AXE 1 : Caractérisation des microorganismes se déve  loppant sur

les facades en pierre exposées aux embruns marins
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Introduction

La pierre de construction est continuellement exposée a différents agents détériorant,
comme le vent, la pluie, le soleil, ou 'humidité. A ces facteurs s’ajoute I'effet des agents
biologiques (biodétérioration), les microorganismes, qui sont capables de se développer sur
n'importe quelle surface sous forme de biofilms.

Avec l'ere industrielle, la concentration en composés organiques et inorganiques
dans l'air a fortement augmentée, aggravant le processus de détérioration de la pierre. C'est
pourquoi il est important pour la conservation de notre patrimoine historique d’étudier ce

processus dans le but de le réduire, voire d'y remédier.

Les processus de détérioration par des agents physiques et chimiques sont bien
connus alors que I'étude de la biodétérioration de la pierre n'est que trés récente. Afin
d’évaluer et trouver des solutions pour remédier a ce probleme, il est nécessaire dans un
premier temps de déterminer quels sont les acteurs responsables de ce processus.

Les recherches menées jusqu’a présent montrent que différentes especes d’algues,
de champignons et de bactéries sont capables de se développer sur la pierre. Les algues
n'agissent qu'indirectement favorisant la création et le maintien du biofilm microbien sur la
pierre. Par contre les champignons et les bactéries peuvent avoir une action détériorante

directe.

En milieu cotier, les batiments en pierre subissent une tres forte détérioration, due a
la présence de sels. Cependant peu ou pas d'analyses sur les microorganismes présents
dans ce type d’environnement et se développant sur des facades en pierre ont été réalisées.
Sont-ils spécifiques ? Favorisent-ils la détérioration de la pierre ? L'objectif des travaux de

thése est de répondre a ces questions.

Dans une premiere partie seront résumés les travaux réalisés lors de la premiére
année de these (2005-2006), ensuite dans une seconde partie, 'avancement des travaux
lors de la deuxiéeme année de thése sera décrit. Cette seconde partie sera divisée en trois
chapitres, tout d’'abord la caractérisation des microorganismes se développant en
environnement cotier, ensuite les études physico-chimiques de la pierre et enfin un état de

I'art sur les processus de détérioration et biodétérioration.



Premiére année de thése (2005-2006)

Afin d'identifier les microorganismes se développant sur des facades en pierre, nous
avons utilisé les outils de la biologie moléculaire. Nous avons choisi la techniqgue ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) pour réaliser les analyses. Elle présente
lavantage d’étre une méthode simple pour étudier le polymorphisme d’'une communauté
microbienne et identifier les individus.

Il faut procéder a différentes étapes afin de réaliser I'analyse de la diversité microbienne :

Extraction d’ADN

Amplification de du géene codant pour I'’ADN ribosomal microbien (ADN 16S pour les

procaryotes et ADN ITS pour les eucaryotes)

Clonage, analyse de la diversité génétique, sélection des ribotypes

Séquencage et analyse phylogénétique.

Ces différentes étapes ont été mises au point durant la premiére année de la these.

En effet la diversité microbienne d’'une facade en pierre a trés peu été analysée a l'aide des
techniques de biologie moléculaire, il a donc fallu adapter des techniques déja existantes sur
d’autres écosystemes, a notre écosystéme pierre.

Chaque étape étant limitante, chacune a été optimisée.



Deuxieme année de these

La deuxieme année de la thése a consisté en la mise en application de la méthode
de détection des microorganismes et la recherche d’autres méthodes d’études du processus
de biodétérioration. Deux sous-axes se sont dégagés afin de répondre a deux questions :

a- Quels sont les microorganismes impliqués ?

b- Quelles sont les étapes critiques du développement des biofilms?

1. Caractérisation de biofilms développés sur deux types de
pierre

Dans cette partie, les biofilms développés sur deux types de pierre ont été
caractérisés. Le choix de deux pierre s’est décidé afin d’essayer d’observer une éventuelle
influence du support sur la calonisation des microorganismes.

Il a été choisi d'étudier deux types de pierres répandues sur les batiments de la cbte
basque : la pierre d’Angouléme, pierre d’angle et d’ornement de nombreuses batisses sur la
cbte basque francaise et la pierre d’lgueldo tres présente dans le quartier de la vieille ville de
St-Sébastien.

La caractérisation des microorganismes présents dans des biofilms de chaque pierre
sera détaillée dans ce chapitre et une conclusion permettant de relier les deux pierres sera

faite ensuite.

1.1-Pierre d’Angouléme :

Des échantillons ont été prélevés sur la facade ouest de la Villa Isabel a Biarritz, dont
les pierres d’angle et des balcons sont en calcaire d’Angouléme.

4 types d’échantillons ont été prélevés :
BR : échantillon ayant un biofilm d’aspect rougeatre.
BN : échantillon ayant un biofilm d’aspect visqueux verdatre-noiréatre.
BL : échantillon prélevé sur une pierre d’aspect lisse sans biofilm visible a I'ceil nu.
BA : échantillon prélevé sur une pierre d'aspect non lisse, présentant des alvéolisations,
sans biofilm visible a I'ceil nu.

Des études de diversité par biologie moléculaire ainsi que par microbiologie classique
ont été réalisées sur ces échantillons. Egalement des analyses cristallographiques par DRX

ont été réalisées.



tek

Villa Isabel

BA : aspect crevassé de la pierre BR : biofilm rouge

BL : aspect lisse de la pierre BN : biofilm noir

Photos 1 : Villa Isabel et les différents sites de prélévement sur la pierre d’Angouléme

1.1.1- Etude de diversité a l'aide des technigues de biologie
moléculaire

Les différents échantillons ont été analysés par biologie moléculaire a l'aide de la
méthode ARDRA développée en premiére année de thése.

1- échantillon BR

L'analyse ARDRA et le séquencage des différents ribotypes observés ont été réalisés, les

résultats sont exposés dans la figure 1 ci-dessous.

Villa Isabel, biofilm rouge
Algues Trebouxia ngesnlichen)

Monomorphina Pyrum
Chlorella

Ascomycétes Rhinopladie]la
melanized limestone ascomycete

— Sphingomonas
Bacteries Erythrobacter

Jannaschia helgolandensis
Rubrobacter
Rhodopila




Figure 1 : Microorganismes identifiés a l'aide de la méthode ARDRA, provenant de I'’échantillon BR
prélevé sur un biofilm rouge de la facade de la Villa Isabel a Biarritz.

Les résultats obtenus montrent la présence de microorganismes connus pour étre
présents sur la pierre (Actinomycetes, alpha-protéobatéries, Ascomycetes, algues) et
capables de résister aux conditions stressantes d’une facade.

Deux bactéries spécifigues de I'environnement marin ont été identifiées. De plus la

présence d’un chlorobiont révele I'existence de lichen.

2- échantillon BN

L'extraction, I'amplification et la purification de I'ADN total de cet échantillon a été
réalisé. Le clonage et I'analyse ARDRA ont été réalisés sur de 'ADNr 16S uniquement (la
détection des champignons grace aux ADN ITS sera faite ultérieurement). Un des deux
ribotypes majoritaire s’avere étre une cyanobactérie apparentée au genre Nostoc. Les autres

ribotypes identifiés se révélent étre des cyanobactéries également.

Les technigues de biologie moléculaire ont permis de montrer une tres faible diversité

bactérienne, car uniquement des cyanobactéries ont été identifiées.

3- échantillon BL

Dans le cas de cet échantillon, les résultats de I'électrophorése afin d’observer 'ADN
total de I'échantillon extrait ne montre aucune fluorescence visible. Les amplifications par
PCR de I’'ADN 16S et ITS ont tout de méme été réalisés, aucun résultat n'est observé.

Cet échantillon ne doit présenter qu'une tres faible diversité microbienne, insuffisante pour

étre détectée.
4- échantillon BA
L'’ADNr 16S de cet échantillon a été amplifié a partir de I'ADN total extrait, cependant

'ADN ITS n’a pas été lui amplifié.

Les résultats sont exposés dans la figure 2 qui suit.



