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Introduction

1-Introduction

Le ciment est I’'un des matériaux les plus produits dans le monde. Chaque année, pres de 3700
millions de tonnes de ciment sont fabriquées et 1’industrie cimentaire note une amélioration de
21% depuis 2008(Olivier, 2016). Le béton fabriqué a partir de ce matériau présente de
nombreux avantages dans le domaine de la construction, il est rapide a mettre en place, il
s’adapte aux géométries et posséde une bonne durabilité. Cependant, celui-ci est soumis a
l'action atmosphérique de plusieurs agents physiques, chimiques et biologique (Saiz-Jimenez,
1997 ; LeM¢étayer-Levrel et al, 1999 ; Warscheid et Braams, 2000). En effet, les pierres
carbonatées sont particuliecrement sensibles aux intempéries. De plus, la dissolution
progressive de la matrice minérale entraine 1’augmentation de la porosité, la fissuration et par

conséquent, la diminution des caractéristiques mécaniques (Tiano et al., 1999).

Pour diminuer la susceptibilité a la pourriture, de nombreux traitements de conservation ont
été appliqués dans le but de modifier certaines caractéristiques de la pierre et qui visent
principalement a protéger la pierre contre la pénétration d'eau et d'autres agents d'altération

(Delgado Rodrigue, 2001 ; Moropoulou et al., 2003).

Les traitements organiques par les solvants entrainent généralement la formation
d'incompatibilités. De plus, les grandes quantités de solvants organiques utilisés contribuent a
la pollution. En revanche, les traitements inorganiques peuvent étre préférables car les
matériaux en pierre et les matériaux de consolidation partagent une certaine affinité physico-

chimique (Camaiti et al., 1988; Rodriguez-Navarro et al., 2003).

Le maintien des pierres cimentaires nécessite un entretien récurrent car les fissures sont
inévitables dans ces structures (Kantzas ef al., 1992; Jonkers, 2008; Adjoud;j et al., 2014 ;
Shaheen et Khushnood, 2018). Le systéme de béton auto-cicatrisant est appliqué par insertion
de microbes calcifiants, et est congu pour l’auto-traitement du béton, pour éviter les
réparations externes (Stocks-Fischer et al., 1999 ; Ramakrishnan et al., 2001 ; Chaurasia et
al., 2014). En outre, lutilisation de microbes, notamment, les bactéries du genre
Bacillus, Pseudomonas et quelques autres bactéries alcalines du sol améliorent la résistance
mécanique de la matrice du béton contre la corrosion en laissant la structure du systéme intact
(Arias et Fernandez, 2008 ; Daskalakis et al., 2013; Cho et al., 2015 ; Khushnood et al.,
2018).
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C’est sur cette logique que 1’objectif du présent travail s’articule et vise, par conséquent, la
recherche des bactéries du genre Bacillus carbonatogeénes des sites rocheux et leurs

applications dans la bio-cicatrisation de matériaux cimentaires.

Pour ce faire, une synthése des principaux événements scientifiques en relation avec les
matériaux cimentaires, le béton, la carbonatation, et le traitement de fissures formées sur la
matrice cimentaire ,a été développée (revue bibliographique). L’étude expérimentale et la
partic résultats sont scindées en deux grandes parties; la premicre est consacrée a
I’échantillonnage, 1’isolement des bactéries du genre Bacillus ; la deuxieme partie a concerné
la sélection et la caractérisation des Bacillus sp. carbonatogenes des sites rocheux, dans le but
de les utilisées comme des agents bio-cicatrisants de matériaux cimentaires. Dans cette partie
un protocole expérimental a été¢ développé et adapté afin de réaliser I’objectif souhaité. Les
résultats ont fait I’objet d’une discussion approfondie pour comparer nos résultats a ceux,
déja, développés par des travaux antérieurs. Le mémoire se termine par une conclusion qui

ouvre des perspectives de recherche sur le théme étudié.
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2-Revue bibliographique

2.1-Généralités sur les matériaux cimentaires

Les matériaux a base cimentaires sont des géo-suspensions a forte concentration volumique
de particules solides (grains). Ils peuvent étre aussi considérés comme étant des matériaux
multiphasiques constitués de trois phases (solide, liquide et gazeuse). Ces trois phases sont
présentées par les grains, 1’eau et ’air qui constituent ce matériau. Dans le domaine de la
construction, les matériaux composites rigides a base cimentaire sont les plus utilisés pour la
confection d’¢léments structuraux (fondations et ossatures) et non structuraux (cloisons).
L’utilisation accrue de ces matériaux est motivée par leur excellent comportement mécanique
en compression et leur durabilité. Ces matériaux sont présents dans I’ensemble des
infrastructures sous différentes appellations. Ces appellations sont fonction des classes
granulaires des grains présents dans le matériau (figure 1), cependant quelques soit la
dénomination, la composante de base est une matrice composée d’eau et de grain de ciment
éventuellement associée a des €léments minéraux de méme classe granulaire (fumée de silice,
cendres volantes...). On retrouve généralement trois différentes dénominations de matériaux a
base cimentaire : la pate de ciment (matrice), le mortier qui est une association de pate de
ciment et du sable (Dmax < 6 mm). Les bétons qui sont une association du mortier et de

graviers (Dmax > 6 mm) (Boutebba et al., 2020).

1] Piite de ciment 1I:|0i.|m Mortier Beton Do
Eau #ciment Eau + cimanl + sable Eau + ciment + sable + graviers

Figure 1 Représentation schématique des matériaux cimentaires, dénomination en fonction de
I’échelle des constituants (Engon, 2015).
2.1.1- Les granulats

Le comportement a 1’état fluide et durci des géo-suspension a forte concentration volumique
de particules solides est influencé par leurs constituants. Dans le cas des matériaux
cimentaires, les propriétés des granulats (origine, forme et taille) jouent un réle majeur dans
leurs comportements tant a I’état fluide (comportement rhéologique et tribologique) qu’a

I’état durci (comportement thermomécanique). Ils sont la principale source de la résistance

3
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mécanique des matériaux a base cimentaire (Dreux and Fiesta, 2002). Ces granulats
présentent une neutralité chimique vis-a-vis de la matrice (sauf cas d’alcali-granulats). Leurs
origines varient. Ils peuvent étre d’origine naturelle ou artificielle. Les granulats d’origine
naturelle proviennent essentiellement de roches sédimentaires (calcaire, siliceuse), de roches
magmatiques ou de roches métamorphiques.

Les granulats d’origine artificielles couramment utilisés pour la confection de matériaux a
base cimentaire peuvent étre d’origine minérale (les granulats de laitier, le schiste expansé...)
ou issus du recyclage des matériaux cimentaires (bétons concassés...). Actuellement d’autres
types de granulats d’origine végétale (lin, sous-produit bois, sisal...) ou issus du recyclage des
déchets de différentes industries (granulats de verre, polyéthyleéne....) rentrent dans la
composition des matériaux cimentaires. Leur utilisation reste limitée a cause des
inconvénients (colt, baisse de résistances mécaniques et de durabilité) qu’ils engendrent.
Cependant I’utilisation de ces granulats améliore les propriétés thermo-physiques des
matériaux cimentaires. Cette amélioration oriente leur utilisation vers les matériaux
cimentaires destinés au second ceuvre (cloisonnement, panneaux isolants...) (Engon, 2015).
2.1.2- Matrice cimentaire

Une matrice est définie comme étant un liant permettant d’assembler les différents
composants d’un matériau composite tel que le béton. Ce dernier est un assemblage de
matrice cimentaire de nature généralement minérale. Il est fabriqué a partir de granulats
(sable, gravillons) agglomérés par un liant, qui, réunit des particules solides sous forme de
poudre (Souchu, 2009). Le béton utilis¢ dans le batiment et les travaux publics comprend
plusieurs catégories, il est classé selon sa masse volumique ; en béton trés lourd (dont p >
2 500 kg/m?), béton lourd (p entre 1 800 et 2 500 kg/m?®), béton léger (p = 500 a 1 800 kg/m?)
et béton trés léger (p < 500 kg/m?) et selon la nature des liants en béton de ciment.

Le béton peut varier en fonction de la nature des granulats, des adjuvants, des colorants, des
traitements de surface et peut ainsi s’adapter aux exigences de chaque réalisation, par ses
performances et par son aspect (Gagné, 1993). Les bétons sont essenticllement composés de
ciment, de granulats, d’eau et d’adjuvants. La nature et les propriétés chimiques de ces
composants sont étroitement liées a la sensibilit¢ des bétons vis-a-vis des interactions
chimiques, physiques et biologiques. De plus, la composition, la formulation, la préparation et
la mise en ceuvre des matériaux cimentaires a l’état frais sont aussi des paramétres qui
influencent les propriétés du matériau durci et sa durabilité (Tagnit-Hamou, 2019). La figure

(2) illustre le processus de production des bétons.
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GRANULATS fﬁ,,jj N r_'if.EE__;. n EAU fﬁ?f:‘-"
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Figure 2 Composition du béton (Annonyme 1)

2.2- Aperc¢u sur la carbonatation
2.2.1- Carbonate de calcium

Le carbonate de calcium est I'un des minéraux les plus communs sur terre, constitue 4 % de la
crolte terrestre (Castanier et al., 1999). Le carbonate de calcium est le composé majeur
des calcaires comme la craie, le marbre, les coquilles d'animaux marins, le corail et
les escargots. Le carbonate de calcium (CaCOs) est composé d'ions carbonate (CO;>) et

d'ions calcium (Ca*"), selon 1’équation (1), sa masse molaire est de I’ordre de 100,1 g/mol.

Ca?" + CO3* — CaCOs............. Equation 1
La précipitation du carbonate de calcium se produit naturellement dans les eaux marines et
douces, ainsi que, dans les sols (Chu et al., 2017). Ce processus est dii principalement en
raison d'une augmentation de la concentration du carbonate du calcium et /ou d'une
diminution de sa solubilit¢ en solution, des changements de température ou de pression
provoquant une €évaporation, et une bio-minéralisation (Castanier et al., 1999).

