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Résumeé
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maritimes ou de récifs artificielssont des matériauxcimentaires. Une fois immergé dans le milieu

marin, un matériau cimentaireestO1 Oi EO U AEZ£& OAT1 00 OUPAO ABACOAO
biologiques ayant unimpact sur son intégrité et sa durabilité. Le béton estrapidement colonisé

par un biofilm composé de micreorganismes qui au cours du temps peut modifier sa composition

et sa microstructure.

Dans ce contextecette thése vise a comprendre et suivre leinteractions entre les micro

organismes marins et la matrice cimentaireLes matériaux cimentaires étudiés pendant cette

thése sont le mortier et le bétonlLes principaux objectifsassociésportent sur la capacité des
microalgues a assimiler certains nutiments provenant de la matrice cimentaire. Un intérét

particulier a été porté sur le silicium qui constitue leur frustule. Il en ressort quees diatomées
Cylindrotheca closteriumpeuvent assimiler la silice dissoute provenant du mortier lorsque son

milieu en est limité. Par ailleurs, celledA E O1T 1 O AAPAAI AO AA OB8AAAI Ei A
silicium en modifiant leurs traits morphologiques, leurs degrés de silicification et leurs activités
photosynthétiques.

51 AAO AOOOAO 1 AE AtAdHOARD suhAlddduchie GLpddfitidll& du matéridulerE £A
fonction du temps. En conséquence, différents outils ont été utilisés afin de caractériser le biofilm
développé sur le matériau. De plusles analyses de composition et de microstructure ont été

réalisées. Des études accélérées en laboratoire et en mésocosme pour se rapprocher des
conditions in situ ont été mises en place. Le microrganisme sélectionné pour les essais en

laboratoire est la diatoméeC. closterium Une fois immergé, des modifications die composition

AO 1 AOi OEAO AEiI AT OAEOA 110 i0i 1T AOGAOOIi AOG8 , 6AA
accélération de la dissolution en profondeur de la portlandite.

La formation de carbonates de calcium est rapidement observée une fois le matériau iemngé en

eau de mer. La forme des carbonates de calcium varie suivant que le matériau cimentaire est
ATTTTEOI 10 1118 ,8A0ACTTEOA AOGO 1T A A OIi A 1T AET OF
uniguement immergé en eau de mer artificielle. La calcitainsi que la calcite magnésienne sont

les phases majoritairement présentes lorsque le biofilm se développe a la surface du matériau

cimentaire.

La durabilité du matériau a également été suivi au cours de son immersion dans les milieux
étudiés. Il en résute que la carbonatation observée a la surface des matériaux cimentaires a eu
Ppi 00 A&EEAO ABAOCI AT OAO OA AOOAAEI EOi U I-A AEEE

colonisation joue également un rble protecteur contre la pénétration de ces agents agsés.



Abstract

Today, the materials mostly used for the construction of marine infrastructures or artificial reefs
are cementitious materials.Once immersed in the marine environment, the material is subjected
to various types of chemical, physical andiblogical aggressiors that have an impact on its
integrity and its durability. The concrete israpidly colonised by a biofilm composed of micro

organisms which over time can modify its composition and its microstructure.

In this context, this thesis aims to understand and monitor the interactions between marine
micro-organisms and the cementitious matrix.The cementitious materials studied during this
thesis are mortar and concreteThe main objectives of this thesis focus on the ability of microalgae
to assimilate certain nutrients from the cementitious matrix. A particular interest is focussed on
silicon that constitutes their frustule. It emerges that the diatomsCylindrotheca closteriuncan
assimilate dissolved silica from the mortar when its envionment is limited. Furthermore, they
are able to acclimatise to silicon availability by modifying their morphological traits, their degree
of silicification and their photosynthetic activities.

Another objective is to study the effect of the biofilm on thesurface layer of the material as a
function of time. Consequently, different tools were used to characterise the biofilm developed on
the material. In addition, compositional and microstructural analysis were performed.
Accelerated laboratory and mesocosrstudies were carried out to approximatein situ conditions.
The micro-organism selected for the laboratory tests was the diatonC. closterium Once
immersed, changes in the composition of the cementitious material were observed. The biological

activity of the biofilm caused an acceleration of the portlandite dissolution in depth.

The formation of calcium carbonates is rapidly observed once the material is immersed in sea
water. The form of the calcium carbonates varies according to whether the cementitisumaterial

is colonised or not. Aragonite is the major form observed on the surface when the material is
immersed only in artificial seawater. Calcite and magnesian calcite are the predominant present

phases when the biofilm develops on the surface of thmementitious material.

The durability of the material was also monitored during its immersion in the studied media. It
was found that carbonate formation observed on the surface of the cementitious materials had
the effect of increasing its durability to chloride ions diffusion. In the long term, the bic

colonisation also plays a protective role against the penetration of these aggressive agents.
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Abréviations

Abréviations

ADP: Adénosine-diphopshate

ATP: Adénosine triphosphate

ATG: Analyse thermogravinétrique

bSi : Silice Biogénique

CgOH)4 ou CH: Portlandite

Ct : lon chlorure

GS: Silicate bicalcique (2Ca0O.Sig)

GsS : Silicate tricalcique (3Ca0.Si§)
GA : Aluminate tri-calcique (3Ca0.ADs)

GAF :  Aluminoferrite
(4Ca0.AlIOsFe0s)

tétra-calcique

Ca-+*: lon calcium

CaCQ@: Carbonate de calcium
CaMg : Calcite magésienne

C. closterium Cylindrotheca closterium

CEMII +0%C Béton avec ciment CEMII non

coquillier

CEMIlI ®20%C: Béton avec ciment CEMII
avec substitution de 20% de granulats

minéraux par desgranulats coquilliers
Chla: Chlorophylle a

CQ : dioxyde de carbone

CR: Centre réactionnel du P$

CR Centre réactionnel du P§

CGSH: Silicate de calcium hydraté

DRX: Diffraction de Rayons X

DTG ;. $i OEOT A AA 1 6A

thermogravimétrique
EA: Eau de merArtificielle

EAC: Eau de mer Artificielle aec C

closterium

EN: Eau de mer Naturelle

E/C: Rapport Eau sur Ciment
EDS:3DAAOOT OAT PEA 8
EPS: Extracellular Polymeric Substance
ETRnax: maximum Electron transport rate
Fo :indicateur de biomassechlorophylienne

F/Fm: Indice de KkEtat physiologique du
phytoplancton/microphytobenthos

HR: Humidité Relative

Ks: Constante dedemi-saturation des taux
ABAAOT OPOETT AO OEI EAEOI
K. : Constantes de demisaturation des taux

de division ()

MEB : Microscopie électronique a balayage

Mg?+ : lon magnesium

Mg(OHY) : Brucite

M-S-H : Silicates de magnésium hydratés

NADPH: Nicotinamide adénine dinucléotide

phosphate
PAM: Pulse Amplitude Modulaion

PC: Plastocyanine
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pH : Potentiel hydrogéne
PM : Prise mer (ciment)
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PS: Photosysteme |

Qa: Quinone A

Qs: Quinone B
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(MPa)

SITs : Protéines transporteuses d'acide
orthosilicique (Silicic acid Transporter

proteins)

Si(OH): Acide orthosilicique (Silice

dissoute)
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Deposition Vesicle)

V: Taux dabsorption

Voax A Omaxt 1 AO OAO@ AGAAOI OPOEIT AO AA
croissance potentief maximums  aux

concentrations infinies



Introduction générale

Introduction générale

En milieu marin, les matériaux cimentaires sont habituellement utilisés pour la mise e O O O A

AAOEOGEOiI O EOI AETAO U OAOITEO 1T A pPOT OAAOET1T AEOE
portuaires), etc. IsOT 1T O 1 81T A AOQET OOdk GreeOde nddeles $rdriuds die£E 1
«biomimétiques » (qui imitent la nature) visant a créer de nouveaux habitats pour la faune et la

A1 T OA 1T AOET A8 ! ET OEh -fdénidrié cdt@drge dads ledbat BaiténdeEldsO A6 i A
impacts environnementaux et bénéficier des services écosystémiques négligés en intégrant les
processus et fonctions écosystémiques dans les pratiques de conception des infrastructures

(Dyson and Yocom, 2015)Par conséquent, ces nouvelles approches (Bergen et al., 2001; Dennis

et al., 2018; Firth et al., 2014, 2016; Mitsch, 2012; Pioch et al., 2018; Strain et al., 2018) permettent

de favoriser les interactions positives entre le compaiment biologique et les matériaux

cimentaires.

$6 Ol ArEa@iiauxicidéntaires (mortier et béton) sont rapidement colonisésdans le milieu

marin. En effet,cecisont rapidement recouvert par un biofilm principalement composé de micre

organismes tels que des bactéries, archées et le microphytobenthos (principalement constitués

de diatomées). $A 1 AOOBAAOCEEBLOR RAEI 11T CENOAR 1 Ei AesAO 11 O
EFE@i Adnh Al DI 00 AA 1T A Alipi OEOETT AEEI ENOGA AA
Ti CAOEOAO elaQurabiitedu OatdgiauE O

, 61 OOAA AA T A 1 AOOEAA AEI AT OAEOA EiiT AOCi A AAT O I
changementspouvant avoir lieu dansles couchesexternes (surface) et interne. En effet, les agents
ACOAOOEAEO AA 186AAO0 AA T AO AO 16AAOEOGEOTI AEI 1T CEN
hydratées de la matrice cimentaire ainsi que la formation de nouaeix composés. Notre étude

06 A00 DOET AEDPAIT Al AT O defiéduiidreE QhiysicochintigOes bpérésOidrd OOET 1
de la microstructure et de la compositbn du matériau cimentaire dans la couche superficielle.

, 0ET Oi 080 OAOA DPi 00i OO0 1 A0 POAI EAOO AT 111 EOAOQA

sur le microphytobenthos.
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Cette these vise a comprendre et suivre les interactions entre les miciarganismes marins et és

matériaux cimentaires. Les matériaux cimentaires étudiés pendant cette thése sont le mortier et

le béton.Pour ce faire, des études accélérées en laboratoire (milieu contrélé) sont réalisées. Ces

essais en laboratoire sont basés sudes environnements reproduisant les conditions

AT Geoi 11T Ai AT OA1 AOG AO 1 EI EAO | A (ylihdsothecd dodeBdnO AS OT
sur le mortier a été particulierement étudié.

Des études en mésocosmes sef@rmés ont également été réalisées @O O6 AAAT OAAO

conditions environnementalesin situ.

Dans ce contexte, les principaux objectifs de ce travail de recherche portent sur la capacité des
micro-Al COAO U AOOEI EI AO AAOOGAET O 1 OOOEI AT 6O DOl OAI
estaussiAdi OOAEAO 1 8AEEAO AO AEIT £ZEI T 000 1 A Al OAEA C
AT OOEOAT O 1 6oimfpkitio) @ Enicrbstrubtdre 6t IA durabilité (diffusion des ions

chlorure) de ce dernier.

#A | AT OOAOEO 06 A ¢laptedl A AOOT 60 AA AET N

, A DOAI EAO AEADPEOOA bDPOi OAT OA 181 OAG mhrderdt@AOO AA
Ai 0118 51T A OUl OET OA AEAI EI COAPEENOA AA 186AEEAD A
bio-colonisation et de bicdétérioration de la matrice cimentaire par les micreorganismes

marins. Une description de la diatomée étudiée en laboratoireC( closterium est également

présentée dans cehapitre.

Le chapitre 2 présente les différents matériaux cimentairesttudiés. Les différents outils

permettant de suivre la cinétique de biecolonisation des matériaux cimentairessont présentés.

Les techniques expérimentales utilisées pour suivre ladufaET EOT h 1 87 OT 1 OOET T AA
et de la compositionchimique du matériau sont également exposés dans ce chapitre. Le protocole

de la mise en culture @ la souche de diatomée étudiéest également détaillé dans ce chapitre.

, 00 OOAA Oi AREOi A AAT 601 A AEAPEOOA ¢ OCE®Gkiutd i OA] C
a utiliser le mortier comme source de silicium pour sa croissance. En effet, ces diatomées ont

besoin de silice sous forme dissoute pour synthétiser leur frustule. Pour ce fajrun dispositif
expérimental a été mis en place. Des cultures de type batch@eclosteriunont été réalisées dans

un milieu limité en silicium avec ou sans présence de mortier. Dans un premier temps, la cinétique

de dissolution de la silice du mdier a été suivi. Dans un second temps, nous avons étudié la
cinétique de croissance des diatomées ainsi que plusieurs de leurs performances physiologiques

(traits morphologiques, activité photosynthétique etc.).
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, A AEAPEOOA 1 DI ODskivi deilath®-colbriisAtidn dO Anatéddd @imeintaire
Eii AOCi A O 1117¢c OAOI A AAT O AE&EA OAT OO0 isént
également détaillés dans ce chapitre.Le travail a ensuite été focalisé sureks modifications
gualitatives et quantitatives de la couche superficielle (en surface et aix millimétres de
profondeur) de la matrice cimentaire opérées a la suite desa bio-colonisation. Pour ce faire,
différents essais(MEB/EDS, DRXATG/DTGetc.) sontréaliséspour répondre acet objectif.

, A AEADPEOOA v ADPDPI OOAOA AAO Oi i1 OAO NOAT O
de deux types de bétons (coquillier et non coquillier)sur leur durabilité (diffusion des ions

chlorure) et leur résistance mécanique en vue de délopper des infrastructures maritimes.

Pour terminer, des conclusions et des perspectivesldéturent ce mémoire en synthétisant les

principaux résultats obtenus.

Thése Marine GEORGES 3
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Etude bibliographique

Introduction :

Le but dece chapitreest de faire un rappel des connaissances nécessaires a la compréhension des
différentes thématiques abordées dans ce manuscrit.

471 60 ABAAT OAh 1100 AI11T1T0 11060 EIT Oi OAGOGAO AO®
principalement ceux pouvant étre utilisgsdansi A | EOA AT GOOOA AAO :ET £ZOAO
le mortier et le béton. Un accent particulier sera mis sur le ciment et son phénoméne
ABEUAOAOAOQETT 8

, A AAOgeET i A PAOOEA AOO AilT OAAOiT A U ennlievArarinb O EAT ¢

sur les propriétés A6 O1 | AOi OEAO AEI A1 OAEOA8 , A AOO 1 6AT O
physiques et biologiquesA A 1 6 A Apduvandimphcfela microstructure et la composition du
matériau. Le processus de bid 1 1 T T EQOAOET T A& Olt suf lAMetriceEihedtaird O OT 1

seront abordés. Un focusera missur le microphytobenthos et en particulier sur les diatomées,

un des premiers colonisateurs du substrat en milieu marin.

Ve Ve ~ P Ve

. , A0 T AOi OEAOT AEI AT OAEOAO OOEI E
Infrastructu res maritimes

1. Les ciments

1.1. Définition
Le ciment est un liant hydrauliqueNOE OT A &l E O IivaforAdr @hé patd defcifnent 8 AAO
qui va progressivementdurcir au cours de la prisesU 1 8 AEO 1 EAOA Il dxifle ddAT O AA
nombreux types de cimentsqui se différencient par leurs compositions et leurs modes de
fabrications. Ces différents ciments vont ainsi avoir certaines propriétés qui vont influer sur son

utilisation. Pour une application en mer, plusieurs types de ciments sont utilisés.

Le ciment Portland est le plus couramment utilisé, il représente plus de 50% des infrastructures
maritimes (Anderson and Underwood, 1994) Celuici es principalement composé de silicates de
calcium. En effet, le ciment P&@i AT A AO0O6 AEAAOENOi U DPAOOEO ASd
POAI EAO AOT UAcCAQ AT 1T OAT AT O AO AAI AAEOA AET O

température (1450 °C)dans un four. Apres refroidissement, le clinker Portland est obtenu. A ce

p>]

o]
E

pra
O

clinker est rajouté du gypse (jouant un role de régulateur de prise) et des additions minérales en
fonction du type de ciment souhaité.Deux silicates et deux aluminas vont étre poduits suite a
la réaction de clinkérisation(Bullard et al., 2011) On retrouve le silicate tricalcique ou alite (€5
= 3Ca0.Sig), considéré comme le constituant majoritaire du clinker et le silicate bicalcique ou

bélite (GS =2Ca0.Si¢). En ce qui concerne les aluminates, constituants en plus faibles quantités
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(autourdes5pmtbqh 11T A T A £ Of AGET:A=3Ca0DAD:QI EDABAADOEER
ferrite (GAF=4Ca0.AD:.Fe0s).
Certainstypes de ciments ont ds propriétés spécifiques pour une utilisation en mer. Il en existe
différentes variétés obtenues a partirde ciment Portland (CEMI), de ciment Portland composé
(CEMII), de ciment de haut fourneau (CEMIIlpu de ciment au laitier et aux cendres volantes
(CEMV). En effet, ces ciments ont des teneurs limitées en aluminate tricalciqgueApermettant
1 AOCORINIOAAA 1T A Oi OEOOAT AA AO 1 AOi OEAO ABSAA AO®
sont ainsi adaptés aux conceptions de structures complexesservant d'habitats pour les
organismesmarins (Firth et al., 2014).

12. OEiTT171TA AGBEUAOAOAOQEIT I
, A AET i OEN O AestiAfili htbdpar fa©ohgbEition chimique ducimen8 $A Bi1 00h 1 6 A
gachageA O1 OEI A T AEAOGO AAT O.,1AA BERQITA A QG GO nidaieR IUAAOAOAN
la microstructure de la matrice cimentaire Elle se réaliseen plusieurs étapes (Bullard et al., 2011)

et dépend des adjuvants utilisés.

Les phasessolides qui commencent & se dissoudrprogressivementA AT O 1 8 A Ahiase©1 1 O 1 2
anhydresGS etGSlibérant les ions Caret 'O "Y(QQ  qui vont interagir entre eux pour former des
silicates de calcium hydratés (E€SHy ou en terme générique les GH) et de
la portlandite (CgOH), ou CH).Les GCSH sont dépendant des rapports massique= C/S
(Calcium/Silicium) (proche de 1,7)et y correspondant auratio S/H (Silicium/Eau). Le bilan est
présenté par leséquations 1-1 et 1-2 :

0Y 0 w w0VLO°O6™O o0 wd©° (1-1)

0Y ¢ ®w w0VLO°O6™O ¢ wd© (1-2)
, BEUAOAOMNABRRA AOAAO OA pPOT APEO AT OOEOA ji NOAOGETI

00 @OUL © o0 ® ¢oa pq'00 (1-3)

0l OOEAOOO DPEAOGAO AGAI OI Al LcahHvonk Morskdformd Of EUAOAODI
Du sulfate de calcium peut étre ajouté au clinker sous forme de gypseQIA OA1 AT OEO 1 8 EUA

du GA. Le gypse possede également des propriétés hydrauliqu@guation 1-4) :

CaSQ@ 2H04 Ca++ SG* + 2 HO (1-4)

Les aluminates(CsA) réagissent avec les ions sulfate du gypse pour former du trisulfoaluminate
de calcium hydraté @AR) ou plus couramment appelé ettringitede formule chimique
(CaO} (Al2G5)(SGy) s, 32H:0) (équation 1-5).

GA + 3(CaSD2H0) + 26HOA4 GA, 3CasSg32H0 (1-5)
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30EOA U AAO Oi AAGET 1O T A CUPOA OA DPOI COAOOGEOAIT A
, 8 A OO O mbrgse Ggsouddlibérant des ions sulfate qui vont réagir ave@kcédent deGA

pour former du monosulfoaluminate de calcium hydraté (appelé AR.), de formule chimique
(CaO}(Al,s)(CasqQ),12H,0., 8 AOOOET CEOA OAiI bl AAA EAE 1 A CUDPOA
LeG!' & OA i CAI Ail AT O O6EUAOAOAO Pi OO & Oi AO AA 1 8AI
Ainsial A FET AO DOl AA®a@ Qe dnterdt Bsh hééd el phdses solides
(principalement des hydrates (CSH60 a 70%), aluminates hydratés(10 a 20%), portlandite (15

a20%)) etde pld A O OAI Pl EibanfadsAldtian infeistitile. AuAT OO0 AA 1 8 EUAOA
1 6AAO0 AA CYAEACA OA AEAOCA Al EITO A) U 1 A AEOOI
de la solution interstitielle est modifiée et est constituée dglusieurs ions alcalins (Na, K-, C&*)

et hydroxyles (OH) donnantaAAOOA O1 1 OOETT O1 AAOAAOI O AAOGENOA

2. Lesmatériaux cimentaires: mortier et béton
, A TT O0EAO AOGO AT 1 OOEOOiI AGOT A PpYOA AEI AT OAEOA 2
sable. Deux principaux sables sont utilisés dans la condm de mortier, le sable calcaire ou
siliceux. Le mortier est trés souvent étudié car il est facilement reproductibleDe plus, | a
plusieurs autres avantagesar il possédeune bonne maniabilité,une bonne homogénéité, une
bonne résistanceA E T Quifie pOt&idé relativement faible.
La porositt A§ OT | AOi OEAO A R rdppo@ £E Qfau/Chrierd) Adéfidie Idks de
1 8 EUAOA OA OEI éxistefplDsieArE tipdsl d& poresLa porosité capillaire est formée de
pores de gros diametres (ordre desnicrometres) variant suivant le rapport E/C. Les pores de gels
sontliés au GS-H formant des pores de petits diamétres (ordre des naométres). De plus|a taille
des pores et les vides ouverts interconnectés vont agir sur les propriétés de transfert
(perméabilité, diffusion des ions) du matériau cimentaire. La porosité du matériau cimentaire
varie en fonction de sa composition et va influer sa durabilitéEn effet suivant la porosité du
matériau cimentaire les agressions chimiques exteres (voir partie 11.1) peuvent plus facilement
pénétrer au sein du matériavet modifier par des phénomenes ddissolutionsou de précipitations
sacomposition chimique. Celes-ci se réalisent dans le but derétablir un équilibre chimique entre

les phases solidesle la patecimentaire etla solution interstitielle (Guillon, 2004).

160 mm ou @110 mmxH50 mm) pour la compréhension des transformations chimiques ayant
lieu au sein de Igate cimentaire8 , A OOEOE A 1671 611 6O6ETT AA T A I E
de la matrice peut ainsi étre facilement réalisé par différentessais en laboratoire.

Pour des études a plus grande échelle, le béton est le matériau cimentaire le plus intéressant a
utiliser. En effet, il est trés répandul T OO0 AA | AIGIEA AHOAOOOIOIAOOOAO |
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(Piochetal.,2018). Le béton estformé ®AOOEO A6 OT |1 1 [fiAisgblk etdrdssieC OAT O1 A«
gravier) liés entre eux par une pate cimentaire (ciment, eau et adjuvantd)e squelette granulaire
va influer sur la microstructure de la matrice cimentaire selores caractéristiques des granules
i AAOT ODP O pdrdsité, AidsBnialele la pate de cimept Ainsi, ceux-ci peuvent modifier les

propriétés du béton (résistance a la compression, porosité etc.).

Il existe plusieurs types de bétons comme le béton ordinaire, autoplagant ou poreux. Bacette

thése, le béton ordinaire a été utilisé (voir Chapitr@ et5). Les bétons se différencient en fonction

de leur composition, leur applicationet leur A1 AOOA A 5ch @t 10 e pods@e des

propriétés spécifiques lui permettant de garder une résistance et une durabilité contre les agents
ACOAOCOEAESG 11 OAT T AT O AA 1 6 AAdneAlds sgédficadons générhldsOi A . ¢
sur les parametres de formulation des bétons (constituants et dosages) en fonction des principaux

risques de dégradations. Dans le milieu marin, le risque de corrosion induite par des ions ClI

PDOi OAT 66 AAT O 18AAO0 AA T A0 AOGO POEO Al AliI BPOA cc

. %EZAFAO AA 1 8EIi T AOOCETT Al TEIEAO
matériau cimentaire

%l | EIEAO 1T AOETh 1T A 1 AOi OEAOD AOGO O1I OIi EO U bl OOE,

biologiques) (Figure 1) qui peuvent avoir des conséquences sur son intégrit@u et al., 2021)

Suivantlacomp OEOEI 1T AO | AOi OEAORh T A TEITEAO AO 1 A AOOi

différents effets.

Béton > / +

Zone émergée

Fissures dues a la corrosion des aciers
: Marée haute
Abrasion physique due a 'action des vagues, R 2 ~

du sable et des graviers, des coquillages ‘ ™

i | ' o -

Fissures dues au gel/dégel, < / | \ \° \ = Zone de Marnage
aux cycles séchage/humidification et E—— / k- & ™~ S, Vs |
la cristallisation des sels remontant par capillarité — / NS o
Décomposition chimique du ciment —— / \ \ e —
=== Marée basse
e
Acier »|
Attaque : de micro-organismes T Zone immergée
du COy ;
des Chlorures ’
des Sulfates

Figure 18 3 AEi I A OADPOi OAT OAT O 1 A0 AEAEA OAT OO OUDPAO ¢/
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1.1 OOANOGAO AEEI ENOAO AA 16AAO AA 1 AC
, 6 AAO0 AA T A0 AOO AT 1T OEAT Oi A AT 11 .Akndig@doatmé&A bi 00
ioniques peuvent ainsi avoir lieu lors de leur contact.

Les sels dissous qui composent I'eau de mer sont généralement :

- le chlorure de sodium (NacCl),

- le chorure de magnésium (MgGJ),

- le sulfate de magnésium (MgSQ

- le sulfate de calcium (CaSfp

- le chlorure de calcium (CaG),

- le carbonate de potassium (KHCAD.
, A ATTAAT OOAOCET T O1T OAT A AAO daradtd dnbB qubvaric id OAO A/
7,5 et 8,4(Mehta, 1991). La concentration de cesk1 O AEOOT 660 OAOEA A&801T 1T Ai .

proportion des sels reste constante (loi d®ittmar) (Tableau 1).

Tableau 1. Pourcentage des pincipaux sels dissougpour une eau de mer de salinit&5 g.L!
lons Ct Nar SO Mg2* Cat K+ CGo2
% 55,2 30,7 7,7 3,7 1,2 1,1 0,4

La pénétration d'ions agressifs (ions chlorure, magnésium et sulfate) peut affecter I'équilibre
entre les hydrates du matériau cimentaire et la solution interstitielle. La pénétration de ces ions
varie en fonction de leurs actions avec les constituants d@ matrice cimentaire. Les ions
magnésium ne péneétrent que laurface du béton (généralement moins de 1 mm), tandis que les
ions sulfate peuvent traverser jusqu'a quelques millimétres la couche externe du béton. Et enfin,
les ions chlorure sont ceux qui dfusent dans la couche interne du béto(Figure 2) (De Weerdt et
al., 2019; Jakobsen et al., 2016; Yi et al., 202Qgs différents ions peuvent entrainer la dissolution
ou la formation de différentes phases modifiant la microstructure et la composition du matériau

cimentaire (Figure 2). Ces changementde phases peuvent impacter le matériau en le fragilisant.

