | 45 5V.p 0.5-0.75M
et vibration|  continu
Tableau n°29 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détenm
I'effet du mode de compactage.
IMPACT DU MODE DECOMPACTAGE
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
Solution Vitesse Nombre de
o Mode . V.p de solutiorn Type de sable Méthode de
calcifiante| . .~ réelle o ol
2 d’injection s calcifiante utilisé compactage
[U/Ca®] d'injection e
Injecte
pluviation et
05 M En semi 0.2 mh 3V.p Sable de SFB et tapqte_ment,
continu Itterbeck/correcteur pluviation et
vibration

Les Tableaux n° 30, 31, 32 et 3présentent les conditions expérimentales, resgaognt,
pour I'étude des effluents, la détermination du enatiinjection, I'effet de la température sur le

processus de bio calcification et la formation destaux de calcite.
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Tableau n°30 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détenm
la nature chimique des effluents.

NATURE CHIMIQUE DES EFFLUENTS
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
. Concentration de
Type de sab| Méthode de Mode V[tesse Nombre de_ V.p la solution
o o réelle solution calcifiante -

utilisé compactage d’injection Jiniection iects calcifiante

) I [U/Ca?]

Pluviation et , .
SFB vibration | S€M continb 0.2 m/h 3-5Vp 0.5-0.83 M

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

IMPACT DES MODALITES D’'INJECTION

PARAMETRES
CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
Nombre de Concentration de |
Type de sable | Méthode de Mode Vitesse réellel V.p solution : o
) b N e solution calcifiantg
utilisé compactagel d'injection d’injection calcifiante 2
e [U/Ca“™
injecté
Pluviation et semi contin
SFB vibration / . 0.05-0.2m/h 5-10V.p 0.5-0.75M
et continu
Tapotement

Tableau n°32 :Caractéristiques des colonnes injectées pour détemtieffet de la température.

IMPACT DE LA TEMPERATURE
PARAMETRES
PARAMETRES CONSTANTS VARIABLES
Concentration de | Nombre de V.
o Méthode de Mode . o Vitesse réell{  solution Type de sable

T°C e solution calcifiantg " ;. >~ ~.. . g
compactage d’injection 2 d’'injection | calcifiante utilisé

[U/Ca®] e

injecté

12°C Plu_watl_on semi contin 05M 0.2 m/h 5V.p SFB/Itterbeck
et vibration
Tableau n°33 :Caractéristiques des colonnes injectées pour étudie
formation des cristaux de calcite.
ETUDE DE LA FORMATION DES CRISTAUX DE CALCITE
PARAMETRES CONSTANTS PARAMETRES VARIABLES
Concentration Vitesse
Type de | Méthode d¢ de la solution Mode rGelle Nombre de V.p solution
sable utilise compactag calcifiante d’injection I calcifiante injecté
2 d’injection
[U/Ca®"]
Pluviation : : N
SFB et vibration 0.5M semi continu 0.2 m/h l1a5Vvp
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l. RECHERCHE DES PRINCIPAUX FACTEURS REGULANT L’ACTIVI TE
ENZYMATIQUE DE L'UREASE CHEZ S. pasteurii

1. Définition des besoins.

La bio calcification repose che®. pasteuriisur linduction biologique de la
précipitation du carbonate de calcium via une ereyntra cytoplasmique, l'uréase. Cette
enzyme hydrolyse l'urée pour libérer deux molécueammonium et une molécule de
carbonate. Cette réaction produit une alcalinisatia milieu et favorise la précipitation du
carbonate de calcium. Les effectifs bactériens aossi un critere influant sur la rentabilité
du procédé. Il faut donc cumuler la maitrise decraissance des bactéries et celle de la
synthese de I'enzyme. De plus, la composition duitieu de culture doit répondre aux
contraintes biologiques industrielles du procétéaut donc pouvoir contrdler la production
d’enzyme, la stabilisation de cette derniere, ssutminimisant les colts de production.

2. Les premiers essais de culture.

L'état des connaissances au début des essais dealuification préconisait des
milieux de culture composés d’'une source d’ammonr@associée a une source nutritive riche
et complexe. Deux milieux de culture ont été présosin pour I'emploi en laboratoire et
I'autre pour une utilisation plus industrielle. @éalement, les milieux utilisés en laboratoire
ont des compositions plus complexes et sont fabs@vec des produits purifiés. C'est le cas
du milieu Columbia recommandé po8r pasteuriipar les banques de souches. Un second
milieu, plus simple était composé de 20 g/l d’eixiiie@ levure (Y.E) additionné de 10 g/l d'un
sel d'ammonium (SENH,4),. Or, ce sel dammonium composé d’ions sulfatesrarge la
possibilité biologique de formation de sous proglut base de soufre soit par la souche
effectuant la bio calcification soit par les bamgren place dans le sol. Dans ce cas, le
traitement des effluents sur chantier devient ptomplexe. Ce sel d’ammonium a été
remplacé par Whiffin (2004) par 10 g/l de chloraf@mmonium, plus simple a traiter et
moins onéreux. Il a été associé a une source imatatternative complexe (la Marmite) a la
concentration de 10 g/l. La Marmite est un produibase d’extrait de levure, destiné a la
consommation humaine. Son co(t est pres de 3 liggsfaible que celui de I'extrait de levure
utilisé en laboratoire. Cependant, les premiersaigsde culture contenant cette source
nutritive alternative ne donnerent pas satisfactin effet, la tres forte variation de la
production d’'uréase entre les différents essamnduit & son abandon. En conséquence, il est
apparu souhaitable de retourner a l'utilisationng'tsource complexe d'Y.E pur, qui a
permis d’obtenir une production d'enzyme presquaéstante. L'extrait de levure de
laboratoire est issu d’'un hydrolysat de levures ttdmplet, ne nécessitant pas l'ajout
d’additifs pour assurer la quasi totalité des hesaiu micro organismelébleau n°34. En
effet, il est composé a 50 % de carbone, 15 % tEado0% de phosphore, et renferme des sels
minéraux variés et de nombreuses vitamines.
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Tableau n°34: Composition chimique de I'extrait de levure BOf(0).

Source % Compos!thn =i G Libre | Total
aminés (%)
Carbone 45% Histidine 0.6 1.3
CystineC 0.2 détruit
Azote Total (TN) 10.9 Phénylalanife 2 2.6
Azote Amino (AN) 6 Serin& 2.6 1.6
(AN/TN) 0.55 Tryptophan&V 0.5 détruit
Cendre 11.2 Valing 2.2 3.5
NaCl 0.1 Leucind 3 4.1
Analyse élémentaire ua/g MéthionineM 0.6 0.8
Calcium 130 Prolin® 0.8 2
Magnésium 750 Thréoninke 1.1 1.6
Potassium 3195 Tyrosiné 0.8 1.2
Sodium 1490 Arginin® 1.4 2.6
Chlorure (%) 0.38 Glycin& 1 3
Sulfate (%) 0.09 Isoleucine 1.8 3
Phosphate (%) 3.27 Lysite 1.9 4.6
Facteurs de croissancg mg/l Acide glutamiquee 6.6 9.4
Biotine 2.10 AlanineA 4.4 5.6
Acide Folique 2.19 | Acide AspartiqueD 1.6 5.3
Inositol 2
Niacine 0.4
Riboflavine (B2) 0.2
Thiamine 0.4

La maitrise du colt d’'une biomasse injectable conuagar les matieres premieres,
c'est le poste le plus colteuxr. Les autres, ttalaimain et conditions de culture
(température, aération), se traduiront par desso@&grgétiques. S’intégreront ensuite les frais
d’achat de matériels et leur amortissement. Laérafpremiére entrant principalement dans
la composition du milieu de culture est I'Y.E. deafjté « laboratoire » dont le prix est de 100
Euro/kg. Dans le cas d’'une source alternative deiments comme la Marmite le cod(t
diminue a 30 Euro/kg. Malgré cela, dans le cadreegepremiers essais de culture, le choix
s'est porté sur I'extrait de levure de laborat@ioenme source de nutriment. Cela a permis de
s’affranchir au mieux de la variabilité de la protdon d’enzyme, car leurs mécanismes de
régulation complexes et mal conndar la suite, la source de nutriment a été adapige
besoins dé&. pasteurii

Dans une premiére étape d’optimisation, cettecgonutritive a été complétée par des
produits destinés a stimuler la synthése d’'urddseée est le substrat naturel de I'enzyme et
sa présence dans le milieu de production de biemstsaule la synthese de l'uréase (Jahns,
1996). D’autre part, en ce qui concerne la soucle8B-21, il a été mis en évidence que sa
présence dans la composition du milieu était irehispble. La particularité d& pasteuriest
la double fonction de I'azote Nfrésultant de la dégradation de I'urée. L’ammoni@m & la
fois de source d’azote mais aussi de source d’@ndrg cellule bactérienne posséde une ATP
synthétase/Nid. Il s’agit d’'un transport actif secondaire qui ctige en présence
d’ammonium dans I'environnement. La dissociation’dexmonium conduit a la libération
d’'un proton, créant ainsi un gradient électrochimicde par et d’autre de la membrane
plasmique. C’est un mécanisme de couplage chimmmtigue. Dans un milieu trés riche en
azote organique apporté par les acides aminésxiedit de levure, la souche au début de la
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croissance prend sa source d’azote préférentiefiemians 'azote organique. En fin de
croissance la concentration en nutriments chutgig, se tournera vers I'ammonium. Au
cours des différents essais, il s’est avéré quédse est une enzyme de type inductible et non
constitutive. Sa synthése n’est pas constante ldacsllule mais induite par la présence de
son substrat, I'urée. La gamme de concentratiors daguelle I'urée est inductible, est
comprise entre 20 et 40 mM soit 2.4 g/l.