2.2.2- Carbonatation naturelle

La carbonatation consiste en l'action du CO; de l'atmosphere qui diffuse sous forme gazeuse
dans les pores du béton en formant un acide au contact de la solution interstitielle de la pate
de ciment (figure 3). Ce phénomeéne modifie progressivement la composition chimique et la
microstructure interne du béton en agissant sur les produits résultants de I’hydratation du
ciment. Au cours du processus de carbonatation, 1'é¢lément principal de transformation est le
carbonate de calcium (CaCOs3), qui correspond a la forme du calcaire qui a servi a obtenir le

clinker lors de la cuisson du cru dans le four de la cimenterie.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcaires
https://fr.wikipedia.org/wiki/Craie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Marbre
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcium
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Carbonate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcium
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Deux processus sont impliqués a la cimentation de calcite in-situ dans la nature ; la calcite
peut se former lors de 1'évaporation de I'eau saturée en ions calcium dans les milieux marins,
ce phénoméne est couramment observé dans les zones subtropicales (Whiffin, 2004 ; Van
Paassen, 2009). Tandis que, le deuxiéme type, se produit en raison d'une réaction chimique a
la surface des grains de sol prés de la limite eau-fond marin (De Jong et al., 2006). L'équilibre

de solubilité du carbonate de calcium est présenté par 'équation (2) :
CaCO3 < Ca? +COs% ............. Equation 2
La réaction d'équilibre globale de la précipitation de calcite est présentée dans I'équation(3)

Ca’" + COs> —> CaCOs............ Equation 3

C‘.-Oz (g]t‘f PHASE GAZEUZE

Figure 3 Carbonatation dans la nature (Anonyme 2 )

2.2.3- Carbonatation biologique

Les microorganismes auto-cicatrisants sont capables de récupérer des fissures a l'intérieur et
I’extérieur du béton avec une série de bio-minéralisation. Ce phénomeéne est généralement
connu sous le nom de précipitation inorganique de micro-organismes, en 1’occurrence, la
perle formée par les huitres comme mécanisme de défense, la production d'or a partir de
certains types de bactéries et la précipitation du carbonate de calcium dans le béton auto-

cicatrisant ( Bastrzyk et al., 2019; Zhang et al., 2019).
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La précipitation de calcite induite microbiologiquement selon les réactions ci-dessous.

(Ramakrishnan et al., 2001).
Ca?" + HCO*> + OH  — CaCOs3| + H,O ............. Equation 4
Ca?" + 2HCO®* + OH «> CaCO3| + CO2 + H2O ............. Equation 5

Les équations (4) et (5) sont déclenchées simultanément par les changements du pH dont
l'alcalinité est induite par l'activité métabolique bactérienne et la décomposition de l'urée

(CH4N:0) (équation 6)
CH4N,O + 3H,0 — 2NH4" + 20H + COs ............. Equation 6

Le CO; constitue, I'un des sous-produits principaux du processus de la carbonatation

biologique est qui est naturellement séquestré dans le sol sans effets secondaires.

En plus, de la précipitation de la calcite due au mécanisme ci-dessus, les ions calcium
empruntés du chlorure de calcium nutritif se déposeront a la surface des micro-organismes
avec une charge nette de surface cellulaire qui est négative. Généralement, des précipités de
carbonate se développent sur la surface externe des cellules bactériennes qui sont attachées

aux particules de sable (Pentecost et Bauld, 1988).

Apres les dépots successifs de carbonate, les bactéries seraient incrustées dans les cristaux de

carbonate en croissance (Rivadeneyra et al., 1998 ; Castanier ef al., 1999) (figure 4).

Les équations pour la précipitation de la calcite a la surface de la cellule sont les suivantes :

Ca®" + Cellule — Cellule — Ca*" ............. Equation 7

Figure 4 Carbonatation induite biologiquement par les bactéries (De Muynck et al., 2010).
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2.3- Massif rocheux
2.3.1- Généralités
Un massif rocheux tel que 1’on rencontre dans la nature aujourd’hui résulte d’une longue
histoire géologique, souvent complexe. Il comprend une phase de formation du matériau par
dépdt successif et consolidation donnant ainsi naissance a une roche sédimentaire, ou encore

un processus de cristallisation dans le cas dune roche magmatique.

Ensuite des modification vont s’installer soit par des déformations tectoniques par la
formation de plis et de failles, ou bien de transformations métamorphiques comme la foliation
et la recristallisation, ou encore une période d’altération météorique pour les parties proches

de la surface.
2.3.2- Classification des massifs rocheux

Un massif rocheux est une accumulation de plusieurs minéraux, les analyses des roches
reposent sur la présence de défauts dans I’assemblage des minéraux, pores ou fissures, qui

influent fortement sur les propriétés du matériau (Kosev, 1985).
Les géologues distinguent trois grandes catégories de roches en fonction de leur origine

La premicre classe est celle des roches magmatiques (ou éruptives) résultent du

refroidissement de magmas en fusion .

La deuxiéme renferme les roches sédimentaires qui sont déposées dans les mers ou les lacs et
sont formées par accumulation de particules détritiques résultant de la désagrégation des
roches par I’¢érosion ou biogénes formées biologiquement grace a Iactivité de

microorganismes.

Et enfin les roches métamorphiques qui sont le produit de la transformation a I’état solide
d’une roche préexistante, avec modifications structurales et en général apparition de nouveaux

minéraux, sous I’influence de la pression et de la température.

2.3.3- Etude de la structure d’un massif rocheux

La représentation d’un massif rocheux consiste a déterminer les parameétres physico-
chimiques en I’occurrence, la masse volumique, la porosité et 1’étude des discontinuités

(Deschamps, 1973).
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2.3.3.1-Masse volumique réelle

C’est la masse volumique de la roche séche, calculée a partir de la masse de I’échantillon par
son volume. Elle s’exprime en kg / m® ou en t / m®. Il ne faut pas la confondre avec la masse

volumique absolue, qui est la masse volumique de la matiére minérale.
2.3.3.2-Porosité n

C’est le rapport du volume de I’espace poreux, ¢’est-a-dire des vides formés dans la roche, au

volume de I’échantillon.
2.3.3.3- Discontinuités

Les discontinuités sont le résultat de plusieurs travaux géologiques : joints sédimentaires,
foliations, diaclases, failles, schistosité. Les premiers sont liés a des interruptions de
sédimentation (minces lits argileux entre deux bancs, par exemple ; la foliation est due a la
disposition en lits de minéraux micacés dans les roches métamorphiques ; les autres
discontinuités correspondent a des ruptures mécaniques. La description de la discontinuité
comporte également des indications sur le remplissage (continu, argileux, humide, par
exemple) et sur les épontes (c’est-a-dire les parois) avec leur degré d’altération, la hauteur et
la longueur d’onde des aspérités, leur degré d’imbrication, etc. Toutes ces caractéristiques ont

une grande influence sur les propriétés mécaniques et hydrauliques de la discontinuité.
2.3.4- Microorganismes isolés a partir des massifs rocheux

Beaucoup de chercheurs sont intéressés par la géo-microbiologie qui renferme plusieurs
processus entre autre la bio-lithogénése par les microorganismes qui sont capables d’induire

la cristallisation et la précipitation de calcium, magnésium et de silice, etc.

En plus des micro-organismes connus a proximit¢ de la surface, il existe d’autres a
profondeurs différentes dans plusieurs types de roches (Sinclair et Ghiorse, 1989). D’autres
¢tudes ont montré que des bactéries sont colonisées les argiles a plus de 400 m de profondeur
(White et al., 1983 ; Weirich et Schweisfurth, 1985). Plusieurs populations bactériennes sont
¢galement identifiées en roche granitique, notamment en Suede et au Canada (Pedersen, 1992;

Brown et al., 1994).
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2.3.4.1- Propriétés des micro-organismes des roches
L’influence directe ou indirecte des micro-organismes sur les roches et en particulier des
bactéries est due a plusieurs propriétés qui peuvent étre résumées comme suit (Ehrlich,

1998) :
-Oxydation et réduction

les micro-organismes produisent des polyméres extracellulaires (attachés a la cellule) de
nature polysaccharidique ou protéique. Ces polymeres ont généralement une nature anionique
(groupes COO-, hydroxyles, phosphates, etc.), sont hydratés et sont capables de complexer
différents métaux (Fe, Ca, etc.). (Beveridge, 1989). Le pouvoir oxydant ou réducteur des
bactéries a été mis en évidence pour un certain nombre d’éléments chimiques. Les formes
réduites des €léments minéraux tels que I’hydrogene, le carbone, et le phosphore peuvent étre
oxydées et réduites par la pluparts des bactéries de genres Bacillus et Pseudomonas

(Silverman, 1964; Ehrlich, 1996).

-Formation d’acides organiques et inorganiques

Dans certains cas, leur action d’altération doit étre due a la formation de produits de
leur métabolisme, spécialement quand les micro-organismes vivent en tapis sur la surface
d’une roche ou d’un minéral.

Certains micro-organismes produisent des acides inorganiques comme HNO3 et H>SO4 ce qui
fait varier le pH du milieu (Brock et al., 1994).

-Formation des différents minéraux

La formation des différents minéraux est réalisée par cristallisation ou précipitation en effet,
les roches sédimentaires ou ignées (Bennett et al., 1988).La bio-minéralogie microbienne joue
un role majeur dans le cycle géochimique des ¢léments minéraux. Les silicates de magnésium
produites par des algues et les diatomées, la production de carbonate de calcium par les
Bacillus.

2.5- Les Bacillus

2.5.1-Caracteéres morphologiques

Les espéces du genre Bacillus sont des grandes bacilles rectilignes, a extrémités carrées ou
arrondies, de taille variable (de 0,5x1,2 pm jusqu’a 2,5x10 pm), sporulées a GRAM positif ou
a GRAM variable (fréquemment, la coloration de GRAM n’est positive que dans les tres
jeunes cultures), généralement mobiles grace a une ciliature péritriche, mais il y a des espéces

immobiles comme Bacillus mycoides.
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Les Bacillus sont aérobies stricts ou facultatifs, sporulés (donne des spores ou endospores
libres) parfois capsulés (présence de capsules polypeptidiques chez Bacillus anthracis,

Bacillus megaterium) (Camille, 2007).
2.5.2- Classification de Bacillus dans le monde microbien

Selon Gordon et al. (2000), les espéces du genre Bacillus sont réparties en 3 groupes définis

suivant la morphologie, la position et la déformation de la spore .
e Legroupel

La clé de détermination des espéces du groupe I prend en compte la forme et la position de la
spore qui est centrale ou terminale, sphérique ou ovoide ne déformant pas la cellule. Ce

groupe est divisé en 2 sous-groupes (Gordon et al., 2000).
- Le groupe IA

II est constitué des bacilles dont le diameétre est supérieur a 1um et contenant des inclussions
de poly-betahydroxybutyrate (Bacillus anthracis, bacillus cereus, Bacillus megaterium,

Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus thuringiensis) (Gordon et al., 2000).
- Le groupe IB

Rassemblant des Bacilles d’un diameétre inférieur a 1um et dépourvus d’inclusions de poly-
béta-hydroxybutyrate (Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus licheniformis, bacilus

subtilis, Bacillus pumilus) (Gordon et al., 2000).
e Legroupell

Ce groupe est constitu¢ des espéces a GRAM variable, présentant une spore ovoide, centrale

ou terminale déformante (Bcillus circulans, Bacillus stearothermophilus) (Gordon et al.,

2000).
e Le groupe III

Ce groupe est caractéris€¢ par des bacilles a GRAM variable et présentant une spore
sphérique, déformante, terminale ou sub-terminale (Bacillus fusiformis, Bacillus

globisporus, Bacillus insolitus, Bacillus sphaericus) (Gordon et al ., 2000).

11
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Selon la classification de catalogue of life 2021, le genre Bacillus est classé comme

suit (tableau 1):

Tableau 1Classification des Bacillus selon catalogue of life 2021

Regne Bacteria

Phylum Firmicutes

Classe Bacilli

Ordre Bacillales

Famille Bacillaceae

Genre Bacillus

Especes B.subtilis, B.cereus , B.coagulens ...... etc.