Thése Marine GEORGES 10
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Light microscopy SEM-EDS
appearance phases phases elemental profiles
" gense Calcite, Brudi T emwi |
........ (T IR s IR 11 et e R e
dense, drying cracks gel-like phase M-S-H
porous popcom-carbonation
opaline paste precipitates airvoids Tﬁ::"n?;:m
porous Gypsum
unaltered paste,
unalterad paste occasionally Friedel's salt
Friedel's salt in
Hadley grains

Figure 2. Changementge phases induits par l'attaque de I'eau de mer (Jakobsen et al., 2016)

1.1. Lesions chlorure
Lesions chlorure peuvent étre présentsdans le béton de deux fagondls peuvent étre introduits
dans la matricecimentaire désle départ étant présentsdans certaines matieres premiéres Par
ailleursh 1 AOG EIT O AEIT OO0OA bAOOAT edvirobrarit)Ondphcka@ laAA 1 6 A
matrice par diffusion. En effet, le béton est un matériau poreux, la pénétration des ions chlorure
OA EAEO Al bDOi OAT AA AGAAOS
Les ions chlorure peuvent exister sous différents états dans la structure interne duatériau
cimentaire (Figure 3). lls peuvent étre soit:

- 1 EAOAOG j 01 66 &£ O0i A ETTENOGA AO T8AUAT O PAO Oi A
interstitielle des pores,
- liés chimiquement aux produits d'hydratation du matériau et physiquement par

adsorption sur les GSH (Figure 3) par exemple.

La quantité totale de chlorures (appelée chloruresOT OAO@Qq AT OOAODPI T A U 1 8AI

chlorure liés aux phases du ciment et des ions libres dans la solution interstitielle.
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Formation des Sel de
Friedel

Béton

Interactions

électriques Précipitation/dissolution

des solides
L lons CI libres 7

G

Diffusion

[ lons Cl" fixés J ‘

Adsorption dans
les C-S-H

Isotherm de
fixation

Sa=1)

Figure 3. Schéma de la pénétration des ions chlorure dans le béton (Wang, 2012)

Les ions chlorure libres dans la solution interstitiellepeuvent pénétrer jusqu'au niveau des

armatures du béton q
structure en béton ar

les ions chlorure(Nevi

ui peuvent subir un phénoméne de corrosn (Figure 4). La capacité d'une
ésister a l'attaque des chlorures dépend entre autres de sa capacité a fixer

lle, 1995; Yuan et al., 2009)En effet, elle va influencer l&ransport de ces

ions., 6 EOT Qe tkanidnAles ions chlorure Figure 3) peut étre estimée de plusieurs fagons.

Ainsi, les réactions physicochimiques entre les ions chlorure et Igshases cimentaires vont

permettre de réduire |

a diffusion des ions chlorurePar conséquenices réactionspeuvent avoir

un effetbénéfiquepour le matériauD OE ON OGS Al 1 A O laplbhgddsioh des ians dliorésO A

comme le milieu environnant, la température, la carbonatation et le type de ciment utiliguan

et al., 2009)

Figure 4. Processus

N Performance

Serviceability
Limit State

; I sion!
Chloride |CP°”(;N_T'.1 i _
Penetration et XTUCES) Crack Ultimate
A{ccumulzm{m Development | Limit State
| : /\Lcclcralcqi
: I Degradatioh
n R
-
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de corrosion induit par les ions chlorure des structures en bét¢wang et
al., 2018)
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La diffusiondes ions chlorure dansleb®1 T A @DT O peutetie kifuéhcédala fdishad
les performances intrinséques du bétorfcomposition et conditions de cure) et padesconditions

d'expositions de celuici (Yi et al., 2020)

Les ions chlorurepénétrent par diffusiondansi A A7 OT 1T O OA®OT | ¢ AMEEAAT O AA A
lorsque le matériau est saturé (immergé complétement)Kigure 3) ou par absorption (Neville,
1995) lorsque le matériau est en zone de marnage. Suivant la position du matériau-aiwis de la
marée et des phénomeénes de cycles de séchage etumiillage, la pénétration des ions chlorure
peut O8 AAADT EEDAAQET T AA 1 ADand Gehid théseArdolsi nbul Somkésl 8
principalement intéressés al 8 i O O A AiffufioA naturelle de ces ions dansle matériau
cimentaire en établissantdes profisA8 ET T O AEITI | OOOA A1 . Abstéfalemént AA 1
possible de suivre la pénétration des ions chlorure par migration sous champ électrique.
Les ions chlorure peuvent favoriser la dissolution, &s changements de structure de phase au sein
de la matrice cimentaire et la formation de précipités. La formation de houveaux composés a base
de chlorure dépend de la solubilité des phases hydratées du matériau cimentaire. Les ions
chlorure liés a la matrce cimentairevont réagir avec lesanhydres et lesE UAOAOAO NOE 1461 1
de réaction lors de la cure. Par exemple, la diffusion desls de calciumCaC} peut former le sel
de Friedel (GA.CaCGl.10H,0O) (Birnin-Yauri and Glasser, 1998)Figure 3), autrement appelé
chloroaluminate de calciumhydratéDb AO 1T A O1 AAGET 1T AAO AEI T OBA0OAO AO.
(équation 1-6) (Glasser et al., 1999; Matschei et al., 20Q7)

GA + CaGl+10H.OA GA.CaGl.10H0O (sel de Friedel) (1-6)
#AOOA Oi AAOGET T Olib/edarn ladolftiorOnfes@ielld duisdntda pénktration
AA ARG EITO EOONOBAO@® AOIi AOOOAOGS8 - AB GidAde©OOA DPOI
sulfates qui peuvent réagir avec le monochloroalminate de calciumet former de
1 8 A O Oexahsi@es O A
La présence d'autres ions dans I'eau de mer, par exemple et SQ2, peut empécher la formation
du sel de Friedel(De Weerdt et al., 2014, 2019) Ainsi le chloroaluminate de calciurhydraté a
tendance a se former dans la couche intérieure du béton (alela de la profondeur de pénétration
externe du Mg+et du SQ2, mais disponible pour les ions Qlplutdét que dans h couche de surface
(Figure 2). Une fois que les @ OT 1T O i POEOIi Oh T AO EITO AEITOOO
chimiquement aux feuillets GS-H enlibérant des ions OHprovoquant ainsi sa décalcification. De
iai Ah AAO Oi AACET T O AEEI ENOAO DAOOAT O A1 OOAET AO
A BD( AA 16AA0 AA T A0 PAOO POI 01T NOGAO AAO Ai Oi NOE
et la phase solideAinsi, la concentration en ions OHet C&+ diminue entrainant la lixiviation des
DOl AOEOO ABGEUAOAOAOEIT AA T A PpYOA AA AEI AT O DI Oc
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Le NaCl a une double action sur les hydrates (portlandite et&H) de lapate cimentaire. En effet,
la portlandite va réagir avec le chlorure de sodium (NaClp A 1 Eéduatidn d- 7. Le NaCl peut
€galement impacter les €SH par consommation des ions calcium par formation de chlorure de

calcium soluble. La matrice cimentaire valors peu a peu étre fragilisée.

, 6 AZDT OEOCET T A0 I A®ipowdé lapréciifatdn de brice (Mg@aH)) (1-
8) suite a la dissolution de la portlandite

Ca(OH}) s) + MgCt (aq) A Mg(OH)s) + CaGliag) (1-8)

La formation de brucite va diminuer l'alcalinité de la solutioninterstitielle du béton et va
provoquer la déstabilisation du GSH. Il peut également y avoir la formation de
monochloroaluminate de calciumaprés action des ionshlorure de sodiumou deschlorure de

magnésium avec les aluminates.

Les ions M@+ du MgCh peuvent favoriser la décalcification du €S-H pour former le Silicate de
Magnésium Hydraté (MS-H, MagnésiumSilicate hydrate) (équation 29) par substitution ionique
du Calcium par le MagnésiunjRagab et al., 2016Bernard et al., 2017)
CG-SHaecacs)+ Mg+ A M-SH) + C&*(ag) (1-9)
Une dessolutions pour augmenter la durabilité du béton immergé en milieu marin en augmentant
sa compacitéeA 0 0 AuhditehéuEliditée en GA (ciments pour les travauxmer)etd AET OOAO AA(

additions minéralesréduisant la teneur en Portlandite.

En milieu marin, la lixiviation des éléments provenant du matériau va favoriser la fixation

A31T OCATEOI AO 1 AOET O OOEOA U 1T A AEIETOOETT AO B
1.2. Lesions sulfats

, AO 001 ZEAOCGAO O1 106 i CATAI AT O 1 AOOOLIlds Auifakes @& D OiT OA

magnésium MgS®et les sulfates de calcium CaSQOCes derniers sonagressifs visa-vis du béton

(Jakobsen et al., 2016)

Les sulfates de magnésium MgSQéagissent avec la portlandite Ca(OH)et provoquent sa
dissolution. Ces réactions conduisent a la précipitation de brucite Mg(OHgt la formation de
gypse (CaS©2H,0) (équation 1-10) (Ghafoori et al., 2008)

Ca(OH)s) + MgSQeag) + 2HOaq) A CaS@.2HO) + Mg(OH)s) (1-10)
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Ces ions peuvent aussentrainer la transformation progressive desCSH en silicates de
magnésium hydratés (MS-H) (Figure 2).
Les sulfates de sodium NaSQ@euvent aussréagir avec la portlandite Ca(OH)entrainant aussi la
formation de gypse (réaction +11) (De Weerdt et al., 20198 , § AOOANOA AAO EI 10 C
PDOAT EAOO U 1 81 ofEde Bypde(Stlorh et &l.A2018)1 1Odn Audiate peut réduire la
teneur en sel de Friedel et engrtlandite (Cheng et al., 2020)

Ca(OH)s) + N&SQag) + 2HOaq A CaSQ@.2H:O) + 2NaOkhg) (1-11)
Les sulfates de calcium Ca50i ACEOOAT O NOAT O U A Oad.Aktddhduisdntd AT Of ET
U T A AOT EOOAT AA A &4 BCEERHG) Ghafodrilend QM08)apHel® dubsi | #
trisulfate aluminate tricalcique hydraté (équation 1-12).

GA @ + 3(CaS@ 2H0) e + 26H0u A GA, 3CaSQ 32H0 (1-12)

La capacité de liaison des ions chlorurpeut-étre réduite dans les phases Afra cause des ions

001 ZFAOA AT OOCAET AT O 1#MAOBROICAOEAGET Ad AMAOAORIECE OB 8 1
pénétration des iors chlorure dans le matériauyDe Weerdt et al., 2014; Maes and De Belie, 2014)

Les ions magnésium et sulfate peuvent également réduire la quantité de portlandite et provoquer

la décalcificationdesCG-S-H. La lixiviation des ions calcium de lportlandite et desG-S-H accroit la

porosité et le volume des pores accélérant le transfert des ions agressifs au sein du matériau

(Cheng et al., 2020)

Lorsque dans le milieu manh la concentration en sulfates S§ et la concentration en chlorures

Ctsont élevéesl DAOO U AOIEO O PEiTTiIiTA AGETEEAEOEIT A

des ions chlorure est plus rapide que pour les ions sulfates dans le béton. Les hydrates

A6 Al OIT ETEOI O1T1 0 AET OE A% AASwranktah 00d6A NOi O PAO 1 AO
1.3. La carbonatation

yi i Aoci AAT O 16AAO AA T Aoh T A Ai O0i1 DPAOO OOAEO

dioxyde de cabone atmosphérique (CGqpq OA AEOOI OO0 AAT O .CBRiR® HI OO

instable et va se dissocier en ions bicarbonates (H€Pet par la suite en ionscarbonatesCQ2-

(Figure 5). Cesderniers peuvent pénétrer dans la solution interstitielle des pores etainsi réagir

avec les ions Cadissoussuite a la lixiviation de la portlandite conduisant a la précipitationdes

carbonates de calcium (CaCG{a la surface du matériayéquation 1-13).

86 56O 06 098®G OV (1-13)
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La Portlandite AO O 1 8duisd carhdddte le plus rapidementCependantA8 AOOOAO DBOIT AD
A 8 Eafafidd réagissent aussi erprésence de COdissouscomme les €SH pour former des
carbonates de calcium (équation 414) (Figure 5). La décalcification des €&-H peut également

conduire a la formation de silice amorphe (équation 41.3) (Sadati et al., 2016)

6 Y O co0 ° YR o6 0 00 (1-14)
La décalcification de phases hydratéesntraine une diminution du pH de la solution interstitielle.
Cette réduction du pH dans la solution de pores augmente la solubilité du sel de Frie¢iilio et
al., 2014; Ting et al., 2021)Suivant le type de béton, celtdi peut étre plus ou moins affecté par la
carbonatation. En effet, la carbonatation réduit la capacité de liaison des chlorures du béton qui
liberent les chlorures liés chimiquement ¢ se retrouvent sous forme de chlorures libreglans la
solution interstitielle . Le chlorure lié, qui existait sous forme de sel de Friedel dans le béton, est
décomposé pendant la carbonatation et ne peut pas seformer (Chang, 2017) Tous ces
phénoménes entrainent une accélération de la pénétration des ions chiwe (Qu et al., 2021;
Sadati et al., 2016; Suryavanshi and Narayan Swamy, 199Bans les matériaux carbonatés, de
G SH perdent leur capacité de fixation du chlorurgSaillio et al., 2014) La carbonatation et le
processus de transport des ions chlorure jouent un rbéle majeur dans la corrosion des armatures
et la déggradation des bétons. La carbonatation entraine des modifications importantes de la
microstructure de la matrice cimentaire. En effetla précipitation de la calcite va notamment
entrainer une diminution de la porosité totale. Cette diminution peut avoir n impact positif sur
1A Ai 0T DOEONOGGAIT A EI BI ENO Aécaniqueet Ar @rotdctiod A OET 1
AT TOOA T A Pili OOAOQEI,larédudidnldd p@ valpeoek® 16 dee®@ppensedt D1 00
A61T OCATEOI AO 1T ACET O U OA OOOAZEAAAS

gas phase

liquid phase

Figure 5. Principales phases impliquées dans le phénomene de carbonatatidhorandeau,
2013)
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2. %EAAO AA T A UITA AGEIT AOOEITI
Suivant la sition des infrastructures maritimes construites dans le milieu marin, les agressions
physiques et mécaniques sur le béton peuvent étre contrblées par plusieurs pl@meénes Eigure
1) (Mehta, 1991; Ting et al., 2021)

- %1 UTTA EiilAOCi Ah dt dedathbueipéuvedt Adradkri lalsOrfade QO
béton tout comme le sable en suspension pouvant éroder la surface du béton,

- En zone de marnage, le béton est le plus vulnérable car il subit le cycle des martds
OAT O j AUAIT AO -skahdgd).lC&E AdiniEEs fadobsErit Ta diffusion des ions
chlorure (Safehian and Ramezanianpour, 2013)fout comme en zone immergs le béton
DAOO 6O00OA O1T OIEOG U 16AACETT AA T A ETOIA AO Al
sites maritimes sont sujets aux chocs et frottements des navires.

- En zone totalement émergée, le béton est moins exposé a des dégradations physiglles.
peut recevoir quelques éclaboussures pouvar#t long terme, engendrer une dégradation
du matériau. Dans certaines régions, cette zone peut également subir des cycles de gel

dégel.

3. Effet de |la biecolonisation

Un matériau immergé dans le milieu marin®0 O1 0O A8 AAT OA OAAT OOAOO Ab

A & 6idfilm constitué de micro-organismes.

3.1. Le biofilm, premier colonisateur

51 AET £ZE1 1 AOO AT 1 OOEOOI -ArgaGismbs, figds AludelsurfdcE &A OOE O
AT OAT T P11 AAT O O Aceliuldr ®ayérid Subsiabice) T ostertdedal., 1994,

1995; Hall-Stoodley et al., 2004) Ces micreorganismes varient en fonction des molécules

chimiques présentes initialement a la surface, de la composition du substrat et aux conditions
environnementales du milieu (oxygéne, température, pHi O1 E7 OA AOA8 Q8

Dans le milieu marin, les micrei OCAT EOI AO AO AET £EI i1 O1 10 AT 1 DI Of
A AOAAOUI OAO O E A Aicto@ligue£coriniz le® didtotnéed] @& chAndpignons
microscopiques, des flagellés hétérotrophes et des &8 sessiles. lls sécretent et synthétisent des

EPS qui sont principalement responsables de l'intégrité structurelle et fonctionnelle des biofilms.

Les EPS sontconsidérées comme les composants clés qui déterminent les propriétés
physicochimiques et biologgues des biofilms (Wingender et al., 1999) Ces EPS sont des

polymeres & haut poids moléculaire principalement composé de polysaccharides
(exopolysaccharides) et de protéines, mais comprennent d'autres macromolécules telles que des

acides nucléiques, des I[RAO AO ABAOOOAO Ai@henh éial 200d)Selod i OE N O/
quelques études(Costerton et al., 1995; Leriche et al., 2000; Staats et al., 200@) production
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A6%03 Ai PATA AAO AOPiI AAO 1 AEO AOOOE A 1681 OAO b
AET £ZE1 1 8 , A0 %03 DPAOOGAT O AOI EO O1 OEIDechd Ol OAAD
2000).

3.2. Lesmicrol OCAT EOIi A0 Ti AAOGOAEOAO U 1 A £ oOi
Les communautés périphytiguegJohnson et al., 2013fprincipalement les diatomées benthiques

et les cyanobactéries) sont des constituants majeurs des biofilms marins qui constituent un

composant fonctionnel important des écosystemes benthiques marindhompson et al., 2004)

3.2.1. Les diatomées
Les diatomées sont des microorganismes phototpghes unicellulaires qui peuvent vivre soit en
suspension (diatomées pélagiques) ou soit sur le fondu fixé sur un substrat (diatomées
benthiques; (Macintyre et al., 1996). Les formes pélagiques appartiennent aux phytoplanctons,
les farmes benthiques appartiennent au microphytobenthos. Les diatomées ou aussi appelé
Bacillariophycées ont une taille qui varie de quelques micrométres a plus de 0,5 mm. Elles
dominent les océans dans le monde. En effet, il existe entre@@0 et 12000 espees de diatomées
unicellulaires AT T OOEOOAT O 1801 A AAO TECTiAO 1AOG bpI OO |
Eucaryote (Alverson et al., 2011) %l | AO ET OAT O AOEI OOAGEOE O1 OE]
TTOATTATO AO TEOAADO AAO AUAT AO AEiI Ci Tl AEEI ENOAO A
En effet, ces micreorganismes sont considérés comme des moteurs clés de la pompeasbone
biologique marine (Nelson et al., 1995; Sarthou et al., 2005; Tréguer et al., 2018n effet, &s
diatomées en réalisant la photosynthése (3.2.1.4, b) transformentle ¢©0 D OT AOE.QAT O AA
production de Matiére Organique (MO) suite au carbone fixé par ces organismesétre assimilée
DAO 1 AO T OCATEOI AO 1T AOET 08 , A0 PAOOGEAOI AOG j PATT G
le fond et se retrouvent dans les sédiment&lles se trouvent aussi a la base des chaines
alimentaires marines et représentent 40% de la pyduction primaire marine totale (Nelson et al.,
1995).
, AO AEAOQT T i AO Al Al EOADAOOODO ARBAGT AO ABAOOEI EIl A
inorganique (NG, NG-et NH+) et organique (urée, acideaminés, ...), 8 AUT OA dankleDOT OOA
protéines et les acidesucléiques. Les diatomées vont réaliser via des voiemétaboliques
i OOAT OBT OOAOO0O0 AO AT UUI A @ambrud et AIVR04RCekykle pedndtUT OA A
de fixer le carbone inorganique dans des composés azotés sans passer par la photosynthese.
Les diatomeées benthiques ont la capacité d'influencer le peuplement larvaire, elles contribuent
ainsi a la croissance et a la structure deommunautés macroscopiques d'importance écologique

et économique(Sweat and Johnson, 2013)
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3.2.1.1. EPS chez les diatomées
Les diatomées sont capables dans des conditions environnementales favorables a leur croissance
AA £ Oi Ao OT1 A E Un&Etbbktiat. Elles skcieterd Gl dpé (phéSent au milieu
AA T A E£0O00001 Aq AA COAT AAO NOAT OEOiI O A6w038 #AO
1 AOOAAEAT AT O AAOG AAIT 1 OI AO AT OOA Ai1AbGs ,A T EAO
subdrat (Hoagland et al., 1993)
Par ailleurs, les EPS peuvent étre utilisé comme source de nourriture pour de nombreux
organismes hétérotrophes et brouteurg(Hill and Hawkins, 1991; Jenkins et al., 200 Morelle et
al., 2018) Elles représentent ainsiun rble important dans le flux de carbone et dondans la

production primaire .

yI  AGEOOA bl OOEAEPS @ollolauRdr@spoAdeba B draction directement

sécrétée dans le milieulls sont le constituant principal du biofilm.LesEPS liées et attachées au

frustule des diatoméegouentOT OET A AAT O 1 6 AAET OET1T AO 1T A BOT OA
les EPS sonteprésentéespar une fraction soluble composéegurincipalement de galactose et
ABAAEAA CI(EdAVEOEtTalE ROOAAO A50T A AEOAAOCEIT DHAOOEAOI A

particules exopolymériques transparentes (TEP) principalement composées de fucose et de

rhamose (Fukao et al., 2010)

3.2.1.2. Morphologie des diatomées
Les diatomées different des autres micralgues car ellepossédentune paroi cellulaire appelée
frustule qui est constituéeen deux moitiés de silice polymérisée amorphéZurzolo and Bowler,
2001) formé de tétraédres SiQ. Le frustule est essentiellement constitué de silice amorphe
hydratée (Si;;, HO)NOS6T T ADPDPAIT I A (B89 lqut dshassdcied Lded EoiEnAts
organiques (Hildebrand et al., 2018)Le frustule est percé de pores permettant le passage des
1 6ET Oi OEAOO AO bpOi O p1 AOIi As

élémen0OO 1 OOOEOE £0

As O1T A md dpgeléebnfpdvalve et debandes cingulaires (girdle bands) (Figure 6). Ces
derniéres sont des anneaux de silice produits pendant la croissance cellulaifeartie 3.2.1.3) et

permettent de maintenir les deux valvegFigure 6).
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EPITHECA
GIRCLE
PLEURAL BAND |BANDS

= FRUSTULE

FPLEURAL BAND
GIRDLE
BANDS | HYPOTHECA

HYPOYALVE

Figure 6. Vue d'ensemble schématique des composants siliceux des parois cellulaires de
diatomées(Zurzolo and Bowler, 2001)
#AOOA DPAOTE AAI T Ol AEOA OEI EAAOOA bPi 001 AA AEEE OF
dans protection contre les rayons solaires et contre le broutage par certains prédateuidamm

et al.,, 2003) Elle peut également servir de tampon pH favorisant un bon rendement
photosynthétique (Milligan and Morel, 2002).

On peut classer les diatomées en deux grands groupéBattarbee et al.,, 2001)grace a la
morphologie de leur frustule:
- les pennées avec une symétrie bilatéralpossédant ou non un raphé. On y trouve
majoritairement le microphytobenthos.

- les centrigues avec une symétrie radiale.

3.2.1.3. Formation du frustule
Ladivision cellulaire des diatomées se déroule généralement au travers de divisions mitotiques
asexuées Figure 8). Tous les jours, lorsque les conditions de croissance sont optimales, les

cellules vont se multiplier par mitose.

Les diatomées utilisentl'acide orthosilicique (Si(OH)) présent dans I'environnement pour
biosynthétiser leurs frustules (Compartiment 1,Figure 7). Une fois que la cellule a absorbé du

silicium, des protéines transporteuses d'acide orthosilicique ou Silicic acid Transporter proteins

(SIT) vont agir sur la membrane pour créer un flux de silicium vers l'intérieur de la cellule. Ces

SITs transportent ensuite le Si(OH)a travers le cytoplasme(Compartiment 2, Figure 7) pour

atteindre les Vésicules de Dépét du Silicium aBilica Deposition VesicldSDV) (Compartiment 3,

Figure 7) (Javaheri et al., 2014)

AAOT OPOETT AO 1 A Ai bHiredisAmodehts BUA dcle @éllllade. OF Al E
AAOT OPOEIT A TEAO AOATO 1T A T EOTOA AO AOGO ET AEC

est réalisée juste avant la division cellulaire. Le dépdt de silice biogénique dans les SDV (lieu de

Qu

Qu

silicification ; Compartiment 4(Figure 7)) permet la division cellulaire et la croissance des

diatomées (Ragueneau et al., 2000). Il existe différents types de SDVctmmnant a différents
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stades du cycle cellulaire : les SDV a valve et a bandes cingulaffégure 8). En effet, les valves de

chaque theque du frustué sont formées durant la division cellulaire tandis que les bandes

AET ¢cOl AEOAO Oi1O0 & Oii A0 AOOAT O 1 6ET OAOPEAOA AC
Lorsque la formation des valves et des bandes cingulairest terminée a l'intérieur de leur SDY

elle est exocytosée a la surface de la cellule et s'incorpodans la paroi cellulaire (Figure 8)

(Heintze et al., 2020)

En phase G1, les cellules initiales synthétisent les bandes cingulaires sur I'hypothéquetddt la
phase S, la réplication de I'ADN et la cytokinésie sont produitestrainant la présence de deux
protoplastes de cellules filles dans la cellule mere. Dans la phase G2+M, de nouvelles valves
(hypovalves) sont synthétisées dans le SDV a lintérieur de la cellule pan phénoméne

A 6 A @ b AGomgaitirhent 4 ; Figure 7 et Figure 8).

lq ...................

Si compound ‘ o=

Figure 7.2 AP Oi7 OAT OAQET T OAEi |l AOGENOA AO OOA{dvemk 00 AO
Javaherietal., 20148 $8 ADO1 6, lekdnpartinéndiic@respond a I'environnement ol
la diatomée va absorber l'aciderthosilicique. Les SITs sont situées sur la membrane cellulaire
et vont permettre le transport du silicium du cytoplasme vers le SDV (compartiment 3). Dans le
SDV, le dicium soluble se déposentrainant la formation du frustule (compartiment 4). Les
fleches vertes correspondent a la régulation cellulaire sur la quantité de SIT. Le noyau de la

cellule peut modifier le niveau des SITs en fonction du flux silicium entramians la cellule

L'hypovalve fusionne alors avec la membrane plasmique, donnant naissance a 2 celldikss par
exocytose(Kale and Karthick, 2015)(Figure 8). Ainsi une des valves de la cellule mére devient

1 8i DPEOET NOA-illd uddyhhétiBeAsonE@IDA OET NOA AO 1 6A000A OAIl C
I 6EUDT OET NOA AA 1T A AAIT dda okllulé filledghi gdndréOdaiid shite bod i D E OE |
hypothéque. Apres séparation des cellules, cellesi se développent avec expansion des bandes

cingulaires (phase G1) et le cycle recommence.
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%l AT 1T 01 NOAT AAh 1 & dlledestAekdlle iAfdicd® a 1A diafofdeiinitiafealors
A

NOA 1 6A000A AAiI 1 Ol AEIT A AOO AA T8I A OAEIT A NOA
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Figure 8. Schématisation de la division cellulaire des diatomées et de la formation des nouvelles
valves et bande cingulaires par les Vésicules de Dépét de Silicium (SDV) (Redessiné par Kale

and Karthick, (2015) a partir de Zurzolo and Bowler(2001))

En revanche sous certaines conditions, les diatomées peuvent réaliser une reproduction sexuée

(Dassow etal., 20063 %I AZAZEFAOh AO AT OO0 AA AEOEOEI T O OOAAA

descendantes vont étre de plus en plus petites a chaque générationrégplusieurs générations,

les cellules qui sont plus petites qu'un seuil critiqueretrouveront leur taille initiale par

reproduction sexuelle. En effet, les cellules vont réaliser une méiose et vont produire des gametes.