Par ailleurs, I'ajout de nickel sous la forme d€Nientre 10 et 100 uM (Bachmeietrr
al, 2002) a été identifié également comme stimulansynthese de l'uréase. En effet, ce
cation est un élément clé qui s’integre dans lactire tridimensionnelle de I'enzyme
puisqu’il est localisé au niveau du site actif ettsde catalyseur au processus réactionnel
d’hydrolyse de l'urée. Le nickel, élément peu corice dans les eaux des réseaux urbains
(unité qualité =20ug/L), peut donc étre un factéonitant; il doit donc étre ajouté a la
composition chimique du milieu. Pour déterminerlge®nt les niveaux de concentraties
plus efficaces, un plan d’expérience d’essais deireua été établi, avec pour chaque élément
deux niveaux de concentrations testé€ableau n°35).Les essais de croissance 8e
pasteurii sur ces différents milieux de culture, ont étésfan duplicata. Le potentiel de
précipitation du carbonate de calcium des biomagbtsues, a été recherché dans des tests
en tri réplicat, en utilisant trois solutions céilmtes 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 élémentarent
dans la composition du milieu de culture

FACTEURS | UNITE NIVEAU -1 NIVEAU +1
Y.E gll 10 20
UREE gll 1.2 2.4
NiCl, mg/l 0.58 5.8

Ces essais ont permis d’établir la composition @uemier milieu de culture intitulé
« Milieu pré SBF » renfermant 10 g/l d’extrait éwudre, 2,4 g/l d’'urée et 0.58 mg/l de NiICl
hydraté avec de I'eau déminéralisée. Sur ce miledaux de croissance u & pasteurii
souche CIP 66-21 est de 0.43, e temps de génération de 2 h 34 avec une egimdti
taux moyen de précipitation de Cagx@ 35 %.

Une étude spécifique a été faite pour mettre edeéne I'impact du pH de départ du
milieu de culture sur la croissance et surtout lausynthése de I'enzyme et le potentiel
calcifiant de la biomasse. L’institut Pasteur, faaseur de la souche préconise un pH compris
entre 8 et 9 pour obtenir la croissance optimabelr Rester le pH initial entre 8 et 9 le méme
protocole expérimental a été mis en jeu. Les rétsulbnt montré que le pH de départ du
milieu de culture a condition qu'il reste comprigre 8 et 9, ne semble pas intervenir dans un
sens ni dans l'autre sur les performances de amigs ni sur les performances de la
précipitation. En conséquence un ajustement du 13 a été adopté.

La composition du milieu de culture a servi de pode départ aux travaux
d’optimisation, en vue d’établir un milieu industdr{Figure n°18).
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Recherche d’une fenétre optimale de culture pour I'obtention d’activité
enzymatique de type uréase stable et élevée

Deux voies

d'aération

()

Composition du Conditions de Flgure n018 : Les dlﬁerents

milieu de culture culture points abordés pour le
développement d'une fenétre

Différents niveaux optimale pour I'obtention

d’activité enzymatique spécifique.

( PO, )( NaCl )( NH,CI )

( Effet volume )

Effet
agitation

3. L’importance des ions sodium.

Les milieux de culture destinés aux bactéries @evironnement renferment une petite
quantité de chlorure de sodium destinée a créegquilibre osmotique équivalent a celui
gu’elles rencontrent dans leur biotof®. pasteuriia été décrit comme un micro organisme
halotolérant. Sa physiologie est donc adaptéepaidlsence du chlorure de sodium. En effet,
de nombreux acides aminés tels que la valine,Ueirle et l'isoleucine, caractérisés par la
présence d’'une chaine aliphatique (BCAA) sont eni€harge par le systeme de transporteurs
secondaire sodium dépendant. Ces acides aminésdeoptemiére importance puisqu’ils
peuvent représenter prés du tiers des acides ammmésituant les protéines. La présence de
'ion sodium, participe a la formation d'un gradieglectrochimique de proton, par
translocation, via une ATPase/Na+. Un mécanismatae analogue a été identifié pour la
glutamine (Jahns, 1994 ; Beek Jahns, 1996). Ce gradient facilite égalementiénactive
d’autres ions tels que Iion potassium via une peraptiport ATPase Na/K Non seulement
la physiologie déS. pasteuriiest adaptée a la présence du chlorure de sodiam,am produit
lui est strictement nécessaire. En facilitant &$port de différents solutés présents dans le
milieu de culture, le chlorure de sodium devraitéfiarer la croissance de la souche mais
aussi la synthése de I'enzyme. Pour cela, 3 esgathiplicata de milieux de culture ont été
testés avec trois concentrations différentes dergté de sodium (0, 3 et 9 g/l). La croissance
a été menée a 20° C pendant 24 heurabléau n°36.

Tableau n°36 :Influence de I'ajout de NaCl sur la croissance de&steurii CIP 66-21.
(CV : coefficient de variation)

0 g/l 3g/l 9 g/l
Taux de croissance (i en h-1) 0.083 £ 0.002 aveg 0.086 + 0.001 ave¢ 0.092 + 0.0004 aveg
CVv=28% CV=1% 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, I'ajautNa&Cl est bénéfique pour la
souche. Il permet dans ces conditions de culturgaimde 10 %, soit I'équivalent au bout de
24 heures de 0.328 D.O. cellulaire par rapportéamotn. Ceci correspond a 0.036 unité de
DO par gramme de NacCl, dans le cas d’'une cultugyant recu 9 g/l. Par contre, le bénéfice
est de 0.083 unité D.O. par gramme de NaCl pourcaneentration 3 fois plus faible. En

95



Chapitre IV- Amélioration de la production de bicssa

conséquent, 3 g/l de NaCl permettent une augmentalii taux de croissance de 4 % par
rapport au témoin soit une diminution d’'une hewrdeinps de génération.

Les performances des milieux a 9 g/l sont moin@wesegard de la quantité de sel
ajouté, ceci malgré des temps de génération tragagies entre les deux concentrations
testées. Lorsque les ions chlorure et les ionsuspdiont maintenus dans la cellule a un
niveau physiologique, la bactérie profite de cedfiée. Par contre, lorsque la concentration
devient plus élevée, la bactérie met en place despps ATP/N&de transport actif et de
transport antiport couplé avec®Hafin de maintenir une concentration intracelkaai
physiologique et stable. Cette activation des p@rgiablit un gradient de concentration du
sodium entre les compartiments intra et extracahel Cette réponse devient colteuse en
énergie chimique, notamment, lorsqu’il y a inductide la synthese d’osmolytes tels que
I'ectoine et le glutamate (Kuhlmaret Brener, 2002). C'est autant d’énergie chimique qui
n'est plus destinée au métabolisme soutenant lasenoce malgré une meilleure assimilation.
Par conséquent, a partir d’'une certaine conceotrain NacCl, le bénéfice de cet ajout se
réduit. Ce phénomene suggere d’opter pour une otratien de 3 g/l.

