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INSTITUT DE BOTANIQUE, UNIVERSITE DE NEUCHATEL

LABORATOIRE DE CRYPTOGAMIE ET MICROBIOLOGIE

RECHERCHE DE BACTERIES SULFOXYDANTES,
NITRIFIANTES ET SAPROPHYTES
DANS UNE LESION DE LA PIERRE JAUNE
D’UN BATIMENT ANCIEN, A NEUCHATEL

(NOTE PRELIMINAIRE)

par
MICHEL ARAGNO

AVEC 1 PLANCHE ET 1 TABLEAU

INTRODUCTION

On a souvent attribué a I'action de bactéries les altérations des
pierres de construction. Dans un remarquable travail, le plus souvent
ignoré des auteurs plus récents, PAINE et al. (1933) posent clairement
ce probléme. Ils envisagent I’action des bactéries saprophytes, suscep-
tibles de produire des acides organiques lors de fermentations, celle des
bactéries nitrifiantes, oxydant ’ammoniaque de 1’air en acide nitreux,
puis nitrique, et celle des bactéries sulfoxydantes, oxydant des composés
minéraux réduits du soufre en acide sulfurique. Si les nombreuses
lésions de la pierre étudiées par ces auteurs sont toujours trés riches en
germes saprophytes, il est rare d’y rencontrer des germes nitrifiants.
La présence de bactéries sulfoxydantes est, par contre, presque constante.

PocHON et son école (PocHoN, J. et al. 1946, 1948, 1949, 1950, 1959,
1960 et 1968 ; BOURCART et al. 1949) attribuent un réle prépondérant,
dans certains types d’altérations, aux bactéries sulfoxydantes. Ils consi-
dérent comme source probable du soufre réduit I’hydrogéne sulfuré
dégagé au niveau des fondations par la flore sulfatoréductrice, qui y est
abondante. Cette substance monterait dans les fagades par I'eau de
capillarité, et y serait oxydée biologiquement par les Thiobacilles, avec
formation d’acide sulfurique. Le calcaire serait alors transformé en
gEYpse.

KAurrMANN (1952, 1953 et 1960) et KAUFFMANN et ToussaINT (1954)
pensent au contraire que la cause unique des altérations est I’action des
bactéries nitrifiantes, qui oxydent ’ammoniaque contenu dans ’air en
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acide nitrique. Ils considérent comme « mortes » les nombreuses lésions
ne renfermant pas de bactéries nitrifiantes.

. Dans les deux cas, des dispositifs expérimentaux ont permis a ces
auteurs de reproduire in vitro les phénoménes auxquels ils attribuent la
formation des lésions.

Jaron (1971, 1972 a et b) envisage deux types d’altérations: les
alvéolisations et les desquamations. Dans les premiéres, les bactéries
sulfoxydantes sont peu nombreuses ; elles sont généralement abondantes
dans les secondes. L’auteur constate une certaine corrélation entre la
teneur en sulfates et la richesse en Thiobacilles. Les bactéries chimio-
lithotrophes de la nitrification sont généralement peu nombreuses dans
les deux types d’altérations.

Les lésions ou l'action de microorganismes est la plus évidente
concernent la destruction du béton par les Thiobacilles acidophiles
(PARKER 1947, TavyLor et HurcHiNsoN 1947), dans des conditions
particuliéres, favorables a l’établissement d’une microflore spécifique
abondante (plusieurs millions de germes par g).

La pierre jaune des monuments de la région de Neuchatel semble
particuliérement sensible a ces altérations. Le conservateur des monu-
ments et sites de I’Etat de Neuchatel, M. R. Vionnet, nous a signalé ce
phénomeéne sur plusieurs batiments de la ville, ce dont nous le remercions
vivement. Nous nous sommes intéressé a y rechercher et dénombrer
certains groupes de bactéries, agents possibles de ces altérations.

