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RESUME

Les procédés de dépollution en général et les procédés a biomasse fixée en particulier
pourraient voir leur efficacité intensifiée si les couplages entre les divers mécanismes locaux qui
les gouvernent étaient mieux compris. C’est dans cette problématique scientifique et industrielle

que s’insére ce travail de recherche.

Cette these a pour objectif d’apporter une meilleure compréhension des mécanismes qui
gouvernent le bon fonctionnement et les performances des procédés de dépollution a biomasse

fixée et d’en développer leur modélisation.

L’analyse bibliographique des principales publications apparues sur le sujet et les travaux
précédents effectués au LEGI montrent que ces mécanismes sont couplés a travers plusieurs

échelles, du biofilm au procédé, en passant par I'échelle de quelques pores.

Notre travail se focalise sur la caractérisation a I’échelle microscopique de certains mécanismes
liés a la croissance bactérienne ou de biofilms de Pseudomonas putida 6521 sous l'effet
d’écoulements de cisaillement de type Poiseuille. Ces écoulements, générés a des faibles
nombres de Reynolds, sont représentatifs de ce que I'on peut rencontrer typiquement a I'échelle

des pores lors de la mise en ceuvre des procédés de dépollution a cultures fixées.

La premiere étape de ce travail a été de concevoir puis de développer une chambre
d’écoulement a parois planes paralleles pour permettre la mise en ceuvre et 'observation in-situ
de ces phénomenes sous conditions hydrodynamiques controlées. Les investigations
expérimentales du champ de vitesse dans la chambre d’écoulement ont permis de caractériser le
régime hydrodynamique, qui a été identifié comme laminaire, avec un profil Poiseuille 2D-plan
pour les différentes conditions de débits explorées. Ceci permet de générer un cisaillement

controlé et uniforme dans la zone de mesure.

L’étude des processus d’adhésion/détachement sous l'influence de différents parameétres
hydrodynamiques et physico-chimiques, nous a permis de définir les conditions de non-
détachement sur toute la gamme de Reynolds accessible et représentative de conditions
rencontrées en biofiltration. Apres avoir validé et quantifié ces conditions, nous avons pu
étudier les cinétiques de croissance de colonies bactériennes de Pseudomonas putida sous
écoulement cisaillé. En conditions non limitantes, nous montrons que le choix des parameétres de
la loi de Monod, pour ces instants initiaux de croissance du biofilm et des conditions
hydrodynamiques en régime tres diffusif, est dépendant du cisaillement imposé, ce qui n’est pas

pris en compte dans la plupart des modeéles.



Des expériences mettant en ceuvre 'observation de la croissance du biofilm sous écoulement a
bas nombre de Reynolds ont ensuite permis de mettre en évidence la nature hétérogéne de la
structure du biofilm. Ce dernier développe des structures filamenteuses ainsi que des
protubérances distribuées de maniere plus ou moins périodique sur le support solide. Ces
structures pourraient entre autre expliquer comment la croissance du biofilm influence le

frottement.

Pour étudier I'influence de la microstructure sur ce frottement, une technique de reconstruction
3D du biofilm a été développée et mise en ceuvre en complément de la microscopie optique
directe. Nous avons pu ainsi simuler I'écoulement local a travers le biofilm et montrer que selon
la distribution de la biomasse (répartition idéalisée, répartition mesurée expérimentalement),
les perméabilités calculées different d'un facteur 10. Les réductions de perméabilité calculées a
partir de la distribution locale expérimentale de biomasse sont en outre assez réalistes
comparées aux mesures trouvées dans la littérature. On met ainsi en évidence 'importance de la
microstructure dans la modélisation de la perméabilité du milieu, microstructure qui n’est

actuellement pas prise en compte explicitement dans les modéles de perméabilité.

Mots-clés : traitement de I'eau, biofiltres, chambre d’écoulement, hydrodynamique, biofilms,

taux de croissance, contrainte de cisaillement, reconstruction 3D, microstructure.



ABSTRACT

The purification processes of urban and industrial effluents in general and the fixed biomass
processes in particular could see their efficiency intensified if the couplings between the various
local mechanisms which govern them were better understood. It is within this scientific and
environmental framework that our thesis fits. We seek to propose a strategy for modelling the

local processes which manage the development of the biofilms under flow shear.

This thesis aims to bring a better understanding for the mechanisms which control the

functioning and the performance of fixed biomass, and to develop a model for these phenomena.

The bibliographical analysis of the main publication about this topic and the recent works
carried out at the LEGI laboratory has shown that these mechanisms are coupled in various

scales (biofilm, pore and bioreactor).

Our work is focused on the characterization on a microscopic scale, of certain mechanisms
related to the bacterial growth or biofilms under the effect of sheared flows. These flows,
generated at low Reynolds numbers, are representative of what one can be typically meet on the

pore scales during the implementation of the fixed biomass processes.

At first we developed a parallel plate flow chamber which allowed in-situ observations of these
mechanisms under controlled flow conditions. Experimental investigations of the hydrodynamic
in the flow chamber allowed the characterization of the flow field, which was maintained
laminar with a 2-dimensional Poiseuille profile for the explored flow rates. That allowed

obtaining a constant and uniform shear stress in the measurement area of the flow chamber.

After the validation and quantification of the non-detachment in the flow chamber, we
investigated the bacterial growth kinetics of Pseudomonas putida under sheared flow. The study
of the cell adhesion and detachment processes thus enabled us to maintain conditions of non-
detachment and to rather correctly model the growth kinetics. In non-limiting nutrient
conditions, we show that the choice of the parameters in the Monod law, for the first stage of
biofilm growth and the choice of hydrodynamic conditions in very diffusive conditions are

dependent on imposed shear stress; this is not taken into account in the majority of the models.

Experiments dealing with the observations of flow-induced biofilm growth at low Reynolds

number were then performed. Our observations exhibited a heterogeneous and filamentous



structure for the biofilm, with protuberance distributed periodically on the solid support. These

structures could amongst other things explain how the growth of film influences friction.

In the future, to study the influence of the microstructure on this quantity, a technique of 3D-
reconstruction of the biofilm structure was developed and implemented in complement of direct
optical microscopy. We are now able to simulate the distribution of the local velocity profiles in
the biofilm and highlight that, depending on the biomass repartition (idealised distribution, real
measured distribution), the calculated values of permeability differ from a factor 10. The
permeability reduction determined from the experimental local distribution of biomass is
moreover rather realistic compared with the measurements found in the literature. We thus
show the importance of the microstructure in the modelling of the permeability, microstructure

which is currently not taken into account explicitly in the theoretical permeability models.

Key-words: Water treatment, biofilters, flow chamber, hydrodynamic, biofilm, growth rate,

shear stress, 3D- reconstruction, microstructure.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION GENERALE
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I- Contexte : la dépollution biologique des effluents

Les probléemes d’environnement liés aux activités de 'homme deviennent de plus en plus
importants. En effet, que ce soit au niveau industriel, urbain ou agricole, la pollution générée par
I’'homme affecte de plus en plus le cycle de l'eau, et des traitements artificiels doivent venir en

aide et compléter les cycles naturels d’auto-épuration.

Pour I'Union Européenne, I'un des grands challenges environnementaux a moyen terme est
d’aboutir a un bon état écologique. La réduction des émissions de polluants dans les effluents

urbains et industriels est donc d’'une importance capitale.

Grace a l'avancée des techniques d’identification de polluants de ces derniéres années, des
systémes permettant une évaluation plus précise et plus stricte de la qualité des eaux voient le
jour (ex. systéme SEQ-EAU, cf. fig.1.1). Ces techniques sont plus précises et plus complétes car
prenant en compte de nouvelles formes de polluants, notamment les pesticides et les

micropolluants qui affectent lourdement I'écosysteme (Annexe A).

Parametres analysés : |:> [ Regroupés en 16 altérations ]
plus de 150 possibles - )
] Classes et Indices Classes d’aptitude
Echantillon d’eau d’aptitude de de I’eau aux
I’eau a la biologie différents usages

o /
Y

[ Classes et indices de la qualité de I’ean ]

Figure 1.1 : Schéma de fonctionnement du systéme d’évaluation SEQ-Eau.

Jusqu'a récemment, l'utilisation de procédés physico-chimiques était la principale voie de
recours pour dépolluer les effluents et limiter les émissions dans le milieu naturel. Ces procédés
présentent cependant I'inconvénient d’étre chers et peuvent également engendrer de nouveaux

sous-produits plus ou moins dangereux (ex : chlore : THM, ozone : atrazine, etc.).
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Pour limiter ce dernier inconvénient, le traitement biologique des effluents dans des
installations appropriées est un moyen plus efficace pour optimiser le processus de dépollution.
Le principe général d'un procédé biologique ou bioprocédé de dépollution, est d’utiliser les
propriétés naturelles de microorganismes afin d’éliminer certains polluants chimiques ou
biochimiques dans des conditions optimales de fonctionnement. Généralement dévolus aux
pollutions présentes dans les effluents urbains et certains effluents industriels, leur extension a
des sources de polluants plus diverses et plus industrielles est une voie prometteuse. Cependant,
étant donné la complexité et la variété des molécules présentes dans les polluants visés, la
biomasse de ces systémes n’est pas toujours adaptée pour dégrader toutes les catégories de
polluants. Un des challenges des procédés biologiques futurs serait donc de proposer des
systémes capables de s’adapter a des sources tres diverses en sélectionnant des souches

bactériennes spécifiques.

Pour finir, la combinaison de procédés biologiques et de procédés physico-chimiques avancés
(carbone actif, résines échangeuses d’ions, ozonation, membranes, ...) est une autre solution

technique envisageable pour se rapprocher des exigences.

Ce travail de recherche vise des applications spécifiquement dédiées aux procédés biologiques,
en particulier I'utilisation des biofiltres. Notre objectif a long terme est en particulier d’apporter
une meilleure compréhension des mécanismes qui gouvernent le fonctionnement de ces
procédés, en particulier la croissance de biofilms en milieu poreux. Cette compréhension est en
effet nécessaire pour alimenter des modeéles performants a 1'échelle des bioréacteurs et
exploitables en ingénierie. Ces modeles sont également nécessaires, en complément des
expérimentations sur pilote, afin d’aider au design des systémes, a 'optimisation et la conduite
des procédés. Comme on le verra par la suite, cet objectif requiert de s’intéresser a des

phénomeénes se produisant a différentes échelles.

II- Traitement de I'eau par biofiltration

Les procédés biologiques comprennent deux grandes classes de réacteurs :

- Les procédés a cultures libres, ou la biomasse épuratrice est en suspension sous forme de

flocs dans des bassins agités, aérés ou non.
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- Les procédés a cultures fixées, pour lesquels la biomasse se développe sous forme d'un
biofilm adhéré sur un support solide. Il existe différentes implémentations pour ce type de

procédé : lits bactériens, biodisques, biofiltres.

Le contexte général de cette thése concerne principalement l'utilisation des biofiltres. Ce
procédé va étre présenté plus en détail par la suite. Cependant, certains résultats de cette étude

pourraient étre aisément étendus aux autres types de procédés a cultures fixées.

I1.1- Principe de fonctionnement des biofiltres

Les biofiltres sont des milieux poreux constitués d’'un matériau granulaire solide a forte surface
spécifique, a travers lesquels s’infiltrent des effluents liquides ou gazeux chargés de polluants.
Pour ce procédé, plus connu sous le nom de «biofiltration », les bactéries chargées de la
dégradation des polluants sont accrochées a des surfaces, contrairement aux procédés a cultures
libres. Si les conditions physiologiques et environnementales sont favorables (matiere
organique, matiére minérale, acidité, température...), la biomasse épuratrice se développe et
forme un biofilm que nous allons décrire plus loin. S’il s’agit d'un procédé aérobie, 'oxygene
nécessaire a la biomasse est soit directement dissous dans l'influent a traiter, soit injecté
directement dans le biofiltre sous forme gazeuse; ce dernier cas donne lieu a un écoulement

triphasique (gaz-liquide-solide).

La dynamique du biofilm correspond a un équilibre entre divers phénomeénes bio-physico-
chimiques (croissance, érosion, détachement) et cet équilibre est dicté par ’hydrodynamique.
Comprendre cette relation entre la dynamique de la biomasse et 'hydrodynamique nécessite de
s’'intéresser d’abord a des processus au niveau local : adhésion initiale des cellules, croissance du
biofilm primaire, mise en place d’'un biofilm mature. A une autre échelle, il s’agit de comprendre
comment le biofilm se distribue spatialement au niveau des pores et comment cette

structuration régit le comportement macroscopique du systéeme.
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Figure 1.2 : Schéma global de fonctionnement d’un biofiltre

I1.2- Efficacité et limites des procédés a cultures fixées

Les biofiltres constituent une alternative encourageante par rapport aux procédés classiques de
traitement de l'eau. L'avantage de ces procédés se trouve dans leur capacité a traiter des
effluents fortement chargés en polluants organiques (efficacité comparable aux procédés

biologiques classiques pour un moindre cofit).

Les biofiltres sont des systéemes a géométrie plus compacte avec une taille des installations
jusqu'a dix fois plus petite que ceux des procédés a boues activées. En effet de par leur
propension a coloniser la surface sous forme de colonies bactériennes puis de biofilms, la
concentration des cellules fixées est beaucoup plus importante que dans les procédés a cultures

libres.

Cette forte concentration en biomasse active s'associe a une activité métabolique beaucoup
plus forte pour ces procédés, par rapport aux procédés par boues activées. Ainsi, Polprasert
(1989) a observé une capacité épuratoire plus importante pour les microorganismes sessiles
(i.e. constituant le biofilm) par rapport a leur homologues planctoniques (i.e. en suspension dans

la phase aqueuse).

Une bonne adaptation physiologique du biofilm aux conditions environnementales est

également remarquée chez les microorganismes qui se développent sous forme de biofilm. Leur
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bonne résistance vis-a-vis de la toxicité de certains polluants d’origine organique est en
notamment soulignée par certains auteurs (Lazarova and Manem, 1995 ; Donlan, 2002). Cette
résistance a la toxicité est le résultat de la production par les microorganismes d’exopolymeéres
formant une matrice protectrice qui permet de limiter les mécanismes de détachement induits
par I’écoulement cisaillé. Cette barriére joue aussi un role de barriére de diffusion et contréle

ainsi les flux et les transferts de masse.

Le caractere compact du systéme rend aussi la production de boues nettement moins
importante; d'ailleurs les caractéristiques des boues secondaires produites lors du traitement
different considérablement selon qu’elles soient produites par cultures fixées ou par cultures

libres.

Méme si les procédés a cultures fixées possédent beaucoup plus d’avantages, ils présentent
certaines limites et leur efficacité pourrait encore étre améliorée. Ainsi, de par la présence de la
barriére de diffusion induite par la matrice polymérique, les microorganismes attachés
présentent un taux de croissance plus faible que celui des microorganismes planctoniques pour
certaines conditions opératoires (effluents tres dilués par exemple). Par ailleurs, le transfert de
I'oxygene est réduit au fur et a mesure que le biofilm s’épaissit, ce qui limite la décomposition

aérobie dans les procédés a cultures fixées.

A T'échelle locale, le caractere généralement hétérogene de la structure du biofilm modifie le
transfert local de nutriments a l'intérieur du biofilm et affecte sa morphologie (ratio massique

entre cellules actives et cellules inactives).

AT’échelle globale, la croissance et le détachement de biofilms peuvent conduire a la création de
chemins préférentiels pour le champ d’écoulement, ce qui réduit le temps de séjour, perturbe la

distribution spatiale de I'effluent a traiter, et réduit ainsi I'efficacité du traitement.

Le plus gros frein au bon fonctionnement des systémes de biofiltration est que dans la plupart
des cas, la croissance du biofilm n’est pas parfaitement maitrisée en raison principalement de la

complexité de I'hydrodynamique dans les biofiltres.

Par exemple, la croissance du biofilm peut conduire a un colmatage progressif du biofiltre. En
effet 1'épaisseur du biofilm augmente progressivement, affectant ainsi fortement
I'hydrodynamique dans le milieu poreux en diminuant sa conductivité hydraulique, sa porosité
et sa dispersivité. Il en résulte une faible diffusion des nutriments vers les couches internes du
biofilm, mais aussi des pertes de pression dans le systéme. Du point de vue économique, cela
entraine des coflits énergétiques de fonctionnement et affecte donc la performance du procédé. I
existe des techniques de traitement du colmatage, mais elles nécessitent au préalable 'arrét

total du procédé suivi d'un lavage total du biofiltre en fluidisant le milieu poreux, avant remise
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en fonctionnement. Cette discontinuité constitue une forte contrainte pour l'utilisation des
biofiltres puisqu’elle engendre des colits et une perte considérable de temps. La nécessité de
mettre en place des stratégies plus performantes pour stopper, limiter ou traiter le biocolmatage
dans les biofiltres est donc de taille; y arriver passera par un meilleur contréle du

développement des biofilms durant le procédé.

L’analyse de ces aspects permet de se rendre compte du degré important du couplage entre
I’hydrodynamique et la dynamique bactérienne, couplage rendu encore plus complexe pour un

biofiltre fonctionnant en conditions aérobies avec des écoulements triphasiques.

Tous ces inconvénients font que les biofiltres, beaucoup utilisés en milieu urbain, sont moins
répandus sur d’autres applications. Leur extension a des domaines plus variés ainsi que
I'optimisation de leur performance nécessitent de mener des investigations encore plus

poussées sur ces procédés.
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CHAPITRE 2 : ETAT DE LART SUR LA
CROISSANCE DE BIOFILMS EN MILIEU POREUX
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I- Introduction

La motivation initiale et I'objectif a long terme du projet dans lequel s’inscrit ce travail de
recherche concernent la modélisation la plus objective possible du fonctionnement des biofiltres

de traitement des effluents urbains et industriels.

La modélisation des bioprocédés n’est pas un sujet nouveau en soi : des modeles opérationnels
pour les boues activées existent et fonctionnent depuis longtemps. Ces modeles peuvent étre
basés soit sur des approches de type systéme, avec une hydrodynamique des bassins gérée de
maniére simplifiée (bassins a mélange complet homogeéne, bassins de type piston avec
dispersion longitudinale) ou calculée de maniére précise grace aux équations de Navier Stokes.
Les aspects biologiques sont dans les deux cas le plus souvent traités avec des équations de
convection-dispersion pour les divers solutés et la phase biologique, ces équations étant
couplées par divers termes sources représentant les cinétiques de croissance et de dégradation
des substrats (par exemple : modéle ASM1 de Henze et al, 2000). Les approches utilisées sur les
cultures libres ont ensuite été transposées pour la modélisation d’autres systemes (lits

bactériens, biofiltres....) mais ont rapidement montré leurs limites.

Dans les cultures libres, la phase biologique peut étre vue, en premiére approche, comme une
suspension et du fait du degré important de mélange des écoulements rencontrés, la biomasse

se comporte de maniere « passive » vis-a-vis de 'écoulement.

Dans le cas d'un biofiltre, les choses sont différentes: l'existence d’'un biofilm provoque une
séparation nette entre une partie de I'’écoulement et la phase biologique. Les couplages entre la
croissance du biofilm et I’écoulement sont trés importants (transfert de masse a l'interface
biofilm-phase aqueuse, et au sein méme du biofilm, bio-colmatage, création de chemins

préférentiels...).

II- Etat de I’art sur la modélisation des biofilms et la

croissance des biofilms en milieux poreux

Il existe de nombreux travaux sur l'étude des biofilms et sur la croissance des biofilms en

milieux poreux dans la littérature. Les travaux les plus anciens étaient principalement consacrés
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a la compréhension du transport microbien et du développement de biofilms dans les sols, avec
pour application la bioremédiation ou la compréhension du transport de certains polluants. Les
contributions issues de ces travaux ne sont pas forcément directement transposables vers celles
rencontrées dans les bioprocédés a cultures fixées, du fait de la nature hétérogene des sols par
rapport aux procédés industriels ainsi que des conditions diverses et variées rencontrées, en

termes de physico-chimie et d’hydrodynamique.

Il existe actuellement deux grands types de contributions qui sont en lien avec la problématique

dont il est question ici :

(i) Contributions émanant d’études directement dévolues aux applications a grandes échelles
des biofilms en milieux poreux : ces applications incluent la bioremédiation ou la contamination
des sols, et le traitement des effluents liquides et sont basées sur des approches de type

« Chemical Engineering».

(ii) Contributions issues d’études plus fines consacrées a la caractérisation des biofilms eux-

mémes (développement, structure, composition, propriétés mécaniques...) a plusieurs échelles.

Ces deux catégories de travaux, mettant en ceuvre des approches expérimentales et numériques,
ne sont pas forcément exercées par les mémes communautés scientifiques. Le lien entre ces
communautés est encore assez ténu, car les travaux effectués, selon les communautés, ont des
objectifs différents, font appel a des champs disciplinaires différents, et se consacrent a certains

aspects spécifiques des biofilms.

I1.1- Etudes a I’échelle du biofilm

I1.1.1- Observations expérimentales

I1.1.1.1- Les différents composants d’'un biofilm

Un biofilm est principalement composé de micro-organismes encapsulés dans une matrice
extracellulaire organique constituée d’exopolymeres (EPS). Ces EPS participent a la survie des
cellules bactériennes en agissant comme une barriére protective contre des stress extérieurs. Ils
constituent une réserve de nutriments et, en tant que matrice «solide », permettent de

maintenir 'intégrité du biofilm.

On distingue :
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a) Les bactéries

Les bactéries sont des organismes dit procaryotes, de formes et de tailles tres diverses. Certaines
bactéries sont capables de changer de forme au cours de leur existence : elles sont alors dites
pléomorphes. Leur taille moyenne se situe généralement autour de 1 a 1,5 pm de large pour 2 a

6 pm de long.

La constitution des cellules procaryotes est presque la méme quelle que soit l'espéce
bactérienne considérée (fig. 2.1) : une paroi rigide et de structure complexe entoure la cellule. La
membrane plasmique interne, séparée de la paroi par I'espace périplasmique, peut former des
structures internes appelés mésomes. L’intérieur de la cellule procaryote entourée par la
membrane plasmique, constitue le cytoplasme, contenant le nucléoide porteur du matériel

génétique et des corps d'inclusions simples comme les ribosomes ou des vacuoles.

Mésome Nucléotides Ribosome
Coms d'inclusion Capsule

Cytoplasme

Espace Membrane plasmique
Périplasmigue

Protéines Paroi
de surface

Flagelle

Figure 2.1 : Schéma général d’'une cellule procaryote (d’aprés cours A. Guillet, Pagora, Grenoble-INP)

Certaines cellules possédent un flagelle, des cils ou une capsule externe, qui sont des composants

facultatifs de la cellule procaryote.

On ne décrira pas ici tous les composants d'une cellule bactérienne. Cependant, étant donné que
I'on sera amené par la suite a s’'intéresser aux propriétés d’adhésion bactérienne, quelques

détails sur la paroi cellulaire sont nécessaires.
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La paroi cellulaire est un élément important car elle donne a la bactérie sa forme et la protege de
la lyse osmotique (entrée d'eau pouvant aboutir a une explosion de la bactérie) par sa rigidité.
Toutes les parois bactériennes contiennent un peptidoglycane, un polymére complexe que l'on

ne trouve que dans les cellules bactériennes.

Les bactéries se trouvent classées en deux types en fonction de la structure de la paroi : les

bactéries a Gram + (fig. 2.2a) et Gram- (fig.2.2b).
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Figure 2.2a: paroi d’une cellule a gram+ Figure 2.2b : paroi d’'une cellule a gram-

Dans le cas des bactéries a Gram+, la paroi est constituée de peptidoglycane (formé d’une partie
glucidique et d’'une partie peptidique). On trouve aussi des acides téichoiques qui, connectés au
peptidoglycane et aux lipides de la membrane plasmique deviennent lipotéichoiques. Ce sont ces
molécules qui assurent le lien entre la paroi et la membrane plasmique, séparées par l'espace
périplasmique constitué d'un gel. Ce sont ces molécules d'acide qui sont responsable de la

charge négative de la surface de bactéries a Gram+.

Dans le cas des bactéries a Gram-, la paroi est plus complexe et le peptidoglycane, formé d'une
couche de 1 nm d’épaisseur, ne représente que 5 a 10 % de la masse totale de la paroi et est
enchassé entre deux membranes plasmiques. A l'extérieur du peptidoglycane on trouve la
membrane externe. Elle est constituée de lipopolysaccharides ayant une partie lipidique, une
partie polysaccharide, une chaine latérale O (quelques sucres particuliers variant suivant les

souches bactériennes).
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Le fait que pour les bactéries a Gram+, le peptidoglycane soit directement en contact avec le
milieu extracellulaire, alors qu'il est enchassé entre deux membranes plasmiques pour les
bactéries a Gram-, lui confere une réactivité différente au colorant de Gram : c’est la I'origine de

leur classification.

La membrane est la premiere barriere de protection de la cellule contre l'entrée des sels,
d’antibiotiques ou de toute autre substance nocive. Elle est aussi une barriére a la sortie des

enzymes périplasmiques.

Les porines sont des protéines spéciales qui s'assemblent par trois pour former des canaux
traversant la membrane externe. Ces canaux seront les chemins d'accés de quelques molécules
de "moyenne taille" (glucose, monosaccharides...) qui ne peuvent pas traverser autrement la
barriére. Les molécules plus grosses comme les vitamines devront étre transportée par des

transporteurs spécifiques.

b) Les substances polymériques extra-cellulaires (EPS)

Les EPS comptent entre 50% et 90% de la matiere organique totale des biofilms (Flemming et
al, 2000). Leurs propriétés physico-chimiques peuvent évoluer dans le temps mais ils sont
principalement composés de polysaccharides. Certains de ces polysaccharides sont des
polyanions tandis que d’autres possédent une charge neutre. Cette propriété polyanionique joue
un role important dans la stabilité du biofilm puisqu’elle assure une cohésion forte entre ces
polymeres et les cations divalents tels que le Calcium (II) et le Magnésium (II). Dans le cas de
certains biofilms a bactéries a Gram+, les polymeres peuvent étre de nature cationique. Les EPS
sont également liées a plusieurs macromolécules telles que des protéines et des lipides
(Flemming et al,, 2000). Li et al. (2008) ont montré que la teneur en protéine est dominante dans
les couches internes du biofilm et que sur les couches externes, la teneur des protéines est plus

importante que celle des polysaccharides.

Les EPS sont composées en grande partie d’eau, ce qui indique la présence d’'un tres grand
nombre de liaisons hydrogéne dans leur structure. En raison de cette forte hydratation, les EPS
ont un role protecteur contre la dissécation des biofilms dans les milieux naturels. Leur fonction
de barriére contre le transfert d’antibiotiques vers le biofilm contribue également a la résistance

antimicrobienne des biofilms.

Les EPS sont essentiellement hydrophobes; mais certains d’entre elles possédent a la fois les

deux propriétés : hydrophobe et hydrophile (Sutherland, 2001). Leur solubilité peut également
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varier. Sutherland et al. (2001) ont fait remarquer deux propriétés importantes des EPS qui ont
une influence sur le biofilm : (i) la structure et la composition des polysaccharides déterminent
la conformation principale des biofilms. Par exemple la plupart des EPS possédent certaines
molécules rigides, trés peu solubles, tandis que d’autres sont en général trés solubles dans I'eau ;
(ii) Généralement, la structure des EPS n’est pas uniforme mais peut varier spatialement et

temporellement.

Leriche et al. (2000) ont montré que le taux de production des EPS ne dépend pas seulement du
type d’organisme mais est également fonction de I'age du biofilm, des conditions de nutriments

et de I'environnement aquatique.

I1.1.1.2- Couplages observés entre hydrodynamique et développement

de biofilms

L’organisation spatiale du biofilm évolue avec le temps. Les biofilms sont constitués
d’organismes vivants et en tant que tels, leur formation est un processus dynamique et complexe

qui suit différentes phases. On donne ici les principes généraux de ces différentes phases.

Stoodley et al.(2002) définissent cing étapes caractéristiques. La premiere phase (1), correspond
a l'adsorption de molécules a partir du cceur de I'écoulement, et de la création de ce qu'on
appelle un film de conditionnement. La seconde phase (2) résulte de I'adhésion primaire des
bactéries planctoniques. La troisiéme phase (3) résulte de la croissance bactérienne des micro-
organismes adhérés donnant lieu a des micro-colonies a la surface. La derniere phase (4)
consiste en une dissémination et en la croissance de ces colonies sur la surface pour aboutir a un
biofilm mature. Finalement, il est communément admis que I'évolution ultérieure du biofilm et
son interaction avec l'écoulement ameénent au détachement de fragments ou de cellules
individuelles qui pourront coloniser d’autres portions de la surface. Ces différentes étapes sont

illustrées sur la figure 2.3.

Ces processus sont tous plus ou moins fortement couplés avec I'hydrodynamique, entre autres
facteurs environnementaux (ex. physico-chimiques). Dans le souci de mieux contrdler ces
couplages, les premiéres études se sont intéressées a la structuration des biofilms en faisant
varier les conditions hydrodynamiques, les parametres d’étude étant la forme du biofilm, son
épaisseur, sa densité (Peyton, 1996 ; Tsai, 2005, etc.). Pendant longtemps, ces couplages avec
I’hydrodynamique ont été vus comme résultant de phénomeénes purement mécaniques. Ainsi par

exemple, les effets de l'interface du biofilm sur les couches limites hydrodynamiques et de
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concentration influencent les transferts de masse et la croissance du biofilm (Eberl et al, 2005 ;
Waishe et al, 2002). La morphologie et la taille des biofilms dépendent aussi de I'intensité des
mécanismes de détachement (Wanner, 1996 ; Wanner and Gujer, 2004). Les biofilms développés
sous faible cisaillement ont plut6t tendance a donner des structures hétérogénes, peu denses,
alors que les biofilms développés sous cisaillement important sont plus fins, plus denses et

présentent une interface moins tortueuse (fig. 2.4).

Figure 2.3 : Les différentes étapes de la formation d’un biofilm (Stoodley et al, 2002)

Des travaux plus récents cependant montrent que ces couplages sont plus complexes
qu’envisagés initialement : en particulier, ces couplages pourraient impliquer non seulement des
effets mécaniques mais aussi des effets physiologiques. Par exemple, Liu et Tay (2001)
rapportent que les bactéries dans un biofilm produisent des molécules permettant une
communication entre cellules (quorum sensing ou « cell-to-cell signaling molecules ») et une
autorégulation du biofilm en regard d’'un stress environnemental externe. Qi et al. (2008) ont
montré que la production d’EPS était hautement dépendante du cisaillement. Ce constat, comme
on le verra plus tard, rejoint certaines théories pour expliquer les observations faites en milieu
poreux a l'échelle globale. Simoes et al.(2007) enfin ont observé des métabolismes pour les
bactéries et des typologies de biofilm tres différents selon, que 1'on soit en conditions laminaires
ou turbulentes. La encore, peut-on expliquer ces observations par des phénoménes purement
mécaniques (un écoulement turbulent favorisera les phénomeénes de transport vers l'interface
du biofilm, alors que dans le méme temps, les contraintes turbulentes et les effets associés (ex.
détachement) seront plus importants) ? Ou au contraire, existe-t-il d’autres phénomenes liés par

exemple a une adaptation métabolique du biofilm a un milieu fluctuant ?
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Finalement, selon les articles scientifiques les plus récents, les biofilms apparaissent comme des
communautés complexes de cellules, capables de réguler leur métabolisme, et de s’adapter a la
diversité des facteurs extérieurs ou a la fluctuation de ces facteurs : chaleur, pH, disponibilité des

substrats mais aussi conditions hydrodynamiques (cisaillement, pression, vitesse interfaciale...).
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Figure 2.4 : Différentes structurations externes du biofilm : la contrainte de cisaillement pariétal
augmente entre les clichés (a) et (e) (d’apres Picioreanu et van Loosdrecht, Delft University, Pays-Bas).

I1.1.2- Modélisation mathématique et numérique des biofilms

avec couplages explicites avec I'hydrodynamique

I1.1.2.1- Stratégies de modélisation

Il existe de nombreux modeéles pour décrire la dynamique des biofilms.

Dans une premiere classe de modeles, le systéeme est divisé en différents compartiments
(écoulement externe, couche limite, biofilm, support solide) et on modélise les échanges entre
ces différents compartiments ainsi que les transformations éventuelles ayant lieu au sein de ces
compartiments. La formulation mathématique de ces modéles se fait au moyen d’équations de
transport de type convectif-diffusif, la complexité de la structure du biofilm étant prise en

compte de maniere plus ou moins raffinée en introduisant des lois constitutives représentant les
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propriétés liés au transport (diffusion effective dans le biofilm, transfert de masse) ou a
I’évolution de la structure du biofilm (aire interfaciale par exemple) (fig. 2.5) Une revue assez
exhaustive de ce type de modeles est donné dans la revue « Mathematical Modeling of Biofilms»

du groupe IAW Task Group on biofilm modeling (2006).
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Figure 2.5 : exemple de modélisation simplifiée (adapté de Mathematical Modeling of Biofilms, 2006). Le
biofilm est composé d’une « base », décrite par une épaisseur Lr et les concentrations S et X en substrat et
biomasse. La surface est caractérisée par une rugosité et une aire interfaciale. La consommation des substrats
et la croissance bactérienne sont gérées dans le biofilm par des équations de réaction-diffusion. Le transfert
de masse a l'interface dépend d’un coefficient fonction de la rugosité locale et de la vitesse moyenne dans la
partie fluide (bulk). Ce dernier compartiment est considéré comme étant a mélange complet. L’évolution de la
concentration en substrat est gérée par un bilan de masse sur le volume. Enfin la vitesse de croissance de
I’épaisseur dépend d’une vitesse ur elle-méme dépendante de la variation de volume du biofilm (donc dX/dt).

Une classe de modeles plus récents propose de simuler numériquement de maniere plus
explicite les interactions biofilm/hydrodynamique, notamment au niveau de sa morphologie.
Ces études concernent principalement des biofilms développés sur substrats plans, quelques
travaux plus récents étant désormais disponibles pour des géométries plus complexes. Ces
modeéles essaient de suivre I'évolution de l'interface du biofilm en fonction des conditions
hydrodynamiques. Un algorithme général (méme s'il existe des variantes) est exposé sur la

figure 2.6 (Picioreanu et al., 2000).

i) Pour une structure de biofilm donnée, le champ de vitesses extérieur est calculé.

(ii) La connaissance du champ de vitesses permet alors de résoudre le probleme de
transport des nutriments vers le biofilm puis dans le biofilm.

(iii)  Les équations gérant les différentes transformations et la croissance de la biomasse sont
ensuite résolues.

(iv) Dans une derniere étape, la biomasse est propagée de fagon a calculer un éventuel

changement de la géométrie du biofilm.
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A partir de cette procédure générale sur certaines étapes, plusieurs stratégies peuvent étre
envisagées. Par exemple dans I'étape (ii), le biofilm peut étre considéré comme un milieu effectif
et on ne gere les phénomenes de transport qu’au moyen d’équations de diffusion. Dans certains
modeles plus raffinés, le biofilm est vu comme un milieu poreux, et le calcul du champ
d’écoulement fait intervenir un couplage entre les équations de Navier-Stokes dans le milieu

externe et de Brinkman (qui sont une généralisation des équations de Darcy) dans le biofilm.
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Figure 2.6 : Principales étapes de modélisation des interactions biofilm/hydrodynamique.