Par ailleurs, tout ajout d’éléments dans la contrsidu milieu entraine un codt
supplémentaire, non seulement a I'achat mais awssiveau du traitement des effluents. En
effet, I'élaboration d’'un milieu de culture doirétprise dans sa globalité et il faut considérer
le cycle entier de vie d’'un produit, notamment emgai concerne les chlorures. Ces derniers
sont difficilement revalorisables car lorsqu’ilsnéaconcentrés et donc toxiques. Ainsi, les
effluents dus a la suspension de biomasse prositee « milieu pré-SBF » (qui ne contient
pas de NaCl ajouté), collectés en sortie de colorarderment en moyenne moins de 1g/l de
NaCl. L’ajout de 3 g/l de chlorure de sodium infla@onc fortement sur la composition des
effluents et sur leur traitement (possibilité daresion des métaux, ...). Cependant, la
fraction d’'ions chlorure reste ici, négligeablesdaaux quantités trouvées dans les rejets dds a
la solution calcifiante qui contient du chlorure adcium et dont le cation est piégé au fond
par les ions carbonates produits par la bactérie.

Enfin, pour intégrer, totalement I'ajout de 3 gé NaCl dans la composition du milieu
de culture, ces contréles sur la croissance ontcétgplétés par un suivi de Il'activité
enzymatique. Un gain de 15 % au bout de 6 heuresltee a été obtenu confortant l'intérét
de l'ajout de 3 g/l de NaCl. La composition de caiveau milieu de culture, noté « Milieu
SBF » est la suivante : 10 g/l d’extrait de levi&d, g/l d’'urée et 0.58 mg/l de NiCIB g/l de
NaCl, hydraté avec de I'eau déminéralisée, pH @jasf2.5 avant autoclavage.

4. L’impact de I'ajout d’'une source de phosphate.

Il est couramment admis que les besoins nutritds thicro-organismes en macro
nutriments durant la phase de croissance répordentéquilibre entre les atomes de C, N et
P de telle facon que leurs proportions respectedissent au rapport 100/10/1. Si la
concentration en phosphate devenait limitante danmwilieu de culture, la production de
biomasse et d’enzyme en seraient affectée. Or,oats de différents essais d’injection en
colonne, les résultats des analyses chimiques dfsergds ont montré des valeurs
contradictoires quant a leur teneur en phosphdedetosuggérant peut-étre une carence en
phosphate dans la composition du milieu de culBB&. En effet, les teneurs en phosphore
oscillent d'un facteur 17, entre 6 mg/l et 106 myg/ensemble des résultats sera étudié dans
le chapitre intitulé « Etude chimique des effluentdl faut cependant souligner que les
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effluents ne sont qu’incomplétement représentatds éventuelles carences du milieu de
production de biomasse. Ce qui est injecté au &stdine suspension de biomasse en fin de
croissance exponentielle. Le milieu initial est artie épuisé en C, N et P au profit des
cellules produites. De plus, les effluents de eartillectés aprés I'injection du premier V.p de
solution calcifiante, sont appauvris en bactérigsque celles-ci sont sensées se fixer sur les
grains de sable. Ces effluents sont donc appaswri§, N et P et selon une proportion qui
dépend du taux de fixation des bactéries. Paruadljeles 10 g/l d’extrait de levure que
renferme le Milieu SBF apportent 45 % de C, 10.9&N et 3.25 % de phosphateableau
n°34). La teneur en P calculé est de 1.07 %. Le rapPdw/P de ce produit est donc de
100/24.2/2.37. Ainsi I'extrait de levure du miliele culture obéit au rapport 100/10/1 et ne
crée pas une carence en phosphore. Cependarpect@tre vérifie.

L’étude des taux de P des effluents étant insuffesaune série d’expériences a été
mise en jeu pour s'assurer que le phosphate néssép concentration limitante dans le milieu
de production. Ces essais de culture ont été éSaba duplicata, avec un ajout de 0.2 g/l
d’orthophosphate de sodium. Deux productions réedisdans un milieu sans apport
d’orthophosphate constituent les témoins. Les oedtont été faites a 28° C et pilotées durant
168 heures. Les courbes de D.O.. cellulaire sopérposables qu’il y ait eu ajout ou non
d’orthophosphate Higure n°19). Les suspensions bactériennes produites avect ajou
d’orthophosphate présentent des activités enzymegiqui suivent un profil similaire a celui
des suspensions témoimsgure n°20). La production maximale moyenne d’enzyme pour les
deux duplicatas est constatée durant la fin de Hase@ exponentielle et la phasede
ralentissement.
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Dans les deux croissances, il n'y a quasiment pgshdse de latence et les durées des
phases sont identiques. La phase d’accélératierd () est suivie d’'une phase exponentielle
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durant 3 heures (4 - 7 h) puis d’une longue phasal@ntissement (9 - 32 h) qui s’acheve par
I'entrée dans la phase stationnaif@ljleau n°37. Malgré des profils trés semblables, les
milieux ayant recu un ajout d’ortho phosphate antpit un peu moins de biomasse.

Tableau n°37 :Les parametres en absence et en présence d’ortepphte.

Paramétres Sans ajout Avec ajout
d’orthophosphate 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) 32h=>149 h 32h =>149h
Taux de croissance [ (h-1) 0.329 0.293
Temps de génération (h) 2.11 2.33
D.O cellulaire max 49+ 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 (uS/cm/min) 272 +£12 292 + 22
Production | (Phase exponentielle) 5 6.2
d’A.E par (Phase de 6 57
heure ralentissement)) '

Ainsi, ces expériences confirment que le Milieu SBFprésente pas de carence en
phosphore.

La production d’'uréase, qu’il y ait ou non un ajdidrthophosphate, se fait surtout en
fin de phase exponentielle, pendant la phase @atrstéement. Quanda souche rentre en
phase stationnaire la production s’arréte. Ceaiiiggque la synthese semble étre dissociée
de la croissance. Une hypothése peut étre propopsée expliquer ce phénoméne. Il se
pourrait qu’'une faible transcription de I'enzymesigue les conditions environnementales
sont propices puis une levée d’inhibition lorsgeerlilieu s’appauvrit. Cette régulation peut
se reéaliser au niveau du promoteur de I'opérABCpar le jeu du facteur de transcription
qui induit ou inhibe la transcription de l'opéroba régulation des genes dans le monde
microbien ne peut se réaliser par une réegulatist-panscriptionnelle, car les ARNm sont
monocistroniques. Un autre niveau de régulationt mxister, directement a I'échelle de
'enzyme, tel gu’il existe avec les enzymes allagtées. Or, I'uréase étant une enzyme de
type « micheline » cela exclut également ce typeédelation. Ici, la régulation de I'opéron
uréase resulterait d’'une combinaison de facteurar@mementaux et physiologiques,
conduisant & une régulation plus complexe.

L’'ajout d’orthophosphate ne produit aucun effetatds sur la production d’enzyme
soit parce que ces ions POétaient déja en concentration suffisante, soit epaya’ils
n’interviennent pas dans le processus de synthésd'edzyme. Cependant, les ions
phosphates sont utiles pour la synthese des acid#€iques et des phospholipides, pour les
échanges ioniques et les cascades de régulatior@thbolisme.

Les fortes variations de la teneur en phosphese affluents de biomasse issus des
colonnes, pourraient avoir une autre explicatioes teneurs faibles en phosphore total (6
mg/l) sont probablement étre dles au contact éatseispension de biomasse et la solution
calcifiante. Les ions phosphates restant dansdpesision de biomasse, pourraient précipiter
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sous forme de phosphate de calcium qui restem@epians la colonne. Ceci appauvrirait les
effluents. Cette explication est cependant, en abésd avec toutes les observations
ultramicroscopiques faites sur les cristaux obteziuss analyses atomiques pratiquées dessus
qui n‘ont jamais mis en évidence de phosphate deiuca (Castanier et Levrel,
communication personnelle).