LE BATIMENT ETUDIE ET SON ALTERATION

Notre choix s’est porté sur un petit pavillon, situé a I'est de I'im-
meuble N° 10 de I’avenue DuPeyrou, a Neuchétel (pl. VIL, photo 1). Ce
pavillon se trouve éloigné des atteintes directes de la circulation rou-
tiére. Il est construit en pierre calcaire jaune, biodétritique, a granula-
tion grossiére et porosité élevée (Hauterivien).

L’altération porte sur le bas des quatre piliers décoratifs de la fagade
sud-ouest, et se manifeste par une desquamation au niveau des canne-
lures (pl. VII, photo 2-3). La zone visiblement attaquée ne s’étend pas
au-dela de 90 cm du sol. Le socle de ces piliers n’est presque pas attaqué.

Les échantillons de pierre malade sont prélevés entre 40 et 60 cm
du sol, au niveau des desquamations et immédiatement au-dessous, sur
une épaisseur d’environ 5 mm. La pierre saine témoin est prélevée sur
la face nord-ouest d’une pierre d’angle, a environ 1,70 m de hauteur,
I’échantillon se compose d’éclats d’une couche superficielle de 5 mm
d’épaisseur environ.

ANALYSES BACTERIOLOGIQUES

Les analyses portent sur les bactéries chimiolithotrophes sulfoxy-
dantes et nitrifiantes, ainsi que sur le groupe hétérogéne des «sapro-
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1.. Aspect extérieur du batiment. Les zones principales d’altération sont indiquées par
un pointillé.

2 et 3. Divers degrés d’altération. Une allumette indique I’échelle,
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phytes aérobies». Les bactéries des deux premiers groupes sont suscep-
tibles de produire des acides forts pouvant provoquer une désagrégation
du calcaire. Bien qu’elles puissent libérer une faible quantité d’acides
organiques, nous envisagerons surtout les bactéries saprophytes en tant
que témoins de la valeur de la pierre comme support de la vie bacté-
rienne.

La numération des germes autotrophes se fait par l'inoculation de
cultures d’enrichissement a partir de dilutions-suspensions de 1’échan-
tillon broyé, selon la technique utilisée en microbiologie du sol. Trois
tubes de milieu sont ensemencés par dilution. Le nombre le plus pro-
bable de germes est calculé au moyen des tables statistiques de
McCrapY (in PocEON et TARDIEUX 1962).

Nous avons recherché les Thiobacilles au moyen de trois milieux
d’enrichissement :

1. Milieu d’aprés PARKER et Prisk, pour Thiobacilles non acidophiles
(tn SKERMAN 1967) ; il s’agit d’une solution minérale fortement tam-
ponnée a pH 6,6, avec Na,S,0, comme donneur d’électrons.

2. Milieu d’aprés PARKER et Prisk, pour Thiobacilles acidophiles (in

SKERMAN 1967); ce milieu est une solution minérale de pH 4,2,
avec Na,5,0, comme donneur d’électrons.
Aprés trois semaines d’incubation 4 27° C, on appréciera le développe-
ment des Thiobacilles par la consommation de thiosulfate, évaluée
au moyen d’une solution iodo-iodurée. Nous considérons comme
positif tout tube de culture oit au moins 20%, du thiosulfate initial
a été consommaé.

3. Milieu de Pocron et TArRDIEUX (1962) pour Thiobacilles oxydant
H,S : solution minérale avec un excés de CaCO;, mais dépourvue de
sulfates. L’incubation des cultures se fait en atmosphére confinée,
en présence d’une coupelle contenant quelques ml d’une solution a
10%, de Na,S. Aprés une incubation de trois semaines a 27° G, on
recherche, au moyen de chlorure de baryum en présence d’acide
chlorhydrique, les sulfates résultant de ’activité des Thiobacilles.

Nous avons recherché les bactéries nitrifiantes au moyen des deux
milieux d’enrichissement de PocaoN et TARDIEUX (1962) :

1. Milieu pour ferments nitreux : solution minérale avec excés de CaCOy
et (NH,),SO, comme source d’azote. Aprés trois semaines d’incuba-
tion a 27° C, on recherche la présence de nitrites ou de nitrates au
moyen de diphénylamine sulfurique.