Villa Isabel, aspect alvéol ¢é de la pierre,
pas de biofilms visibles

Algues Uncultured chlorophyte

Sphingomonas

Bactéries cyanobactéries
Jannaschia helgolandensis
Rubrobacter

Rhodopila

Figure 2 : Microorganismes identifiés a l'aide de la méthode ARDRA, provenant de I'échantillon BA
prélevé sur une pierre d’Angouléme d’aspect alvéolé de la Villa Isabel a Biarritz.

La détection par biologie moléculaire des microorganismes de cet échantillon révele
la présence d’algues (uncultured chlorophyte) et de bactéries (Sphingomonas, Jannaschia
helgolandensis, Rubrobacter et Rhodopila) identiques aux microorganismes présent dans
I'échantillon BR (Biofilm Rouge). L'impossibilité d’amplifier TADN ITS (afin de détecter les
champignons) révele une faible concentration de microorganismes, confirmé par I'absence

de coloration visible).

1.1.2- Caractérisation microbienne a l'aide des technigues de
microbiologie classique :

L’échantillon de pierre prélevé sur la Villa Isabel (Biarritz) a été soumis a des
analyses de microbiologie classique, c'est-a-dire en faisant pousser les microorganismes sur
milieux synthétiques.

Voici les microorganismes isolés de la Villa Isabel :

BN : Pseudomonas sp. (bactérie)
Bacillus licheniformis (bactérie)
Penicillium sp. (ascomyceéte)

BR: Staphylococcus sp. (bactérie)
Pichia anomala (ascomycéte)

BL : Bacillus licheniformis (bactérie)

Penicillium sp. (ascomyceéte)



BA :  Bacillus licheniformis (bactérie)

Penicillium sp. (ascomycete)

Ces microorganismes ne sont pas les mémes que ceux isolés a I'aide des techniques
de biologie moléculaire. En effet la microbiologie classique est complémentaire a la biologie
moléculaire, ces deux méthodes pouvant présenter des biais. Environ 10% des
microorganismes présents a la surface de la terre sont cultivables. La biologie moléculaire
permet de s’affranchir de ce probléeme, n’étant pas quantitative, des effets de masse peuvent

apparaitre et favoriser la détection de certains microorganismes au détriment d’autres.

1.1.3- Etudes cristallographiques par DRX

Des analyses DRX ont été réalisées sur les échantillons provenant de la Villa Isabel :
BR (biofilm rouge visible), BN (biofilm noir visible), BA (pas de biofilm visible, aspect crénelé
de la pierre). Les profils de chaque échantillon sont identiques, et ne montrent que de la
calcite.

Aucun produit de détérioration n’est observe : soit la pierre n’est pas détériorée, soit
elle est détériorée, mais les produits de détérioration sont lessivés par les pluies et donc

aucune détérioration n’est visible.

1.1.4- Conclusion sur les analyses biologiques effectuées sur
la pierre d’Angouléme

La diversité microbienne de la Villa Isabel (Biarritz) n'est pas trés grande, cela
s'explique par les conditions de croissance peu favorables que présente la facade exposée
aux embruns et au soleil.

L'échantillon BA révele la présence de cyanobactéries alors que I'échantillon BR
(prélevé sur une pierre proche) n'en révele pas. Deux hypothéses se posent :

- I'échantillon BR ne possede pas de cyanobactéries

- I'échantillon BR possede des cyanobactéries, mais elles ne sont pas détectées

avec le protocole mis en place, parce que leur présence est en trés faible quantité
et 'ADN des autres bactéries est préférentiellement amplifié.
L’échantillon BN au contraire semble présenter un biofilm composé majoritairement de

cyanobactéries.



La coloration noire provient donc des microorganismes phototrophes dont les cyanobactéries

font partie alors que la coloration rouge provient surement de la bactérie Rubrobacter.nces
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1.2-Pierre d’lgueldo

Des échantillons ont été prélevés sur de la pierre d’lgueldo présente en
environnement marin (Mairie de St-Sébastien) et non marin (Eglise d’Ofiate).
Les deux sites sur lesquels les échantillons ont été prélevés présentaient un biofilm noir-
verdatre visqueux. L’échantillon prélevé a la mairie de St-Sébastien est nommé SN (photos

2) et I'échantillon prélevé sur I'église d’Onate a été nommé ON (photos 3).

Photos 2 : site de prélévement (mairie de St-Sébastien) sur le grés d’lgueldo exposé aux embruns
marins.
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Photos 3 : site de prélevement (Eglise d’Ofiate) sur le grés Igueldo non exposé aux embruns marins

Des études de diversité par biologie moléculaire ont été réalisées sur I'échantillon
SN. Les études de diversité par microbiologie classique ont été réalisées sur les échantillons
SN et ON.

Les analyses cristallographiques par DRX n’ont pas été réalisées.

1.2.1- Etude de diversité par les technigues de biologie
moléculaire

La méthode de biologie moléculaire utilisée pour étudier la diversité microbienne sur la pierre

d’'Igueldo est la méme que celle utilisée pour la pierre d’Angouléme.

Voici la liste des microorganismes identifiés par biologie moléculaire :

Séquencage des ribotypes sélectionnés :

Alques Trebouxia Jamesii (lichen)
& Chlorella
Ascomyceéte Lecophagus

Sphingomonas
Rhodopila
Uncultured alpha-protéobactéries
Acidobactéries

Cyanobacteries (proches de Anabaena sp.,
Deinococcus sp., Chroococcidiopsis sp., Stigonema

sp.)

Bactéries

!

Figure 3 : Microorganismes identifiés a l'aide de la méthode ARDRA, provenant de I'échantillon SN
prélevé sur une pierre d’'lgueldo de la mairie de St-Sébastien.
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Les résultats obtenus montrent la présence de microorganismes connus pour étre
présents sur la pierre (Cyanobactéries, alpha-protéobatéries, Ascomycetes, algues) et
capables de résister aux conditions stressantes d’une facade.

Dans cet échantillon il peut étre remarqué que les cyanobactéries sont présentes en
grande majorité (71%).

Au niveau des analyses d’ADN ITS, des algues et des champignons sont détectés du
méme type que ceux identifiés pour I'échantillon de Biarritz (Ascomycete, Trebouxia). Des

lichens sont aussi présents.

1.2.2- Etude de diversité par microbiologie classique

Les analyses par microbiologie classique sur les pierres d’lgueldo exposées et non

exposées aux embruns marins ont été réalisées.

Voici les microorganismes isolés sur la fagade de la mairie de St-Sébastien :
Paecilomyces sp. (levure noire)
Saccharomycetales sp. (levure)

Staphylococcus sp. (bactérie)

Et voici les microorganismes isolés de la facade de I'église d’Onate :
Bacillus sp. (bactérie)
Pseudomonas sp. (bactérie)
Penicillium sp. (Ascomyceéte)
Aureobasidium sp. (Ascomycete)
Paecilomyces sp. (levure noire)

Cladosporium sp. (Ascomycete)

Pour ces échantillons aussi la microbiologie classique se révéle complémentaire aux

techniques de biologie moléculaire.

1.2.3- Conclusion sur les analyses biologiques effectuées sur
le gres d’igueldo

L'échantillon de pierre d’lgueldo exposé aux embruns d’aspect verdatre-noiratre
visqueux est essentiellement peuplé d’algues et de cyanobactéries, ce qui est logique pour

un tel type d’environnement.
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La microbiologie classique montre la présence de levures noires pour les deux types
d’environnement. 1l expligue tres probablement, avec les deux autres types de

microorganismes (algues et cyanobactérie), la couleur et texture du biofilm.

1.3-Conclusion et perspectives sur I'étude de biof  ilm établis

sur deux types de pierre différents :

L’aspect du biofilm défini une diversité différente. En effet le biofilm rouge de la Villa
Isabel ne présente pas la méme diversité que le biofilm noir de la mairie de St-Sébastien.
Les cyanobactéries ne sont pas détectées dans le premier échantillon alors que dans le
deuxieme oui.