2.5.3- Croissance

Les bactéries du genre Bacillus, sont des mésophiles avec une température optimale entre 30
et 45 C°, mais le genre contient également un certains nombres d'espéces thermophiles avec
température optimale plus de 65 C°. Au laboratoire, dans des conditions optimales de
croissance, les espeéces du genre Bacillus montrent des temps de génération d'environ 25

minutes (Todar, 2003).
2.5.4- Habitat

L’habitat principal des Bacillus est le sol ou ils jouent un role dans les cycles de carbone et de
I’azote. La résistance des spores et la diversité physiologiques des formes végétatives en font
des bactéries trés ubiquistes que I’on peut isoler a partir du sol, de I’eau de mer, de I’eau

douce ou de denrées alimentaires (Tortora et al., 2003).

Les Bacillus spp. sont également présentes dans I’air ou ils viennent parfois contaminer les
cultures en biotes de Pétri, en travaux pratiques de microbiologie, lorsque les consignes

d’ensemencement ne sont pas parfaitement respectées (Camille, 2007).
2.5.5- Ecologie

Selon le microbiologiste Russe Winogradsky, les Bacillus appartiennent a la flore naturelle du

sol. Ils deviennent métaboliquement actifs quand les substrats appropriés pour leur croissance

12
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sont disponibles. Ils forment des spores quand les éléments nutritifs sont épuisés. La

formation des spores est associée avec la production d’antibiotiques (Todar, 2003).
2.5.6- Caractéres culturaux

Tous les Bacillus se développent sur tous milieux usuels non sélectifs. En bouillon, on
observe un trouble floconneux avec un voile en surface ou des flocons qui sédimentent

laissant le bouillon liquide dans le cas de Bacillus anthracis.

En gélose : les colonies présentent une morphologie et une taille variable selon 1’espéce, on
obtient généralement des colonies assez volumineuses ayant tendance a s’étaler, plates,
opaques a surface chagrinée, a bords un peu dentelés dans le cas de Bacillus subtilis (Jerome

et al., 2004).
2.5.7- Caractéres biochimiques

Les Bacillus présentent des types métaboliques vari€s et leur identification est complexe, cette

derniére est basée sur les caractéres biochimiques (Latour et Lemanceau,1997):

e C(atalase +

e Oxydase —

e Adrobie stricts ou anaérobie facultatif suivant I’espece

e [Is fermentent sans dégagement gazeux le glucose, le saccharose, I’arabinose,le
xylose et le mannitol. Ils utilisent les citrates, produisent des antibiotiques tels que les

subtiline, les subténoline, les bacillomycine, les bacitracine, etc.) (Camille, 2007).

Plusieurs tests sont réalisés au laboratoire pour identifier le profil biochimiques des Bacillus

Sp., comme :

e Réaction de Vogesproskawer (production d’acetyl-methylcarbinol)

e Fermentation des sucres en milieu sans peptone sont particuliérement intéressantes
celles de glucose, xylose, arbinose

e Test de recherche de la catalase

e Test de réduction des nitrates en nitrite (recherche de nitrate réductase)

e Test de recherche de 1'uréase

e Test d’hydrolyse de ’amidon (recherche de I’amylase)

e Test d’hydrolyse de la gélatine

13
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e Test d’hydrolyse de lécithine (recherche de lécithinase)

e Test d’hydrolyse de la caséine (recherche de la caséinase
2.5.8- Bacillus carbonatogénes

Les especes de Bacillus utilisent certains biomécanismes pour produire du carbonate de
calcium, et ce, en fonction de leurs environnements. Il est & noter que la voie uréo-lithiques

est la plus impliquée (Vijay et al., 2017; Sidiq et al., 2019).
» Biomécanisme uréo-lityque

Apres pénétration de la molécule de I'urée (H2N-CO-NHz), dans la cellule bactérienne par
diffusion, son hydrolyse suit la réaction présentée dans 1’Equation 9 ( Krajewska , 2009):
H>N-CO-NH2 + HO — H>N-COOH + NHs............. Equation 9

Cette réaction, catalysée par 1’uréase, produit du carbamate (HoN-COOH) et de ’ammoniac
(NH3). Une fois dans le milieu extérieur, ces deux produits vont réagir avec 1’eau présente
dans I’environnement et produire des ions hydroxyles (HO") pour ’'ammoniac (Equation 10)
et de I’acide carbonique (H2CO3) pour le carbamate (Equation 11).

NH; + HO —»NHs "+ HO ..., Equation 10

H>N-COOH + HoO —»HCO3 + NH3 oo Equation 11

Les ions hydroxyles (Equation 10) vont basifier le milieu et favoriser la réaction entre les
carbonates produits (Equation 11) et les ions calcium présents sur les sites de nucléation
membranaires (Equation 12).

Cellule-Ca** + HCOs—  cellule-CaCO3 + H+.................. Equation 12

La réaction de carbonatation crée ainsi une gaine autour de la cellule, qui continuera a
s’épaissir jusqu’a ce que les carbonates soient accumulés (Li ef al., 2013).

L’interaction des ions Ca®" avec la membrane cellulaire chargée négativement permet la
nucléation des carbonates de calcium pour les deux voies métaboliques décrites. Les sites
d’interactions possibles avec les ions Ca?" présents dans I’environnement de la cellule, vont
étre différents et plus ou moins accessibles en fonction du type de la membrane cellulaire
(Gram positif et Gram négatif (figure 5) . En effet,, chez les bactéries a Gram positif, les
cations peuvent interagir avec les acides téichoiques et lipotéichoiques, nombreux et
facilement accessibles. Et chez les bactéries a coloration Gram négatif, les cations peuvent
interagir avec les lipopolysaccharides, également nombreux, mais sur une zone moins

accessible, car proche de la membrane externe.
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Figure 5 Schéma des membranes externes des bactéries a coloration Gram positif (gauche)

et des bactéries a coloration Gram négatif (droite) (Meksem, 2010).

2.6-Voies métaboliques de la carbonatation

De nombreuses especes de bactéries participent a la précipitation de carbonates de calcium
selon différentes voies métaboliques distinctes en 1’occurrence, I’autotrophie, qui est
effectuée par les bactéries dont la source de carbone est uniquement ou principalement issue
du CO;; et [D’hétérotrophie, qui est réalisée par les bactéries dont la source de carbone
provient de constituants organiques. Trois groupes bactériens autotrophes peuvent produire
des carbonates de calcium :-les métanogeénes non-méthylogeénes, qui utilisent le dihydrogéne
(H>) et le dioxyde de carbone (CO,) de leur environnement pour produire du méthane (CHa) ;
- les oxygéniques photosynthétiques, qui utilisent 1’énergie lumineuse grace a la chlorophylle
et réalisent une photosynthése avec production d’oxygene; et - les photosynthétiques dites «
anoxiques », qui réalisent une photosynthése sans production d’oxygene via des pigments
photosynthétiques appelés bactériochlorophylles, en réduisant des éléments soufiés,
I’hydrogéne ou des composés organiques.

Ces trois mécanismes favorisent la précipitation de carbonate de calcium grace a leur
consommation en carbone provenant du CO;. En effet, la diminution du CO> induit une chute
de la pression partielle et oriente I’équilibre des ions carbonate vers la précipitation des

carbonates de calcium suivant la réaction suivante.
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Les microorganismes hétérotrophes peuvent précipiter les carbonates de calcium de fagon
active ou passive. La précipitation active par les microorganismes est liée a des phénomenes
d’échanges membranaires et notamment au fonctionnement des pompes Ca®+. La
précipitation passive résulte de la production d’ions carbonate et hydrogénocarbonate, liée au
métabolisme, qui vont s’accumuler dans le milieu. En méme temps, les déchets du
métabolisme vont alcaliniser le milieu. Ces deux facteurs vont favoriser la précipitation de
carbonates de calcium. Ces microorganismes hétérotrophes interviennent dans les cycles du
soufre ou de 1’azote (Castanier ef al., 1999). Parmi toutes les voies de production employées
par ces organismes hétérotrophes (Dhami, 2013). Une autre voie métabolique peut se
supplémenter ou se combiner a la précédente : ’inter-conversion du dioxyde de carbone CO>
et du bicarbonate H>COs catalysée par I’anhydrase carbonique (Supuran et Scozzafava , 2007,
Achal et Pan, 2011).

2.7-Facteurs affectant 1'efficacité de la bio-carbonation

Plusieurs bactéries peuvent favoriser le processus de la bio-carbonatation, cependant, les
bactéries du genre Bacillus productrices d'uréase sont les plus utilisées; comme la bactérie B.
pasteurii, qui a été utilisé pour 'assainissement (Burne, 2013 ; Phillips et al., 2013), alors que
B. megaterium a été utilisé pour améliorer la rigidité¢ du béton et les matériaux de construction
( Dhami et al., 2014)

Les facteurs qui peuvent influencer l'activité de l'uréase et la quantit¢ de CaCO3 précipitée
sont présentés dans les sections suivantes :

2.7.1-Type de bactéries

Le choix de bactéries est motivé par plusieurs critéres, par exemple, I’isolement des souches
bactériennes d’un site de calcification biocatalytique et la sélection des souches bactériennes
possédant une importante activité de 1’uréase, favorisant l'expression de l'uréase et la réponse
calcique (Hammes et al., 2003 ; Al-Thawadi, 2008).

2.7.2- Concentration de cellules bactériennes

Il s’agit de déceler le temps des phases exponentielles ou il se produit une quantité optimale
des enzymes de la souche d'intérét, afin d'optimiser I'hydrolyse de l'urée et par conséquent les
conditions de fabrication du carbonate de calcium. Aussi, I'hydrolyse de l'urée est directement
liée a la biomasse bactérienne (Okwadha et Li, 2010).

2.7.3-Variation du pH

Le pH influence le mécanisme de I’activité enzymatique des microorganismes (Ferris ef al.,
2004 ; Stocks Dupraz et al., 2009). La précipitation de la calcite s’effectue a un pH compris

entre 7,0 et 9,5. En revanche, si le pH est trés bas, le carbonate va se dissoudre et il n'est pas
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précipité (Gorospe et al., 2013). De plus, Stocks-Fischer et al. (1999), ont montré que les
propriétés biochimiques des précipitations du carbonate de calcium induites par S. pasteurii,
sont significativement élevées a pH supérieur a 7,7, ou la précipitation de la calcite a été
parfaite.

2.7.4-Variation de la température

L'hydrolyse enzymatique de 1’urée est influencée par la variation de la température (Mitchell
et Ferris, 2005). A des températures mésophiles (entre 20 et 37°C), I’activité de l'uréase
augmente de 10 fois en la comparant a celle obtenue dans des températures basses (comprise
entre 15 et 20°C) (Al-Thawadi, 2008). De plus, Williams et al. (2016), ont trouvé que
I’activité uréase est completement affectée a des températures atteignant les 55°C et dans des
pH 13,6.