Diverses techniques peuvent étre utilisées pour simuler la croissance et la « propagation » du
biofilm lui-méme (étapes iii et iv) comme les automates cellulaires ou les éléments discrets
notamment (Picioreanu et al, 2000). Nous n’entrerons pas dans les détails de maniere
exhaustive. A titre d’exemple, dans la technique des automates cellulaires, I'espace physique est
divisé en un certain nombre de mailles et le biofilm est représenté par un champ de
concentration en biomasse. Les mailles sont autorisées a se remplir en biomasse jusqu’a une
concentration maximale prédéterminée. La cinétique d’accumulation de la biomasse dans une
maille est régie par une cinétique de type Monod (que nous définirons plus tard). Une fois que la
maille est en état de saturation, des regles simples sont employées pour localiser la maille dans
laquelle I'exceés de biomasse sera injecté. Les conditions hydrodynamiques locales peuvent étre

introduites dans ces lois en particulier au niveau de l'interface du biofilm, mais les structures
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obtenues sont cependant dépendantes des regles (plutét subjectives) qui sont utilisées pour

propager la biomasse.

D’autres aspects comme 'érosion continue du biofilm ou le détachement de fragments peuvent
aussi étre introduits (Bryers, 1988; van Loosdrecht et al, 1995) mais 1a aussi, les résultats
obtenus sont fortement dépendant des lois de fermeture utilisées pour caractériser ces

phénomenes. La figure 2.7 présente un exemple de résultats tirés de (Loosdrecht et al, 2002).

Figure 2.7 : Exemples de structures obtenues lors de la simulation numérique de biofilms utilisant des
automates cellulaires.

Méme si les observations qualitatives sont satisfaisantes, les simulations ne sont cependant pas
toujours confrontées finement a des résultats expérimentaux sur des biofilms cultivés dans les
mémes conditions opératoires : il est difficile de juger complétement de la pertinence physique
de certains éléments des modéles numériques (lois de propagation de la biomasse d'une maille a
'autre, lois constitutives introduites pour les effets d’érosion et de détachement ...) et de leur
caractére prédictif. Les cinétiques de croissance elles-mémes ne sont pas forcément correctes :
dans un papier récent sur les simulations numériques de biofilms avec de telles techniques,
Laspidou et al. (2010) concluent qu'une réelle avancée dans ce type de modéles apparaitra
lorsque certains phénomenes biologiques, comme la « communication extracellulaire » via des
molécules « signaux » seront incorporés afin d’avoir des regles de propagation et de croissance
de la biomasse basées sur une approche plus physique. Comme on le verra dans le reste de cette

revue, certaines tentatives sur ce point ont été entreprises a I'échelle des milieux poreux.
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I1.1.2.2- Modélisation de certaines lois constitutives a introduire dans

les modeéles

Quelles que soient les stratégies adoptées, les modeles doivent intégrer certaines lois
constitutives représentant les phénomeénes de croissance, d’attachement et de détachement du
biofilm ainsi qu’éventuellement I'adhésion initiale des cellules. Nous présentons ci-aprés un

résumé des approches concernant certaines de ces lois constitutives.

a) Modélisation des cinétiques de croissance

a.1) Les différentes phases de la croissance bactérienne :

La croissance est la multiplication du nombre de cellules d’'une population bactérienne. Durant
la croissance, la bactérie grandit puis se divise en deux; I’ADN et les autres constituants de la
cellule vont également se dupliquer a travers un ensemble de mécanismes enzymatiques. La
croissance peut se produire aussi bien en milieu solide qu’en milieu liquide. La cinétique de
croissance est répartie sur plusieurs phases distinctes dont 'enchalnement peut étre représenté
par une courbe de croissance (fig. 2.8). Pour un milieu de culture liquide sous conditions de
nutriments non renouvelées (croissance en batch), ces différentes phases peuvent étre décrites

comme suit :

* Phase de latence: Cette phase correspond a l'adaptation du microorganisme aux
conditions de culture (nutriments, physico-chimie...). [l n’y a pas de croissance dans cette
phase. Celle-ci est nécessaire pour permettre a la bactérie de synthétiser les enzymes

adaptées au nouveau substrat.

* Phase exponentielle: Cette phase est caractérisée par une croissance rapide de la
population bactérienne. La cinétique de croissance suit une loi exponentielle dont le
parameétre essentiel est le taux de croissance, noté p. Celle-ci dépend des conditions
physico-chimiques du milieu de culture. La phase exponentielle correspond également a

une viabilité maximale des cellules et donc a une mortalité moindre.

¢« Phase de ralentissement: Cette phase correspond a la diminution du taux de

croissance et de la concentration éléments nutritifs, et au commencement de
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I'accumulation de certains déchets toxiques, qui vont s’intensifier lors de la phase

stationnaire. Il existe un début d'autolyse des bactéries.

¢ Phase stationnaire : Le taux de croissance devient nul (i = 0) ; cette phase correspond a

un équilibre entre multiplication et mortalité.

e Déclin: La phase de déclin correspond a I'épuisement total de toutes les ressources
nutritives du milieu de culture. Le taux de croissance est négatif (u < 0). Il y a
accumulation de métabolites toxiques. Il se produit une diminution d'organismes viables
et une lyse cellulaire sous I'action des enzymes protéolytiques endogénes. Cependant, il

persiste une croissance par libération de substances lors de la lyse.

N

Masse ou nombre

Croissance | R@ents-|  Stationnaire | peclin
Latence ; sement
exponentielle

Temps

Figure 2.8 : Allure typique de la croissance des populations bactériennes

a.2) Modélisation de la croissance bactérienne :

La dynamique de la croissance bactérienne peut étre modélisée de différentes facons. La plus

courante est d’utiliser une loi de la forme :

dB _,
a—(u b)B (Eq.20)

B est la concentration en biomasse ou le nombre de cellules bactériennes dans le milieu, p le

taux de croissance [T-1], b le coefficient de mortalité [T-1] et t est le temps [T].
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Dans cette équation, le taux de mortalité b est souvent décrit par une constante et on
s’'intéressera plus particulierement au taux de croissance qui dépend des conditions extérieures.
Si on suppose que la cadence de division cellulaire est constante, la solution de 1'équation donne

une croissance de type exponentiel :
B=B,e"™" (Eq.2.2)

Bo = biomasse initiale supposée proportionnelle au nombre de cellules;

Dans le cas général, le taux de croissance (L) n'est pas constant et dépend des conditions

physico-chimiques, en particulier des différents substrats qui limitent ou inhibent la croissance.

Une des formulations les plus utilisées est la loi de Monod qui s’écrit :

Li
= _ Eq.23
l"l I'lmax |_| kLi + LI ( q )

Ou L; est la concentration du substrat i dans le milieu de culture, Ky; la constante de saturation
pour le substrat i, pumax le taux de croissance maximum et p le taux de croissance effectif.
L’expression se simplifie si pour tout élément i, sa concentration L; est largement supérieure a
Ku, n tend alors vers 1. Li n'intervient pas sur la vitesse de croissance et on retrouve une
croissance exponentielle. Dans le cas contraire, la croissance est ralentie si pour un substrat i, L

est inférieur ou du méme ordre de grandeur que K. Le substrat i est alors un facteur limitant.

Nous nous n’étendrons pas plus sur les formulations des cinétiques de croissance. Il en existe en

outre d’autres que celles de la loi de Monod. Retenons juste les points suivants :

- les parametres intervenant dans les lois cinétiques ne font apparaitre que les conditions

physico-chimiques ;

- s'il existe des effets de 'hydrodynamique sur ces cinétiques, elles n’apparaissent pas

explicitement dans ces lois ;

- Strictement parlant, B dans la loi de Monod est le nombre de bactérie/volume. Souvent, en
bioprocédés, on raisonne en concentration de biomasse. C'est ce qui est fait en cultures
libres. Méme si on se limite a un systéme mono-espece, comme on le verra plus tard dans la

description des modéles de croissance des biofilms en milieu poreux, cette formulation peut
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étre critiquable lorsque I'on s’intéresse aux biofilms, notamment lorsque la « biomasse » est
représentée par un champ de concentration unique représentant 'ensemble bactéries+EPS.
De plus, les parameétres de la loi de Monod sont calés sur des valeurs expérimentales issues
de cultures en batch ou les bactéries sont en suspension. Rien ne prouve que les parametres

mesurés soient encore valables dans les biofilms sous écoulement.

b) Modélisation des transferts de masse

Comme on 'a vu au paragraphe précédent, le taux de croissance bactérien est modulé par la
concentration des nutriments disponibles. Selon la complexité du modeéle de biofilm utilisé, il
peut alors étre nécessaire de calculer la concentration locale vue par la biomasse au sein du
biofilm et il faut s’intéresser aux modifications apportées au processus de transfert de masse par

le biofilm.

Les travaux de recherche menés ces vingt derniéres années ont permis de mieux comprendre le
mécanisme de transfert de masse au sein des biofilms sous leffet des conditions
hydrodynamiques (Zhang and Bishop, 1994 ; Yang and Lewandowski, 1995 ; Bishop et al., 1997;
Garcia Lopez et al., 2003).

Certains auteurs utilisant des microélectrodes ont pu mesurer le coefficient de diffusivité
locale dans un biofilm (Beyenal and Lewandowski, 2000 ; Bryers and Drummond, 1998). A
partir de I'application de la conservation de la masse de traceurs transportés par I'’écoulement
au sein de biofilms, les coefficients de diffusivité moyenne de ces biofilms ont pu étre estimés
(Zhang et al, 1998 ; Brito and Melo, 1999). Dans d’autres travaux de recherche (Horn and
Hempel, 1997 ; Nicolella et al.,, 1998 ; Picioreanu et al., 2000 ; Wasche et al., 2002), on a utilisé le
nombre de Sherwood pour décrire l'effet des conditions hydrodynamiques sur le transfert de
masse. Le nombre de Sherwood est un nombre adimensionnel utilisé ici pour analyser le
transfert de masse a travers une interface biofilm/phase aqueuse. Il est donné par le rapport

entre le transfert total de masse et le transfert par diffusion.

g = (Eq.24)
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Dans cette équation, K. est le coefficient de transfert de masse, L. une longueur caractéristique
désignant la couche limite de concentration et D est le coefficient de diffusion du soluté
considéré. En général le nombre de Sherwood dépend des nombres de Reynolds et de Schmidt et

s’exprime sous la forme suivante :
S, =a.Re".Sc" (Eg.25)

n et m dépendent des conditions d’écoulement et du biofilm. Par exemple dans I'expérience que

Waische et al. (2002) ont effectuée sur un réacteur tubulaire, les valeurs trouvées sont :

05
- pour un écoulement laminaire:n=m=0.5et a= 8.7(%] E-)(l—2 (Eq.26);

- pour un écoulement turbulent: n=0.75,m=0.5 et a= 0.16% (Eq.2.7)

Q est un facteur de structure dépendant également de I’hydrodynamique et des conditions de
nutriments du milieu de culture ; il est donc fonction du nombre de Reynolds et du taux de
croissance spécifique a la surface du biofilm : Q = f(Re, p*). Dans la figure 2.9 sont comparées les
données expérimentales de Wasche et al. (2002) et les valeurs calculées a partir des équations

2.5a2.7.

Le mécanisme de transfert de masse est I'un des parameétres de contréle des bio-procédés en
étant le moteur du transport des nutriments dans le biofilm. Par exemple, une limitation en
oxygéne et en substrat dans un milieu de culture affecte directement l'activité des biofilms
d’aprés Xavier et al. (2005). En effet cet oxygéne est nécessaire dans les procédés pour la
respiration aérobie et 'oxydation des nutriments, et les substrats sont nécessaires pour la
synthése organique. Il est par conséquent essentiel de pouvoir contrdler le transfert de masse au

sein des biofilms afin de maintenir un bon état de fonctionnement du procédé.
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Figure 2.9 : Comparaison entre données expérimentales (marqueurs) de Wasche et al. (2002) et données
calculées (lignes) pour des biofilms cultivées sous écoulement a différents régimes hydrodynamiques, et a
différentes concentrations de substrats nutritifs.

On peut penser que d’autres parametres, caractéristiques de la structure du biofilm
interviennent dans les corrélations du type de 'Eq 2.5, 2.6 et 2.7. En effet, les biofilms semblent
capables d’optimiser le transfert de nutriments en arrangeant leur structure et en adaptant leur
morphologie a la nature et a 'intensité de la contrainte de cisaillement qui leur est appliquée
(Xavier et al., 2005 ; Simoes et al., 2007). lls ont tendance en effet a augmenter leur résistance
aux forts taux de cisaillement et maximiser le taux de distribution de nutriments dans les

couches internes du biofilm d’apreés Beyenal et Lewandowski (2002).

Un bon controle du transfert de masse peut ainsi étre obtenu si on dispose d’informations
précises sur la morphologie et la structuration des biofilms. Par exemple, une résistance élevée
au cisaillement correspond a une densité forte et par conséquent a une diminution du taux de
transport interne de masse. A basse vitesse d’écoulement, le biofilm présente une faible densité
et une diffusivité élevée mais la résistance au cisaillement demeure faible. A vitesse
d’écoulement élevée, le biofilm se densifie, devient plus résistant et présente une diffusivité
faible. Cependant, la diffusivité effective augmente du support vers la phase planctonique
quelque soit la vitesse d’écoulement a cause d'une réduction de la densité depuis le support vers

les couches externes du biofilm.

Dans le méme ordre d’idées, Peyton et al (1996) ont prouvé expérimentalement qu’une
augmentation du taux de transfert de masse au sein d'un biofilm fait croitre 1'épaisseur
maximale du biofilm; cette épaisseur maximale correspondant a I'état stationnaire du biofilm.

Par contre une augmentation de la vitesse de transfert de masse jusqu’'au-dela d’une certaine
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limite n’aura pas d’effet sur 'épaisseur maximale. C’est le cas par exemple lorsque le transport
du substrat est effectué a des vitesses d’écoulement trés grandes dépassant certaines limites ;
cela a aussi pour conséquence de provoquer des phénomenes de détachement et par conséquent

d’affecter tres fortement les propriétés mécaniques du biofilm.

c) Modélisation des phénomenes d’attachement et de détachement

Aspects phénoménologiques

Comme on I'a vu précédemment, un des éléments qui controle la morphologie du biofilm est le
gradient des vitesses a l'interface. Ce gradient contréle la couche limite hydrodynamique et la
couche limite de concentration (donc le transfert de masse, cf. § précédent). Le gradient de
vitesse est aussi directement lié a la contrainte de cisaillement et donc aux phénomenes de

détachement/attachement.

Le détachement intervient lorsque le cisaillement local dépasse un certain seuil correspondant a
la cohésion interne du biofilm. La vitesse de détachement d’un biofilm est généralement fonction

de plusieurs facteurs tels que :
* La contrainte de cisaillement:

Cela est évident sachant qu’elle dérive directement de la vitesse d’écoulement ; donc son

augmentation entraine l'intensification des effets de détachement.
¢ laposition des cellules détachées :

En effet la vitesse d’écoulement dont dérive la contrainte de cisaillement est faible dans les
couches internes, et devient forte dans les couches externes du biofilm en raison de son
profil moyen parabolique. Par conséquent les cellules proches de la paroi vont étre moins
cisaillées et subissent des forces de détachement moins intenses que les cellules situées

proches de la zone planctonique.
e Lerapport cellules/EPS en termes de quantité :

Ce rapport a une influence directe sur les propriétés rhéologiques du biofilm et donc sur sa
cohésion interne ; par conséquent elle affecte la capacité du biofilm a résister plus ou moins

a la force de détachement.
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Plusieurs auteurs ont proposé une corrélation entre la densité (ou la cohésion) et I'intensité du
détachement (Ohashi and Harada, 1994; Kwork et al, 1998) et la composition des EPS
(Applegate and Bryers, 1991 ; Ohashi and Harada, 1994 ; Beyenal and Lewandowski, 2002 ;
Stoodley et al, 1999a; Liu and Tay, 2001). Un biofilm épais et non dense résulte d'un faible taux
de cisaillement tandis qu'un biofilm dense lui, va étre dii a un fort taux de cisaillement. La
connaissance de la morphologie est donc nécessaire pour la détermination des forces agissant

sur le biofilm.

D’autres études similaires ont également montré que la contrainte de cisaillement caractérise la
cohésion interne du biofilm (Characklis and Marshall, 1990 ; Stoodley et al, 1999 ; Liu and Tay,
2002). Cette cohésion interne correspond a un équilibre entre la contrainte hydrodynamique et

la résistance a la déformation. Cet équilibre a été analysé au moyen de I'expression suivante :

_ contraintéhydrodynanque T
R=—— — —— = (Eq.28)
résistancala déformatio f

Le ratio R est analogue au nombre de Weber W, qui est tres souvent utilisé pour étudier la
déformation des gouttelettes et bulles. R est inférieur a 1 quand le biofilm résiste a la contrainte
hydrodynamique. Au fur et a mesure que R augmente, la cohésion du biofilm diminue et le
biofilm se détache plus facilement sous 'effet de la contrainte de cisaillement t exercée par le
fluide environnant. § est une caractéristique rhéologique et correspond a la force requise pour
générer une rupture dans le milieu. Ceci laisse suggérer donc que le comportement rhéologique

du biofilm est également affecté par I'hydrodynamique.

Dunsmore et al. (2002) ont en effet mesuré le taux de déformation de clusters de biofilm, et ont
montré que leur viscoélasticité est directement affectée par la vitesse d’écoulement pour
laquelle ils ont été développés. Cette viscoélasticité étant étroitement liée a la cohésion interne,
leurs travaux confirment donc I'idée selon laquelle la résistance d’un biofilm a la déformation

devient de plus en plus forte lorsque la vitesse d’écoulement augmente.

Les conditions de croissance (conditions de nutriments, température, ..) et les étapes
successives de I’évolution du biofilm conditionnent cette cohésion, puisque ce sont elles qui

déterminent la morphologie (densité, composition) dont cette cohésion dépend.

Toutes les régions d’un biofilm ne sont pas soumises aux mémes forces de cisaillement et aux
mémes taux de transfert de masse (de Beer et al, 1994, de Beer and Stoodley, 1995). Manz et al,
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(2003) ont par exemple montré que l'intensité des forces de cisaillement locales peut étre 3 fois

plus élevée que la valeur moyenne de la force de cisaillement a la paroi d’adhésion.

Telgmann et al, (2004), en se basant sur les travaux de Stoodley et al. (1999b), et Picioreanu et
al. (2001) ont introduit les notions de structure primaire et structure secondaire dans le but de
classifier les hétérogénéités de structure des biofilms (fig. 2.10). La structure primaire prend en
compte les trés petits canaux vides, ou les forces de cisaillement sont négligeables. Dans la
structure secondaire, ces canaux de faibles dimensions ne sont pas pris en compte ; on observe
des structures lisses et de plus grande taille sur lesquelles les forces de détachement locales sont

trés importantes.

>

Arrows indicate locations of SRy Primary structure

increased local shear stress due
to fiow in large voids of the
secondary biofilm structure

........ Secondary structure

Figure 2.10 : Hétérogénéité de la structure des biofilms (image recueillie de Telgmann et al., 2004).

Avec une approche similaire, d’autres travaux ont montré que la distribution des contraintes de
cisaillement locales affecte également le développement des biofilms. Ochoa et al. (2005) ont
développé un biofilm sur une lamelle de plastique et a cisaillement faible ; quand I'épaisseur
maximale du biofilm est atteinte, ils I'ont soumis a un test d’érosion. Ils ont distingué deux zones
dont les caractéristiques hydrodynamiques sont différentes. Au niveau des couches internes du
biofilm, la distribution des contraintes de cisaillement est totalement irréguliere ; tandis que le
contraire est observé sur les couches loin de la paroi d’adhésion et proche de la zone
planctonique pour laquelle une distribution uniforme de la contrainte de cisaillement est

détectée.

Le mécanisme de détachement et son effet sur le développement et la morphologie des biofilms
ne sont pas encore clairement élucidés. Selon van Loosdrecht et al. (1995), le mécanisme général
du développement des biofilms résulte d’'un équilibre stable entre croissance et détachement.
Ainsi par exemple, pour un biofilm épais et non dense, les taux de croissance sont élevés et les
forces de cisaillement locales sont généralement élevées, provoquant ainsi le détachement de

flocs de grande taille.

En se basant sur la taille des particules détachées, Bryers (1988) a caractérisé les types de
détachement en introduisant les notions de «sloughing » et d’érosion qui sont les modes
principaux de détachement, participant par ailleurs a la stabilité des biofilms en équilibrant leur

croissance. Le «sloughing » correspond au détachement de larges particules de l'ordre de

49



I’épaisseur du biofilm, tandis que I'érosion et I'abrasion sont associées au détachement de
petites particules. Le « sloughing » favorise ainsi 'hétérogénéité de la morphologie des biofilms

alors que I'érosion diminue leur rugosité et les rend plus lisses et plus épais.

Ohashi et Harada (1994) ont montré expérimentalement qu’a des vitesses d’écoulement lentes,
le « sloughing »intervenait aux premieres étapes de la formation du biofilm; ce phénoméne a été
interprété comme étant di a la présence de canaux vides relativement larges, et la diminution
du taux des EPS. Il s’en-suit un second processus d’érosion a un stade avancé de la formation du
biofilm. A des vitesses d’écoulement élevées, ils ont montré que le « sloughing » n’intervenait
pas. Ce résultat a été confirmé par Xavier et al. (2005) qui, par une approche numérique, ont
démontré que le détachement par « sloughing » se réduisait lorsque les forces de détachement

par érosion devenaient plus intenses.

Corrélations existantes

Il existe dans la littérature une multitude de modeles mathématiques pour étudier le
détachement. Kommedal et Bakke (2003) ont testé plusieurs d’entre eux (25 corrélations !) par
comparaison avec leurs expériences de détachement. Certaines de ces corrélations sont
présentées dans le tableau 2.1: en général, le taux de détachement est relié a certaines
caractéristiques macroscopiques du biofilm telles que 1'épaisseur du biofilm L, la concentration
de la biomasse et le taux de croissance spécifique ps.

Tableau 2.1 : Expressions tirées de la littérature et utilisées pour la modélisation du détachement de biofilm
(certaines testées par Kommedal and Bakke, 2003).

N° Model Reference
1 |74e=kiuls Peyton and Characklis (1992)
2 Yder = kdue XLy Bakke et.al (1984); Melo and Bott (1997)
3 |rae=kau XL Wanner and Gujer (1986)
4 | rae=kadls Stewart et al (1996)
5 | Yaer=kiaX’ Bryers (1987) ; Trulear and Characklis (1982)
0 | rge=kaull: Ly Speitel and DiGiano (1987)
7 | Vder= kdes s XLy Peyton and Characklis (1993)
8 | Faer=kaall XL Stewart (1993)
o Ydet = kdet 0 .\'Lf‘ + kdes 100 ,\'I.f‘ Stewart (1993)
10 | rgee=Kaeslts Le+ Kaer0 Ly Speitel and DiGiano (1987)
11 | Ve = kg XT Bakke et.al (1990)
12 | rae = ke X1°% Rittmann (1982)

50



Le nombre de corrélations existantes montre la complexité et la difficulté a prédire de fagon
précise ce mécanisme, ce qui est conforme a la variété des processus mis en évidence au

paragraphe précédent.

II.2- Etudes a I’échelle du milieu poreux

I1.2.1- Contributions expérimentales

A T'échelle du milieu poreux, des investigations expérimentales et numériques ont aussi été
menées pour tenter de comprendre le couplage entre 'hydrodynamique locale et la croissance
des biofilms. Du point de vue expérimental, de nombreux travaux ont été effectués en micro-
colonnes ou micro-modeles et la plupart des théories existantes sont issues de ces travaux. Ces
études étaient dédiées principalement a la détermination de propriétés effectives des milieux
poreux telles que la perméabilité et la dispersivité (Cunningham et al, 1991, Taylor and Jaffe
1990, Vandevivere et al, 1992, 1995a, Karrabi et al, 2011). D’autres propriétés comme le taux
de détachement ont plutot été étudiées sur micro-canaux ou autres types de réacteurs
(tubulaire,...) a I’échelle du biofilm et non pas a I'échelle du milieu poreux. Ces travaux ont été
présentés au paragraphe précédent. Enfin a I'échelle pilote, dans le cas des bioprocédés, il existe
quelques expériences dédiées spécifiquement a I'’étude du couplage entre '’hydrodynamique et
la croissance de la biomasse (a notre connaissance, citons Deront et al., 1998 ; Menoret, 2001 ; Di
laconi et al., 2006; et Karrabi et al., 2011). La plupart de ces travaux visaient, a partir de mesures
globales, a étudier indirectement quelques propriétés du biofilm (épaisseur, densité) ainsi que
les couplages existant entre ces propriétés, et la dynamique du réacteur. Notons que les analyses
faites sont souvent basées sur des hypotheses qui peuvent s’avérer discutables. Par exemple,
Deront et al. (1998) ont étudié le bio-colmatage d'un biofiltre pilote industriel fonctionnant en
régime diphasique (écoulement liquide-gaz, le gaz étant sous forme de bulles d’air). lls déduisent
de leurs mesures de pression une épaisseur de biofilm en supposant que la corrélation de
Turpin and Huntington (1967) qui permet de calculer la perte de charge est valide. Cette
corrélation, adaptée aux écoulements diphasiques gaz-liquide, posséde la méme structure que la
loi d’Ergun (une variante de la loi de Kozeny) classiquement utilisée pour les écoulements
monophasiques dans des milieux granulaires. Les parametres de la corrélation de Turpin and
Hungtington font intervenir les propriétés géométriques du milieu (porosité, diamétre des

grains) dans I'expression des perméabilités. La mesure de pression permet donc de déduire une
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perméabilité, ainsi qu’'une porosité puis une épaisseur de biofilm. Cette procédure est
discutable ; en effet: (i) La méthode suivie par Deront et al. (1998) suppose une répartition a
priori uniforme de la biomasse dans les pores (ii) il a été montré par Bordas et al. (2006) que de
maniere générale, les lois du type Kozeny ou d’Ergun n’étaient pas forcément directement
adaptables pour les écoulements diphasiques dispersés. (iii) De méme, comme on le verra ci-
apres, pour un écoulement monophasique en milieu poreux avec biofilm, il n’est déja pas certain

qu'une structure de loi de type Kozeny soit de la méme facon valide.

Pour éviter le plus possible d’hypothéses a priori, certaines de ces difficultés peuvent étre
surmontées en mesurant indépendamment autant de parameétres globaux que possible (en
particulier, les profils axiaux de porosité, de concentration en matiére séche et de pression).
C’est ce qui a été fait dans la thése de Karrabi (2009), effectuée au LEGI par exemple, et dont
certains résultats serviront a la discussion plus tard dans ce chapitre. Notons que chez Karrabi
(ainsi que la plupart des auteurs cités sauf Deront et al. (1998) les mesures ont été faites en
monophasique, avec une phase liquide enrichie en O si nécessaire afin de s’affranchir du
caractére normalement diphasique de 'écoulement : seuls les effets dus au biofilm ont alors été
étudiés. Comme dans les travaux précédents, certaines données (comme la distribution de la
biomasse dans une section et la microstructure du biofilm) ne sont évidemment pas accessibles

simplement en suivant une procédure globale.

De maniére générale, lorsque 1'on examine les résultats de la littérature, on constate que le degré
de réduction de la perméabilité est attribué a plusieurs facteurs dont la géométrie des pores,
I'organisation des cellules bactériennes dans le milieu poreux (biofilm continu, « plugs »,
colonies). L’existence d’exopolymeres semble aussi impliquée, leur production dépendant de la
souche bactérienne et des conditions environnementales. Shaw et al. (1985) en particulier
montrent que le processus de colmatage avec des bactéries vivantes et des bactéries mortes est
différent et que le biocolmatage ne suit pas forcément les processus classiques rencontrés avec
des matériaux inertes (comme en filtration classique). A noter cependant que, comme le
montrent Vandevivere et Baveye (1992), 'existence des EPS seuls n’est pas une condition
suffisante et que les observations sont fortement dépendantes des structures générées a petites

échelles par ces EPS (et donc de la souche bactérienne qui produit ces EPS).

Quelques auteurs ont proposé des théories simples pour rendre compte des réductions de
perméabilité observées (Clément et al, 1992 ; Thullner et al., 2002 ; Taylor and Jaffe, 1990 ;
Vandevivere, 1995), mais l'interprétation des observations ne fait pas consensus. Plusieurs
théories, pas forcément incompatibles, coexistent, certaines proposées par les mémes auteurs.
Ainsi, la forte réduction de perméabilité initiale peut s’expliquer par l'existence de micro-
colonies qui, en se développant dans les jonctions entre plusieurs pores, déconnecteraient une
partie du milieu poreux de l'écoulement, entrainant ainsi une accélération des vitesses

52



d’écoulement dans les pores adjacents (cut-and-junction model, Taylor and Jaffe, 1990). Ces
mémes auteurs proposent aussi une théorie basée sur un biofilm continu se développant
uniformément autour des grains pour expliquer certaines observations: la perte de
perméabilité est alors due a la réduction de I'espace interstitiel disponible pour le fluide, ce qui
provoque une augmentation de la vitesse interstitielle et une diminution du diameétre

hydraulique.

De méme lorsque le degré de colmatage devient important, les perméabilités expérimentales
atteignent des valeurs de saturation. Cette saturation est expliquée de maniere différente ; elle
correspond soit a la perméabilité du biofilm lui-méme, soit a une perméabilité moyenne effective
d’'une section tenant compte de l'existence d’espaces vides encore disponibles pour le
mouvement du fluide (théorie « open pore », Taylor et Jaffe, 1990) : dans ce cas, la contrainte de
cisaillement augmente avec la réduction de perméabilité et la biomasse qui se détache sous
'action de cette contrainte maintient les pores « ouverts ». Taylor et Jaffe (1990) postulent qu'’il
existe un état d’équilibre, correspondant a une contrainte de cisaillement critique, et pour
laquelle le taux de croissance net du biofilm compense exactement le taux d’enlévement de la
biomasse. Signalons que I'existence de cet équilibre suppose implicitement une adaptation du
taux de croissance du biofilm a la contrainte de cisaillement et au taux de détachement du
biofilm. De méme I'existence de chemins préférentiels au sein du milieu poreux peut cadrer avec

cette théorie en généralisant la notion de pores « ouverts ».

Les observations de Karrabi et al. (2011) sur un biofiltre pilote semblent accréditer cette
derniere vision des choses : dans leur expérimentation, Karrabi et al. (2011) ont constaté qu’une
augmentation du cisaillement amene a un état stationnaire correspondant a une quantité globale
de matiére seéche plus importante dans les pores. Cela ne semble pas lié a une augmentation de
la croissance avec une augmentation du flux de nutriments vers le biofilm car aux nombres de
Reynolds (de pore) auxquels ont été effectuées les expériences (inférieur a 2), le coefficient de
transfert de masse a l'interface biofilm/fluide évolue trés peu (Garcia et al, 2003). Cette
adaptation du taux de croissance net renvoie directement a certaines questions et hypothéses
faites par les auteurs travaillant directement sur les biofilms (par exemple une possible

adaptation du taux de production de polymeres), observations discutées au paragraphe II-11.

Des modeles de perméabilité, basés généralement sur une représentation simplifiée du milieu
poreux et du biofilm, ont été proposés pour rendre compte des observations expérimentales. Ces
modeles sont présentés dans la thése de Karrabi (2009). Ils relient la perméabilité relative
k(®)/k0 a la porosité relative du milieu ®/®, ot Py et P sont la porosité initiale et la porosité a
I'instant t d’'une section du milieu poreux et kO la perméabilité du milieu poreux non colonisé.

Nous nous contentons de rappeler leurs expressions sans démonstration.
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On distingue les modeles de type puissance ou :
k n
X LEJ (Eq29)

Dans le cas d'un biofilm uniformément réparti autour de sphéres Taylor et Jaffé (1990) trouvent
n =3/2;n =2 sion considére un milieu poreux comme un ensemble de tubes paralléles de
méme diametre. Par une approche totalement différente (statistique), Clément (1996) aboutit

aussi a un modele en puissance avecn = 19/6.

Thullner (2002) donne des expressions de la porosité relative a partir de simulations sur un
réseau de capillaires interconnectés et pour deux modes de croissance de la biomasse. Dans le

cas d’un biofilm croissant de maniere uniforme sur la paroi des capillaires, il trouve :

Ko _|(0a-a) . Kun 1
k0 B ( 1_00 J ' k0 |:!:I'-I-kmin/k() (qu—lo

Ou kmin, @, et b sont des parametres ajustables dépendant de I'écart type o de la distribution de

la taille de pores.

Dans le cas ou le biofilm est vu comme croissant sous forme de microcolonies déconnectant

certains pores de I’écoulement, il trouve :

@_ 40/%_0'0 i _ 40/%_0'0 i
. —a{ e j +a-a)peit s j (Eq21)

Ou g, et a,sont des parametres ajustables.

Enfin, Vandevivere (1995) propose un modele mixant deux concepts : un concept ou les pores

sont vus comme des capillaires dont les parois sont colonisées progressivement par un biofilm
54



uniforme. A partir d’'un certain degré de colonisation, la biomasse se détache pour former des
« plugs » obstruant une partie des tubes capillaires. La perméabilité du tube est alors la
moyenne harmonique entre la perméabilité kO de la fraction propre et kmin la perméabilité des

plugs occupant une certaine fraction du tube.

k() _ PRy _ a
k——F(fx)E(l f,)°+[1 F(fX)][Eafo—a.fJ (Eq212

0

Avec,a=kmn/koet f, =1-@/@

F(fy) est une fonction décroissante permettant de faire basculer le modele d’'un comportement a

I'autre a partir d’une fraction volumique de biomasse critique f. :
F(f,)=exp[-05(f,/f)’] (Eq213

Certains de ces modeles sont présentés sur la figure 2.11. Signalons qu’aucun de ces modéles ne
fait réellement consensus. D'une part, la majorité des travaux ont été effectués avec pour objectif
la modélisation de ce qui se passe dans des sols, donc dans des gammes de nombre de Reynolds
trés petites et des structures de milieux poreux spécifiques de ces milieux. Il est difficile a I'heure
actuelle de généraliser ces propositions a d’autres configurations ou les nombres de Reynolds
peuvent étre plus élevés et la structure de la matrice poreuse différente. D’autre part, confrontés
aux résultats expérimentaux, les modéles proposés ne permettent pas d’expliquer toutes les
mesures dont on dispose. Les résultats de Karrabi et al. (2011) présentés a la figure 2.12
montrent que la réduction de perméabilité est importante dés que le milieu commence a étre
colonisé. La plupart des modeles (Clément, 1996 ; biofilm uniforme de Taylor et Jaffe, 1990 ou
Thullnner, 2002 -version modéle biofilm continu, ...) qui se comportent comme la loi de Kozeny

ne permettent pas de rendre compte de ce comportement.

De méme les modeles de typ microcolonies (Thullner (2002)) donnent aussi des réductions de
perméabilité plus faibles que celles observées en début de colonisation. Le modeéle le plus
satisfaisant (du moins sur les données de Karrabi et al. (2011) est celui de Vandevivere (1995)
qui mixte plusieurs des concepts cités plus haut. Signalons que ces modeéles sont avant tout des
modeles phénoménologiques, basés sur une distribution a priori simplifiée de la biomasse. Etant
donné les comportements expérimentaux, la question sous-jacente est de savoir si la
connaissance d'une porosité macroscopique est suffisante pour modéliser la réduction de

perméabilité, ou si d’autres parametres, liés a la micro-structuration locale du biofilm
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ainsi que d’autres phénomeénes éventuels tels que des effets rhéologiques doivent étre

intégrés.