Les deux biofiims d'aspect noir possédent des cyanobactéries qui sont des
microorganismes résistant peu aux radiations UV. Ces deux biofilms ont en fait été prélevés
sur une surface un peu plus abritée que la surface sur laquelle s’est développée le biofilm
rouge. Cela explique la présence de microorganismes résistants sur le biofilm d’aspect rouge
alors que les biofilms d’aspect noir doivent posséder plus d’'algues et de cyanobactéries.

De plus, un biofilm exposé aux embruns marins peut présenter des microorganismes

spécifiques de cet environnement.
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2. Etude dans le temps

Afin d'essayer de déterminer les différentes étapes de la colonisation de la pierre
d’Angouléme en environnement cotier, et ainsi de répondre a la deuxiéme question
« Quelles sont les étapes critiques du développement des biofilms? , 120 pierres de type
Angouléme, fraichement extraites de carriére, de dimension 20 x 10x 2 cm, ont été placées
sur des supports a 45° face a la mer, sur la terra sse du musée de la mer de Biarritz en juin
2006. Elles sont donc directement exposées aux embruns marins.

Des prélévements réguliers (6 mois, 10 mois, 13 mois, 16 mois) ont été faits jusqu’a
présent et des analyses biologiques (détection des microorganismes par biologie moléculaire
et microbiologie classique), ainsi que des analyses physico-chimiques (densité, porosité,
capillarité, cristallographiques) ont été réalisés dessus. Ces analyses physico-chimiques en
paralléle du suivi de la colonisation pourront corréler une éventuelle détérioration de la pierre

aux microorganismes qui s'y développent.

Photo 4 : pierres de type Angouléme exposées sur la facade du musée de la mer de Biarritz.

2.1- Analyses biologiques des pierres prélevées

Des analyses a I'aide des techniques de biologie moléculaire dont le protocole a été
mis au point lors de la premiere année de these, ainsi que des analyses d’isolement par
microbiologie classique ont été effectuées sur les deux premiers prélevements (décembre
2006, mars 2007).
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Les premiéres pierres prélevées en décembre 2006 n’'ont aucun biofilm visible
présent sur la face exposée, par contre sur l'autre face, plus abritée, des taches vertes sont
visibles.

Voici les microorganismes identifiées a l'aide de la méthode ARDRA (biologie

moléculaire) sur la face exposée des pierres prélevées en décembre 2006 et mars 2007.

BT1 BT2
prélévement décembre 2006 préléevement mars 2007
Séquenc age des ribotypes Séquencage des ribotypes
sélectionnés: sélectionneés:
Algues Juniperus
Chlorella 9 Chlorella

Cladosporium Cladosporium

Epicoccum [ scomycétef{| Catenulostroma
Leptosphaerulina Epicoccum
Alter_nana Sarcinomyces
Lewia

Sarcinomyces

Uncultured Herbaspirillum

— Variovorax
[ Bacterie Sphingomonas
cyanobactéries (unculured et
Pleurocapsa)

Uncultured Herbaspirillum

Figure 4 : Microorganismes identifiés a l'aide de la méthode ARDRA, provenant d’échantillons de
pierre exposées depuis juin 2006 et prélevés en décembre 2006 et mars 2007.

Les bactéries semblent coloniser la pierre plus tard que les algues ou les
champignons. Dans I'ensemble les mémes microorganismes sont présents aprés 4 mois
d’exposition. Ce sont des microorganismes capables de se développer sur la pierre et

certains ont été trés probablement apportés par les embruns (algues, cyanobactéries)
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L’autre face de la pierre a également été analysée a I'aide de la technique ARDRA :

BT1 BT2
prélevement décembre 2006 prélevement mars 2007

Séquencage des ribotypes Séquencage des ribotypes
sélectionnés: sélectionnés:
Klebsormidium
Chlorella Trebouxia photobiont (lichen)
Trebouxia photobiont (lichen) Chlorella
oedogonium

Cladosporium _ _
Ramularia Coniosporium
Catenulostroma Cyphellophora

Alternaria Alternaria
Glomerella

Cladophialophora
Glomerella
uncultured marine ascomycete

Sporobolomyces
Sporobolomyces idi atal| Kondoa
Cryptococcus

uncultured Herbaspirillum
Caulobacteraceae Bactéries Uncultureql Herbaspirillum
cyanobactéries (uncultured et Jannaschia

Pleurocapsa) Sphingomonas
Caulobacteraceae

Le fait que cette face soit plus abritée permet I'observation d'une plus grande
diversité.

La présence de champignons basidiomycétes apparait, ainsi que des
microorganismes déja identifiés sur la fagade de la Villa Isabel (Jannaschia, Sphingomonas,
Chlorella).

Au niveau de la microbiologie classique, un probleme de protocole n'a permis d’isoler
gue des bactéries pour le premier préléevement, et a permis d'identifier :
Pseudomonas sp. (bactérie)
Moraxella sp. (bactérie)
Psychrobacter sp. (bactérie)
Rhizobium huautlense (bactérie)

Bacillus licheniformis (bactérie)

Pour le deuxieme prélevement (mars 2007) des champignons et des bactéries ont

été isolés :
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Bacillus licheniformis (bactérie)
Psychrobacter sp. (bactérie)
Alternaria sp.(ascomycete)
Epicoccum nigrum (ascomyceéte)
Chaetomium funicola (ascomycéte)

Cladosporium (ascomycete)

Ces résultats de microbiologie classique montrent la présence de microorganismes
ubiquistes, et un certain recouvrement avec les résultats de biologie moléculaire au niveau

des champignons (Alternaria, Epicoccum, Cladosporium) apparait.

2.2- Conclusion sur les analyses biologiques

Ces premiers résultats permettent de conclure que les microorganismes sont
capables de se développer sur des surfaces peu abritées et dont les conditions
environnementales sont stressantes, mais si la surface est un peu abritée, des
microorganismes moins résistants peuvent s’y développer.

Ainsi qu’on pouvait s’y attendre, la diversité semble augmenter avec le temps.

Les premiers colonisateurs seraient des algues et des champignons, les bactéries
arrivent plus tardivement.

La diversité moins grande lors du deuxiéme prélevement, pour la face moins
exposée pourrait s’expliquer par le fait qu’avant le préléevement, il a beaucoup plu, et donc

des lessivages ont pu avoir lieu.

2.3- Analyses physico-chimiques de la pierre
2.3.1- Différentes méthodes d’analyse de la détérioration de la
pierre

Dans cette partie vont étre cités les différentes méthodes d'analyses de la

biodétérioration de la pierre les plus couramment utilisées et leur principe de fonctionnement.

1- La Microscopie Electronique a Balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron
Microscopy en anglais) est une technique de microscopie fréquemment utilisée pour

observer la surface de la pierre. Elle est basée sur le principe des interactions électrons-
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matiére. Un faisceau d'électrons balaie la surface de I'échantillon & analyser qui, en réponse,
réémet certaines particules. Différents détecteurs permettent d'analyser ces particules et de
reconstruire une image de la surface. Dans la pratique, au XXI° siécle, un grand nombre de
constructeurs proposent des microscopes a balayage de série équipés de détecteurs

d'électrons secondaires et dont la résolution se situe de 1nm a 20 nm.

2- La Spectrométrie de Fluorescence

La spectrométrie de fluorescence X (SFX ou FX, ou en anglais XRF pour X-ray
fluorescence) est une méthode d'analyse chimique élémentaire utilisant une propriété
physique de la matiére, la fluorescence de rayons X.

Lorsque l'on bombarde de la matiere avec des rayons X, la matiére réémet de
I'énergie sous la forme, entre autres, de rayons X ; c'est la fluorescence X, ou émission
secondaire de rayons X.

Le spectre des rayons X émis par la matiére est caracteéristique de la composition de
I'échantillon, en analysant ce spectre, on peut en déduire la composition élémentaire, c'est-a-
dire les concentrations massiques en éléments.

L'analyse du spectre peut se faire de deux maniéres :

- par analyse dispersive en longueur d'onde (WD-XRF, wavelength dispersive X-ray
fluorescence spectrometry) ;

- par analyse dispersive en énergie (ED-XRF, energy dispersive X-ray fluorescence

spectrometry).