2.7.5-Concentrations d'urée et de calcium

Les concentrations et les sources du calcium sont des facteurs majeurs pour les processus de
bio-précipitation. En effet, plusieurs auteurs ont confirmé que lorsque les concentrations
d'urée et du calcium sont élevées, 'efficacité de la précipitation de la calcite est réduite et vice

versa (De Muynck et al., 2010).
2.7.6-Sources de nutriments

La source de nutriments est 1'un des facteurs majeurs qui peuvent influencer la bio-
carbonatation. De plus, les bactéries calcifiantes ont besoin d’une source de carbone
organique et d’une source de calcium. Selon Abo-ElEnein ef al. (2012), I’enrichissement du
milieu de culture par quelques nutriments comme 1’extrait de levure, le chlorure d'ammonium,
le sulfate de potassium et I’'urée, provoque I’augmentation du pH, ce qui induire une activité

uréasique ¢levée.

2.8- Utilisation de bactéries alcalino-résistantes comme agents de bio-cicatrisation

Les fissures du béton parviennent naturellement a cause des chocs mécaniques ou bien le non-
respect des regles de la construction, parmi les causes on peut citer : I’exceés d’eau dans le
mélange, le séchage trop rapide du béton, I’absence de joints de dilatation, les conditions
climatiques, et la vibration. Cependant, dans le but de traiter les fissures formées sur la
matrice cimentaire plusieurs recherches ont été effectuées, récemment, et qui se sont
concentrées sur le développement d’un systeme de réparation pour les matériaux cimentaires.

Ce systeme de bio-réparation présente de meilleurs résultats par rapport aux produits
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actuellement disponibles sur le marché, en termes de durabilité a long terme et du respect de
I’environnement (Wiktor, 2011).
La figure 6 présentes le résultat de 1’évaluation des performances du traitement de ciments

lorsque les microorganismes sont utilisés comme agents de réparations (Jonkers, 2011).

(a) T s 5 mina (b) -
avant traitement apres traitement

Figure 6 Réparation des fissures induite par la bio-carbonatation (Jonkers, 2011)

2.9- Avantages et limites de la bio-carbonatation

La carbonatation est considéré 1'un des phénomeénes les plus bénéfiques des matrices
cimentaires a base de ciment. Elle permet ’augmentation de la résistance mécanique des
bétons (compression, chocs, usure, etc.) et de rendre le matériau plus stable chimiquement
vis-a-vis des réactions de gonflement (réaction sulfatique interne ou externe, réaction alcali-
granulats, etc.). De plus, la carbonatation induit un gain de masse correspondant a la fixation
du CO; dans les hydrates. Le fait que le volume molaire du carbonate de calcium formé soit
supérieur a celui des hydrates qui conduit, a un colmatage de la microstructure et une
densification de la zone carbonatée, ceci rend le béton moins perméable aux agents agressifs
(en I’occurrence les ions sulfates, les chlorures, et plus généralement, eaux séléniteuses ou

magnésiennes, etc.) (Wiffin, 2004 ; Al-Thawadi, 2008).

2.10- Application de la bio-carbonatation

L’utilisation des bactéries capables de produire des carbonates de calcium a été étudiée dans
de nombreux domaines, on cite entre autres: la bio-remédiation des contaminants
inorganiques, suivant des mécanismes physico-chimiques et biologiques complexes,
permettant une immobilisation et une bio-remédiation de ces éléments (Gadd, 2010), le
piégeage du calcium dans les eaux usées permettant de limiter la précipitation des carbonates

de calcium durant leur traitement dans un bioréacteur anaérobie, menant ainsi a une
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diminution de I’efficacité du retraitement des eaux (Van Langerak et al, 1998; Hammes et
al. ,2003), la séquestration du CO> atmosphérique, étudiée pour comprendre les mécanismes
de formation des sédiments (Castanier et al., 1999) et afin de diminuer le taux de ce gaz dans
notre atmosphére (Ramanan ef al, 2009). La consolidation des roches calcaires des
monuments historiques par diminution de la perméabilité des pierres ou comblement des
fissures (Le Métayer-Levrel et al., 1999), La consolidation des matériaux de construction (De
Muynck et al., 2010; Dhami ef al., 2013) et la modification des propriétés du sol, comme par
I’augmentation de sa cohésion et sa solidit¢ afin de permettre le développement de

constructions ( Van Paassen et Harkes, 2007; Ivanov et Chu, 2008).
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3- Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur la recherche de Bacillus carbonatogenes des sites rocheux en vue
de leurs applications dans la bio-cicatrisation de matériaux cimentaires. Le développement de
cette étude a eu lieu au sein des deux laboratoires ; a savoir, le laboratoire du centre médical
de la mutuelle générale des matériaux de construction (CMS-M.G.M.C) ainsi que, le

laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM).

3.1- Echantillonnage

Les échantillons utilisés dans le présent travail ont été prélevés a partir des sites rocheux, de la
région ’ELKHROUB commune -OULED RAHMOUNE- située au sein de I’Entreprise
Nationale des Granulats (ENG). Cette région est connue par la production de carbonate de
calcium depuis I’année1986. Les échantillons du sol analysés dans ce travail ont été prélevés a
partir des trois endroits du site rocheux; en ’occurrence ; 795 L1 (site d’une roche calcaire),
795 L2 (site du sol ordinaire) et la 812 (site argileux) (figure 7). Apres avoir écarté les cinq
premiers centimetres de la couche superficielle du sol, une quantité de ce dernier est prélevée
a partir de différentes profondeurs (20 et 35cm) et ce, a 'aide d’une spatule stérile et

introduite dans des flacons stériles afin de les transporter jusqu’au laboratoire.

Figure7 Sites d’échantillonnage
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3.2- Isolement des bactéries du genre Bacillus

3.2.1- Dilutions

La préparation des dilutions consiste tout d’abord a préparer la solution mére du sol en
ajoutant 1 g du sol a 9 mL d’eau physiologique stérile (9g d’NaCl dans 1 litre d’eau distillée),
suivie d’une agitation pendant 3 min au vortex. La solution obtenue a servi a préparer des
dilutions décimales par I’ajout successif de 1 mL de la solution précédente a 9 mL d’eau

physiologique stérile jusqu’a I’obtention de la dilution de 107!'(Jerome et al., 2004).

3.2.2-Traitement thermique

Les endospores sont détectées indirectement en chauffant les tubes contenants les dilutions
préparées précédemment a 80°C pendant 10 minutes puis les tremper dans de 1’eau glacée,
traitement auquel les endospores résistent habituellement, mais qui tue la plupart des cellules
végétatives. L’¢étalement de cet échantillon traité sur milieu LB gélosé (Annexe 1) permet

d’isoler des espéces du genre Bacillus (Singleton, 2005).

3.2.3- Ensemencement

0.1 mL de chacune des dilutions a ¢été déposé sur des boites de Pétri contenant le milieu
nutritif gélos¢ LB (Luria-Bertani), puis étalé uniformément avec un étaloir stérile par un
mouvement de balayage et de rotation sur ’ensemble de la surface de la gélose. Grace a cette
méthode, toutes les colonies se développent sur la surface. L’incubation est réalisée a 30°C

pendant 24 heures (Tortora et al., 2003).

3.2.4- Purification des bactéries du genre Bacillus

Apres développement des colonies, les bactéries isolées sont repiquées dans le méme milieu
de culture (LB). La purification est effectuée par la méthode des stries qui consiste a tracer
des stries croisées avec I’anse contenant la bactérie, sur la surface d’'une gélose neuve dans
des boites de Pétri. La colonie parfaitement isolée, est ensuite prélevée et transférée toujours
au moyen d’une anse de repiquage sur le méme milieu mais dans de nouvelles boites de Pétri.
L’incubation de toutes les boites est effectuée a 30°Cjusqu’a I’obtention de colonies

apparentes (John et Michael, 2007).
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3.3- Identification présomptive des bactéries du genre Bacillus

L’identification des Bacillus est effectuée par I’observation macroscopique basée sur la
détermination de 1’aspect et la couleur des colonies, en plus de I’observation microscopique
qui met en évidence la taille, la forme, I’arrangement des cellules, et leur mobilité.

L’identification est basée aussi sur 1’étude des caractéres biochimiques.
3.3.1- Observation macroscopique

L’¢étude de I’aspect macroscopique consiste en une observation a 1’ceil nue de la taille (petite,
moyenne, grande), la forme de la colonie (ronde, irréguliere...), transparence, ¢lévation de la

colonie, type de colonie et le relief (Camille, 2007).

3.3.2- Observation microscopique

3.3.2.1- Observation a I’état frais

Cette technique permet l’observation des bactéries vivantes et la détermination de leur
morphologie. Il est souvent possible de visualiser si, les cellules sont mobiles ou non. La
technique consiste a déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame en verre
propre.Puisa 1’aide d’une anse de platine stérile, un prélévement bactérien de la colonie a
identifier est apporté et dissoci¢ dans la goutte d’eau physiologique. Ensuite la lame est
recouverte par une lamelle, tout en évitant la formation de bulles d’air. Enfin, 1’observation
est réalisée au microscope optique a I’objectif (X40) puis & immersion (X100) (Singleton,
2005).

3.3.2.2- Coloration de Gram

La coloration de Gram a ¢été mise au point en 1884 par le bactériologiste Danois Hans
Christian Gram. Cette technique est I'une des méthodes de coloration la plus utile, elle
permet de diviser les bactéries en deux grands groupes : les bactéries a Gram positif et les
bactéries a Gram négatif (Tortora et al., 2003).

Cet examen a été effectué selon la méthode classique suivante : les frottis utilisés sont étalés a
I’aide d’une anse sur des lames en verre propre. Les lames sont ensuite séchées a I’air a
proximité d’un bec bunsen, puis fixées par la chaleur en les passants deux ou trois fois dans la
flamme. Les frottis préparés sont colorés pendant 1 minute au cristal violet, qui est un

colorant basique, ils sont ensuite, rincés rapidement par une solution de /ugol (solution
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aqueuse d’iode et d’iodure de potassium), qui agit comme un mordant, qui augmente les
interactions entre le colorant et la cellule pour que cette derniére soit contrastée. Sans rincer et
en inclinant les lames a 45°C, les frottis sont ensuite décolorés par un lavage avec un mélange
d’éthanol et d’acétone (1 a 3 secondes). Juste apres, la décoloration est arrétée rapidement par
un lavage a 1’eau du robinet.

Dans la derniére étape, les frottis sont soumis a une contre-coloration de 30 secondes a la
fuchsine basique diluée. Apres un bref ringage, les frottis sont séchés par le papier buvard et
examiné€s par microscope jusqu’a l’objectif a immersion (grossissement X100) (Camille,
2007).

La couleur violette due au cristal violet est I’aspect caractéristique des bactéries a coloration
Gram positive, les bactéries Gram négative se colorent en rose par la fuchsine (Tortora ef al.,

2003).