—o— Clerment - 8- Thullner Biofilmnmodel =0.67
—+— Thulner Microcolory =0.67 — - Taylor and Jaffe Uniform Biofilm
—— Microcolony (Harnmonic Mean a=0.0001 —e— Vardevivere, a=1e-04 fc=0,04
—©— CarmmanKozeny BCC arrangerent uriformbiofilm ¢ 51/h 200 ppmRunl

0 51/h200 ppmRun2 0 5Vh200 ppmRun3

¢ 101/h 200 pom Rur2 A 101/h200 ppmRun3
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Figure 2.11 : Evolution de la perméabilité relative avec la porosité relative. Comparaison avec certains
modeéles théoriques de la littérature (Karrabi et al, 2011)

Des travaux similaires ont été réalisés sur les propriétés de dispersion du milieu (en particulier
la dispersion longitudinale), mais les résultats se sont montrés difficiles a interpréter et
généraliser : la dispersion longitudinale par exemple dépend fortement de la distribution de la
biomasse au niveau des pores et d'une section: ainsi, en fonction de cette distribution, on a
constaté que la dispersion longitudinale pouvait croitre ou décroitre avec la quantité de

biomasse (Bielefeld et al., 2002).

I1.2.2- Modélisation numérique des couplages hydrodynamique-

biomasse en milieu poreux. Limite des modélisations

Les modeles a I'échelle du milieu poreux se décomposent en plusieurs familles. La premiere
famille de modeéles concerne les modeéles de type continu a 1'échelle de Darcy ou le milieu
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poreux est vu comme un milieu effectif. REcemment sont sortis des modeles plus complets, ou
les processus aux différentes échelles sont explicitement simulés, en particulier la simulation de
la croissance du biofilm, de sa microstructure ainsi que des structures formées au sein des pores.
Ce type de modélisation utilise des techniques déja présentées au paragraphe II-121. Les
modeles de type «network» sont une famille de modeles intermédiaires: certaines
caractéristiques du biofilm (comme I'évolution de son épaisseur) sont simulées, mais les
hypothéses de répartition de la biomasse sont fixées a priori (répartition uniforme sur les parois

de capillaires ou la surface de billes constituant le poreux).

I1.2.2.1- Présentation succinte des différents types de modélisaton

a) Modeles « continus » a I’échelle de Darcy

En général, les constituants du biofilm sont représentés par différents champs représentant la
fraction volumique (ou la concentration massique) de chaque constituant en un point du milieu
poreux. Ces constituants peuvent étre la biomasse active, la biomasse inactive, les EPS.... Dans
certains cas, la biomasse en suspension est aussi prise en compte. L’écoulement dans le milieu
poreux est représenté par la loi de Darcy. Le transport des différentes especes chimiques et
I’évolution des champs représentant le biofilm sont régis par des équations de convection-
diffusion-réaction ou de diffusion-réaction. La croissance des bactéries est modélisée par une
formulation du type Monod. La baisse de disponibilité des différents substrats au fur et a mesure
que le biofilm croit est prise en compte en utilisant une fonction de limitation (proposée
initialement par Zysset et al, 1994). Cette fonction fait décroitre le taux de croissance avec la
fraction volumique du biofilm dans le pore. La modélisation du couplage hydrodynamique-
biomasse est effectuée par l'utilisation d’'une des lois perméabilité-biomasse issues de la
littérature et présentée précédemment. Lorsque le biofilm est décrit par un champ de
concentration massique, il faut de plus faire intervenir une loi constitutive permettant de
transformer les concentrations massiques en un taux d’occupation volumique des pores. Pour
fixer les idées, nous présentons le modeéle de Kildsgaard et al. (2001) (repris et adapté ensuite
par Brovelli et al., 2009). Ce modeéle est régi par 4 équations de convection-diffusion en plus
I’équation de Darcy. Il a été développé pour étudier la croissance d’un biofilm pour un systéme
2D, le modele ayant ensuite été confronté a des résultats expérimentaux sur une expérience de
laboratoire. Notons que nous présentons ici le modeéle sous une forme légerement différente que
le papier original de Kildsgaard et al. (2001) afin de simplifier le discours : en particulier, on a
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enlevé les termes sources de I'’équation de Darcy du modele initial, ce qui ne change rien au fond

de la discussion. Le modeéle s’écrit :

Quantité de mouvement :

g =2 ko6 (Eq.214)
oXi 0X
Biomasse attachée (biofilm) :
dX, _ ¢
d - q”MxeaG(w)xs - Kd Xx - kdetxx t— Katt'xa (Eq 215)
t Phouik

Biomasse en suspension :

dt x| ' oX, i

dX, o (. ax,) _ ox,
:_{D J_qi X +¢{X,ealuxa_¢Kd'xa+pbulkkdetxs_¢Katt'Xa (Eq216)

Accepteur d’électron :

0S 0 0S, 0S
O o | Dige | TG K6 X Eq.217
ot axi( I axjj Gi aXi (oltxa ((o):u@bulk s ( q )
Donneur d’électron :
0S 0 0S, 0S
2= 2 Dy 2 =~ Y o Xy ~ GPDLLY eqe Pk X Eq.218
ot aXi[ ! anJ G aXi Pl eas s (@u easPouk N s ( q )

gi est la composante i du vecteur de débit spécifique q (qui se réduit a la vitesse superficielle en
configuration 1D), h la charge hydraulique, K le tenseur des conductivités hydrauliques (supposé
isotrope par la suite). pyuik est la densité (apparente) du milieu poreux. X représente la biomasse
dite « solide » (i.e. sous forme de biofilm) et X, la biomasse aqueuse (i.e en suspension) selon la
terminologie prise par les auteurs. Notons que les concentrations sont données en masse de
bactéries/masse de grain dans le poreux, quantité qui est mesurable expérimentalement. Se, est
la concentration de I'accepteur d’électron (O par exemple pour un processus aérobie) et S est la
concentration du donneur d’électron (le substrat). G(®) est une fonction de limitation qui
dépend de la concentration de la “biomasse” dans les pores, et donc de la porosité @. Elle est
maximum et vaut 1 quand les pores sont vides et tend vers une valeur finie quand la biomasse
dans les pores tend vers une valeur Xmax correspondant au taux d’occupation maximum possible
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des pores. p est le taux de croissance des bactéries en suspension ou attachées. Cette cinétique
est modélisée selon une loi de type Monod dans le modele original ou le modéle repris par

Brovelli et al. (2009) :

S
- N Eq.219
KS + SS Kea + Sea ( q )

H = Hinax

Dans le modéle les parametres de cette 1oi (Umax, Ks et Kea) sont les mémes, que la biomasse soit
en suspension ou attachée. Kq est le taux de mortalité des cellules, pris identique pour les

bactéries attachées ou en suspension.

Yxea €t Yeas sont les différents taux de conversion substrat/biomasse ou donneur/accepteur

d’électron.

Kaie représente la cinétique d’attachement des bactéries sur le support solide. Dans le cas de

Kildsgaard, elle s’écrit de maniere condensée :
_ 1/3
Kae = f(@d,,d,)|dl (Eq.220)

dp est le diametre des grains du milieu poreux, et d. le diamétre des particules en phase aqueuse
(la biomasse aqueuse). La fonction f est tirée des théories classiques en filtration colloidale et
permet de définir a I'’échelle du milieu poreux effectif, la probabilité d’interception d'un colloide
en fonction des propriétés géométriques du milieu. La modélisation exacte de la fonction fn’est

pas explicitée dans l'article de Kildsgaard et al. (2001).

Dans le cas ou on considere une direction privilégiée pour I'écoulement, la cinétique s’écrit :

att 2.dp

ou v est la vitesse superficielle. 1| et a seront définis plus loin. On reconnait ici le « parametre de
filtration », défini par O’'Mélia and Ali (1978), et utilisé classiquement en filtration des colloides.

C’est cette formulation qui est intégrée dans le modele de (Brovelli et al., 2009).

La cinétique d’attachement nécessite de définir 2 parametres: un parametre qui traduit la
probabilité d'une bactérie d’entrer en contact avec un grain (1) et d’y rester accrochée (o). n ne
dépend que des conditions hydrodynamiques et exprime la probabilité qu'un colloide suive plus
ou moins bien une ligne de courant et entre en contact avec le grain. Ce parameétre prend en
compte la taille des particules a travers des phénomenes tels que la gravité et le mouvement
brownien entre autres : dans le cas d'un milieu poreux idéalisé, la fonction de courant peut étre

calculée et on peut déterminer théoriquement, pour des colloides sphériques, la probabilité de
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contact a partir de considérations sur '’hydrodynamique (Spielman, 1977). Le produit na traduit
I'efficacité de collision, c’est-a-dire, la probabilité que la particule reste attachée avec le grain na
apres étre entrée en contact. Dans leur modéle, Brovelli et al. (2009) on considéré le groupement

comme étant une constante empirique a caler.

Kder, qui représente la cinétique de détachement est un parametre ajusté dans le cas de
Kildsgaard et al. (2001). Dans le cas de Brovelli et al. (2009), le taux de détachement a été défini
de maniere simplifiée en se basant sur I'équation semi-empirique de Rittmann (1982) non

référencé dans la biblio (Cf. Tableau 2.1 du chapitre bibliographique) :
Kge = C, % (Eq.222)

T est le cisaillement local. Il peut étre explicité facilement dans un milieu granulaire propre
composé de billes de taille homogéne, en fonction de la porosité, du diametre des grains, de la
perméabilité et des conditions hydrodynamiques (cf. Karrabi, 2009). Dans le cas ou on souhaite
suivre la méme procédure pour calculer le cisaillement pour un poreux colonisé par un biofilm, il
est nécessaire de supposer une distribution a priori de la biomasse dans le pore (biofilm

uniformément réparti autour des grains entre autres).

Enfin, la relation entre la perméabilité et la porosité du milieu est modélisée par un des modeles
présentés plus haut (la loi de Clément, le modele de micro-colonies de Thullner, le modele du
biofilm uniforme de Thullner), la porosité relative étant calculée a partir de la connaissance de la

concentration X..

Notons que I'équation pour la biomasse attachée ne comprend pas de termes de dispersion et
que la modélisation du tenseur de dispersion Dj n’est pas explicitée dans les articles. Il existe la
aussi plusieurs formulations plus ou moins empiriques permettant de décrire ce parametre de

dispersion en fonction de la géométrie du milieu poreux et du contenu en biomasse.

b) Modélisation de type Network

Les modeles de type network permettent une description plus fine des processus tout en
gardant une structure de modele assez simple. Le milieu poreux est représenté par un réseau de

capillaires de diamétres et de longueur variable (figure 2.12).
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Figure 2.12 : schéma d’un réseau composé de plusieurs tubes capillaires interconnectés.

L’écoulement dans chaque tube capillaire est alors décrit par la relation de Hagen-Poiseuille.

4
rij

—— AP, Eq.22
i (Eq.223

q = T
1) 8
Avec qj le débit dans un capillaire entre deux nceuds, i et j, rjj le rayon correspondant, I la

longueur du tube, p la viscosité dynamique du fluide et APj; la perte de pression entre le nceud i

etj.

La conservation de la masse au nceud i s’écrit alors :
n
Z q; = 0 (Eq.224)
i=1

Le transport des solutés se fait a I'aide d’équations de convection-diffusion et la croissance de la
biomasse dans chaque tube se fait par I'intermédiaire d'une équation cinétique de type Monod.
Connaissant la concentration massique de la biomasse dans chaque pore, et moyennant
certaines hypothéses sur la répartition de la biomasse dans le pore, ainsi que la structure
(porosité du biofilm), on peut alors calculer le volume occupé par le biofilm, son épaisseur et
calculer I'écoulement dans chaque capillaire pour un taux d’occupation donné (fig. 2.13). Des

phénomeénes comme le détachement peuvent étre implémentés dans le modele.

Par exemple, entre deux instant t et t+dt, en supposant la biomasse répartie de maniere

uniforme sur les parois du tube (fig. 2.14) et en supposant un biofilm homogéne, on obtient :

rn=r, /1—;—x (Eq.2295
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Ou c, est la concentration massique de la biomasse dans le pore et px sa masse volumique.

Tube d’un Network

/

t=t, t=t,+5t

Figure 2.13 : Schéma descriptif de I'occupation des pores d’'un milieu poreux

L’épaisseur du biofilm est donnée par :

L =r|1- 1-% (Eq.226)
P,

Notons aussi que, comme l'interface entre le biofilm et le liquide est définie, il est possible
d’'introduire des termes dans les équations de transport des solutés permettant de prendre en
compte le transfert de masse entre le liquide et le biofilm : par rapport au modeéle précédent, il
n'est pas nécessaire d’introduire forcément une fonction de limitation, la limitation de la
croissance par la concentration locale en nutriment dans le biofilm pouvant étre prise en
compte. Selon le degré de complexité désiré, il est possible de simuler des biofilms mono ou
pluri-espéces, homogénes (concentration en biomasse constante sur I'épaisseur) ou stratifié

etc...

Les modéles de Thullner (2002) donnant la relation entre la perméabilité du milieu et le taux
d’occupation des pores sont basés sur des simulations a partir de ce type de représentation. Le
modele de Shafahi et Vafai (2009) entre dans cette catégorie, mais ici le réseau est constitué a

partir d’'un arrangement de sphéres.

c) Modeles multi-échelles ou hiérarchiques
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Des modeles plus sophistiqués ont été récemment mis au point, pour lesquels les outils de
simulation numérique des biofilms présentés au paragraphe II-12 sont explicitement intégrés.
IIs constituent une amélioration des modeles du type network dans la mesure ou ils permettent
une modélisation plus raffinée des phénomenes de transport et de développement du biofilm a
travers le couplage entre I'écoulement dans le pore et a I'intérieur du biofilm, la description des

sollicitations mécaniques auxquelles est soumis le biofilm et le développement de sa structure.

Nous présentons par exemple le modeéle de Kapellos, 2007. Ce modele simule la croissance du
biofilm localement a I’échelle du pore dans un milieu poreux constitué de grains. Le modéle
utilise une hiérarchie de sous-modéles afin de gérer les différentes échelles. Le calcul comporte

plusieurs phases :

Etape 1 : Inoculation du milieu

A partir du calcul du champ de vitesse initial du milieu propre, le modeéle simule d’abord la phase
d’inoculation du systeme en effectuant un suivi Lagrangien de cellules bactériennes. Les cellules
bactériennes sont considérées comme des sphéres transportées par 1'écoulement et soumises
seulement a la force de trainée. Le contact entre une bactérie et un grain est géré par des
considérations géométriques simples (distance entre le centre de masse de la bactérie et du
grain considéré inférieur a la somme du rayon de la bactérie et du grain). L’action éventuelle de

forces physico-chimiques pour prévenir I'adhésion n’est pas considérée.

Etape 2 : Croissance des bactéries

L’espace des pores est divisé en mailles ou «Unit Biomass Cells» (UBC). Un vecteur
d’état associé a chaque UBC permet de décrire son contenu (nombre de cellules bactériennes,
fraction volumique de cellules bactériennes, EPS et eau présentes dans une UBC) ainsi que son
état physiologique (fraction de cellules bactériennes actives, inactives, etc.). A noter que les
bactéries sont affectées d’'une masse et qu’il y a donc une relation entre le nombre de cellules
bactériennes et leur fraction volumique et massique dans une UBC. La croissance et mortalité
des bactéries d’'une méme UBC ainsi que la production et la lyse des EPS sont gérées par des lois

du 1er ordre:

dX
d'[k = Uyg Xy = Higm Xy
(Eq.227)
dx,
dt _Yrr/k:uk,gxk _/'llysxrr
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Ou Xk et X représentent la concentration de la biomasse et des EPS respectivement. g et pim
sont les taux de croissances et de mortalités des bactéries. Yr est le taux de conversion pour les

polymeres et pys la cinétique de destruction des polymeres par autolyse.

Uk le taux de croissance est modélisé par une formulation de type Monod :

S S
Hig = H = | X (—") (Eq.228)
e mexet Ks + Ss Kea + Sea
Dans une UBC, 'augmentation de Xy se fait de maniere continue, ce qui correspond a une
augmentation de la masse moyenne des bactéries actives. Lorsque cette masse atteint un seuil
maximum critique admissible prédéterminé, on considére que les cellules se divisent : le nombre

de bactéries est alors multiplié par deux et leur masse divisée du méme facteur.

Le taux de croissance maximal pmaxefr €St modulé par des fonctions (que nous n’expliciterons pas
ici) permettant de prendre en compte une diminution du taux de croissance intrinseque pmax des
cellules bactériennes sous l'effet d’'une contrainte mécanique ou de la concentration de
molécules chimiques « signal » : des effets d’inhibition de la croissance cellulaire sous I'effet de
contraintes trop importantes ou des processus s’apparentant au « quorum sensing » sont donc
pris en compte. Pour ce dernier processus, la cinétique de production des molécules « signals »
est proportionnelle a la masse de bactéries présentes. La fonction choisie pour inhiber la
croissance est une fonction sigmoide telle que le taux de croissance intrinseque pmax chute
rapidement au-dela d'une concentration seuil. Il y a donc inhibition du développement de la
population bactérienne au fur et a mesure que celle-ci augmente (méme si les concentrations

locales en substrat ne sont pas limitantes).

Etape 3 : Prolifération du biofilm

Cette étape est effectuée en utilisant des automates cellulaires. L’espace des pores est
entierement discrétisé en UBC, les UBC ne contenant que de I'’eau correspondant a des points
situés dans I'’écoulement en dehors du biofilm. Dées que la fraction volumique en biomasse d'une
UBC dépasse une valeur critique, la biomasse se trouvant sur un chemin allant de I'UBC en
« exces » jusqu’'a une UBC « vide » la plus proche est répartie d'une cellule a I'autre le long de ce
chemin. La procédure exacte n’est pas détaillée ici mais sera critiquée dans un paragraphe qui

suit. In fine, I'interface du biofilm est modifiée et le biofilm se développe dans le pore.

Etape 4 : Calcul des propriétés effectives du biofilm
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La résolution du probleme de I'’écoulement rampant et de la diffusion passive d’'un constituant
dans un VER (cf. figure 2.14) représentant de fagcon schématique les différents
« compartiments » du biofilm a permis aux auteurs de définir une expression analytique de la
perméabilité effective du milieu et le coefficient de diffusion effective de chaque soluté. Entre
autre parametres, ces lois font intervenir notamment les fractions volumiques en cellule
bactérienne, EPS et eau dans le VER (en plus d’autres parametres plus arbitraires comme la
porosité de la matrice d’EPS, le rayon d'une fibre d’EPS, etc.). La valeur de ces fractions
volumiques étant connue en chaque point du maillage (UBC) par I'étape précédente, on peut

alors calculer les propriétés effectives du biofilm en tout point.

Figure 2.14 : Définition du Volume Elémentaire Représentatif (d’apres Kapellos et al., 2007). La structure
aléatoire inhomogéne du biofilm (a gauche) est remplacée par une cellule unitaire élémentaire (a droite)
comprenant une cellule bactérienne encapsulée dans un milieu poreux effectif. Cette cellule unitaire
représente de maniére simplifiée la structure du biofilm au voisinage d’une cellule bactérienne isolée
(phases : k = cellule bactérienne, m = EPS hydratés, p = solution aqueuse non liée aux EPS, 8 = reste des EPS et
cellules bactériennes)

Etape 5 : Résolution du probléme dynamique

Le probléme dynamique est traité en résolvant les équations de Navier-Stokes dans les pores

(UBC ne contenant que de 'eau) et les équations de Brinkman dans le biofilm.

Etape 6 : Gestion des phénoménes de détachement

Les UBC appartenant a l'interface du biofilm en contact avec le fluide sont soumises a un
cisaillement qui peut étre calculé, le champ de vitesse étant connu. Si cette contrainte excéde une

certaine valeur critique, 'UBC correspondante est considérée comme étant détachée du biofilm
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ou de la surface des grains. Cette UBC est considérée comme une particule de masse connue et
transportée. Les forces d’interaction particules-particules (entre 2 UBC de type « biofilm) et
particules/surfaces sont négligées, ainsi que la gravité. Le fragment se comporte donc comme un
élément transporté passivement par I'écoulement. Un fragment entrant en contact le long de sa
trajectoire avec une particule solide (ou la surface d’un biofilm) est considéré comme capturé si
le cisaillement local est inférieur au cisaillement critique. Le champ de vitesse est recalculé en

cas de détachement d’au moins un fragment.

Etape 7 : Calcul des profils de concentration des solutés.

Le transport et la consommation des différents solutés sont aussi résolus, les coefficients de

diffusion effective dans le biofilm étant connus.
On repasse ensuite a I'étape 2 pour calculer le prochain pas de temps.

Un exemple de résultats de simulations est donné figure 2.15. On voit se développer des colonies

au sein du poreux, colonies qui perturbent le champ d’écoulement.
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Figure 2.15 : Simulation de I’écoulement dans un milieu poreux affecté par I'occupation des pores pas la
biomasse.

I1.2.2.2- Discussion et analyse critique des modeles

Il est difficile de donner une analyse exhaustive des performances des modéles. Cela tient

essentiellement au fait que les expériences disponibles ne rendent compte que de variables
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globales alors que certains modeles donnent une description plus ou moins précise de champs
locaux sur un nombre assez conséquent de parameétres. Néanmoins, lorsque ces comparaisons
existent, la variable choisie est souvent la réduction de perméabilité du milieu, car c’est une
variable assez facilement accessible et assez représentative des effets de la croissance du biofilm
dans le milieu poreux. Nous ménerons principalement la discussion a partir de certains résultats
obtenus sur des modeles de type continu ou de type multi-échelles. Les limitations des modeles
de type network sont en effet liées a des problématiques qui seront évoqués sur les 2 premiéres

familles de modeéles.

a) Modéeles de type continu (Kildsgaard et al., 2001 ; Brovelli, 2009)

La figure 2.16 présente des résultats obtenus par Brovelli et al (2009) sur les données
expérimentales de Taylor et Jaffe (1990). Il s’agit selon les auteurs du meilleur résultat obtenu
parmi toutes les simulations effectuées pour ce jeu de données. Les parametres du modele ont

été calés pour les résultats expérimentaux des jours 14 et 28. Les données du 42¢me jour servent

a la vérification du modele.
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Figure 2.16 : Comparaison entre d’'une simulation 1D avec les résultats expérimentaux de Taylor and Jaffe
(1990) ? d’apres Brovelli et al. (2009).

Le modele perd son caractére prédictif sur le long terme dans la mesure ou, sur les données de
validation (42%me jour), les réductions de conductivité hydraulique sont tres différentes des
données expérimentales. Au 42¢me jour, les réductions observées (dans les zones non saturées

par le biofilm) sont généralement plus grandes que celles simulées. Plusieurs limites peuvent
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expliquer ce comportement. En premier lieu, le choix de la loi de conductivité hydraulique K(®)
a son importance. Les limites du modéle peuvent donc résider dans la pertinence de ce choix,
ainsi que du calcul de la porosité a I'instant t. Derriere ce dernier calcul se posent les problemes
des cinétiques de croissance/détachement du biofilm ainsi que la représentation du biofilm lui-

méme.

a.1) Croissance nette du biofilm

Dans les modeles de type continu, le biofilm est représenté, nous I'avons vu, par un ou plusieurs
champs de concentration, selon le degré de complexité que I'on veut introduire dans le modéle.
Dans I'exemple de modele que nous avons présenté, la biomasse attachée est représentée par
une seule concentration Xs, qui inclut les polymeéres, les bactéries et autres constituants du
biofilm. La croissance du biofilm est en outre dans ce modéle gérée par une loi de type Monod,

modulée par une fonction de limitation.

(i) Quel est le sens d'une formulation du type Monod pour la croissance du biofilm dans la
mesure ou les polymeres, bactéries (voire d’autres constituants) ne sont pas
représentés séparément dans le modele ? Cette approche suggére que la cinétique de
croissance/production de chaque constituant individuel peut étre modélisée par des
lois de structure similaires a la loi de Monod, ce qui permet d’utiliser la méme
formulation a I'échelle du biofilm. Cela semble douteux: comme le rapportent
Laspidou et Rittmann (2002), les relations exactes entre la production d'EPS, la
consommation des substrats et la vitesse de croissance des micro-organismes est un
sujet portant a controverse. Par exemple des comportements spécifiques observés
par certains auteurs (comme la surproduction de polymeére sous l'effet d'une
augmentation du cisaillement (Qi et al, 2008), s’ils sont avérés, sont difficiles a

représenter avec cette approche.

(ii) De méme, si l'introduction d’une fonction de limitation, permet de rendre compte de
maniére simplifié de certains effets qui limitent la croissance du biofilm (comme la
limitation de la pénétration des nutriments dans le biofilm au fur et a mesure que le
contenu en biomasse augmente dans le pore), la formulation de cette loi est assez
empirique. Entre autre, elle ne fait pas intervenir explicitement des parametres liés a
I’hydrodynamique locale, alors que les transferts de masse au sein du biofilm sont liés
a cette hydrodynamique. Cela pourrait expliquer les décalages sur le long terme entre

simulations et prédictions.
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(iii) Enfin, la loi de Monod a été établie pour des bactéries en suspensions libres, dans des
conditions trés favorables de croissance. Les changements de phénotype et de
génotype rapportés dans la littérature lorsqu'une bactérie passe de I'état
planctonique a un état sessile (Liu et Tay, 2001), peuvent poser la pertinence de
l'utilisation des mémes parametres de croissance pour les bactéries en suspension et

attachées comme cela est fait dans le modeéle présenté.

a.2) Modélisation de I'attachement/détachement

La loi de détachement introduite dans le modele peut porter a discussion. Kildsgaard et al.
(2001) estiment que, ne connaissant pas la distribution de la biomasse dans les pores, il leur est
impossible de calculer un cisaillement moyen et d’appliquer une loi empirique basée sur ce
parameétre. De plus, ces auteurs expliquent aussi que le taux de détachement doit dépendre de
'age du biofilm. In fine, ils concluent qu’étant donné le nombre de parametres cachés dans cette
loi, rester sur une loi du 1er ordre avec un parameétre qui sera calé est un bon compromis.

La loi de Rittmann utilisée par Brovelli et al. (2009) implique un détachement continu, quel que
soit I’état du biofilm (en termes d’épaisseur et d’age). Ce choix contredit les arguments proposés
par Kildsgaard et al. (2001). Les processus de détachement de type « sloughing » sont donc
difficiles a mettre en ceuvre avec une telle formulation (pas d’effet de seuil dans le modéle de
détachement).

Le calcul du cisaillement est en outre effectué en supposant un équilibre entre la perte de

pression et les forces de frottement. Le cisaillement résultant s’écrit :

— H(1-®)°
I'="42om (Eq.229)

Ou M est la surface spécifique a l'interface biofilm/fluide, d, est le diametre des grains du
poreux, ¢ la porosité, v la vitesse superficielle du fluide et p la viscosité du fluide. Cette
expression suppose que la perte de pression suit la loi de Kozeny et que le biofilm est réparti de

maniére uniforme autour des grains. Nous avons déja vu que ces hypotheses sont discutables.

Les éléments évoqués en a.1) et a.2) ont une influence sur la cinétique de croissance apparente
nette du biofilm. Cela pourrait expliquer les décalages sur le long terme entre simulations et
prédictions, a travers un taux d’occupation des pores simulé tres différent de ceux des

expériences a un instant donné.
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a.3) Structure du biofilm et structure de la loi de perméabilité

Au-dela de la vitesse de croissance du biofilm lui-méme, la structure de la loi de perméabilité
choisie peut étre mise en cause. Brovelli et al. (2009) ont testé la loi de Clément et al. (1996),
ainsi que les 2 modeles de Thullner (2002) qui représentent le biofilm sous forme continue ou
de micro-colonies. Il n’est malheureusement pas dit quelle loi était utilisée dans les résultats de

la figure 2.15

De toute facon, comme nous I'avons vu, quelle que soit la loi utilisée, les résultats de Karrabi et
al. (2011) montrent qu’elles ne sont pas forcément les plus adaptées. De méme les porosités
calculées dans les modeles continus a partir des concentrations en biomasse sont des porosités
qui ne tiennent pas compte de la répartition de la biomasse dans les pores. En particulier cette
porosité se décompose entre la fraction correspondant a I’espace libre des pores (ou porosité
« mobile ») (ou le fluide s’écoule librement) et une porosité plus liée au biofilm lui-méme, et ou
le liquide s’écoule moins librement (voire pas du tout). Or dans la plupart des lois de
perméabilité présentées, c’est la variation de la porosité « mobile » qui est a 'origine de la baisse
de perméabilité. Cette porosité mobile correspond a la structure secondaire décrite par
Telgmann et al. (2004) qui ne prend pas en compte les tres petits canaux vides et donc la

microstructure du biofilm.

Ces observations ramenent encore une fois a la question déja évoquée de la prise en compte de
la microstructure dans les lois de perméabilité (ou de conductivité hydraulique). Des lois
constitutives basées sur une porosité macroscopique ne peuvent pas inclure des effets de la
microstructure et de son évolution éventuelle avec 'age du biofilm et la structure spatiale de
I’écoulement. Cela pourrait expliquer la dégradation sur le long terme de la prédiction du

modele du fait de ces parameétres « cachés ».

a.4) Conditions initiales

Un point important concerne les conditions initiales. La répartition initiale de la biomasse dans
les expériences est difficilement accessible. Brovelli et al. (2009) soulignent ainsi la grande
sensibilité des résultats des simulations a ces conditions initiales, qui finalement deviennent un
parametre de calage du modéle. Une phase d’inoculation pourrait étre implémentée pour
simuler I'état initial dans les mémes conditions que celles des expériences (durée, quantité de
cellules injectée dans le systeme etc.). Le terme d’attachement du modeéle est adapté pour
réaliser cette opération. Cependant, les formulations employées empruntent beaucoup aux
modeles de transport des colloides en milieu poreux. Un point clé consiste a définir I'efficacité de

capture d'une bactérie par un grain du milieu poreux (parameétre a dans I'équation 2.21). Ce
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parameétre est difficile a définir objectivement: il dépend de conditions physico-chimiques mais
probablement aussi, pour un systéeme vivant, a d’autres processus liés au comportement de la

bactérie.

b) Modéeles multi-échelles (Kapellos, 2007).

En ce qui concerne le modéle de Kapellos (2007), il n’y a pas malheureusement de comparaison
avec l'expérience : des résultats concernant la simulation de I’évolution de la porosité et de la
perméabilité du milieu sont néanmoins donnés pour des Reynolds de pore tres proches de ceux
utilisés dans la these de Karrabi et al. (2011). Ces résultats ont été traduits en terme de relation
k/k0 = f(¢/d,) et ont été portés sur la figure 2.17 en regard des données expérimentales de

Karrabi et al. (2011).

¢ 51/h200 ppm Runl O 51/h 200 ppm Run2 o 51/h 200 ppm Run3 + 10 1/h 200 ppm Run2
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Figure 2.17 : Evolution de la perméabilité relative en fonction de la porosité relative (expériences de Karrabi
etal, 2011 comparées avec le modele de Thullner et celui de Clément).

On s’apercoit que le modele donne des résultats assez proches des modeéles théoriques
classiques en termes de perméabilité. Bien qu’il proceéde d’une intention tres justifiée de simuler
au maximum les différents processus aux différentes échelles pour rendre en compte au mieux
des couplages entre ces différents processus, certains choix faits par les auteurs ne rendent peut

étre pas ce modele apte a simuler une microstructure correcte. Par exemple, sans chercher a
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étre exhaustif sont détaillées ci-dessous les difficultés des modeles a rendre compte de la

physique des phénomeénes :

b.1) Modélisation de la prolifération du biofilm (automates cellulaires) :

Comme déja évoqué par ailleurs, les lois de propagation mises en ceuvre dans ces modeles sont
relativement arbitraires. En particulier, la procédure utilisée par Kapellos et al. (2007) est plus
une procédure « géométrique » que « physique » : lors du choix de la direction de propagation de
la biomasse, une large gamme de chemins possibles reliant les deux cellules cibles est générée
de maniere aléatoire. Le chemin selon laquelle la biomasse sera répartie est celui dit « de
moindre résistance » c’est-a-dire celui pour lequel le contenu total en biomasse est le moins
important. La biomasse est ensuite répartie le long de ce chemin selon une procédure
s’apparentant au jeu des chaises « musicales » ou «jeu du taquet» : 'UBC de départ déloge la
cellule immédiatement adjacente en ne gardant que la moitié de sa biomasse. La cellule délogée

répéte le méme processus jusqu’a ce que I'on atteigne la cellule vide.

Avec une telle procédure, le développement géométrique de 'interface du biofilm en un point
peut étre dii a des événements se produisant de maniere non locale (figure 2.18) ce qui ne

respecte pas la physique des phénomeénes liés a la prolifération du biofilm.

GRAIN

i = PATH-2

Figure 2.18 : Schéma conceptuel de la percolation de biomasse le long du chemin de moindre résistance
hydraulique : deux chemins potentiels de méme longueur pour aller de 'UBC (A) a 'UBC (B) vide. Les cellules
de plus faibles niveau de gris sont les moins concentrées en biomasse. Le chemin 1 (-- ->) est choisi car
I’écoulement y rencontre moins de biomasse donc moins de résistance.

b-2) Détachement du biofilm
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La modélisation du cisaillement critique n’est pas développée dans le modéle : ce cisaillement
est un parametre d’ajustement. On peut postuler que ce cisaillement critique est fonction de la
résistance mécanique du biofilm et pour avoir un modeéle complet, cette résistance devrait
pouvoir étre intégrée au modele. Nous avons vu (paragraphe II.1.2.2-c) que des travaux
concernant la modélisation de ce parametre existent (Characklis and Marshall, 1990 ; Stoodley

etal, 1999).

Une autre limite possible dans I'approche de Kapellos et al. (2007) est que seules les cellules
élémentaires (UBC) a l'interface biofilm/fluide sont sujettes a ce cisaillement critique et sont
détachées du biofilm: le processus simulé est donc aussi plus un processus d’érosion
superficielle, alors que lintégration de la résistance mécanique du biofilm permettrait
éventuellement la modélisation de détachement de « patch » complets comme il a été observé

par ailleurs (phénomene de « sloughing », cf. paragraphe 11-122.c).

b.3) Cinétiques de croissance :

by

Le modele simulant les équations de transport dans le pore et le biofilm est apte a rendre
compte de I'inhibition de la croissance par le substrat. D’autres effets inhibiteurs de croissance
implémentés, comme le quorum sensing ou l'inhibition par les forces de pression) semblent
répondre a certaines observations de la littérature (Kreft, 2004 ; Dogan and Erckmen, 2004).
Cependant il est trés difficile de juger de la pertinence des choix effectués, ces phénomenes étant
complexes et mal connus. Tout au plus peut-on dire que, en ce qui concerne I'inhibition par des
contraintes mécaniques, les valeurs des parametres implémentées dans le modele indiquent que
cet effet se fait sentir pour des pressions tres élevées (100 bar pour diminuer le taux de
croissance intrinseque de 10 %) : pour des applications pratiques en ingénierie, modéliser ces

effets ainsi ne semble pas trés adapté.

En ce qui concerne la production des EPS, elle est assujettie a la croissance de la biomasse selon
une forme similaire a celle de la consommation du substrat, avec un taux de conversion
indépendant des conditions hydrodynamiques. Une augmentation éventuelle de la production
de polymere avec le cisaillement (tel qu'observé par Qi et al., 2008) est donc difficile a prendre
en compte avec un tel modele (si tant est que ce phénoméne est avéré bien silir). De méme, Kreft
et Wimpenny (2001) ont corrélé la cinétique de croissance de biofilm et le taux de production
des EPS: ils ont montré que des bactéries qui sécretent plus d’EPS verraient leur vitesse de
croissance réduite par rapport a celle de bactéries qui en produisent moins. Or, dans le modele
de Kapellos, la cinétique de production des polymeéres, directement proportionnelle au taux de

croissance U ne permet pas de rendre compte de cette observation.
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b.4) Phase d’inoculation du poreux

Le modeéle présente une phase permettant de simuler la colonisation initiale du milieu poreux.
Cependant l'efficacité de capture n’est basée que sur la notion de trajectoire limite et de mise en
contact de la bactérie avec le grain. Des effets physico-chimiques ou liés au vivant ne sont pas
pris en compte. Quelle est I'influence des différences de conditions initiales que cela induit sur le
développement ultérieur des structures développées par le biofilm et les effets induits

macroscopiquement sur la perméabilité ?