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

Le milieu de production de biomasse (Milieu SB§gns compter I'urée ajoutée pour
induire la synthese de l'uréase, possede une temeuazote suffisante pour assurer la
croissance d&. pasteurii Le milieu Columbia qui est préconisé par les h@sqde souches,
est composé de 17 g/l de poly peptone, 3 g/l deopeancréatique de cceur, 1 g/l d’amidon
de mais, 3 g/l d’extrait de levure, 5 g/l de Natd,qui fait de lui un milieu plus riche que le
Milieu SBF. Hormis la présence de l'inducteur, cl@zpasteuriila synthése de l'uréase ne
semble pas régulée par la teneur en azote. En dffelapparait pas d’inhibition ou de
stimulation de la synthese de I'enzyme lorsque aie$ concentrations en azote sont
présentes. Cependant, il existe une régulation Exeple 'uréase, principalement dle a la
double fonction des ions ammonium au sein de laleelPour mieux élucider cet aspect, 4
essais en duplicata, de production de biomassedrgsources de carbone différentes et de
'ammonium ajouté, ont été réalisés en Erlenmege8° C pendant 25 heureBapleau
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/1) 2.4 - - -
NiCl, (mg/l) 0.58 0.58 0.58 0.58
NacCl (g/l) 3 3 3 3
Remplacement de I'extrait de i ) Mélasse Marmite
levure (g/l)
NH,CI (g/1) - 10 10 10
H,0O déminéralisée (ml) 1000 1000 1000 1000

Le milieu de SBF-1 sert de témoin, le milieu SBBahs lequel 'urée a été retirée au
profit d’un ajout de chlorure d’ammonium permet\wdtier I'excés I'impact de 'ammonium
sous la forme de sel dans un milieu riche. LesemiSBF-3 et SBF-4 renferment tous les
deux une source alternative de carbone en préskmeexceés de chlorure d’ammonium. Le
milieu, SBF-3, avec la mélasse qui est un sousyiroé I'industrie sucriere, est trés riche en
hydrates de carbone et pauvre en azote. Issue danfee a sucre, elle renferme 35 % de
saccharose, 20 % d’autres sucres, 10 % d’'eau &6 e cendres. Sa teneur en matieres
azotées, exprimée en matieres séches, est de setlério. Par contre, la Marmite (SBF-4)
est une source alternative d’extrait de levurees$ella fermentation du malt. Sa composition
est proche de celle de I'extrait de levure de latmire. Les activités enzymatiques sont
mesurées durant la phase de ralentissement enéte2®8theuresHjgure n°21).
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Le milieu SBF 1 a permis la production de la biosea plus riche en A.E, avec des
valeurs de 16 a 19 % supérieures, a 20 et 26 heespectivement. Pour I'ensemble des
milieux, les productions d’activités enzymatiquesnts meilleures durant la phase de
ralentissement (fin de phase exponentielle de saarse). Au dela, la teneur en enzyme reste
stable pour les milieux SBF-3 et SBF-4 ce qui tralarrét de la productionTableau n°39.

Tableau n°39 :Production d’activité enzymatique moyenne par Babtenue durant la fin
de phase exponentielle.

Production T SBF-1 | SBF-2| SBF-3| SBF-4
A.E
(US/min/h) 6 h 7.3 10.2 0 1

La production d’enzyme est plus importante dansnilreu de culture renfermant de
I'extrait de levure (SBF-1 ou SBF-2). Les quantidésctivités enzymatiques obtenues dans le
milieu SBF-1 sont toutefois plus élevées que dansiilieu SBF-2. L'induction par l'urée
semble meilleure que par le chlorure d’ammoniuns @=ux milieux sont riches et favorables
a la production d’une biomasse riche en uréase.

La présence d'une concentration équivalente d’anumordans les milieux SBF-2,
SBF-3 et SBF-4, ne permet pas cependant d’obtesiragtivités enzymatiques équivalentes
au bout des 26 heures. Ceci suggére donc que leesde carbone joue un réle important non
seulement dans la production de biomasse maisdarssla production d’enzyme.

4.000 O Milieu SBF 1
O Milieu SBF 2
3.500 O Milieu SBF 3
O Milieu SBF 4
3.000 Figure n°22: Suivi des
o 2500 moyennes de la D.O cellulaire
% 5 000 lues dans les quatre milieux
5 testés au cours de la phase de
y 1.500 s 14 .
° décélération.
1.000
0.500
0.000 T
20 h Temps (h) 26 h
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Si 'on compare la production de biomas$ég(re n°22), dans le cas des milieux
SBF-1 et SBF-2, riche en matiére organique, I'ajdiammonium & forte concentration,
semble plus efficace que I'ajout d’'urée. Ceci suggpie 'ammonium est préférentiellement
utilisé pour la production d’énergie ce qui faverles divisions cellulaires et la production de
nouvelles cellules. Il est aussi possible si desitsources d’azote sont disponibles ce qui
semble étre le cas d'aprés la composition de Béxule levure. En effet, I'acide aminé
majoritaire est I'acide glutamique entre 6 et 10Par contre, lorsque le milieu est moins
riche (SBF-3) notamment en substrat azoté, 'amomnajouté ici en quantité suffisante
semble orienté vers les deux fonctions, énergieassimilation. Cependant, dans ces
conditions, le temps de latence apparait plus gdpne qui décale d’autant I'apparition de la
phase de ralentissement. Cela peut avoir alors @effaet, une forte production d’enzyme.
De méme, dans le cas de la culture du milieu SBR-groduction d’enzyme n’a pas non plus
évolué durant cet intervalle de temps, trés prababht en raison d’'une phase de latence
courte qui implique une apparition plus précocdadghase de ralentissement. Dans ce cas, la
diminution de la D.O. cellulaire est attribuéeentrée dans la phase stationnaire.

Ainsi, deux hypothéses peuvent étre proposéeslasgitantité de sel d’ammonium est
suffisante, soit une troisieme source d’azote wieert dans la régulation de l'uréase. Clsez
pasteurii deux enzymes ont été identifiees comme respogsala I'assimilation de I'azote
au sein de la cellule (Morsdoret Kaltwasser, 1989). La GDH-NADP dépendante
responsable de I'assimilation de 'ammonium dasscklules, se trouve a son faible niveau,
lorsque les conditions de culture sont riches esteanrganique. Par contre, la GDH-NAD
dépendante se trouve a des niveaux éleveés. Cettiemeest responsable de la décomposition
du glutamate, fortement représenté dans un milkenptexe, tel que I'extrait de levure. Par
conséquent, il est moins couteux, pour la cellel@écomposer cet acide aminé ce qui permet
I'obtention d’'une molécule d’'ammonium et I'oxogltdge. Cette molécule est au carrefour de
nombreuses voies métaboliques de synthése d’aandes®s. Ainsi, lorsque les ressources du
milieu sont suffisantes, une telle voie permet@hiser de nombreuses économies d’énergie.
Lorsque le milieu s’appauvrit durant la phase dentsssement, la quantité de glutamate ainsi
que d’autres donneurs d’ammonium comme la glutardimenuent fortement. La teneur en
azote global diminue, et la plus grande partier@eve ainsi mobilisé pour I'assimilation au
détriment de la production d’énergie. A la fin dephase exponentielle, I'énergie est requise
en grande quantité, sa limitation entraine une mlitmdn du taux de croissance. Parallélement,
la cellule engage la voie de synthese de I'uréassmigmentant sa production.

Ce phénomene semble plus performant en milieu a®meplcar une véritable
hiérarchisation de I'assimilation peut se réalites résultats obtenus peuvent s’expliquer par
une double régulation de la synthése de I'uré&x@ant la premiere phase de croissance, un
faible niveau d’activité enzymatique est produdtsultant d’'une synthese de type constitutif
mais de faible intensité. Ceci peut expliquer leseurs obtenues dans le milieu SBF-3.
Lorsque la phase de ralentissement se produits,almie activation ou une levée de la retro
inhibition permet un plus niveau de transcripti@nl'dréase. Le pool d’azote et la synthese de
I'uréase seraient fortement liés d’autant pluslgumilieu de culture est rich&igure n°23).
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Figure n°23: Suivi des
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Les activités enzymatiques spécifiques (A.E.S =./MD8cuiaird SONt entre 30 a 37 %
plus élevées dans les milieux témoins (SBF-1). QGmmiforte dans l'idée que l'ajout
d’ammonium a la hauteur de 10 g/l n'est pas néaesgmour I'obtention de meilleures
activités enzymatiques. En effet, la qualité niweitdu milieu, c’est-a-dire la présence mixte
d’acides aminés clés du métabolisme associé a ecende source d’azote (urée ou sel
d’ammonium) semble étre plus favorable a la symthés I'enzyme. La notion de pool
d’azote intracellulaire semble étre déterminante. pool d’'azote est constitué d’acides
aminés, et d’ammonium.

Une seconde série d’'essais avec différentes cotipaside milieux a été réalisée en
faisant varier la nature de la source d’azoteefihsinsi possible d’en voir son influence sur la
synthése de I'uréase. Sous la forme de sel, 'amumoest directement utilisable, soit pour la
production d’énergie soit la production de bioma&se contre, lorsque 'ammonium doit étre
fabriqué a partir de I'urée, alors la présenceétse est nécessaire et la souche doit donc la
fabriquer. Quatre compositions de milieux de celtont été proposées : un milieu SBF-1
avec une source d’'urée, son équivalent SBF-2 au@cs d’ammonium sous forme de NH
(4.3 g/l), un milieu GD-1, avec de la marmite etgll0de chlorure d’ammonium, et enfin son
équivalent noté GD-2, avec de l'urée deux fois plaacentrée que dans le SBF-1 et pas
d’ammonium. Il faut noter I'absence de NaCl darsralieux GD-1 et GD-2. Les cultures
ont été réalisées en duplicata sur 22 heures & Z8ableau n°40.