3- La Diffraction aux rayons X

La diffractométrie de rayons X (DRX, on utilise souvent aussi l'abréviation
anglosaxone XRD pour X-ray diffraction) est une technique d'analyse basée sur la diffraction
des rayons X sur la matiére. La diffraction n'ayant lieu que sur la matiere cristalline, on parle
aussi de radiocristallographie. Pour les matériaux non-cristallins, on parle de diffusion.
L'intérét de cette méthode est qu'elle permet de distinguer les différentes formes de
cristallisation d'un méme composé (par exemple pour la silice, distinguer le quartz de la
cristobalite). Cependant, elle ne peut généralement pas permettre d'identifier des composés

amorphes. Cette technique est donc complémentaire de I'analyse élémentaire.

4- La Spectroscopie XPS
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La spectroscopie XPS (X-Ray Photoelectron Spectroscopy) permet de mesurer le
nombre d'électrons émis dans un intervalle d'énergie en fonction de I'énergie de liaison des
électrons. Chaque élément chimique étant caractérisé par un spectre unique, cette méthode
spectroscopique permet d'analyser précisément la nature chimique d'un matériau donné.
Des analyses semi-quantitatives peuvent étre également extraites des spectres XPS
normalisés en se basant sur la hauteur des pics et sur la surface sous les pics.
L'identification de I'état chimique d'un élément peut étre obtenue a partir de la mesure exacte

de la position des pics et de leurs séparations en énergie.

2.3.2- Composition des pierres analysées lors de la these

La pierre d’Angouléme a été choisie comme pierre de référence en France pour les
analyses de biodétérioration. En effet, elle est trés utilisée comme pierre de décoration sur la
cOte Basque.

En Espagne, la pierre de référence est le grés d’lgueldo qui est une pierre de

construction treés utilisée a St-Sébastien.

Voici les données pétrographiques de ces pierres :

Tg% ?rge géolljc?g;gue Composition Classification Porosité Texture
N " " 86,9 % quartz
d Gres FIy_sc_h 7,1% feldspath Subarkp_se Elevée Pores fins
gueldo Tertiaire 5 0% calcite glauconitique

Calcaire 98 % calcite Calcaire Pores fins et

tendre (pierre - . Elevée
: ~ « Grainstone » macropores

d'Angouléme) 1% Quartz

Un feldspath est un minéral a base de silicate double d'aluminium, de potassium, de
sodium ou de calcium.

Le quartz est un minéral composé de dioxyde de silicium de formule SiO, (silice).

Enfin, la calcite est un minéral composé de carbonate naturel de calcium (CaCOs,),
constituant principal de nombreuses roches sédimentaires : calcaires, marnes ; c'est un des

carbonates les plus abondants.

Voici la composition minérale du grés d’'lgueldo :
SiO;: 94.0 %,
A|203: 3,09 %
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Ca0:0,1%

Fe,O : 30,93%

MgO : 0,26%

MnO : 0,01%

TiO, : 0,15%

KO :1,14%

Na,O : 0,31%.

Nous ne possédons pas la composition minérale de la pierre d’Angouléme. Cependant des

analyses CPS doivent étre réalisées dessus.

Pour I'étude temporelle de la colonisation, il a été choisi d’exposer de la pierre de
Richemont dont les caractéristiques pétrographiques sont les mémes que la pierre
d’Angouléme.

Afin d’essayer de visualiser les éventuelles détériorations en paralléle de la colonisation de
la pierre par les microorganismes, certaines de ces technigues ont été appliquées (MEB,

DRX) et les premiers résultats sont exposés.

2.3.3- Premieres Analyses sur les propriétés cristallines de la
pierre (DRX)

Des analyses DRX ont été réalisées sur une pierre extraite de carriéere et non

exposeée, elles révelent la présence de calcite et un peu de gypse.
Des analyses n’'ont pas encore été réalisées sur les échantillons ayant été exposés

aux embruns, car I'appareil n’est pas fonctionnel pour l'instant.

2.3.4- Analyses sur les propriétés physiques de la pierre

Il a été démontré que lorsqu’il y a biodétérioration de la pierre, celle-ci se traduit par
une perte de densité, un changement de porosité et de capillarité, ainsi qu'un changement
de pH.

Ces facteurs (sauf le pH) sont donc mesurés sur les pierres exposées sur la terrasse
du musée de la mer de Biarritz, et ainsi les changements physiques de la pierre pourront

étre corrélés a la colonisation dans le temps.
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A- Densité

1- protocole

Afin d’avoir la densité de la pierre, il faut calculer la masse volumique absolue de

celle-ci.

- Pour cela il faut peser la pierre qui a été au préalable séchée a 80C ; nous avons M2 la
masse seche de la pierre.

- Ensuite il faut peser un récipient rempli d’eau sur lequel une plaque en plexi ou en verre a
été posée afin d’enlever toutes les bulles ; nous avons M1 la masse du récipient + eau +
plague.

- Enfin il faut peser le récipient rempli d’eau dans lequel la pierre a été ajoutée et sur lequel
la plague a été déposée afin qu’il n'y ait aucune bulle d’air ; nous avons M3 la masse du

récipient + pierre + eau + plaque.

La masse volumique absolue se calcule selon: s = M2 / (M1+M2-M3)

2- Résultats

Chez une pierre calcaire la masse volumique apparente est de I'ordre de 2,5-2,6.

Les mesures de densité ont été réalisées sur 6 pierres témoins (extraites de la
carriere, n‘ayant pas été exposées) (BT0), 6 pierres récupérées 6 mois aprés avoir été
exposeées sur la terrasse du musée de la mer de Biarritz, fin novembre 2006 (BT1), fin février

2007 (BT2), fin juin (BT3) et fin novembre (BT4).

Voici les résultats obtenus (les données brutes sont exposées en annexel) :
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Graphique 1 : densités des pierres exposées sur la terrasse du musée de la mer de Biarritz, prélevées
a différents temps.

1 an d’exposition ne semble pas encore influer sur la densité de la pierre

B- Capillarité
1- protocole

Afin de calculer la capillarité d’'une pierre il faut dans un premier temps mesurer sa
masse seche (M2). Ensuite il faut enduire cette pierre sauf une de ses faces de vernis afin
d’obstruer les pores.

La pierre est ensuite déposée dans un récipient sur deux cales afin de ne pas toucher
le fond, face non vernie vers le bas. Entre 5 et 10 mm d’eau sont ensuite ajouté.

Les pierres sont pesées apres différents temps : 1 min, 5 min, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 8h,
24h et pesées.

La capillarité est la pente de la partie linéaire de la courbe du graphique masse (en
gramme) divisée par la surface (en cm?) en fonction de la racine carrée du temps (en sec*?).
Le coefficient s’exprime donc en g.cm-2.s-*2

Ce calcul du coefficient de capillarité est basé sur une norme espagnole : UNE-EN
1925, Métodos de ensayo para piedra natural. Determinacion del coeficiente de absorcion

de agua por capilaridad. Mars 1999.

2- Résultats

23



Les mesures de capillarité ont été effectuées sur 6 pierres prélevées aux temps 0, 1,
2, 3, 4. Les graphiques représentant la courbe d’absorption par capillarité en fonction du

temps sont en annexe 2.

Voici les résultats obtenus :

BTO (témoin sans exposition) : coefficient de capillarité : 27,68 g.cm-2.s-2
BT1 (fin novembre 2006) : coefficient de capillarité : 27,86 g.cm-2.s-*?
BT2 (fin mars 2007) : coefficient de capillarité : 28,76 g.cm-2.s-2

BT3 (fin juin 2007) : coefficient de capillarité : 27,75 g.cm-2.s-2

BT4 (fin septembre 2007) : coefficient de capillarité : 23,82 g.cm?.s-2

Le coefficient de capillarité a diminué pour le dernier prélévement. En toute logique, si
la porosité est détériorée, cela veut dire que I'absorption devrait augmenter dans un temps
court, et donc la pente de la courbe devrait augmenter. Cependant, si beaucoup de
microorganismes se sont développés a la surface de la pierre, ils peuvent peut-étre boucher
les pores et empécher I'eau d’étre absorbée par la pierre. Les résultats de capillarité du futur
prélevement (BT5) confirmeront ou non cette tendance et me permettra de confirmer une de

ces hypotheses.