I1.2.3. Conclusion

La modélisation de la croissance de biofilms en milieu poreux est un sujet complexe en raison
des forts couplages existant entre la croissance du biofilm a I'échelle locale et sa traduction
macroscopique sur la dynamique du systeme. Le paramétre global le plus représentatif a cet
égard est la perméabilité du milieu poreux dont I'évolution traduit le couplage entre le
colmatage progressif des pores et la modification du comportement hydrodynamique que cela
induit. L’échec relatif des lois de perméabilités développées pour rendre compte de ces
observations expérimentales semble montrer que ce parametre est sans doute fortement lié a la
distribution de la biomasse dans les pores et dans le milieu poreux: il intégre donc aussi tout
I'historique de la croissance et de la structuration du biofilm, des premiers instants de la
colonisation du milieu poreux jusqu’au colmatage final. Selon les stratégies de modélisation
choisies, on doit intégrer dans les modéles de nombreux processus plus ou moins complexes, a
méme de rendre compte de cette croissance et de cette structuration. On se rend finalement

compte que I'on a du mal dans les modeles, méme les plus raffinés, a prédire ces couplages.

Ainsi, les modeles écrits directement a I'échelle globale intégrent probablement mal ou pas du
tout des parametres cachés, liés a des comportements a micro-échelles du biofilm. Ces
comportements ont une influence importante a 1'échelle globale sur le long terme. Par exemple,
on a vu que dans les modeles continus (comme ceux de Kildsgaard et al., 2001 et Brovelli et al,
2009), la modélisation de la perméabilité a travers une seule variable globale (la porosité
moyenne) n’était pas forcément suffisante. De plus, si dans ces modeéles, un accent particulier est
mis sur la modélisation de ce parameétre, d’autres phénomenes connexes ont leur importance, en
particulier le taux de croissance net du biofilm : la modélisation a I'échelle macroscopique des
processus gérant ce phénomene peut aussi poser question. Ainsi, I'utilisation d’une fonction de
limitation, méme si elle est 3 méme de représenter qualitativement certains processus de
limitation de la croissance du biofilm, ne prend pas assez en compte les couplages forts entre
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hydrodynamique locale et transfert de masse ou structure du biofilm. De méme, le processus de
détachement est encore mal compris et le choix diversifié des corrélations pour modéliser ce

phénomeéne aura une incidence certaine sur le comportement a long terme du modéle.

Utiliser des modeles plus raffinés ne résout pas forcément le probléme. Si on peut prendre en
compte de maniére plus précise des processus tels que le transfert de masse a l'interface
biofilm/fluide, le couplage entre I'’écoulement externe et interne au biofilm, ainsi que la
description de chaque composant du biofilm (cellule bactérienne, polymeres,...), ces modeles
doivent eux aussi intégrer beaucoup de processus, pas souvent bien encore modélisés ou
compris. Parmi eux, on retrouve encore des phénomeénes tels que la cinétique de détachement et
d’érosion du biofilm, mais aussi des processus liés a l'influence de I'’hydrodynamique sur
certains parameétres cinétiques (par exemple [linfluence éventuelle des conditions
hydrodynamiques sur le métabolisme des bactéries, influence a prendre en compte dans les lois
de croissance bactérienne ou les cinétiques de production des polymeéres). Enfin, dans certains
de ces modeles, les méthodes utilisées pour faire évoluer géométriquement la structure du
biofilm a 1’échelle des pores sont souvent basées sur des méthodologies relativement
empiriques. Cela peut expliquer pourquoi, confrontés a des mesures globales, mémes ces
modeéles peinent encore a reproduire correctement le comportement dynamique global des

systémes.

Au-dela de la bonne capture de la structuration du biofilm et de son évolution au cours du
temps, un probléme sous-jacent a tous les modeles est la question des conditions initiales. Si la
modélisation des processus de transport de cellules bactériennes et I’évaluation de la probabilité
de rencontre entre une bactérie et un grain du milieu poreux sont relativement classiques (car
faisant intervenir des outils connus depuis longtemps en filtration colloidale), certains processus
restent encore mal connus. En particulier, la probabilité qu'une bactérie adhére a un grain est
une question ouverte : cette probabilité fait intervenir des aspects hydrodynamiques (seuil de
contraintes de cisaillement) mais aussi des aspects physico-chimiques beaucoup plus difficiles a
appréhender notamment lorsque l'on a a faire a un organisme vivant. Au final, il semble
incontournable de s’intéresser aux processus a toutes les échelles de maniere systématique et

progressive, afin de mieux comprendre ce qui se passe. Ces investigations comprennent :

(i) des investigations a I’échelle de 'ordre de grandeur de quelques pores afin d’étudier
I’évolution de la distribution de la biomasse dans le milieu poreux. De nouvelles méthodes,
basées sur des techniques de tomographie-X commencent a émerger pour effectuer ce type

de travaux (Ex. These de DavitY., 2010)
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(ii) des investigations a I'échelle microscopique pour étudier la structuration du biofilm et
son évolution sous sollicitations hydrodynamiques depuis les premiers instants de

colonisation jusqu’au biofilm mature.

C’est dans ce dernier cadre (échelles du biofilm) que se situent les travaux de cette these dont les

objectifs et le plan d’étude, suite a cette revue bibliographique, sont présentés au chapitre

suivant.
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CHAPITRE 3 : OBJECTIFS SCIENTIFIQUES DE
CETTE ETUDE ET PLAN DE TRAVAIL
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I. Objectifs

Comme on I'a vu précédemment, les procédés a cultures fixées sont des systémes complexes, ol
les cellules bactériennes et autres substances bio-polymeriques sont soumises a des
sollicitations hydrodynamiques et des conditions physico-chimiques variables. Ces phénomeénes
affectent en retour les différents mécanismes physiques, chimiques et biologiques intervenant
dans I'adhésion bactérienne mais également dans la formation, la structuration du biofilm ainsi
que dans le transport des nutriments A long terme, dans le cas d'un biofiltre, ces processus
affectent le développement du biofilm au niveau du milieu poreux et la dynamique globale du
systeme (entre autre au niveau du biocolmatage). Méme si le contexte de la thése concerne une
meilleure compréhension et modélisation de systemes comme les biofiltres, cet objectif
constitue un but a long terme. L’étude bibliographique précédente a en effet montré que, pour
avancer sur les limitations des modélisations actuelles, il est nécessaire de s’intéresser a une
grande variété de processus liés au développement du biofilm, et ceci, a plusieurs échelles :

milieu poreux, quelques pores, échelle du biofilm.

L’objectif de ce travail consiste a s’intéresser d’abord a certains processus locaux gérant le
développement de biofilms sous écoulement et d’apporter une contribution, tant au niveau des
outils a développer pour réaliser ce type d’étude qu’au niveau de la compréhension de certains
mécanismes régissant les couplages hydrodynamiques/développement de biofilms sous
écoulements. Ce travail nécessite une approche pluridisciplinaire, a l'interface de plusieurs

domaines allant de la mécanique a la biologie.

II. Approche expérimentale utilisée et méthodologie

L’étude est basée en grande partie sur une approche expérimentale utilisant une micro-cellule
d’écoulement. Le développement a part entiere de cet équipement a été effectué dans le cadre de
cette theése et il a été fait en sorte que les conditions hydrodynamiques a I'intérieur de la cellule
soient bien maitrisées. Contrairement a la majorité des travaux consultés dans la littérature,
nous nous sommes intéressés a chacune des étapes successives du développement du biofilm, de
I’adhésion initiale jusqu’a I’état mature. L’originalité de 'approche adoptée est d’avoir effectué
des outils pour pouvoir effectuer ces mesures en continu sous écoulement. Nous nous

sommes intéressés ensuite a certains processus micro-échelles, qui d’aprés I'étude
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bibliographique, peuvent expliquer certaines carences des modeles a macro-échelles décrivant
I'impact de la croissance de biofilms sur I'hydrodynamique en milieu poreux. Les étapes suivies

dans ce travail sont les suivantes :

e Dans une premiére étape, nous avons caractérisé le systéme biologique utilisé ainsi que la

micro-cellule d’écoulement qui a été développée.

- Nous avons ainsi identifié les conditions optimales de croissance de P. putida : milieu
de culture, température, pH, affinité par rapport au phénol. Il s’agit de mettre au
point des expériences de cinétique de croissance bactérienne en faisant variant les
conditions de culture (type de milieu de culture, concentration en phénol,
température). L’analyse des résultats a permis de définir pour notre systeme
biologique, les conditions les mieux adaptées pour son développement en cultures

libres.

- Puis des analyses physico-chimiques et un recueil de données de la littérature ont été
réalisés concernant les propriétés de surface (charge, potentiel zéta, hydrophobie,

énergie de surface) du systeme biologique et du support d’adhésion.

- Le controle des conditions opératoires a I’échelle microscopique dépend fortement
du systéme expérimental utilisé. Avant de réaliser la chambre d’écoulement, des
simulations numériques ont été préalablement réalisées sur plusieurs géométries et
tailles afin de pouvoir prédire les caractéristiques de ’hydrodynamique (controle
des effets de bords et des singularités pour avoir 1'écoulement le plus stable
possible). Sur la base de ces simulations, la chambre d’écoulement a été

dimensionnée et réalisée pour permettre de réaliser des observations in-situ.
Ce travail fait 'objet du chapitre 4.

¢ La mise en ceuvre de la croissance de cellules initialement adhérées sur un support solide et
la détermination des parametres des cinétiques de croissance en conditions de nutriments
non-limitant, ainsi que l'influence des conditions hydrodynamique sur ces parameétres font
I'objet du chapitre 5. L’étude bibliographique montre en effet que, dans les modeles
d’ingénierie, une utilisation systématique de la loi de Monod est effectuée, sans forcément
intégrer une distinction nette entre le comportement des cellules bactériennes en
suspension et les cellules bactériennes attachées. Or, I'étude bibliographique montre que le
comportement biologique des bactéries adhérées a un support solide est relativement
complexe et que notamment, le cisaillement peut avoir une influence sur le métabolisme

bactérien. La validité de la loi de Monod dans ces conditions mérite donc d’étre étudiée.
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Dans la derniére étape de I'étude, le développement de biofilms sur support solide a été mis
en ceuvre avec des observations de la structure des couches de biofilm en fonction du temps.
Une étude de faisabilité de reconstruction de la structure locale 3D du biofilm avec les outils
dont nous disposons a été mise en ceuvre. Des calculs de 'écoulement a l'intérieur de cette
structure sont alors mis en ceuvre afin de montrer l'influence de la microstructure du biofilm
sur la perméabilité du milieu. Ce travail est présenté dans le chapitre 6. Ce point renvoie
directement a certaines questions évoquées dans la bibliographie sur les effets a macro-
échelles de phénomeénes apparaissant a petites échelles, et qui, au premier ordre, ont un effet

direct sur la modélisation des biofiltres industriels.
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CHAPITRE 4 : SYSTEME BIOLOGIQUE ET
EQUIPEMENT EXPERIMENTAL
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I. Le microorganisme modele : Pseudomonas putida.

I.1- Présentation

La souche bactérienne Pseudomonas putida 6521 est le microorganisme sélectionné pour cette
étude (fig. 4.1). Pseudomonas est un genre de microorganisme unicellulaire en forme de
batonnet droit (diameétre : 0,5 a 1,0 um ; longueur: 1,5 a 4,0 um) et possédant une fluorescence

naturelle.

Figure 4.1 : Cellules de P. putida souche 6521 adhérées sur substrat de verre

Cette bactérie se développe par duplication cellulaire en conditions aérobies (présence
d’oxygéne). Sa température optimale de croissance est comprise entre 20 et 30°C. La possibilité
de la voir se développer a 4°C est relativement faible; au-dela de 40°C la croissance est
impossible. La croissance de P. putida est optimale a pH neutre ; elle est impossible en dessous

de 4,5 selon Palleroni (1984).

La paroi de cette bactérie est hydrophile comme cela a été montré par des mesures d’angle de
contact par Rochex et al. (2004). Power et al. (2007) ont également confirmé ce caractere

hydrophile par des mesures d’angle de contact.
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Le choix de cette bactérie s’explique en raison des applications visées a moyen terme. En effet, la
souche choisie est intéressante pour sa capacité a éliminer des composés de la famille des
phénols que I'on rencontre dans les rejets d'un certain nombre d’industries ; de plus elle produit

facilement un biofilm ce qui est le but recherché ici.

I.2- Préparation des cultures

Un échantillon de la souche P. putida a été prélevé a partir d’'un milieu de culture solide LA

(Luria Agar, fig. 4.2) fourni par le laboratoire LTHE (Grenoble).

Figure 4.2 : Milieu LA colonisé par P. putida

Cet échantillon a ensuite été inoculé dans 25 ml de culture liquide LB (Luria Bertani, fig. 4.3)
sans peptone contenue dans un tube de 50 ml. La composition de ces milieux de culture est

donnée en annexe B.
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Figure 4.3 : Milieu de culture LB stérile sous hotte a flux laminaire

Aprés 48h d’'incubation a température ambiante, quelques échantillons de 1 ml y sont prélevés
et transférés dans des microtubes de 2 ml. Les pré-cultures ainsi obtenues sont conservées avant
utilisation, dans un congélateur a -20°C, avec 20 % de glycérol stérile pour protéger la paroi des

bactéries contre I'effet des cristaux de glace (figure 4.4).

Figure 4.4 : Pré-culture de P. putida a I'état congelé

I.3- Mesure de la cinétique de croissance

Dans cette expérience menée au LTHE, l'objectif est de mesurer l'évolution de la densité
cellulaire en fonction du temps et de mettre en évidence I'effet éventuel de la présence de phénol
(choisi dans cette étude comme polluant modeéle) sur la cinétique de croissance et sur le pouvoir

dégradant de la bactérie P. putida. Pour préparer une culture, on décongele une pré-culture puis
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on 'homogénéise par remixage; elle est ainsi préte pour mettre en ceuvre la croissance en
conditions libres. On y préléve ensuite un échantillon de 200 pul que I'on injecte dans 150 ml de
milieu LB sans peptone, contenu dans un erlenmeyer de 250 ml. Pour assurer la condition
aérobie, ce dernier est fermé au moyen d'un bouchon poreux en coton pour permettre la
diffusion d’oxygene tout en évitant la contamination ou l'introduction de particules exogénes.
L’erlenmeyer est ensuite monté sur un agitateur (tournant a 150 tours/min) placé dans une

étuve réglé a 27°C.

Pour faire des mesures de cinétique de croissance, on préleve un échantillon de 1 ml toutes les
heures et par centrifugation a 5000 tours/min pendant 5 min, on sépare les cellules et la phase
liquide puis on suspend les cellules dans du NaCl a 0,15 mM. La suspension est homogénéisée,
re-centrifugée a 5000 tours/min et les cellules sont encore séparées de la phase liquide avant
d’étre suspendue une derniére fois dans du NaCl a 0,15 mM. La densité cellulaire de cette
suspension est enfin estimée par mesure de 'absorbance au moyen d’un spectrophotomeétre
(Perkin Elmer Inc.). L’annexe C explique de fagon un peu plus détaillée le principe de mesure de
I'absorbance également appelée « densité optique ». Cette analyse effectuée sur plusieurs
échantillons prélevés a des instants successifs permet de tracer la cinétique de croissance,
d’'identifier ses phases et de mesurer le taux de croissance correspondant a la phase
exponentielle. La cinétique de croissance est mesurée pour 5 milieux de culture dont les
différentes concentrations initiales en phénol Co en phénol sont 10, 20, 50, 100 et 200 mg/1 (fig.
4.5).

L’allure des cinétiques fait apparaitre les différentes phases de la croissance comme déja reporté
depuis plusieurs décennies dans de nombreuses études (Monod, 1949; van Niel, 1949; Herbert
et al, 1956; van Es and Meyer-Reil, 1982). La phase de déclin n'a pas été mesurée. Les taux de

croissance sont obtenus en modélisant la phase de croissance par une loi exponentielle du type :

n, =n,.expLt) (Eq4))

Le tableau 4.1 donne les valeurs de umax de la phase exponentielle. Pour les concentrations de
phénol comprises entre 10 et 100 mg/l, on retrouve le méme taux de croissance. Cela veut dire
que la source de carbone principale se trouve dans la composition des extraits de levure (5000
mg/1) dans le milieu. Cela met en évidence le caractere non-limitant du phénol dans cette gamme
de concentration. Par contre, a Co = 200 mg/], le taux de croissance diminue ; le phénol a donc

des effets inhibiteurs sur la cinétique de croissance.
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Figure 4.5 : Cinétique de croissance d’une culture libre de P. putida en milieu LB sans peptone a
différentes concentrations initiales de phénol.

Tableau 4.1 : Valeurs de pmax pour la croissance en milieu LB modifié en conditions batch
Co [mg/1] Mmax [1/h] R*[]
10 0,762 0,965
20 0,754 0,959
50 0,767 0,991
100 0,761 0,963
200 0,699 0,959

Ces informations sont utiles car elles nous permettront de pouvoir controler les conditions de
nutriments lors de la croissance en chambre d’écoulement de cellules fixées sur supports
solides. Pour cette derniere le but sera de mettre en évidence une éventuelle influence de
I'hydrodynamique sur la cinétique de croissance ; nous allons pouvoir ainsi, en travaillant en
conditions de substrat non-limitant, nous affranchir de I'effet des conditions de culture pour
pouvoir nous intéresser uniquement au role de I'hydrodynamique sur la croissance et le

développement de biofilms sur supports solides.
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I1. Description de la plateforme expérimentale et de la

chambre d'écoulement

II.1- La plateforme expérimentale

La plate-forme expérimentale est montée dans une salle propre (figure 4.6) en surpression pour
limiter le dépot de poussieres et ainsi les risques de contamination. Le systéme d’écoulement et
le microscope ont été installés sur un banc optique associé a une instrumentation de pince

optique.

Microscope Optique avec
systemeinversé Houe: a i"lux
d’observation laminaire

(PCM)

Chambre
d’écoulement

| .

Figure 4.6 : Plate-forme expérimentale installée en salle propre

Toutes les opérations de manipulation des suspensions bactériennes et des milieux de culture
ainsi que de remplissage du systéme d’écoulement sont effectuées dans une hotte a flux

laminaire (Faster BH 2004).
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Le systéme d’écoulement est composé des éléments suivants : un réservoir amont contenant le
milieu de culture, une pompe, une chambre d’écoulement montée sur un microscope et un
réservoir aval. Cependant pour le développement de biofilms, on a travaillé en circuit fermé.
Trois types de pompe (péristaltique, pousse-seringue, pompe volumétrique a palette) ont été
utilisées afin de pouvoir couvrir une large gamme de débit. Le pousse-seringue qui offre un débit
constant au cours du temps a été principalement utilisée lors de la mise en ceuvre de la

croissance cellulaire.

I.2- La chambre d’écoulement

Une cellule d’écoulement micronique (fig. 4.7) a été congue et développée au cours de cette thése
dans l'optique d’étudier la cinétique de croissance de cellules de P. Putida, et l'influence
éventuelle de 1'écoulement sur cette cinétique sur une échelle se situant entre la taille des

cellules (quelques microns) et celle de biofilms (quelques dizaines voir centaines de microns).

Figure 4.7 : Cellule d'écoulement montée sur la platine du microscope optique
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I1.2.1- Plaque supérieure

La plaque supérieure a les dimensions suivantes : longueur 1 = 75mm, largeur w = 25mm, et
épaisseur e = 13 mm, et est en PPMA. Elle est percée des puits d’entrée, de sortie et d'injection

des suspensions bactériennes.

I1.2.2- Joint d’étanchéité

Ses dimensions intérieures sont: 1 =28 mm, w = 17 mm et e = 250 um. Il est collé entre les deux
plaques inférieure et supérieure et délimite ainsi la zone parallélépipédique d’écoulement tout

en assurant son étanchéité par rapport au fluide.

I1.2.3- Support d’adhésion (plaque inférieure)

Suivant les conditions de contrainte hydrodynamique, deux types de plaques inférieures ont été

utilisés :

I1.2.3.1- Lamelle en verre borosilicaté

Ces lamelles ont été utilisées pour les expériences de suivi de croissance cellulaire et de
développement de biofilm qui ont été effectuées sur une gamme de débits réduite de 0,1 a 10
ml/min. Ses dimensions sont:1=22 mm, w = 32 mm et e = 0,15 mm. Elle est transparente et de

faible rugosité (0,25 nm).

Pour le traitement, on a utilisé un mélange sulfochromique de formule chimique H,SO04-(K>/Nay)
Cr207 (Prolabo, VWR) comme suit: on laisse tremper les lamelles de verre dans un bain
sulfochromique pendant 4h, puis les lamelles sont rincées 3 fois dans de 'eau distillée stérile et
conservées dans un récipient contenant de I'eau stérile. Pour chaque expérience, une lamelle est

prélevée et séchée sous hotte a flux laminaire. Les lamelles ne sont pas réutilisées.
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Les propriétés de surface de ces lamelles préalablement traitées ont été déterminées par
Castelain et al. (2007). Par la technique de mesure des angles de contact (Digidrop, GBX Scientific
Instruments), ils ont mis en évidence le caractere trés hydrophile des lamelles avec un angle de
contact de 15° suite au traitement effectué. Pour nos expériences de mise en ceuvre de
croissance cellulaire et de développement de biofilms sur supports solides, nous avons préparé

nos lamelles en suivant la méme procédure de traitement.

I1.2.3.2- Lame en claire de vinyle optique

Ces lames ont été utilisées pour les expériences de suivi de détachement cellulaire qui ont été
effectuées sur une gamme de débits élevée de 2 a 750 ml/min. Ce type de support est fabriqué a
partir de claire de vinyle optique (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA. 19440) avec un
indice de réfraction identique a celui du verre. Ses dimensions sont:1=75mm, w=25mmete =

0,5 mm.

Les propriétés de surface de ces lames ont été caractérisées expérimentalement par la mesure
de I'angle de contact décrite ci-dessus. Les plaques ont été immergées dans des solutions de NaCl
de forces ioniques variables (0,15 mM, 1,5 mM, 15 mM et 150 mM) pour étudier I'influence de
I'environnement ionique sur leur polarité et donc sur le détachement des cellules individuelles
initialement adhérées. Comme liquide, nous avons utilisé le Formamide, I'Ethyléneglycol, le

Glycérol et 'Eau. Le tableau 4.2 donne les angles de contact mesurés pour ces différents liquides.

Tableau 4.2 : Valeurs des angles de contact pour le support en claire de vinyle

I [mM] 6-Eau 0-Ethyleneglycol | 6-Formamide 0-Glycérol
0,15 81,7 69,9 66 81,2
1,5 79 67,3 63,6 73
15 85,3 71,1 71 80
150 77,9 66 71,3 76,3
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Les valeurs des angles de contact sont comprises entre 63 et 85° valeurs élevées mais
inférieures a 90°. La surface du support en claire de vinyle présente donc un caractere

faiblement hydrophile.

I1.3- Caractérisation de I’hydrodynamique

I1.3.1- Critere de validation des mesures

Pour I'étude de 'adhésion microbienne dans la chambre d’écoulement, il est nécessaire d’avoir
un régime d’écoulement bien établi et contrdlé dans la zone d’observation, d’ou I'importance et
la rigueur a accorder au dimensionnement des systémes d’écoulement. En particulier, la forme
de l'entrée et de la sortie doit étre bien choisie pour atteindre un régime établi le plus
rapidement possible. Ce critere a été testé et vérifié par Bakker et al. (2003) qui ont simulé et
comparé les profils de vitesses pour des chambres d’écoulement de formes différentes. Ils ont
montré que la forme et la taille de I'entrée et la sortie des chambres d’écoulement pouvaient

avoir une influence sur le régime hydrodynamique.
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Figure 4.8 : Vues détaillées latérale (haut) et de dessus (bas) de la chambre d'écoulement montée sur la
platine du microscope optique

Pour notre part, nous avons choisi une géométrie permettant une répartition uniforme du flux

sur une grande partie de la surface d’observation. En effet, I'entrée et la sortie ont été réalisées
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de maniére symétrique afin de minimiser les zones de recirculation qui pourraient affecter

I’écoulement dans la zone d’observation (fig. 4.8).

I1.3.2- Hypotheéses qualitatives sur le régime d’écoulement

La taille et la forme de la chambre d’écoulementnous permettent de dégager certaines

hypothéses simplificatrices concernant le profil des vitesses d’écoulement :

- Dans la zone d’observation, la vitesse est réduite globalement a sa composante longitudinale,

i.e. a celle suivant la direction (x) de I'écoulement.

Vv (u,v,w) =V u,00) (Egq4.2)

- Cette vitesse u ne varie suivant les directions (x) et (y) que pres des parois (x=0etx=L;y=
0 et y = w). Nous avons pu vérifier par des mesures de profil des vitesses suivant x et y cette

hypothése, dans la zone d’observation donc, on peut admettre que :

ou _du _ 0
PV Eq43

ox dy (Eq43)
L’ordre de grandeur des vitesses locales dans la chambre d’écoulement implique que le nombre
de Reynolds va rester toujours trés faible par rapport a sa valeur de transition laminaire-

turbulent.

- Lerapport d’aspect (hauteur / largeur) est trés faible devant 1 :
—=—=—x<<1 (Egq44)

Dans ces conditions, Happel et Brenner (1965) ont montré que les effets de parois n’affectent
que tres peu l'écoulement et cet effet est per¢u uniquement sur une région trés réduite a

proximité des parois latérales de la chambre d’écoulement.

- Le régime hydrodynamique est laminaire dans la chambre d’écoulement; cela est dii aux
dimensions internes trés faibles (écoulement capillaire). En effet le nombre de Reynolds

dans la chambre est donné par:
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Re= P19 (Eq45)

(w+h)u

pr = 1000 kg.m-3 et u = 10-3 Pa.s sont la masse volumique et la viscosité dynamique du fluide en

écoulement.

Alors pour notre chambre d’écoulement aux dimensions connues, on a:
R, =0966Q; avec Q (ml/min)  (Eq4.6)

- Pour un écoulement laminaire dans la chambre d’écoulement, 'expression théorique de la
contrainte de cisaillement a la paroi notée Tw, est donnée par la relation suivante

(Elimelech, 1994 ; Bakker et al, 2003) :

(Eq47)

Le profil théorique de la vitesse d’écoulement est parabolique et nul aux parois :

du

dzf,,,

En utilisant I'expression de la contrainte de cisaillement a la paroi, on obtient :

6Q
U(Z) - ﬁZ(h - Z) (Eq49)
Pour valider la nature laminaire du régime d’écoulement, nous avons déterminé les profils
expérimentaux des vitesses par PTV (Particle Tracking Velocimetry). Cela a été fait par suivi in-
situ de particules microsphériques en polystyréne, ceci a différents débits. Les résultats ont été

comparés avec ceux du calcul théorique.

Les vitesses d’écoulement appliquées lors de la caractérisation de I'hydrodynamique de la
chambre d’écoulement sont comprises entre 48 et 194 um/s. Ces vitesses correspondent a de
faibles contraintes de cisaillement. Le choix de cette gamme relativement tres faible est justifié
par la taille réduite de la zone d’observation traversée par les particules (130 x 90 um?). En
conséquence, le temps mis par les particules pour traverser la zone d'observation est
relativement court, avec seulement 0,67 s pour un débit faible de 49,4 pl/min (Tableau 4.3). La

caméra CCD dont nous disposons n'est pas adaptée si on veut appliquer des débits plus forts
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puisque ce temps serait de quelques centiémes de secondes et la caractérisation du champ de

vitesse peu précise.

Tableau 4.3 : Gamme de variation du débit, de la vitesse débitante et du temps de séjour des bactéries.

Q [ul/min] U=Q/S [um/s] Re [--] Temps mis par les particules pour
traverser la zone d'observation [s]
min max min max min max min Max
12,3 49,4 48 194 0,01 0,05 0,67 2,69

La figure 4.9 montre la validité de I'hypothése de laminarité du régime d’écoulement.

Il est également vérifié dans la figure 4.10 que I'’écoulement est du type 2D loin des parois, c’est-
a-dire que le profil des vitesses est invariable selon le plan (%, y) dans la zone d’observation. La

concordance entre les résultats expérimentaux et théoriques vérifiée a la figure 4.10 implique
que sur toute la zone longitudinale délimité par x1 = 8 mm et x3 = 20 mm, le profil des vitesses

est identique. Par ailleurs, le rapport h/w = 0,015 tres faible. Alors I'établissement du régime est
aussi valable selon y loin des parois latérales. Toutes nos mesures dans les différentes
conditions de débit mettent en évidence un profil 2D établi dans la zone parallélépipédique de la

chambre et loin des parois.

Cette qualification de I'écoulement est primordiale pour la suite car elle permet de bien
controler 'hydrodynamique (Gaver et Kute, 1998); 'existence d'un écoulement laminaire et
établi 2D plan nous permettra d’exercer un cisaillement uniforme dans la zone d’étude pourvu
que le débit imposé soit controlé. Pour atteindre les conditions typiques d’écoulement citées au
paragraphe I1.4, nous devrons néanmoins travailler dans des gammes de débits plus élevées que
celles utilisées pour la caractérisation de la cellule. Etant donné les nombres de Reynolds
impliqués pour certaines expériences (débit maximum dans la thése de I'ordre de 750 ml/min,
ce qui correspond a un Reynolds de 1400), nous pourrons toujours considérer que nous sommes

en conditions laminaire 2D, établi.
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Figure 4.9 : Vitesse selon z sur la ligne (x =1/2, y = w/2, z) : pointillés = vitesses théoriques et symboles pleins
= vitesses expérimentales. Mesures réalisées par suivi in-situ de particules microsphériques de 1 pm de
diameétre, de concentration 6.25 e+7 particules par ml d’eau stérilisée. Température = 24 + 1 °C.
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Figure 4.10 : Variation du profil de vitesse locale suivant la direction de I'écoulement (axe x). Pour tout x
compris entre L/4 et 3L/4 ; L = 28 mm ; u(x) = constante, Q = 100 pl/min.

I1.4- Choix des conditions de travail en regard des
conditions hydrodynamiques typiques rencontrées dans

les systemes étudiés (biofilms en milieu poreux)

Le paragraphe précédent a montré que la cellule d’écoulement permettait de réaliser un
écoulement de Poiseuille 2D parfaitement contrélé. Dans les expériences qui sont décrites par la
suite, on se place dans des conditions hydrodynamiques proches de celles rencontrées dans les
systémes de biofiltration industrielle, comme celles appliquées lors de la these de Karrabi

(2009) ou certaines études de la revue bibliographique.

En ce qui concerne les travaux de Karrabi (2009), le pilote expérimental était constitué d’'une
colonne de 60 cm de hauteur et de 15 cm de diametre, remplie de billes de biolite © de 4 mm de
diameétre. Les mesures de porosité effectuées pour le biofiltre propre se sont montrées tres
reproductibles d'une expérience a I'autre lors de cette these avec pour valeur @ = 0,350 £ 0,007.
La dispersion sur les valeurs de perméabilité était un peu plus importante avec des valeurs de
ko = 1,32x10-8 + 5, x109. Les expériences ont été réalisées a des débits de 5, 10 et 20 1/h, ce qui
correspond a des valeurs de la vitesse superficielle allant de 0,28 a 1,13 m/h. Dans le cas des
biofiltres industriels, les vitesses superficielles sont classiquement de 1 a 2 m/h avec des

valeurs extrémes pouvant aller jusqu’a 5 m/h, rarement plus.
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Pour caractériser les expériences de Karrabi et les conditions opératoires classiques sur les
biofiltres, on peut raisonner a partir du nombre de Reynolds de pores qui est défini par

I'expression suivante :

oz pUd,
H1=9) (Eq410

pr et 1 sont la masse volumique et la viscosité dynamique du fluide, U la vitesse superficielle et

dple diametre des grains.

Connaissant la perméabilité initiale et la porosité initiale du milieu poreux, et en supposant un
arrangement des grains imposés (Body Cubic Centered, BCC), on peut aussi calculer, pour une
vitesse superficielle donnée, le cisaillement moyen correspondant en écrivant I'équilibre entre
la perte de pression et les forces de frottements (Karrabi, 2009). Les résultats sont consignés
dans le tableau 4.4. Pour les valeurs de vitesse superficielle hors de la gamme étudiée par
Karrabi (2009), on a raisonné en utilisant un diameétre de grain égal aussi a 4 mm, tout en
gardant une porosité de 0,35. C’est légitime dans la mesure ou la biolite© utilisée dans la these

de Karrabi correspond aux tailles classiques dans les biofiltres industriels.

Tableau 4.4 : Valeurs typiques des nombres de Reynolds et du cisaillement moyen pour les expériences de
Karrabi (2009) et un biofiltre industriel (valeur extréme)

Q (I/h) | Vitesse superficielle (m/h) | Re, 7 (mPa)

5 0,28 0,48 4
Karrabi (2009)
10 0,56 0,96 9
20 1,13 1,93 20
Biofiltre industriel (gamme 5 8,55 80

maximum)

En suivant la méme procédure nous avons aussi consigné les ordres de grandeur des conditions
opératoires pour certaines expériences citées dans la bibliographie (Taylor and Jaffe, 1990 ;
Vandevivere, 1992 ; Deront et al, 1998) méme si certaines d’entre elles correspondent a des
régimes rarement rencontrés en filtration mais plutét dans les études sur l'infiltration dans les
sols (Taylor and Jaffe, 1990 ; Vandevivere, 1992). Le tableau 4.5 présente les systémes utilisés et

les conditions opératoires associées.

En conclusion, les expériences menées sur des configurations de type sol et pour lesquelles les
données expérimentales assez exhaustives sont disponibles donnent des valeurs de cisaillement
de quelques milliemes de mPa a 1 mPa. Les configurations plus adaptées aux milieux poreux

granulaires et aux régimes d’écoulement utilisés en filtration industrielle donnent des
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cisaillements allant de quelques mPa a quelques dizaines de Pa. Les gammes de débit choisies
dans les expériences en micro-cellule devront pouvoir couvrir au moins cette gamme, voire

méme aller au-dela.

Tableau 4.5 : Paramétres géométriques et conditions hydrodynamiques typiques des expériences de la

littérature
Systeme dp [mm] Rep T[mPa]
Derontetal, 1988 | Diofiltre industriel 2,7 3,5 32
(Biofor ©)
\ 0,0025 0,008
Vandevivere, 1998 Mini-colonnes 0'063 40,125 (valeur (valeur
microns
moyennee) | moyennee)
Taylor and Jaffe, 1990 Mini-colonnes 0,7 0,12 1

II1. Conclusion

Cette étude nous a permis de caractériser le systeme biologique utilisé et ses conditions de
croissance en conditions de culture libre. Les conditions optimales de croissance de la bactérie P.
putida ont été déterminées. Ces résultats serviront par la suite de référence pour I'étude de la
croissance de bactéries en condition de culture fixée. On cherchera entre autre a s’affranchir au
maximum des effets de concentrations en nutriments (conditions non inhibitrices et non
limitantes) dans ces expériences pour tenter de mettre en évidence l'effet d'un stress

hydrodynamique sur la croissance bactérienne.

La chambre d’écoulement ou se dérouleront ses expériences a en outre été caractérisée. La
mesure du profil de vitesse dans cette chambre d’écoulement a permis de mettre en évidence la
validité d'un écoulement 2D établi pour les différentes conditions d’étude présentées dans les
chapitres suivants. On assure donc un controle de la contrainte de cisaillement pariétal par la
seule variation du débit. De plus cette contrainte est constante et uniforme dans la zone

d’observation.

98




CHAPITRE 5 : PHASE INITIALE DE
FORMATION DES BIOFILMS - ETUDE DE LA
CROISSANCE BACTERIENNE SOUS ECOULEMENT
CISAILLE
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I. Introduction

Dans cette partie, on s’intéresse a l'effet éventuel du cisaillement sur la modification du

comportement des bactéries en termes de vitesse de croissance.