La paroi de la frustule sera non siliceuse. Le zygote nouvellement formé suite a la fusion des

CAi 1 OAO OA COAT AEO E OO Ne4du bust@idva §edokriefLdngldis] 2B0B)E AT A 1 1
3.2.1.4. Les facteurs de contrble de la croissance des diatomées

Les espéces phytoplanctoniques et microphytobenthos présentent une grande diversité, avec des

taux de croissances variables et des réponses rapides awaogements environnementaux. Leurs

états physiologiques peuvent étre modifiés suite a ces différents facteurs extrinseques et

notamment avoir un impact sur leur capacité de photosynthésayant ainsi des conséquences sur

leur métabolisme (Winder and Sommer, 2012)
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a) Les nutriments, éléments essentiels a leur métabolisme
Les diatomées ont des exigences en éléments nutritifs. |l existe plusieurs sources de nutriments
provenant du milieu environnemental et/ou de certains micreorganismes. Les diatoméesnt
besoin de macrenutriments (constitués de carbone (C), phosphore (P), azote (N), et silicium (Si))
1 AOO ADPDPiI OOAT O AAOG ilii AT OO 1 OO0OEOCEAEO ET AEODPAT O
permettent de synthétiser les macromolécules qui les cotistuent (comme les polysaccharides, les
acides nucléiques, les protéines et les lipidegiseider and Roche, 2002) Léazote et le phosphore
sontparexempleAAO AT 1T OOEOOAT OO AA 1 6APPAOAEI DET O1 O
IIs jouent un rdle crucial dans le métabolisme cellulaire (composant des membranes) et dans la
OOAT OAOAOGETT AA 161 1AOCEA | A6AOO @NADRH) (Dath,OAT O A
1982). En plus de ces macronutriments, les diatomées ont besoin d'ions inorganiques (Calcium

[INe)

(Ca), Potassium (K) et Sodium (Na)Moore et al., 2013) Les micrenutriments, comme le fer (Fe),

le Zinc (Zn), le cuivre (Cu) ou le manganég&in) considérés comme des éléments traces, jouent
le réle de co-enzymes pour les réactions métaboliques(Morel et al.,, 2003; Pasqueron De
Fommervault, 2016).

Les cellules microphytobenthiques doivent récupérer ces €léments dans le milieu naturel car elles
0110 ETAAPAAT AO A Anéinds Desriidrhedt limitaBtOdae lendiek pduvkid
entrainer une diminution des réservescellulaires modifiant la composition chimique de ces

derniéres comme une réductiorde la quantité dechlorophylle.

Il existe différents types de limitations nutritives. La limitation de Blackman (1905) et Liebig

(18suq ET AENOA RNOA 1T A NOAT OEOi O1 OAT A A3O1 1 OOOEI
produite. ) I DAOO U AOT EO AEAFE OAT OAG &I O0i A0 AA 1 EIE
entrainant une réponse physiologique de la cellule algale suite au madd A& O1T 1T OOOEI| Al
1 8A000A AOGO 1T EiA U OITA TEIiEOAOEIT 1 OOOEOEOA |
OOGAEET i i OOENOA A601T 1 OOOEIi ATO PAO OADPDPTI OO U O
AEAOT 1T AO AAOT OAAT O 1 A0 1 O dinefridués@@origudsICN:PAAO OAE

106:16:1 (Redfield et al., 1963)et dans les rapports SiN =1 et SiC =00hpo DI OO 1 6 AA
orthosilicique (Brzezinski, 1985). La disponibilité de ces éléments est un facteur limitant pour la

croissance du microphytobenthos et phytoplanctonique.

#AOOA OEiI OA OA OBET Oi OAOOGAO AT DPAOOEAOI EAO U Oi
Silicium. La silice dissoute dand 8 AAO AA [ AO AOO bPOi OAT OA 0O1 66 Al
(Si(OH); Si(OHY) (Figure 9). Le Si(OH), présentant une teneur de 97% dans les océaf8dmo

and Brzezinski, 1999) est la forme la plus utilisée par les diatomée<Comme dit précédemment,

constitution de leur paroi cellulaire (Martin-Jézéquel et al., 2000 ; Martidézéqueland Lopez,
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2003) et donc la biognthése du frustule Il représente donc un facteur déterminant de la
productivité primaire. Lewin, (1955) a été le premier a démontrer que les diatomées étaient

capables de récupérer le silicium.

Si(OH), SiO(OH);  SiO,(OH).>

\
0 9,5 12,6 pH

Figure 9. Différentes formes deSilicium dissous en fonction du pH de la solution

Les concentrations en DSi varient considérablement dans I'eau de mer naturelle, allant de 10 a
40 uM dans I'Atlantique Nord (Tréguer et al., 1995) et peuvent également étre limitantes pour la
croissance degdiatomées dans I'écosystéme cotier avant les autres nutriments (Del Amo et al.,
1997). En effet, selonDugdale et al., (1995 le Si(OH) est rapidement incorporé dans les
diatomées. Il est exporté vers les eaux profondes sous forme de b8ivia les excrétions fécales
(Staresinic et al., 1983) La disponibilité de la silice dans le milieu sera a I'origine de la répartition

des communautés phytoplanctoniques et microphytobenthiquegHowarth et al., 2011)

, 61 OA1 OAOQEIT 1 AO OOAOOO 1 OOCOEOEITTTAI esA&@AU 1 A
microphytobenthiques est utilisée pour comparer les concentrations ambiantes et les valeurs des
concentrations de demiOA OO OAOET T A A) pdudles Aiffsfe@bs@E£ruttitifs j Larsque

la concentration ambiante en un sel nutritif est inféreure a la valeur du K on dit quela croissance

est suboptimale (< Vimad2) . LA AEODIT T EAEI EOi AA 161171 AT O 1000EOD
Lavitessed A A OT Q/pdd &ilicidim suit la cinétique de type MichaelisMenten (1913) (Johnson

and Goody, 2011; Paasche, 1986) le taux de croissance des diatomésasiit la cinétique de Monod

(1942)1 1T 1T A OAO@® AGAAOT OPOEIT j6q AO 1A OAOG@ AA AOI
en"Y"Q 'O (équation 1-15 et 1-16).

P Y8 0 (1-15)
0 Y@ O
A A Y 0 (1-16)
0o YOO
OUViax A Onax DAD OT OAT OAT O 1T AO OAOD ABAAOT OPOETT AO AA

Z £ A 9~ X £ oA

de concentrations de Si(OH)qui limitent les Vmax A O hafa®a mipitié de leur valeur (Figure 7).
Les constantes de demsaturation des taux de division (K) sont inférieures a celles du taux
AGAAOT OPOET 19. A0 OEI EAEOI | +
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!

_1 |

KsouK, [Si(OH),]

V:max OU Hpax

Y2 Vinax OU %2 Py

Figure 10. Représentation graphique de la détermingon du Ks ou du K;
en fonction duVmax A Onax t

Les carences en Silicium peuvent perturber le cycle cellulaire qui se traduit par une diminution
du taux de croissance. En effef 8 ADO7 O " OUA UE eS¢ pedvént cArddré a ynp wwmt qh

arrét de la croissance en phases G1/S et G2/M du cycle cellulaire.
b) La lumiere: Production primaire de ces organismes photosynthétiques

Les diatomées dominent le compartiment du microphytobenthogjui peut dépasser 50% de la

production totale de biomasse. La productivitt du microphytobenthos, comme pour tout

organisme photoautotropheh OA BT OA OO0 O1 PECIi AT O DPET O OUl OE
Chlorophylle a (Chla) exprimé en mg Chd - m2. Par conséquent, la concentration de Ghia

toujours été parmi les variables choisies pour décrire les assemblages de mialgues benthiques

et est frequemment utilisée comme indicateur de la biomasse. Cet indicateur est un parametre clé

pour étudier le fonctionnement des écosystéemegKazemipour et al., 2012)Outre la chlorophylle,

les micro-algues ontégalement des pigments de type caroténoides

Les diatomées sontinsicapad AO AA OUT OEi OEOAO AAO 11171 AOI AO A
lumineuse. La production primaire représentda quantité de carbone organiqueproduit par unité

de temps et de surface, suite a la fixation du carbone inorganique (dioxyde de carbone;)&a la

photosynthése(Falkowski and Raven, 2007)

La photosynthése est réalisée dans la membrane des thylakoides séparant le stroma et le lumen
localisésau sein des chloroplastegBehrenfeld et al., 2016)Figure 1108 , 8i 1 AOCEA 1 Of E1
captée par les pigments photosynthétiquesonstituant les antennes collectrices de lumiére (LHC

Pbi OO0 ,ECEO (AOOAOOEI C #i1iplAoqs #AO AT OATT AO DPEC
O 66 & O0i A Adi 1 AAK Otk GéadkiaieE i photossked® Il (GR Le
Photosysteme Il (P$%) est constitué de chlorophyllea (appelée alors Rgo car elle capte les photons

AGOT A 1TTCOABO AT TAA AA 181 OAOA AA ouymn 11 Q8

I ETOE 16811 AOCEA 0O A Gaestredenvlyéeiad comple@ehph Oe cAndpldxe <2

alors excité Rgo+, il transmet un électron a un premier accepteur, la quinone A () Lorsque le
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pool de Q est réduit, le centre réactionnel est alors dit fermé (). Si le CRrecoit des photons

Al T 00 NOGEI AOO #ZAoiih O A PAOOEA AA 18i1AOCEA |
ainsi une augmentation de la fluorescence d& chlorophylle a du CR (Kolber and Falkowski,

1993)8 #AOOA OAOEAOEITT AA £ 01 OAGAAT AA OA bi OOI E
PDET O OUT OEi OENOA ADAEEDAALD BEirdSE Gkbviskifaddddaién, A

2007). Les électrons produits au niveau du PSII sont ensuite transmis au second accepteur, une

guinone B (Q). Le complexe bé&f recoit les électrons de la plastoquinone et les transmets a la
plastocyanine (PC)La PC transféreensuite les électrons vers le centre réactionnel du R$CR)

constitué de chlorophyllea(P00d 8 # A OOAT O &£A OGux RFest todpk @ dhipdmPagd AO 0 3
de protons (H*) au niveau du cytochrome béf. Un gradient de protons est ainsi créé permettant

desynEi OEOAO 18!40 U PAOOEO A 16!1%$0 AO AO OE8 , 8!
claires vont permettre la fixation du carbone par le cycle de Calvin. Cette fixation du£3® produit

dans le stroma des chloroplastes pendant la phase sombre.

<«
/Sf(E.-. J Phytoplancton
a7

Chlorosplaste

Thylakoides

Fluorescence
variable du PSII

Production d'électrons

Carbohydrates

H+

ADP + P,
NADPT  NADPH + H' >~ ATP !

) STROMA

- MEMBRANE
2e” > ‘ THYLAKOIDE

"
€ HAHT LUMEN
Ht

PSII
2e 7

H,0 172 02+2H+

Figure 11.Schéma simplifié du systéme de transport des électrons lors de la photosynthése :
PSII : photosystéme Il, PSI : photosysteme |, PQ : plastoquinddgt b6-f : Cytochrome b6éf, Fd :

ferrédoxine, PC : plastocyanine, NADPHNicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate, éclair

EAOTA 4 AQAEOAOQOEIT DPAO O1 DPEIT OIT8 ,AO0 PEIT OI GUOO
produire ATP et NADPH. Les électrons perdus par les photosystemes sont remplacés par
I UAAQCRIS] , B840 AO 1T A .1 $0( ténAaBcad@isehverd&ERablionAd i O1 1

AO AAOATTA PAO 1T A AUAIBBhreAfdd ettal, 20T | 1 1T AE EE|
, A DPOET AEPA AA 1T A DPEIT O OUil OET OA NOA 1811 AEO 1 @L
17 suivante:

6CO+6H/ O 1 OisHROXHlucose)# 6 (1-17)
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Toutes les réactionsdd @ OAAT 1 EOT A AAOG AAT 1 01 AO PET O 6ul OEi O]
T OOOEI AT OO PDAO AAO AAOT ET OAOG8 )i APPAOAyO AllT 0O
la présence de nutriments est indispensable a la réalisation de la photosynthése. @esiments

se trouvent dans le milieu environnant des cellules photosynthétiques.

c) Latempérature

La variation de la température peut influencer le taux de croissance des espéces algales mais aussi

les parameétres photosynthétiques(Claquin et al., 2008; Edwar® A O Al 8h ¢mpoen 3 O0AA
Jensen, 2006)Bien que plusieurs études montrent que les taux de photosynthese, de respiration

et de croissance augmentent avec la température, les cellules sont capables de s'acclimater aux
variations de la températurede I'eau. Des changements significatifs sur la photosynthése et la
respiration peuvent avoir lieu aprés seulement quelgues générationfColes and Jones, 2000;

Vona et al., 2004)La variation de température est principalement liée a la dynamique saisonniére

3.3. Espéce de diatomée étudiéeCylindrotheca closterium

, 8 A OB iclsferium(Ehrenberg) Reimann & J.C. Lewin 1964 a été étudiée pour cette thése
(Figure 12). En effet, cette espéce est facilement cultivable en laboratoire et est capable de

recouvrir rapidement des surfaces.

La taille deC. closteriumtO A OE A AT O O A(Cupp, 19A3DKrabergret &l.,i2010L. closterium

est une diatomée avec unenorphologie de type pennale(Figure 12). Cette diatomée est une

Aopi AA AAT OEENOA | AOET A8 #86AOO0 OT A AODPT AA 11 OEI A

AO AA ¢ AEIT OT bl AOGOGAOG 11 05 AwEhppad®fl O 1 A0 Oi AAOE

© ét Hansen 7
7

/./ / - =

g &

AN s ) Yo
 ant X °f \ \\ \ \
W \ 17 N\ TE
S&AP K%_SZO Cylindrotheca cI'os:erium & AL : 10_|Jm
Figure 12./ AOAOOAOQEIT T | EA QT © AdsteriamEhfenbdrd) Rdintadn@B.C.A A
Lewin 1964
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Le développement de cette espéce algale est favorisé par une combinaison de paramétres
extrinséques. Cette espéce est considérée comme eutrophique. Les conditions optimales de

culture de la diatoméeC. closterium(Affan et al., 2009)sont :

- une température comprise entre 10 et 25 °C

- unpHentre 7,3et9,0;

- unelumiére fluorescente de 180 pmol photon.n.st avec un cycleJour/Nuit ;

- uneOAT ET EOT i1 AB3pBu. A6 AT OEOT T ¢u
Comme expliqué précédemment (partie 3.2.1.4.ales diatomées C. closteriumont des besoins
spécifiques en nutriments.En effet, ellesi T O AAOT ET O A601 A AAOOAET A A
dissoutedans le milieu pourconstituer leur frustul A 8 $SuueCal,, @006h 11 OO0 AdOT A A
de C.closterium la valeur de Kui aprés ajout de différentesconcentrations en silicate était de

9,58 uM avec ure croissance maximale de 4,32 joui

34. &1 OI AGET1T A6O1T AET £EI I AO maédaDANOAO
cimentaire
La bio-colonisation et le développement de biofilm sur une surface cimentaire est dépendante de
1 8ET OAOAAQGEIT AO 1 AOi OEAOh AAO 1 EAOTT OCAT EOI AO
(Lors et al., 2017; Hayek et al., 2020a).
Les matériaux cimentaires sont ainsi bieaéceptifs dans le milieu marin(Marquez-Pefiaranda et
al., 2016;Hayek et al., 20203 Guillitte, (1995) définit le concept de la bieréceptivité comme «
I ADPOEOOAA ABO01T 1 AOi GEA ObI1UW OGERDO OA ICION 10BAI0 BAAD OQT
nécessairement induire une bidétérioration ». Il existe deux types de biwéceptivité. La bio
réceptivité dite intrinséque qui est liée aux propriétés physicechimiques de la surface du béton
comme la porosité la rugosité (Ammar et al., 2015; De Muynck et al., 2009; Manso et al., 2015
Hayek et al.2021) et la composition chimique du matéiau (Hayek et al., 2021) La composition
interne du matériau peut avoir un impact sur la richesse spécifique des especes fixébkManus
et al., 2018) En effet, elle peut également modifida chimie de surface des structures artificielles
AO ET &£ OAT AAO 1 8ET EOE A OE(NdtanziAed al. A2Dd1yHEd propridtés AA 1 8
chimiques du matériau cimentaire peuvent par exemple modifier le recrutement de la méiofaune.
La rugosité de surface peut aussi rendre un matériau cimentaire attractif pour la faune et la flore
marine. Celleci se traduit par des aspérités et des irrégularité en surface du matériau (Pioch et
al., 2018). Elle peut étresous différentes formes et échellepouvant servir A8 AAOEO ak O £AOIT
1 8AAET OETT AA-TIOEMAIEOCTI AOI BAYAA 1 AOO Oi AOi OETT A
(Kawabata et al., 2012; Tibabuzo Perdomo et al., 2088) $ A D1 OOh dé granilaxOT AOA O

biogéniques (coquillagesoncassé¥dans un matériau, peut avoir un impact négatif sur la texture
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et la chimie de surface du béton mais favoriser le raetement des organismes marins. En effet, le
béton avec une substitution de granulatsninéraux par des granulats coquilliers peut créer un

substrat attractif en imitant certains des signaux chimiques naturels produits par la famille de
1 A0ODP1T AA Haiteladélidrer le @drufement (Vasquez et al., 2013; Graham et al., 2017;

Hanlon et al., 2018)Along terme,le A7 OT T AT T OAT AT O AAO AT NOEI T AO A&

et de nourricerie pour différents poissons pélagique¢Graham et al., 2017)

La bio-réceptivité peut aussi étredite extrinseque due au milieu environnant (Lors et al., 2017).

Plusieurs facteurs environnementaux (hydrodynamisme, lumiere, température, dépot
sédimentaire, etc.) peuvent étre considérés comme des facteurs de recrutement pouvant affecter

1AO0 AT i1 O1 AGOi O O1 01 AT O OA EEGAO OO0 1 A0 1 AOi OEA
OAl PO Ad EumakéoaD.ET 1

, A AT I PIT OEOETT AEEI ENOA A601T 1 AOi OEAO AEI AT OAEO!/
1A OOCI OEOih 1T A DPIOIOGEOI AO 1A b(8 ,A AADPAAEODI
cimentaire dépend du pH de sa surface. De plus, le pH goun role majeur dans les activités
métaboliques de certains micreorganismes(Stanley et al., 2017/ 1 8 AAET OET 1T AO 1A
%038 !0 Ai AOO AA 16EIi i AOOGETT A801T 1 AOi OEe® AEI Al
marins ne peut avoir lieu. Des travaux antérieur§Nandakumar et al., 2003; Sella and Perkol

Finkel, 2015 ont mis en évidence l'inadéquation des structures artificielles en béton de ciment

Portland comme habitats pour la flore et la faune marines, due a la forte alcalinité (pH compris

entre 11 et 13) de surface de ce matérialNatanzi et al., (2021) ont montré une richesse plus

importante en espeéeces (diatomées, cyanobactéries et algues veitesir des bétons ayant une

Al AAT ETEOT AA OOOZAAA DI OO EAEAI A OMNéaavond OT AEAT

Hsiungetal., (2020 1 O 111 001 NOA T A AT 111 EONQETN B ADRAED! PAC
différence significative par rapport a un substrat alcalin. Ainsi le pH de surface des structures
artificielles peut étre modifi¢ suivant A AT I T OEOEI 1T AO Ai 01 AO PAOGO

certaines espéeces marines.

, A 1T AOi OEAO OA 500A OOEAO U AEAZEAL OAT OO0 OUDPAO Ad 4
PpOi OAT 60 AAT O 18AA0 AA 1 A08 #A0O deCedneOdtibdiod O1 1 O
DOl 01 NOAT O O1T A AEI ET OOETT AA OI1T bB( Al .@&OEAAA
conditions de surface du bétorsont optimales pour la colonisation microbienne. En effet, chaque

espéce a un pH optimal de croissance. @@ AA 1 8ET EOEAQOEITT AO AEI E£EI I h
AGO AT i bl O0i A AA TEAOTT OCATEOI AG NOA 168117 AEO 1AC
6) (Weietal., 20138 $6ADOT O ' OEI AARAO AO Al 8h j¢mnurmdgh 1T A Al
6 mois avant que le pH de la couche superficielle ne se rapproche de celui de I'eau de mer

augmentant sa bieréceptivité.
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, A &l Ooi AGEiI1T AO AT &£EIT ATiTATAA O1 060 ABAAT OA
planctoniques isolées sur la surface du nériau. CellesAE  O8 1 OCAT BeAlLiés. Fuls Al AO

1 A0 AAAOiI OEAO OGAT AOAT O A(Btooddyetial, 20820Fpur®BOI@E A1 A OC
micro-rugosités sur la surface du béton permet aux microorganismes d'y adhérer plus facilement.
L'hétérogénéité de surface est bien connue pour faciliter le recrutement des espéces maibesci

Ai DPATA AA 1671 AEATT A AA OOCTIOEQE N@®A® jOGODDIT 100N ADa
I OCATEOI AO OBET OOAIT 1 AT (Orispdand Barned, Q954 Aldréd etlad, @010; 1 A Oi O
Santo Domingo e al., 2011;Carl et al., 2012; Firth et al., 2014; Perkdtinkel and Sella, 2014;

Coombes et al., 2015; Perkefinkel et al., 2018; Pioch et al., 2018; Hanlon et al., 201&n effet,

certaines especes colonisent plus rapidement des surfaces lisg@grntsson et al., 2000; Cooper

etal, 200DAT i i A ABAOO 1 A (IwhadandJArdsor BOA0OT | 1 A O

Micro-organismes Planctoniques i :
Dispersion

/—\ o & @ \ Macro-algues

' 4P &
'\/ Maturation
0 ®

@ Microcolonie Synthese d’EPS

Organismes
sessiles

pH =13 "
IQuelques minutes Quelques mois ‘>Tcmps
[ Matériau [ Colonisation primaire [Jllj Colonisation secondaire
Figure 13.0 OET AEDAIT AO i OADPAO AA 1T A & Oi AOCETT Ad01T AE
micro-l OCAT EOI AO bl AT AOTTENOGAO EOITi O i 011 0AT O 1 EAO

maniére réversible sur la surface du matériau (2). Ensuite ils se fixent de facon irréversible (3)
AO 081 OCATEOGAT O AT AT AOG AA AAIT1 01 AG Al OUT OEi QEC
arrivé a maturation et correspond au biofilm primaire. Certains micreorganismes peuvent se
Ai OAAEAO AO AET £EI I AO OAOT 6OTAO AAT O T A AT1TI1T1
suite a la colonisationpar desmacro-organismes (6)
Huang et al., (2018 ont montré que des micresillons pouvaientservir de points d'ancrage pour
les micro-algues en limitant les contraintes de cisaillement, favorisant ainsi la formation et la
AOI EOOAT AA AO AET E£ZEI i 8 ,AO0 1 OO0EI AT OO AO 168EOIE
favoriser le développement des ritro-organismes. Le biofilm va ainsi progressivement arriver a
maturation (Figure 13). La phase de maturation du biofilm se caractérise par une augmeritat

AA 1A OAEITA AA 1T A OOOOAOOOA OEA T A iO0ieEDl EAAC
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AAAOi OEAO AO 1 A0 AEAOT T i AO O1T 1O OI OOAT Oimu 18T OE
(Salta et al., 2013)

En fin de maturation et en fonction des conditions hydrodynamiques, un certain nombre de

i EAOT T OCATEOGI AO 1T O AiI1TTTEAO OA Ai OAAEAT O AO AEI
peuvent aller coloniser de nouvelles surfaces et former un nouveau biofil(fFigure 13).

Le développement du biofilm peut entrainer de la bialétériorati on (Figure 14). H. J. Hueck définit

dés 1965 la biedétérioration comme étant«OT OO AEAT CAT AT O ET Ai OEOAAIT A |
i AOi OEADO AAOOI MAAIOO ¢ AABHIESGsMes de binétéribrdtion peuvent

étre classés selon leurs effets sur les matériaugSanchezSilva and Rosowsky, 2008) lls

dépendent de plusieursparamétres comme la composition du matériau utiliséet des conditions
environnementales favorables (température, humidité, pluie, exposition au soleil, polluants)
(Bastidas-Arteaga et al., 2008)

3100 1 6AACETT AAO PEilTTiI11AO A-brgahidmetalaBurfdc®duAd OT A
béton, le pH va continuer de diminuer pouvant atteindre une valeur dehp inférieure a 5.La

surface du béton devenue trés acide va fragiliser le béton au fil du temps suite a de la-bio

détérioration chimique (Bastidas-Arteaga et al., 2008; Hughes et al., 201@yigure 14).
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Figure 14.Processus de biedétérioration du béton (BastidasArteaga et al., 2008)

Il existe deux types de dégradations biochinguesdus aux organismes marins. Il y a le processus

A 6 A O OE ioftené larépid Ids organismes utilisent le composant comme source de nourriture,

i TAEEZEAT O AET OE 18ET Oi COEOiI AO i A évitl@gerdtdphes, AO T OC
LastructuDA A8 OT AET £ZE1 T AOO Al i bl Oiodyanidnies ditotdphesD AOOE A
photosynthétiques. Ces micreorganismes fournissent via le processus de photosynthese de la

matiére organique assimilable pour les organismes hétérotrophes situés en dessou A6 AO@8 $ Al

AROOAET O AET £EIi 1 Oh EOONOGGEU vuvm b AO (FahimAial.,A DPAOC
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2012). Il y a également le processus de dissimilatiodi AT EOi 1 T OO Niéxdt@xcretd OCAT EC
des déchets ou d'autres substances qui réagissent chimiqguement avec le suastiAinsi, les

biofilms regroupent des micro-organismes aux métabolismes divers. lIs correspondent & des

061 ERDIOUOCOT I AOGE6 Oi PITAAT O AOD &1 OGAOOAOGEIT T O ATl OF
Certains micro-organismes issues du biofilm produisent plusieurs types @ métabolites en

fonction de leur activité métabolique comme par exemple des acidéSwalina, 2008)avec l'acide
polythionique et d'acide sulfurique (Sand, 1987)qui vont également provoquer des dégradations

chimiques a la surface du matériauTautes ces substances vont ainsi affecter négativement la

matrice cimentaire. Cette activité biologique peut entrainer une accélération du relargage dans le

i ETEAO AT OEOTTTAT O AGAOPT ARO AEEI ENOAO EOOOAO AC
maticA8 , A NOAT OEOi AGEIT O AOGO OAOEAAI A OOGEOGAT O 1 4
autre processus biologique va fragiliser le béton, la photosynthése des mierlgues qui va

AT OOAET AO 1A DPOI AOAOES § A soilep & @i2b1K), IR OF Bdi ICA OB OIOAE
lors de ce processugourrait jouer un role dans la détérioration du béton.