2. Milieu pour ferments nitriques: solution minérale avec excés de
CaCO; et NaNO, comme source d’azote. Aprés trois semaines d’incu-
bation a 27° C, on recherche la présence des nitrates au moyen de
diphénylamine sulfurique, aprés avoir éliminé les nitrites restants
par de l'urée.
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La numeération des germes saprophytes aérobies a été réalisée sur
gélose nutritive (Nutrient Agar Difco) par dénombrement des colonies
développées aprés 14 jours d’incubation a 27° C.

Les analyses ont été effectuées a deux reprises : le 22 novembre 1972

et le 27 aotit 1973.
Les résultats sont rassemblés au tableau I.

TABLEAU I

Résultats des analyses bactériologiques

Milieu Nombre de germes/g
Gronpe Donneur H Date Pierre Pierre
d’électrons | P altérée saine
Thiobacilles S,0,2 4,2 22.11.1972 1.150 0
27.8.1973 750 4
Thiobacilles S,0,2 6.6 22.11.1972 4.500 40
27.8.1973 15.000 4
Thiobacilles H,S 22.11.1972 200 0
27.8.1973 250 9
Germes de la nitritation NH,* 22.11.1972 45 4
27.8.1973 4 0
Germes de la nitratation NO,~ 22.11.1972 45 25
27.8.1973 45 4
Saprophytes aérobies — (gélose 22.11.1972 | 3.900.000 | 2.500.000
nutritive) 27.8.1973 4.500.000 | 2.200.000

Quatorze souches de Thiobacilles ont été isolées a partir des cultures
d’enrichissement inoculées par des dilutions-suspensions de pierre
malade : quatre sur milieu de PARKER et Prisk a pH 4,2, huit sur milieu
de PARKER et Prisk a pH 6,6, et deux sur milieu de PocaonN et TARDIEUX.
Toutes ces souches se sont révélées autotrophes facultatives, se déve-
loppant bien sur gélose nutritive. Les souches isolées sur le milieu a
pH 4,2 se développent toutes bien sur le milieu a pH 6,6. Elles sont
donc acidotolérantes, plutét qu’acidophiles. Une détermination compléte
n’a pas encore été entreprise.

En complément a nos analyses bactériologiques, nous avons mesuré
le pH, la teneur en eau et en matiére organique d’échantillons de pierre
saine et malade. Cette derniére a été établie par la méthode de DaBIN
(1967) adaptée par Michel Pochon, de I'Institut de géologie de I’'Univer-
sité de Neuchatel (communication personnelle). Résultats :

Pierre altérée Pierre saine

pH 7,67 7,70
Teneur en eau &.1% 0,5%
C organique total (mg/g) 1,1 non décelable
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DiscussionN

Les germes de la nitrification sont trés peu nombreux, aussi bien
dans la pierre altérée que dans la saine, comme cela a souvent été
constaté dans ce type d’altération. A moins de considérer, avec KaUFrF-
MANN (1960), ces lésions comme mortes, il ne semble pas qu’elles puissent
étre attribuées a I'activité de tels germes.

Les bactéries sulfoxydantes sont, elles, présentes en quantités assez
élevées dans la pierre attaquée, et trés peu nombreuses dans la pierre
saine témoin. Le rapport du nombre de germes dans la lésion au nombre
de germes dans la pierre saine est beaucoup plus élevé pour le groupe
des sulfoxydants que pour celui des saprophytes aérobies. Malgré sa
teneur plus basse en carbone organique total et sa plus faible hydrata-
tion, la pierre saine est ici un support presque aussi bon que la pierre
malade pour la vie bactérienne en général (représentée par le groupe
des saprophytes aérobies). L’abondance relative d’un groupe particulier
comme celui des Thiobacilles ne peut donc s’expliquer que par des condi-
tions d’enrichissement spécifiques aux bactéries de ce groupe. Nous
pensons que, dans les conditions écologiques de la pierre altérée, le
facteur limitant de la vie hétérotrophe est la faible teneur en matiére
organique assimilable ; en présence des donneurs d’électrons adéquats,
on a donc des conditions d’enrichissement pour des bactéries chimio-
lithotrophes. Vu la localisation basse de ces lésions, le schéma de Pochon
(H,S produit au niveau des fondations, puis parvenant au niveau de la
lésion par ’eau de capillarité) semble étre réalisé ici.