Pour ce faire, on se placera donc dans des conditions non limitantes en termes de substrat
(carbone, oxygéne). Le traitement des données se fait par visualisation et traitement d’'images
(manuel ou semi-automatique) : cette technique n’est applicable que sur la phase de mise en
place du biofilm primaire juste aprés la phase d’adhésion des bactéries sur le substrat solide
(phase 2 sur la figure 5.1). Cette phase correspond a une étape a priori antérieure a 'apparition

du « quorum sensing ».

Comme évoqué dans la bibliographie, certains travaux montrent (Sauer and Camper, 2001 ;
Sauer et al, 2001) qu’apres la phase initiale de colonisation du substratum solide, les bactéries
qui sont passées d’'un état planctonique a un état « biofilm » voient leur vitesse de croissance
multipliée, le phénotype des bactéries étant modifié sous l'effet de facteurs pas encore bien
identifiés. Ce phénomeéne s’accompagne de la production d’effecteurs chimiques qui permettent

aux bactéries de communiquer entre elles (quorum sensing).

Figure 5.1 : Schéma montrant les différentes phases de la formation de biofilm en particulier les phases 1 et 2,
faisant I'objet de cette étude
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Ce que I'on cherche, c’est mettre en évidence un effet direct éventuel du cisaillement (ou de la
vitesse d’écoulement) sur le comportement des bactéries durant cette phase initiale de la

constitution du biofilm.

A notre connaissance, il existe peu d’études sur le sujet. Or, cette phase de colonisation et la
vitesse a laquelle elle se produit, auront une incidence directe sur I'évolution ultérieure du

biofilm et sa distribution spatiale dans le systéme étudié.

La quantification de la croissance initiale de microorganismes sur supports solides est une
technique relativement difficile a mettre en ceuvre en raison de la survenance éventuelle
d’autres effets non moins importants comme le détachement cellulaire sous l'effet du
cisaillement. L’approche expérimentale que nous avons adoptée a consisté a controler les
conditions opératoires de maniere a ce qu'il n'y ait pas de détachement pendant la phase de

croissance initiale.

Les principaux facteurs ayant une influence directe sur les mécanismes de détachement
cellulaire ont été répertoriés dans 1'état de 'art présenté en chapitre 2. Ces facteurs sont : la
contrainte de cisaillement, le temps de contact, la force ionique, le type d’ion, le type de support
et le type de microorganisme. Dans un premier temps nous avons mené des expériences
d’adhésion/détachement de cellules de P. putida sur supports solides en évaluant I'influence des
facteurs cités ci-dessus. Les résultats de ces investigations serviront ensuite lors du suivi de

croissance initiale des biofilms sous écoulement.

Donc avant d’aborder l'aspect croissance initiale qui constitue 1'objectif principal de cette étude,

nous présentons au préalable les résultats issus des expériences de détachement.

II. Mécanismes d’adhésion / détachement de bactéries

sous écoulement

I.1- Approche expérimentale

Le but des expériences menées dans cette partie est de caractériser les tendances générales de la
capacité d'adhésion de cellules de P. putida sur supports solides, sous l'effet d’'un écoulement de
cisaillement pariétal. Il s’agit d’apporter les éléments nécessaires a la compréhension des
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mécanismes impliqués dans la croissance bactérienne qui a lieu lors de la colonisation de
biofiltres. On ne cherchera pas a effectuer une étude exhaustive sur les propriétés
d’adhésion/détachement de ces micro-organismes sur des surfaces solides, mais plutét on
s’appliquera a examiner 'importance relative des différents parameétres pouvant influencer les
processus de colonisation. Ces parameétres sont l'intensité du cisaillement, le temps de contact
initial apres déposition des bactéries sur le support, les conditions physico-chimiques du milieu
en écoulement. Plus généralement I'historique des phases de repos/phases de cisaillement en

relation avec les niveaux de cisaillement appliqués sera aussi étudié.

Différents supports ont dii étre utilisés pour s’adapter aux différentes conditions d’écoulement
explorées. Aux régimes d’écoulement pour lesquels les contraintes de cisaillement sont faibles
de I'ordre 0,02 a 0,6 Pa (gamme des conditions typiques données dans les tableaux 4.4 et 4.5),
des lamelles de verre (0,15 mm d’épaisseur) ont pu étre utilisées. Ces faibles niveaux de
contrainte n’ayant pas engendré de déformation de ce support. Cependant, les taux de
détachement obtenus n’excédaient pas 10 %. Ces faibles taux de détachements ne nous ont pas
permis d’effectuer une étude plus approfondie avec une statistique suffisante pour évaluer
I'influence de parametres comme la force ionique ou le temps de contact. On a donc choisi
d’explorer des gammes de cisaillement plus élevées pour lesquels il a été nécessaire de choisir
un support d’adhésion plus résistant. Les conditions expérimentales étaient alors celles du
tableau 5.1, ce qui correspond a des contraintes de cisaillements largement plus grandes que
celles que I'on s’attend a rencontrer sur les systemes a cultures fixés (du moins en début de

colonisation).

Tableau 5.1 : Caractéristiques hydrauliques des expériences de détachement

Q [ml/min] U=Q/S [m/s] Re [-] Tw [Pa]

min max min Max min max min max

2,13 750 0,008 2,94 2 735 0,2 70,6

Des lames de microscope en claire de vinyle de 500 pm d’épaisseur ont été choisies car elles
permettaient de résister a des niveaux de contraintes allant jusqu'a quelques dizaines de
pascals. Ce type de support posséde une bonne qualité optique et un indice de réfraction proche
de celui des lamelles de verre. De par sa facilité de mise en ceuvre et sa capacité a explorer une
gamme étendue de contrainte pariétale, c’est ce support en clair de vinyle qui a été privilégié

pour évaluer l'influence des parameétres pouvant influencer le détachement. Ces résultats
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d’adhésion/détachements permettront d’interpréter les processus intervenant lors du suivi de

la croissance bactérienne sus support en lamelle de verre.

Pour toutes les expériences, le milieu du support (x = L/2 +* 1 mm; y = w/2 * 1 mm) est choisi
comme zone d’observation. Les observations étant faites au microscope optique avec un objectif
X100, la taille de la zone d’observation (130 x 95 pm) est donc relativement faible rapportée aux

dimensions du support (28 x 17 mm).

Par ailleurs il est nécessaire d’apporter un élément permettant d’établir la validité de nos
mesures sur une surface limitée et de pouvoir étendre ce résultat a la majeure partie du support
d’adhésion (hors zones d’entrée et de sortie du fluide ainsi qu’au voisinage des parois) : pour
chaque expérience, la condition d’'uniformité de la répartition des bactéries sur le support a été
vérifiée, en balayant au préalable toute la surface du support d’adhésion et en s’assurant que les
observations microscopiques présentaient un nombre équivalent de bactéries uniformément
réparties sur toute la surface disponible. A partir de 1a, on a pu considérer que les résultats
obtenus pour la zone limitée ou ont été effectuées les mesures sont représentatifs de la majeure
partie du support d'adhésion. Etant donné le nombre important de parameétres a explorer, et le
soin nécessaire, coliteux en temps, pour réaliser une expérience d’adhésion/détachement, il n’a
pas été possible de répéter systématiquement toutes les mesures de détachement. Néanmoins
les résultats obtenus sont issus d'expériences réalisées avec la plus grande rigueur; le grand
nombre d'expériences menées a permis d'accumuler suffisamment de données et nous avons
basé notre interprétation en termes de fiabilité des mesures du point de vue statistique, par la
comparaison logique de I'’évolution du nombre de bactéries détachées en fonction de tel o bu tel

parametre.

I1.2- Dispositif expérimental

Le systéme d’écoulement utilisé pour les expériences de détachement est constitué d'une pompe
centrifuge a immersion (Ehime Compact 600) dont la gamme de débit va de 150 a 600 1/h, d’'un
débitmetre a flotteur (figure 5.2). La microcellule ne pouvant pas supporter des débits forts,
nous avons réalisé un branchement en T pour faire recirculer I'excés de débit. La configuration
est un circuit fermé afin d’engendrer un écoulement a débit constant sans variation de la charge

hydraulique entre I'amont et I’aval de la chambre d’écoulement.
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Figure 5.2 : circuit d'écoulement pour les expériences de détachement

Le support d’adhésion est une lame en claire de vinyle (Cf. chapitre 4). Elle est nettoyée a

I’éthanol 70%, rincée a I'eau stérile et séchée sous hotte a flux laminaire. Nous expliquons ci-

dessous les raisons qui ont motivé le choix de ce support d’adhésion a la place du support de

verre :

Résistance aux niveaux élevés de débit et donc de cisaillement pariétal : en effet la fragilité

des lamelles de verre ne permet pas d’appliquer les niveaux de cisaillements requis pour

étudier le détachement cellulaire sous écoulement;

Bonnes propriétés optiques : ces lames en claire de vinyle ont été congues spécialement pour

servir de lame de microscope ; elles possédent un indice de réfraction proche des lamelles de

verre ;

Hydrophobicité : Les lames en claire de vinyle ont un angle de contact compris entre 60 et

80° ce qui tend a amoindrir la force d’adhésion des bactéries P. putida a caractere
hydrophile. Par rapport aux lamelles de verre tres hydrophiles et pour lesquelles I'adhésion
des bactéries P. putida est certainement plus forte. les résultats obtenus sur les lames en
claire de vinyle peuvent étre utilisés comme limite basse du détachement sur support en
verre. En d’autres termes si un niveau de seuil de détachement est mis en évidence sur le
support en clair de vinyle, ce niveau serra au moins inférieur a celui qui pourrait étre mesuré

sur un support en verre.
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I1.3- Protocole opératoire

Les parameétres dont on veut voir l'effet sur le détachement sont les suivants :

i) la force ionique et la valence des cations

La force ionique d’une solution que nous notons I est reliée a la concentration molaire de ces
ions. Par exemple une molécule AB dans une telle solution s’ionise et donne les ions A+ et B-

selon I'équation chimique suivante :
AB 2> A+ + B-. (Eq.5.1)
La force ionique de la solution AB est donnée par la relation suivante.

_ZiCu+ 25 [T,

[ Eqg. 5.2
AB 2 (Eq )

Ou Z; et Ci sont respectivement la valence et la concentration molaire de l'ion i.

Ainsi par exemple, pour une solution de NaCl la force ionique est égale a la concentration
molaire ; alors que pour une solution de CaCly, la force ionique est égale a 3 fois la concentration

molaire.

ii) Le temps de contact initial Tc

L’influence de ce parameétre qu’'on définit par la durée de séjour des bactéries en condition
statique avant la mise en ceuvre de I'écoulement est étudiée. Des expériences ont été menées
avec des temps de contact initial différents et les cinétiques de détachement sont analysées et
comparées. L’effet d’histoire est également étudié pour des expériences a des temps de contact
initial différents mais en modifiant 'amplitude des premieres sollicitations a la fin de ces temps

de contact.
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I1.3.1- Conditions de préparation des suspensions bactériennes

Les suspensions bactériennes utilisées pour les expériences de détachement sont obtenues a
partir de cultures libres préalablement incubées dans une étuve thermostatée (LMS Cooled
Incubators, La sources Ltd, Grande Bretagne) a 27°C ; I'agitation de la culture est assuré par un
barreau aimanté entralné par un agitateur magnétique. L’oxygénation a été assurée par
'agitation préalable du milieu de culture sous la hotte a flux laminaire ; cette agitation du flacon

ouvert permet la diffusion de I'oxygene dans le milieu jusqu’a saturation (Cs = 6,2 + 0.1 mg/1).

Pour toutes les expériences, les suspensions ont été prélevées dans la phase stationnaire (au
bout de 16h) de croissance des bactéries, afin d’obtenir pour la biomasse de tous les échantillons

les mémes propriétés bio-physico-chimiques.

Ces suspensions cellulaires sont ensuite centrifugées a 8000 tours/min pendant 10 min pour
faire sédimenter les cellules au fond du tube et former ainsi un culot, puis remises en suspension
dans une solution ionique. Cette solution est de méme nature ionique que le fluide utilisé pour

appliquer des contraintes de cisaillement dans la chambre d’écoulement.

Pour chaque expérience de détachement la procédure de nettoyage et d’assemblage du systéme

d’écoulement est identique :

- Assemblage;

- Décontamination par circulation d’éthanol a 70 % ;
- Ringage du systéme par circulation d'eau stérilisée ;

- Remplissage de tout le systeme, chambre d’écoulement comprise : cette derniére est ensuite
montée sur la platine du microscope, support d’adhésion tourné vers le bas au-dessus de

'objectif du microscope inversé.

Ensuite la suspension bactérienne préalablement préparée est injectée dans la chambre par
I'intermédiaire du canal d’injection, puis le systéme est fermé immédiatement et laissé au repos.
A Tl'issue d’'une durée fixée de 10 minutes, nécessaire a 'adhésion initiale des bactéries en
conditions statiques, I’écoulement est amorcé en circuit ouvert pendant 5 min pour permettre
I’évacuation des cellules non adhérées, mais avec un débit assez faible (102 pl/min) pour ne pas
détacher celles qui sont déja adhérées. A la fin de cette premiere phase commence la période
d’attente qu’on a appelé temps de contact initial Tc. A la fin de ce temps Tc, une photographie de

la surface d’adhésion est prise et le nombre de bactéries a cet instant est appelé No. Ensuite
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I’écoulement est amorcé et deux types de procédure de variation de débit (ou de cisaillement)

ont été mises en ceuvre.

i) Premiére procédure : un cisaillement constant pendant toute lI'expérience

Un cisaillement constant est appliqué durant tout le suivi du détachement (Fig. 5.3). Des
photos sont prises a des instants successifs afin d’obtenir le nombre N(t) de bactéries

restant adhérées pour analyser la cinétique de détachement.

ii) Deuxiéme procédure : un cisaillement croissant par paliers de durées égales

Pour cette procédure principale, 'augmentation des contraintes de cisaillement en
fonction du temps est schématisée sur la figure 5.4. Les paliers durent chacun 3 minutes.
A lissue de chaque palier la surface d’adhésion est photographiée afin d’obtenir le

nombre N(t) de bactéries restant adhérées.

I1.3.2- Méthode d’énumération de la population bactérienne

adhérée

Pour la méthode d'énumération, on énumere de fagon manuelle bactérie par bactérie jusqu’a
atteindre le nombre de 25 qu'on définit comme une séquence. Puis on réitére ce comptage
autant de fois que nécessaire pour couvrir toute la surface d’observation. A la fin on additionne
le nombre de séquences de 25 et le dernier lot pour avoir le total N(t) de bactéries adhérées sur
la zone photographiée. Cette méthode de comptage s’est avérée la plus rigoureuse et générait

une erreur minimale. Si un doute était suspecté on a systématiquement répété le comptage.
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I1.3.3- Estimation de la précision des résultats issus du comptage

N
Soit A=—— la proportion de bactéries adhérées a un instant t par rapport au nombre No
o)

initialement adhérées.

dA_dN dNo ) . AA AN ANo
Alors, — =————,d'oul'incertitude —=——+— (Eq. 5.3).
A N Nc A N Nc

Sur 100 bactéries, on a supposé qu'il peut y avoir une erreur de + 1 bactérie;
_ g o AA _
donc—— =——=2%. La précision exprimée en pourcentage est alors 7—4%) et

correspond a I'étendue des barres d'erreurs.

I1.4- Résultats

I11.4.1- Effet de la contrainte hydrodynamique sur la cinétique de

détachement

L’expérience consiste a appliquer un écoulement cisaillé dans la chambre d’écoulement,
soumettant ainsi les particules adhérées sur le support d’adhésion a une force de cisaillement
susceptible de provoquer leur détachement. Il est a noter que I'age des cellules n’a pas affecté la
validité de nos mesures dans la mesure ou toutes les suspensions étudiées ont été prélevées de

leur milieu de croissance dans la phase stationnaire pour un temps de mise en culture de 16h.

11.4.1.1- Suivi du détachement pour un palier de cisaillement constant

La figure 5.4 montre la variation de la proportion de cellules adhérées par rapport au nombre

No de cellules adhérées initialement en fonction du temps pour 3 expériences de détachement
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pendant lesquelles la contrainte pariétale de cisaillement reste constante : Twi = 9,3 Pa, Tw; =

19,6 Pa; Tws = 24,3 Pa.

1,10
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0,90
= ¢ Tw=9,3Pa
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Z B Tw=243Pa

0,80
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Figure 5.3 : Evolution de N/No (proportion de cellules adhérées rapporté au nombre de cellules initialement
adhérées N0O. N0=96, 79 et 123 respectivement pour Tw=9,3 Pa, 19.6 Pa et 24,3 Pa) en fonction de la
contrainte pariétale appliquée ; pour des cellules suspendues dans du NaCl a 15 mM. Le premier cisaillement
est appliqué apres un Tc de 10 min sur support en claire de vinyle optique. Température = 24 +/- 1°C.

N/No chute brutalement au début de l'expérience (entre 0 et 20 s) puis se stabilise jusqu'a la fin
de l'expérience qui dure 4 min 30 s. Pour des expériences de cette durée on pourra donc
considérer qu'un régime permanent est atteint et que la valeur de N/No est bien représentative
de la condition de cisaillement appliquée. Lors des expériences effectuées par la procédure par
palier présentées ci-dessous, ceci nous permet de justifier 'utilisation de palier d’'une durée de 3
minutes chacun. En effet a amplitude de cisaillement croissante on peut raisonnablement
supposer que la cinétique de détachement soit de plus en plus rapide. La mise en évidence de la
stabilisation du détachement obtenue ici pour les amplitudes de cisaillement les plus faibles
explorées de 9,3 a 24,3 Pa, devrait étre valable aussi pour les amplitudes de cisaillement

supérieures lors d'un palier d’'une durée de 3 minutes.

Le résultat présenté sur la figure 5.3 montre qu’a amplitude de cisaillement croissant, la valeur
finale de N/No diminue. L’augmentation du cisaillement entraine de maniere logique un plus
fort détachement des bactéries de leur support.
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11.4.1.2- Suivi du détachement pour des cisaillements croissants par

palier

La durée des paliers est fixée a 3 minutes sur la base du temps de stabilisation trouvé lors de la

procédure de cisaillement constant (paragraphe 4.1.1).

La mesure de la cinétique consiste a énumérer le nombre de cellules restants adhérées N(t) a la
fin de chaque palier de cisaillement, puis a calculer le rapport entre N(t) et No (nombre de
cellules initialement adhérées). Pour cette procédure d’écoulement, on représente sur un méme
graphique la variation en fonction du temps de N(t)/No et de la contrainte de cisaillement

pariétale Tw.

80 1,1
70 . 3 1y —Tw
1 5 ¢ N(t)/No
60 :
s 109
50 ﬁ
5 | 108 2
IQ;I 40 | >
z =

; —
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Figure 5.4 : Evolution de N/No (proportion de cellules adhérées rapportée au nombre de cellules initialement
adhérées NO. NO = 79) en fonction de la contrainte pariétale appliquée ; pour des cellules suspendues dans du
NaCl a 0.15 mM. Le premier cisaillement est appliqué aprés un Tc de 45min sur support en claire de vinyle
optique. Température = 24 +/- 1°C.

La figure 5.4 montre que I'écoulement cisaillé entraine un détachement des cellules, et que ce

détachement est favorisé par 'augmentation du débit d’écoulement ou de la contrainte pariétale

110



correspondante. Les photographies représentées a la figure 5.5 illustrent l'existence du
processus de détachement. On y observe les photographies prises a l'issu de 'application des

contraintes 32,9 et 40 et 46,1 Pa.

11.4.2- Effet du temps de contact initial et des conditions physico-

chimiques

Bien que la force de cisaillement soit le facteur moteur des processus de détachement cellulaire,
nous allons voir que le détachement est réellement influencé par les conditions physico-
chimiques et par le temps de contact initial. En particulier nous montrons que le temps de
contact initial sur la paroi d’adhésion joue un role important dans l'adhésion a cause de
mécanismes biologiques mis en ceuvre par la biomasse attachée. Le role de la salinité du fluide
en écoulement (force ionique, nature ionique) dans le mécanisme de détachement est également

analysé.

11.4.2.1- Influence du temps de contact

Pour cette étude, deux suspensions cellulaires sont préparées dans les mémes conditions de
salinité mais a des temps de contact initial différents. La variation de N/No en fonction de la
contrainte appliquée est représentée a la figure 5.6 lors d’'une procédure a cisaillement croissant
par palier. Pour une procédure identique en terme de sollicitation sous cisaillement (durée des
paliers et niveaux d’'intensité du cisaillement) le taux de particules restant adhérées est plus
élevé pour le temps de contact Tc = 30 min que pour le temps de contact Tc = 15 min. Un autre
point important mis en évidence dans le résultat présenté en figure 5.6 est qu'il existe une
contrainte critique correspondant a un seuil, au-dela de laquelle le taux de détachement
augmente fortement. Il est de plus intéressant de noter que ce seuil de contrainte augmente avec

le temps de contact (Tws= 45 Pa pour un Tc de 15 min et Tws = 54 Pa pour un Tc = 30 min).

Ces résultats montrent que la force d’adhésion est plus élevée a temps de contact initial plus
long. Cet effet a déja été mis en évidence sur des levures par Mercier-Bonin et al. (2004) puis par
Castelain et al. (2007). Ce résultat est souvent interprété par l'existence d'un métabolisme
cellulaire survenant lorsque les cellules sont en contact avec la surface. Il est ainsi admis que

pendant le contact sur la paroi d’adhésion, les cellules vont sécréter des adhésines qui
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renforcent I'adhésion cellulaire en limitant les effets de répulsion pres de la surface. Ces
polymeéres servent ainsi de "ponts adhésifs" entre les bactéries (Reynolds et Fink, 2001) et le

support (Marshall et al,, 1992).

Néanmoins l'interprétation de cette dépendance temporelle a partir de la production de
polymeéres reste encore sujette a discussion puisque le milieu n'est constitué que d'eau et de

NaCl a 15 mM, donc pas vraiment riche en nutriments.

De fagon générale, le mécanisme d'adhésion ne dépend pas uniquement du microorganisme ou
du type de support, mais comme l'ont suggéré Mercier-Bonin et al (2004), du couple
microorganisme-support dans son environnement, c’est a dire de I'effet de la force ionique ou du
temps de contact sur l'adhésion et des évolutions des interactions du type

hydrophile/hydrophile, ou hydrophile/hydrophobe, entre le support et les bactéries.
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9-12 min; 32,9 Pa

12-15 min; 40 Pa

15-18 min; 46,1 Pa

Figure 5.5 : Images montrant I’évolution du détachement de cellules de P. putida adhérées sur un support
en claire de vinyle optique ; pour des cellules suspendues dans du NaCl a 0,15 mM. Cisaillement apres un
Tc de 45 min. Température = 24 +/- 1°C.
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Figure 5.6 : Influence du temps de contact initial sur le taux de détachement cellulaire - Evolution de N/No (N0=79
pour Tc = 15 min, NO = 120 pour Tc = 30 min) en fonction de la contrainte pariétale appliquée pour des cellules
suspendues dans du NaCl a 15 mM; pour deux temps de contact différents. Température = 24 +/- 1°C.

11-4.2.2. Influence de I'histoire du cisaillement sur la cinétique de

détachement

Une autre approche expérimentale pour étudier les effets couplés du temps de contact et de la
contrainte hydrodynamique est le suivi de «l’histoire » du cisaillement. Pour ce faire, on a
préparé comme auparavant les suspensions avec les mémes conditions de salinité. En plus de la
différence de temps de contact initial, la procédure d'incrémentation des contraintes appliquées

est aussi différente pour les deux expériences présentées :

- Pour l'expérience 1, le temps de contact initial est de 42 minutes, puis on procede a une

augmentation graduelle de Tw en partant de 0,25 Pa jusqu’a 16,7 Pa.

- Expérience 2 : le temps de contact initial est de 84 minutes, puis on applique une contrainte

pariétale initiale élevée de 9,5 Pa suivie d'une augmentation graduelle de Tw jusqu’a 16,7 Pa.
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Les paliers de cisaillement durent chacun 4 minutes et sur la figure 5.7, la cinétique de
diminution de la proportion des cellules adhérentes N(t)/No est associée a I'augmentation de
Tw, et ce pour les deux expériences. Ce graphe décrit globalement la chronologie des

phénomeénes mis en ceuvre et met bien en évidence I'influence de la contrainte hydrodynamique

sur le détachement.

(i) On peut faire une analyse globale de la cinétique de détachement et tirer des éléments de

comparaison entre les deux expériences :

- Expérience 1 avec Tc = 42 min, N/No_final = 0,04 correspondant a un détachement total de

96 %.

- Expérience 2 avec Tc = 84 min, N/No_final de 0,83, c’est-a-dire 17 % de détachement total.
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Figure 5.7 : Influence du temps de contact initial et de I'effet d’histoire du cisaillement sur le taux de
détachement cellulaire - Evolution de N/No et de Tw en fonction du temps a différents temps de contact;.
Expérience 1: Tc = 42 min, No = 306, avec augmentation graduelle a partir de 0,25 Pa ; Expérience 2 : Tc = 84
min, No = 264, avec application brusque d’un cisaillement de 9,50 Pa suivi d'une augmentation graduelle de
Tw .CaCl2 a 50 mM; Température = 24 +/- 1 °C
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Ces résultats mettent en évidence a nouveau une intensification de la cinétique de détachement

en fonction du temps. Cela vient confirmer le résultat du paragraphe 4.2.1 (fig. 5.8).

(ii) Pour I'expérience 1, N/No atteint son minimum (N/No_final = 0,04 a Tw = 14 Pa); ce

minimum se prolonge de 74 et 86 min malgré 'augmentation de Tw entre 14 et 16,7 Pa.

(iii) Pour aller plus finement dans la comparaison on représente N/No en fonction de Tw, ce qui

permet d’analyser ce qui se passe point par point pour les deux expériences (fig. 5.8).

1,2
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=~ = e = i
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Figure 5.8 : Influence du temps de contact initial et de I'effet d’histoire sur le taux de détachement cellulaire -
Evolution de N/No en fonction de la contrainte pariétale appliquée ; pour deux temps de contact différents;
Tc =42 min, No = 306, : Tc = 84 min, No = 264, CaCl2 a 50 mM; Température = 24 +/- 1 °C.

Pour l'expérience 1, on a un détachement rapide au début (entre 0,3 et 1,7 Pa), suivi d'un
détachement globalement lent jusqu’a 11,8 Pa. Puis a partir de 11,8 Pa on constate a nouveau
une chute brusque jusqu’a 14 Pa, qui atteint finalement un plateau. Ce dernier correspondant au

minimum de N(t)/No, et se prolonge jusqu’a Tw = 16,7 Pa.

Pour I'expérience 2, on applique initialement une contrainte de 9,5 Pa. Avec 'augmentation
successive des paliers de cisaillement on constate une diminution de N(t)/No qui est quasi-

linéaire de 9,5 Pa a 16,7 Pa avec une pente relativement faible.

Ce résultat montre bien que la force d’adhésion est plus élevée pour le temps Tc de contact de 84

min, par rapport a Tc = 42 min dans la gamme de contrainte comprise entre 9,5 et 16,7 Pa.
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Ces résultats mettent en évidence le réle important joué par le temps de contact initial sur les
mécanismes de détachement cellulaire. En effet, nous avons montré que des cellules adhérées
sur des temps de contact longs étaient capables de résister a des contraintes de cisaillement plus
élevées que celles attachées a des temps de contact nettement inférieurs. Le temps de contact est

donc un des parametres influencant fortement le taux de détachement.

On a mis en évidence également que les courbes de détachement démarrent par un détachement
rapide (chute rapide de N/No), suivi d'un état stable (N(t) quasi-constant) ; puis lorsque Tw
dépasse un certain seuil de contrainte, un second phénomene de détachement rapide intervient.
Ceci met en évidence le caractere discontinu du détachement qui s’opére de facon discontinue au

voisinage d’une contrainte seuil.

11.4.2.3- Influence de la nature ionique du fluide en écoulement

L'influence de la force ionique et de la valence des cations de la phase aqueuse a été analysée
dans cette expérience de détachement. Nous mettons ici en évidence l'influence de la force
ionique et du type d'ion sur la cinétique de détachement induit par écoulement cisaillé et donc
sur la capacité d'adhésion bactérienne sur le support solide. La contrainte de cisaillement est
appliquée selon la procédure principale : augmentation du débit (et donc de I'amplitude de Tw)

par palier.

Pour I'étude de la force ionique, deux expériences de détachement ont été menées dans les
mémes conditions opératoires mais avec des forces ioniques différentes : I; (CaClz) = 10 mM, et
I, (CaClz) = 50 mM. La figure 5.9 montre I'évolution de la proportion de cellules restant adhérées

en fonction du temps.

Pour la force ionique de 10 mM, il reste a la fin de I'expérience 10 % des bactéries initialement
adhérées, soit 90 % de détachement au final. Pour la méme expérience avec une force ionique de
50 mM on assiste a une diminution du pourcentage de cellules détachées (66 %). Cela signifie
que pour les forces ioniques plus élevées, le détachement est réduit. De facon similaire, on met
en évidence l'influence de la valence des cations en solutions en comparant la cinétique de
détachement de deux expériences a mémes conditions opératoires mais a valence différente
pour les cations en solutions : NaCl a 50 mM et CaCl; a 50 mM. On remarque (figure 5.10) que

lorsque la valence de I'ion est plus faible, le détachement résultant est augmenté.
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Figure 5.9 : Influence de la force ionique sur le taux de détachement ; Evolution de N/No en fonction de la

contrainte pariétale appliquée ; pour 2 solutions salines de CaCl: de forces ioniques I1 =10 mM (No = 136) et
12 = 50 mM (No = 149); support d’adhésion en claire de vinyle optique ; Température = 24 +/- 1°C;

Tc =30 min.
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Figure 5.10 : Influence du type d'ion sur le taux de détachement ; Evolution de N/No en fonction de

la contrainte pariétale appliquée ; pour deux solutions salines de NaCl (No = 149) CaCl2 (No = 179) et de de

méme force ionique I = 50 mM; support d’adhésion en claire de vinyle optique ; Température = 24+/- 1°C,

Tc =30 min.
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I.5- Discussion

Le détachement de cellules de P. putida induit par un écoulement de cisaillement, sur un support
en claire de vinyle, a été étudié. Une chambre d’écoulement cisaillé adaptée a la microscopie
optique a permis d’effectuer des observations a I’échelle locale de 'ordre du micrometre et des
zones d’observation de l'ordre de la centaine de pm2. L’homogénéité spatiale des organisations
bactériennes a été validée sur la majeure partie de la surface totale du support d’adhésion. La
cohérence des résultats obtenus vis-a-vis des différents parametres d’étude, conforte les
tendances observées malgré une non-répétabilité systématique des mesures effectuées.
L’influence des différents parameétres explorés sont analysés ci-dessous et confrontés aux

résultats de la littérature.

Un des résultats marquants de cette partie est d’avoir mis en évidence I'importance du temps de
contact initial sur le taux de détachement. De maniere plus générale ce taux de détachement est
fortement dépendant des effets d’histoire, dus aux différentes conditions de cisaillement
imposées au cours du temps (temps de contact bactérie-support a cisaillement nul, type de
protocole d’application du cisaillement: constant au cours du temps ou cisaillement croissant

par paliers de 3 minutes).

L’ensemble des résultats obtenus tendent a montrer que plus ce temps de contact initial est long,
plus le taux de détachement est réduit lors de ’application d’un cisaillement, et ceci quel que soit
le type de sollicitation (continu au cours du temps ou croissant par palier). Ce résultat est en
accord avec des levures de S. cerevisiae (Mercier-Bonin et al., 2004 ; Castelain et al., 2007) qui
ont montré que la force d’adhésion de levures croit avec I'allongement du temps de contact et

ceci qu’elles soient de nature hydrophile ou hydrophobe.

Un des moteurs principaux de cet effet d’augmentation de I'adhésion au cours du temps de
contact peut étre attribué a la production de substances extracellulaires telles que des EPS, des
protéines, de 'ADN extracellulaire, etc. Durant ce temps de contact, la production de certaines de
ces macromolécules dans le milieu extracellulaire entraine la formation d'un film de
conditionnement favorable a I'adhésion bactérienne. Ce film de conditionnement augmente en
épaisseur dans le temps, jouant ainsi un role de barriére et agissant ainsi sur les effets dus aux
interactions non-spécifiques de type van-der Waals et aux interactions acido-basiques de Lewis,
I'équilibre de ces deux types d’interaction contrélant principalement selon Guillemot et al

(2006) le mécanisme d’adhésion cellulaire.
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De facon générale, le mécanisme d'adhésion ne dépend pas uniquement du microorganisme ou
du type de support, mais comme l'on suggéré Mercier-Bonin et al (2004), du couple

microorganisme-support dans son environnement.

Guillemot et al. (2007) ont noté I'importance jouée par la présence de protéines extracellulaires
sur le mécanisme d’adhésion sur surface en mettant en évidence l'influence qu’ils exercent sur
les propriétés physico-chimiques du support d’adhésion, notamment en augmentant
I’hydrophobie. Cette augmentation d’hydrophobie, selon plusieurs auteurs rend 1'adhésion plus
forte quel que soit pour le microorganisme ou le support. Par exemple, Power et al. (2007) ont
montré que la capacité d’adhésion de bactéries P. putida augmente lorsqu’'on augmente
I’hydrophobie du support et des bactéries. De méme, pour Faille et al. (2002) qui ont étudié
I'adhésion de spores et de cellules d’E. coli sur des surfaces inertes, 'hydrophobie de surface
joue un grand roéle. En effet leurs travaux ont montré que la force de détachement de spores de
B. cereus et de B. subtilis est plus forte sur les matériaux hydrophobes. Cette force est aussi plus

importante pour B. cereus hydrophobe que pour B. subtilis hydrophile.

Theerthankar et al (2010) ont mené des expériences concernant la production d’ADN
extracellulaire et ont montré qu’elle joue un réle importance sur 'adhésion bactérienne sur
surface en favorisant les interactions acido-basiques. Cette production de macromolécules
extracellulaires est elle-méme liée a des processus microbiologiques non explorés dans le cadre

de cette these.

Ce qui est certain, c’est que pendant la phase d’adhésion initiale le passage d’'une bactérie de
I’état planctonique a I'état sessile s’accompagne de nombreux processus (de natures biologique,
chimique et physique) qui altérent son génotype et son phénotype et lui permettent de s’adapter
a I'environnement au voisinage d’une surface. Ces processus varient d'un micro-organisme a
I'autre (Mc. Carter, 1999) et leur déclenchement en regard des conditions environnementales

(en particulier hydrodynamique) reste un champ d’investigation encore largement ouvert.

La charge de surface des cellules est également susceptible de jouer aussi un role dans
I'adhésion. Les mesures de potentiel zéta que nous avons effectuées indiquent un caractere
donneur d'électrons pour les cellules bactériennes de P. putida. Ceci est en accord avec les
travaux de Rochex et al. (2002) qui en plus, comme Power et al. (2007) ont mis en évidence un
caractére hydrophile pour P. putida. Ces propriétés de P. putida indiquent une influence de la
charge sur 'adhésion puisque van Loosdrecht et al. (1987) ont démontré que l'influence de la
charge de surface sur les phénomeénes d’adhésion est plus importante pour les cellules

hydrophiles que pour les cellules hydrophobes.