Les EPS sécrétées par les micarganismes peuvent également étre impliquées dans le

mécanisme de biedétérioration (Ferrero, 2018)8 %l AAEAOR 11 00 A8 O1

b
cC
b

mouillage-séchage) les EPSsubissent un retrait puis un gonflement. C@hénomeéneinduit des
contraintes supplémentaires sur le matériau qui peuvente fragiliser dans le temps(Lors et al.,
2017).

Des étudesexpérimentales ont montré que les micreorganismes peuvent également pénétrer

dans le béton par un processus de diffusion modifiarga microstructure. Les micro-organismes

peuvent pénétrer a l'intérieur de la matrice de béton méme s'il n'y a pas de fissiww®bservables

dans sa structure (SanchezSilva and Rosowsky, 2008)Le mécanisme le plus courant pour leur

pénétration dans le béton se fait via des microfissures ou des pores capillaires. Ferrero, (2018) a
OOEOE 1 6 A-aomAisatiorAdh mortier parHal diatomée Cylindrotheca closteriuma partir
ABAOOAEO Agobi OEi AT OAO@ Al 1 Adhiavardd IEgeiksatiothtdes A A A
ions chlorure et sulfate au sein du matériaen le fragilisant. Ferrero, (2018)aé EO |1 8 EUDT OE1T
gue les diatomées pouvaient étre capables de créer un mieréseau dans le matériau augmentant

ainsi la diffusion de ces ions.

Sur ce biofilm initial ou biofilm primaire, il A OOOA AET £ZEI1 1T NOA 1811 AEO O
macro-organismes vont coloniser le matériau comme des macralgues etinvertébrés (Figure

13).Unl T OOAAO Oi OAAO OOT b AE hddik esOsAurca dein@ienBE&dEmMO OAT 1 A
pour lesAOT OOAO0O0O8 , 6A0O0EOI A ABAOOOAO AOPT AAO 1 AOEI
détérioration sur le substrat(Javaherdashti et al., 2009)Les macrealgues ont besoins de certains

nutriments (Ca, Si, Al, Fg)our réaliser leur métabolisme. lls peuvent récupérecesnutriments a
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partir de la pate cimentaire par bieOT | OAEI EOAOEI T AA 1A [ AOOEAA
(Javaherdashti et al., 2009; Jayakumar and Saravanane, 201@rsque les algues colonisent des
structures, A1 1 AO OI 10 AADPAAI AO ABAAOI OAAO T A AAIT AEODI h
al., 2009) par les fissures ou cavités formées dans la matrice. Jayakumar and Saravanane, (2009)

ont montré que les macrealgues avaient utilisé des cristaux comme la ¥&mite, la Gismondine

et la Portlandite comme sourcede minéraux. Les macrcA1 COAO O1 1 O AET OE AADPAAI
ions calcium provenant de la dissolution de la portlandite pour leurs besoins physiologiques. Le
phénoméne de biedétérioration peut également étre amplifié par les acides organiques sécrétés

DAO 1 8AAOEOEOQT I jalgudditeld dudl 1B AnyrigtakeOle paknha@iou encore le
nonadecylate, mais aussi des acides inorganiques comme les acides acétique ou lactique, ou
encore le dioxydede carbone (Jayakumar and Saravanane, 2009; ykkumar and Saravanane,

2010; Wei et al., 2013) La matrice est ainsi de plus en plus fragilisée. La porosité du béton va
augmenter., 8 AOCI AT OAQET 1T AA 1 A bl O OdelansfadxAdEtod | A E £E A
(SanchezSilva ard Rosowsky, 2008)

A plus long terme, il peut y avoir des invertébrés sessiles (les balanes par exemple) et des poissons

qui vont considérer ces matériaux comme des habitats et/ou refuges pour poursuivre leur cycle

devie., 8 AAAOI O1 A OE iénhieurdstafadubracddh BétoR fa Germettre le développement
d'assemblages macrobenthiques plus complexes et diversifi€€oombeset al., 2015; Hanlon et

al., 2018) Lesespécesingénieures (traduction de « engineer species ») ont été définies comme

des «organisms that directly or indirectly modulate the availability of resources (other than
themselves) to other species, by cauggphysical state changes in biotic or abiotic material. In doing

so they modify, maintain and/or create habitats (Jones, 1994).

Outre la bio-détérioration chimique et physique, la biecolonisation peut aussi provoquer une
Al 01 OAOGET 1T AO it debineOastactguedu OT 1 BPRBAOI O1 ACETT AdT OC
surface(Hugheset al., 2013)

3.5. Effet protecteur dela bio-colonisation

La bio-détérioration du béton par les organismes marinsdevient un sujet au centre des
préoccupations (voir partie 3.4) scientifiques et industrielles dans le butde créer de nouvelles

structures plus résistantes plus durables et plus écologiquegpermettant la formation de

nouveaux écosystémes maringPioch et al., 2018) Cependant, la biecolonisation & la surface des

ouvrages maritimes a aussi des effets bénéfiquelous pouvons D OAT AOA 1 6 AGAIT DI
1 8A00i 1T OAGETT AAO OACOAOh 1T A DPEi CAACA ARG Oi AEI A
contre les agressions marinegRisinger, 2012; Coombes et al., 2013, 2017; PerkBinkel and Sella,

2014). Plusieurs études ont démontré que des espéces intertidales comme les balanes, les huitres
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et le biofilm ont des bienfaits sur la durabilitédu béton (Chlayon et al., 2018, 2020; Coombes et

al., 2017; La Marca et al., 2015; Lv et al., 2015a, 2015Bh effetChlayon et al., 2018attestent que

les balanes améliorent la durabilité du béton en se fixant a sa surface et en refermant les
microfissures. La fermeture de ces fissures pour conséquence une diminution du taux de

diffusion des chlorures. Les balanes et le biofilm forment une couche miecpyotectrice
supplémentaire, préservant ainsi les conditions alcalines dans la matrice cimentaire. Le biofilm

dense formé par les bactdes peut réduire considérablement la perméabilité du béton et

améliorer sa durabilité (Lv et al., 2015b) b effet, Lv et al., (2015b) ont observé une diminution

de la pénétration de certains ions agressifs (CMg*8 @ AOA U 1T A DPOi OAT AA Al O
formé de bactéries du genrePseudoalteromonasShuying and Xiaoning, 2018nt également

Ai 1171007 NOA 18AAOEOGEOI AO AEI E£ET 1 AT 1 OOEOOI A A/
pouvait étre corrélée a une meilleure résistance du béton. En effet, unoblm actif favorise la

diminution de la pénétration des ions chlorure par rapport a un biofilm inactif.

Le biofilm bactérien peut induire la formation de carbonate de calcium autrement appelé MICP
(Microbiologically Induced Calcium carbonate Precipitatia) via un processus biologique qui va

jouer un réle bio-auto-cicatrisant sur le béton(Seifan and Berenjian, 2018)

Kawabata et al.(2012) ont montré que la résistarte du béton a la pénétration defons chlorure

A6 AiilTEITOFiA U 117T1¢ OAOIA 17T O00NOGEI AOO OAAT OO
effet, ces organismes sessiles vont produire un ciment secondaire lors ddibation deslarves sur

le substrat. Ce ciment biologiguecomposé organigueinorganique, va avoir un effet bénéfique sur

1A Ai 0i1T DOEONOGGEI OA OAlI AT OEO AO Oi AGEOA 1T A bpil
sessiles marins se détachent de la surface du béton, le ciment biotpgg reste en surface. Le béton

AT OAOOGA AET OE OA bpOi OAAOEITT AiT1O0A 1 A0 AOOANO,
A31T OCAT EOIi AO OEOAT OO0 U 1 A OOOMEAAAsuie@u dagotdle T Ei i A
carbonate de calciumpar les colonisateurs calcaires j AT OAO@h 11 1.1ADHNHAO A O/
contribuent a protégerle bétonet doncafavoriser la durabilité de sastructure au fil du temps(Lv

et al., 2015a; PerkaeFinkel and Sella, 2014, 2015)Les précipitationsbiogénes de CaC{par les

cellules bactériennes dans les vides de la matrice cimentaire améliorent ses propriétés de

durabilité (Joshi et al., 2018). La croissance biogénique des huitres rend le béton dix fois plus

résistant dans le temps par rapportaud i OT T OAT O /EHRIwhGRE 2012). AGEOYy OOAO

Conclusion

Cette étude bibliographique a permis de présenter les acquis scientifiques et dégager les manques
de connaissances découlant de cette problématique. CefleE | AO AT T OEAAT AA 1 8 E
les interactions entre le matériau cimentaie et le microphytobenthos. La composition, la rugosité

et les propriétés du matériau cimentaire jouent sur la bieéceptivité de celuici. Le substrat
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associé aux conditions environnementales a un impact sur le développement du biofilm. En effet,

les micro-algues constituant le biofilm ont des besoins spécifiques liés a la température, aux

T OOOCEI AT OO AO U 16ET OAT OEOi 1 Oi ET AOOA DI OO0 AOT E¢
marines sur le substrat.

D6 A b (83 tavaux présentés dans ce chapitrele microphytobenthos peut avoir des effets

négatifs mais aussi positifs sur le matériau cimentaireUne fois immergé en eau de meres
espécexhimiquesagressivesA A 1 6 AAO AA 1 AO AET OE NOA AAIT 1 A0 Ai
peuvent progressea au sein du matériau et vont modifier la composition et la microstructure du

matériau. En effet ces réactions chimiquegeuvent entrainer la dissolution des phases hydratées

et anhydres, et/oula précipitation de produits nouvellement formés. Cellesi vontinfluer sur les

propriétés mécaniques de transports des matériaux cimentaires esur leur durabilité .

Par conséquent,d ET O 08 0 AOO AA Al 1 £ZEOIi AO AO AGADPDPOIT A1 AE
le but defavoriser lesbénéfices mutuels {nteractions positives) entre le compartiment biologique

et le matériau cimentairedans le milieu marin.
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Matériels et Méthodes

Introduction :

$AT 0 AA OOAOAEI h 1100 DPOiI GAT OI 1O 1671 AAT OAQCET I

1 AOO 1 POEI EOAOQETT AO 1 AOGO AAOAAOiI OEOAOQOETT DHPAO AE
lamatiAA AEI AT OAEOA AO AT 60O AO OAIi PO OOEOA U 1T A A
de plusieurs espéces marines, est suivie pour qualifier et quantifier les modifications observées

sur la couche superficielle de la matrice cimentaire. La matricest également caractérisée
chimiquement et mécaniquement. Enfin, concernant la bioolonisation des surfaces par les
diatoméesCylindrotheca closteriumnous présentons le mode de culture de cette espece ainsi que

les outils et méthodes utilisés pour suive le développement du microphytobenthos a la surface

du matériau.

|.  Materiaux cimentaires étudiés
Le mortier sélectonnéA i Oi OOEI EOi DI 00 i OOAEAO PIi 600 bOi AEC
la matrice en surface et en profondeur. Le mortier est un matériau facile a fabriquer et tres

rapidement recouvrable par une fine couverture algale lors de son immersion en mer.
LA A1 01T AOGO NOAT O U |1 OE 0601 O OOEIEOI 1100 AA 1A
un bon matériau pour suivre sur des échantillons de taille réduitel 8 A £FZA O AA T A AT 111

durabilité et sur sa résistance mécanique.

1. Caractérisation des matériaux de fabrication

1.1. Ciment
Le ciment utilisé est un ciment Portland composé (ajout de cendres volantes, fumées de silie,
(Tableau 2)(Calcia), de référence CEM II/A.LL 42.5 R CE PNCP2 NF.Ce ciment est adapté pour

une utilisation en mer, il est considéré comme un Prise Mer (PM).
Les caractéristiques chimiques de ce ciment sont présentées ddasableau?.

Tableau 2 : Teneurs en oxydes chimiques en % du ciment CEMIKHEL étudié (Calcia)

SiG; | Al20s | Fe;03 | TiO2 |MNO | CaO[MgO| SG | K2O |[N&O|P.Os | S | CF
194 | 45 38 103] 0 |63,7, 1 |26]0,86| 3 0,3 10,110,03

1.2. Sable
Un sable alluvionnaire siliceux a ététilisé de classe granulaire 0/2 mm pour la confection de nos

2 matériaux cimentaires figure 15a). Ses caractéristiques physiques sont présenté&ableau3.
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1.3. Eau
, 8AAO0 OOEI EOIi A PTI OGO 1T A CYAEACA AAO 11 OOEAOO AOO
AT i DT OEOGEI1T AEEI ENOA OA O01 6O6A AEAT AAT OGed A 11 Oi

la SAUR Centre Normandie, la quantitée chloreest de 0,24 mg(G)/L.

1.4. Granulats
Les granulats ont été uniguement utilisés lors de la formulation de béton composé de deux
dimensions de granulats, avec les deux classes granulaires 10/20 mm et 4/10 mFidgure 15bc).

Leurs caractéristiques physiques sont présentéebableau3.

Une substitution de granulats (4/10 mm) (Figure 15b) PAO AAO COAT 01 AGO AT NOE
creuse Crassostrea giggs(6/12,5 mm) (Figure 15d) a également été réalisée. Les coquilles ont

une tendance a réduire la résistance et la durabilité des bétons. tsse volumique absolueles

COAT 01 AOO AA AT NOEI T AO ABEOYy OOA 0-6:2014-A1 &OideAO OAI
2725 kg.nr 3. Leur coefficient d'absorption d'eau [NF EN 10976:2014-01] (4,58%) est plus élevé

par rapport aux autres granulats utilisés pour le béton. La compacité granulaire a été déterminé
conformément a la norme [NF EN 932:1999-08].

Tableau 3 : Caractéristiques physiques des granulats utilisés

Granulats Sable Granulats Granulats Granulats
0/2mm 4/10mm 10/20mm coquillers 6/12,5
Caractéristiques mm
Densité absolue (kg.m-3) 2740 2699 2704 2725
#1 AEEEAEAT O A 0.54 0.62 0.79 4.58
16AAO 71 ¢t
Compacité granulaire (%) 66 58 58 38
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Figure 15 : Les différents types de granulats utilisés pour élaborer les matériaux cimentaires :
Sable 0/2mm (@) ; Granulats 4/10 mm(b) et 10/20mm (c) ; Granulats coquilliers 6/12,5 mm

(d)
2. Confection des éprouvettes

2.1. Mortier
Noustraitons des mortiers siliceux normalisés, les éprouvetteglaboréesrespectent la norme NF

EN 1961. Le rapport Eau sur Ciment (E/C) est constant et fixé a 0,5.

%l OOEOAT O AAOOA 11T O0iAh 1T A Oi Al EGAOCEIT AB80T A cCYV
mortier de dimension 40mmx 40mmx 160mm., A i EOA A1 GOOOA AAO i1 OO0E
i A1 AGAOO A8 Ol A(FigukeEldap Aidde cdhdervar les, caractéristiques du mortier

pour chaque éprouvette, cellesi sont réalisées trois par trois.

47 0O A Aldediddiment font BonogénéisésA AOE OA OEOAOOA jptn OI OC
AOGO AET OOi A AAT O 1 AO omnm OAATTAAO8 , 6A1T OAT AT A AOC
a grande vitesse (285 tours/min). Les parois sont ensuite raclées pendant 30 secondes
manuellement. Pendant 60secondes,le mélange est laissé au repos. Aprés ce temps écoulé le

malaxage peut reprendre pendant 60 secondes a grande vitesse. La pate est ensuite placée dans

des moules en polystyrene, AO i BOT OOAOOAOG o011 06 11011 A6 Al AAO«
chocs normalisée (Proviteq) (Figure 16c¢). Les moules sont ensuite placés dans une chambre de
Ai 1 OAOOAOGEIT AiTO 1A OAI DI OAO OIS (Figute &t Mmp I #

$6A000A0 i POT OOAOOAO AUI ET AOENOAOG AA AEAI 1T OOA pp
un malaxeur de 30 L (Figure 16b et e). Aprés malaxage, les moules cylindriques sont remplis en

deux couches. Chague couche est serrée manuellement das chocs successifé\u bout de 24

heures, les éprouvettes sont démoulées et conservées (pour une durée de cure de 90 jours)

AAT O AAO AAAO OAIPIEO ABAAO DPAOI AOOAT O OT A ATI

entreposés dans une chambre climatique a température constant2qz1 °Q
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Figure 16. Malaxeurs(a) 10Let(b) ot, BT OO 1671 1 AAT OAOQET Tc)tdei DOT OO/
a choc et éprouvettes de mortiersd) parallélépipédiques 40mm x 40 mm x160 mm

et cylindrigues @=110 mm et h=50mm

2.2. Béton
Deux types de bétons sont étudiés dans cette thése (Chapitre 5), un béton coquillier avec une
OOAOGOEOOOETT Al 1T AOGOA AA ¢mb AA COAT OI AOO t7Tpm

CEMII +20%6C et un béton n coquillé nommé CEMII +0%C.

$00AT O 1T A PEAOA AA & Oi Bguk QF) d de uflisé pduEvédiier AG! AOA
167 OAl A EBtdnlogimigeOundérometreDAOI AOOAT O AA 1T AOGOOAO 18AEOD
utilisé (Figure 17b). Les deux types de bétons sont de type XS3 de consistance S4 (aldgant)

avec un air occlus de 1.2% pour le béton CEMII +0%C et de 0.7% pour le béton CEMII +20%C. Le
rapport Eff/C (Eau efficace/Ciment) est de 0,43L'eau efficace est caractérisée par la différence

entre la quantité d'eau contenue dans le béton frais et la quantité absorbée par les granulatstes

optimisation des formulations, les bétons obtenusTableau4) suivent la norme XS3 [EN 204,

2014].
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N

Figure 17. - AOOOA AO AEdRA

ABROBOA T O)j1 6 AEO

Tableau 4. Constituants des éprouvettes de béton coquillier ou non en kgin

Matériaux (kg/m3)

Béton non coquillier
(CEMII+0%C)

Béton coquillier
(CEMII +20%C)

Ciment CEMII 350 350
Sablesiliceux 0/2 mm 810 810
Granulats 4/10 mm 600 480
Granulats 10/20 mm 500 500
Granulatscoquilliers 6/ 12,5 mm / 120
Eau 175 175
Superplastifiant 4,49 7

Aprés pesée des constituants du béton souhagéin malaxeur de 50L a été utilisé pour réaliser
les différentes éprouvettes debéton (Figure 18a). Lesconstituants sont introduits dans un ordre
précis dans le malaxeur en commengant par les granuldss plus grossiers puis le ciment et le
18AA0 AO
ii1TATci O DPOEO EIT AT OPT Oi O bDOI ¢OIA oddistardce folhditceA AT O
(Figure18b)l T OO AA 1 8AOOAE ASAAEEAEOOAI AT O DPAO

sable. Au bout de 30 secondes de malaxage #de

I AA

00

1A OOPAODI AOOE A&
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Figure 18. Préparation des constituants du bétoifa) ; Malaxage du bétorib) ; Préparation du

coulage(c)

Le coulage du béton est ensuiteffectué dans les différents moules en carton (@11m x
H220 mm et @110 mm x H50 mm) de dimensions nécessaires a la réalisation des différents tests
(Figure 18c). Une aiguille vibrante est utilisée pour répartir uniformément le mélange dans le
moule. Les moules sont placés dans la méme chambre de conservation que les mortiers. Au bout
de 24h, les épouvettes de bétons sontiémoulées(Figure 19a) puis sont conservées dans un bac
OAi PIT E ABAAO 1T A OAi(FpGeldd. 1T A AOOA j wm ET O6000(Q

b) o llt‘ %
:

Figure 19. Démoulage des éprouvettes de bétong) ; Cure de 90 jours des éprouvettes dans de
16AA0 Al OAh j P( Exhxq j
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l. Caractérisation du matériau cimentaire et du milieu
AGEI T AOOET I

Les essais présentés hA OOT OO O1T 1 O PAOI AOOOA AA AT i BeOAT AOA

matériau cimentaire. Cette évaluation sera réalisée a différentes échéances permettant de suivre

161 011 OOET 1T AA 1 AduAétdriduici@en@ite hptres oblanisatienN O A

1. Caractérisation chimique

La caractérisation chimique du matériau est réalisée sur desatériaux de dimension@110mm

xH50mm.0 1 00 AAO AOOAEOh 1 AO i DOl OOAOGOAG o611 0O O1 606
séche, une deuxieme couche est effectuée. La face étudiée (non résinéeespond a celle en

contact avec le fonddu moule, car elle est identique pour toutes les éprouvettes. Les essais sont

réalisés en triplicats.

La caactérisation chimique du matériau est réalisée sur des échantillons de poudre prélevéesl

matériaux étudiés. Des prélévements de poudres sont ainsi effectués a différentes profondeurs a

I 8AEAA A3OT A COE EigureQdapgd@ O j iI&A OB IOO®EA@® AP AGO0T A b
(Forét conique) pour le béton Figure20Ad8 , A COECIT 1T OACA AOO Oi Al EOi
mm de profondeur (Figure 20b). Ces essais sont destructifs autant pour le matériau que powsl

espéces marines fixées.
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Figure 20. Grignoteuseg(a), éprouvette de mortier @110 mmx H50 mm) apres grignotage a 10

mm de profondeur(b), perceuse a colonnéc)

1.1. 0071 £EI O A &:k’nalysd paAdarorha®@@ydpiie en phase ionique

Les ions chlorure ont étéintroduits par diffusion naturelle dans le matériau. Le matériau
préalablement résiné permet de laisser pénétrer les ions chlorure perpendiculairement a la
OO0O0OEAAA ABGi OOAA j EAAA AA AT 1T OAAOchlarGrd du séinbdh AO AA
matériau a étésuivieU DAOOEO A 1 AOCOO AT 1T AAT OOAQGET T O AT Al U
phase ionique Cet appareil est utilisé pour estimer la concentration en cations et aniongigure

21q bOi OAT 66 AT DPEAOA ANOAOOA PAO PAOOACA AA 1481
OT A Oi OET A i AEAT CAOOA ABETIT O j PEAOA OOA®&i 11 AEOA
des interactions électrostatiques) séparer cations et anions qui sont ensuite détectés en sortie de

colonne par mesure de la condttivité de la solution (Figure 21). Deux types de résine sont utilisés

pour séparer soit les anions, soit les cations.

Environ 2 g de poudres de chaque échantillon sont pesés aprés grignotage a différentes

pOoil £ 1 AAOOO8 #AOOA bl OAOA A©OO7T AT 6OEBR ABAQEADAADEAI
agitateur magnétique, le lixiviat obtenu est filtré puis mis en solution dans une fiole de 50 mL
(dilutionau 1/25:~q8 # AOOA AEI OOEI 1T DAOI AO AGi OEOAO O1T A O+
solution obtenue estAT OOEOA £EI OOT A U 1 8AEAA A3O01T A OAOET C(
impuretés restantes. La solution finale va par la suite passer en chromatographie en phase

ionique.

Thése Marine GEORGES 45



Matériels et Méthodes

N/
Colonne Déchets
Eluant _ Pompe Injecteur .
(Phase mobile) (Echantillon) Traitements

des données

Figure 21.Chromatographe en phase ionique et son schéma de fonctionnement

1.2. Mesure du pH
Le pH du matériau cimentaire est mesuré sur les lixiviats obtenus lors de la préparation des
échantillons pour la chromatographie en phase ionique. Cet essai a pour but de conipl@ OA 1 8 A A£EA
AA T A ATT1TTEOAOEIT 000 1T A B( AO 1 AOi OEADO8 %l AEE
dans le milieu marin est de 13. Cette valeur diminue progressivement suite a sa {ziolonisation
(Chapitre 1). Le pH du milieu est également mese directement dans les différents milieux
ABEI T AOOGETI T O AO APOi dudides AAOT A AAO i AEi AT ARO
, A0 1T AOGOOAOG AA b( OI 1 et pHLELIEBIteddstument§)AEAA AJOT E
2. %OA1 OAOGEIT T AA 10671 011 O00EITT AA 1T A [T EA
materiau cimentaire
2.1. Analyse thermogravimétrique (ATG/DTG)
, A OAAET ENOA AB6AT Al UOA OEAOI T COAOEIi i OOENOA ! 4
1 8AT AT UGA AA | AOi OEAO® AEI Al O-Auarditatiddh lesprdportiohdd A6 i OA
des différentes phases (ettringite, &S( h DI 001 AT AEOAh AA1I AEOAh AOA8Qh

/T 1T AOOOA 161 011 O0ETT AA T A 1T AOGOA AA 1687 AEAT OEI |
de masse sont liées aux départs gazeux, aux décompositions et aux tfarmations des phases
pOi OAT OAOG AAT O 16871 AEATOEITT18 #AO A1 Al UGAO O1160

COEGCiI T OAcA8s , 6ADDAOAEI OOEI EOiI DI OO AEAAAOOAO 1A

(Netzch) (Figure 22). Les essais se déroulent sur un intervalle de température de 20 °C a 1000 °C,
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AOGAA OT A OEOAOOA AA
ET AOOA A i 0i OOEIE

la chauffe du matériau.