Tableau n°40 :Composition des milieux de culture utilisés poavéluation de I'effet
de '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
NH,CI (g/1) - 4.3 10.0 -
NaCl (g/l) 3.0 3.0 - -
NiCl, (mM) 10.0 10.0 10.0 10.0
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Dans ce cadre expérimental, les D.O. cellulairest similaires pour les quatre
duplicata Tableau n°4]). Dix grammes par litre d’extrait de levure prasknt 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 2.3 1.8 0.87 0.42
(mS/min/ml) CV=6% CV=1% CV=8% CV=8%
D.O 1.3 1.3 1.1 1.3
(cellulaire) Cv=16 CV=5% CV=2% CV=2%

CV : coefficient de variation.

Les activités enzymatiques obtenues sont tresreiftés. Le milieu SBF-1 a permis
d’obtenir une biomasse ayant une A.E entre 20 %{3B& 80 % (GD-2) supérieure a celles
produites dans les autres milieux. Or, entre lascdrilieux de culture SBF-1 et SBF-2, la
seule variation réside dans I'ajout d’'urée ou de@GlHPar ailleurs, dans le cas des milieux de
culture contenant de I'extrait de levure cultivég malt, les A.E sont pres de 50 % plus
élevées en présence d’'un sel d’ammonium par ragpane quantité équivalente d’azote sous
forme d’'urée. Cependant, les valeurs de A.E restésten dessous de celles obtenues avec un
milieu contenant un extrait de levure, particulidemt pur, utilisé en laboratoire. La
composition de I'extrait de levure semble influertément sur la production de l'uréase.

En effet, il existe deux types d’extrait de levute premier est fabriqué avec des
levures qui seront utilisées dans l'industrie dinpbae second provient de levures qui ont été
cultivées sur des produits issus de l'industrie lesseurs. Dans ce cas, il s'agit d’'un sous
produit qui nécessite une étape de nettoyage aleate rendre propre a la consommation.
Dans le cas de l'extrait de levure de boulangekig’agit d’'un produit de premiere qualité
puisque la levure Saccharomyces cerevis)aest utilisée telle quelle dans les différents
procédés de panification industrielle. Il faut dajue le procédé de culture 8accharomyce
cerevisiaesoit reproductible et contrélé afin de présenter gunalité nutritive constante. Cet
extrait de levure est destiné aux cultures de hastén batch ne nécessitant pas de conditions
particuliéres. Par contre, les cultures menées deelextrait de brasserie doivent subir de
plus fortes aérations. Dans le cas de la marmis, fbrtes variations des activités
enzymatiques d’'un milieu a un autre peuvent s'ex@r par une plus grande variation de la
qualité du produit.

Ces essais ont permis d’évaluer les performancedififgents milieux a fournir de
fortes activités enzymatiques de type uréase. Geaie ont pl montrer que l'ajout de
phosphate n'a d’impact ni sur la croissance cebelai sur la production d’enzyme. Par
ailleurs, un ajout de NaCl a hauteur de 3 g/l, anied’augmenter la croissance cellulaire et
la production d’enzyme. L’obtention des fortes dtds enzymatiques est étroitement liée a la
qualité de I'extrait de levure et la nature dedarse d’azote. Ainsi, lorsque I'extrait de levure
est raffiné, I'urée est préférable pour la synth@sd'uréase, synthese qui survient durant la
phase de ralentissement. Par contre, I'ajout dalrd@mmonium (NHCI) semble produire
une meilleure activité enzymatique lorsque la seufextrait 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 pou8. pasteurii étant établie, I'étape
supplémentaire pour améliorer la production dezieme, est la création des conditions
optimales de culture. Pour identifier ces condgi@h en particulier le niveau d’oxygénation,
une série de tests a été entrepris, en s’appuyatg modéle de régulation pré établi.

Ce micro organisme est aérobie, la présence d’'awy@st donc indispensable pour
son développement. Pour évaluer dans un premigpstexh de maniére simple, le niveau
d’oxygénation requis, des croissances en Erlenrsaymrété faites en jouant sur les échanges
gazeux entre le milieu de culture et I'air surnage&our cela les volumes de milieu de
culture varient. Ainsi, plus grand est le volumleisppetite est la surface d’échange avec l'air.
Pour évaluer cet effet, deux lots de duplicatasEdenmeyers ont été testés. Le premier
contient 150 ml, soit 1/6 du volume de I'Erlenmeyee second contient trois fois plus de
volume, soit 450 ml, c'est-a-dire, presque la tidtalu volume disponible. Les croissances
dans ces flacons ont été suivies, durant 27 heloes qu’ils étaient incubés a température
ambiante sur une table d’agitation a 120 rgiableau n°49. p (h™)

Tableau n°42 :Récapitulatif des caractéristiques des suspengiertsiomasse.

Caractéristiques D(ilggcnitl? D(ggg(ﬂ?
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 partirde 33 h A partir de 27 h
Taux de croissance moyen 0.31+£0.01 0.073 £ 0.003
u (h™h CV=37% CV=36%
Temps de génération moyen 2 h 15 min 9 h 30 min
D.O moyenne fin de phase exponentielle 3.5 1.6
Corrélation (1233 h): AE/D.O=R2 | o O0>ex | Y = 09508
A.E.S max (uS/cm/min) 68 23
Production Phase exponentielle 10.8 0.8
A.E/h Phase de décélération 7.76 '

La diminution du volume de milieu de culture daes Erlenmeyers de 450 ml a 150
ml et donc lintensification de I'oxygénation, pezmd’augmenter le taux de croissance
moyen durant la phase exponentielle d’'un factelredtemps de génération passe de 9 h 30
en condition de sous oxygénation a 2 h 15. Pagatieht, les valeurs de D.O. cellulaire
augmentent de 2 unités pour les milieux fortememwts Par ailleurs, contrairement aux
milieux sous-aérés, lorsque les conditions d’'a@nasiont suffisantes, une courbe de tendance
linéaire entre la D.O. et les A.E montre, une fedeélation, avec R= 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 del150 ml) et

500 ml ().

L'impact de I'oxygénation sur la production d’'uréaspparait dés la premiere d’'unité
de D.O. cellulaire. La production maximale estiateeavec une activité enzymatique de 272
puS/min/ml pour une D.O. cellulaire moyenne de EB.sous oxygénation, les AE sont six
fois plus faibles avec une biomasse deux fois meomscentrée. Le maximum d’activité
apparait a la fin de la phase de ralentissemeng @dtet 33 heures de culture a 28Fg(re

n°25).
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Figure n°25 : Les suivis des
activités enzymatiques et
des D.Ccellulaires dans les
flacons de 150 ml ( ) et
500 ml( ).

L’oxygénation méme peu maitrisée, comme c’est fdans ces expériences, permet
déja d’augmenter le rendement de production de dssm et la quantité d’enzyme produite
d'un facteur 5. La synthése de I'enzyme se faitjcims durant la fin de la phase de
ralentissement méme si elle atteint des niveaux¥@0nférieurs en condition de sous-
oxygénation.

Parallelement, un fort ralentissement, de la camiss cellulaire se produit, avec
'augmentation du temps de génération de pres fdctieur de 5, passant ainside 2 h 15a 9 h
30. Ceci suggere, la transition d’'une régulationlalesynthése de l'uréase a dominance
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constitutive, vers une régulation dominée par d&sufacteurs, tres probablement en relation
avec I'épuisement nutritif du milieu. Ces essaigfodent la nécessité d’'une bonne aération
pour I'obtention d’'une croissance élevée, mais pliquent pas de modification dans le
modele de régulation de l'uréase. Cependant, gluadtabolisme cellulaire est a un niveau
énergétique bas, plus la production sera faible.

Pour compléter ces observations, d’autres essaicultere ont été incubés a
température ambiante (25° C) pendant 144 heuress mmeec des modes différents
d’oxygénation : I'agitation et le bullage a I'aires résultats des D.O. cellulaires montrent que
'aération de maniére générale est propice a lasgmace cellulaire puisque les valeurs
obtenues correspondent & environ 1,78 géllules/ml. De plus, il n’y a pas de différence
notable dans la production de biomasse entre lex dedes d'aération, les profils étant
quasiment superposabldsgure n°26).