Par ailleurs, une autre question qui peut étre soulevée est de savoir dans quelle mesure la

concentration en nutriments pourrait-elle affecter la force d'adhésion ? Selon Marshall et al.
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(1992), I'adhésion irréversible, tout en étant dépendant du temps serait inhibée par la présence
de glucose a forte teneur. Ces effets d’histoire ne sont en général pas pris en compte dans les
modeles a notre connaissance. Par exemple, (Décavé et al, 2002) ont modélisé le détachement de
cellules par une loi du premier ordre caractérisée par une constante cinétique k (t1) qui dépend
de la contrainte appliquée mais qui est indépendante du temps de contact. Nos résultats
montrent que cela n’est pas forcément suffisant en toute rigueur. Etant donné le peu nutriments
présents en suspension, nous proposons que s'il y a production de substances polymériques,
celle-ci serait due a une sécrétion a partir de la membrane cellulaire pour résister a la contrainte
hydrodynamique et non par synthese organique a partir de nutriments. Des analyses
quantitatives biochimiques ou I'utilisation de marqueurs fluorescents adaptés permettraient de

confirmer ou infirmer cette hypothese.

Un autre point important mis en évidence est la diminution du taux de détachement a force
ionique croissante et valence de l'ion croissante. Cette augmentation de la capacité
d'adhésion a force ionique et valence des cations croissants peut s'expliquer par la réduction de
la répulsion électrostatique entre le support et la paroi cellulaire, tous deux chargés
négativement. Cette réduction de la double-couche est plus marquée pour les ions Ca?+ que pour
les ions Na* monovalents. Ces résultats concordent avec d’autres résultats de recherche, comme
ceux de van Loosdrecht et al. (1987), Ducker et al. (1991), Simoni et al. (2000). L’addition de
cations Ca?* tend, selon Christendat et al. (2005), a mettre en ceuvre des interactions de type
liaisons hydrogene qui ont pour conséquence de provoquer une adhésion plus forte entre

surfaces.

Enfin la mise en évidence de l'existence d'un seuil de contrainte qu’il faut franchir pour
enclencher un détachement supplémentaire apres stabilisation de la cinétique, est une
information éventuellement importante dans les applications qui nous concernent directement,
en particulier la modélisation de la phase initiale de la colonisation d'un biofiltre. Comme nous
I’avons montré dans I'analyse bibliographique (chapitre 2), certains modeles (Brovelli, 2009,
Kildsgaard et al, 2001) considérent des lois (i) indépendantes de la phase de maturation du
biofilm (ii) qui induisent une cinétique de détachement qui augmente de maniere continue avec
le cisaillement. Or, si les effets de seuils sont maintenant bien connus pour les biofilms
« matures » (phénomene de sloughing), nous mettons en évidence ces effets des la phase
d’adhésion. Notons que la nature des supports utilisés (qui se devaient d’étre transparents pour
des contraintes d’observabilité) nous donne des contraintes nécessaires au détachement
largement supérieures aux conditions opératoires dans les biofiltres. Il est difficile d’extrapoler
plus loin étant donné le manque de connaissance que nous avons actuellement sur la nature

physico-chimique des surfaces des supports industriels.

121



Sur la base de nos résultats expérimentaux, des travaux futurs devront définir de maniere plus
systématique comment évolue la contrainte de cisaillement critique avec le temps de contact, ou
comment évolue le taux de détachement, a contrainte fixée, avec la durée du temps de contact
initial, pour des conditions physico-chimiques de surfaces données. Ces données expérimentales
supplémentaires permettront d’améliorer la modélisation des conditions initiales de
colonisation des biofiltres. En effet des cellules en suspension et entrainées par un écoulement a
travers un milieu poreux ont une probabilité de se déposer sur le matériau granulaire, qui
dépend des conditions physico-chimiques du milieu et du temps. En outre une fois le contact
bactérie-support effectué, la probabilité que la bactérie reste accrochée est aussi dépendante de
ces facteurs (Kim, 2005): si, selon la nature des surfaces des supports industriels, le
détachement peut apparaitre pour des conditions de cisaillement plus faibles que dans nos
expériences, en particulier sur les premiers instants de mise en contact, le terme d’efficacité de
collision utilisé dans certains modéles (terme na dans les modeéles de Brovelli, 2009 et
Kildsgaard et al, 2001) devrait intégrer ces effets de seuils qui sont liés au temps de contact.
Cette étude permettrait aussi de valider ou d’invalider certains partis pris d’autres modeles
(comme le modele de Kapellos et al. (2007) cité dans le chapitre bibliographique) ou seule la
probabilité de contact n est prise en compte. Une autre des limites de notre approche
expérimentale est la difficulté d'étendre les expériences a la mesure directe des forces
d'adhésion sur les supports solides. En effet la forme non sphérique et le manque d'information
sur la rigidité de la bactérie P. putida ne permettent pas d'appliquer les équations relevant des
écoulements diphasiques pour calculer avec précision la force hydrodynamique qui s'exerce
localement sur sa surface. Cela rend difficile de lier ou de comparer nos résultats avec les
modeles théoriques existants en raison du fait que ces modeéles s'appliquent sur des objets
rigides et de forme sphérique (Lorthois et al, 2001; Guillemot et al.,, 2007; Mercier-Bonin et al,
2009; Mercier-Bonin et al,, 2011).

C'est pour cela que notre travail s'est uniquement focalisé sur la comparaison des cinétiques de
détachement induit par cisaillement sous 1'effet de facteurs liés aux surfaces, aux conditions

environnementales et au temps.

II.6- Conclusion

Nos expériences de détachement ont permis de caractériser les propriétés d’adhésion de
bactéries de P. putida sur une lame en claire de vinyle optique et soumise a une contrainte de

cisaillement.

122



- Il a été mis en évidence que 'augmentation du temps de contact initial favorise 'adhésion

cellulaire.

- Le caractere discret du détachement a aussi été mis en évidence: le détachement a lieu
lorsqu’'un seuil de contrainte est atteint. Ce seuil est caractérisé par une augmentation

marquée de la vitesse de détachement de la quantité de cellules détachées.

- Il a été mis en évidence que I'adhésion des cellules bactériennes augmente a force ionique

croissante.

- La valence supérieure de I'ion calcium Ca2+ par rapport a I'ion sodium Na* monovalent est

aussi un parametre physico-chimique qui accroit 'adhésion des bactéries sur leur support.

Les résultats de cette étude sont tres révélateurs de la complexité des processus mis en jeu dans

I'adhésion bactérienne sur surfaces solides.

Néanmoins, dans le cadre de cette thése, ils ne sont utilisés que pour appuyer des arguments
d'interprétation concernant les résultats issus des expériences de mise en ceuvre de la
croissance sur surfaces. Par conséquent il faudra considérer cette étude comme faisant partie
intégrante du but principal recherché de la caractérisation de la croissance des biofilms sous

écoulement.

Cependant d'un autre point de vue, si cette étude est approfondie par d'autres mesures
expérimentales, elle pourra servir pour la modélisation des conditions initiales de colonisation
de biofiltres. En effet pour des cellules en suspension et entrainées par un écoulement a travers
un milieu poreux, l'efficacité de collision avec le matériau granulaire est une fonction des
conditions physico-chimiques du milieu comme la force ionique, la densité cellulaire de la
suspension (Gross et al, 1995) ou le temps. En outre une fois le contact bactérie-support
effectué, la probabilité que la bactérie y reste accrochée, appelée efficacité d'adhésion est aussi

dépendante de la force ionique et du type d'ion (Elimelech and O'Melia, 1990).
L'utilité de ces expériences dans le contexte de cette these est répartie en plusieurs points :

(i) Elles mettent en évidence l'importance des effets d'histoire lors des expériences de
détachement induit par écoulement cisaillé. L'introduction de ce concept d'histoire du
cisaillement marque 1'une des originalités de cette theése méme si des investigations plus
poussées n'ont pu étre effectuées notamment a cause de l'orientation scientifique du
contexte de la thése. La plupart des protocoles de cisaillement décrits dans les articles
appliquent souvent comme seul protocole une augmentation de la contrainte pariétale
par paliers de durées égales. Or durant l'application de ces paliers, le temps de contact

augmente en méme temps. Donc la corrélation entre le taux de détachement et la
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contrainte de cisaillement ne dépend pas uniquement des conditions physico-chimiques

et du temps de contact initial, mais est également affecté par I'histoire du cisaillement.

(ii) Elles permettent comme on le verra dans le paragraphe III ci-dessous, de valider la
condition de non détachement cellulaire pendant la phase initiale de croissance du
biofilm. En effet les niveaux de cisaillement trés élevés n'ont pu provoquer dans

certaines conditions un détachement cellulaire conséquent.

II.7- Caractérisation du détachement pendant la croissance

initiale sur les surfaces

Dans ce paragraphe de transition on aborde le cas du phénomeéne de détachement cellulaire
pendant la phase initiale de croissance en donnant des éléments de validation de la condition de

non-survenance de ce phénomeéne.

Les modeles globaux qui traitent de la croissance bactérienne sur supports solides sous
écoulement incorporent généralement un terme représentant la cinétique de détachement
cellulaire. Exemple : Barton et al. (1996) qui ont proposé un modele mathématique pour calculer
la cinétique de croissance de bactéries individuelles en croissance sur un support en polymere

par I'équation suivante :

n=n, (22 —k At)  (Eq.5.6).

n; est le nombre de bactéries adhérées a l'instant i.At, n, le nombre de bactéries adhérées au
début de la phase de croissance, g le temps de régénération c'est-a-dire entre deux divisions
cellulaires et kqes le taux de détachement, c'est-a-dire le nombre de bactéries détachées par unité

de temps.

Sur la base des résultats des expériences de détachement présentées ci-dessous, les expériences
de mise en ceuvre de la croissance initiale sont contrélées pour éviter les effets de détachement.
Pour ce faire, différentes conditions opératoires ont été maintenues pendant toute la durée des
expériences pour s'assurer de l'inexistence de phénoméne de détachement pendant la

croissance :
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i)_Cisaillement faible : Comparés aux niveaux de cisaillement appliqués pendant les expériences
de détachement cellulaire, les faibles débits appliqués lors des expériences de croissance
cellulaire ne doivent logiquement entrainer aucun détachement. En effet pour les expériences de
détachement, la contrainte appliquée s'étend jusqu'a 70 Pa alors qu'ici la valeur maximale est de
1 Pa (tableau 5.2). Les conditions hydrodynamiques du tableau 5.2 correspondent en outre aux
gammes typiques de nombre de Reynolds et cisaillement rencontrés des systémes qui nous

intéressent (tableau 4.4).

Tableau 5.2 : Caractéristiques hydrauliques lors de la croissance initiale sur surfaces

Q [ml/min] Re [-] Tw [mPa]
min max min max min max
0,10 10,63 0,09 10 9 1000

ii) Force ionique de NaCl élevée : Le milieu de culture LB en écoulement a travers la chambre
d'écoulement a une concentration de 5 g/l de NaCl, ce qui correspond a une force ionique de
5000 mM, jusqu'a 100 fois plus élevée que les forces ioniques utilisés lors des expériences de
détachement. L'augmentation de la force d'adhésion en fonction du temps observée lors de ces
expériences de détachement vient également renforcer 1'hypothése de non-survenue de

phénomeénes de détachement pendant la phase de croissance.

Ces points explicatifs constituent une base solide permettant de s’assurer de I'impact quasi-nul
des effets de détachement sur nos mesures de cinétiques de croissance, que nous allons a

présent aborder.

iii) Film de conditionnement:La formation d'un film de conditionnement est le résultat de
I'adsorption de nutriments issus du milieu de culture par la surface d’adhésion. Au cours du
temps ce processus continue et I'épaisseur de ce film augmente, réduisant fortement la répulsion

électrostatique.
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II1. Etude de la croissance initiale sur les surfaces

II1.1- Dispositif expérimental

Pour cette étude, I'écoulement du milieu nutritif dans la micro-cellule se fait par pompage au
moyen d’'une pousse-seringue programmable (Lambda, VIT-FIT, HP) associée a une seringue de

100 ml. On travaille ainsi en circuit ouvert (fig. 5.11).

Le calcul du débit dans ce cas se fait par calibration puisque la pousse-seringue n’affiche que la
vitesse de déplacement de la seringue. La calibration se fait par pesée de volumes écoulés pour
des durées données, donc on aboutit au flux correspondant a chaque vitesse de déplacement. Le
support d’adhésion est une lamelle de verre. Elle est traitée au mélange sulfochromique
(suspension pendant 3h) puis rincée a I'eau stérile et séchée par ventilation sous hotte a flux

laminaire.

Figure 5.11 : Systéme d'écoulement pour la cinétique de colonisation du support d’adhésion. Pompage par
pousse-seringue Vit-Fit.
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II.2- Mode opératoire

Pour cette expérience du milieu de culture LB modifié (LB, sans peptone caséine, avec du phénol
20 ppm) a été préparé et stérilisé selon la procédure détaillée dans le chapitre 4. Une culture de
P. putida est mise en ceuvre en conditions batch a T = 27°C. Lorsque la phase stationnaire est
atteinte, 50 pl y sont prélevés et ajoutés a 950 ul de milieu de culture stérile pour avoir une
suspension bactérienne diluée 20 fois. Puis la non-contamination de la culture est vérifiée en
observant au microscope optique une lamelle de verre sur laquelle est déposée une goutte de
suspension. Apreés préparation et remplissage du systeme d’écoulement, on préleve 300 pl de la
suspension diluée que l'on injecte dans la chambre d’écoulement. La lame de verre
préalablement nettoyée et séchée est ensuite installée de facon a ce qu'il n'y ait pas de bulle

d’air, car la présence de ces derniéres perturbe I'écoulement.

Le systéme est ensuite monté comme le montre la figure 5.12 ci-dessus. L’adhésion initiale a lieu
en conditions statiques, c’est-a-dire sans écoulement pour permettre la sédimentation, le dépot
et 'adhésion de cellules sur le support inférieure de la chambre d’écoulement. Cette phase dure
entre t = 0 min et t = 10 mn. Aprés sédimentation et adhésion initiale en conditions statiques, un
écoulement faible (Tw = 9,6 mPa, soit Q = 102 pul/min) est appliqué pendant 5 minutes (de t= 10
min a t = 15 min) pour évacuer les cellules en suspension (non fixées sur le support). Dans ces
conditions, on est sir que toutes les cellules suspendues sont évacuées de la chambre
d’écoulement. En effet dans cette étape, un volume de 510 pl est évacué et le volume total de la
chambre d’écoulement n’est que 119 ul (0,25 * 17 * 28 mm3), soit I'évacuation de 5 fois le
volume de la chambre d’écoulement, suffisant pour entrainer toutes les cellules suspendues. Le
systéme est ensuite mis en condition statique c’est-a-dire sans écoulement pendant 15 min (de t
=15 min a t = 30 min). A cet instant une photographie est prise pour permettre de connaitre le
nombre initial de cellules fixées No sur la zone d’observation. L’écoulement est ensuite amorcé
avec un débit fixé. Ensuite des photographies de la surface observée sont prises a des intervalles
de temps réguliers pour permettre le suivi et I’analyse de la cinétique de colonisation du support
de verre. Le temps de référence (t = 0 s) pour le suivi de la croissance est celui correspondant au
début de I’évacuation des cellules non adhérées. L’expérience est répétée avec des débits
différents pour estimer l'influence du cisaillement sur la cinétique de croissance. La succession

de ces différentes étapes est schématisé ci-dessous (fig. 5.12).
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Figure 5.12 : Schéma de succession des étapes de la mise en ceuvre de la croissance de cellules adhérées sur
support solide.

Pour toutes les expériences, les observations ont été effectuées au centre du support, donc loin
des parois, de I'entrée et de la sortie. Les analyses de I'’écoulement déja effectuées permettent
d’admettre que toutes les cellules dans cette zone sont soumises a la méme contrainte de
cisaillement pariétale. Cette hypothése est rendue possible par la nature bidimensionnelle de
I’écoulement déja caractérisé en amont. On en déduit que les parametres de croissance des
cellules ne devraient pas étre affectés par la position de leur site d’adhésion sur le support. Etant
donné également que le traitement du support est le méme pour toutes les expériences, la
cinétique de croissance ne devrait pas étre influencée par la nature physico-chimique du

support d’adhésion.

Les conditions d’alimentation en nutriment sont les mémes qu’en batch, a savoir une
concentration en nutriments et carbone non limitant, et un milieu saturé en oxygene. La
procédure de nettoyage du surface du support d’adhésion ainsi que la température (24 * 1°C)
sont les mémes quelles que soient les expériences. De plus le pH du milieu est toujours

préalablement ajusté a 7.

I11.3- Choix du mode d’énumération des bactéries

L’observation des images est effectuée au moyen d’'un microscope a objectif inversé (Olympus,

Q-

modele 1X70; fig. 5.13). Trois objectifs de microscope (Olympus) sont disponibles (100x
immersion d’huile, 40X et 10x). Le microscope est également équipé d’'un systeme de zoom a
1,5%. Une caméra CCD (KY-F55B, JVC) récupére les images et les envoie a un enregistreur
numérique qui les transfere a un écran (HR Trinitron, PVM-14M4E, Sony) et a un ordinateur
portable (VIAO VGN-NR38E, Sony) pour la sauvegarde, le traitement et I'analyse des images.

L’avantage du systeme de microscope inversé est qu’il permet d’observer directement les objets
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attachés sur le support d’adhésion qui est la paroi inférieure de la chambre d’écoulement. Au
moment des expériences, aucun additif n’a été ajouté a I'’écoulement afin d’'améliorer le contraste
des images. Depuis, nous avons acquis différents produits (DAPI©, colorant dit ‘Live/Dead’),
ainsi que les filtres optiques nécessaires : ils permettent de rendre la bactérie fluorescente et a
priori d’améliorer le contraste. Ces produits ont été utilisés pour les expériences concernant le
biofilm mature mais pas au cours des expériences présentées dans ce chapitre. Le peu de
contraste des images a été déterminant dans le choix du traitement des données. Nous avons
ainsi tenté de procéder a une automatisation la plus poussée du comptage des cellules

bactériennes au cours du temps.

Quoique le traitement soit simple a mettre en ceuvre (seuillage des images puis comptage en
nombre ou surface de la portion colonisée de la surface solide), il s’est avéré que du fait du peu
de contraste des images, les traitements automatiques ou semi-automatiques étaient in fine
source d’incertitudes et de variabilité importantes sur les résultats. C’est pourquoi les résultats
présentés si dessous résultent d’'un comptage manuel des objets présents sur les images.
Quoique fastidieux, nous avons en effet estimé cette procédure plus siire. L’étude sur les sources
d’incertitudes dues a un traitement automatique des images est cependant présentée en annexe
D. En effet, ce travail, qui a pris du temps, pourra étre repris et étre utilisé lors de travaux futurs,
dans la mesure ou, comme nous l'avons déja dit, nous possédons maintenant des outils
permettant directement d’agir sur la fluorescence des bactéries et donc d’améliorer

considérablement le contraste des images.

Figure 5.13 : Microscope optique Olympus IX70 a objectif inversé (Laboratoire de Rhéologie, UJF-Grenoble)

129



I11.4- Résultats

I11.4.1- Observations qualitatives des différentes étapes du

développement cellulaire sur la surface

Avant de procéder a une étude plus quantitative des résultats, il est intéressant de procéder a
une description qualitative des phénomenes observés (figure 5.14). L’exemple présenté

correspond a une contrainte pariétale de cisaillement de 76,8 mPa (Q = 816 ul/min).

La premiére photographie, prise a t = 0 h 30 min juste apres 'adhésion initiale, correspond au

début de I'application de I'écoulement du milieu nutritif.

La photographie correspondant a t = 4 h 30 met en évidence le début du développement
cellulaire et la formation de petites colonies bactériennes. Ce phénoméne met en évidence la fin
de la phase de latence. On constate que la durée de cette phase de latence est faible comparée a
celle mesurée en conditions de culture libre et qui avoisine les 7 h. L’explication a ce phénomeéne
résulte du fait que les suspensions bactériennes injectées dans la chambre d’écoulement ont été
prélevées a partir d’'un milieu de culture libre qui venait tout juste d’étre stoppé au début de la
phase stationnaire de croissance; ce milieu contient les mémes éléments nutritifs mais en plus
faible quantité car étant non renouvelé. Cette situation fait que les cellules adhérées s’adaptent

plus rapidement aux conditions nutritives, d’ou leur temps de latence écourté.

La croissance intervient facilement par duplication des cellules ; chaque cellule engendre ainsi
deux descendants qui vont se juxtaposer bout a bout pour former des petites chaines de 2 a 4
cellules. Dans le temps ces chaines vont se grouper pour former des petites colonies. En exemple
sur cette figure 5.14, on montre la croissance de deux colonies marquées C1 et C2 et on peut
mesurer la population a des instants voulus (ici, t1 = 0 h 30 min, t2=4h 30 minett3 =6 h 30

min).

- A t=6h30, les petites colonies se développent avec un fort taux de croissance ; les analyses
présentées dans la suite ont montré que cette phase de croissance suit une allure
exponentielle (voir plus loin, d’ou le nom de phase exponentielle donné a cette étape de
croissance). En outre le fait que ces colonies soient persistantes est une premiére vérification

de la faible probabilité des phénomenes de détachement.
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A t = 8 h 30 min, presque toute la surface est colonisée ; la premiere couche de biofilm est
formée et quelques structures commencent a s’orienter verticalement pour former une

couche superficielle. A partir de cette phase, il est difficile de procéder a un comptage des

cellules adhérées et I'expérience s’acheve.

10 um  t=0h30min 10 um t=4h30
- -

-

4 \

\ 1
~-'C1(tl)

) /
‘< -“C1 (t2)

10um t=6h30 10 yum t=8h30
- -

Figure 5.14 : Cellules de P. putida adhérées sur support de verre - croissance sous cisaillement pariétal de
76,8 mPa - Température = 24°C +/- 1 - Milieu de culture LB sans peptone avec phénol 20 ppm - pH = 7.
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I11.4.2- Analyse quantitative de la phase de croissance initiale

sous cisaillement controlé.

I11.4.2.1- Mesure du taux de croissance

Les mesures ont été faites dans des conditions ou ni la source de carbone, ni I'oxygéne ne sont
limitant (Cf. chapitre 3). Les bactéries utilisées pour I'ensemencement de la micro-chambre
d’écoulement sont prélevées dans le milieu de culture toujours au méme instant, en début de
phase stationnaire. La croissance s’effectuant en milieu renouvelé et avec du carbone en exces,
on s’attend a arriver tres rapidement dans une phase de croissance exponentielle, cette
croissance s’effectuant avec un taux de croissance optimal pmax qui est une constante pour une
cellule bactérienne donnée. Cependant, le prélévement de la culture s’étant fait sur le plateau de
la courbe de croissance en batch, on peut s’attendre a ce qu’il y ait un temps de latence plus ou
moins long correspondant a une réadaptation des bactéries aux conditions opératoires. La
question se pose donc si 'on doit directement chercher une relation exponentielle des le début

de la mesure ou si I'on doit tenir compte d’un certain temps de latence.

Les figures 5.15 et 5.16 montrent les résultats de croissance pour deux contraintes de

cisaillement différentes (9,6 et 76,8 mPa).

Les données expérimentales ont fait 'objet d’'un ajustement par une loi exponentielle (par une
technique des moindres carrées) en considérant que la croissance suivait cette loi dés le début
de I'expérience. La constante initiale dans la loi exponentielle est en particulier forcée a NO,

nombre de bactéries en début de mesure.

Cette figure montre a premiere vue que 'ajustement par une loi exponentielle dés les premiers
instants de la colonisation est valide. Cependant, lorsque l'on trace cet ajustement en
coordonnées semi-logarithmique (fig. 5.17 et 5.18), on constate une légere déviation par rapport
a cette loi sur environ les 150-200 premieres minutes. L'ajustement de la pente pouvant étre
sensible a ce temps de latence, nous avons essayé des ajustements en intégrant un temps de

latence avant le début de la croissance exponentielle (figure 5.19).
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Figure 5.15 : Ajustement des données expérimentales pour une des expériences menées a Tw = 9,6 mPa.
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Figure 5.16 : Ajustement des données expérimentales pour une des expériences menées a Tw = 76,8 mPa.
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Figure 5.17 : Représentation en coordonnées semi-logarithmiques des données de la figure 5.15 avec
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Tw = 9,6 mPa.
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Figure 5.18 : Représentation en coordonnées semi-logarithmiques des données de la figure 5.16 avec
Tw = 76,8 mPa.
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Figure 5.19a: ajustement des données Figure 5.19b : ajustement des données
expérimentales pour une expérience menée a expérimentales pour une expérience menée a
Tw = 9,6 mPa; avec un temps de latence choisia 150 Tw = 76,8 mPa ; avec un temps de latence choisi a 150
min. min.

En toute rigueur, il faudrait effectuer une étude de sensibilité sur la valeur de ce temps de
latence. Cependant, ce temps est délicat a établir car il correspond a une période ou les bactéries
se divisent peu (ou pas) et ou le nombre de cellules bactériennes est faible : la variation relative
des objets comptés est donc relativement sensible, suite a des phénomeénes autres que la
croissance pure des bactéries (entre autre, décrochage d’'une bactérie, ou dépot d'une cellule
provenant d’un endroit de la cellule). Cependant, les courbes montrent bien que durant la phase
de latence le nombre de bactéries reste constant. De plus la figure 5.20 ci-dessous, a 3 instants
différents pendant la phase de latence montre bien que ce phénomene est limité; on n'y constate

en effet aucun dépot ni détachement cellulaire.

130min

Figure 5.20 : Images montrant les cellules adhérées pendant la phase de latence.

135



I11.4.2.2- Reproductibilité des résultats

Une autre question concerne la reproductibilité des résultats. Les résultats présentés aux figures
5.21 et 5.22 correspondent a des cinétiques mesurées 3 fois a la méme contrainte de
cisaillement de 9,6 mPa et 76,8 mPa respectivement. Ils sont présentés pour un temps de latence
de 150 min. Le taux de croissance est calculé en prenant la pente de l'allure exponentielle
présentée en coordonnées semi-logarithmiques. Les taux de croissance issus de ces expériences

sont donnés en h-1 dans les tableaux 5.3 et 5.4.
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Figure 5.21 : Courbe de croissance pour 3 essais a Tw = 9,6 mPa.

Comme on peut le constater, les résultats sont la aussi reproductibles, les différences extrémes
observées étant de 'ordre de 13 %. De plus, avec un taux de latence de 150 min, on obtient des
coefficients de corrélation encore trés satisfaisants, ce qui montre que ce temps de latence est
relativement bien estimé. Lorsque I'on compare les taux de croissance mesurés a 9,6 mPa et 76,8
mPa, on observe que la cinétique de croissance est plus rapide pour 76.8 mPa. Cette modification
du taux de croissance avec le cisaillement, inattendue, demande a étre confirmée sur d’autres
conditions hydrodynamiques. Si cette tendance se poursuit avec des écarts significatifs, une
variabilité de 10 a 15% sur les cinétiques a cisaillement fixé n’est pas rédhibitoire et les mesures

peuvent étre considérées comme reproductibles (vis-a-vis de ces évolutions).
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Ces résultats montrent que la prise en compte, ou non, d’'un temps de latence dans I'ajustement
des données modifie tres peu I'évolution relative du taux de croissance avec le cisaillement.
Méme si les valeurs absolues de ces taux de croissance sont certainement sensibles a la valeur de
ce temps, les évolutions observées sont suffisamment significatives pour que cette sensibilité
n’entache pas les conclusions que I'on peut tirer. C’'est pourquoi nous n’avons pas procédé a une

étude plus fine du temps de latence.
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Figure 5.22 : Courbe de croissance pour 3 essais a Tw = 76,8 mPa

Tableau 5.3 : Taux de croissance de cellules de P. putida sous écoulement cisaillé a 9,6 mPa;
Vérification de la concordance des valeurs de p pour les 3 expériences effectuées aux mémes
conditions opératoires.

i [h1] Coefficient de corrélation R?
Essai 1 0,396 0,99
Essai 2 0,426 0,97
Essai 2 0,444 0,99
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Tableau 5.4 : Taux de croissance de cellules de P. putida sous écoulement cisaillé a 76,8 mPa;
Vérification de la concordance des valeurs de p pour les 3 expériences effectuées aux mémes
conditions opératoires.

i [h1] Coefficient de corrélation R?
Essai 1 0,534 0,98
Essai 2 0,576 0,99
Essai 3 0,522 0,99

I11.4.2.3- Evolution du taux de croissance avec la contrainte de

cisaillement

Les données ci-dessus ont été complétées avec deux séries de données prises a un cisaillement
de 153,6 mPa et 1000 mPa. Les expériences suivent le méme protocole expérimental, on peut
considérer donc nos expériences bien controlées et les mesures significatives. Notons aussi, que
les expériences a 1000 mPa, ont été effectuées avec un objectif x40. Le champ observé était plus
grand. Pour éviter des erreurs de comptage, le nombre de cellules bactériennes étant beaucoup
plus important, nous avons divisé 'image en différentes colonies (dont le nombre de cellules
initial était de 1 a 3 cellules) et nous les avons suivies dans le temps. Pour cette valeur du
cisaillement, on présente ici les résultats sur le nombre total de bactéries. La figure 5.23
présente les cinétiques de croissance pour les 2 derniéres expériences (temps de latence 150
min). Le tableau 5.5 récapitule tous les résultats obtenus jusqu’'a présent pour un temps de
latence de 150 min. Notons que pour les 2 derniéres expériences, un ajustement exponentiel
n’est possible que si I'on prend en compte ce temps. La figure 5.24 présente I'évolution du taux
de croissance de cellules fixées en fonction de la contrainte de cisaillement pariétale et du
nombre de Reynolds pour toutes les expériences réalisées. Le taux de croissance correspondant

aux conditions de cultures libres est également représenté sur cette figure 5.24.
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Figure 5.23a: Essai de croissance a 153,6 mPa
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Figure 5.23b : Essai de croissance a 1000 mPa

Tableau 5.5 : Taux de croissance cellulaire sous écoulement cisaillé de P. putida adhérées sur support de
verre a plusieurs valeurs de cisaillement. Calcul effectué a partir d'un temps de latence de 150 min,

expériences effectuées a 24 +/- 1 °C.

Tw [mPa] u [h1] p_moyen [h1] Coefficient de corrélation R?
9,6 mPa 0,396 0,422 0,99

9,6 mPa 0,426 0,98

9,6 mPa 0,444 0,99

76,8 mPa 0,534 0,544 0,98

76,8 mPa 0,576 0,99

76,8 mPa 0,522 0,99

153 mPa 0,618 0,618 0,98

1000 mPa 0,744 0,744 0,99
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En considérant le canal de la chambre d’écoulement comme un pore, on peut définir le nombre

de Reynolds par la relation suivante :

pV.dp
Re=———— (Eq.5.7)
HL-9)

Ou V est la vitesse débitante, dp un diametre particulaire, ® la porosité, p et p sont
respectivement la masse volumique et la viscosité du fluide en écoulement. Cette expression

correspond exactement a la définition classique du nombre de Reynolds, donnée par :

pVh
u

Re= (Eq.5.8)

h qu’on définit ici comme un diameétre hydraulique du microcanal est proportionnel au diametre

particulaire.
Re
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Figure 5.24 : Evolution du taux de croissance cellulaire sous écoulement cisaillé de P. putida en fonction de la
contrainte pariétale de cisaillement ; support d’adhésion en verre, T = 24 +/- 1 °C.
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Dans la these de Karrabi et al. (2009), pour des débits de 51/h, 10 I/h et 20 1/h, les nombres de
Reynolds correspondants sont respectivement de 0,5, 1 et 10 et les contraintes de cisaillement

correspondantes sont respectivement de 4 mPa, 9 mPa et 20 mPa.

La courbe de croissance de figure 5.24 montre qu’aux faibles valeurs de la contrainte de
cisaillement, nos expériences sont en bonne adéquation avec les travaux de Karrabi et al. (2009).
Cette zone a faibles valeurs du cisaillement correspond a une forte variation du taux de
croissance bactérienne pmax, avec des valeurs tres différentes de celles mesurées en conditions

de cultures libres.

Pour cette zone d’écoulement lent correspondant a un régime diffusionnel, nos résultats
montrent qu’'on n’a pas le droit de prendre les parametres mesurés en conditions de cultures
libres. Par exemple, si on revient a certaines études présentées dans I'état de I'art, Brovelli et al.
(2009) comparent leurs données a celles issues de Taylor et Jaffe, (1990) pour valider leur
modele. Les parametres de croissance pour la loi de Monod dans le modeéle de Brovelli et al
(2009) ont été pris constants (et égaux a leur valeur obtenue en cultures libres). Or le nombre de
Reynolds de Taylor et Jaffe, (1990) sont encore plus bas que ceux examinés ici. Donc le fait de
simuler le début de la colonisation sans tenir compte des résultats présentés précédemment

peut avoir des conséquences sur la prédiction de I'évolution dans le pilote des réacteurs.

La particularité de la configuration étudiée est que les conditions initiales correspondent a celles
d’un pilote non colonisé. Dans ce cas 'influence de ces conditions initiales sur la colonisation du

biofiltres est évidente.

II1.5- Discussion

On constate que le taux de croissance pu croit de maniére monotone avec le cisaillement (ou la
vitesse d’écoulement représentée par le nombre de Reynolds) pour atteindre une valeur quasi-
identique aux mesures réalisées en condition batch. Le taux de croissance mesuré p est en outre
bien un taux de croissance optimal correspondant a une phase exponentielle. La variation de ce
taux de croissance optimal semble étre I'indice d'un effet du cisaillement sur le comportement
bactérien. Ces taux de croissance inférieurs a celui obtenu en condition libre, ont été observés
par Barton et al. (1999) qui ont étudié la croissance de colonies bactériennes sur des surfaces
polymériques sous écoulement laminaire en chambres d’écoulement. Mais le fait que ce taux de

croissance tende vers la valeur en obtenue en cultures libres s’accorde mal avec une hypothese
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liant I'effet du cisaillement a un changement de métabolisme des micro-organismes. Une autre

explication pourrait étre liée a des effets de transfert de masse.

I11.5.1- Explication basée sur un changement de métabolisme

Une explication basée sur un changement de métabolisme des bactéries, ou sur l'effet du
« quorum sensing » dés les premiers instants de colonisation du substratum solide aurait pu
aussi étre envisagée. De tels changements ont par exemple été observés par Mc Carter (1999)
pour des cultures en boite de Pétri (sans écoulement sur milieu nutritif solide - agar-), pour un
micro-organisme particulier (V. parahaemoyticus). Cet auteur observe entre autre dans certaines

conditions une inhibition de la différentiation des cellules qui peut étre réversible.

Dans notre cas, les expériences ont lieu apres un temps d’adhésion assez conséquent et on peut
considérer que la bactérie s’est adaptée a la surface solide. De plus les observations effectuées
mettent en évidence le développement continu de colonies bactériennes, mais qui ne semble
s’accompagner ni d'un changement de forme, ni d’'une variation de mobilité. Quant aux effets de
« quorum sensing », les études de (Sauer et al, 2001) montrent qu'ils interviennent plus tard
dans le processus d’établissement du biofilm, en I'occurrence a la fin de la phase de colonisation

initiale.

De plus les valeurs de cisaillement imposées semblent tres faibles en regard d'un éventuel

« stress » imposé aux bactéries.

Enfin, comme dit par ailleurs, le fait que la cinétique de croissance tende vers sa valeur obtenue

en cultures libres n’entre pas bien dans le cadre d'un changement de métabolisme.

Pour ces raisons, bien que nous n'ayons pu les vérifier expérimentalement, ces derniéres
hypothéses nous semblent douteuses, du moins avec cette souche et I’explication basée sur le

seul transfert de masse nous semble plus appropriée.
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I11.5.2- Explication basée sur I'’existence d’'une couche limite de

concentration a la paroi

Si les effets observés sont liés a des phénomeénes de transfert de masse, notre résultat n’est pas
évident a expliquer sur la base de la seule loi de Monod dans la mesure ou on a essayé de

travailler en conditions non limitantes.

Rappelons que dans la vision classique de cette loi, en supposant qu’il n'y a pas d’inhibition par

les divers substrats, le taux de croissance s’écrit (Cf. chapitre 3).