3.3.2.3- Coloration des endospores

Une endospore est une structure dormante intracellulaire particuliere qui protege la bactérie
contre des conditions environnementales défavorables. Bien que, en général, les bactéries ne
produisent pas d’endospores, il existe néanmoins, quelques genres de bactéries a Gram positif
qui sporulent. Les endospores ne peuvent étre colorées par les méthodes habituelles car les
colorants pénétrent difficilement a travers la paroi. Par exemple, traitées a la coloration de
Gram, les bactéries sporulées se colorent mais I’endospore demeure transparente. Dans le
contexte d’un diagnostic microbiologique ou il importe de vérifier leur présence pour
identifier ’agent pathogene, il faut colorer spécifiquement les endospores.

La technique de coloration la plus courante pour les endospores est la coloration de Schaeffer-
fulton. D’abord, le frottis fixé a la chaleur est recouvert par le vert de Malachite, colorant
primaire, puis chauffé jusqu’a évaporation pendant environ 5 minutes, la chaleur favorise la
pénétration du colorant a travers la paroi de I’endospore. La préparation est ensuite lavée a
I’eau pendant environ 30 secondes. Pour colorer les constituants bactériens qui ne sont pas des
endospores, le frotti est traité par la safranine qui est un contre colorant. Si le frottis est
correctement préparé, les endospores apparaitront en vert a lintérieur des cellules

bactériennes colorées en rouge ou rose (Tortora et al., 2003).
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3.3.3- Caractéres biochimiques

3.3.3.1- Test catalase

La catalase est une enzyme contenant du fer, qui catalyse la décomposition du peroxyde
d’hydrogene (H207) en eau et en oxygeéne. Synthétisée par la plupart des bactéries aérobies,
elle élimine le peroxyde d’hydrogene produit au cours du métabolisme aérobie. Le test de la
catalase sert a détecter la présence de cette enzyme dans une souche bactérienne donnée. I1
consiste essentiellement a exposer les cellules bactériennes au peroxyde d’hydrogene, la
présence de catalase se manifeste par la formation de bulles (oxygene). Dans la version
traditionnelle du test. Un prélevement bactérien est transféré au moyen d’une boucle dans une
goutte de peroxyde d’hydrogene déposée sur une lame. Avec cette technique, si le test est
positif, les bulles en éclatant donnent naissance a un aérosol. Pour éviter la contamination de
I’environnement par des aérosols, une autre méthode est utilisée : en placant une petite
quantit¢ de culture bactérienne dans une lame, vide et propre, ensuite, deux gouttes de
peroxyde d’hydrogene sont déposées a proximité de 1’échantillon bactérien. Une réaction

positive se traduit par I’apparition de bulles (Singleton, 2005).

3.3.3.2- Type respiratoire

Le milieu utilisé est la gélose Viande-foie (VF)(Annexe 1). Ce milieu contient du glucose
(source du métabolisme énergétique) et ne contient pas de nitrates (accepteurs d’électrons).
Avant d’étre ensemencés, les milieux VF doivent étre régénérés par séjour d’une demi-heure
au bain-marie bouillant puis refroidis a 45°C.

L’effilure d'une pipette Pasteur boutonnée stérilisée par flambage est plongée dans une
suspension de la bactérie a étudier. L’ inoculum est transporté dans le fond du tube, ensuite la
pipette est remontée en décrivant des tours de spires trés serrés en prenant soin de ne pas aérer
le milieu. L’incubation est effectué¢e a 37 °C durant 18 a 24 heures.

Aprées incubation, quatre types respiratoires peuvent étre observés:

-Bactérie aérobie strict: croissance uniquement dans la zone superficielle de la gélose;
-Bactérie anaérobie strict : croissance uniquement dans la zone profonde de la gélose;
-Bactérie aéro-anaérobie facultatif : croissance sur toute la hauteur de la gélose;

-Bactérie micro-aérophile : croissance dans un cylindre de gélose d'environ 0,5 Cm de hauteur

et situé a environ 1 a 2 cm de la surface (Camille, 2007).
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3.3.3.3- Fermentations de quelques substrats carbonés en utilisant la galerie API 20E

Les tests biochimiques constituent une approches classique pour I’identification des bactéries
et la détermination de certaines espéces par la compréhension de certaines caractéristiques du
métabolisme des isolats (Goszczynska et al., 2000). A cet effet, la galerie API 20 E, a été
utilisée pour tester la fermentation des 20 substrats carbonés semi-solides. Les bactéries a
tester sont mises en suspension dans de I’eau physiologique puis inoculées dans chaque puits
de la galerie.

Le tableau 2 explique la signification de la majorité des tests fondamentaux que renferme la
galerie API 20 E.

Tableau 2 Substrats spécifiques de la galerie API 20E

Substrats Significations Caractére
ONPG Ortho-nitro-phenyl-galactoside B-galactosidase
ADH/LDC/ODC Arginine,lysine,ornithine Argenine-déhydrogenase

Lysine-décarboxylase

Ornithine-décarboxylase

CIT Citrate de simons Utilisation des citrates
H2S Thiosulfate de sodium Production d’H>S

TDA Tryptophane Tryptophane-désaminase
VP Pyruvate de sodium Production d’acétonine
GEL Gélatine Gélatinase

Sucre Substrats carbonés Utilisation des glucides

Pendant I’incubation, le métabolisme des glucides par exemple produit des acides organiques
qui font virer les indicateurs du pH. La lecture de galerie a été faite aprés 24 h d’incubation a

30°C, en notant les virages du négatif au positif de chaque puits.
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3.4-Sélection des isolats du genre Bacillus carbonatogénes

3.4.1- Culture sur milieu sélectif solide

Les souches purifiées ont été utilisées pour la production de calcite en utilisant le milieu
précipité au calcium (MPC). (Annexel)(Cacchio et al., 2003). Des fioles de 100 ml de pré-
culture contenant 25 ml du milieu liquide (LB) préparés et stérilisées, ont été inoculées par
deux colonies de chaque souche bactérienne et incubées dans un incubateur agité (37 °C et

150 rpm) (figure 8) pendant 24 heures.

Figure 8 Fioles incubées en agitation

Apres la période d’incubation 40 ul de chaque culture bactérienne ont été inoculés a la surface
des boites de pétri contenant le milieu solide MPC, puis incubées a 37°C pendant 7jours. Le
test est considéré positif, s’il y a la production d’une poudre blanche autour de la zone

moculée.
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3.4.2-Culture sur milieu sélectif liquide

Des tubes Falcons stériles de 50 ml ont été inoculés avec 11 ml de cultures bactériennes jeune
précédemment cultivées sur milieu LB liquide, et additionnés avec 4 ml de milieu MPC
liquide (Bhaduri ef al., 2016). Les falcons ont été incubés a 37°C, pendant 21jours, jusqu’a
I’obtention d’un précipité blanc dans le fond des tubes falcons, ce qui confirme la production
de la calcite.

La figure 9 illustre le schéma simplifié de cette technique.

Y » incubation a 37°C
pendant 7 jours

culture jeune 24H

4 40 ul de la pré-culture
sur milieu MPC solide

T 1 Y -
Pré-culture 1iml de la incubation a 37°C
{milieu LB) préculture + 4ml du pendant 21 jours

milieu MPC

Figure 9 Schéma démonstratif de la culture sélectif sur milieu

3.4.3- Test chimique de vérification de la calcite précipitée sur milieu solide

Dans le but de vérifier la production de la calcite (poudre blanche), qui a été précipitée autour
des colonies, une spatule stérile a été utilisée pour récupérer la poudre obtenue et la déposée
dans des lames en verre, puis une goutte de l'acide chlorhydrique (HCI) (Bassow ef al .,1971)
, a été ajoutée afin de tester la solubilité de cette poudre. Le témoin négatif (colonie sans

poudre) a été utilisé pour comparer les résultats obtenus en utilisant le méme acide (HCI).

3.4.4- Test chimique de vérification de la calcite précipitée sur milieu liquide

Afin de vérifier la production de la calcite sur milieu liquide, les cultures obtenues dans les
falcons ont été filtrés a travers du papier Wattman n°1, puis séchés. Des gouttes de HCI ont
été versées pour vérifier la production de la calcite. Le résultat est considéré positif si il y a
une effervescence qui se traduite par la disparition de la poudre blanche (Shahine et al.,

2021).
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3.4.5- Effet de ’urée sur la calcification

La production de carbonate de calcium via la voie de la dégradation de I'urée est la plus
¢tudiée selon la littérature (Stocks-Fischer et al., 1999; Wei et al., 2015). L’urée est utilisée
comme source d’azote, son hydrolyse aboutit a la formation de CO3 qui est impliqué dans la
production de la calcite.

Afin de réaliser ce test, le milieu MPC liquide a été utilisé (Stocks-Fischer et al., 1999), ce
milieu a été additionné de 20 mg /1 de ’urée et inoculé par deux souches bactériennes qui ont
montré un résultat positif vis-a-vis le test de production de la calcite (voir section 3.4.2). Le

milieu MPC sans urée a été inoculé par les mémes souches et sert comme témoin.

3.4.6- Etude de la croissance des souches sélectionnées

Afin de mettre en évidence la comparaison de la croissance des deux souches sélectionnées et
leurs aptitudes de production de calcite, un suivi de la croissance a été effectué en utilisant la
densité optique. Pour ce faire, 15 erlen-meyers contenant le milieu LB liquide ont été préparés
et autoclavés, ensuite inoculés par les souches sélectionnées séparément. L’incubation a été

réalisée a 30° C et 150 rpm pendant 24 heures.

» Mesure de la densité optique
La croissance cellulaire est suivie par mesure de la densité cellulaire par spectrophotométrie a
600 nm (spectrophotométre SHIMADZU UV-1280) dans une cuve en verre de 1cm de trajet
optique. La suspension cellulaire est diluée de fagon a obtenir une densité optique
compriseentre(0,05 et 0,8 unité¢ d’absorbance, ce qui place la valeur dans la zone de linéarité

de la méthode.

3.5- Utilisation des bactéries carbonatogenes sélectionnées comme agents de
bio-cicatrisation
Dans le but de confirmer la bio-cicatrisation des fissures du ciment par les deux souches

bactériennes sélectionnées, la méthode de Luo et al. (2015) a été utilisée avec quelques

modifications :
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3.5.1-Préparation des solutions bactériennes
Les deux souches bactériennes sélectionnées ont été utilisées pour la préparation de pré-
cultures de 24h cultivées sur milieu LB (pH 9) préalablement autoclavées, inoculées puis

incubées a 37°C et 150rpm.

3.5.2-Préparation de la pate du ciment
Les constituants utilisés pour la préparation de la pate du ciment sont présentés dans le tableau
3

Tableau3 Préparation de la pate du ciment

Ciment(g) Solution bactérienne (ml ) Substrat (Cacl) (g) | Eau (ml)

1502 45 (d’une concentration de | 30 30
6.10° (celles/ml )

Pour ce faire, trois lots ont été utilisés ; le premier et le deuxiéme ont ét€¢ mélangés avec de la
solution bactérienne de chaque souche, séparément, tandis que le troisieme a été additionné
uniquement avec de ’eau et qui sert par conséquent comme témoin. Ensuite la pate a été

coulée dans 03 moules en plastiques dont la hauteur est de 2cm et démoulée apres 24h.