Le nombre de germes obtenu dans le milieu neutre au thiosulfate est
bien supérieur & celui obtenu sur le milieu de Pocaon et TARDIEUX
pour bactéries oxydant H,S. Une partie de I’hydrogéne sulfuré pourrait
étre oxydée par voie chimique en thiosulfate, ce dernier étant alors le
support principal du développement des Thiobacilles, comme cela a été
démontré expérimentalement et dans les eaux de lacs méromictiques
par SOROKIN (1968).

Nous n’avons pas rencontré, dans nos tentatives d’isolement, de
bactéries sulfoxydantes acidophiles strictes, telles Thiobacillus thiooxy-
dans et Th. concretivorus. Ces derniéres sont de violentes acidificatrices,
étant susceptibles de faire tomber le pH du milieu au-dessous de 1.
Elles ont été trouvées en grandes quantités dans des lésions du béton
(TAvyLor et HuTrcHINSON 1947). Dans le cas de la pierre calcaire, 1’effet
tampon du carbonate de calcium doit suffire a empécher de facon perma-
nente l'installation de telles bactéries. Nous constatons en effet que
I’abaissement du pH dans la pierre malade est insignifiant.

En conclusion, la 1ésion étudiée, dans son état actuel, représente un
milieu d’enrichissement pour les Thiobacilles. Le nombre de ceux-ci est
toutefois bien inférieur a celui rencontré dans des altérations du béton,
ot 'origine microbienne de la corrosion est a peu prés certaine. Dans le
cas qui nous occupe, d’autres phénoménes en relation avec la remontée
de I’eau par capillarité pourraient aussi étre a ’origine de la lésion,
indépendamment de 'apport d’hydrogéne sulfuré permettant le déve-
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loppement autotrophe des Thiobacilles. Il est néanmoins plausible de
supposer que, méme s’ils n’en sont pas la cause unique, les Thiobacilles
jouent un rdle dans I’évolution de ces altérations, par la formation
d’acide sulfurique, conséquence de leur métabolisme chimiolithotrophe.
Dans I’état actuel de nos connaissances, il est toutefois difficile d’estimer
I'importance de ce role.
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Résumé

Les analyses bactériologiques effectuées sur la pierre altérée d’un
monument ancien, a Neuchéitel, et sur une pierre saine témoin, montrent
que :

1. Les bactéries nitrifiantes sont présentes en quantités minimes.

2. Les bactéries sulfoxydantes sont peu nombreuses dans la pierre saine,
beaucoup plus abondantes dans la pierre altérée.

3. Les germes saprophytes aérobies sont presque aussi nombreux dans
le témoin que dans la 1ésion.

La pierre malade présente des conditions d’enrichissement pour les
bactéries sulfoxydantes. On ne peut toutefois affirmer que ces derniéres
sont la cause unique de I’altération.

Summary

Bacteriological analyses of decaying and sound stone from an old
building, in Neuchatel, show that :

1. Nitrifying bacteria are present in very small quantities.

2. Sulphur oxidizing bacteria are much more numerous in the decaying
stone than in the sound one.

3. Heterotrophic bacteria are almost as numerous in the sound stone
as in the decaying one.

The decaying stone presents enrichment conditions for sulphur oxi-
dizing bacteria. However, it is not sure that they are the unique agents
of the decay.
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