OF&EA AA ¢ J#FTI1I ET AO Ol 6C¢C
ATO TA ABO AA T A PAO AOT A

Figure 22. Thermo gravimetre de type STA 449 F5
, 0AT Al UOA OEAOI ENOA DPAOI AO A6T AGATEO AAO ET & OI 4
faisant subir une augmentation progressive de températurepourvu que satempérature de
décompostion soit connue, que sa transformation soit suffisamment rapide, et que plusieurs
phases ne se décomposent pas aux mémes domaines de températures.
Dans notre cas, la perte de masse en fonction de la température est caractéristique soit de la
déshydrataOET T AA DPEAOAO EUAOAOGIi A0 10 EUSHIiepldl AO OA
Pl 001 AT AEGAh OIT EO A601 Ai PAOO AA AET @UAA AA AAOA
lors de leur décomposition. Les poudres des échantillons prélevés a difféerentgofondeurs sont
Pl AAT AGO AAT O O1 jAMGOMIA Gnalysds fseéldd ileB Ipakametres présentés
PpOi Ai AAI T AT 68 , A0 OAI AGOO AA PAOOA AA 1 AOGOA 1 AOC
la perte de masse par minute (ATG) et a sa dérivee (DT@igure 23), qui donnent des
informations sur les phases formées ou consommeées lors de la fétérioration du matériau
OOEOA U 1 A AEildasAuEdcdwWelfold eddl., 2808)I /EE
Les courbes ATG et DT@e poudre de béton(Figure 23) montrent des variations de masse
pouvant étre attribuées a certaines transformations Tableau5) (Villain et al., 2007 ; Drouet,
2010).
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OUDPA

Tableau 5.4 Al bi OAOOOAO AA AEAT CAI AT O Adi OAOD
Température Phase
100°C EvaporatondeB AAO 1 EA(Q
130°C DéshydratationAA 1 6 AOOOE

¢cnnJ# EOONOOU

T

Décomposition des €S-H (et les aluminates)

bi

(@}

400 -600°C Déshydroxylation de la portlandite Ca(OH)
en chaux libre
600z 1000 °C Décomposition du carbonate de calcium
(départA6 OT A 11T 11 AOI A
carbone)
0 200 400 600 800 1000
100 - —==T 0
\ ~ = -.\v\ I - ~ v\ ]
. = 1 h 1
984 \ N “\ | F 0,2
! \ I
\ \ |
! , \ I 0,4
96 d Portlandite \ I —_
S v 4—4_"_’ k=
e Vo v - 0,6 é
h .
E 94 | : | Carbonate Ue\'galcmm §
< |; : || 0,8 &)
11 [y
92 - - a
i —ATG -1
\ - -DTG
90 - v - 1,2
<« >
Eau + Ettringite et GSH
88 ' ' - : - 14
Température
Figure 238 #1 OOAAO OUPA 14+ AO $4' A3O01T Ai Oi1 AITN
premiers mm
2.1.1. Détermination de la quantité de Portlandite# A (
! DAOOEO AAO AT Al UOGAO OEAOI T COAOEI i OOENOGAOGHh EI
DOi OAT OA AAT O 1T A 1 AOi OEAO AEI A1 OAEOA i1 OOAET 8

portlandite se décompose en eau et en chaux libre (Ca@quation 2-1) :

60 0o #A/ Of

(2-1)
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La quantité de portlandite initale AOO Ai OAOI ETi A U DAOOEO AA T A 1.
Ai CACi A PAO PAOOA AA DRDAOOGA OOGEOAT O 161 NOAOETT | ¢
5 ) é (2-2)

Avecd ;¢ o o oladrassede la portlandite (9), 0w 1 o o »daomagse molaire de la portlandite
(73g.motl), dosh A | AOOA AR 1 8AAO jcq PAOAOGA 17100 AA 1A
600°C) spécifique a la décomposition de la portlanditeT@bleau5) et 0 g ¢ 2 masse molaire de

1 8AAO jipy C8I T

Pour avoir la quantité de portlandite en pourcentage (%), on divisé y, ¢ i ¢ & cRah ldrpasse de

167 AEAT OET 1 T fiepd®B. 16711 1 Ol OED

2.1.2. Détermination de la quantité de Carbonate de calcium (Cag)O

, A AAOATT AOA AA AAIT AEOI OA U 1T A OOGEOA AA 18AO0CI

AET gUAA AA AAOATTA AO -H1 AEAOG@ OAIT1T 1871 NOAOEI I
8O0 #AI 60 (2-3)

41 00 ATiT A 1T A pi OoOI AT AEOAh EI AOO bi OOEAT A ABAOC

AAT O T A 1T AOi OEAO U 1B8AEAA AA 1T A PAOOA AA 1 AOGOA

caboneOAT T 1T 1 86#4NOAOCETT | ¢

0 6 (2-4)

Avec la masse dud @ 6 {g), O la masse molaire dud @ 6 {100 g.mot?), & la

masse de dioxyde de carbone (g) perdue lors de la montée en température spécifique a la

décomposition dud @ 6 gentre 600°C et 1000°C,Tableau5) et 0 la masse molaire du CO
(44g.motr)., A AEOOET AOETT AT OOA 1 AOG AEEAE OA1l O AAOAI

quantification des CaCe@prend en compte la quantité decalcite A Oaradnite.

Pour avoir la quantité de carbonates dealcium en pourcentage (%), on divisé par la masse
AA 181 AEATOEITTT NOA 1811 101 OEPI EA PAO pnms
2.2. Ladiffraction des rayons X (DRX)
, A AEEEAOAAOEITT AAO OAUITO 8 j$28Qq DAOIAO ABdAOI

minéralogie du matériau(Welton et al., 2005) Le difractometre de rayons X permet d'identifier
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de maniére qualitative et quantitative la nature de toutes les substances cristallisées, d'origine

I OCATENOGA AO ET T OCAT ENOA8 51 EAEOAAAO AA OAUITTO
détecteur analysel 8 AT C1 A AA AEAEOAAOCEIT AAO OAUTT O 8h NOE
AAO AOEOOAO@® DOi OAT OO AAT O 1871 AEATOEITTT AET OE N
bl OOAAT OACA AT O11 01 A AAT O 1 §ildEtlmdeOpicbenthnt éh 51 AE
AAOAEOOA 1 A0 AT CIiAO AEAEAEOAAOI Oh AO AT T OATTTi An
diffracte les rayons X suivant des angles et des intensités relatives spécifiques, véritable carte
AGEAAT OEOi A A Gee. i dodph@nt 14s] diagdathings Abiservés avec des structures
AT110A0 EI AOO Pi OOEAI A ABGEAAT OEZEAO AO AA NOAI
surfaces des échantillons ont été mesurées a l'aide du diffractométre TFS a 4 cercles (Ecocprail
équipé d'un détecteur CPS 120 et de la longueur d'onde ®@i12 (Morales et al., 2002). Le
diffractométre est calibré sur une poudre étalon NIST LBs (srm 660a) pour déterminer la
contribution instrumentale (Caglioti et al., 1958) Un angé d'incidence de 3°entre le faisceau
incident et la surface analysée est utilisé afin de limiter le signal a la proche surfatia
temps d'acquisition de 12h par point de mesure a été utilisé. L'empreinte de la taille du faisceau
sur la surface de I'échatillon reste dans les 22 mm2 pendant la mesure.

, AO b1 OAOAO AA 11 OOEAO 110 iO6i AT AT UOGI U 1B86AEAA
de5140°enyA 0 AOAA O1 OAi PO ABAANOEOEOEIT AA oESB

L'identification -quantification de phases est effectug par recherche dansla base de données
ouverte Crystallographie Open Database (COQ)' OAL O1 EO /AODl 6AIABEET Afidt §Q
diagrammes par la méthodale Rietveld opérée a l'aide du logiciel MAUQRutterotti et al., 1997).

Les mesures ont été effectuées aabboratoire CRISMAT, UMR CNRS 6508, Unicaen (Caen, France).

2.3. La Microspectrométrie Raman (MSR)

La Micro-spectrométrie Raman Figure 24) est une méthode géaralement non destructive, voire

non invasive, qui permet de fournir des réponses quant a la composition moléculaire des

matériaux et la minéralogie qualitative. Elle est considérée comme totalement non destructive car

elle ne nécessite aucun prélevemenf O | 81 A AOAOT AT 1T OWadhdenahedldekt 1 87 AE
al., 2007) Elle peut aussi étre réalisée a partirh BT OAOAO Aé6i1 AEAT OEI 1T T18 , A
des modes de vibration dans un spectre Raman sont liées a la composition et a la structure des

molécules(Hedegaard et al., 2006)
Les informations apportées par la spectroscopie Raman sont relativement étendues :

- ldentification de phases ou de composés chimiques.

- Caractéiisation des matériaux.
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- Détermination de la structure moléculaire.

- Etude des systémes amorphes et cristallins

AT 0i A AA T A TAEI 1 AOOA Oi 011 OOET T j tondeEomposdsq BT OC
ou de phases. Sa capacité a identifier les systémes amorphes est également inégalée.

Tous les spectres Raman présentés ici ont été enregistrés a température ambiante en utilisant un
microscope Raman Thermo Fisher Scientific DXfhermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,

USA) avec un laser a 532 nm comme source d'excitatidre spectromeéetre Ramardu laboratoire

CRISMAT, UMR CNRS 6508, Unicaen (Caen, Fragsegquipé d'un réseau de diffraction de 900

lignes/mm. Un objectif X 50longue distance a été sélectionné pour focaliser le faisceau laser sur

la surface et collecter la lumiére diffusée dans une géométrie de rétrodiffusion.

Les spectres Raman des matériaux présentent des bandes vibrationnelles dans deux régions qui

sont sowent traitées séparément : la région entre 3500 e4000 cnr! correspond aux bandes de
OEAOQOAQEIT O AAOG 1117 AOI A0 Ad Adnd 8orrespand @ux @andes AT OO,
OAl AGEOAO AO@ OEAOAOQGEITT O Adi 1 150etAs0cinicoridshadd | EAE OI
aux bandes de vibrations spécifiques a chaque matériau (liaisons CH, C=0, C¥ChCc AOA8 Q8 , A
données ont été collectées entre 56t 1500cm™8 , A AEAIi T OOA AO OPI O 1 AGAO
la résolution spectrale a 23 cml. Les spectres Raman ont été systématiquement enregistrés deux

fois avec une faible puissance laser (2 mW) et avec un temps d'intégration de 120 s. Nous avons

utilisé le logiciel Origin et les courbes gaussiennes comme fonctions d'ajustement élémentaires.

Les analyses Raman ont été réalisé a partir des poudres de mortier et par comparaison avec les

phases répertoriées dans la Raman Open databagd Mendili et al, 2019.

Figure 24. Spectrometre Raman
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2.4. Microscope Electronique a Balayage (MEB) couplé a un spectroscope a rayon X
(EDS)

La morphologie et la composition chimique des principaux composants minéraux du mortier, a
1 81 AE Alclordetred dnt été FRnalysées au moyen d'un Microscope Electronique & Balayage
j-%"qQ *% , x¢nmm ,6 i NOEPi A501T OPAAOOI OATPA U O
%$3h AAOiI OE A O EnhefgyDisgersivedfay SpeckaSoOpy»K (Figure 25), instrument
du laboratoire CRISMAT, CNRS UMR 6508, Unicaen (Caen, France).
Aprés observation au macroscope (c€hapitre 2 IV. 1.4), les échantillons de taille ®m x 10 mm
X 5 mm sont fixés avec 2,5% de glutaraldéhyde pendant quelques jours dans un tampon
cacodylate de sodium 0,2M pH7,4 en présence de 7% de saccharose sont ensuite rincés dans ce
tampon. Les écha®ET 1 1T T 0 O1 1T O Al 1 00 Ai OEUAOAOI O PAO AAO
sous vide (200mbar) aprés deux bains de HMDS (hexamethyldisilazane). Les échantillons sont
collés sur un plot de MEB avec un ruban a la colle carbone pour évacuer les charges.
Lo %$3 DAOI AO AGAT AT UOGAO T A AT i BT OEOGETT i1ii Al OAE
1 8AT AT UGA AAO OAUTTTAT AT OO 8 bDOI AOEO PAO 1B8EI D,
, 6 AT AT UOA AEEI ENOA ilii Al OAE OA écddoddPabdadiAiledddi A O O
potentiels accumulation de charges, elle est obtenue avec une tension d'accélération 7kV et
AT GEOT 1T pnnm ADPO AZLZET AGAGAEOAO 1 A0 il AAOOITO A
raies de fluorescence spécifiques des atomO D OiT OAT OO U 1T A OOOZAAAA AA 1|
échantillon-objectif (marquée WD sur les images) est de 10 mm. Le spectre EDS est composé de
pics correspondant aux rayonnements caractéristiqgues d'un élément spécifique. Les mesures sont
réalisées surOT A DPAOEOA UITT A A801T i AEATOEITT1T OOCOAOD
guantitatif concernant la présence des éléments chimiques. En effet, les rayons X ne sont pas émis
avec le méme angle de départ sur un échantillon rugueux, et la pression conte@lgerturbe
1 8AT AT UOGA il1ii AT OAEOAS
Par la suite les échantillons ont été métallisés afin de les rendre conducteurs et de limiter les
potentiels accumulation de charges. Les images MEB ont alors été réalisées sous une tension
Ao AAAT 17T OAOET s AAMS AdESBE QNQ Apdl Q18 7
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Figure 25. MEBEDSJeol 7200 LV
, A - %" AT OPIiT U 186%$3 DAOI AO Aol AGAOOGAOh AT OOA
cristallisés, la texture du matériau ainsi que de détecter la présence de mieopganismes en les
caractérisant morphologiguement. Les micreorganismes sécrétent des métabolites spécifiques
AT A 1TAGETT AA 18A0PT AA Z£ZE@i A AO AA 1T AOO ii OA
I AGAOOi COYAA U AAOOA OdhAtHInEIds Ehhngdnients dAredénOpat O 1 6 i

rapport a un matériau référence (matériau non coloniséjDubosc et al., 2001; Giannantonio et al.,

>
>

2009; Welton et al., 2005)

3. Caradérisation mécanique: Résistance a la compression

La caractérisationi 1 AAT ENOA A8 01T deAreiuxOdpphébenderAlad iréhddses du

matériau suite a son immersion et la colonisation des organismes marins (micarganismes et.).

Les essais de commgssion sur éprouvettes de béton ont été réalisés avec une presse @Rgure

26) selon la norme NF EN 123968. On utilise des éprouvettes cylindriques de dimension

@110mm x220mm8 , A0 AAO@ A@OOii EOiI O AA AAO i POl OOAOO
AGT AOAT Edos pardll&ed en 1 1 AO AO DAOPAT AEAOI AEOAOG U 156
ETTTCiITA OO0 OI OOA 1T A OOOAEAAAS , 61AAArdste ulised O Al F

donne directement la résistance en compression en MPa.
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Figure 26. Essai de compression sur éprouvette de béton (g 110 mm x 220 mm) aprés 3 mois
AGEI I ADdET 1
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1. Culture de la souche de diatomée sélectionné€: closterium

1. Milieu de culture : milieu de Conway
, 8 A O®.tIdstriunprovient de la collection de cultures de micreA 1 COAO AA 1651 EOAOO

(AlgoBank). Elle est cultivée dansin milieu dit de Conway(Tompkins et al., 1995) Le milieu de
#1 1T xAU AOGO AT 1 BT Oi A 6tAddtrindedts ebsarilels A GalrioigsBnbeEdkd 1 A A
diatomées. Ce milieu est préparé a partir de trois solutions différente§ ébleau6).

Tableau 6.- EOA AT GOOOA AO i EIEAO AA AOI OOOA

1. Solution principale (composition pour 1L)
Nitrate de sodium (NaNQ) 100 g
Di-hydrogénophosphate de sodium (NakPQ;) 20g
Acide Ethylenediaminetetraacétique de sodium (NaEDTA) 45¢g
Acide borique (HBGs) 33,69
Chlorure de manganese (Mng) 0,369
Chlorure ferrigue (FeCt) 1,39
Solution métallique 1mL
Eau déminéralisée Qsp 1L

Solution métallique (composition pour 1L)

Chlorure de zinc (ZnG)) 219
Chlorure de cobalt hexahydraté (Cogl 6H.0) 20g
Sulfate de cuivre pentahydraté (CuSQ5H0) 20g
Ammonium heptamolybdate tetrahydraté (6(NH;) M07024,4H,0) 9g
Eau déminéralisée Qsp 1L

2. Solution vitaminique (composition pour 1L)

Thiamine (Vitamine B;) 29
Cyanocobalamine (Vitamine B) 0.1g
Eau déminéralisée stérilisée Qsp 1L

3. Solution silicatée (composition pour 1L
Métasilicate de sodium (NaSiQ, 5H:0) 40 ¢
Eau déminéralisée Qsp 1L
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, 6 AAO AA 1T AO AOOCEZEEAEAI T A OOEI EOI A AOO EAAOENOI /
Brand)dosésU ocoho C¥,8 ,A T EIEAO 1T AOAT O OA OADPDPOI AEA
naturelle (Atkinson and Bingma, 1997) Le milieu de Conway est ainsi composé de 1 6A AO AA

mer artificielle (eau déminéralisée +sels maring contenant 1mL de solution principale, 0,1 ml de

solution vitaminique et 1 ml de solution silicatée spécifique pour la culture de diatomées.

Un repiquage de la culture est nécessaire pour renouwslle milieu en nutriment. Le but étant de
conserver les diatomées cultivées et de les garder en phase de croissance exponentielle. Le
procédé consiste a prélever un faible volume de culture (inoculum) dans une solution mére. Cet
inoculum (10% du volume final) est ensuite remis en suspension dans une solution fil{&rdogan

etal., 20168 ! ET OE wnb AO O11 01 A £ET Al A OFBerrekd, ROASHE OOT A

le repiquage de la culture de diatomées est réalisé tous les 16 jours

2. Dispositif expérimental des cultures de micrealgues (milieu
ABEI T AOOGETT AiT 1T OOEIiT AT 1 AAT OAOI EC

La diatoméeC. closterium, est un organisme photosynthétique. Elle a ainsi un besoin vital en

lumiére pour se développer. Les cultures sont aingxposées a la lumiére en cycle journalier

jour/nuit (12h :12h) (Figure 27). Les lampes utilisées sont des LED-change tube Daylight

Sunrise (SERA)alk ® O AAO 1711 COAOOO AGTTAAOG AA tum 11 Al
a ce que les micrlhl COAO OiI 1 O AAPAAT AO AB8AAOI OAAO AT 1 0i1
cultures sont placées dans une chambre climatique contrélée dont la température agglée a

19,5+1J # 8 51 OUOOT I Bigurk B7Edstinsdh Plack dansAadcultlitéperimettant en

outre la remise en suspension des micralgues kenthiques et une disponibilité optimale des

éléments nutritifs.

Qu
m\
—_
m

Pompe QUOOT I A A

Milieu de Conway + micrealgues

Lampe LED (lumiére)

Figure 27. Dispositif expérimental de la culture de la diatomée €. closteriunm»
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3. Caractérisation biologique suite a la colonisation du
matériau

3.1. Suivi de la colonisation
Un matériau cimentaire immergé apres 90 jours de cure est rapidement colonisé par des micro
orgAT EOIi AGs , A OOEOE A IT'A ATTTTEOAOQETT AO 1 AOi OE
détaillés dans cette partie.
3.1.1. Evaluation de la biomasse et des parametres photosynthétiquedviesure
PAM

La mesure de la fluorescence par la méthode PAM (Pulse glitude Modulation) permet de
déterminer les parametres photosynthétiques des biofilms marins. Pour effectuer ces mesures,
un Junior PAM (Walz Teaching?AM fluorometer) a été utilisé. Le JUNIORAM est contrblé par

un PC via une interface USB et le logi¢WinControl-3 permettant la visualisation des mesures.

Une fibre optique (de 40 cm de long et 1,5 mm de diamétre) reliée au PAM a été utilisée pour les
mesures. Lamesure des paramétres photosynthétiques est effectuée directement sur la surface
du matériau (Figure 28). Le suivi de la colonisation a été effectué sur des échantillons cylindriques
(diametre = 110 mm et hauteur = 50 mm). Cette mesure est nodestructive pour le matériau et

pour le biofilm présent en surface.

Junior PAM

Fibre

Mortier

Figure 28. Mesure PAM a la surface du matériau

, A0 T AEATOEITTTO OI1T0 OI 6O ABERDOAOBI ABAT AOBMODEDA
O8A0O0O00A0 AA 161 QUAAGETT AAO POAT EAO0O)) AppeADOA DO
Quinones A (Q) situés dans les chloroplastes des micralgues. La mesure des parameétres

photosynthétiques est trés rapide (MIIOAAT T AAQ AO PAOI AO AA AITTTA
fluorescence delaClalduPSADOT O NOA 1671 AEAT OEIT 111 AsEt@anieOi A@D]
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bleue (450 nm). Aprés 10 minutes d'acclimatation a I'obscurité, la mesure des parametres
photosynthétiques a été effectuée directement sur la surface du matériau aprés chaque jour

i OOAEi 8 ,o2i AEATOEITTT AOO A3AAI i OA | BPEROMIODADO OT /
nm, la fréquence des impulsions de mesure esgie 5Hz) pour enregistrer lafluorescence minimale

(Fo). Fo est un indice de la biomassehlorophyllienne. %l 1 A A0O A@GDPOEI i A 000 |
puorm t I 11 8BE’O hm) & énsite appliqué. On obtient ainsi la fluorescence (F)
correspondant a la fluorescence maximaleFigure 29) permettant de réduire tout le pool des

Quinones A(Qa).

, 61 OAO PEUOEI 1T CENOA AAOG AAI 101 A0 Al ChAAD AOO 1
rendement quantique maximal du P8 )1 AOO [ AgEI O APOT O OT A bDi (
1861 ACAOOGEAEOAY, NEOBAMA GO 1T A Pi 11 AA 18AAAAPOAOO DPOEI .

completement oxydé et prét a recevoir les électrons.Le rapport R/Fmn a été calculé selon
I'équation 2-5 (Genty et al., 1989)

"0 "0 (2-5)
0

Avec F : augmentation du rendement de fluorescence durant un flash saturant ¢ Frendement

defi OT OAGAAT AA T ETEI AT A ADPO1 G : deriddnert ideAfGoleéeEncd U |
maximale A6 OT i AEAT O ]

O
o)

Qu

| Ei én@ash dég lumiéré sAt@@&D OE O

>\
(@}

111717 AA

mh

L'efficacité de la séparation de charge RSnesurée par le rendement quantique(F/Fn) est

largement utilisée comme indicateur du stress nutritionnel des cellules du microphytobenthos

(Juneau et al., 2005)Le rapport k,Fn doit étre compris entre 0,5 et 0,7 pour congslérer les

cellules algales en bon état physiologique, sans stress et donc bien acclimatées a leur milieu
environnant. En revanche si les cellules se retrouvent en dessous de 0,3, elles sont considérées en

mauvais état physiologique.

Ensuite, une gamme deQi ET OA AAQET ENOA j , ! EQ ) Ad Bppliousd EAT AAC
PAT AAT O O1 OAI PO AiTT1i 0O 1681 ARBAheliiotescénte dddsebl OO 7
stable (R,) est atteinte. Un flash de lumiére LS est émis pour chaque irradiance et laoflescence

Fm,est alorsdéterminée (Figure 29). Les échantillons sont ainsi exposés a neuf irradiances 6ea

420 pmol photons.m2.s1pendant 55secondes.

Le taux de transport relatif des électrons ETR ¢elatif Electron Transport Rate) est calculé selon

I'équation 2-6:
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Op O (2-6)

Fluorescence (u.a.)

"

ML LS LA, LS -LA, +LA; LS LA, +LA, LS -LA
Succession des lumiéres appliquées

Figure 298 3 AEi | A A3 E OO AAcBule®EN (avedbréntieméntde fludréscence

i ETEIi ATA APOT1 O AAAI R AOCADERT AUOI BRAZAOODBDAOARAT &/
i AEAT OET 11T AAAITEIi AOi U 181 AOAOOE (Fni:rAndemdrET O A OO,
maximal de fluoresA AT AA A6 01 i AEAT OEI 111 AAAITEI AOi U OTA
durant un flash saturant; K, : fluorescence de base stableML: Lumiere de mesure de faible

intensité ; LAi : Lumiére actinique)

Pour estimer les parameétres photosynthétiquede taux de transport relatif des électrons (rETR,

relative Electron Transport Rate; relative unit) a été calculé pour chaque irradiance (E). Le

modéle mécaniste développé paWWebb et al., (1974)est appliqué pour ajuster les données en

AOCGOEI AT O T A | AiT OOAOPITAAT O U 18AEEFEAAAEODT | AQEI
éclairements) (umol électrons.umol photons) et le Ek correspadant a l'indice de saturation de

la lumiére (umol photons.m2.st) (équation 2-7) :

i oYY %WE p Q (2-7)
Ensuite,le plateau atteint a saturation lumineuse mesure laapacitéphotosynthétique soit le taux
maximal de transport relatif des électrons (rETRu.ax, umol électrons.n®.st) est calculé comme suit
(équation 2-8) :

i 0YY | (0Xo) i 4q
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rETRmax

rETR

A Valeurs mesurées

= Modeéle

0 200 400 600 800 1000 1200

Irradiance (umol.photons.m?.s”)

Figure 30. Courbe de réponse a la lumiére rETR vs E permettant de connaitre les paramétres
photosynthétiques. Sur la courbe on peut observer une région limitée par la lumiére, notée (1).

On peut ainsi observer une région de saturation par la lumiére sous forme di&afeau noté (2).

Les mesures sont réalisées sur des triplicatas puis moyennées pour avoir une estimation de la

capacité photosynthétique du biofilm fixé sur les matériaux cimentaires étudiés.
312., A OAOC@ AB8AT AOAOGOAI A1 O
T E
une mesure non destructive basee OO0 1 A0 OAI ABOO AA Oi £ AAOAT AA

spectrocolorimétre portable Ci60 (%Rite) (Figure 31a) DO OT A CAIT i A AA 111 cOA
allant de 400 nm a 700 nm. Ces mesures ont été réalisées sur les éprouvettes de diamétre

@110 mmx50 mm.

Figure 31. Spectrocolorimétre utilisé (Ci60 (%Rite)) @) N AEODPT OEOET T AA 1 8AI1 D]

mesures au spectrometre réalisées (ronds noirg)b)
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, A0 i DPOI OOAOOAOG OI T O OI 6O ABAAT OA 1T AOOT WA 007 O
AA T A0 AOOGEEZEAEAIT T Ah OAT O ZAEOA i A1 AGAO 1 AOG AATI
les impuretés et les diatomées non fixées sur les éprouvettes.

La réflectance R correspond a la fraction de lumiére réfléchie par une surface donction de la

1T1COADO ) ARG T 11/6AA AJOAT AA AA AET £EIT U 1T A OOOEAAA
ET AEAAT OA AOGO AOOAU »mEI OOGATI AT O Oi £1 7T AEEA U OT1 O0AC(
de biofilm, la lumiére réfléchie est plus faible A AOOAET AO 111 COADBOO A1 1 AAOS
photosynthétiques des micrealgues, dont la chlorophyllea, absorbent la lumiére rouge autour de

oxm 118 /1T TAOAOOA AEIT OE OT A AEI ET1 OOEI1T EI Pl O0AI

A partir de ces valeurs de réflectance, il est alors possible deantifier la densité des micrealgues

APOT1 O @ jpmh omh wn8q ET 6000 (A SIEdN A BAMRO EA-Besdddy N VOO K
(De Muynck et al., 2009)équation 2-9) :

‘08¢ 0 QEIQR@I i | & QY o Y o Y Y ® (2-9)

Avec Roonm €t Rs7onm @ %m (jours mouillés) correspondant au pourcentage de réflectance a 700 nm

et 670 nm pour un matériau immergé aprésyE i OO O A 6 E i o Rdokh &t Refodn & 0jcdr st
correspondant au pourcentage de réflectance a 700 nm et 670 nm pour un matériau semés

immergé (matériau référence).

La zone analysée est un cercle de 8 mm de diamétre. La mesure est effectuée 5 fois, a différents

AT AOT EOO AGOT A 1 DOl OOAOOA AZEET AA AAOAAOI OEOGAO |

(Figure 31b). Cette surface prend en compte la surface qui sera grignotée lors des essais de

AAOAAOi OEOAOET1T AEEI ENOA AO 1 AOi OEAO bpiseeaur Al I BOA
la matrice.

Ces mesures sont réalisées sur les 3 éprouvettes puis moyenndesEE1T A8 AOT EO OT A AO
OAAT OOOAT AT O Al CAl APOT O @ EI OO0 ABEI T AOOGEI T AAI

3.1.3. Suivi photographique
I AEANOA O1 OOEA AAO i AEATOEITTTO AAO AEZEA OAT OO0
appareil photo (éprouvettes @110 mmx50mmg 1 O A3 0T OAATmn x4 @M OOAOOA

x 160 mm) est réalisé pour suivre la colonisation du matériau immergé au cours du temps.