3.5.3- Création des fissures

Des chocs mécaniques ont été appliqués sur les échantillons du ciment afin de créer des
petites fissures. Notons que les chocs mécaniques sont habituellement formés en utilisant un
compresseur, dont la pression se situe entre 0.5 et 0.8 MPa. En revanche, dans le présent
travail, la formation des fissures a été effectuée manuellement en utilisant un marteau. Les

fissures ont été traitées par les deux souches carbonatogenes sélectionnées.

3.5.4- Traitement des échantillons

Les échantillons des ciments ont été trempés dans de I’eau pendant 12h puis, laissés a I’air
libre pour autres 12h. Apres cette période, les deux premiers lots ont été pulvérisés par la
solution bactérienne, alors que le témoin a été pulvérisé par de 1’eau uniquement. La lecture a

été effectuée a partir du 5°™jour, en observant la bio-cicatrisation des fissures.
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La figure 10 illustre un schéma simplifie de la méthode utilisée.

*_‘_ﬂﬂﬂmll;‘
Solution bacteriénne!
“ﬁ Y G AT i
i
-
Echatlon 1 .
- <

Echassillon 17

Pubversaion Rgulte

\ J incubation et lecture
. S aprés Sjours

Echantiben (3 Temoin

Figure 10 Traitement des fissures du ciment
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4- Résultats

Le présent travail porte sur la caractérisation de bactéries carbonatogenes du genre Bacillus
isolées a partir des sites rocheux et leurs applications dans la bio-cicatrisation de matériaux
cimentaires. Aussi, cette étude a pour but de développer un protocole expérimental adapté afin

de mettre en évidence la bio-cicatrisation des fissures engendrées manuellement.
4.1- Isolement et identification des bactéries du genre Bacillus

26 isolats bactériens ont été obtenus a partir des trois sites d’échantillonnage. L’analyse des
résultats obtenus a montré que 3 isolats bactériens ont été obtenus a partir du site 795 L1 (35
cm de profondeur). Alors que, 17 bactéries ont été isolées a partir du site 795 L2 (20 cm de
profondeur), et enfin 6 isolats bactériens ont été obtenus a partir du site 812(35 cm de
profondeur) (tableau 4). L’analyse des résultats obtenus a révélé que la profondeur de 20 cm

(sol ordinaire) est la plus peuplée de bactéries en comparaison aux autres profondeurs.

Tableau4 Isolats bactériens obtenus a partir de différents sites

Sites Dilutions | Nombre d’isolats Profondeurs
795L1(Roche calcaire) 10! 03 35cm
795 L2 (Sol ordinaire) 10! 10 20 cm
10 04
103 03
812 (site argileux) 10! 06 35cm

Apres purification, seulement 9 isolats bactériens ont fait I’objectif du complément d’étude.
L’identification préliminaire de ces isolats ainsi que leur capacité de produire le carbonate de
calcium est mise en évidence dans les sections qui suivent.

4.2- Etude macroscopique

L’observation macroscopique (Figurell) a permis de mettre en évidence 1’aspect

macroscopique des isolats bactériens purifiés.
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Figure 11Aspect macroscopique des 09 isolats bactériens.

Ces observations ont montré une grande diversité des caractéres morphologiques des isolats
obtenus, au niveau de la taille, de la forme, du relief et de la couleur. Le tableau 5 résume les

différents caractéres macroscopiques.
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Tableau 5 Caractéres macroscopique des isolats obtenus

Ne Temps

d’isolats d’incubation | Taille Forme Relief Couleur
bactériens | (Heures)

1 Moyenne | Ronde Plane Créme
2 Petite Ronde Plane Créme
3 24 Moyenne | Ronde Plane Créme
4 Moyenne | Ronde Plane Créme
5 Petite Ronde Plane Créme
6 Petite Ronde Plane Créme
7 Moyenne | Ronde Plane Créme
8 Grande Irrégulicre Elevée Créme
9 Moyenne | Ronde Plane Créme

En effet, les colonies d’isolats bactériens obtenus présentent une morphologie et une taille
variable (petite, moyenne et grande). Selon I’espéce étudiée, I’observation macroscopique a
montré des colonies plus ou moins volumineuses ayant tendance a s’étaler sous différentes

fagons, en ’occurrence : plates ; a surface chagrinée ; et a bords un peu dentelés.

4.3- Etude microscopique

4.3.1- Observation a I’état frais

La réalisation de I’état frais nous a permis d’observer la morphologie des bactéries et de voir
si elles sont de type mobile ou immobile (Camille, 2007). Les résultats obtenus ont montré
que certains isolats sont mobiles, d’autres sont immobiles. L’aspect microscopique a 1’état

frais des isolats obtenus sont illustrés dans la figure 12.
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Figure 12 Observation microscopique a 1’état frais des isolats bactériens (Grossissement X 40).

En effet, les bactéries du genre Bacillus sont généralement mobiles grice a une ciliature
péritriche, mais il y a des espéces immobiles et pour les especes mobiles, la mobilité est

variable selon les souches.
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Le tableau ci-dessous (tableau 6) récapitule 1’aspect microscopique des isolats obtenus.

Tableau 6 Aspect microscopique des isolats bactériens

N°d’isolats bactériens Forme Taille Mobilité

1 Bacilles Moyenne Mobiles

2 Bacilles Petite Mobiles

3 Bacilles Moyenne Mobiles

4 Bacilles Moyenne Mobiles

5 Bacilles Petite Immobiles
6 Bacilles Petite Mobiles

7 Bacilles Moyenne Mobiles

8 Bacilles Grande Immobiles
9 Bacilles Moyenne Mobiles

4.3.2- Coloration de Gram

Apres avoir effectué une coloration de Gram, les 09 isolats bactériens obtenus ont présenté

une coloration violette, signifiant qu’ils sont Gram (+) (Figure 13).
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Figure 13 Coloration de Gram des 09 isolats

La plupart des especes du genre Bacillus sont des bacilles 8 GRAM positif rarement 8 GRAM
négatif, car la coloration de GRAM n’est positive que dans les tres jeunes cultures) (Camille,
2007).
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4.3.3- Coloration des endospores

La coloration de spores suivant la technique de SCHEAFFER FULTON, est appliquée aux
bacilles qui ont développé une coloration positive d¢ GRAM. Le résultat obtenu a montré que

les spores apparaissent en couleur verte et que tous les isolats sont de caractére sporulant.

La figure 14 montre un exemple de I’apparition d’un isolat coloré avec du vert de malachite et

qui confirme par conséquent la présence des endospores.

Figure 14Test des endospores (Grossissement X 40).

En se basant sur les caractéristiques morphologiques, en 1’occurrence, macroscopiques et

microscopiques, les 9 isolats bactériens obtenus appartenant au genre Bacillus

4.4- Caractéres biochimiques

4.4.1- Test catalase

Ce test a montré que les 9 isolats bactériens présentent des bulles apres le dépot de I’eau
oxygénée H»O, signifiant qu’elles sont catalase positif. Cette enzyme contient du fer qui

catalyse la décomposition du peroxyde d’hydrogéne (H20.) (Figure 15).
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Figure 15 Test catalase

4.4.2- Type respiratoire

La culture des 9 souches obtenues sur milieu viande fois (VF), a montré que toutes les
souches testées présentent une croissance sur toute la hauteur de la gélose; indiquant que les

bactéries en question sont aéro-anaérobie facultatif (figure 16).
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Figurel6 Test de type respiratoire

4.4.4-Fermentations de quelques substrats carbonés en utilisant la galerie API 20E

La galerie API 20E, constitue, un ensemble de cupules prétes a I’emploi et qui permettent
I’identification préliminaire des microorganismes d’une fagon rapide en effectuant des tests
biochimiques miniaturisés. Le résultat de I’identification biochimique des 9 isolats bactériens

en utilisant la galerie API 20 E est présenté dans la figure ci-dessous (figure 17).
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Figure 17 Tests API 20E

Sur la base des résultats obtenus, I'utilisation des différents substrats par les 9 isolats obtenus

a été variable selon I’espece utilisée (tableau?7).
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Tableau 7 Utilisation des différents substrats par les 9 isolats obtenus.

Substrats

Souches bactériennes

ONPG

Jkk

ADH

LDC

ODC

CIT

H2S

TDA

IND

VP

GEL

Glucose

Mannitol

Inositol

Sorbitol

Saccarose

3 4 5
+ + -
— + —
— + —
+ + +
+ + _
+ + +
_ _ +
- - +
- - +
- - +

** Test positif ; * Test négatif

L’étude des caracteéres réalisés a ’aide des préparations microscopiques, macroscopiques et

les résultats des tests biochimiques en utilisant la galerie API 20 E sont résumés dans le

tableau &
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Tableau8Tableau récapitulatif des différent résultats d’identification des isolats obtenus

£ | 8| P |E§FE| 5| S gz
souches g E E- 5 § % % ?T % ?T § ? E' ? Espéces présumées
bactériennes | Etat frais 25| 25 & g = § =S g =5 § Et site d’isolement
= E = :- = e = % = 5
o
1 Bacilles
Moyens G+ + + + + Aéro- /
Mobiles anaérobie
facultatif
2 Bacilles Aéro-
Petits G+ + + + + anaérobie Bacillus cereus
Mobiles facultatif
3 Bacilles Aéro-
Moyens G+ + + + _ anaérobie /
Mobiles facultatif
4 Bacilles Aéro-
Moyens G+ + + + _ anaérobie Bacillus subtilis
Mobiles facultatif
5 Bacilles Aéro-
Petits G+ + + + + anaérobie /
Immobiles facultatif
6 Bacilles Aéro- /
Moyens G+ + _ + + anaérobie
Mobiles facultatif
7 Bacilles Aéro- /
Moyens G+ + + _ _ anaérobie
Mobiles facultatif
8 Bacilles Aéro-
Grands G+ + + _ + anaérobie Bacillus
Immobiles facultatif megaterium
9 Bacilles Aéro-
Moyens G+ + _ _ + anaérobie /
Mobiles facultatif

La détermination du genre est effectuée selon la clef, dichotomique simplifiée, proposée par

Muthuvel. (2013); Ashiuchi. (2001) et Oyeleke. (2011). L’analyse de ces résultats montre que les

isolats 2,4 et 8 correspondent, probablement, aux especes Bacillus cereus, Bacillus subtilis et

Bacillus megaterium respectivement. En revanche I’identification préliminaire des autres

isolats a été indéterminée. Aussi, la confirmation de ’ensemble des résultats obtenus nécessite
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une identification par voie moléculaire pour mettre en évidence I’identité de I’espéce en

question.