C- Porosité ouverte

1- protocole

La porosité ouverte se mesure a l'aide de la masse séche de 'échantillon (M2) ainsi

gue la masse imbibée d’eau de I'échantillon (M5), et se calcule suivant la formule :

P = (M5 - M2) / M2 x 100

2- Résultats

Les mesures de porosité ouverte ont été effectuées sur 6 pierres prélevées aux
temps 0, 1, 2, 3, 4. Les graphiques représentant la courbe d’absorption par capillarité en

fonction du temps sont en annexe 3.

Voici les résultats obtenus :
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La porosité ouverte des différentes pierres est tres élevée, les pierres prélevées au
temps 3 présentent une porosité ouverte inférieure aux pierres prélevées aux autres temps ;
les mesure vont étre refaite afin de les vérifier.

1 an d’exposition n’a pas influencé la porosité de la pierre.

D- Premiéres conclusions sur les analyses physigues de la pierre

1 an dexposition aux embruns marins ne semble pas changer significativement les
propriétés physiques de la pierre.

L’étude de la porosité ouverte de la pierre ne semble pas trés stratégique. Il serait plus
intéressant de regarder au niveau des pores mémes, s'il y a une évolution. Pour cela des

analyses a l'aide d’'un porosimétre seront effectuées.

2.3.5- Analyses par Microscopie optigue et Microscopie

Electronigue a Balayage

Les analyses par microscopie électronique a balayage ont été réalisées par un MEB

environnemental que posséde I'entreprise partenaire INASMET.

A- Pierres prélevées au temps 1 (fin novembre 2006)
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Un échantillon de pierre de Richemont ayant été exposé 6 mois sur la terrasse du
musée de la mer de Biarritz a été analysé par MEB a Pression Contr6lée (ou nom
commercial : ESEM = Environmental Scanning Electron Microscopy).

Les deux faces ont été observées au microscope. A I'ceil nu la face exposée ne présente
aucune colonisation et aucun changement physique. La face non exposée présente des

taches vertes et aucune modification physique comme le montre les photos ci-dessous :

Face exposée Faceaexpiosée

Observations a basse Pression

La basse pression ou «low vacuum » correspond a une pression de vapeur
inférieure ou égale a 1 torr (133 Pa). Ce mode d’observation engendre une déshydratation

partielle des échantillons mais permet leur observation sans préparation préalable.

Voici les observations réalisées :
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Face exposeée Face non abritée, observation ensdedor
la tache verte

Face abritée, observation au niveau de la Face abritée, observation au niveau de la
tache verte tache verte, plus en détail

La face exposée présente quelques microorganismes dispersés, qui ont un aspect
filamenteux et dont les filaments font environ 10 pm. Cela correspond donc a des
champignons ou des algues. L'aspect de la pierre a trés gros grossissement ne permet pas
d’observer des bactéries en forme de coques, car celles-ci ont le méme aspect que les

cristaux de pierre.

Lorsqu’il est observé la tache verte, celle-ci s'avere étre des microorganismes
filamenteux d’environ 10 um de diametre, donc des champignons ou des algues. A plus fort
grossissement quelques filaments d’environ 1 um de diamétre sont observés mais avec une

trés mauvaise résolution. Cela révele la présence de quelques bactéries filamenteuses.

Observations a Haute Pression
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Ce mode d’'observation nécessite une préparation au préalable de I'échantillon. Une
fine couche d'or est déposée a la surface de la pierre. Celle-ci devient ainsi plus conductrice

et permet donc une meilleure résolution, mais est irréversible.

Voici les observations réalisées :

Face abritée, observation au niveau de la Face abritée, observation au niveau de la
tache verte tache verte, plus forte résolution

Face abritée, observation au niveau de la Face abritée, observation au niveau de la
tache verte, forte résolution tache verte, forte résolution

Ce mode d'observation permet de visualiser avec une meilleure résolution
'échantillon de pierre, en effet des microorganismes de moins de 1 um sont facilement
détectables. Cependant les microorganismes ayant une forme de coques ne peuvent pas

étre différenciés des cristaux de pierre et ne sont donc pas identifiables.

Analyse élémentaire
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L’'appareil est capable de faire une analyse élémentaire des zones observées au
microscope (donc bombardées d’électrons).
Cette analyse a été réalisée sur la face non exposée, dans une zone présentant de la

colonisation microbienne et dans une zone ne présentant pas de colonisation microbienne :

Zone de la pierre dénuée de colonisation visible et zone de la pierre colonisée par les

microorganismes, aprés recouvrement par une pellicule d’or.

Ces analyses confirment la composition de la pierre : calcite (CaCOs) et Quartz
(SiOy).
Elle montre également la présence de la fine couche d’or (Au).
Lorsque l'analyse élémentaire est réalisée sur la zone ou il y a présence de
microorganismes, il y a apparition d’Aluminium (Al) et de Magnésium (Mg). Ces éléments ont

été produits par les microorganismes.

B- Pierres prélevées au temps 2 (fin mars 2007)

Un échantillon de pierre de Richemont ayant été exposé 10 mois sur la terrasse du

musée de la mer de Biarritz a été analysé par MEB a Pression Contrélée (ou nom
commercial : ESEM = Environmental Scanning Electron Microscopy), a haute pression,
recouvert d’une fine couche d’or.
Les deux faces ont été observées au microscope. A l'ceil nu la face exposée semble
présenter des colonisations, en effet des colorations vertes et noires sont apparues. La face
non exposée présente des taches vertes. Les observations photographiques sont en annexe
4.
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Les colorations vertes et noires de la face exposée ne proviennent pas de microorganismes
eucaryotes. Aucune conclusion n’est possible, la structure de la pierre étant trop proche de

la morphologie des bactéries. Les analyses élémentaires n’apportent aucune information.
Au niveau de la face non exposée, la tache verte représente toujours les algues, ou les
champignons, qui semblent se recouvrir de dépot cristallin. L’analyse élémentaire permet de

déduire la nature de ce dépbt, qui n’est autre que des sels (apparition de NaCl).

Certaines pierres présentent une coloration naturelle, rouge. L'analyse élémentaire réveéle la

présence de fer.

C- Pierres prélevées au temps 3 (fin juin 2007)

Un échantillon de pierre de Richemont ayant été exposé 13 mois sur la terrasse du

musée de la mer de Biarritz a été analysé par MEB & haute pression, recouvert d'une fine
couche d’or.
Les deux faces ont été observées au microscope. A I'ceil nu la face exposée semble
présenter des colonisations, en effet des colorations vertes et rouges sont apparues. La face
non exposée présente des taches vertes. Les observations photographiques sont en annexe
5.

Pour la face exposée, les observations au microscope a balayage ne permettent pas
d’observer des microorganismes. Les eucaryotes non plus ne sont pas observés, méme si

leur présence est signalée grace aux analyses moléculaires.
Au niveau de la face abritée, les filaments de champignons et/ou algues sont

observables, de méme qu'ils se recouvrent de cristaux (sdrement des sels).

L’analyse élémentaire n’apporte aucune information supplémentaire.

D- Pierres prélevées au temps 4 (fin septembre 2007 )

Un échantillon de pierre de Richemont ayant été exposé 16 mois sur la terrasse du
musée de la mer de Biarritz a été analysé par MEB a haute pression, recouvert d’une fine

couche d'or.
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Ces analyses MEB n’apportent aucune information supplémentaire par rapport aux

observations MEB des échantillons précédents.

E- Conclusions et Perspectives sur la MEB

La microscopie électronigue a balayage permet dans le cas de notre pierre
d’observer les microorganismes eucaryotes (taille supérieure a 2 um), la structure de la
pierre ne permet pas de différencier les bactéries des cristaux. De plus, aucune détérioration
visible de la pierre n’est observée, confirmant les analyses physiques.