6 T T T T T T T 300
280
260
240

220 Figure n°26 : Suivi des D.O
200 cellulaires et des activités

% 2 180 enzymatiques (A.E) lorsque
= 160 £ les cultures sont soit agitées
3 o 3 soit  sous insufflation
O, L (Bullage).
al —o— Agitation(G) <

—o— Bullage(G) 100

o A E agitation(D) 80

= A E bullage(D) "

40

20

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (h)

De meilleures productions d’enzyme, environ 30 %ésieures, ont été mesurées
lorsque l'oxygénation est assurée par un bullagableau n°43. Cependant, les taux
d’activités enzymatiques chutent differemment apeephase exponentielle de croissance.
Ces variations traduisent la dégradation de I'ereyioe maximum d’activité enzymatique est
obtenu durant la phase de ralentissement (Tauxrodissance = 0.05 het temps de
génération = 13 h) dans les deux conditions tes@amme précédemment, une forte relation
linéaire existe entre la D.O. et I'A.E jusqu’au rimaMm d’activité enzymatique.
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Tableau n°43: Récapitulatif des parameétres de suivi de miliepbeuction
de biomasses testées selon deux formes d’aératgitation ou Bullagg

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 >140h
Taux de croissance moyen (u) (H 0.2 0.196
Temps de génération moyen (Tg) (h) 3h18 3h31
A.E maximale (uS/cm/min) 204 (4 30 h) 288 (a4 23 h)
, . 3+0.26 2.9+0.36
D.O moyenne quand I'A.E est maximale CV= 8% CV = 10 %
. - . y = 66.455x y = 93.615x
A.E /D.O jusqu'a I'A.E maximale R’= 0.9915 R?= 0987
A.E.S enfin de phas_e exponentielle 68 63
(us/cm/min)
Production Phase exponentielle 6.4 12
d'A.E :
(uS/min/h) Phase de ralentissement 5.7 9.9

CV : coefficient de variation

Dans le cas, d'une aération par agitation le tniy@et de la quantité de biomasse, de la fin de
la phase exponentielle jusqu’au maximum d’actiegtzymatique (h= 30 heures), est suivie
dans la méme proportion de l'augmentation du talaxtwité enzymatique. Ceci pourrait
suggérer que la synthese de l'uréase se réalisgad@re constitutive, mais peut tout aussi
bien correspondre a I'impact d’'une tres bonne itidac Ceci est vrai, si I'on considere que
I'enzyme se répartit de maniére homogéne danspalaton bactérienne. Par ailleurs, cette
tendance s’observe également durant la phase exjpelfeedans les flacons soumis aux deux
types d’aération.

Par contre, les biomasses produites sous bullageprésentent plus la méme
proportionnalité entre la D.O. cellulaire et I'adté enzymatique, entre la fin de la phase
exponentielle et le maximum d’activité enzymatiq@s h). En effet, le niveau des activités
enzymatiques a 6 heures de culture correspondudbiiin/ml, pour atteindre 288 uS/min/ml
a 23 heures. Le rapport entre les DO durant cétiege est de 3.33, alors que le rapport entre
les A.E est de 5. Il y a une dissociation entnetulation constitutive et la régulation induite.
La levée de I'inhibition ou l'induction de la syrtbe de I'uréase obéit trés probablement aux
conditions d’oxygénation.

Normalement I'oxygénation est meilleure lorsquéedist assurée par le bullage d’air,
mais, la saturation n’est jamais atteinte. Ainsidax d’'oxygéne dissous a chaque instant,
dépend de son taux de solubilisation et de son tEuxonsommation qui est variable en
fonction de la phase de croissance. La demandexygene est maximale en fin de phase
exponentielle de croissance, lorsque les effett#fstériens sont les plus grands. Dans les
conditions de cette expérience, I'analyse des Isrdé DO, similaires, et celle des parametres
quantifiant la croissance, trés voisins, laissepsgpr que le taux d’oxygénation atteint est
identique quelle que soit la méthode employée.

En fait la production de biomasse semble moinseaxite en oxygene que la synthese
de I'enzyme. Ceci est visible par les quantitészyene obtenue qui sont trés différentes et
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bien meilleures lorsqu’il y a bullage. De plus,danservation de l'uréase, dans la phase
stationnaire est différente. En ce qui concernsylathése de l'uréase, une hypothése en
accord avec le modele de régulation, peut étrequég Le bullage permet un métabolisme
plus actif, qui favorise une consommation meilleowedifférente des substrats contenus dans
le milieu de culture. Une plus forte assimilatidardsubstrat, conduit a un besoin plus élevé
en azote. Le pool azoté diminuant plus rapidemeplus intensément, favorise I'induction de
la synthese d'uréase. La synthése de l'uréase seddiglendante d’'une hiérarchisation des
substrats contenus dans le milieu de culture dad@ectement, au taux d’oxygénation et par
conséquent de la méthode d’aération.

L’'oxygene favorise donc, I'induction de la synteéte I'uréase. Le métabolisme des
organismes aérobies est souvent limité par la dibpidé en Q car ce dernier est faiblement
soluble dans I'eau (8 mg/l a 20° C). Cette limdatest d’autant plus grande que les effectifs
sont élevés. Dans le cas des cultures faiblemetéeag seule la surface du milieu présente
une concentration en Osuffisante pour la croissance. Quand l'agitati@h grande, la
solubilisation d’oxygene en provenance de l'atmésphest meilleure, simplement par
augmentation de la surface de contact. De plustidla mécanique assure ’lhomogénéisation
du milieu.

Deux autres productions ont été lancées en fermerafn de mieux évaluer la
consommation en oxygéene de la biomasse au cousa geoduction. Les milieux étaient en
permanence agités pendant 24 heures et la cond@nrea oxygene, la conductivité, le pH
et la D.O. cellulaire, suivis régulierement a laide sondes. Les variations de ces parametres
se trouvent dans kigure n°26-2
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Les points ne sont pas tous reliés entre eux notarnrentre 7 et 22 heures de
croissance. Durant cette période, se déroule ¢jmaléé de la phase exponentielle et le début
de la phase de ralentissement. L’allure des prempeints, par extrapolation empirique
situerait le début de la phase de ralentissemerd &0 et 15 h. La D.O. cellulaire moyenne
finale est de 2.3 ce qui est comparable aux prazhgprécédentes.
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Les mesures de la teneur en oxygene ont éte msliséus agitation. La courbe
s’effondre avant la'8" heure montrant ainsi que I'oxygénation est insaffte. En effet, la
courbe reste a un seuil tres bas (0.15 mg/l) danpeut supposer qu’il s’agit du seuil de
détection du matériel. Durant le début de la prag®nentielle, la consommation en oxygene
a pu étre calculée, elle est de 0.7 mg/l/h pouaur de croissance moyen de 0.33 et un temps
de division cellulaire de 2 heures. Au dela, lalitd de 'oxygéne apporté est consomme par
la biomasse soit au minimum, 3.5 mg/I/h.

Le suivi de la conductivité permet de détermiegualité ionique du milieu, c’est-a-
dire, la quantité de sels minéraux présents daassalution. C’est un parametre facilement
quantifiable, mais il ne peut étre relié directetaumx activités enzymatiques dont la mesure
est basée sur des variations de conductivité esepcé du substrat de I'enzyme. Dans ce
cadre expérimental, la conductivité augmente auee utesse de 0.6 mS/cm/h, ce qui
équivaut a 11 uS/cm/min. Ceci traduit I'apparitidon fort pouvoir tampon dans le milieu.
Cependant, les variations de conductivité enremgstsont élevées. Elles résultent tres
probablement a la fois, du fonctionnement des voiégboliques utilisées par les cellules et
de l'augmentation de la densité cellulaire. Enteffe voie métabolique qui produit des ions
ammonium est celle de I'hydrolyse de I'urée (2 . gelle-ci fonctionne et ceci est confirmeé
par une élévation du pH et par des analyses chesigle TAC (Titre alcalimétrique).
Réalisées sur des suspensions de biomasse lessvadeTAC atteignent des valeurs proches
de 300° F, ce qui témoigne d'une concentratiorvédeen ions carbonates issus, de
I'hydrolyse de l'urée et de la respiration cellodai

L'urée est présente des l'inoculation a raison de dl. L’hydrolyse de l'urée est
susceptible de débuter immédiatement. Elle estsésahklors par les cellules de l'inoculum.
Des le début de la culture il y a augmentation foimde la conductivité et du pH (de 8, 5 a
8.8). Au cours de la phase de croissance, la diiomwu pH (de 8.8 a 8.1) suggére, une
phase d’assimilation de I'ammonium libéré par I'tolgse, et/ou une accumulation de rejets
du métabolisme, tels les acides organiques. Lordgseconditions sont proches de la
microaérophilie ou de I'anaérobiose ces productpms/ent étre plus abondantes.