4.6- Sélection des isolats du genre Bacillus alcalophiles carbonatogenes

4.6.1- Sélection sur milieu solide

Le test de la sélection des souches bactériennes carbonatogéne du genre Bacillus a été
effectué¢ dans le but de sélectionner les isolats qui montrent leur capacité a produire du
carbonate de calcium. Les résultats obtenus de la culture sur milieu sélectif solide ont montré
que seulement les souches codés 4 (Bacillus subtilis) et 8 (Bacillus megaterium) présentent

une poudre blanche autour de la zone inoculée et ce, aprés 5 jours d’incubation (figure 18).

e blanche

Figure 18 Test de présence de la poudre blanche autour des colonies de la bactérie Bacillus

megaterium (8) et Bacillus subtilis (4) apres 5 jours d’incubation.
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L’absence de cette poudre a été observée chez le témoin (figure 19)

Absence de la poudre

blanche dans la zone
inoculée

Figure 19 Test d’absence de la poudre blanche autour des colonies (Témoin)

Apres le grattage de cette derniere et la mise en contact avec de I’acide chlorhydrique une
effervescence s’est produite, ceci, refletent ainsi la production du dioxyde de carbone(CO>)
accompagnée d’une disparition de la poudre blanche car I’HCI entraine une dissolution de la

calcite suivant la réaction suivante :

CaCO; + 2HCI ——> CaClr +H,0+ CO»

4.6.2- Sélection sur milieu liquide

Le milieu liquide a base de calcium a été lancé afin de favoriser la précipitation du carbonate
de calcium. Le résultat obtenu, Apres 5 jours d’incubation, a confirmé le résultat du milieu
solide. En effet, les souches Bacillus megaterium et Bacillus subtilis (codées 8 et 4
respectivement), présentent un résultat positif ce qui confirment la formation d’un précipité
blanc au fond des tubes (figure 20). En revanche le témoin ne présente aucun halo au fond de

tube.
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precipité blan

Figure 20 Test de formation d’un précipité blanc au fond des tubes

Sur la lumiére des résultats obtenus des deux tests, seulement les souches Bacillus
megaterium et Bacillus subtilis ont montré un résultat positif, ce qui confirme, que les souches
en questions sont calcifiantes. Ces deux souches ont été, par conséquent, utilisées pour le reste

du travail.
4.6.2- Effet de Purée sur la calcification

Rappelons que I'urée est utilisée comme source d’azote par les souches bactériennes, son
hydrolyse aboutit a la formation de COs qui est impliqué dans la production de la calcite. Le
test de I’effet de I'urée sur la calcification nous a permis de mettre en évidence I’influence de

I’'urée sur la production de calcite par les deux souches sélectionnées, effectuée sur milieu
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liquide contenant 'urée. L’analyse des résultats obtenus a montré que le précipité blanc est

apparu clairement dés le 3™ jour (figure21).

Figure 21 Effet de I'urée sur la production de calcite par les deux souches bactériennes

sélectionnées

L’apparition de la calcification a partir du 3°™ jour a confirmé que I'urée accélére le

phénomeéne de production de calcite en tenant compte de la souche étudiée.

4.6.3- Etude de la croissance des souches sélectionnées

4.6.3.1- Suivi de la croissance par spectrophotomeétre
D’apres la littérature, lorsque la phase de croissance exponentielle est allongée, le mécanisme

de production de calcite est accéléré (Castanier ef al., 1999 ; LeM¢étayerLevrel ef al,1999).

Apres avoir effectué les manipulations précédentes, le dépot de la calcite dans le milieu CPM
a été débuté dés le troisieme jour; donc il a été indispensable de mettre en évidence la
comparaison de la croissance des deux souches étudiées et ceci dans le but de conclure la
corrélation entre la croissance et la production de calcite par les deux souches sélectionnées.

Les résultats de la DO sont présentés dans la figure ci-dessous
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Figure 22Evolution de la croissance par Bacillus megaterium —— et Bacillus subtilis —=—

Au début de la fermentation, la croissance de la biomasse bactérienne présentée par la DO a
augmenté progressivement avec le temps, atteignant la valeur 687 a 72 h de fermentation. La
diminution de la croissance est observée a partir du quatrieme jour (fin de la fermentation) et
ce, dans le cas de Bacillus megaterium. Alors que, le méme profil a été obtenu dans le cas de
Bacillus subtilis. En effet, la DO a augmenté progressivement avec le temps, atteignant 448
apres 48 heures de fermentation, puis une diminution de la croissance a été enregistrée a partir
du troisiéme jour. L’analyse des deux profils de croissance montre que Bacillus megaterium
présente une phase exponentielle allongée en comparaison avec Bacillus subtilis.

4.6.4- Utilisation des bactéries carbonatogénes sélectionnées comme agents de bio-

cicatrisation

Selon la littérature, la capacité de bio-cicatrisation de matériaux cimentaires est trés variable,
selon le type des souches impliquées et le procédé considéré (Luo, 2015; Park et al., 2012).
Afin de tester la capacité des deux souches sélectionnées a cicatriser les fissures du ciment un
test qualitatif préparé manuellement a été lancé. Les résultats obtenus sont présentés dans le

tableau 9.

46



Résultats

Tableau9 Traitement du ciment par les deux souches sélectionnées

emps (jours)

Echantillon

Témoin

Légere
Réparation
Bacillus

megaterium

Bacillus

subtilis
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L’analyse des résultats obtenus ont montré que, seulement Bacillus megaterium présente un
résultat positif, en effet, un début d’une réparation légére des fissures a partir du 11™ jour a

¢été observée en comparaison par Bacillus subtilis et le témoin.

Sur la lumiére des résultats obtenus, le test de bio-cicatrisation, est considéré préliminaire
b
prometteur et ouvre la voie sur I’exploitation ultérieure de Bacillus megaterium comme agent

de bio-cicatrisation.
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5- Discussion

Les fissures de matériaux cimentaires sont les causes principales de la diminution de la durée
de vie de ces structures, de ce fait, il est plus judicieux et plus économique de limiter le
développement des petites fissures du jeune age au moment ou elles apparaissent que de les
réparer apres qu’elles soient développées en grandes fissures (Wang et al., 2012). Un moyen
prometteur consiste a pré-ajouter des agents cicatrisants au béton pour remédier les fissures
lorsqu’elles apparaissent. La bio-précipitation du carbonate de calcium induite par les
microorganismes est considérée 1’une des approches qui a pris beaucoup d’intérét a travers le
monde entier (Adolphe et al., 1990 ;Castanier et al., 1995, Levrel et al., 1999, Medveille,
2019).

Les bactéries du genre Bacillus utilisent certains biomécanismes pour produire du carbonate
de calcium (Vijay et al., 2017 ;Sidiq et al., 2019). Il est a noter que plusieurs facteurs peuvent
affecter le bon déroulement du phénomene de la bio carbonatation, a savoir ; le type des
bactéries, leurs concentrations cellulaires, le pH, la température, la concentration de I'urée et
la concentration du calcium (Chaparro-Acufia et al., 2017 ;Shahine et al., 2021).

C’est dans cette optique que s’inscrit 1’objectif de notre travail qui est amorcé par les points
de recherche suivants :

- Isolement des bactéries du genre Bacillus carbonatogeénes a partir des sites rocheux ;
-Sélection et identification préliminaire de ces bactéries;

- Utilisation de Bacillus carbonatogénes comme agents de bio-cicatrisation de matériaux
cimentaires.

Les échantillons du sol utilisés dans cette é¢tude ont été prélevés a partir des sites rocheux.
Trois endroits ont été ciblés; 1’endroit (795 L1), qui est une roche de calcaire, 1’endroit (795
L2), qui est un sol ordinaire et ’endroit (812), qui est un sol argileux. Le choix de ces endroits
pour isoler des bactéries carbonatogeénes est motivé par plusieurs critéres y compris, le pH
alcalin (environ de 8,5), qui facilite le processus de carbonatation .Selon Krumbein. (1979) ;
Morita, (1980); Cacchio et al. (2003), les bactéries isolées a partir des sols alcalins des mines
et des caves sont capables de produire et précipiter une quantité¢ appréciable du carbonate de
calcium.

Dans cette étude 26 isolats ont été obtenus a des profondeurs différentes. En effet, 3isolats
bactériens ont été obtenus a partir du site 795L1 (35 cm de profondeur), 17 isolats bactériens
ont été obtenus a partir du site 795 L2 (20 cm de profondeur) et enfin 6 isolats bactériens ont

¢été obtenus a partir du site 812 (35 cm de profondeur).
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Ces résultats montrent, en outre, que les souches bactériennes isolées sont considérées
autochtones du site selon Phaff et Starmer. (1987) et Calvet. (2003).

De plus, I’ensemble des isolats bactériens ont été obtenus apres un traitement thermique des
solutions du sol préparé. Ce traitement provoque I’élimination de la plupart des cellules
végétatives et conserve seulement les endospores qui résistent habituellement a des
températures ¢levées. L’étalement des dilutions traitées sur milieu solide sélectif (LB) permet
la sélection des espeéces du genre Bacillus selon Singleton. (2005).

Apres purification, seulement 9 isolats bactériens ont été sélectionnées pour la suite du travail.
L’identification présumée de ces 9 isolats bactériens du genre Bacillus qui reposait sur
I’observation macroscopique, microscopique et sur les tests biochimiques in vifro a montré
que I'isolat N°2 (isolé du site 795L1) correspond selon les notifications de Muthuvel. (2013) a
I’espece Bacillus cereus car, il est mobile, positif a la coloration de Gram, possede des
endospores, catalase positif, capable d’hydrolyser le glucose, doté d’un métabolisme aéro-
anérobies facultatif.

L’isolat N°4 (isolé¢ du site 812), correspond probablement a I’espece Bacillus subtilis car,
d’apreés Ashiuchi. (2001), selon toujours les mémes références, il est mobile, Gram positif,
possede une endospore, doté¢ d’une enzyme catalase, caractérisé par un métabolisme aéro-
anérobie facultatif, Enfin, la souche N°8(isol¢ du site 795 L2), quant a elle, correspond,
d’apres Oyeleke. (2011), a ’espece Bacillus megaterium étant donné qu’elle est immobile,
positive a la coloration de Gram, posséde une endospore, catalase positif, et utilise le glucose.
En revanche I’identification préliminaire des autres isolats a été indéterminée. Il est a signaler
que, la confirmation de I’ensemble des résultats obtenus nécessite une identification par voie
moléculaire pour mettre en évidence I’identité de 1’espéce en question.

Dans la présente étude, les résultats obtenus du test de la sélection de Bacillus carbonatogeéne
sur milieu sélectif solide ont montré que seulement les souches Bacillus subtilis et Bacillus
mégathérium présentent une poudre blanche autour de la zone inoculée sur milieu solide et en
comparaison avec le témoin. Apres le grattage de cette derniere et la mise en contact avec de
I’acide chlorhydrique, une effervescence s’est produite, ceci, reflétent ainsi la production du
dioxyde de carbone(COz) accompagnée d’une disparition de la poudre blanche car I'HCI
entraine une dissolution de la calcite.