Cette technique était réalisée a Inasmet, mais étant colteuse, elle est maintenant
réalisée a I'Université de Pau, au laboratoire de I'lPREM. Leur appareil ne permet d’observer

les échantillons qu’a basse pression et sans analyse élémentaire.

2.3.6- Observations de la colonisation au microscope optique

Les observations au microscope électronique a balayage ont été complétées par des
observations au microscope optique.

Les taches vertes (de la face abritée) ainsi que les colorations vertes et noires de la
face exposée ont été observées. Les photos sont en annexe 6.

Ces observations montrent que les taches vertes abritent un écosysteme tres varié
avec des champignons, algues et bactéries. Les filaments observés par MEB s’avérent étre
des algues. Sur la face exposée, la coloration noire provient de bactéries et la coloration
verte provient d’algues vertes unicellulaires.

Il peut étre ainsi conclu que les microorganismes filamenteux se développent
préférentiellement sur des surfaces abritées, alors que les microorganismes unicellulaires
sont aussi capables de se développer sur des surfaces trés exposées, dans le cas de pierres

exposées aux embruns marins de la Céte Basque.

2.3.7- Perspectives sur les analyses physico-chimigues de la

Les analyses physico-chimiques réalisées jusqu’a présent permettent de conclure que
la pierre n'est pas encore détériorée physiquement par les sels ou les microorganismes,
méme si ceux-ci se développent de facon bien visible au bout de 10 mois. Dans ce type

d’écosysteme, les microorganismes filamenteux sont des microorganismes moins résistants
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aux conditions stressantes de I'environnement marin que les microorganismes unicellulaires

non filamenteux qui sont trés probablement des algues.

Ces observations confirment également que les microorganismes moins résistants
préférent se développer sur des faces plus abritées et permettent & de nombreux autres

microorganismes de se développer.
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3. Altérations chimiques et bio-chimiques de la pi erre calcaire

La disponibilité en eau est trés importante pour le développement des microorganismes.
De plus, la biodétérioration de la pierre peut se faire de 3 fagons :
- détérioration physique de la pierre par pénétration des microorganimes et destruction de la
matrice cristalline
- détérioration visuelle de la pierre par coloration de celle-ci par les microorganismes
pigmentés
- détérioration chimique de la pierre par sécrétion par les microorganismes de substances

modifiant le pH ou réagissant directement avec les minéraux de la pierre.

Afin de comprendre ces processus et en particulier la biodétérioration chimique de la
pierre il est important dans un premier temps de comprendre la détérioration chimique non
biologique qui a été largement étudiée mais qui est tres proche du processus de
détérioration bio-chimique et influence la biodétérioration en général.

Ces processus vont étre décrits dans les chapitres qui suivent.
3.1- Altérations chimiques non biologiques

3.1.1- Importance de I'eau

Dans la majorité des cas, le principal vecteur de l'altération est I'eau. Sous forme
liquide, elle rentre par capillarité dans le réseau poreux des pierres et peut, soit geler et
induire des contraintes mécaniques, soit dissoudre les minéraux les plus solubles. Ainsi, la
circulation de l'eau dans une pierre s'accompagne d'une dissolution, puis dune

recristallisation des minéraux lors de I'évaporation de I'eau.

On peut distinguer deux types d'eau a l'intérieur ou a proximité d'une pierre : I'eau
agissant directement et I'eau servant a transporter un autre composé actif, provenant du

voisinage ou de la pollution.

Action directe de I'eau

L'eau qui accéde a la surface extérieure est une eau courante (ruissellement) ou de
I'eau battante (pluie). Elle ne séjourne pas et ne se fixe pas sur cette surface. Nous sommes
en présence d'eau libre. Il y a le plus souvent transport de matiere (solide ou dissoute) vers

un lieu différent. Elle peut entrainer les corps éventuels produits lors de son impact.
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L'eau peut s'insérer a l'intérieur de la pierre par effet de tension superficielle puis par
capillarité depuis I'émergence des canaux de la porosité et des fissures. Nous sommes en
présence d'eau liée ou associée.

Elle pénétre trés lentement dans la pierre et posséde non seulement une importante
force de pénétration mais aussi un temps de résidence, donc un temps d'action,
suffisamment long pour permettre la dissolution des sels et des minéraux. L'eau devient une
solution ionique trés active qui provoque des réactions chimiques associées. Lors de la
pénétration par capillarité, il y a gonflement de la pierre. Ce nouvel état circulatoire conduit a
éliminer progressivement, par ordre de solubilité décroissante, certains composants
minéraux de la pierre. Cela se réalise dans une zone interne, parallele a la surface externe,

pratiguement située a une profondeur constante pour une pierre donnée. Il s'ensuit une

"altération en plaque" qui se décolle et tombe.

Action indirecte de I'eau

Ce n'est pas l'eau qui agit d'abord, ce sont les fluides, gaz ou solides qu'elle transporte.

Ces additifs ne sont pas tous toujours dus a la pollution mais ils le sont souvent.

La pluie et lI'eau des remontées capillaires sont chargées de différents composés
chimiques apportés par la pollution et présent dans I'atmospheére, le sol ou le sous-sol. I
s'agit essentiellement de :

gaz : gaz carbonique, anhydride sulfurique, oxydes d'azote,

acides et composés ammoniaqués : acide chlorhydrique, acide fluorhydrique,
ammoniaque,

fumées porteuses de composés carbonés, suies, flammeches,

phosphates et nitrates,

poussieres solides minérales ou organiques,

engrais de jardinage,

sels d'entretien hivernal des rues et des routes,

graffitis (peintures, etc.).

Ces produits initient souvent une série de réactions chimiques. Les cycles d'activités
peuvent étre trés complexes et se terminer aprés de nombreuses étapes. Prenons I'exemple
le plus courant du soufre ; il est présent dans |'atmosphere :

Sous forme d’acide sulfurique di a la présence d'eau, il dissout la calcite et se recombine

avec celle-ci sous forme de gypse suivant I'équation :
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CaCO; + SO, + 2H,0 --> CaS0,.2H,0 + CO, (1)

Des lors, le gypse peut précipiter dans les zones de saturation de la solution aqueuse. On le
voit sortir sous forme de plaques blanchétres en surface des pierres.

L'apparition du gypse entraine celle de dommages mécaniques car les cristaux hydratés
occupent plus de place que les molécules qui leur ont donné naissance. Cette dilatation

“cristallochimique" détruit la cohésion de la pierre.

3.1.2- Les altérations chimigues

Les patines
Les pierres anciennes ont souvent une couleur plus foncée et une texture plus satinée

qui leur donnent un aspect lisse, comparé a celles tirées de carriere. On dit couramment
gu’elles sont patinées. La formation d’'une patine est la réaction premiére de la roche quand
elle est extraite de la carriére et mise en oeuvre. Elle forme ainsi un épiderme superficiel plus
ou moins induré. Son épaisseur, sa couleur, sa composition dépendent de la nature et de
'age de la pierre ainsi que des conditions environnementales.

Les patines couvrent généralement les surfaces exposées aux intempéries et donc
soumises a des alternances d’'imbibitions et de séchages, et elles ne se forment pas de
fagcon homogene sur toutes les pierres d’'un monument. Sur les pierres situées a I'abri des
intempéries, ou au contraire soumises a des lessivages entrainant des dissolutions, les
patines sont inexistantes. Lors des migrations des fluides par capillarité, les oxydes
disséminés dans la pierre sont transférés vers la surface d’évaporation ou ils s’accumulent.

Cette patine se distingue des altérations destructrices dans la mesure ou il n'y a pas de
décohésion des constituants du matériau. C’est donc une forme d’altération car elle résulte

de modifications apparues dans la pierre, mais pas une dégradation a proprement parler.

Les crodtes noires

Les crodtes noires représentent une altération commune et répandue sur tout type de
pierre, et spécialement celles provenant d'un milieu urbain. Ces encroltements ne se
développent que dans les parties humides abritées des lessivages ou s’évaporent les
solutions qui transitent & travers la roche.