3.1.3.1. Observation par microscopie numérique et par macroscopie optique et
par fluorescence

Le Microscope numérique (Keyace - VHX6000) (Figure 32a) est utilisé pour analyser et

observer les organismes marins fixés a la surface du matériau a différents grossissements. La
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i DPAOOEOET T AA 1 A AET T AOOA Al CAT A PAOO 800A T AO

A
U PAOOEO AA AAPOOOAOG ABGEI ACAO POEOGAOG U 1T A OOOA
i DOT OOAOOAO EOOOAO AAO AE AAI GHEA1GOA £FR ERGDOSABSED | A

Figure 32. Observation au microscope Keyence des éprouvettes apres colonisat{ai ;

Macroscope Zeisgb)

La colonisation marine a la surface du matériau a également été observée a I'ailen macroscope

ZEISS (observation au grossissement X20 et X8@idure 32b). Les observations macroscopiques

ont été réalisées au sein du laboratoire CMAET o 51 EAAAT j #AAT h &OAT AAQs
ce test est un mortier de dimension 16nm x 10 mm x 5 mm. Les observations macroscopiques

sont réalisées gpartir du mortier immergé dans un environnement donné. Les échantillons sont

bl AAi O AAT O O A PAOEOA AT EOA AA bpi OOE 11 OTA A
OAAT OOGOA 167 AEAT OETITT8 ,AO0 TAOAOOAOEITO 01160
67 AEAT OET 111 DI OO0 AiT1 OAOOAO AO | AQEI GiguesdhO DECI

macroAl COAO EE@i AO U 1 A OOOFAAA8 51 &£EI OOA TI1TEO
réverbeération de la lumiere.

La fluorescence EGFP (émission de fluorescere couleur verte) a été utilisée pour visualiser la
biomasse fixée en surface grace au pigment chlorophyllien caractéristique des mialgues
(observation au grossissement X20 et X80F{gure 33a). Le taux de recouvrement chlorophyllien

AA T A OOOFEAAA AA 1871 AEAT OEI 1 1T 1 LeAimagéside fhiddeddericé Al

obtenues a partir du macroscope sont binarisée en pixels blancsope colonisée) et noirs (zone

(@}

non colonisée) Figure 33b).
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Figure 33. Observation macroscopique de mortier colonisé par diverses micralgues apres

fluorescence(a) et une fois binarisée en noir et blan¢b)
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Interaction entre un mortier siliceux et Cylindrotheca closteriundans un milieu carencé en silie

Introduction

L'objectif de ce chapitre est d'explorer l'interaction entre un matériau cimentaire et un biofilm
constitué de diatomées benthique<. closteriumCette étudeO8 AOO DOET AEDAIT ATl AT O E
demande de ces mero-algues en Silicium pour leur croissance. En effet, celeii constitue leur

frustule. Le substrat utilisé est un mortier cimentaire.

La capacité deC. closteriuma assimiler lasilice dissoute relarguée par le mortier a été étudiée.

Une premiére étape a été consacrée au suivi de la cinétique de dissolution de la silice provenant

du mortier. Dans un deuxieme temps, une expérience en latdoire a été réalisée dans le but

Adi OA1T OAO 1T A Pi OOEAEI EOi AGAOOEI EI AGETT AA 1T A O
pour leur croissance. Dans ce contexte, des cultures discontinues de tydsatch » deC.closterium

ont été réalisées sas limitation de silice avec ou sans la présence de mortier dans le milieu. La

cinétique de croissance des diatomées et plusieurs performances physiologiques ont également

été étudiees.
|. Dispositif expérimental

1. Echantillons de mortier
Les essais ont été rdesés sur du mortier siliceux comme présenté dans le chapitre 2. Les mortiers
siliceux 40 mm x 40 mm x 160 mmont ét® Oi AT AAT Al AT O AT Opi Oh U 1 8AEA/

en cubes avec une dimension de 10 mm x 10 mm x 5 njfigure 34).

Figure 34. Taille des échantillons de mortier étudiés (10 mm x 10 mm Xxr&m).

2. Mise en placedu dispositif expérimental

Afin d'investiguer l'interaction entre le mortier et la diatoméeC. closteriun{Cc), la concentration

en silicium dissous (DSi) dans le milieu, la croissance des diatomées ainsi que les parameétres
physiologiques ont été mesurés dans quatre différentes coitibns et a différentes échéances (E1

et E2) (Figure 35) :
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1 Condition 1 : avec le mortier, sans addition de Si, sans inoculum @e closteriun(M+/Si-
/Cc-) pendant 30 jours (E1),

1 Condition 2 : avec du mortier, sans addition de Si, avec inoculum @e closteriun{M+/Si-
/Cc+) sur 15 jours (E2),

1 Condition 3 : sans mortier, avec ajout de Si, avec inoculum @e closteriun{M-/Si+/ Cc+)
sur 15 jours (E2),

1 Condition 4 : sans mortier, sans ajout de Si, avec inoculum @e closteriun{M-/Si-/Cc+)
sur 15 jours (E2).

La comparaison des conditios 1 et 2 a pour obAAOE A Adi OAIl OAO OE 1 A AEC
(mesurée dans la condition 1) permet de supporter la croissance de diatomée (condition 2) et

Adi OA1 OAO 167 011 OO0ETT AA AAOOA ET OAOAAOEIT T AATO
conditions 1 et 2 La condition 3 et la condition 2 permettent de comparer la cinétique de

BN

croissance des diatomées soutenue par la dissolution du mortier a une culture enrichie

directement en SiOH)8 , A AT T AEOETT 1t DAOI A0 Adi OAC.OAO 18
clogerium dans des conditions carencées en Si. Cette condition comparée a la condition 2 permet
Adi OAATEO 16AZEZEADO AA 16ET OAOAAOQETT AT OOA 1A 11 0C

Dans cette étude,dute contamination externepar du Si a été évitée (utilisation de matérielen

polypropyléne).

Protocole

/ expérimental \
-

Mortier Siliceux Matériau cimentaire SEIIIIIS Mortier
(M+) Slllceu;( (M-)

———————— ;F_ e e e e e T T

e iz o Milieu

Si-limitée (Si-) e .
d'immersion

P ~a
| Si non limitée (Si+) | |_Si-limitée (Si-) |

Sans (Cc-) Avec (Cc+) | Micro-Algue

E E C. closterium E E

Condition 1 Condition 2 Condition3 Condition 4

Période cycle jour/nuit (12 h:12 h)

X E, xE,;

Figure 35. Dispositif expérimental
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21. - EI EAO@® AGEI T AOOEI I
Le premier milieu d'immersion avec du mortier contient de I'eau de mer artificielle et est enrichi
en milieu de Conway Tompkins et al., 1995) (exempt de solution silicatée) source de nutriments
pour les micro-algues. Le mortier a été fixé au bouchon du tube. Ce milieu est appelé condition 1
(M+/Si-ICc-) (Figure 36a). Les tests ont été réalisés en triplicata. Le rapport poids (g) du mortier
sur volume (mL) du milieu d'immersion (g/v = 0,023) a été maintenu constant pour tous les tests.
La condition 2 (M+/Si/Cc+) a été obtenue apes avoir inoculé les micrealgues dans la condition
ph DOi Al AAT AT AT O AAT OOEAEOCIi AO AEET Adil EIETAO
(notamment les nutriments), (Figure 36b).
Les milieux témoins nommés condition 3 (M SiH/Cc+) et condition 4 (M-/Si-/Cc+) ne
contennentD AO AA 11T OOEAO ehuMdEer diifidielErkichi edril®@u de Eonway
respectivement avec ajout ou non de solution silicatée. Comme décrit pour la condition 2, les
micro-A1 COAO O1 10 bpOi Al AAT AT AT O AAT OOEEOCi AO AO ©
et4.01 OO0 1 8AT OAT Al A A kOculhigBinCeltivdes D19 OE $olsQuh cydle

lumiére/obscurité (12 h: 12 h)AT A A O Adite saAdrénQuellement de milieu ou ajout de

sels nutritifs pendant la durée du suiviLesincubations sontrégulierement mélangéegour toutes

m\

les conditions appliqguées

a)

Cycle
Jour/nuit

Condition 2

Mortier

Figure 36. Dispositif expérimental de la dissolution du mortier immergé dans la condition 1 (a)
et condition 2 (b).
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3. Suivi de la dissolution de la Silice du mortier

La cinétique de dissolution de la silice du mortier a été étudiée pour différentes durées en fonction

de la condition étudiée en mesurant l@oncentration d'acide silicique dans le milieuLa durée de

la phase expérimentale a été fixée a 30 jours (Ejour 1-2-3-6-9-12-15-20 et 30) pour la condition

1 (M+/Si-/ICc-cq8 #AOOA 1 AOCA bl AcCA AA OAI PO DPAOI AO AA A
Si(OH), serait disponible en solution pour les micrealgues. Pour les conditions 2 (M+/SiCc+), 3

(M-/Si+/ Cc+) et 4(M-/Si-/Cc+), la phase expérimentale s'est déroulée sur 15 jours (Edour 1, 2,

ch oh wh pc AO puqgs #AOOA AEEE OAT AA Adi AEi AT ARO
dans la partie résultats.

Aprés chaque échéance, la concentration erSD(Si(OH)) du milieu d'immersion est mesurée a

l'aide d'un analyseur automatique de type " TECHNICON AA2 " (Aminot et Kérouel, 2007) qui est

basé sur une méthode colorimétrique. Lorsque des cellules algales sont présentes dans le milieu
(conditions 2, 3et 4), une centrifugation est nécessaire avant le prélevement afin de récupérer
uniquement la DSi(surnageant). L'assimilation nette de la silice par les diatomées sera estimée

par jour.

4. Estimation de la Silice Biogene (bSi)

Afin d'évaluer la formation du frustule, la teneur en bSi par cellule a été mesurée. Le culot

contenant les micrealgues apreés la centrifugation (partie 3.) est remis en suspension dans 10 mL
ABAAOG AA | Aryurd3B)lEanderation cdlluljire a été estimée par comptage des

cellules a l'aide d'une chambre de comptage Mallassdzidure 37 et Figure 38) et d'un microscope

I DOENOGA U O1 CcOi OOEOOAI AT O AA p avoipud indich 60A& AAT OF
biomasse présente en solution. Cet indice de biomasse est important pour faire le lien avec la

teneur en bSi par cellule.

Le comptage a été réalisé sur 5 rectangles. Le volume total de la cellule de Malassez est de
0,2x2x2,5 =1 mnd soit 10-3 ml soit 1pl (Figure 37).

™~

,:z\ 1 rectangle = 0,2x0,25hm
]
/

j Périmétre de comptage

\ L
lamelle

Zone de comptage. profondeur

Rainure de trop-plein Support de la lamelle

Figure 37. Cellule de Malassez
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Aprés rincage des cellulesdansded AAO AA T AO AOOEAEAEAIT AR 1A
pendant 10 min (3000 tr/min. 19 °C) (Figure 38). Lesurnageant est éliminé et le culot est remis

en suspension dans 10 ml de NaOH (0,2 M) pour réaliser I'hydrolyse alcaline de la silice biogene
pendant 45 min. La solution est régulierement agitée pour assurer la dissolution de toute la bSi
(Ragueneau and Tréguer, 1994)1 ml de solution aété dilué dans 9 ml & A M&IQ. Les
échantillons ont été conservés au réfrigérateur jusqu'a I'analyse. Tout comme pour la OBartie

3.), les concentrations en bSi ont été déterminées a l'aide d'un auamalyseur de type

"TECHNICON AA2". A partir de ces données, la teneur en bSi par cellule est calculée.

Biofilm 7 Q o Mesure PAM \

)
Mortier @ Comptage avec Cellule de Malassez ﬁ
| - Indice de Biomasse Comptage

| > k } ————
?urn?g,eant 10 mL d’eau salée artificielle
—_— recupere pour

la DSi |

Centrifugation

Culot
(3000 rpm, 10min) ~°

9 Dosage des bSi 10mL
9 mL d'eau MilliQ

NaOH
(0,2 M)
— — > ) — Analyse au Technicon
Retirerle 1mL

| Centrifugation
(3000 rpm, 10 min) surnageant  Culot

Figure 38. Protocole expérimentale réalisé a X jours.

5. Mesure du pH
Un suivi du pH du milieu d'immersion a été réalisé tout au long de I'expérience (une mesure par
jour) a l'aide d'un pHmeétre 510 (Eutech instrument). Ces mesurednt été effectuées afin

d'évaluer l'effet du pH sur la cinétique de dissolution de la silice.

6. Mesure de la surface cellulaire et du biovolume
Les dimensions des cellules ont été mesuré a l'aide d'une capture d'image au microscope
numérique Keyence VH>000 (a un grossissement de 500x%). Les estimations du biovolume (V)
(équivalent a la biomasse réelle) ont été réalisées a partir de la moyenne des dimensions linéaires
en utilisant les formules géométriques appropriées reflétant la forme de la cellul@illebrand et
al.,, 1999) La mesure des dimensions a été réalisé a partir de 10 cellules prises au hasard sur

I 8 E icdpt@rde au microscope.

Le calcul du volume des cellules a été effectué avec I'hypothése de la formetational ellipsoid »

en utilisant I'équation 3-1 (Olenina et al., 2006) :
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"ETOTIBOIA 04 ¢ 00@EATT OOA (3-1)
Ou V esten prhet L et D est en pm.

La surface cellulaire (S) est tiréeles travaux deHillebrand et al.,(1999) (équation 3-2) :

3-2
: oei $ (3-2)

3OOAEZ\A3§ $

Le biovolume (V), la surface (S) et le rapport S/V sont des paramétres liés a la productivité et au

métabolisme des micrealgues.

7. Extractions de la chlorophyllea

Les extractions de la chlorophyllea (Chl a) ont été réalisées sur un biofilm prélevé sur umortier
aprés 1 jour d'incubation dans les mémes conditions que I'expérimentation. Le biofiim a été
prélevé avec une brosse a dents lisse sur la surface du mortier puis il a été dilué dans 10 ml d'eau
de mer artificielle (33,3 g.L1). 10 ml d'acétone a 90%v/v) ont été ajoutés pour l'extraction du
pigment puis les échantillons ont été laissés 12 h dans l'obscurité a 4°C. Aprés deux
centrifugations pendant 5 min a 1700 g, la concentration en Ghh été mesurée a l'aide d'un
fluorimetre Trilogy (Turner Designs, Sunnyvale, USA) selon la méthode de Stricklasd Parsons
(1972).

Ces données nous ont permisalcalculerun rapport entre Fo (indicateur de biomasse)et Chha

(ug.m?) sur 3 échantillons qui est :

(3-3)

— ofp T
o N0 (¢) P

Ce rapport permettraA & A O @afgliaAtic® de Ché pour chaque échantillon & chaque échéance

partir du Fo (indice de biomassechlorophyllienne) obtenue lors des mesures PAM

8. Analyse des données

Des analyses de variance a mesures répétées (ANOVA RM) ont été réalisées a l'aide de SigmaPlot
12.5 (Systat Software Inc. Chicago, USA), suivies d'une comparaison multiple par paires (test de
Tukey) lorsque les tests de normalité de ShapirVilk et d'égalité de variance (homoscédasticité)

ont respectivement réussi (>0,05). En cas d'échec des tests de normalité ou d'égalité (<0,05), une

analyse de variance a mesures répéetées de Friedman par rangs a été appliquée, suivie d'une
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comparaison multiple par paire fest de Tukey). Les différences ont été considérées comme

significatives lorsque la valeur p était inférieure a 0,05.
1.%9OO0AA AA 1 6ET OAOAAOEITT Al OOA
1. Cinétique de dissolution de la silice du mortier sans et avec la présence

de micro-algues dans le milieu.

LaFigure 39a montre la cinétique de dissolution de la silice du mortier dans la condition 1 (M+/Si
/Cc-). La concentrdion en DSi (Si(OHj)) augmente dans le milieu jusqu'a atteindre son maximum
apres 2 jours avec une valeur de 99,84 umolL A partir du 2mejour, la concentration en silice
dissoute diminue jusqu'a atteindre des valeurs inférieures a 6 umotl aprés 6 jours
d'expérimentation. La DSi n'est plus disponible dans le milieu a la fin de I'expérience (jour 30
(1,89 umol.L:1)). Cette diminution de la concentration en DSi est combinée a une augmentation du

pH jusqu'a la fin de I'expérience avec un pH de 9,7 awj 30.

LaFigure 39a montre également la cinétique de dissolution de la silice du mortier une fois que les
micro-algues ont été introduites dans le niieu (condition 2, (M+/Si-/ Cc+)). La concentration en
DSi augmente pendant les 2 premiers jours (11,39 umoiiLet 21,51 umol.Lt au jour 1 et 2
respectivement) puis diminue a partir du jour 3 jusqu'a atteindre des valeurs inférieures a
9,82umol.L:1. Il est a noter également que les concentrations en DSi sont beaucoup plus faibles
dans la condition 2 (M+/St/Cc+) que dans la condibn 1 (M+/Si-/Cc-). Il en ressort que la DSi
disponible dans le milieu a été absorbé par les micralgues. Aprés 15 jours, ce nutriment est

totalement épuisé. Ces résultats expliquent l'arrét de I'expérience a cette échéance.

LaFigure 39b montre la teneur en DSi disponible dans les milieux de contréle (la condition 3 {M
/Si+/Cc+) et de la condition 4 (M/Si-/Cc+)). Initialement, le milieu témoin non limité en Si

(condition 3, M-/Si+/Cc+) contenait 190 umol.L! de DSi (contenu dans le milieu de Conway).
Comme dans la condition 2 (M+/SiCc+), la quantité de silice dissoute diminue pour atteindre

des valeurs proches de 0 apres 9 jours.

Les diatomées assimént progressivement la DSi disponible dans le milieu jusqu'a son
épuisement (DSi disponible totalement consommeée). La DSi dans le milieu témoin limité en Si
(condition 4, M-/Si-/Cc+) (Figure 39b) est proche de 0. Ce résultat confirme que le milieu étudié

est exempt de silice dissoute (Si(OHi).

D'aprés le test de Friedman, nous observons une différence significative (P = <0.001) dans la
concentration enDSi entre les différents milieux. Le test de Tukey a révélé qu'il n'y avait pas de

différence significative entre les conditions 1 et 3 et entre les conditions 1 et 2 (P = 0.405).
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Figure 39. Concentration en silice dissoute et pH mesurés dans la conditior(l+/Si-/Cc-) et

condition 2 (M+/Si-/Cc+) (a) dans les conditions de contrélgcondition 3 (M-/Si+/Cc+) et

condition 4 (M-/Si-/Cc+)) (b) . Les moyennes * la plage de trois répétitions sontdiquées.
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Une augmentation significative du pH, de 7,74 (jour 0) a 9,1, a été observée aprés trois jours
d'expérience dans la condition 1 (M/Si-/Cc-) (Figure 39a). L'évolution du pH dans la condition 2
(M+/Si-/Cc+) suit la méme tendance que dans la condition 1 (M+/9Cc-) (Figure 39a) avec un

pH de 8,2 au Jour 0 et un pH=9,6 au Jour 3. Ainsi, un pH plus alcalin est obtenu dans la condition
2. Par ailleurs, une stabilisation des valeurs de pH est enregistrée aprés 9 jours dans les deux
conditions. Dans la condition 2 (M+/SHCc+), le pH du milieu environnant change avec la
lixiviation de la matrice cimentaire induite par l'activité biologique du biofilm et l'attaque
chimique de I'eau de mer. Nos résultats suggéerent que la photosynthése induisant kafion du
dioxyde de carbone par les micrealgues conduit a un pH plus élevé dans le milieu par rapport a
un milieu sans diatomée (Falkowski and Raven, 1997).

Dans les conditions témoins (3 et 4)Kigure 39b), le pH augmente également progressivement
dans le milieu au cours de I'expérience, ne dépassant g8 pour la condition 4, contrairement a

la condition 3 ou une élévation du pH jusqu'a 9,8 est obsa¥e.D'aprés TANOVA RM, il existe une
différence significative (P = <0,001) de pH entre les différents milieux. Le test de Tukey a révélé
gue le pH du milieu n'était pas significativement différent entre les conditions 2 et 3 et entre les

conditions 3 et1 contrairement aux autres.

Les résultats de la cinétique de dissolution de la silice du mortier ont montré une concentration
il AOi A AR $3E DPATAAT O 1 AO POAI EAOO ET 600 AA
amorphe augmente avec le pH (1lerl980). Ainsi si la silice dissoute dans le milieu provient de la
silice amorphe du mortier cela pourrait expliquer I'augmentation de la concentration de DSi dans
la condition 1 (M+/Si-/Cc-) pendant les premiers jours de l'expérience. Les concentration®dSi
obtenues dépassent la constante de dersaturation en silicate(Ky) de C.closteriumqui est égale

a 9,58 umol.L! (Sunlu et al., 2006). Paconséquent, dans la condition 2, au cours des premiers
jours, selon la concentration en DSi, le Silicium devrait étre disponible pour les diatomées a un
taux d'absorption élevé. En effet, une modification de la cinétique de dissolution de la silice dans
la condition 2 (M+/Si-/Cc+) est observéeFigure 39a. Ces résultats indiquent que les diatomées
C.closteriumsont capables d'assimiler la silice dissoutsous forme de DSi, provenant du mortier

pour leur métabolisme.

La dissolution de la silice du mortier peut étre attribuée a la décalcification de la phase minérale
hydratée : GSH (Calcium Silicate Hydrate) (équation 31) (Sadati et al., 2016). En effeta
décalcification du GS-H conduit a la formation de Si@ De plus, aux pH de I'eau de mer, les liaisons
silice-siloxane sont hydrolysées (Dove, 1994) conduisant & sa dissolution sous la forme DSi
(Si(OH)) (équation 3-5).
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6 Y 'O ¢60 © YD ¢oéwdl OO0 (3-4)

"Y'QO ¢OG O 3 E ( (3-5)

Dans la condition 1 (M+/S#/Cc-), une diminution progressive de la concentration en DSist
observée. Elle est associée a une augmentation du pH de la solution jusqu'a la fin de I'expérience.
L'augmentation du pH est due a l'attaque chimique du mortier par I'eau de mer artificielle. Cette
attaque favorise la dissolution de la portlandite (C@H).) conduisant a l'augmentation des
concentrations en ions C& et OHdans la solution (Ragoug et al., 2019) (équation8) engendrant
1 8A0CI AT OAOCETT AO P( AAT O T A O110OO0EIT 8

0a O % 6w c0O (3-6)

La diminution de la concentration en DSi enregistrée dans la condition 1 s'explique par la
diminution de la solubilité de la forme Si(OH) dans le milieu. En effet, Dent Glasser et Kataoka,
(1981) expliquent que les différentes formes de silice varient efonction de la température, du

pH et de la composition en ions alcalins. Dans les solutions aqueuses, les différentes formes de
silice dissoutes dont les abondances dépendent du pH sont : Si(@H$IO(OHy, SiQ(OH),2,
SiGQ(OH)?* and SiQ4 (Sjoberg et al., 1983)

Selon Sjberg et al., (1981), les réactions acidbase de Si(OH)en solution saline (25°C 0,6M
NaCl) sont (équation 37 et 3-8):
3E( P 3EIO KO) pKa=9,47 (3-7)

3E/O P 3E /O O pKa-12,6 (3-8)

La forme Si(OH) assimilée par les diatomées est surtout présente a des pH inférieurs a 9 (Del
Amo et Brzezinski, 1999 ; Seidel et al., 1997). En effet, lorsque le pH est supérieur au pKal (9,47),
Si(OH): se dissocie sous unautre forme (équation 3-7 et 3-8). Ainsi, 'augmentation du pH au
cours de I'expérience conduit au changement de forme de la DSi en SiO(®©H) explique la
diminution de la concentration en Si(OH) dans le milieu.

A partir de la mesure de la concentration en DSi dans la solution, il est possiblestimer la
concentration de DSi absorbée par les diatomées au cours de I'expérience Figure 40 montre
I'évolution de la quantité de DSi assimilée par jour pa€. closteriundans la condition 2 (M+/Sk
/Cc+) en fonction de la durée de I'expérience. Nous remarquons que l'assimilation deslce par

les diatomées sous la forme Si(Ok)est trés élevée pendant les 3 premiers jours avec une

moyenne de 73 £5) umol.L- 1.j-1 (Figure 40). Laquantité de silice dissoute assimilée est maximale
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au Jour 2 avec un total de 78 umol.Lj! puis diminue progressivement jusqu'a une valeur nulle a
partirdu 9¢meET OO8 , 6 AAOT OPOETT AA AAOOA OEI EAA AEOOT OC
Ai DATA AA 1T A NOAT OEOi AA OEI EAA AEOOT OOA DOI OAT £

algues ont consommé la totalité de la DSi présente en solution.
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Figure 40. Siassimilé parjour par C. closteriunen condition 2 (M+/Si-/Cc+).

2. Influence de la disponibilité de la DSi sur la croissance de la diatomée

2.1. Densité cellulaire et silice biogene (bSi)
La croissance deC. closteriumma montré une phasenitiale de latence (jour 1, 2 et 3), suivie d'une
phase exmnentielle qui a environ duré jusqu'au jour 6 dans la condition ZFigure 41b). La
concentration maximale de cellules était de 1,59. 2@ellules. L aprés cette période. La densité
des cellules a commencé a diminuer les derniers jours de l'expérientes résultatsobtenus pour
la croissance cellulairesont a considérer avec précautionpuisque ceux-ci ne prennent pas en
compte la formation et le développement du biofilm sur le mortier [Figure 45 et Figure 46a). Nous
TA DOATTTO AT ATipOA EAE NOA T A AAT OGEOi AAT 1 Ol AE
Le taux de formation des frustules (orrespondant a la concentration en bSi) était élevé seulement
pendant la phase de croissance exponentielle des celluléEigure 41a). La croissance de
C.closterium conduit a une augmentation de la silice biogéne dés le premier jour
d'expérimentation. En effet, dans la condition 2 (M+/SIiCc+), la concentration en bSi était
initialement égale a 1176 umol.L! et a atteint la valeur de B0O3 p.mol.L:! au jour 6 pour ensuite

se stabiliser autour des 1246 (+38.mol.L1.

Dansla condition 3 (M-/Si+/Cc+), nous observons une légéere augmentation de la densité cellulaire
1A0 ¢ POAIT EAOO ET OO0 AA | 6ADDi opeh tefichpériadd cdlldd OA AE
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ci réaugmente au jour 9 avec un total de 1,68L0°cellules.L-1. Cette augmentationest

accompagnée d'unelévation de la teneur en bSi.

L'analyse ANOVA RM montre qu'il y a une différence significative (P = <0,001) dans |d&dénts
milieux de culture. Le test de Tukeynous informe que pour la densité cellulaire, il n'y a pas de
différence significative entre la condition 2 (M+/Si/Cc+) et la condition 3 (M/Si+/Cc+). En
revanche, il y a un effet significatif de la disponikitt de DSi sur la densité cellulaire dans la
condition 4. En effet, les micrealgues ne se sont pas développées dans le milieu témoin limité en
Si (condition 4 (MH/Si-/Cc+)). Selon le test de Friedman, il y avait une différence significative (P =
0,016) dela teneur en bSi (umol.kt) entre la condition 2 et la condition 3. Le test de Tukey a

montré gu'il y avait une différence significative (P<0,050) entre la condition 2 et la condition 3.