L’évaluation de la capacité de souches bactérienne de genre Bacillus a produire le carbonate
de calcium sur milieu solide a base de calcium a été étudiée par plusieurs auteurs, en effet, des
résultats semblables a ceux trouvés dans le présent travail ont été montrés par Cacchio et al.

(2003) et Bhaduri et al. (2016).
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De plus, la sélection des bactéries du genre Bacillus carbonatogeéne sur milieu liquide a base
de calcite a été lancée seulement sur les bactéries Bacillus subtilis et Bacillus megaterium, qui
ont montré un résultat positif sur le milieu solide. Ce test a été réalisé dans le but de confirmer
les résultats de la sélection sur milieu solide d’une part, et de favoriser la précipitation du
carbonate de calcium d’une autre part. Les résultats obtenus en culture liquide ont confirmé le
résultat du milieu solide. En effet, les souches Bacillus subtilis et Bacillus megaterium
présentent un résultat positif via la formation d’un précipité¢ blanc au fond des tubes a partir
du 5°™jour d’incubation. Des résultats approximatifs ont été obtenus par Cacchio et al.
(2003).

Dans cette étude, le test de I’effet de 1’urée sur la calcification a été lancé. L urée est utilisée
comme source d’azote par les souches bactériennes, son hydrolyse aboutit a la formation de
COs3 qui est impliqué dans la production de la calcite. Le test de I’effet de I'urée sur la
calcification nous a permis de mettre en évidence I’influence de 1’urée sur la production de
calcite par les deux souches sélectionnées. L’analyse des résultats obtenus a montré que le
précipité blanc est apparu clairement dés le 3™ jour. Daskalakis et al. (2015) ont trouvé une
excellente précipitation de carbonate de calcium apres 6 jours avec la souche Bacillus pumilus
sur milieu a base de 1'urée.

Dans le présent travail, la croissance des deux souches étudiées ainsi que leur capacité a
produire du carbonate de calcium sur milieu LB, a été mise en évidence.

Les résultats du suivi de la croissance par spectrophotométre ont montré que la croissance de
la bactérie Bacillus megaterium augmente progressivement pour atteindre,687 a 72 h de
fermentation .Aprés cette période une diminution de la croissance a été observée, et est
estimée a 241 apres 6 jours de fermentation .Alors que dans le cas de Bacillus subtilis ,la
croissance augmente pour atteindre une valeur de 459 a 45 heures ,apres cette période, une
diminution de la croissance a été enregistrée (351)a 72 h.

La comparaison entre le profil de croissance des deux souches a montré que la souche
Bacillus megaterium a présenté une phase de croissance longue (allant jusqu’a 72 h de
fermentation) en comparaison avec la souche Bacillus subtilis qui était caractérisé par une
phase de croissance courte (48h). Selon Castanier et al. (1999), plus la phase exponentielle est
longue avec un temps de génération court, plus la production des cristaux de carbonate de
calcium est importante.

Les résultats obtenus dans la présente étude confirme que la souche Bacillus megaterium

semble étre la souche la plus performante vis-a-vis la production de la carbonate de calcium
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Dans le présent travail, un test qualitatif préparé manuellement a été lancé dans le but
d’évaluer la capacité des deux souches bactériennes a cicatriser les fissures. Les résultats
obtenus ont montré un début d’une réparation légere des fissures a partir du 11°™ jour, par la
souche Bacillus megaterium. En revanche, la bactérie Bacillus subtilis et le témoin n’ont
présenté aucune cicatrisation des fissures.

L’équipe de Park et al. (2012), ont trouvé des épaisseurs 10 fois plus importantes de bio-
précipitation avec une fermeture de fissures de 300um de largeur sur des coulis de ciment
Portland, apres 5 jours de traitement par la bactérie Bacillus subtilis.

En revanche, selon Zhang et al. (2020), la réparation de fissures du béton a été induite par des
bactéries carbonatogenes, les résultats ont montré que la fermeture complete des fissures a
partir de 60°™ jours de traitement. Selon Luo et al. (2015), la période de fermeture des
fissures est influencée par plusieurs facteurs comme ; le genre de la bactérie impliquée, son
¢tat physiologique, la méthode du traitement ainsi que la taille des fissures, qui est par

conséquent, un facteur déterminant de la vitesse de la cicatrisation.
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6-Conclusion et perspectives

Dans cette étude, une caractérisation préliminaire des souches de bactéries isolées a partir des
sites rocheux de la région ’ELKHROUB commune -OULED RAHMOUNE- Constantine a
été effectuée, dans le but de sélectionner des souches ayant la capacité de produire le
carbonate de calcium et par conséquent, de les utiliser comme agents de bio-cicatrisation de

matériaux cimentaires.

26 isolats bactériens ont été obtenus, Apres purification, seulement 09 isolats ont fait I’objet
du complément de cette étude. L’identification éventuelle des 9 isolats obtenus, basée sur
I’étude microscopique (état frais, coloration de Gram, coloration des endospores) et I’étude
biochimique en utilisant la galerie API 20E, le test catalase et le type respiratoire, a montré
leur appartenance au genre Bacillus. Les trois souches codées 2, 4 et 8 ont été identifiées

comme €tant, B.cerues, B.subtilis et B.megaterium respectivement.

Le test de sélection des 9 bactéries carbonatogenes a été effectué sur milieu liquide et solide a
base de calcium, et qui sert a déterminer la capacité des isolats a précipiter le carbonate de
calctum. Il a été conclu de cette partie, que les deux souches bactériennes, B.subtilis et B.

megaterium sont capables de produire le carbonate de calcium.

Les résultats du test d’effet de 1'urée sur la calcification ont révélé que la souche B.
megaterium est capable de produire le carbonate de calcium aprés le 3°™jour d’incubation, ce
qui confirme 1’accélération de production de 1'urée par les deux souches sélectionnées. 11 a été
conclu de cette partie que I'urée affecte la production de carbonate de calcium, en effet, il est
utilisé comme source d’azote, et son hydrolyse aboutit a la formation de CO3 qui est impliqué

dans la production de la calcite.

Le suivi de la croissance par dosage spectrophotométrique de B. subtilis et B. megaterium sur
milieu LB ont montré que la bactérie B. megaterium a présenté une phase de croissance
longue (allant jusqu’a 72 h de fermentation) en comparaison avec la souche Bacillus subtilis
qui a une phase de croissance courte (48h). Il a été¢ conclu de cette partie que la souche B.
megaterium qui présente une longue phase exponentielle semble étre la souche la plus

performante pour la production du carbonate de calcium.

Dans le but de tester la capacité de B. subtilis et B. megaterium a cicatriser les fissures du

ciment, un test préliminaire induit manuellement a été réalisé, les résultats obtenus ont montré
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Conclusion et perspectives

un début d’une 1égére réparation des fissures par la souche B. megaterium contre la souche B.
subtilis et le témoin qui n’ont présenté aucune cicatrisation. Il ressort de cette partie, que le
résultat de ce test est trés encourageant, et ouvre, par conséquent, la voie sur I’exploitation de

la bactérie B. megaterium comme agent de bio-cicatrisation de matériaux cimentaires.

Enfin, I’ensemble des tests réalisés dans la présente étude et dont 1’objectif est I'emploi de
Bacillus carbonatogénes pour améliorer les propriétés physiques et mécaniques de matériaux
cimentaires montre que ce sujet est trés intéressant, et prometteur. Par ailleurs, plusieurs

¢tapes s’averent nécessaires pour compléter cette étude ;

-Confirmation de I’identité de la bactérie B. megaterium par les analyses moléculaire ;
-Optimisation du milieu de culture a savoir ; la concentration d’urée, le pH, la température et
ce, afin d’augmenter le rendement calcique;

-Quantification du carbonate de calcium produit par les bactéries calcifiantes en utilisant les
techniques de mesure comme la calcimetrie;

-Etude approfondie concernant les différentes conditions nécessaires pour optimiser le
phénomene de bio-cicatrisation en I’occurrence ; la structure de matériaux, la taille, et I’age
des fissures...etc.;

-Développement de différentes techniques d’application et d’introduction de B. megaterium

dans le matériau cimentaire afin de maitriser I’action des bactéries employées.
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Abstract

Abstract

Different samples were studied from the soil of the stony area of Oulad Rahmoun in El-
Khroub, located at the E.N.G. 26 isolates were obtained. After purification, only 9 pure
bacterial isolates were obtained. Microscopic and biochemical detection allowed the
identification of 3 types of isolates, including the 2, 4,8 which identified as Bacillus cerues,
Bacillus subtilis and Bacillus megaterium, respectively.

Bacillus subtilis and Bacillus megaterium were selected for their ability to produce calcium
carbonate in calcium-fortified medium after five days of incubation.

On the other hand, and in order to improve the productivity of calcium carbonate, by the two
selected isolates the growth medium was reinforced with urea, which led to an acceleration of
productivity compared to the medium without urea, within three days of incubation.

The study of the growth curve of both isolates in LB medium showed that Bacillus
megaterium was characterized by a long exponential growth phase ( up to 72 hours) compared
with Bacillus subtilis, which was characterized by a short exponential growth phase (up to 48
hours), which confirms that Bacillus megaterium may be more effective for the production of
calcium carbonate.

In order to reveal the ability of the two bacteria to repair cracked cement surfaces, a manual
test was realized. The results obtained showed the beginning of a small restoration of these
cracks, and this is within 11 days for Bacillus megaterium, comparing with Bacillus subtilis
and the blank, where we did not record any restoration. Therefore this test opens the way for
the use of Bacillus megaterium strain as a biological agent for the restoration of cement

surfaces.

keywords: Bacillus, carbonation, stone areas. Cementious materials .Bio-cicatrisation.



Annexe

Annexe 1 : Milieux de cultures
Milieu LB

Le milieu LB est un milieu recommandé pour la culture des Bacillus sp.

(Guiraud, 1998). La composition chimique de ce milieu en g/L d’eau purifié¢e

est :

Peptone 10
Extrait de lavure 5
NacCl 10
Agar 17

Le pH est ajusté a 9.0
Milieu viande foie (VF)

Le milieu VF est utilisé pour la détermination du type respiratoire des bactéries.
Ce milieu semi-solide, gélosé a 6%, la composition chimique en g/ d’eau

distillée est la suivante (Camille, 2007).:

Base viande foie 30
Glucose 2
Agar 6

pH final entre 7,6 et 7,8 a 25°C.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Type_%c3%83%c2%a9nerg%c3%83%c2%a9tique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose

Annexe

Milieu MPC (Milieu Précipité au Calcium)

Milieu qui favorise la précipitation du carbonate de calcium (pH 9), dont la

composition chimique en g/L d’eau purifiée est :
Chlorure de calcium 80

Extrait de levure 4

Agar 15



Annexe

Annexe 2 : Réactif

» Coloration de Gram

Fuchsine lg
Alcool éthylique a 90° 10 mL
Phénol Sg
Eau distillée

1000 mL

» Vert de Malachite

Le vert de Malachite est utilisé pour la coloration des endospores (Guiraud,

1998), sa composition est la suivante :
Vert de Malachite 0.25¢g

Eau distillée IL
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