L’augmentation de la conductivité au cours de l@issance, suit I'accroissement des
effectifs bactériens mais pas les variations de @eci s’explique car, 'augmentation du
nombre de cellules dans la suspension impliquegitantation de la charge globale
électronégative. Ainsi, le suivi de la conductivéigt susceptible de fournir des informations
sur les phases de croissance cellulair& deasteuriidans ces conditions expérimentales. En
conséquence, le suivi de la conductivité montre aoreélation élevée avec la D.O. cellulaire
suivant I'’équation : Conductivité (uS/ml/min) = 38.+ 5.25 logy(x) avec (R = 0.95)Kigure
n°27).
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Le suivi de la conductivité qui se mesure autonuigent, pourrait étre un outil
appréciable dans des conditions industrielles, poatuer un suivi de croissance. En effet, la
conductivité semble fortement dépendante de lagoptiasroissance jusqu’a la fin de la phase
exponentielle dans ces conditions de culture etataposition de milieux. Cet outil déja
utilisable comme un indicateur de performance dadauction d’enzyme lorsque la synthése
est constitutive, pourrait étre utilisé aussi plaudétermination des phases de croissance. Le
niveau d’aération est impliqué a la fois dans ladpction de biomasse et dans la production
d’enzyme. La production serait de type constitlbifsque I'oxygénation est faible et de type
inductible lorsque I'aération est plus intensivenains qu'’il s’agisse dans ce cas, d'une levée
totale de d'inhibition. Ceci semble principalemélita un emballement du métabolisme qui
VoIt ses réserves eénergétiques diminuer rapideloesgue le milieu s’appauvrit.

Pour mieux évaluer ce phénoméne de productionzgea liée a la consommation
d’oxygéne, une seconde série de milieux de cubtarduplicata a été ensemencées et soumis
au bullage dans un cas avec de l'air et dans 8aaxec de I'oxygene pur durant 30 heures a
température ambiante (25° Gidure n°298).
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Figure n°28: Suivi des
moyennes des D.O
cellulaires et des activités
enzymatiques (A.E) en
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Les valeurs moyennes des activités enzymatiquesleles duplicata, au temps de 26
heures, sont 6 a 7 fois plus élevées que celleobs lors de cultures précédentes et ce sans
changement des conditions d’ensemencement. Pauraillces A.E ont une bonne stabilifé R
= 0.999, ce qui suggere une biomasse de qualitéffen plus le coefficient de dispersion est
élevé, plus la biomasse est considérée de bonrl#géquzette derniére, est le reflet de la
stabilité membranaire lorsque les cellules somgées dans une solution d’'urée a 1 M, a 20°
C. Des écarts de dispersion en fonction de la eudsb tendance telle qu'une légérement
augmentation durant le temps de la mesure est ggmome lyse cellulaire qui correspond
alors a une augmentation brusque de la conductdétda solution. Par contre, lorsque
l'activité enzymatique s’affaiblit durant cette ménpériode de mesure, cela suggére la
présence d'uréase libre en quantité suffisante géalencher une diminution de la variation
de conductivité. En effet, le Km étant beaucours faible que celui des cellules, il y a une
diminution de la vitesse d’hydrolyse par excesuastat. Par ailleurs, il semble que I'apport
en oxygene permette une meilleure production d’erezgans ces conditions expérimentales.
Cette production d’enzyme semble suivre la croissaellulaire avec un maximum en fin de

phase de ralentissement pour les deux duplicitdddau n°44.
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présence et en absence d’oxygéne.

Tableau n°44 :Récapitulatif des parametres controlant la prodoctde biomasses en

Parametres En présence d’p En absence d'@
Phase de latence (h) 2 2
Début de la phase exponentielle T:2h T:2h
Phase stationnaire (h) > 26 > 26
Taux de croissance moyen
pendant la phase exponentielle 0.233+£0.013 0.126 £ 0.03
(uh?)
Temps de génération moyen
pendant la 29+0.17 5.6 £0.13
phase exponentielle (h)
Temps de génération moyen
pendant la 8.5+0.47 6.4 £0.35
phase de ralentissement (h)
D.O moyenne fin de phase 3.7+0.26 2.9+ 0.2
exponentielle CV=7% CV=5%
D.O cellulaire maximale 4.19 + 0.870 2.9+ 0.030
A.E en fonction de la D.O durant| y = 23.51€ %% y = 24.67 &5
la phase croissance R2 = 0.997 R2 =0.996
A.E (US /ml/min) maximale 1484 + 131 1154 + 96
A.E.S finde phase' exponentielle 283 388
(ps/ml/min)
Production Phase 43+0.74 10.1 + 0.99
AE exponentielle
(US/min/h) Phase de 73+ 11 54 + 4.6
ralentissement

CV : coefficient de variation

De nombreuses similitudes existent entre les tésne@ims oxygene et les productions
hyper oxygénées. Chacun des duplicata, présenteaumbe de tendance liant fortement (R
= 0.99) la D.O. cellulaire et 'A.E. de maniere erpntielle. De plus, le maximum de
production d’enzyme est atteint, durant la phaseralentissement, de maniére quasi
simultanément pour les quatre milieux (26 h). Réews, trois heures plus tard, il y a une
diminution des activités enzymatiques et de marméreomitante. La production d’enzyme
se traduit par un pic d’activité, dont la duréexc&de pas 2 heures. Par ailleurs, l'insufflation
d’'oxygéne dans le milieu semble stimuler fortemargynthése de I'enzyme et la production
de biomasse. En effet, 'A.E maximale moyenne témest inférieure de 23 % (300
puS/ml/min) pour une D.O. cellulaire moyenne infareede 15 %. Cependant, une variabilité
intrinséque existe également. Cette variabilité seesitue pas au niveau des profils de
croissance, mais dans la production d’enzyme. (Gdofent, la production d’enzyme dans
cette série est bien meilleure que dans la ségeédente. Il n’est donc pas exclu que la
qualité de l'inoculum joue un réle important databtention d’A.E élevées. La production
d’enzyme est bien meilleure en présence d’oxyg€igue n°29). Par ailleurs, la difféerence
d’'uréase produite, pour les milieux soumis tousdesx a un influx d’'@, est probablement
due a une porosité differente du diffuseur ou auresse d’insufflation plus ou moins grande
dans le milieu de culture. L’absence de mesureslgrgnla nuit dans cette expérience ne
permet pas de relier la totalité des points enire e
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Figure n°29 : Les profils de production d'uréase a gauche eDd®. cellulaire a droite, en
absence et en présence d'O

Généralement, le maximum d’activité enzymatique adgenu en fin de phase de
ralentissement, peu avant la phase stationnaimst@ne phase dynamique ou le taux de
croissance est compensé par le taux de déces. Wavaat cette phase, il y a arrét de la
synthese de l'uréase puis trés rapidement une aledgevaleurs des A.E. Ce phénoméne
apparait moins prononcé et plus stable lorsqu'dgis’ d’'une aération classique. La
conservation de I'enzyme est plus difficile en prése d’oxygene.

La suroxygénation semble provoquer une dissociat®ta synthése de l'uréase. En
effet, dans le cas d’'une synthése constitutiveapgort des D.O. entre le début de chaque
phase et la fin devrait correspondre égalementua des activités enzymatiques. Dans le cas
des cultures témoins, le rapport durant la phagperentielle est de 2.8 et 2, pour la D.O.
cellulaire et les A.E, respectivement. Ces valsortg relativement proches avec une variation
de 0,8. Dans le cas d’une culture fortement oxyggéleérapport des D.O. est de 2.3 contre 1.5
pour les A.E, pour cette méme phase de croissdacdifférence est identique puisque de
0.8.

Dans la phase de ralentissement de la croissancapport des D.O. est de 5.5 pour
les milieux oxygénés et 3.7 pour les témoins. ResirA.E, ce rapport est de 29 pour les
cultures sous insufflation d’oxygéne contre 16 plesrtémoins. Ces résultats suggerent une
dissociation entre les deux modes de synthése. dellégent plus évidente en présence
d’oxygene. Ceci est tres probablement di au faét lquprésence de I'oxygéne favorise un
métabolisme plus actif pour une plus grande proportde la population. Par voie de
conséquence, ceci conduit a une consommation plaese et/ou légerement différente, des
nutriments. Cet appauvrissement nutritif concemmeremier lieu le pool d’azote par rapport
a celui du carbone.