La quantité de bSi par cellule était variable au cours de la cro@sce de la culturgFigure 41b). En
effet, dans la condition 2 (M+/Si/Cc+), la teneur en bSi par cellule était initialement égale a
1,43.106 yu.mol.L2.cellulel et a atteint une valeur de 1,30.18 p.molL-.cellule! le dernier jour. Les
teneurs maximales en bSi par cellule a été enregistrée au jourdt au jour 2avecrespectivement
une valeur de 1,82.16° pu.mol.L:1.cellulel et 1,49.106 p.mol.L1.cellulel dans la condition 2
(Figure 41b). La teneur en silice par cellule est relativement stable a partir du 3éme jour avec une
moyenne de 1,02.16 (x2,3.107) p.mol.L1.cellulel.

Dans la condition 3 (M/Si+/Cc+), on observe cette méme tendance mais quelques jours plus tard.
Selon le test Anova RM, il n'y a pas de différence statistiquement significative (P = 0,38&)la
teneur en bSi par cellule deC. closterium(u.mol.L1.cellule’l) entre les conditions 2 et 3Dans la
condition 3, la bSi par cellule est trés importante au jour 3 et au jour 6 atteignant respectivement
une valeur de 1,74106 u.mol.L1.cellulet et une valeur de 1,99.0-6 p.mol.L1.cellulet (Figure 41b).
Ces résultats sont associés a une densité cellulaire relativement faible dans les milieux de cultures

suggérant un allongement de laurée du cycle cellulaire.

En effet, la concentration de bSi par cellule et I'épaisseur du frustule (étudiableau 7) sont

régulés par la quantité totale de Si absorbée, qui est directement déterminée par la durée du cycle
cellulaire (Claquin et al., 2006). Les résultats obtenus dans les deux cultures (conditidret 3),

TT00 DPAOI AOGOAT O Adi I ApmhodisatibonddEsUdliulésEdar® Aeur Aycl®1 A
cellulaire. La formation des valves des cellules filles dans la cellule mére a eu lieu entre le jour 1

AO ¢ PIi OGO TA ATT1 AEOETT ¢ AO AT OOA 1A ET OO o AOD
quantité de bSi par cellul€Figure 41bc).
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Figure 41. Concentration de silice biogengbSi), i.ele taux de formation des frustules

(umol.L-1), et densité cellulaire (celule.L:t) de C. closteriunen fonction du temps (@) ; teneur en

bSi par cellule (umol.Lt.cellule-1) (b) ; Schéma simplifié du cycle cellulaire des diatomées

cultivées dans la condition 2 au cours du temps (c)
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A partir du jour 3 pour la condition 2 et du jour9 pour la condition 3, nous observons une
augmentation de la quantité de cellules dans le milieur{gure 41b) d( a la division cellulaire et

donc a la séparation des cellules filles de la cellule mefEigure 41c).

Ainsi, les cellules filles sont présentes en grande quantité dans la culture. La séparation des

cellules filles explique la diminution de laquantité de bSi par cellule avec une valeur de

1,7.106 p.mol.L:t.cellule! au jour 3 pour la condition 2 et 9,1.16 p.mol.L2.cellule! au jour 9pour

la condition 3. A partir de ces échéances, la quantité de silice dissoute dans le milieu est tres faible

(Figure 39ab)D O1 OT NOAT O 1 6 A008 O AA (Fighre 46).1l EnOelsbiit qudla AAO AE
AEOPITEAEI EOF Al $3E AAT O 1A TEITEAO A OllesAEEAD (
frustules et donc sur le cycle cellulaire des diatomées.

Nous pouvons en conclure que les cinétiques de croissance des diatomées sont similaires dans les

deux cultures (condition 2 et 3) En revanche, la différence observée entre les deux conditions
O06Aopl ENOA O1T ENOGAI AT O PAO 1A ZAEO NOA 1T A NOAT OE
AAEAT A 11T OONOGA 1T A OEI EAA AEOOTI OOA DOl OEAT O AO i1

dans uneculture enrichie directement en Si(OH).

Par ailleurs, a partir du 6me jour, trés peu de cellules en suspension ont été observées dans la

colonne d'eau dans la condition 2. De nombreuses cellules algales se sont agrégées puis ont
sédimenté dans le fond. Les agrégats de cellules peuvent se formea &uite d'une limitation en

nutriments. Ces agrégats ont pu étre observés au microscofféigure 42). Les agrégats de cellules

ont été davantage observéslans la condition 4 (M/Si-/Cc+) que dans les autres milieux de

culture.. T 00 PT 00T T O 11 OAO NOGAOAOT A Ai COAAAOETT AAO

dans les milieux étudiés.

These MarineGEORGES 79



Interaction entre un mortier siliceux et Cylindrotheca closteriundans un milieu carencé en silie

Object 2520150

|Objectif 2520:X150;

[Objectit Z520:X150; (Objectif 2520-X150)

Figure 42. Observation microscopique (S20x150) d€. closteriumau jour 1(a), jour 3(b), jour
9(c), jour 15(d) en condition 2 (M+/Si-/Cc+) et au jour 15 condition 3 (M-/Si+/Cc+) (e),
condition 4 (M-/Si-/Cc+) (f) .

LaFigure43 montre des observations microscopiques de chloroplastes (lieu de la photosynthese)
de C. closteriundans le milieu en condition 2 (M+/Si/Cc+) au jour O (Figure 43a) et au jour 15

(Figure 43b). Une dépigmentation des chloroplastes était clairement visible sous limitation en Si.
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Objectif ZS200:X1000! Objectif ZS200:X1000;

Jour O Jour 15

Figure 43. Observation microscopique (S200x1000) des chloroplastes de. closteriundans la
solution initiale au jour 0 (a) et au jour 15(b) dans la condition 2 (M+/St/Cc+).

, 0ET £ OAT AA AA 1T A AEODPI 1T EAEI E4@lyuesidlns le Ailiesaxee OO0
étudié en évaluant la concentration en bSi et la densité des cellules au cours de I'expérience.
Cellesci ont été comparées aux résultats obtenus dans les conditions de contréle (sans présence
de mortier). Dans cette étude, l'augmentation de la ceentration en bSi associée a une
augmentation de la densité cellulaire montre que les micralguesse sont développées et ont pu
élaborer leur frustule suite a l'assimilation de la silice dissoute dans le milieu. Capellacci et al.,
(2013) ont étudié les parametres de croissance de deux especes de diatoméekgetoceros spt
Skeletonema marinoi)dans des conditions de culture contrdlées en présence de différentes
sources de silicium (silice cristalline ou amorphe). Ces auteurs ont pu montrer que les diatomées
avaient un taux de croissance, une densité cellulaire et un taux d'assimilation du silicium glu
élevés lorsqu'elles étaient cultivées dans un milieu contenant de la silice cristalline que dans un
milieu contenant de la silice amorphe.

Il faut également noter que les micrealgues se sont bien acclimatées aux modifications
environnementales notammer a l'augmentation du pH. En effet, Hinga, (2002) a démontré que
C.closteriumne peut pas se développer lorsque les valeurs de pH sont supérieures a &5 dans
notre étude les diatomées ont continué de croitre méme a des pH atteignant Aar conséquen,

le pH, dans nos conditions expérimentalesy'est pasapparu comme étantun facteur limitant pour

le développement deC. closterium

Le taux de croissance des diatomées suit la cinétique de Monod qui dans le ca€ @éosteriuma
une constante de demsaturation (K,) de 9,58uMde Si(OH) (Sunlu et al., 200%. Nous avons ainsi

PEETEN A~ L o~ o~ = A

DO T AOAOOGAO O1T A AEOGEOGEIT T AAl 1 OS$i(OH)QH erfdésSotisé U A A
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ce seuil (a partir du &me jour pour la condition 2 et du 12me jour la condition 3 avec
respectivement 3,87 et 4,8QuM de Si(OH)).

Ainsi, ces résultats indiquent que le premier facteur limitant dans cette étude pour la croissance

de C. closteriunestla silice dissoute

Les observations microscopiques ont montré la formation d'agrégats cellulaires a la fin de
I'expérience et dans lemilieu limité en silice (condition 4). La dissolution partielle des
polysaccharides extracellulaires, sécrétés par les diatomées, est a l'origine de la cohésion des
cellules entre elles conduisant a la formation d'agrégats (Thornton, 2002). Cette forme agtpelée
TEP (Transparent Exopolymer Particles) (Passow et al., 2001). Moriceau et al. (2007, 2014) ont
montré que les taux de dissolution de la silice biogéne (bSi) étaient réduits lorsque les diatomées

étaient incorporées dans les agrégats, ce qui lesndent plus résistantes.

2.2. Biovolume

La grande variation de taille chez les diatomées est montrée par les mesures des traits
morphologiques présentées dans |@ableau7.Le diamétre et la longueur deC. closteriunmétaient

égauxaw hx AO vxhp t1 OAOPAAOGEOAT#ACQ ABMG G H A AG T uAxEROE
milieux témoins (condition 3 et 4) au jour Q Dans la condition 2 (M+/Si/Cc+), I'épaisseur du

frustule (Tableau7) se réduit de plus en plus au fur et a mesure de I'expérimentation. En effet, elle
AEI ET OA AA vhyx i1 jETOO0 mq U v ti jEI OO pugs , A |
3 (M-/Si+/Cc+) avec desODAT AOGOO NOE AEI ET OAT 6 AA vhe t1 U the
milieu témoin correspondant a la condition 4 (M/Si-/Cc+), I'épaisseur des frustules reste stable

AOOAT O 1 oAobi OEAT AA AOAA Qieh OAT AGO T TUATTA AA v
L'évolution du volume cellulaire (Biovolume) et du rapport Surface/Volume (S/V) pour
C.closteriumest également présentée dans [€ableau7. Concernant le biovolume des cklles, il

diminue au cours de I'expérience passant de 989 fau jour 0 a 787 uni le dernier jour dans la

condition 2 (M+/Si-/Cc+) et de 809 ung au jour 0 & 645 uni au jour 15 dans la condition 3 (M

/Si+/Cc+). Le biovolume des diatomées dans la conditiod (M-/Si-/Cc+) montre des valeurs

relativement stables au cours de I'expérience avec des valeurs proches de 820 |#54).
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Tableau 7. Valeurs moyennes des mesures linéaires, n =10. Biovolume (V), surface cellulaire (S)

et rapport surface/volume (S/V) des especes d€. closterium

Milieu Longueur Diametre
Jours V (um3) S (um-2)
(Hm) (Hm)
0 57,1 (3,8) 5,7(0,7) 989 (+278) 809 (+130)
1 55,1 (+2,4) 5,6 (x0,7) 917 (+238) 765 (+101)
Condition 2
_ 3 56,3 (x4,6) 5,2 (+0,6) 815 (+236) 728 (+129)
(M+/Si-/Cc+)
9 56,1 (+5,1) 5,1(z0,8) 727 (= 215) 683 (+138)
15 55,0 (+2,0) 5,0 (+0,6) 787 (+180) 708 (+83)
0 57,2 52 809 736
1 58,0 (+2,1) 5,2 (+0,4) 829 (+169) 748 (+85)
Condition 3
_ 3 57,2 (+2,1) 4,9 (+0,3) 722 (+90) 694 (+52)
(M-/Si+/Cc+)
9 58,0 (+2,4) 4,5(x0,7) 607 (+159) 638 (+95)
15 57,7 (+2,0) 4,6 (x0,5) 645 (+137) 656 (£72)
0 57,2 52 809 736
1 56,8 (+2,0) 5,2 (+0,6) 840 (+156) 748 (+85)
Condition 4
_ 3 57,9#1,7) 5,2(x0,7) 894 (+176) 777 (x79)
(M-/Si-ICc+)
9 57,7 (+2,1) 5,0 (+0,4) 745 (+110) 708 (+66)
15 57,1(*2,1) 5,2 (x0,4) 813 (x141) 735 (+65)

La Figure 44 montre I'évolution de la bSi par surface cellulaire et du rapport S/V dans les

conditions 2 (M+/Si-/Cc+) et 3 (M-/Si+/Cc+) en fonction de la dirée de I'expérience.

Une diminution du degré de silicification des diatoméesHigure 44a) associée a une diminution

de la concentration en DSiKigure 39ab) dans les deux milieux sont observées au cours de

1 6AoDpi OEAT AA8B8cH AT AOI AART DREAOGEDI T O bi OGérioried, EAE EE i
NO6 U b A@OE gassAndde @,46. 10 pmol.bSipm2 au jour 1 & 1,42. 16 pmol.bSium2au

jour 3. On observe la méme tendance pour les cellules cultivées dans la condition 3 avec une
augmentation de la silicification des AAT 1 O1 AO EOONOBAO EI OO o At
2,5.10-2umol.bSipm28 %1 A E££ZAOh 1 8AAOI OPOEIT AA OEI EAEOI b
condition 3 les 3 premiers jours d a une plus forte concentration en silicium dans le milieu. Cette
augmentation du taux de la production de silicepeut étre due a l'augmentation de la durée de la

phase G2+M dans le cycle cellulaire des diatomées (Claquin et al., 2002 ; Hildebrand, 2085).
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partir du jour 9, la disponibilité en silicium est limitée dans les deurilieux (11,29 umol.L:t dans

la condition 2 et 13,41 umol.tt dans la condition 3Figure 39ab).

Nos résultats nous permettent de conclure que les cellules sont de moins en moins silicifiées au
AT 600 AA 1 6A@bi OEAT AA8 hélachisdaricedeQliatAndébeks derdefes D A O
sont ainsi capables de réguler la teneur en silice incorporée dans leur frustule en fonction de la

guantité de Si(OH) disponible dans le milieu sans pour autant impacter leur croissance.

3.15E-09
?5; 2.65E-09 A
Z
2
< 2.15E-09 A
£
=9
o 1.65E-09 -
(&S]
B
> 1.15E-09
8 6.50E-10 - =8—bSi/Cell surface Condition 2 (M+/Si-/Cc+)
g =0—bSi/Cell surface Condition 3 (M-/Si+/Cc+)
1.50E-10 T T T
0 5 10 15
Jours
1.2 4 b) ¥
= —,—’———1-----------'
"§ ’—o’ ‘__-_— -___--
- " --” ----~’
20,9 t_ .-
= ®-= S/V Condition 2 (M+/Si-/Cc+)
= ®-= S/V Condition 3 (M-/Si+/Cc+)
0.6 L] L] L]
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Figure 44.Taux de production de la silice par les diatomées i.e. degré de silicificatidrSj par
surface cellulaire) (a) et rapport S/V dans lacondition 2 (M+/Si-/Cc+) et 3 (M-/Si+/Cc+) (b)

$ 6 A PMZNaD et al., (2018), lesdiatoméesOd AA A1 E | iedddtidn@e 18 dispohibilité du
silicium en amincissant leurs frustulesréduisant I'impact de la diminution des taux d'absorption

du Si sur les taux de divisionCet amincissement des frustules€llules dus petites et plus fine$
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peut se traduire par une augmentation du rapport S/V. En effet, nagsultats montrent une
augmentation progressive durapport S/V au cours de l'expérience passant de 0,84 initialement &
0,92 le dernier jour dans la condition 2 i1+/Si-/Cc+) et de 0,91 initialement a 1,04 le dernier jour
dans la condition 3 (M/Si+/Cc+) (Figure 44b). En revanche dans la condition 4 (MSi-/Cc+), le
rapport S/V est relativement stable au cars de I'expérience (environ 0,91) En effet, dans cette
condition de culture lesmicro-alguesne se sont pas développées, leurs traits morphologiques sont

restés les mémes qu'au jour 0.

Ces résultats montrent que les diatomées sont capables de s'acclimater a la disponibilité en DSi
en réduisant I'épaisseur de leur frustule. Cette acclimatation peet aux cellules de continuer a
croitre jusqu'a ce que le milieu soit épuisé (Brzezinski et al., 1990 ; Paasche, 19%lon Bonato,
(2015), le rapport surface/volume des cellules (S/V) permet & la cellule d'acclimater sa capacité
a récolter la lumiére @ les nutriments dans des conditions limitantesAinsi le rapport S/V deC.
closteriuma augmenté en réponse a une acclimatation de ces cellules a une faible concentration
de DSi. L'augmentation associée du rapport S/V et la diminution de |'épaisseur dedallule
peuvent améliorer les sites de transport des nutriments (Pahlow et al., 1997) et sa cinétique
d'absorption. En effet, les protéines transporteuses de silicium (SIT) sont impliquées dans
I'absorption et le transport du silicium dans la cellule (Thanatrakoln et Hildebrand, 2008). Le
nombre et le type de SITs par surface cellulaire déterminetd capacité d'absorption du silicium
des diatomées (Leynaert et al., 2009). L'acclimatation d&. closteriumen réduisantla taille des
cellules lui permet une absorption plus efficace des nutriments limitants.La limitation en DSi
induit une diminution du volume cellulaire sur I'ensemble de la croissance en condition 2 et 3
limitée en silice (M+/SiH/Cc+ et M/Si+/Cc+) (Tableau7). Nous avons souligné que les diatomées
s'acclimatent a la limitation en silice dissoute en diminuant la taille de leurs cellules. De plus,
Leynaert et al., (2004) montrent que la cinéjue des paameétres d'absorption du Si(OH) est liée

a la taille des cellules. Vanucci et al., 2012 ont également révélé une modification du volume des

cellules dans un environnement limité en nutriments

Les résultats obtenus nous aménent a conclure que lebangements observés danke degré de
silicification et les caractéristiques morphologiques spécifiques des diatomées pennées sont une
réponse a la disponibilitédu silicium dans le milieu afin d'améliorersonabsorption, sontransport

dans lacellule et son dépét dans les SDV responsable de la formation de nouvelles valves.
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3. Influence de la disponibilité de laDSi sur la formation de biofiim a la

surface du mortier.
Les observations microscopiques montrant I'état déa bio-colonisation du mortier immergé dans
la condition 2 (M+/Si-/Cc+) apres les différentes échéances sont présentées ddadg-igure 45. Au
AT 60O AA 1 8 AOO0OAE laéurfacéddda imaggled Il est GéBessaife Od phéciddr que tous

les triplicats de mortier ne sont pas uniformes en termes de biomasse algale fixée a leur surface.

0,100mm |

0,100mm $:400mie.j 0,100mm} 0,100mm |

Jour 6 Jour 9 Jour 12 Jour 15
Figure 45.%@ A1 D1 AO A8 1T AOA OOAGBHIXI5E) dulmbrieddu (@d D, B2 BGBA O
9, 12 et jour 15 aprés immersion (exemple d'un des triplicatas).
, 6ET £ OATAA AA 1T A AEODITEAEI EOQi Adn dubisfinEdlédé AEOOT «
étudié en suivant ks parameétres photosynthétiques et la biomasse microphytobenthique a la
surface du matériau Ces mesures ont été réalisé@schaque échéance. Il convient de préciser que
ces mesures représentent un état de la bicolonisation a uninstant T. En effet, une partie du
biofilm est capable de se détacher de la surface. Par la suite, de nouvelles cellules vont s'accumuler

pour former a nouveauun biofilm.

La Figure 46a montre I'évolution de la biomasse fixée sur le mortier. Nous pouvons voir que la
colonisation du mortier évolue au cours de I'expérienceRigure 45 et Figure 46a). La biomasse
chlorophyllienne augmente dés lesgki EAOO ET 000 | ink@Ejpudd) pusqriet m  C8
fluctuation de la biomasse est observée a partir du jour 6 pour atteindre son maximum au jour 9

AOAA vmhcgt 1t C8
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La Figure 46b montre I'évolution du rapport F/F n en fonction du temps. Les résultats obtenus
indiguent que les micro-alguessont en bon état physiologigque (avec une moyenne de 0,43). Au

jour 6, le rapport R/F n est le plus faible (0,22+0,25) par rapport aux autres jours.

@)

Jours

(b) EmFv/Fm =0—ETR max
0.80 - - 115

0.67

rETR,.« (Lmol.electrons.m?.s1)

Jours

Figure 46. Dynamique de la colonisation du biofilm microphytobenthique sur le mortier en
fonction du temps : Biomasse chlorophyllienne par unité de surfade) ; Moyenne de l'indice
FJ/F m de l'efficacité de la quantité maximale de PSII (c'estdire l'indice de I'état physiologique)

et capacité photosynthétiques du biofilm (ETRa) (b) .

Les résultats de la capacité photosynthétique (rETRmaxlrigure 46b) montrent un meilleur taux
de transport d'électrons pendant les deux premiers jours de I'expérience avec
80,47+103 pmol.électrons.m2.s1 et 43,99+79 pmol.électrons.m2.st. Une diminution

progressive de la capacité photosynthétique est observée au cours de la période d'immersion pour
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atteindre des valeurs minimales au jour 6 et au jour 15 (7,7218B, et

8,237 3 umol.électrons.mz2.s 1 respectivement).

L'influence de la dsponibilité en DSi sur la colonisation du mortier par le biofilm a été étudiée en
surveillant les parameétres photosynthétiques et la biomasse de Chlpendant I'expérience. Le
rapport F/Fm est un indicateur de stress nutritionnel des cellules chlorophyliene. On peut donc
supposer que la diminution du rapport k/F  apres 6 jours d'immersion peut étre la conséquence
d'une compétition accrue entre les diatomées pour I'acces a la lumiére ou aux nutriments. De plus,
la silice dissoute disponible dans I'environement est presque nulle a cette période, ce qui
provoque un stress pour les diatomées. Un meilleur développement du biofilm observé au jour 9
a conduit a la création d'un micrehabitat permettant a I'espéce de s'acclimater aux changements
de son milieu, @ qui peut expliquer I'augmentation du KF  (Parkhill et al., 2001) malgré la faible
concentration en nutriments et le pH élevé. Cependant, le/Fn n'atteindra plus les valeurs

obtenues lors de la phase initiale de développement du biofilm.

Les rendemens photosynthétiques R/Fm et la capacité photosynthétique maximale rETRx
diminuent progressivement tout au long de I'expérience en raison de la limitation en silicium.
Seules quelgques études ont traité de l'effet de la limitation en Si sur la photosyg#e. Dans une
étude réalisée sur deux diatomées pélagiques, Napoléon et al., (2013) ont montré que les
paramétres photosynthétiques étaient faiblement influencés par la limitation en Si, mais la
limitation appliquée dans notre étude est plus importante. plus, le déclin de la capacité
photosynthétique peut étre di & une diminution de I'absorption de I'énergie lumineussuite a

1 8 AAAT Ei AdbuleSeBréduisaitfaqQuantité de leurs pigments. En effet, Jungandreas et al.,
(2012) ont démontré que la réduction de la chlorophyllea est une acclimatation a la diminution
du taux de croissance puisqu'elle va réduire la quantité d'énergie lumineuse absorbée agsaire

au maintien de la synthése de la biomasse. Les performances photosynthétiquesGdelosterium
sont donc perturbées par les conditions environnementales du milieu conduisant a une

acclimatation des cellules.
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Conclusion
#AOOA i OOAA iker Brflueric&ddin mottidr Gilisdux sur la cinétique de croissance de

la diatomée C. closteriumcultivée dans un milieu limité en silicium. Le suivi en laboratoire a

montré gue la diatomée était capable d'assimiler la silice dissoute (Si(Ohiprovenantdu mortier.

L'augmentation du pH a eu un effet sur la quantité de silice dissoute (DSi) absorbée par les
diatomées puisqu'elle a rendu le Si(OH)indisponible pour C. closteriuma partir du 6éme jour de
I'expérimentation dans la condition 2(M+/Si/Cc+) et & partir du 12¢me jour pour la condition 3
(M-/Si+/Cc+8 , A0 AOPiI AARO i OOAEi AO OiI 10 AAPAAT A ABAEC
améliorer I'absorption et le transport du silicium dans la cellule. Les diatomées ont assimilé toute

la DSi présente das la solution. La disponibilit¢é en silicium a également engendré des

modifications sur le degré de silicification des diatomées.

En milieu naturel, la dissolution de la DSiu mortier des structures artificielles ne sera pas limitée
par le pH en raison des grands volumes de masse d'eau et des courants. Ainsi, ces structures
artificielles permettraient d'apporter de nouvelles sources de silicium assimilables par le
microphytobenthos et le phytoplancton. Cegésultats suggérent que les structures maritimes en
béton participeraient a la restauration des producteurs primaires apportant de nouvelles

ressources trophiques pour le développement de la faune et de la flore marine sarsubstrat.
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Effet du biofilm microphytobenthique sur le mortier en milieu marin

Introduction

, A0 1T AOi OEAOD® AEI A1l OAEOAO A@gpi 6i 6 U 16AAO0 AA i
chimiques, physiques et biologigues. Comme présenté précédemment dans le chapitre

AEAT ET COAPEENOARh 1 38AEEAO AA 1 6 AAOE O&Erdrbredsesi 1 1 CEN
études. Il en résulte que les propriétés chimiques et microstructurales du matériau cimentaire

vont étre modifiés suite au développement de micro et macrorganismes.

$ATO0 AA AT 1 OA@OAR OT A i OOAA O | leflCmictdiddtufe etA i Oi  (
la composition du mortier afin d'apporter des réponses sut'évolution de ceuxci en fonction de

plusieurs parameétresq, I A T E1 EAO | pOi OAT AA AET 1T CENOGA 10O 111
long terme). Cette étudeO8 A OO A tif@diertdds écAéancependant une périodeallant de 10

a 360jours.

Pour ce faire, undispositif expérimental a &é réalisé en laboratoire (milieu contrblé) et en
mésocosme semiermé (eau de mer naturelld afin de pouvoir comparer les différences
observéesau sein de la matricesuite a sa biecolonisation. La biccolonisation en laboratoire a été

réalisé en inoculan les milieux parune espéceale datomée qui estC.closterium.

L'influence de la bio-colonisation sur la couche superficielle (premiers millimétres) du mortier a
i Oi PDAOOEAOI E1 OAT AT O i OA1 Oi A AT i OOAEAT @insi 81 OT 1 C
que la diffusiondese T 1T O AEI T OOOA A1 & 1T AQGETT AAO AT 1T AEOQETI
problématique, un protocole adaptébasé sur une caractérisation chimique, biologique et

microstructurale a également été mis en place.