H= Py T ————
UK *S (Eq. 5.9)
Cette loi est a priori valable dés lors que les conditions nutritives, I'aération et 'homogénéisation

sont optimales (ce qui est le cas en cultures libres).

Dans cette vision macroscopique, le taux de croissance ne dépend que de la concentration

moyenne locale des divers substrats vue par la cellule bactérienne.

Dans notre cas, I'existence éventuelle d'une couche limite de concentration pourrait engendrer
des concentrations tres différentes a la paroi par rapport a la concentration moyenne dans le
ceeur de I'écoulement. La concentration pres de la paroi pourrait alors évoluer en fonction des

conditions hydrodynamiques.

Dans le cas d’'une paroi imperméable, propre, sans bactérie, la condition de flux nul a la paroi

(>

concentration S(z) des divers substrats constant sur la hauteur z: dans le micro canal, la

= 0) donne, comme solution des équations de la couche limite, un profil de
z=0

concentration des diverses especes dissoutes est donc homogene partout et égale a la
concentration en entrée donnée par le systeme d’alimentation. Et comme nos conditions sont a
priori non-limitantes, la loi de Monod appliquée au niveau macroscopique ne devrait pas donner

de variation du parametre p.

Cependant, méme si globalement dans la chambre d’écoulement les concentrations sont
homogeénes, au niveau local, prés de la bactérie, un écoulement se développe. Il peut exister alors
une couche limite de concentration, de faible épaisseur comparée aux dimensions de la chambre

d‘écoulement.

Nous avons essayé d’expliquer nos résultats sur cette base. Un schéma idéalisé du probléme est

représenté sur la figure 5.25.
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Comme on le voit, il y a deux flux a considérer: (i) un flux provenant directement de la
différence de concentration entre l'interface extérieure de la membrane cellulaire et le cceur de
I’écoulement, noté ¢ (ii) un flux lié au transport transmembranaire des solutés @.. Avant d’aller

plus loin, il est nécessaire d’expliciter ces derniers modes de transport.

A\ 4

U(2)

]

>

membrane

— [ [ bactérie _———>
Support en verre

Figure 5.25 : Schéma montrant la relation entre I'écoulement et les transferts de substrats a travers une
membrane bactérienne

I11.5.2.1- Mécanisme de transport d’'un nutriment au travers de la

membrane d’une cellule bactérienne

D’apres la littérature, pour les bactéries a Gram-, on distingue ainsi plusieurs modes
d’alimentation que I'on divise communément en deux groupes : les transports passifs et les

transports actifs (fig. 5.26).

a) Transport passif

Il existe deux modes de transport passif :
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- La simple diffusion ou diffusion libre de certains types de nutriments a travers la
membrane. Dans ce cas, la vitesse de diffusion est proportionnelle au gradient de
concentration et a la perméabilité de la membrane vis-a-vis du composé. Les molécules
diffusent pour équilibrer leur concentration entre le contenu cytoplasmique et le milieu
extérieur ou l'espace périplasmique qui est un reflet du milieu extérieur. Par exemple,

I'oxygene, I'eau, le CO2 et 'ammoniac sont assimilés selon ce mode de transport.

- La diffusion facilitée : l]a membrane cytoplasmique est imperméable a tous les composés
autres que ceux cités plus haut. Ce type de transport est dii a l'existence de protéines
transmembranaires qui se comportent comme des transporteurs spécifiques a une molécule
donnée ou un groupe de molécules donné. On appelle ces molécules des perméases. Les
protéines canal ou porines entrent aussi dans cette catégorie. Le transport est di a un
changement de conformation de la perméase, qui facilite la diffusion du soluté (toujours
dans le sens du gradient). La vitesse de transfert est limitée par le nombre de molécules de
transporteurs. Quand tous les transporteurs sont occupés, la vitesse de transfert est a son
maximum car on a atteint la saturation : c’est ce qui se passe en général dans un milieu de
culture ou la concentration des nutriments n’est pas limitante; I'évolution de la vitesse de
transfert suit d’ailleurs une allure assez semblable a celle donnée pour la cinétique de

croissance obtenue pour nos expériences de mise en ceuvre de la croissance sur la surface.

b) Transport actif

Les modes de transport actif nécessitent de I'énergie et permettent I'accumulation de nutriments
dans le cytoplasme contre leur gradient de concentrations. Ils font aussi intervenir des

permeéases.
On distingue :

- Le transport actif primaire qui nécessite de I'’ATP et permet le changement de conformation

du transporteur.

Le transport actif secondaire qui utilise le gradient électrochimique de protons de part et d’autre

de la membrane, selon plusieurs schémas :
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Dans le premier schéma, le substrat est introduit a I'intérieur de la cellule en méme temps que
des protons et de fait ne peut que diffuser dans une seule direction (on parle de symport). Les
protons sont réutilisés par la chalne respiratoire puis renvoyés a 'extérieur, ce qui permet le

maintien du gradient.

Un second mécanisme dit antiport, comprend 'exclusion de protons vers I'extérieur. C’est ce qui
crée le gradient électrochimique et fournit ensuite I'énergie pour le transport des autres
molécules. Ces protons repénétrent ensuite dans la cellule en accompagnant le substrat grace a
un symport.

A ces deux modes de transport (passif et actif) est associée ce que I'on appelle la translocation de
groupe, mode de transport tres utilisé par les bactéries. Le substrat transporté est transformé
par phosphorylation (par exemple) et implique une cascade d’éléments impliquant diverses

enzymes (Burnett and Kennedy, 1954).
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Figure 5.26 : Schéma montrant les différents modes de transport de substrat a travers une membrane
bactérienne
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I11.5.2.2- Couche limite de concentration

On suppose la bactérie suffisamment petite en épaisseur pour que le champ de vitesse

parabolique ne soit pas perturbé.

Dans ce cas, on peut montrer (Annexe E) que I'évolution de I'épaisseur de la couche limite de
concentration le long de la bactérie évolue de la fagon suivante :
0 _
—QOpPe”
h (Eq. 5.10)
Avec a < 1 dépendant de la condition a la limite en vitesse sur la bactérie. Pour deux cas

extrémes: a = 1/3 (membrane bactérienne solide, condition d’adhésion), a = 1/2 (membrane

« fluide », condition de glissement).

I11.5.2.3- Coefficient de transfert de masse

Le flux de transfert de masse du coeur de I’écoulement, vers la membrane bactérienne s’écrit :

5 (8 -5™)

- So _ Slext -
¢ k( ) o (Eq.5.11)

k est le coefficient de transfert de masse, So la concentration du soluté considéré dans
I’écoulement, Siext la concentration du soluté considéré a l'interface extérieure de la membrane

cellulaire et D le coefficient de diffusion du soluté considéré.

Onadonc: kD%DPe”

(Eq. 5.12)

En ce qui concerne le transport transmembranaire, il est régi par I'équation suivante donnant

I'expression du flux transmembranaire :
— ext _ qint

En ce qui concerne le taux de croissance, on devrait ainsi, si on suit un formalisme de type

Monod, plutét écrire :
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Sext

M= ﬂmaxKS+—Sext

(Eq 5.14)

Il est difficile d’aller plus loin car les mécanismes de transport dans ce cas (comme nous I'avons
expliqué plus haut dans le paragraphe I11.5.2), ne sont pas que des transferts diffusifs passifs
purs. pu dépend donc de la nature du soluté considéré, du mécanisme de transfert a travers la

membrane et de la cinétique d’assimilation du soluté par la bactérie.

Les deux flux ¢ et @« sont en outre couplés et leur importance relative contréle les
concentrations Sint et Sixt. Vues les données disponibles, l'ordre de grandeur de ces
concentrations ainsi que leur évolution avec les conditions hydrodynamiques sont difficiles a
estimer. En supposant le champ de concentration global de soluté peu influencé par la
croissance des bactéries, on peut considérer que chaque micro-organisme voit la méme
concentration Siext d’ou une croissance de type exponentielle (p est une constante pour un débit
donné). De plus, si on se place dans un cas idéalisé ou la résistance au transfert est
principalement controlée par la couche limite de concentration (hypothese difficile ici a valider),
la concentration a l'interface extérieure de la membrane cellulaire est a priori inférieure a la
concentration Sy, ce qui pourrait expliquer que P < pmax. (On peut se retrouver en conditions

limitantes pour ce soluté).

Le transfert de masse vers la cellule membranaire augmentant avec le nombre de Péclet (donc
avec la vitesse d’écoulement dans la chambre) et en supposant de plus que la cinétique de

croissance | est fonction de ce coefficient de transfert, on a alors :

u=f(kk)O f(Pe”) O f(Re” S.,”) 0 f(Re”) (Eg.5.15)
Ou Re est le nombre de Reynolds et Sc le nombre de Schmidt.
L’ajustement des données expérimentales par une loi puissance (fig. 5.27) donne :

1 = 05625Re™
(Eq. 5.16)
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Figure 5.27 : Evolution du taux de croissance en fonction du Reynolds - Calcul du coefficient o

Si on suppose une condition a la limite de type adhérence : a« = 1/3 ~ 0,33 soit k ~ Re0:33,

On aurait alors :

0 f(k)OBRE 0B Re™ O FK
(Eq. 5.17)

Cela donne m = 0,37. Dans le cas d'une condition de glissement, on aurait m = 0,25 = 1/4.

Pour expliciter les valeurs de 'exposant m et de la constante (3’ en fonction des processus réels
intervenant au niveau de la cellule bactérienne, il sera nécessaire de mener une étude plus
approfondie a I'échelle du micro-organisme, ce qui est hors du contexte de cette these.
L’évolution de la cinétique de croissance a la puissance du nombre de Reynolds semble

cependant bien impliquer des effets de transfert de masse dans nos observations.

Nous ne prétendons pas non plus présenter un modéle dans la mesure ou le lien taux de

croissance-transfert de masse est probablement plus complexe que la simple loi puissance issue
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de I'analyse des données : le taux de croissance dépend non seulement du flux atteignant puis

traversant la membrane mais aussi de la vitesse d’assimilation du soluté considéré.

II1.6- Conclusion

Les résultats expérimentaux présentés ici mettent en évidence l'influence de la contrainte de
cisaillement pariétal, ou plus précisément de la vitesse d’ écoulement, a faible nombre de
Reynolds (0 a 10) sur le taux de croissance de bactéries de P. putida adhérées sur le support
inférieur en verre d'une chambre d’écoulement a parois planes et paralléles. Les mesures ont été

effectuées en conditions non limitantes pour les divers substrats.

Il a été démontré que dans ce cas la croissance est optimale et suit une allure exponentielle
s’exprimant sous la forme N(t) = noe‘“. Cette tendance de la cinétique vers une loi exponentielle

a été aussi observée par Barton et al. (1996) puis par Gottenbos et al. (1999) sur des surfaces
polymériques. Cependant, dans la gamme des contraintes de cisaillement (ou de Reynolds)
appliquée, le taux de croissance p est dépendant des conditions hydrodynamiques et augmente
avec la contrainte de cisaillement a la paroi (ou le nombre de Reynolds). Ces taux de croissances
optimaux observés tendent vers la valeur du taux de croissance optimal pmax Obtenue en cultures

libres.

Dans le domaine de l'ingénierie, cela laisse transparaitre une certaine confusion dans
l'utilisation de la loi de Monod. Dans la modélisation des bioprocédés a cultures libres, par
exemple, l'utilisation des résultats obtenus en cultures libres pour les cinétiques bactériennes
est une pratique courante. Cela pourrait étre relativement justifié dans la mesure ou les
conditions d’agitation dans les bassins sont du méme ordre de grandeur ou suffisamment
importantes comparées aux conditions en cultures libres. Méme si les bactéries s’organisent en
flocs, dans les applications industrielles, étant donné le faible taux de pénétration des divers
substrats (dont 'oxygene pour les processus aérobies), c’est surtout la surface des flocs qui est
active. Dans de bonnes conditions d’agitation, les temps de renouvellement aux surfaces des
bactéries et le transfert de masse des différents solutés correspondent probablement a leur
valeur optimale. Le seul facteur limitant qui apparaisse dans le taux de croissance est alors la
concentration moyenne a une échelle « locale » (c'est-a-dire supérieure a I'échelle de la bactérie,

mais petite devant I'échelle du réacteur) des différents nutriments (qui indirectement régissent
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les gradients de concentrations et le taux de pénétration des substrats). Le parametre pmax cache

tous les autres phénomeénes et est considéré comme intrinseque au couple bactérie/substrat.

Dans la chambre d’écoulement, le systéme fonctionne dans des conditions hydrodynamiques
beaucoup moins séveres en termes de mélange (pas de turbulence). Nous pensons que
I'existence d’'une couche limite de concentration trés fine a 1'échelle de la bactérie gere le
transfert des nutriments vers la surface membranaire (méme si dans la chambre d’écoulement,
au niveau global, la concentration des divers solutés est constante et homogéne). Un
raisonnement tres simplifié sur les ordres de grandeurs respectifs des flux vers la membrane de
la bactérie et a travers la membrane, ainsi que l'analyse des données expérimentales,
aboutissent a une cinétique de croissance variant en Ren et un taux de croissance évoluant en
puissance du flux. Il nous est par contre impossible en I'état de relier la valeur de cette puissance
ainsi que d’autres parameétres intervenant dans notre raisonnement a des parametres physiques
du probleme, et donc de fournir un modele général du taux de croissance p basé sur la
connaissance de la valeur optimale en batch umax et des conditions locales d’écoulement. En
particulier, il nous manque des connaissances sur les mécanismes gérant les flux de solutés a

travers la membrane bactérienne et la facon dont les nutriments sont assimilés.

En ce qui concerne les biofiltres ou d’autres types de procédés a cultures fixées :

- il était déja acquis que les résultats concernant les mesures de cinétique de croissance en
batch ne sont pas applicables directement pour un biofilm mature. D’une part, les profils de
concentration en substrat dépendent des phénomeénes de transfert de masse a l'interface
biofilm/eau. Le taux de croissance apparent du biofilm résulte dans ce cas la de la moyenne
de beaucoup de processus intervenant dans le biofilm : effets mécaniques (transport diffusif
et convectif dans le biofilm qui dépendent de sa structure) et effets biologiques qui

dépendent de I'état physiologique des cellules (quorum sensing, mutation....).

by

- pour la phase initiale de colonisation du substrat solide dans un procédé a cultures fixées,
nos résultats montrent que les choses sont aussi assez complexes. Les vitesses moyennes a
I’échelle des pores sont dans la méme gamme que celles observées en micro-cellule. On ne
pourra donc pas transposer directement les parametres cinétiques observés en cultures
libres sans tenir en compte des phénomenes de transfert de masse mis en évidence ici. De
plus, si on peut définir une vitesse moyenne d’écoulement (vitesse superficielle ou vitesse de
pore), il existe aussi des fluctuations de vitesse a 1'échelle de pores (Ogawa and Matsuka,

2001). Ces fluctuations auront aussi une influence sur les phénomenes de transfert.
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CHAPITRE 6 : DEVELOPPEMENT DE BIOFILMS
SUR SUPPORTS SOLIDES
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I. Introduction

Dans ce chapitre on montre les résultats d'observations relatives a la mise en ceuvre du
développement de biofilms en chambre d'écoulement dans des conditions hydrodynamiques
bien controlées. Il est connu que les biofilms sont capables de modifier leur comportement afin
de s’adapter aux conditions hydrodynamiques auxquelles ils sont soumis : arrangement de la
structure pour mieux résister aux forts cisaillements (Ex: Peyton et al, 1996; Beyenal et
Lewandowsky, 2002; Simoes et al, 2007..); modification de l'activité des biofilms pour
s'adapter aux conditions de substrat-limitant et/ou oxygéne-limitant, etc. L'influence de
I'hydrodynamique sur les propriétés mécaniques des biofilms est aussi bien comprise (Ex:

Stoodley et al, 1999a; Liu and Tay, 2001, ...).

Nous allons dans un premier temps présenter le dispositif expérimental et la technique utilisée.
Ensuite nous montrerons des images de biofilms prises a des instants différents au cours de leur
évolution. Puis nous en déduirons une tendance générale de la cinétique de colonisation d'une

couche de biofilm au cours du temps.

Une fois le biofilm formé, nous examinerons le taux d’occupation surfacique des différentes
couches du biofilm (du support jusqu’a la phase planctonique). Puis nous nous intéresserons a
une ou plusieurs couches de hauteur fixée par rapport au support d’adhésion pour examiner

I’évolution de cette densité surfacique en fonction du temps.

Dans une seconde étape, nous procéderons, par une approche informatique, a une
reconstruction 3D des biofilms observées afin d’obtenir des informations supplémentaires sur la

structuration globale induite par cisaillement.

I1. Dispositif et protocole expérimental

Pour I'étude du développement de biofilms en cellule d’écoulement, la pompe utilisée (fig. 6.1)
est une pompe péristaltique (Gilson, M312). Le calcul du débit se fait par calibration en
convertissant la vitesse de rotation de la téte de la pompe en débit. Le protocole standard adopté

est le suivant: une suspension de bactéries est injectée dans la chambre d’écoulement

154



préalablement remplie d’'un milieu nutritif (LB, oxygene, phénol). Aprés sédimentation en
statique puis adhésion des bactéries selon un temps de contact fixé, on met en ceuvre
I’écoulement du milieu nutritif, permettant ainsi le transport des nutriments vers les cellules et

donc la formation du biofilm.

Figure 6.1 : Systeme d'écoulement pour le développement de biofilm. Pompage par pompe péristaltique

Pour atteindre I'état de biofilm mature, il faut laisser fonctionner le systeme pendant plusieurs
jours. Pour cela il est nécessaire de faire I'expérience en circuit fermé. Les étapes de préparation
de la biomasse, d’injection, de sédimentation, d’adhésion initiale et d’évacuation de la biomasse
non fixée sont effectuées dans les mémes conditions que celles de la mise en ceuvre de la
colonisation initiale de surface. La seule différence est qu’apres la colonisation complete du

support, on laisse I'expérience se poursuivre pour atteindre I'état de biofilm.

Dans cette partie on propose de raisonner en termes de débit d’écoulement et non de contrainte
pariétale ou de vitesse d’écoulement. En effet, en raison de la présence du biofilm, et de sa
structure plus ou moins hétérogene, 'écoulement au niveau des parois va étre affecté par
I’épaisseur du biofilm (modification des conditions aux limites). En particulier, méme si
I’écoulement est laminaire, le profil de Poiseuille n’est plus valable et le cisaillement pariétal réel

ne peut plus étre calculé comme dans les chapitres précédents.
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La taille microscopique de la section d’écoulement et la déformabilité du support d’adhésion
imposent de travailler a des vitesses d’écoulements relativement basses (par comparaison aux
valeurs typiques données dans le ), ce qui constitue une limite en termes de débits.-Pour notre

étude les protocoles sont réalisés a des gammes de débits comprises entre 25 et 188 pl/min.

Tableau 6.1 : Caractéristiques hydrauliques lors du développement de biofilm

Q [ul/min] Re [-] Tw [mPa]
min max min max min max
25 188 0,02 0,18 2,4 17,7

En raison de ces échelles de débits relativement petites, on suppose dans toute cette partie que
le régime d’écoulement est parfaitement laminaire ; en effet le nombre de Reynolds (calculé

pour une cellule sans biofilm) est compris entre 0,02 et 0,18.

I11. Analyse du développement de biofilm sous

écoulement

Un premier essai a Q = 25,5 ul/min a permis de vérifier que 'on peut développer un biofilm au
moyen de la chambre d’écoulement que nous avons concue et développée. Ce test avait aussi
comme autres objectifs de savoir si un régime stationnaire pouvait étre obtenu et dans ce cas
quelle épaisseur de biofilms on pouvait atteindre. Le temps de contact initial est de 30 min et
correspond a l'adhésion initiale de No bactéries sur le support de verre (fig. 6.2.a). Ainsi a
t=23h, le support de verre est totalement colonisé avec la formation de filaments plus ou moins
liés pour former une structure fibreuse et poreuse (6.2.b). A ce stade, le systeme atteint I'état de

biofilm avec la formation d’une structure hétérogene.

(i) L’évolution du systéeme est suivie par des captures d’'images et permet de mettre en évidence
la croissance bactérienne, c’est-a-dire I'évolution de 1’épaisseur du biofilm. La position de la
lamelle est considérée comme la référence (Z = 0 um); cette référence sert a identifier la

position des autres couches du biofilm.

Avec un équipement de microscopie optique, seules des observations en deux dimensions sont
possibles. Pour analyser I'évolution de la structure du biofilm, on a enregistré des images couche

par couche. La figure 6.3 représente des photographies de couches cellulaires espacées
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successivement de 2 pm (de 0 a 22 pm); elles illustrent I'état de développement avancé du

biofilm.

Figure 6.2 : Développement de P. putida adhérées sur paroi de verre et soumises a un écoulement cisaillé de
milieu LB sans peptone a 20 mg/1 de phéno], a tres faible débit, Q = 25,5 pl/min, observation a I'objectif 100x
a25+/-1°C.a) t=30 min: leres phases de I'adhésion. b) t = 23h : phases de biofilm.
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Figure 6.3 : Biofilm de P. putida adhéré sur paroi de verre et soumis a un écoulement cisaillé de milieu LB sans peptone a 20
mg/1 de phénol, a trés faible débit, Q = 25,5 pl/min, observation a I'objectif 100x a 25 +/- 1 °C. Visualisation 3D de la structure
du biofilm formé dans une chambre d’écoulement - observation section par section avec un pas de 2 pm - sections de 0 a 22
pm - images prise a t = 23h.

On constate que la structure du biofilm est de trés faible densité avec une tendance a
occuper des positions tres éloignées du support sans méme que les couches internes ne

soient totalement colonisées. Cela est la conséquence du débit d’écoulement tres faible et

donc du trés faible cisaillement. En effet ces images ont été prises a un age du biofilm de
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23h, et certains filaments ont déja poussé jusqu’a une hauteur de 22 pm par rapport au
support d’adhésion. Dans tous les cas, on note une structuration aléatoire de ces
filaments, du moins a cette condition hydrodynamique caractérisée par une faible vitesse

d’écoulement.

(ii) On constate que la densité cellulaire diminue des couches proches de la paroi vers la
phase planctonique. Cette densité cellulaire, exprimée ici en pourcentage, est définie
comme étant le rapport entre I'aire occupée par la biomasse dans une couche par
rapport a l'aire totale observée a travers l'objectif du microscopique. Le profil de
variation de la densité cellulaire des couches en fonction de leur position est

représenté par la figure 6.4.
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Figure 6.4 : Evolution de la densité cellulaire surfacique n fonction de la hauteur z par rapport au support.

Les photographies sont prises a t = 23 h.

Ce profil indique une forte diminution de la concentration de biomasse du support d’adhésion
vers la zone planctonique. En effet la plus grande partie de la biomasse est restée confinée entre
la paroi et la couche z = 6 um. La faible concentration de cellules dans les couches loin de la paroi
correspond a des filaments qui poussent verticalement. Cette croissance verticale résulte d’'un

faible cisaillement.
159



(iv) On s’est intéressé également dans cette expérience a la cinétique de développement dans
une couche de hauteur fixée (ici la couche située a z = 10 um) pour un biofilm déja formé. Une
premiere photo est prise a To = 23h30, puis d’autres sont prises a des instants différents jusqu’a
To + 6h (fig. 6.5). Le calcul de la densité cellulaire surfacique a permis de caractériser la
cinétique de croissance dans cette couche. La couche est progressivement colonisée suite au
développement cellulaire et I'évolution temporelle de la densité cellulaire est représentée
graphiquement par la figure 6.6. La densité surfacique augmente linéairement avec le temps, de

To a To + 2h puis reste constante jusqu’a To + 6h.

Cette stabilisation de la densité surfacique peut étre du a une limitation de nutriments
(rappelons qu'ici le circuit d’écoulement est fermé, et que le milieu n’est donc pas renouvelé). Il
peut également s’expliquer par l'atteinte d'un équilibre entre taux de croissance et taux de
détachement. Enfin, il est également connu qu’a partir d'un certain age de biofilm, la capacité des
cellules a réagir vis-a-vis de I'approvisionnement en nutriments peut diminuer progressivement.
Cela limiterait la synthese cellulaire et par conséquent la cinétique d’occupation de la couche

comme I'ont démontré certains travaux (Picioreanu, 1998).

L’analyse des densités cellulaires surfacique est simplement a caractere qualitatif ; en effet le
faible contraste entre la biomasse et les vides rend difficile le seuillage des images. Sur la figure
6.7 (agrandissement x 10), on observe qualitativement des structures allongées formant des

« ligaments » d’environ 200 um a 500 um de longueur et de quelques pm a une dizaine de um de
largeur. Ces structures s’organisent autour de « trous » de 200 a 300 um de long et de 80 a 110

um de large.

L’observation localisée de ces structures a une échelle plus petite (agrandissement 40X) révele
qu’elles sont constituées de nombreux canaux vides et de structures également allongées
(dendrites) dans la direction de 1'écoulement. C’est le cas montré dans les figures 6.8 et 6.9

correspondant aux temps t =7 j et t = 8 j respectivement.

Ces observations semblables a deux échelles différentes indiquent une structure fractale comme
observé par (Harshey, 2003) sur des biofilms générés par d’autres micro-organismes (C.

sporagenes et V. parahaemolyticus).
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Figure 6.5 : Biofilm de P. putida adhéré sur paroi de verre et soumis a un écoulement cisaillé de milieu LB sans peptone
a 20 mg/1 de phénol, a tres faible débit, Q = 25,5 ul/min, observation a I'objectif 100x a 25 +/- 1 °C. Evolution en
fonction du temps de la densité cellulaire surfacique au niveau de la couche située a z = 10 um par rapport au support
d’adhésion. suivi a partir de To = 23h30min.

161



25

20 | ®

15

10

Densité surfacique [%]

0 | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6 7

Temps a partir de To [h]

Figure 6.6 : Evolution de la densité cellulaire a z = 10 pm en fonction du temps a partir de To = 23h30min.

Figure 6.7 : Age = 7 j - Structure de biofilms de P. putida sous écoulement a 160 pl/min et adhérés sur support
de verre. Mise en évidence de I'arrangement selon la direction de I'écoulement. Agrandissement 10x.
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Figure 6.8 : Age = 7 j - Structure de biofilms de P. putida sous écoulement a 160 pl/min et adhérés sur
support de verre. Age = 7 j - Arrangement de la structure dans la direction de I'’écoulement ; observations
effectuées apres fluorescence Live/Dead ; agrandissement 40X.

100 pm

100 pm 100 pm

Figure 6.9 : - Structure de biofilms de P. putida sous écoulement a 160 pl/min et adhérés sur support de
verre. Age = 8 - Arrangement de la structure dans la direction de I'écoulement ; observations effectuées
apres fluorescence Live/Dead ; agrandissement 40X ; a différentes positions
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Il est difficile de généraliser ces observations. Ainsi, dans le cas de biofilms formés sans
écoulement sur boite de Pétri (fig. 6.10), selon la souche étudiée, les biofilms s’organisent en
structures tres variables, ces structures étant contrélées par différents processus
microbiologiques (chimiotactisme = molécules chimiques spécifiques, changement de
phénotype (voire mutation) qui contrdlent la mobilité des cellules (Mc Carter, 1999). A ces
différentes stratégies de développement se rajouteront des couplages avec ’hydrodynamique
(développement de structures dans le sens privilégié de 'écoulement, effet du cisaillement etc.)
qui peuvent étre a l'origine de la structure spatiale que nous observons. Par exemple, Beyenal
and Lewandowski (2002) invoquent une réponse a la contrainte de cisaillement pour limiter les
phénomeénes de détachement mais également pour controler le transfert de masse. 1l existe donc
un phénomene d’ « autorégulation » et d’adaptation du biofilm (qui fait intervenir l'activité
bactérienne et sa réponse a un stress extérieur) dont les couplages avec I'hydrodynamique sont

difficiles a généraliser voire a completement expliquer sur la base des observations.

Figure 6.10 : Mise en évidence de la mobilité et de I'organisation d'un biofilm développé sur milieu de culture
solide - Biofilm de V. parahaemolyticus incubé pendant 5 jours (d’aprés Mc Carter, 1999).

Pour mieux observer la structure nous avons testé I'application de la fluorescence Live-Dead
(Molecular Probes Inc.,, USA; cf. annexe F). Le marqueur utilisé est un mélange 1/1 de deux
fluorophores (Syto9 et lodure de Propidium). L’avantage de ce marquage est qu'il laisse intégre

la structure des membranes bactériennes et qu’il permet en méme temps d’estimer la viabilité
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du biofilm (Annexe F). En effet, les bactéries vivantes apparaissent vertes suite a I'action du
fluorophore Syto9 et les mortes apparaissent rouges grace a I'action de 'lodure de Propidium.
Les figures 6.8 et 6.9 montrent une tres bonne viabilité des biofilms développés lors de cette

étude.

IV. Déploiement d'une méthodologie d’étude du dévelop-

pement 3D d'un biofilm sous écoulement

IV.1- Reconstruction 3D de la structure de biofilms

L’'une des limites majeures de la microscopie optique directe est qu’elle ne permet pas
d’observer directement la structure tridimensionnelle des biofilms. Seules sont possibles des
observations 2D des différentes couches, ce qui ne permet pas d’aller plus loin dans I'analyse du
développement de biofilms. Pour pouvoir contourner cette limite, une approche informatique a
été développée et mise en ceuvre pour permettre, a partir d’'une séquence d'images prises a des
hauteurs successives d’'un biovolume, de restituer la structure 3D de ce dernier. Ainsi, a défaut
de disposer de moyens et techniques plus sophistiquées telles que la microscopie confocale ou la

tomographie X, on peut décrire la structure spatiale d'un biofilm a partir de cette technique.

Dans notre cas, un biofilm a été développé jusqu’a une épaisseur de 44 um. Nos observations ont
été effectuées avec un microscope optique a objectif inversé muni de I'objectif 40x (modeéle
UPLFLN, Olympus). Pour ce dispositif optique, la structure globale du biofilm ne peut pas étre
observée instantanément sur toute son épaisseur. La portion d’épaisseur de biofilm visible de
maniére nette au moyen de I'objectif, notée d, est appelée profondeur de champ et est donnée

par 'expression suivante :

Dans cette relation, A est la longueur d’'onde d’excitation Live-Dead (A = 0,470 um, cf. annexe F),
n l'indice de réfraction du milieu d'immersion (ici n = 1 car l'objectif n’est pas a immersion) et
Na T'ouverture numérique de I'objectif utilisé (ici Na = 0,75). La profondeur de champ résultant

est de 0,835 pm.
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Comme nous I'avons constaté ci-dessus, les biofilms peuvent étre considérés comme des milieux
poreux non transparents, a surface rugueuse et dont la microstructure offre un réseau
tridimensionnel de fibres et/ou de filaments s’étendant sur quelques dizaines de microns. Cet
aspect d’irrégularité et de non transparence de la microstructure affecte l'efficacité de la

méthode d’observation utilisée qui est elle-méme une technique invasive.

Nous adoptons une méthode de reconstruction 3D qui permet d’observer toute la structure
spatiale du biofilm tout en contournant les difficultés expliquées ci-dessus. La méthode

comporte les étapes suivantes :

1¢re étape : Acquisition d'images 2D

Ici les images sont prises entre z = 0 (couche de biofilm en contact avec le support d’adhésion) et

z =44 pm avec un intervalle de 1 pm entre chaque image (figure 6.11).

L’observation est faite avec 'objectif 40x avec donc une profondeur de champ de 0,835 pm. Cela
montre donc que l'intervalle de 1 um entre deux images est largement suffisant pour que
I'observation d’'une couche de biofilm ne soit pas perturbée par la présence des couches voisines

situées a 1 um en dessous et au-dessus.

2¢me étape : Traitement des images

Les images originales 2D sont importées dans Image ], codées sur 8 bits, seuillées puis leur

format est adapté afin de pouvoir mettre en ceuvre la reconstruction 3D.

3eme étape : Superposition des images et génération de la structure 3D

Un code Matlab permet ensuite d’effectuer la superposition des images et de générer un fichier
de format RAW, qui est a son tour importé dans image ] qui affiche la structure 3D du biofilm. La

figure 6.12 montre de structures issues de la reconstruction 3D.
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Figure 6.11 : Séquence d’'images choisies pour la reconstruction 3D et situées entre 0 et 44 pm.
Biofilm développé a 188 ul/min et observé en fluorescence « Live-Dead ».
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Figure 6.12 : Structure 3D construite a partir de photographies de couches de biofilm réel développé sous
écoulement.

Comme on le voit, cette technique est trés efficace pour restituer la structure tridimensionnelle
du biofilm, avec la présence de structures en forme de dendrites qu’on ne pouvait pas observer
dans leur globalité simplement avec la microscopie optique directe. Ces structures sont bien
typiques des biofilms hétérogénes souvent observés dans des conditions de tres faibles nombres

de Reynolds.

L’objectif a moyen terme est d’utiliser cette reconstruction 3D et l'intégrer dans un code
numérique de calcul d’écoulement. Ceci permettra la simulation de I'écoulement a travers les

structures tridimensionnelles mises en évidence.

IV.2-Simulation de I'écoulement dans une portion de

biofilm/ perméabilité locale

A partir de cette reconstruction 3D, nous avons essayé d’estimer quel était 'impact du biofilm
sur 'hydrodynamique en termes de frottement ou perte de charge. Etant donné les résolutions
spatiales nécessaires et le volume de données a manipuler (en particulier pour le maillage et la

définition de la zone correspondant au biofilm), les logiciels classiques de CFD (Computational
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Fluid Dynamics) ne sont pas forcément adaptés. Dans le travail présenté ici, nous avons utilisé le
logiciel de calcul GeoDict pour simuler 'écoulement local au sein de la structure 3D. Ce logiciel
est un logiciel destiné initialement a faire des simulations sur des reconstructions issues de
mesures tomographiques hautes résolutions. Ce logiciel permet de résoudre les équations de

Stokes en utilisant la méthode des volumes finis.

Nous serons limités par certaines contraintes techniques dues aux applications visées par ce

logiciel et le calcul présenté a pour but surtout de donner des ordres de grandeur.

Une premiére contrainte dont nous devons tenir compte est la nécessité, pour le logiciel Geodict
d’avoir des voxels de tailles isométriques, c’est-a-dire dont la résolution spatiale est la méme
dans les trois directions. Or, lorsque les images du biofilm ont été prises, la distance entre 2
coupes n’est pas forcément égale a la résolution spatiale des images. Dans notre cas les images
sont prises avec un pas de 1 pum, soit une résolution de 0,33 um/pixel environ. Entre deux plans,
dans la procédure de reconstruction présentée au paragraphe IV.1, certaines images ont donc
été dupliquées pour obtenir une reconstruction respectant les conditions d’isométricité. L'image
3D présentée au chapitre précédent (figure 6.12) représente au final une structure de données

de taille N = 700 x 556 x 280 voxels.

L’idéal aurait été de simuler une configuration sur un volume correspondant a la hauteur totale
de la cellule d’écoulement. Nous aurions pu ainsi accéder aux champs de vitesse dans la cellule,
en particulier les profils de vitesses longitudinales sur une verticale et comparer la moyenne de

ces profils et les gradients pariétaux a leurs équivalents pour un écoulement de Poiseuille.

Il n’est malheureusement pas possible pour l'instant de faire ce calcul complet. Pour faire un
calcul complet sur la hauteur totale de la cellule, il faudrait rajouter au volume correspondant a
la zone colonisée par le biofilm, un volume correspondant a la zone d’écoulement libre dans la
cellule. La hauteur totale faisant 250 pum, la structure de données a manipuler aurait été
considérable étant donné la contrainte sur I'isométricité des voxels imposée par le logiciel : la
reconstruction 3D du biofilm représente a elle seule 4 x N données (le facteur 4 provenant des 4
champs a calculer, vitesses u, v, w et pression p). La simulation compléte du champ de vitesses
en rajoutant la zone d’écoulement libre nous est inaccessible pour I'instant avec les moyens de

calculs dont nous disposons.