D’aprés le modele développé, une hiérarchisations déassimilation des acides

aminés se réalise, notamment pour les acides B@AiAsont les acides aminés principaux de
la matiere organique. Lorsque ces derniers vienaentanquer, ils sont produits a partir
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d’autres acides, tels que la glutamine et I'acitigagnate présents dans I'extrait de levure.
Ensuite, c’est I'ammonium présent dans le milieu @gt majoritairement mobilisé pour la

production d’énergie et au fur et a mesure, utiie@r I'assimilation. Ceci leve de maniere
graduelle 'inhibition et/ou favorise I'inductiored’enzyme.

L’arrét brutal de la synthése de l'uréase survientiébut de la phase stationnaire dans
ces conditions de culture. Ainsi, la lyse cellagonduit rapidement a une fuite cellulaire
puis a une diminution du pool enzymatique par d#gfian de I'uréase. Tous les composants
cellulaires sont déversés dans le biotope y com@sisnorceaux d’ADN chromosomique et
plasmidique, qui deviennent alors une source déazgmiur les bactéries survivantes. La
dégradation des acides nucléiques correspond aastade de réactions dont le produit final
est I'urée. Enfin, la lyse cellulaire conduit augda démobilisation et la libération également
des ions ammonium qui devrait conduire soit a uagneentation du pH ou bien a sa
stabilisation.

7. Bilan des premiers essais de milieu de culture.

Ces essais ont mis en évidence deux points edsembur la création d’'un milieu de
culture industriel. Le premier point, concerne sanposition qui est suffisamment complete
pour permettre I'obtention de fortes activités enagsiques (> 1mS/min/ml) avec une
concentration en extrait de levure deux fois plablé par rapport a celle initialement
recommandée. Le second point concerne les conslitita€ration des cultures. En effet, les
activités enzymatiques sont grandement amélioréesque l'aération est favorisée. Par
ailleurs, I'aération favorise également la croisgacellulaire qui peut doubler lorsque les
conditions sont tres favorables. Dans tous lesemili testés le maximum d’activité
enzymatique est obtenu durant la phase de ralent@s entre la 20'° et la 26™° heure de
culture dans ces conditions expérimentales. Lahgget de I'activité enzymatique semble
d’abord liée a la croissance cellulaire durantiage exponentielle, puis s’en dissocie durant
la phase de ralentissement. La synthese est donessivement constitutive puis induite.

La conservation de l'uréase est ensuite conditienaéun stockage rapide de la
suspension bactérienne a 4° C, sans insufflatiair du d’oxygene. Or, dans ce procédé,
I'injection peut prendre plusieurs heures en farcties volumes mis en jeu. Par conséquent,
c’est par anticipation que le refroidissement détffectuer. Ainsi, il faut arréter la culture
avant de constater la diminution de la producti@ttité enzymatique car une suspension
de qualité permettra une meilleure conservations $aite de I'enzyme hors de la cellule et
dégradation. Le choix d’'une oxygénation par instiifin d’air est dans un premier temps
nécessaire pour bien maitriser la production déditanasse et la synthese de I'enzyme.
Cependant, malgré de grandes avancées pour 'altethe fortes activités enzymatiques, il
semble que la qualité de linoculum joue un rdélalément déterminant. La production
d’'uréase ches. pasteuriiest sans aucun doute sous un contréle plurifatti@@iependant, si
ceci reste encore du domaine du laboratoire deerels, ce sont des bases pour développer
le milieu industriel. Celui-ci passera obligatoirmh par un changement des volumes a
produire et une diminution des colts de produdiiés aux prix des matieres premiéres, aux
durées de production, aux stockages et/ou condeiments de la biomasse.
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Il DEVELOPPEMENT VERS L'INDUSTRIALISATION.

Le milieu de culture de type SBF est susceptiblefalenir des niveaux élevés
d’activité¢ enzymatique. Cependant, la phase indligy c’est-a-dire I'augmentation des
volumes nécessite de diminuer les colts de pramucdi leur maximum. En effet, le
changement d’échelle entraine l'apparition de nbesecontraintes, notamment, celle de
réaliser des cultures successives pour atteindredieimes de chantier. Or, 'ensemencement
des milieux de culture se réalise a I'aide d'unspsmsion de biomasse représentant 1 % du
volume de la nouvelle culture. Ainsi, pour attemdt0 000 litres soit 10 il est nécessaire
d’ensemencer avec 100 litres de biomasse, qui &menaura été inoculé avec 1 litre de
suspension. Cette technique est adaptée pour ttaseesten batch. Cette méthode est la plus
la plus simple a mettre en ceuvre pour permettrennmgtée en volume contrairement aux
cultures en continu. Pour cela une optimisatiodadeomposition des milieux de culture est
recherchée ainsi que I'établissement des condipongices de culture en bio réacteurs.

1. Optimisation de la composition du milieu de culturepour une production de
masse.

La nécessité de réduire les colts de productioammoent les quantités d’extrait de
levure a conduit a rechercher des sources alteasatie nutrition. Une premiere démarche a
été donc de rechercher une source compléete compteadéernative de nutrition. C'est-a-dire
de remplacer completement I'extrait de levure afp@rO g/l) par un substitut a base d’extrait
de levures. Cette stratégie a été entreprise pafil2004) durant ses travaux de these. Ses
résultats ont montré une plus grande instabilitésda production d’'uréase. Ceci signifie gu'il
est risqué de remplacer totalement la source paxerdit de levure par une source alternative
a base d’extrait de levure telle que la MarmitelaWégémite. La seconde stratégie a été la
réduction des codts, non pas en remplacant totakemaesource de nutriment mais en
réduisant son apport d’extrait de levure dans leemde culture. Pour cela, il est nécessaire
de substituer une partie de la source de carbonermautre, assimilable et contenu dans
I'extrait de levure. Ceci permettrait de réduirgpport en I'extrait de levure sans pour autant
exclure cette source riche et complexe de la coitiposdu milieu. Cette réduction de
I'extrait de levure pour minimiser les colts n'esiable que si le produit substitué répond
aux impératifs du procédé. Cette source doit &reqoiteuse, assurer une bonne production
de biomasse sans en changer les propriétés plotsitigues, et permettre une production
importante d’activité enzymatique.

Parallelement, les injections de biomasse en cela@alisées sur du sable fin ont
montré qu’'une partie de la biomasse injectée paaitosans se fixer les petites colonnes
construites en sable de Fontainebleau NE 34. Cew®@na a une perte du potentiel
enzymatique au sein de la colonne. Pour amélier¢aux de cellules retenues, I'ajout d’'un
sucre assimilable p&. pasteuriipourrait favoriser la formation d’exo polysacddas (EPS)
et d’adhésines. Ces formations participent direetégnau processus général de fixation au
cours du premier stade de lI'adhésion. Cette phasermge de la bactérie au support, dite
primaire, est réversible par le jeu d’interactiomms-spécifiques. Ainsi, la stimulation d’'EPS
faciliterait cette premiére étape cruciale. Cesxdaies de recherche ont conduit a réaliser un
screening des différents sucres qui existent pentifier ceux qui sont a la fois assimilables
pour la croissance et qui stimulent la synthes@&'Bu d’adhésines.
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1.1. Recherche d’un substitut a I'extrait de levure

L’extrait de levure possede un large éventail dlasiaminés, de vitamines, de sels
minéraux et est, par contre, peu riche en gludidiableau n°45.

Tableau n°45: Composition de I'extrait de levure en hydrates déone et acides aminés
libres et totaux d’apres BD Bio-pharmaceutical puation.
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Les hydrates de carbone identifiés sont un oligndil tréhalose, association de deux
molécules de glucose, ou des sucres simples tellegdacose, le 2-désoxygalactose, le
rhamnose, le glucose et le lactose qui ont ététifteen par chromatographie HPLC (DB
diagnostique). Le tréhalose et le 2-désoxygalacseseblent étre les sucres prépondérants,
bien que les concentrations ne soient pas précig&ascontre, le glucose, le fucose, le
rhamnose et le lactose sont des sucres minoritdiees présence dans l'extrait de levure ne
préjuge évidemment pas de leur assimilation paolache deS. pasteurii En effet, il est
nécessaire d’identifier les sucres potentiellemsifisables comme seules source de carbone
et d’énergie pab. pasteuriien ensemencant deux galeries de type APl 20 BPet58 CH.
Celles-ci, standardisées et miniaturisées, assodesntests biochimiques permettant I'étude
du métabolisme. Ces tests se présentent sous fatengscro-tubes contenant des substrats
déshydratés inoculés avec une suspension bactérikes réactions produites pendant la
période d’incubation se traduisent par des viragdsrés spontanés ou révélés par I'addition
de réactifs. Les expériences ont été realiséegmmbiase et anaérobiose notamment pour le
test Api50 CH. Les résultats sont lus aprées 248chdures d’incubationF{gure n°30 et
Tableau n°45.

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