Dans le cas des pierres poreuses, I'encroitement incruste plus facilement la pierre et on

observe un passage progressif entre les couches de dépot et le substrat pierreux imprégné
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par le gypse qui devient friable et pulvérulent. Ces croltes noires finissent par se détacher
spontanément du substrat et elles entrainent systématiquement dans leur chute la partie
superficielle de la pierre. Ce qui a pour effet de mettre & nu la pierre fragilisée et pulvérulente

sur plusieurs millimetres, qui peut ainsi s’exposer a un nouveau cycle d’altération.

Patines Cro0ltes noires, pierre

Cro0ltes noires, pierre
poreuse

non poreuse

Les efflorescences

On peut souvent constater sur les édifices anciens dont les fondations ne sont pas

isolées par une barriere anticapillaire (couche d’ardoises, feuille de plomb), des auréoles peu
esthétiques qui affectent souvent les parties basses des murs.
Ces encroltements de sels peuvent avoir différentes morphologies (efflorescences
duveteuses, pulvérulences, cro(tes, pustules, ...) suivant le type de sel rencontré et la
morphologie de la pierre. On rencontre une trés grande diversité de sels, et parmi les plus
fréquents, on trouve des sulfates Na,SO,, K,SO,4, CaSO, ; des carbonates CaCOs, NaCOs ;
des chlorures NaCl, KClI et des nitrates KNO; (le fameux salpétre), NaNOs ...

La nature du réseau poreux de la pierre y est essentielle car ses propriétés
déterminent si les sels cristallisent a la surface ou a lintérieur du matériau. Quand la
cristallisation se produit a I'intérieur de la pierre, elle y provoque des fissures importantes et
des desquamations sous la forme d'écailles de plus ou moins grandes dimensions. Les

efflorescences en surface sont moins dommageables.

Les plagues

Les pierres soumises a des pluies fouettantes et subissant des cycles d’'imbibition et de
séchage sont affectées par un débit en plaques dont I'épaisseur peut varier de quelques
millimétres a plusieurs centimeétres.

Les altérations en plagues apparaissent plus fréquemment sur les zones exposées aux
pluies ou aux remontées capillaires et connaissant des évaporations intenses comme les

murs bien ventilés, les pierres d’angle ou les encadrements de fenétres.
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L’analyse de ces plaques indique qu'elles sont formées d'une tranche de roche
relativement cohérente dont la surface peut étre dure et homogéne, en particulier si elle est
recouverte d’'une patine.

S’ensuit, 1a ou a eu lieu le décollement de la plaque, une partie granuleuse presque
pulvérulente, d’'un aspect feuilleté, et jalonnée d’'un réseau de fissures paralléles. A cet
endroit, on observe bien souvent la présence d’une forte concentration en sels (halite NaCl,
thénardite Na,SO, et surtout gypse CaS0O,,2H,0).

La cristallisation de sels en subsurface serait due principalement aux mécanismes
d’évaporation. Quand le séchage est suffisamment lent et que le réseau poreux le permet,
les sels dissous en solution peuvent arriver en surface et forment ainsi des efflorescences.
Mais lorsque Il'alimentation capillaire ne compense plus le flux d'évaporation, la zone de
discontinuité hydraulique se situe sous la surface, et les sels précipitent alors a I'intérieur de
la roche, formant un horizon d’accumulation de sels par répétition des cycles d’'imbibition et
de séchage, et développant d'importantes pressions de cristallisation, a la profondeur
d’équilibre hydrique pour laquelle les flux d’évaporation et d'imbibition s’annulent, profondeur
qui correspond a I'épaisseur de la plague. Sous l'effet d’importantes cristallisations de sels,
des craquelures se développent le long de cet horizon puis la surface de la pierre se fissure
et la plaque ainsi formée peut se détacher et tomber.

Lorsqu’une plaque se détache, la nouvelle géométrie de la surface, désagrégée par les
sels, n’est pas propice au développement d’'une nouvelle plaque mais favorise plutot d’autres

types d’altération comme la désagrégation sableuse.

Les désagrégations sableuses et alvéolisations

Cette altération se développe dans des endroits humides mais non lessivés et se traduit
par le dessertissage des grains de la roche provoqué par la dissolution du ciment de calcite
et a la cristallisation de sels comme la halite (NaCl), la thénardite (Na,SO,) et le gypse
(Cas0,, 2H,0). On observe alors une accumulation poudreuse de sable et de résidus de
roche a la base des murs. Par la cristallisation de sels provoquant un dessertissage des
grains important, les désagrégations sableuses provoquent une érosion qui peut étre assez
rapide sous l'action des pluies et du vent. Cette érosion peut se faire soit de facon
homogeéne induisant un recul de la surface de la pierre sur plusieurs centimetres, ou bien de

facon différentielle aboutissant a la formation d’alvéoles.
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Alvéolisations; désagrégations sableuses plaques

3.1.3- Le role des sels marins

En environnement marin, les aérosols marins constituent la source majeure d'apports
atmosphériques en sels. La masse des sels marins injectés, chaque année, dans
I'atmosphére, sous forme d'aérosols est de 1300 Tg
A 300-400 metres du bord de mer, l'effet des sels marins se dissiperait et des croltes
carbonatées se développeraient préférentiellement (corrélation entre HCO; et I'orientation
des murs). Halite et gypse restent les sels les plus fréquemment rencontrés a la surface des
échantillons pierreux.

La dégradation des roches par les sels résulte de la répétition des cycles dissolution
cristallisation, entrainant le dessertissage des grains constitutifs de la roche. Cette action, qui
modifie la porosité du matériau, est d'autant plus destructrice qu'elle est fréquente. Elle
dépend des propriétés physiques de la roche qui déterminent la position des évaporations en
surface ou en profondeur, de la nature des différents sels ainsi que de I'exposition ; c'est de
ces conditions que dépendent les différentes formes que peuvent prendre certaines
dégradations comme les désagrégations et les desquamations.

La Halite pénetre en profondeur dans la pierre car elle posséde une grande
solubilité ; le gypse, quant a lui, moins soluble, reste préférentiellement en surface.

Un autre mécanisme de mise en solution des sels est possible par la solvatation de
ceux-ci. Une expérimentation effectuée sur le marbre de Délos a montré que cette
solvatation peut se produire en fonction des variations d'humidité relative sur des pierres
chargées en sels. Compte tenu des variations d'humidité relative locale, la déliquescence de
la halite peut se produire en quelgues heures ; ce phénomene peut apporter une contribution
aux processus quotidiens d'humidification des parois des pierres chargées en sel. Ce
phénomeéne s'ajoute notamment a celui de la condensation de type rosée et a l'action des

brouillards salins.

38



Dans l'atmosphere, des particules de sels (NaCl) réagissent avec les acides

sulfuriques suivant la réaction :

2 NaCl + H,SO, Na,SO, + 2 HCI (2)
(halite) (thénardite)

Il a été notamment montré que la réactivité du SO2 sur les sels marins devenait plus
importante en présence de NO2 et d’humidité relative forte (80%).
La réaction (2) n'est donc pas la seule réaction possible sur NaCl. Une autre réaction

pourrait se produire avec notamment l'acide nitrique :

NaCl + HNO3  NaNO3 + HCI (3)

(halite) (nitronatrite)

Ces réactions ont pour conséquence la production d'acide chlorhydrique qui peut par
la suite réagir sur les matériaux carbonatés. En effet, a Venise, le role d'HCl dans les
processus de dégradation de la pierre a été démontré par la présence d'antarticite (CaCl2, 6

H20) par DRX. La réaction invoquée est la suivante :

H20 CaCO3 + 2 HClI  CaCl2.6H20 + H2CO3 (4)

3.2- Biodégradation chimique de la calcite

Le mécanisme principal de l'action des micro-organismes sur la calcite est le
changement du pH du milieu.
D’un point de vue géochimique, le réle principal de la circulation du calcium et du Ciyorg, €St
joué par I'équilibre carbonate-bicarbonate :
CO,
CO, (dissous) H,CO; H'+HCO; COz* +Ca* CaCO;

Corg

Généralement il est expliqgué que les microorganismes autotrophes contribuent a la

précipitation du CaCO; et les microorganismes hétérotrophes a sa dissolution. Les
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microorganismes autotrophes augmentent le pH en captant le CO, atmosphérique alors que
les microorganismes hétérotrophes abaissent le pH par production d'acides. Il faut

cependant noter que cela est une généralité et n’est pas universel.