Afin de distingueO 1 A0 AEZAOO AA 1 6 AOOAN Geblonkdionidé cglei NeOA AT C,

AA 16AAO0 AA 1 AO AOOEAEAEAIT As

|. Dispositif expérimental

Le matériau cimentaire étudé dans ce chapitre est un mortier siliceux. L&igure 47 présente

1 6AT OAT AT A AO DpOT OT AT 1 A Agpbi OEIi AT OAT 01 Al EOi DI C
échantillons (taille variable suivant les tests réalisés), ceugi ont été conservés pendant 90 jours

U OAI bi OAOOOA Al AEAT OApreéa Cette(péripde, ieb éciadtifodsl oft/éie O 8
immergés dans différents milieux (voir partie 11 et 12.) pendant une durée déterminée (:80-90-

180-260-360 jours). Les immersions ont commencé en septembre 2019 et ont pris fin en
septembre 2020. Différents esais ont été mis en place afin de comprendre 8 A £F£AO- AA 1 A

colonisation sur la surface du mortier enfonction des différents paramétres environnementaux.
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Figure 47. Protocole expérimental de cette étude
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Lesuividelabiecl 1 TT EOAOET T AO AA 1 8AAOEOEOiI AEI T T CENOA
photosynthétiques, des indicateurs de biomasse et des observations microscopiques. La
Al i T OEOGEIT AEEI ENOA AO 1681 011 00ETT AA ¥A 1 EAC
AT AOGAOOGAOGET T O - %" T %$ 3 hLasishahcA & |ddfdlsion déDidngichidises * h A O
du mortier ont été également étudiésA £AET AA OOEOOA | §i ddifohctoddelld AA O,
AOOi A AO AO T EITIEAO ABEI T AOOGETT 8
1. En laboratoire

1.1. MatérielsetmEl EAO AJ E inlofieisOET T AAO
Le dispositif expérimental, récemment mis en place pafFerrero, (2018), est trés facilement
reproductible. Il se compose déacs (L=30cm, I= 36cm, h= 40cngouleur opaque permettant a la
1 O ET OA AA bDAOCHa6H idéhlghe pAus Bltes RESProuvettes, la face étudiée
correspondacelle qui était en contact avete fond du moule lors du coulage Cette derniére est
orientée vers le haut du bac afirA 6 8 O @&dlonidéE.leOT | O A AGAAO AT T OAT O AA]
de10LPAOI AOOAT O AET OE AO@ i pOil OOAOOAOG A6800A O1 OAI
I FET AA AEZELE OAT AEAO 1 6AEEAO AA 1 8AAQEOEOI AET T
i E1 EAO@ Adohtite duoi€sEtiinktallés en laboratoireTableaus ; Figure 48). Le premier
AT OOAOBPITA U O1 TEIEAO AB%AO AA 1T AO ' OOEEZEAEAT T A
de colonisation) Figure48A Q8 , 6 AAO AA 1T AO ' OOEZAZEAEATT A A i 0i C
Spectrum Brand dosé a 33,3 gi(Atkinson and Bingma, 1997. Ces sels contiennent ledéments
majeurs, mineursetoligoi 1 7 I AT OO0 AOOAT OEAT O OAOOI O&niiliéuaA Al O 1 i
i Oi Oi ¢cOI ET1 OAT AT O OAT 1T OOGAT i A PT 6O AT AOOOA ATTO
naturelle.

Tableau88 #1171 OOEOOAT O AAO 1 EI EAOD AGEindtaleo&ET 1 O AAC

laboratoire
Eau de merArtificielle Eau de merArtificielle
Volume (L) _ )
(EA) + Diatomées (EAC)
Eau distillée + sels 10 0
marins (33,3 g/L)
Milieu de Conway (Eau
distillée + sels marins 0 9
(33,3 g/L) + nutriments)
C. closterium 0 1
Total 10 10
Renouvellement en eau Oul Ooul
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a)

Figure 48. Dispositif expérimental des 2 environnements étudiés en laboratoire, mortiers

immergés(a) ; dans le milieu EA (b) : dans le milieuEAC

LeAAOOGETI T A T EITEAO AOO O1 T EIEAO ATibDiOi A8BwAO AZ
Conway, voir chapitre2) et des diatomées étudiéesC. closterium (milieu nommé EAC)(Figure
480).51 OUOOI i A AGETEAAOQEIT AGAEO A i 0i ETOOAI T

T OOOEiI AT OO AO AAO AEAOI i,i(Aghre ME Le® Hiato&ed sorit GeA DDT 00
organismes photosynthétiques, elles ont besoin de lumiére pour se développer et ainsi réaliser la

PET O OUT OET OA8 ' AAOOA Z£ZET h ONEROAGA EDRA QI19UshO AT AG O
un cycle lumiére/obscurité équivalent a un cycle journalier naturel, a été installée adessus du

bac (Figure 49). Le milieu a également été renouvelé toutes les trois semaines afin de continuer

1 6ADDT OO0 AT 1 OOOEI AT OO0 1 i AA GCQlbsteDdblud, deci pedrietE OOAT A
Agi 1 EIi ETAO 1T A0 AAT1O1 A0 11 OO ARRD AlRY (srdbnddae QMO U
AGi OAPT OAOGET T Q8 )I AOGO U 1T10AO0 NOA T A OATT OOATI A

premier confinement (Mars a Mai 2020).

| | Lumiére LED

I% Injection d’air
o — B

o@o +«—— Milieu EAC
S ] e e
— Mortier

Figure 49. Dispositifexpérimental installé en laboratoire pour le milieu EAC

, A0 AOOAEO AGEI |1 AOOETT Oi AT EOGIi O Al 1 AAT OAOT EOA
matériau de fagonaccélérée pisque toutes les conditions de croissances sont optimaleAinsi 36
éprouvettes @110 mm x H50 mm (soit 18 éprouvettes@110 mm x H50 mm pour les deux milieux

étudiés) ont été immergées, pour réaliser les analyses aux différentes échéances. Il y a également

24 cubes de mortier (10mm x10 mm x5 mm) qui ont été placé dans le fond du bac pour les deux
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milieux contr6lés en laboratoire. Ces échantillons ont été utilisés pour réaliser les images MEB,

fluorescencepar microscope optiquen (Fgure 47).

2. Mésocosme Eau de mer Naturelle (EN)

- - ~ - PN

2.1. MatérielsAO ET OOAI 1 AGET 1

AO T EITEAO AGEI T AOOI
Des mésocosmesemi-fermés ont été installés au sein de la Station Marine dDRE@Unicaena

Luc-sur-Mer (Figure 50). Ces mésosomes sont des bacs disposés les ung@ @és autres et reliés

par des tuyaux permettantA AEOAOI AOETT ABAAO AA T A0O8 ,8AAO0 AA
AGO Oi AOPi Oi A PAO 1T A OOAOCEIT 1T AOETA U 1B8AEAA AdC
Cette eau est non filtrée. Ceystéeme permettra alors le développement de macralgues et
ABAOOOAO I EAOT PEUOT AAT OET O 0060 1T A OOOZAAA AAO i
transparente permettant la lumiere solaire, nécessaire a la photosynthése, de pénétrer.

, 6EI 1 ADOET DI AT 01l A PAOIi AOOOA AET OE A61 AOAOOGAO 106A
organismes marins sur le matériau dans des conditions se rapprochant du miligusitu. Ce milieu

AT i T O0i AGwAO AA T AO . AOOOAITT A AGO Ti1ii1i %. 8

Les éprouvettes de mortiersont été placées dans des bacs différents correspondant a un ordre de

Oi AOPi OAOET 1T OOEOAT O 1 AO i AEi AT AROG8 ,B8EI T AOOGEIT I
septembre 2019 aseptembre 2020. Au total, 18 éprouvettes@d110 mm x H50 mm ont été

immergées pour réaliser les analyses aux différentes échéances. Il y a également 12 cubes de

mortier (10 mm x10 mm x5 mm) qui ont été immergés dans € dispositif.

Figure 50. Dispositif expérimentaldesmortiers immergés dans le milieu &
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. Suivi de la olonisation des éprouvettes de mortiers

1. %01 1 OOET 1T AAO AEAAOAOOO AT OEOITT1AI AT O.

Le suivi de certains paramétres environnementaux (pH et température) a été réalisé lors de la
récupération des éprouvettes de mortier a chague échéance pour les différents milieux étudiés

(EA, EAC et EN).

51T A OAOEAOQOEIT AA b( AOGO TAOGAOOGI A AAT O 1AO0 1 EIEAOD
Figure 51). En effet, une augmentation du pH (pH de 9,02) est observée dés les premiers jours

AG EI | AQ@ijaurs) dans le milieu contenant la diatoméeC. closterium.Cette valeur va

diminuer puis réaugmenter au cours du temps. Cette évolution du pH peut étre due au relargage

A 8 E 1 7 r latndatrice cimentaire suite au phénoméne de lixiviation de la portlandite. Nous le

Ai 171 O0OAOTTO PAO 1T A OOEOA COYAA AO@ Al AIBKALHE OED
photosynthétique des micrcA1 COAO A@bl ENOAT O 1 A0 AEEE OAT AAO 1/
a pas de développement algal. Par ailleurs, le renouvellement du milieu peut expliquer la

AEI ET OOEIT AO DP( AO AT OOénedulle mednatiurélld(BN)EgUre®), %1 OAO
le pH reste stable avec une valeur autour de 7,60. La stabilisation du pH est due au renouvellement
coninudeAA | E1 EAO AT 1 OOAEOAI AT O AOo 1 EIEAO® ABEI I AO
En ce qui concerne la température, elle est restée relativement stable (autour des 1FiQure 51)

AO AT 600 AA 1 6Agbi OEi AT OAOCEIT DPI OGO 1AO I EIEAOD ¢
Par contre, une variation de température a été enregistrée dans le milieu EN. Cette variation

O 6 Aqgud par la saisonnalité (immersion entre septembre 2019 et décembre 2020). Cette
saisonnalité a favorisé la succession de diverses communautés algales obsens&kssurface des

échantillons.
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Température

0 100 200 300
Jours
—8—pH (EA) —&—pH (EAC) —®—pH (EN)

- ®- T°C (EA et EAC) = ®= T°C (EN)

Figure 51. Evolution du pH(ligne en gras)et de la température(ligne en pointillé) en fonction
AA 1T A AOOi A AO AGBAEACeEENYD AGEI | AOOEIT I

2. Fluorescence par mesure PAMJunior PAM

LAO 1 AOOOA O etAdlacapacitéplidoyriEndtique du biofilm ont étéeffectuéesa chaque
échéance pour les 2 environnements (EAC et EN) sur les éprouvet@10 mm x H50mm

(Annexelab).

Le suivi de la biomasse chlorophyllienne fixée a la surface dwntier a été réalisé gracd) 1 8 ET AEAA

Fo (Figure 52a). Les résultatsobtenus pour les mortiers immergés en laboratoire (EAC) montrent,

AT O 1TAO POAI EAOO ETI OO0 ABEI T AOOEIT jpm EwadOOgh O
supérieure a celle obtenue aux échéances a plus long terme. Le biofilm est mature au bout
A6 AT OEOIT puv ET O0O0O8 0AO I-dolondAlienCest mbsedvEel(aveEiut@A OOA OF

iTUATTA AA pyx O8AQ EOONOGU O1 OAérkidd (eek unkT O DI O
biomasse de 102 u.a). La formation progressive du biofilm est nettement visible sur les
éprouvettes de mortier au cours du tempsAnnexep AAQ8 , A AET £ZEI I O8AO0O POI

et est devenu visible macroscopiguement.

EncequicohAOT A 1T A 17T OOEAO Eiil AOCci AT %. h 13ETAEAA A
AT OO0 AA omn EI 600 AGEI I ADIOEIN T E QAQR 108 hAI bAAEGD AIO
i ETEI Of 0O O1 1 AgeEi 6f U AEANOA i AEi AT AA8de! POT O

biomasse fixée a la surface du matériau réaugmentsgptembre 220) avec une valeur de 149 u.a.
En eau de mer naturelle, les épisodes saisonniers influencent fortement la disponibilité des
T OOOEI AT OO AAT O T A AT1111TA Adjldnke@sontsdas fateusOh 1 A
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favorisant le développement de certaines espéces. Une succession saisonniére peut ainsi étre
visible. Il est, dans ce cas, important de préciser que le suivi de la colonisation a débuté pendant

la période automnale.

Par ailleurs, I'activité debroutage desmicro-alguespar des protozoaires, métazoaires (rotiferes,

Ti1 AOT ARG8Q T O AOOOAOG CAOOGIpadt épliduér @ dikiution de ld EA OT Al
biomasse algale a la surface des éprouvettes. Le biofilm moins dense aaiees échéances a

également favorisé le développement des macralguesU pyn AO ocen ET OO0 ABEI |
p AAQ8 # ADbATypddedmesured iefibrixdse est relativement important a certaines
échéances (aprés 30 et 360 jourA 8 ET1 | AOOETT DBAO AgAi pi Aq AO Ai PAI
i AOOOA8 %l OAOAT AEAh 1T AO Oi 60i OAOO AT OACEOGOOI O
colonisation du matériau. les Figure 52a et Figure 52b montrent également que la biomasse du
microphytobenthos ainsi que son état physiologique sont senslies aux variations de température

des cycles saisonniers (entre 10 et 17 JGFigure 51). Deplus, chaque espece de diatomée a une

gamme deOAT bi OAOOOAO 1 POEI AT A0 AA AOI EOOAT AA AT T 1
DOi OAT OAOG U 1 A OOOAAAA OM@® AOAOGENOOd A SNOBEAE GiA AA
observeé en laboratoire car elle est maintenue constante a I€.

, 0AOO0EI AGETT AO OAT AAI AT O NEAPABNAD AA BETI OREO0C
physiologique des micrealgues fixées sur les éprouveédes de mortier (Figure 52b). Il présente

1 6ADOEOOAA AAO AAI 1 01 A0 AICAITAO U Oideimatierd O 1 A E
organique. Il est donc sensible & certains facteurs abiotiques comme la lumiére et la concentration

en sels nutritifs du milieu environnant. Les résultats obtenus montrent qué & E 1dé& Eéfaf

DPEUOEI 1 1T CENOA AO AET A&IFh=0%000r leimiliek BN e 0,58 pourileimliehT T A &
EAC. Ces résultatsévélent un trés bon état physiologiquedu microphytobenthos. Le biofilm

formé a la surface du mortier© 8 Ai€h@cclimatéaux variations saisonniéres en milieu EN et aux

conditions de culture en laborabire (EAC) Le R/Fmn associé a la biomasse du microphytobenthos
(FoomontreNOA 1 A AET #iwdloppé edcdiraai®a soizehironnement eison substrat

La capacité photosynthétigue maximale (rETRax) des espéces d'algues a biofilm est présemté
par la Figure 5208 , AO Oi 001 OAOO 111 O0CO0AT O NOGAT 1 EIEAO |
d'électrons du photosystémePSlIIdu biofilm fixé sur le mortier a observé beaucoup de variations

A~ L o~ o~ = A

EOONOGSU AOOAET AOA OT A OAI AOO 1 Agmkdl A U wn ET O00C
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Figure 52.Dynamique de la colonisation par le biofilm microphytobenthique sur du mortier en

fonction du temps dans les deux milieux étudiés (en Eau de mer Artificielle + biofilm de
C.closterium+ nutriments (EAC) (ligne en gras) et en Eau de mer naturelle + biofilnaturel
(EN) (ligne en pointillée)) : (a) Biomasse chlorophyllienne kdu microphytobenthos et indice
FIFm2 AT AAT AT O NOAT OERNOA | AGEI OI A0 o@®)ChpagtE A8 ) 1 A
photosynthétiqgue maximaledu biofilm (rETRmax,{ | | &.n#2.s1)
Dans le milieu ENil estanoterNO6 U wm ET OO0 AO ¢ @ffimabgmén@@lord 8 ET | AC

que les indices de biomasse atteignent leur plus faitdealeurs (74 et 48 u.a respectivement) avec
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une température de 10°C et 17°C ce qui signifie qued microphytobenthos, présent en surface du
mortier, O6 AOO AAADPOTI U AAO (Eduiebl A0 AA OAI pi OAOOOAO
La capacitéphotosynthétique des microalgues dépend de I'énergie lumineuse nécessaire pour
saturer la photosynthése. Contrairement aux essais en laboratoire, ou une espéce de diatomée est
étudiée, eneau de mer naturelleles variations de la composition des communautés de micro
algues peuventinfluencer la capacité photosynthétique car chaque espece a une capacité
maximale qui lui est propre. La capacité photosynthétiqgue des micralgues peut également étre
influencée par d'autres facteurs abiotiques tels que la température ou la disponibilitées
nutriments qui vont varier au cours des saisons. Il est donc important de connaitre les espéces qui

composent le biofilm afin d'évaluer la productivité primaire

%l [ EIEAO AT TOOEIiT jw #qh 1T A OOAT OPT OO Ad&i 1 AA
C closteriumA O AT 600 AO OAI PO AOAAmDdL Res bskals Ar ldbdkatoked ¢
DAOI AOOGAT O AA i AyOOEOAO 1 8ATOAT AT A ARG DPAOAI
photosynthétiques des micreA1 COA O 8 %1 Iunifietde@tfia tdnp@iatlréshnt eblsi

01 6060 AO 1117¢c AA 16A@DPi OEAT AA AOAEgukeAD. LAmIiBU AO AA
est égalementenouvelé régulierement en nutriments pour permettre un développement optimal

et continu des diatomées mai§ CAIT AT AT O BT OO CAOAT OEO 18Ei i AOOEI
iTOOEAO AO AT OO0 AA 1 6Aopi ORI ABAAOET DAPADI AT OAC
3. TauxAd AT AOAOOAIT AT O

Labio-colonisation du mortier aégalement étésuivie par spectrocolorimétrie sur les éprouvettes

@110 mm x H50 mmeni AOOOAT O 1 AOG OA1I AOOO ABET OAT OEOT ABdAI
ABGEI I AOOGET 1T AAhGNaBALKIgERSOBT ARAAAT 11 .
i Oi OTEEI Of A PI 6O 1 A0 AAO@ Al GEOI 1
Fo (Figure 52a). Une augmentation progressive de la bioolonisation du mortier est relevée en
présence deC. closteriumj | ET1 EAO %! #q EOONOSU wn ET OO0 ABEI T AO
de 6,5% puis ce taux setabilise autour des 6%.

En eau de mer naturelle(EN),1 8 ET OAT OEOT AB3AT AOAOOGAT AT O AO 110
DOAT EAOO ET OQI joiv® Bved uheDV@lELr de 8%Les mesures du spectrométre

montrent ensuite que le mortier est moins recouvert de biofilm apres cette échéance. En effet,

| ETCOATABEAT AOAOGOAT AT O AOGO U thwb APOT O om EIT OO0O
1 6ET1 EOEAOQOETIT AO AEI EZEI I 1T6A00O EAI AEO ETITTCIiTA O
uneOOAAEI EOAOCETIT AO AET £EI I AOGO 1T AOGAOOI A AO AT 60O
Encd PAOAT O 1 81 Ol-doln@&tibnidesZgkounetles de Enbrtier & partir des valeurs

obtenues par le suivi du tauxA ddhassementetdel 8 ET AEAA A uneAdiEdrdnde @O A &
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tendance entre les deux environnements est observée En effet, s mesues PAM sont plus
pOi AEOAO AO PAOI AOOGAT O ABAOI EO AAO EI EBARAEBEDD
PDET O Oul OEi OENOA AO 1 EAOI PEUOI AAT OET 68 #AO 1 AOC

1 6AT OEOITTAITATO AO AO OOAOGOAO OO0 1T A Ai OAI T PPAI

12

[EnY
o
1

—e—-EAC EN

~—t
. CoT

0 ! T T T

0 100 200 300
Jours

oo
1

Taux d'encrassement (%)
o

"EAT NOA 1 6AT AlfalteCshr leb hénteDtripirdta® de rbitiertout au long de
1 6A@Di OEAT AAh iteStA iéalisésh paf & suite, s @ fes dprBudettes de mortier sont

destructifs, ces résultats nous donnent néanmoingles informations sur la tendance ded

cinétique de bio-colonisation en fonction du tempsA8 ET1 | AOOETT AAT O 1 A0 AAO®
étudiés.
, 8ET OAT OEO7 AB6AT AOAOGOGAT AT O O1 6O AT i T A TA&G 1 AG00/

et activité photosynthétique du microphytobenthos a partir des mesures PAM vont permettre de
comprendre leurseffets a long terme sur la surface de la matrice cimentaire en les comparant avec
1 A0 Oi 001 OAOO 1T ACAT OO AOGAA 1 8AT GEOTTTATAT O %! ji

4. Observation par macroscopie optique et par fluorescence

La colonisation du matériau a été étudié a travers des observations au macroscope sur des petits
échantillons 10 mm x 10 mm x 5nm a différentes échéances dans les milieux eau de mer
artificielle avec diatomée (EAC) et eau de mer naturelle (EN). Cette méthode permet de visualiser
lacolonisatdd U 1T A OOOZAAA AO i AOi OEAO8 , A Ail11EOAOQEI
méme a de faible grossissement{gure 54), la fluorescence a penis de révéler la biomasse fixée

sur les échantillons de mortier.
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Suite a ces observations, le taux de recouvrement est présent@bleau 9. On note ue
augmentation de la colonisation par le microphytobenthos en fonction du temps et ce dans les
deux environnements (EAC et EN). En effet, les valeurs passent de 0 a 30 % de recouvrement du
iTOOEAO EiiAogi AAT O 1A
ABEI T AOOGEI T 8

Tableau 9. Taux de recouvrement des mortiers aprés immersion en Eau de mer Artificielle +

C.closterium(EAC) et en Eau de mer Naturkel (EN) & différentes échéances

Milieu Jour O 10 jours | 30jours | 90 jours | 180 jours | 270 jours | 360 jours
EAC 0% 11,7% 22,5% 18,7% 18,1% 23,3% 30%
EN 0% 15,3% 13% 23,6% 31,6% 25,1% 33,6%

Malgré les précautions prises lors de la fabrication et le sciage des mortiers, des petites cavités

ont été formées surllOOOEAAAA8 Y1 A T O0i T AOGAOOGI NOA AAOOAET A
01106 ETOOATTi AOGO AO POET AEPAT AT AT O AAT O 1T A TEIEA
protéger les espéces contre les brouteurs et autres prédateurs.

Par ailleurs, naus avons remarqué guelques cristaux de sels sur les échantillons de mortiers

immergés dans le milieu eau de mer artificielle avec diatomée (EAC). Les conditions de laboratoire

IT0 POI AAAT AT AT O EAOI OEOi 1A Ai PEO AA RBAADOEOAI]
Oi1T OATT OOAIT T AT AT 68 #AO AOEOOAC

AOEOOAOD TiTi ATTTETO
observé méme quelques cellules d€. closterium (Figure 54) sur ceuxci.

161160
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Eau de mer naturelle (EN)

Surface non
colonisée
Surface du
mortier
Surface
colonisée

2mm

Cristaux de

sels

Figure 54. Observations macroscopiques (X80) de mortiers (10 mm x 10 mm x 5 mm)
immergés a 10 et 360 jours (a gauche) ;iBervations macroscopiques par fluorescencEGFRa
droite) en EN et EAC, la couleur verte est spécifique au pigment chlorophyllien du

microphytobenthos fixé sur les échantillons, le noir représente la zone du mortier non colonisé
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5. Observation au MEB

Les observations au Microscope Electronique a Balayage (MEB) ont été réalisées a chaque

i AEi AT AAh AA pn U o ¢eséchahtifOs®0 nink 0 imm A1D & imimerggd O

en EAC et en EN. Nous nous sommes principalement focalisés sur les images représentatives des
diatomées et bactéries observées et de leurs sécrétions sur le substrat (EPSubstances
Polyméres Extracellulaires). Les images MEBTa® DAOI EO Adi OOAEAO 1 AO
morphologiques des diatomées composant le biofilm a la surface du mortier. La microstructure

et la morphologie des phases de la matrice a quant a elle été plus particulierement étudié dans la

partie lll. 2.2.2. dece chapitre.

, AO T AOCAOOAQGETTO -%" AAO 11 OO0EAOO Eiil AOCci O AATC
Cclosteriumj %! #q 110 111007 OT A AT111EOAQEIT DHOI COAOOI
Les cellules deC.closterium sont agglomérées sous fane de biofilm et incorporées dans une

matrice composée de substances polymériques extracellulaires (EP$)jdqure 55ab).

— 10pm  JEOL 12/14/2020
2.0kV LED SEM WD 5.7mm  16:09:38

Figure 55.% @ A | D Ibdkervalidnd au microscope électronique a balayaga différents
grossissementsgde biofilms deC. closteriunfixéssur le morter ADOT O ocoemn EI QOO AGEI I
b, c et d) (b: bactéries ; EPS : Substances Polymeéres Extracellulaires sécrétées par les micro

organismes)
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Les diatoméesC.closterium cultivées en laboratoire sont caractéisées par une forme allongée
(Figure 55ab) dont quelquesunes sont torsadées Kigure 55c¢). Les images MEB nous montrent
i CAT AT AT O 1T A DOi ©Orddnidmks. Bnéeffed) Ddesigdssisseedts plus importants,
des souches bactériennes de typ@acillus sont identifiables. &s bactéries sont alcaline
résistantes ce qui peut expliquer leur présence et leur développement a la surface du mortier
(Figure 55chb).

En ce qui concee les mortiers immergés en eau de mer naturelle, les observations MEB ont
montré une plus grande diversité d'espéces microphytobenthiques. Par ailleurs, de nombreux
fragments de diatomées avec de fortes densités de cellules incorporées dans une matriée%tl0 3
(Figure56)T 1T O 1 61 1T AOGAOOI 68 #AOOA 1 AOOEAA OAAT OOOA bC

12/14/2
WD 6.3mm 16:54:33

x20,000 3.0kvV LED

Figure 56. %@ A | D Ibdkervatidnd au microscope électronique a balayage de biofilms
avec EPS (Substances Polyméres Extracellulaires) sur le mortier aprés 360 jours
ABEI 1T AOOGETT AT AAOG AA TAO 1TAOOOAITI
Une colonisation bactérienne a égaleant été observée a la surface des mortierd=igure 57 et
Figure 58). Certaines diatomées ont des cellules bactériennes attachéeleur frustule (Figure 57).
Les diatomées et les bactéries peuvent avoune interaction dite mutualiste. En effet, cette
association permet par exemple de favoriser la formation de biofilwindler et al., 2015; Salta et
al., 2013)etdA O6 ADDI OOAO AA 1 AT E1 OA {(WewDdhdWHedler, 3047 O1 OOA
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—
3.0kv LED SEM

Figure 57. Observations au microscope électronique balayage de biofilms avec EPS

(Substances Polyméres Extracellulaires) et bactériedy.

Les images MEB montrent des diatomées ayant deux grands types de morpholagiees

centriques qui présentent une symétrie centrale et les pennées qui ont ursgmeétrie bilatérale

(Figure 58). Les diatomées pennées sont ensuite séparées entre les araphides et les raphides en

Al TAOETT AA 1T A paphiéQA iaghd est ude fénie Tongikudirliobsérvé au niveau

du frustule qui est notamment impliqué dans le glissementz AAO AEAOT i1 AO OEA |
mucilage(Round et al., 1990)

, AO T AOAOOAOEITO AO -%" AAO 11 OOEAOO Eiil AOCi O ¢/
i7T1 O00AO 1 6AATTAATAA AO 1A AEOAOOEOiI AAO AEAOQIT i1/
modifications abiotigues du milieu liées notammeaet a la saisonnalité. Une analyse plus
approfondie des observations réalisées permettrait de déterminer les principaux genres de

diatomées présents dans les échantillons. Nous avons également pu constater la trés grande

Oi AOi OET 1T Ad %03 raédtant il A RAEROOETTTAOA®AI A AT i Pl AGE 4

substrat.
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Figure 58.%@ A | D Ibdkrvatiand au Microscope Electronique & Balayage de biofilms
microphytobenthiquesU 1T A OOOZAAA AO 11 OOEAO APOT O ooem ET «
naturelle. Le biofilm est composé de diatomées pennales avec ou dépourvues de raphé (1), de

diatomées centiques (2), de bactéries lf).
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