Voici les microorganismes pouvant créer les conditions de dissolution du CaCOs; :
Bactéries anaérobies produisant les acides gras volatils ;
Microorganismes hétérotrophes aérobies produisant des acides (par exemple, les
myceétes) ;
Microorganismes lithotrophes produisant des acides ;
Bactéries nitrifiantes et sulfo-oxydantes ;
Microorganismes hétérotrophes aérobies, en particulier les microaerophiles, causant

une concentration élevée du CO..

La dissolution de la calcite peut s’expliquer par 3 voies :

La décomposition du Corg dans un espace fermé par les micro-organismes produit du
CO., et est la premiére voie pour I'extraction accélérée de Ca a partir de la roche.

La formation des acides organiques, démontrée pour des myceétes aérobies, les lichens
et les micro-organismes fermentatifs.

La formation des acides minéraux par les microorganismes chimiolithotrophes anérobies,
par la nitrification (par des especes de Nitrosomonas et des espéces de Nitrobacter), ou
la sulfo-oxydation (especes de Thiobacillus). Les bactéries sulfo-oxydantes provoquent la

formation de gypse.

La biocorrosion par les microorganismes chimioorganotrophes dont les mycetes et les
lichens se produit par I'excrétion d’'acides organiques. Ces acides peuvent également
chélater des cations métalliques (par exemple, Al, Ca, Fe, magnésium, manganése, silicium)
des minerais pour former des complexes stables.

Plusieurs bactéries et mycétes chimioorganotrophes (Acidithiobacillus ferroxidans,
différentes espéces de bacilles, des espéces de Aureobasidium ainsi que de Leptospirillum)
sont également capables d'enlever des cations, en particulier de fer et de manganése par
l'oxydation, contribuant & la détérioration en pierre.

Parmi I'éventail de microorganismes hétérotrohes isolés, la plupart ont pu étre assignées aux

genres flavobactérie et Pseudomonas.

Cas tres étudié du lichen :
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Les lichens ont une grande importance dans la détérioration de la pierre. Par la
respiration ils produisent du CO, qui est transformé dans le thallus en acide carbonique.
Celui-ci cause un changement de composition de la couche externe de la pierre juste sous le
lichen, avec I'épuisement de ses éléments chimiques principaux (Al, magnésium,
manganeése, Zn, silicium, Ca, K, Fe) et l'accumulation de certains de ces derniers, en
particulier le Ca, a l'intérieur du thallus. De plus les lichens peuvent endommager de fagon
physique la pierre par pénétration profonde des hyphes (jusqu'a 15 millimeétres) et par

contraction et gonflement périodiques du thallus en fonction des changements climatiques.

Un des acides les plus étudiés produit par les lichens est I'acide oxalique. Certains
lichens peuvent produire jusqu'a 50% de leur poids total de cet acide, qui peut étre toxique
pour I'organisme et est neutralisé en formant un composé tres insoluble, I'oxalate de calcium.
Celui-ci et ses différentes formes d’hydratations (Whewellite et Wedellite) ont été
considérablement étudiés pour leur importance dans la formation de patine sur les

monuments en pierre.
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4. Conclusion

Afin de répondre a la premiere question qui est « quels sont les microorganismes
impliqués dans la biodétérioration des pierres en environnement marin », deux biofilms se
développant sur deux pierres différentes (grés d’lgueldo et calcaire d’Angouléme) ont été
étudiés a l'aide des techniques de biologie moléculaire ainsi que la microbiologie classique.
La présence d’algues, de champignons et de bactéries connus pour se développer sur les
pierres a été mis en évidence. L'influence des embruns marins se remarque par la présence
de microorganismes spécifiques des environnements marins.

La coloration du biofilm prouve la présence de microorganismes différents. Les
biofilms noirs visqueux possédent en majorité des microorganismes phototrophes, en
particulier des algues et des cyanobactéries. Le biofilm rouge doit sa coloration
essentiellement a une bactérie : Rubrobacter. De plus, le manque de coloration sur une
pierre ne veut pas dire qu'il n'y a pas de microorganismes. Dans notre cas, la pierre ne
montrant aucun biofilm a I'ceil visible est colonisée essentiellement par des bactéries,
retrouvées dans les biofilms visibles s’étant développés a proximité.

Les analyses DRX ne montrent pas de produits de détérioration, uniquement la
matrice de la pierre. Cela révele que s'il y a détérioration, elle se fait pas perte de matiere. La
pierre est donc dissoute soit par des agents chimiques (pollution et sels marins), soit par des

agents biologiques. Il peut également y avoir détachement de morceaux de pierre.

L’étude dans le temps montre que les microorganismes préférent des zones un peu
protégées pour se développer. En effet, au bout de 6, 9 et 12 mois d’exposition sur la
terrasse du musée de la mer, des taches vertes sont apparues sur la face plus abritée (des
algues) de la pierre alors qu’au niveau de la face exposé, des colorations vertes, noires et
rouges semblent apparaitre au bout de 12 mois, montrant un écosysteme stressé, ou
sGrement des microorganismes plus résistant doivent se développer. Cela est confirmé par
les observations au microscope (optigue et a balayage), uniguement des bactéries et
guelques algues non filamenteuses se sont développées sur la face exposée, alors que les
algues filamenteuse se sont développées sur la face moins exposée.

Les analyses par biologie moléculaire et microbiologie classique révélent la présence
d'une bactérie, d’'algues et de champignons ascomycetes pour le premier prélévement. Sur
la face moins exposée, les mémes types de microorganismes sont présent, mais en plus
grande diversité. Le préléevement suivant voit la quantité de bactéries augmenter, de plus sur

la face plus abritée, de nouveaux champignons moins résistants apparaissent, les
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basidiomycétes. Cela confirme que les microorganismes vont se développer dans des zones
plus abritées (ou I'eau est plus disponible et ou il y a moins de radiations UV.
Cette étude montre que les premiers colonisateurs de la pierre calcaire de Richemont
exposée aux embruns marins sont essentiellement des algues et des bactéries
phototrophes, tres probablement apportées par les embruns. Ces premiers colonisateurs
vont permettre tres vite aux champignons et aux autres bactéries de se développer.
Cependant, cette colonisation ne semble pas altérer la pierre, en effet les analyses
physico-chimiques ne montrent aucune détérioration, si ce n’est une diminution de la

capillarité de la pierre, les microorganismes bouchant trés probablement les pores.

Au bout d'un an et demi, les microorganismes ne semblent pas altérer la pierre, peut-
étre la protégent-ils ?

Au vu des microorganismes identifiés et des analyses de pierre réalisées (en
particulier sur les biofilms déja présents de la Villa Isabel et de la Mairie de St-Sébastien), s'il
y a ou aura détérioration par les microorganismes, cela se fera donc par la sécrétion
d'acides organiques et dissolution de la pierre, ou par pénétration des hyphes des
microorganismes filamenteux dans la pierre. Des recherches sur le métabolisme et la
morphologie de ces microorganismes couplés a des observations au microscope pourront

clarifier la possibilité de détérioration de ces microorganismes.

5. Perspectives

La diversité microbienne sur deux facades en pierres différentes a été identifiée. Il
faut & présent comparer cette diversité a deux facades de méme type de pierre non

exposées aux embruns, afin de constater ou non une influence des embruns sur le

développement des microorganismes.

D’autre part une étude du métabolisme des microorganismes identifiés permettra de
déterminer les mécanismes possibles de détérioration et d’identifier les réels instigateurs de
la biodétérioration de la pierre.

Enfin, la recherche de traitements préventifs les plus adaptés et les moins nocifs pour

'environnement sera menée a bien et des tests d'efficacité de ces traitements seront

réalisés pour ensuite aboutir & leur intégration au mortier confectionné dans I'axe 2.
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