Le calcul que nous présentons correspond a un calcul d’écoulement sur le biofilm seul, en
considérant des conditions de périodicité sur chaque face du volume. On suppose également des
conditions de flux nul a la surface du biofilm. Du fait de ces conditions aux limites, on ne simule
pas exactement ce qui se passe dans la micro-cellule d’écoulement. L'idée de ce calcul simplifié
est de donner des ordres de grandeur de la porosité et de la perméabilité du milieu en fonction

de 'occupation du volume de contrdle par le biofilm. On s’intéressera donc ici a la perméabilité
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« équivalente » du milieu. Pour cela, un gradient de pression est imposé entre les faces amont et
aval du volume de controéle. Les champs de vitesse et de pression sont alors calculés. Le temps de

calcul a été de 20 h environ pour une telle géométrie et de telles conditions aux limites.

IV.3-Discussion

La figure 6.13 présente le champ des vitesses longitudinales obtenu par le calcul.

Figure 6.13 : Simulation numérique de la distribution du champ des vitesses longitudinales

Etant donné les nombres de Reynolds auxquels nous travaillons, peu importe la valeur
numérique exacte du gradient de pression imposé : le systeme a un comportement linéaire a ces
nombre de Reynolds (régime laminaire) et le gradient de pression est proportionnel a la vitesse
moyenne dans le volume de contrdle. Ce coefficient de proportionnalité est la valeur de la
perméabilité recherchée. De méme sur la figure, les champs de vitesses sont normalisés, la
vitesse maximale normée (1) correspondant a la couleur rouge, la valeur minimale (0) a la

valeur bleue.

170



Ce calcul simplifié qui n’a pas, rappelons-le, pour but de simuler parfaitement I’écoulement dans
la micro-cellule colonisée par le biofilm, il permet néanmoins de tirer des enseignements treés
intéressants quant a I'impact du biofilm sur certains parametres globaux. Nous raisonnerons
pour cela en terme de ratio par rapport au volume de contrdle non colonisé : en supposant un
écoulement 2D plan dans le volume de calcul, on peut ainsi montrer aisément que la
perméabilité du milieu non colonisée est égale a Ko = h2/12 ou h est la profondeur de la cellule

(égale a I'épaisseur maximale du biofilm dans notre cas).

Le rapport K/Ko des perméabilités ainsi obtenu est égal a 0,113 dans nos conditions de calculs.
L’espace vide de biofilm dans le volume de mesure (c’est-a-dire la macro-porosité dans le
volume élémentaire étudié) a en outre été estimé a 83,95 % grace a certaines fonctionnalités du

logiciel.

In fine, on obtient donc une réduction de perméabilité d'un facteur 10 pour une porosité relative

de 0,84 environ.

Toujours dans l'optique d’avoir des ordres de grandeur, imaginons que le biofilm soit
uniformément réparti sur la paroi inférieure du micro canal considéré. L’'épaisseur a
correspondante (en supposant un biofilm compact, non poreux) est alors a = h(1- €) ou € est la
porosité du milieu (égale a 0,84 ici). La perméabilité du volume considéré (en conservant les

mémes hypothéses pour les conditions aux limites) serait alors égale a K’ = €2h2 /12 soit un

rapport K'/Ko = €2= 0,7 et une réduction de perméabilité d'un facteur 1,42 seulement.

On voit donc qu’a porosité égale, la distribution de matiére dans le volume considéré influence
de maniére non négligeable la perte d’énergie. L'influence de cette microstructure s’explique par
I'augmentation de l'aire interfaciale et les perturbations locales engendrées sur les champs de

vitesses (accélération, courants de retour).

Comme aussi évoqué dans le chapitre bibliographique, ce calcul montre que si on effectue des
simulations numériques d'un milieu colonisé par un biofilm a des échelles de I'ordre du pore
comme le modele de Kapellos (2007), il est primordial de bien capturer la microstructure et la
distribution de la biomasse dans les pores. Les lois de propagation du biofilm lors de sa
croissance (comme celles introduites lorsque I'on utilise des automates cellulaires) ainsi que les
mécanismes de détachement, transport et recapture de fragments de biofilms sont des points
clés pour représenter correctement cette distribution. Or ces mécanismes sont, comme nous
I'avons déja dit encore assez mal compris avec un degré d’empirisme non négligeable
notamment dans les méthodes simulant les biofilms par automates cellulaires (ou d’autres

techniques plus ou moins équivalentes).
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A une échelle plus macroscopique, chercher une relation liant la perméabilité K du milieu a un
parametre global comme la porosité n’est donc pas suffisant et il faudrait introduire des
parameétres permettant de prendre en compte simplement la microstructure et la distribution de
la biomasse dans ce type de relations. Ce calcul montre en particulier que les modeles théoriques
basés sur une distribution uniforme du biofilm sur les parois des pores, ou supposant
implicitement une telle distribution, sont inadaptés pour rendre compte des couplages entre la
croissance du biofilm et I'hydrodynamique. Et que les écarts observés, sans aller chercher
d’autres mécanismes liés a des effets rhéologiques ou autres, peuvent étre attribués assez

largement aux hypotheses prises quant a la distribution de la biomasse.

IV.4- Perspectives d’utilisation de la reconstruction 3D
pour I'étude des couplages hydrodynamique-croissance de

biofilm.

En I'état actuel, la reconstruction 3D dont nous disposons est une reconstruction 3D locale prise
sur une portion particuliére du biofilm. Il est possible de simuler I'écoulement a I'intérieur de la
structure qui a été reconstruite afin d’en tirer des informations sur les distributions locales de
vitesses, la distribution des contraintes de cisaillement ou de pression, le frottement moyen, la

perméabilité etc.

Nous avons présenté dans ce paragraphe la faisabilité d’étudier finement certains couplages

entre la structuration d’un biofilm sous écoulement et ’hydrodynamique du systéme.

Nous avons été capables de faire une reconstruction 3D de la structure d’un biofilm sans avoir
recours a la microscopie confocale. Bien que cette technique de reconstruction demande a étre
améliorée (en particulier en termes de technique de fluorescence et de seuillage des images), les
résultats sont qualitativement en accord avec ce que l'on attend en termes d’hétérogénéité du

biofilm aux nombre de Reynolds explorés.

Grace a cette reconstruction 3D, nous avons pu avoir acces a la porosité du volume de controle
observé, simuler les vitesses locales dans le biofilm et enfin calculer les effets du biofilm sur la
perte de charge locale. Bien que la procédure de calcul doive la aussi encore étre améliorée
(certaines hypotheses de calcul, notamment au niveau des conditions aux limites sont
relativement simplistes), il s’agit a notre connaissance d'un des premiers calculs effectués a

partir d’un biofilm réel. Et les perspectives engendrées par un tel calcul sont prometteuses.
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Ainsi, les ordres de grandeur obtenus en termes de réduction de perméabilité sont
qualitativement en accord avec I'hypothese d’une influence majeure de la microstructure sur la

perte d’énergie.

Pour obtenir des quantités significatives qui puissent se comparer a des mesures globales
effectuées a macro-échelle, outre la simulation de 1'écoulement complet au-dessus du biofilm
pour étre plus réalistes et proches des conditions dans la chambre d’écoulement, il faut
moyenner ces informations sur un volume élémentaire représentatif (VER) qui reste a
déterminer. D’apres les résultats présentés au paragraphe III, figure 6.7, pour un biofilm cultivé
dans des conditions de débits proches de la figure 6.12, ce volume devrait avoir au moins une
surface de 'ordre de 500 pm x 200 pm, taille typique des structures périodiques observées a
cette échelle. Dans ce cas précis, cela ne représente donc pas une surface énorme a balayer
comparé aux images utilisées pour la reconstruction 3D. Nous n’avons pas pu procéder a cette
étude : un systeme de déplacement automatisé et reproductible de la cellule d’écoulement sous
le microscope doit encore étre développé et n’était pas disponible au moment de la these. Enfin,
comme déja évoqué dans le paragraphe précédent, ce travail demandera aussi une puissance de

calcul largement supérieure a celle dont nous disposons actuellement.

V. Conclusion

Dans cette étude, l'objectif était de suivre le développement de biofilms en chambre
d’écoulement a faible cisaillement. Au préalable, la croissance du biofilm est étudiée en suivant
la cinétique d’évolution de I'épaisseur du biofilm et de la densité cellulaire surfacique sur les
différentes couches en fonction du temps. Le résultat indique une cinétique de croissance rapide
au début mais qui se stabilise dans le temps ; il est également constaté que la densité surfacique

baisse rapidement des couches internes vers les couches externes du biofilm.

L’étude révele également, comme déja montré auparavant dans certains travaux de recherche,

'organisation de biofilms en réponse a I'écoulement, méme a faible débit.

La technique de reconstruction 3D développée et mise en ceuvre en complément de la
microscopie optique directe a permis de pouvoir mieux interpréter 'architecture globale de
biofilms sans forcément passer par l'utilisation de techniques plus sophistiquées (mais plus
onéreuses) comme la microscopie confocale ou électronique a balayage. Elle a permis de simuler
I’écoulement local dans I'espace interstitiel a 'intérieur du biofilm et constitue donc un outil

efficace pour décrire quantitativement les pertes de charge. Par des méthodes de changement
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d’échelle, elle permettra a terme d’avoir des outils d’interprétation des mesures globales sur

pilote a partir d’'informations a I’échelle locale sur le biofilm.
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CHAPITRE 7 : CONCLUSION GENERALE, BILAN
ET PERSPECTIVES
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I. Conclusion générale

La motivation initiale de ce travail de recherche concerne a long terme la modélisation objective
de certains bioprocédés a cultures fixées, en particulier les biofiltres. La modélisation de ces
systemes est plus complexe que celle de leurs analogues a cultures libres, du fait de la présence

d’un biofilm et des interactions tres fortes entre la croissance du biofilm et I’écoulement.

Selon un travail précédent effectué au LEGI (Karrabi, 2009 ; Karrabi et al, 2011), et les résultats
trouvées dans la littérature, il est apparu que cette tache nécessitait des investigations a petites

échelles sur la croissance des biofilms sous écoulement.

Notre travail s’est ainsi focalisé sur I'étude a I’échelle microscopique de certains mécanismes liés
a la croissance bactérienne de Pseudomonas putida 6521 en présence de phénol sous l'effet
d’écoulements cisaillés. Nous nous sommes placés dans des conditions de nombre de Reynolds

représentatifs de ceux rencontrés typiquement a I’échelle des pores dans ce type de procédés.

Le choix du couple Putida/phénol est justifié par le fait que la thése de Karrabi utilisait cette
souche, dont les applications industrielles pour I'élimination de composés phénolés sont

avérées.

La mise en ceuvre de la croissance de P. putida en cultures libres en milieu LB a permis de
déterminer les conditions optimales de croissance de la souche, et son affinité par rapport au
phénol qui a été choisi comme modeéle de polluant carboné. Le milieu LB étant riche en
nutriments, la mise en culture libre a permis d'imposer des conditions non limitantes pour le

carbone lors des études en chambre d’écoulement.

Pour mettre en ceuvre la croissance en cultures fixées en conditions de cisaillement contrélées,
une chambre d’écoulement a parois planes et paralleles a été concue et développée dans
I'optique d'y mener des investigations in-situ des mécanismes ci-dessus cités, au moyen d’un

équipement de microscopie optique.

La caractérisation de '’hydrodynamique dans cette chambre d’écoulement par la méthode PTV
(Particle Tracking Velocimetry) a été effectuée afin de pouvoir controler efficacement les
contraintes de cisaillement appliquées a la biomasse adhérée. Des mesures expérimentales ont
confirmé que le régime hydrodynamique y est parfaitement laminaire et de nature

bidimensionnelle dans la zone d’observation des processus mis en ceuvre.
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Pour étudier les mécanismes de croissance sous écoulement dans des conditions optimales, une
étude préliminaire a concernée certains phénomeénes impliqués dans I'adhésion cellulaire. En
effet, généralement, la formation d’un biofilm est un processus précédé de 3 phases initiales qui
sont successivement: I'adhésion réversible, la consolidation (ou adhésion irréversible) et la
colonisation du support d’adhésion (ou croissance de cellules individuelles). Il est connu depuis
longtemps que ces mécanismes sont controlés principalement par la combinaison complexe
entre 3 facteurs : la nature du modéle biologique, celle du support d’adhésion et les conditions
environnementales dans lesquelles intervient 'adhésion. Pour estimer la capacité d’adhésion
bactérienne sur supports solides dans les conditions dans lesquelles ont été effectuées les études
de croissance bactérienne, des expériences de détachement a différentes conditions physico-

chimiques ont été menées.

Lors de ces expériences nous avons examiné les différents parametres pertinents susceptibles
d’'influencer les processus de colonisation de biofiltre. Ces parametres sont l'intensité du
cisaillement, le temps de contact initial aprés déposition des bactéries sur le support, les
conditions physico-chimiques du milieu en écoulement. Ces expériences préliminaires ont
montré que, a nature de support fixé, les conditions hydrodynamiques et physicochimiques dans
lesquelles se sont déroulées les expériences de croissance limitent de facon drastique le
détachement cellulaire. En effet, il a fallu imposer des cisaillements largement supérieurs a ceux
rencontrés dans les conditions envisagées pour pouvoir observer un détachement cellulaire
significatif: les cinétiques de croissance obtenues dans toute la gamme de cisaillements

appliqués lors de nos expériences ne sont donc pas affectées par des processus de détachement.

Au-dela de ces aspects préliminaires, ces expériences ont permis en outre de déceler les

résultats suivants :

(i) I'adhésion des cellules bactériennes est renforcée quand la force ionique ou la valence des
ions présents en suspension augmente ; (ii) Le caractere discontinu du détachement a aussi été
mis en évidence : le détachement intervient lorsqu’un seuil de contrainte est atteint (iii) Enfin,
I'adhésion des cellules bactériennes est renforcée si leur temps de contact initial sur le support
d’adhésion, avant application du cisaillement, est plus long. Une fois la bactérie en contact avec
le support en effet, elle met en ceuvre divers processus biologiques, parmi lesquels la sécrétion
au cours du temps de biopolymeéres et d’autres molécules appelées adhésines dont le role est de
consolider progressivement I'adhésion sur la surface. La contrainte seuil critique apparait donc

dépendre de I'histoire de la cellule bactérienne en particulier le temps de contact.

Ces études devront étre étendues a des supports dont la nature est proche de ceux rencontrés
dans les biofiltres industriels. En effet, selon que la nature du support (et les interactions

physico-chimiques qui en résultent) autorise un détachement significatif a des nombres de

177



Reynolds (ou cisaillement) plus faibles que ceux nécessaires dans notre étude, un modeéle
permettant de prédire la colonisation initiale d'un bioréacteur a cultures fixées devra prendre en
compte ces phénomenes, en particulier un seuil de contrainte dépendant de I'histoire vécue par
la cellule bactérienne. Ou alors, une simple modélisation basée seulement sur la probabilité de
contact entre bactérie et support solide sera suffisant (hypothése prise dans le modele de

Kapellos (2007) par exemple).

Des expériences de colonisation de surface en régime laminaire ont aussi été menées, dans les
phases précédant la formation du biofilm proprement dit. Ces expériences, bien reproductibles,
ont été menées de telle sorte a s’affranchir de phénoménes de limitations en nutriments et en
oxygene (milieu continuellement renouvelé et saturé en oxygeéne). Le taux de croissance, du fait
de phénomenes de détachement limité voire inexistant dans nos conditions hydrodynamique, a
pu étre calculé. Ce parameétre suit bien une loi exponentielle ce qui correspond a un taux de
croissance | maximum, a priori indépendant des conditions hydrodynamiques en conditions
non limitantes. Cependant, les résultats ont montré une augmentation de ce paramétre avec la
vitesse d’écoulement, dans la gamme des faibles nombre de Reynolds étudiée. Le parametre
cinétique tend ensuite vers sa valeur obtenue en cultures libres. Nous ne pensons pas qu'’il s’agit
d'un effet direct du cisaillement sur le métabolisme des cellules étant donné les faibles
cisaillements mis en jeu. Un raisonnement simple basé sur l'existence d’'une couche limite de
concentration au niveau de la cellule bactérienne (qui limite les transferts de masse), ainsi que
I'analyse des données expérimentales ont permis de montrer que le taux de croissance suit une
loi puissance en nombre de Reynolds. Dans I'hypothese d'une croissance limitée par des effets
de transferts de masse, le taux de croissance devrait en outre évoluer en suivant une loi de
puissance du nombre de Reynolds. Il n’est pas possible pour l'instant de dégager un modeéle
général pour la croissance de cellules adhérées mais ces gammes de nombre de Reynolds
pouvant se retrouver dans les applications industrielles envisagées, cette dépendance devra étre
prise en compte. Ainsi, les lois de croissance utilisées dans les modeles (par exemple Kildsgaard
et al, 2001, Brovelli et al, 2009), en particulier dans les instants initiaux de colonisation du
milieu poreux, ne tiennent pas compte de ces effets et les parameétres injectés dans les modeles
sont issus des mesures en cultures libres. Cela pourrait expliquer certains écarts a long terme

observés sur la simulation des régimes transitoires dans ces milieux.

L’étude s’est enfin achevée par la mise en ceuvre de la formation de biofilms sous écoulement.
Cette étude est surtout a caractere qualitatif avec un simple suivi au microscope optique de la
structure de couches de biofilms a des instants différents. Malgré la difficulté de mener une
étude quantitative (ex. impossibilité d’effectuer des prélévements de biofilms en continu pour
doser des substances telles que la COT, les EPS, protéines ..., les analyses issues des
observations effectuées ont dégagé une bonne description du comportement des biofilms sous

écoulement.
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Dans nos conditions, le biofilm montre des structures plus ou moins périodiques s’organisant
dans le sens de I’écoulement, avec des zones colonisées beaucoup plus denses que d’autres. Dans
ces zones denses les bactéries apparaissent s’organiser en structures filamenteuses formant des
protubérances dans l'’écoulement. Ces observations correspondent bien a la nature tres
hétérogeéne des biofilms, déja rapportée pour des conditions d’écoulement a bas nombre de
Reynolds. La nature spatialement hétérogene des structures formées pourrait étre a l'origine
d’'une augmentation de la résistance hydraulique et expliquer la forte perte de charge observée
par Karrabi et al. (2011), et d’autres auteurs méme, dans les premiers instants de colonisation
de leur biofiltre pilote. Nous avons pu analyser qualitativement la distribution de densité
cellulaire dans I’épaisseur. Celle-ci est apparue plus importante dans les couches inférieures
(proches de la paroi) que les couches externes et en accord avec I'existence de ces structures

filamenteuses.

Pour évaluer I'impact de la microstructure sur la perte d’énergie observée dans ces systémes,
nous avons développé une méthodologie permettant d’effectuer une reconstruction 3D de
I’enveloppe des zones denses du biofilm pour une condition de cisaillement fixée. La spécificité
de notre travail réside dans le fait que nous n’avons pas utilisé de microscopie confocale, outil
classiquement utilisé pour obtenir des images résolues a micro-échelle dans un plan du biofilm

et dans le fait que les observations peuvent se faire de maniére continue, sous écoulement.

Les résultats ont montré la faisabilité et la validité de notre méthode. Ainsi on retrouve bien une
structure localement et spatialement hétérogéne avec des protubérances et des structures
allongées se développant dans le sens de I'écoulement. De plus, nous avons pu effectuer un
calcul de I'écoulement dans la microstructure ainsi reconstituée et les ordres de grandeurs des
permeéabilités calculés montrent bien I'importance de la distribution locale de la biomasse sur ce
parameétre. En particulier, on retrouve bien la sous-estimation de la perméabilité obtenue dans
des modeles basés sur une répartition simple de la biomasse dans le pore: les ordres de
grandeur des perméabilités calculés en prenant la distribution expérimentale observée donnent
des réductions de perméabilité d'un facteur 10 par rapport aux modeles théoriques existants.
Cela est d’'une importance considérable car les lois de perméabilités utilisées en modélisation
actuellement n’incluent pas de parameétres décrivant cette microstructure et ne se basent que
sur une porosité moyenne globale. L'outil développé, en permettant d’accéder a cette

microstructure, permettra a terme de définir certains de ces parametres (aire interfaciale entre

autres) et de progresser sur cet aspect.
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I1. Bilan et perspectives

Cette these constitue une premiere contribution dans le domaine pour les équipes qui m’ont
encadré. Au terme de ce travail, jaurai la satisfaction d’avoir mis au point des outils et des
protocoles validés, qui constituent une premiere pierre indispensable pour mener des

investigations sur le sujet.

Beaucoup de questions s’ouvrent (du fait de la complexité du sujet, qui nécessite des points de
vue assez divers pour étre totalement appréhendé). Néanmoins des perspectives de travail se

dégagent nettement. Nous en donnons ici quelques unes, la liste n’étant pas exhaustive.

¢ En ce qui concerne le détachement cellulaire :

Une étude plus systématique du détachement en fonction du temps de contact est nécessaire,
pour dégager les lois régissant I’évolution du cisaillement critique a partir duquel apparait le
détachement en fonction de ce temps, du taux de détachement en fonction du cisaillement a age

fixé ou du taux de détachement a contrainte fixée en fonction de I'age des cellules....

Ce travail nécessite aussi l'investigation de la nature du support pour se rapprocher des
conditions industrielles. L'utilisation directement du matériau servant en milieu industriel est
cependant difficile pour des techniques (observations) mais on peut approcher les conditions
physiques de ces matériaux en agissant sur les propriétés physicochimiques de la lame support

(fonctionnalisation de la surface).

La force de trainée qui est a l'origine du détachement dépendant de la surface frontale par
rapport a la direction de I'’écoulement et par conséquent de I'angle d’orientation de l'axe
géométrique des cellules, plus cet angle est grand plus la surface sur laquelle s’exerce la

contrainte hydrodynamique est grande et plus le détachement est ainsi favorisé.
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Figure 7.1 : Effet de l'orientation de 1'axe des cellules sur la force de détachement

Donc en prenant en compte ces effets d’orientation géométrique vis-a-vis de la direction de
I’écoulement, on va pouvoir rendre I'étude du détachement cellulaire induit par écoulement
cisaillé plus fine. Un des objectifs a moyen terme de notre étude est d’effectuer des expériences
d’adhésion / détachement en regardant la distribution du nombre de particules adhérées en
fonction de leur angle d’orientation et ceci sous différentes vitesses d’écoulement, c’est-a-dire
proposer une loi de distribution N(o,t). Ce travail demande en amont un développement
technique rigoureux et des appareils de visualisation de haute résolution, dans la mesure ou il ne
s’agit plus de compter les bactéries mais de déterminer leur angle. La validité statistique de ce
travail nécessitera en outre un nombre d’échantillons important dans le dépouillement des
résultats et ne pourra se faire qu’en utilisant des procédures de traitement d’'images plus ou
moins automatisées. Hors nous avons montré (cf. Annexe A) que I'automatisation du processus
de comptage n’était pas quelque chose de facile et que I'on pouvait obtenir rapidement des biais

importants sur les résultats.

* En ce qui concerne la croissance cellulaire sur supports solides :

Les mesures visuelles devraient pouvoir étre couplées avec des mesures physico-chimiques et
microbiologiques pour pouvoir approfondir 'analyse des comportements observés. Un effet
éventuel du stress hydrodynamique sur le comportement des bactéries nécessiterait aussi de
travailler a des cisaillements plus élevés. Mais cela nécessitera une modification de la cellule ou
un changement de type de chambre d’écoulement (par exemple un réacteur permettant de faire

un écoulement de type Couette).
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Maintenant que nous disposons de méthodes de microscopie plus avancées (fluorescence DAPI
et Live/Dead), les outils de traitement d’'images développés pour le chapitre 6 pourront étre

utilisés de maniére plus systématique.

¢ En ce qui concerne le développement de biofilm :

La technique de reconstruction 3D appliquée a différents instants au cours de la croissance du
biofilm devrait permettre d’obtenir des données quantitatives sur I’évolution au cours du temps
du volume occupé, de la structure (épaisseur moyenne, rugosité, porosité, etc.). Couplé avec
d’autres mesures (matiere seche, EPS...), cela permettrait d’établir une base de données utile
pour analyser des informations issues d’autres expériences (mesures sur pilote, simulation
numérique de biofilm etc.). L’acquisition récente d'un cytometre de flux, devrait aussi permettre
I’étude en continu des phénomenes de détachement ou d’érosion du biofilm pour des degrés de

croissance plus importants et des biofilms plus « matures ».

En ce qui concerne les résultats des calculs que nous avons présentés, ceux-ci avaient
essentiellement pour but de montrer des ordres de grandeur et I'influence de certains aspects de
la microstructure du biofilm sur les parametres hydrodynamiques. Comme nous l'avons dit au
chapitre 6, ces calculs doivent étre améliorés en ce qui concerne les conditions aux limites. Nous
avons déja évoqué la nécessité de simuler de maniere plus réaliste la chambre d’écoulement en
prenant en compte la zone d’écoulement libre autour du biofilm. Un autre point est la condition
aux limites sur le biofilm lui-méme : nous avons effectué nos simulations en mettant une
condition d’adhérence sur I'enveloppe du biofilm (qui est visualisé par les colorants utilisés pour
la visualisation du biofilm) et I'’écoulement pris en compte est celui observé dans les « chenaux »
constitués par la structure 3D. Hors, cette derniere, comme le montrent les visualisations en
lumiére « naturelle » est une structure hétérogene (filamenteuse dans nos conditions) entourée
de polymeéres (dans lesquels diffusent les colorants utilisés pour la reconstitution 3D). Un calcul
plus complet nécessiterait de prendre en compte la nature micro-poreuse de la structure ainsi
constituée afin d’évaluer I'importance de la micro-porosité interne sur le frottement global. Tout
ceci demandera aussi une puissance de calcul largement supérieure a celle dont nous disposons

actuellement.

Enfin, les calculs présentés ont été effectués localement, sur une portion fixée du biofilm. Pour
obtenir des quantités significatives qui puissent se comparer a des mesures globales effectuées a
macro-échelle, il faut moyenner ces informations sur un volume élémentaire représentatif (VER)

qui reste a déterminer : un systeme de déplacement automatisé et reproductible de la cellule
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d’écoulement sous le microscope doit encore étre développé et n’était pas disponible au moment

de la thése.

¢ Pour finir, sur toutes les expériences présentées, nous avons toujours travaillé a
cisaillement constant. Or certains auteurs évoquent aussi la réactivité des bactéries non pas a
des contraintes (ou d’autres facteurs) constantes mais a leurs fluctuations. L'influence des
fluctuations pour des conditions moyennes fixées concerne les différents points que nous avons
regardés dans cette thése. Cette étude est importante dans la mesure ou dans un biofiltre, méme
s'il existe une vitesse moyenne et que I'écoulement moyen est unidirectionnel, il existe des
fluctuations (spatiales et temporelles) autour de cette vitesse moyenne. La micro-cellule est

adaptée pour ce type d’étude grace au pousse-seringue dont la course peut étre programmeée.
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Annexe A : Qualité des effluents naturels et industriels

A.1- Classification des polluants selon leur origine

* Les polluants d’origine urbaine

Il s’agit des détergents, des graisses, des matieres organiques et azotées, des germes, des
matieres fécales, etc. En contact avec les égouts, ils sont transportés par ruissellement dans nos

cours d’eau et finissent par les contaminer aprées décomposition.
¢ Les polluants d’origine agricole

L’intensification des cultures et le recours a certaines pratiques pour cultiver de fagon plus
efficace, comme 1'utilisation excessive d’engrais et de pesticides, ont engendré une dégradation
des sols et augmenté les phénomeénes de transport vers les cours d’eau de divers contaminants.
Les différents polluants de 1'eau d'origine agricole atteignent les cours d’eau par le ruissellement
de surface ou par I'’écoulement souterrain. Ils peuvent altérer la qualité de I'eau destinée a

I'approvisionnement en eau potable et constituer ainsi un risque pour la santé humaine.
* Les polluants d’origine industrielle

Il s’agit principalement de métaux lourds, de molécules organiques toxiques, etc. Ce sont des
eaux rejetées par les établissements industriels aprés utilisation dans des procédés de
fabrication (textile, papeterie, métallurgie, etc.) ou refroidissement de certains systemes
(turbines, réacteurs, etc.). Il faut également noter le rejet de quantités importantes d'éléments

nocifs dans 'air.

A.2- Classification des polluants selon leur nature chimique

Il est treés difficile de réaliser une liste exhaustive de tous les polluants de I'eau, surtout
aujourd'hui ou I'avancée des techniques permet d’identifier progressivement de plus en plus de
polluants. Ces points les rendent compétitifs. Cependant on peut classer les polluants dans deux

grands groupes :
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* les matieres organiques biodégradables

Elles causent la chute de la concentration en oxygéne dans les eaux de surface, sont caractérisées

par des parameétres globaux, souvent la DCO ou la DBO.
* Les matiéres azotées et phosphorées ou «nutriments» :

Elles sont a 'origine des phénomenes d’eutrophisation. L’azote ammoniacal contribue en plus a

diminuer la concentration en oxygene du milieu et peut avoir des effets toxiques.

C’est la nature et la concentration des différentes substances contenues dans une eau qui

permettent de mesurer sa qualité.
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Annexe B : Composition des milieux de cultures

B.1- Milieu Luria-Bertani (LB)

La souche bactérienne de P. putida est développée dans un milieu nutritif liquide dont la
composition de base est celle du milieu Luria-Bertani. Ce milieu est constitué de Peptone Caséine
a 10 g/1 (Sigma Aldrich, Saint Louis), d’Extraits de levure a 5 g/l (Fluka Chemika, Buchs, Suisse)
et de Chlorure de sodium a 10 g/l (Chimie-Plus laboratories, Dencié) ; puis le pH du milieu est
ajusté a 7 en ajoutant de 'Hydroxyde de Sodium (0,1 N). Ce milieu est utilisé uniquement dans la
configuration en batch (milieu non renouvelé, bactéries suspendues) pour étudier les
parametres de croissance et la dégradation de phénol. L’ensemble est stérilisé dans un autoclave
a une température de 120°C pendant 20 minutes puis laissé refroidir sous hotte a flux laminaire
(fig. 4.2).

Figure B.1 : Milieu de culture LB stérile sous hotte a

flux laminaire

B.2- Milieu LB modifié

C’est du milieu LB dans lequel la peptone caséine est supprimée et on ajoute une autre source de
carbone qui est le phénol. Les autres éléments et leur teneur ainsi que et les conditions de
stérilisation restent inchangés par rapport au LB. Ce milieu est utilisé lors de la mise en ceuvre

de la croissance des cellules fixées soumises a un écoulement cisaillé. On s’intéresse dans cette
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expérience a la dégradation d’'un modele de polluant carboné qui est le phénol. L’objectif a long
terme de notre étude étant d’utiliser nos travaux pour des applications industrielles justifie le
choix du phénol qui est un polluant rencontré couramment dans les procédés de dépollution. Ce
polluant constitue donc un bon modéle pour débuter sur ce sujet, d’autant plus que le couple

putida/phénol est tres étudié.

B.3- Milieu Luria-Agar (LA)

C’est du milieu LB auquel est ajouté un agent solidifiant, I'agar a 15 g/l. Aprés préparation et
stérilisation, le milieu LA en surfusion a 55°C est versé dans des boites de Pétri qui sont
remplies, et laissées au repos sous hotte stérile (Fig. 4.3). Aprés solidification partielle (état de
gel) les boites sont retournées pour éviter la chute sur le milieu de gouttelettes d’eau issues de la
condensation de la vapeur d’eau sur la plaque supérieure. Apres refroidissement et solidification
totales du milieu, les boites sont conservées ou utilisées pour servir de stock pendant plusieurs

semaines.

Figure B.2 : Milieu LA liquide
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Annexe C : Mesure de la population bactérienne par

spectrophotométrie

Il existe plusieurs méthodes pour mesurer la population de suspensions bactériennes :
détermination du poids sec, mesure de la densité optique, mesure d'un ou de plusieurs
constituants cellulaires, mesure de la consommation d'un substrat, mesure des produits de
sécrétion, mesure des variations physico-chimiques induites par la croissance, etc. Au

laboratoire la plus pratique est de faire des mesures de turbidité ou absorbance a 600 nm.

C’est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer la concentration d’'une espéce
biologique (ici cellules bactériennes) ou chimique (ici phénol ou protéines) en solution. Elle est
basée sur la capacité d’'un milieu a absorber la lumiere qui le traverse. L'équipement utilisé pour
mesurer 'absorbance s’appelle un spectrophotometre UV vis. Pour notre étude, cet équipement
est du type A25 de Perkin Elmer (Perkin Elmer Inc.) et est associé a un logiciel de traitement des
spectres d’absorption (UV Winlab). Le principe de fonctionnement d'un spectrophotometre est
le suivant : une source lumineuse traverse un filtre de longueurs d’ondes monochromatiques en
ne laissant passer que les ondes du domaine UV. La lumiere transmise par ce filtre traverse une
cuve en verre contenant la suspension étudiée ; une partie de I'intensité recue, lo, est absorbée.
L'intensité I de la lumiere transmise est par conséquent inférieure a I,. Plus la suspension est
concentrée plus elle absorbe la lumiére dans les limites de proportionnalités énoncées par la loi

de Beer - Lambert.

Diaphragme Cellule photoélectrique Afficheur
S lych i = :
ource polychromatique " IH I
- 0,024 A
L] - - [}
-~ \
— ——Echantillon \Ampliﬁcateur
Monochromateur Cuve

Figure C.1 : Schéma de fonctionnement d'un spectrophotomeétre UV
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On définit la densité optique ou I'absorbance de la solution par la relation suivante :

I
A= |0910(|_J

La loi de Beer-Lambert décrit que, a une longueur d'onde A donnée, 'absorbance d'une solution
est proportionnelle a la concentration des espéces de la solution, ainsi qu'a la longueur du trajet
optique (distance sur laquelle la lumiere traverse la solution). Alors, pour une solution

contenant une seule espéce absorbante :
A =¢,lc

¢ A, estl'absorbance ou la densité optique de la solution pour une longueur d'onde donnée 4 ;

* ¢ est la concentration de l'espece absorbante (nombre d’espéces par litre, ou nombre de

moles par litre);
¢ I(encm) estlalongueur du trajet optique ;

» & est le coefficient d'extinction de l'espéce absorbante en solution. Il rend compte de la

capacité de cette espéce a absorber la lumiére, a la longueur d'onde A.
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Annexe D : Développement d’un traitement automa-

tique des images pour le comptage : Intérét et limites

Etant donné le nombre important d'images que nous avions a traiter, une technique automatisée
permettant de traiter en une seule séquence toutes les images obtenues lors d’'une expérience a

été envisagée, ce qui aurait permis d’optimiser nettement le temps de travail.

Cette technique consiste a développer un programme informatique sous Matlab (Version

R2006a) qui a pour fonctions principales :

- Améliorer la qualité des images générées par la caméra CCD du microscope par l'utilisation

éventuelle de divers filtres (homogénéisation du fond, correction de lumieére)
- Seuiller les images pour obtenir une image binaire séparant les bactéries du reste de I'image;

- Calculer automatiquement le nombre de cellules adhérées sur le support au cours de la

croissance cellulaire et déterminer la cinétique de croissance.

La technique bien que tres utile et intéressante notamment par sa capacité a traiter un tres
grand nombre d’images en un laps de temps présente cependant des limites. Méme sur des
images a priori « simples » comme les nétres, la qualité et 'exactitude des résultats dépendent
de plusieurs facteursliés a la qualité des images mais aussi au choix des fonctions

morphologiques et des paramétres de ces fonctions.

D.1- Seuillage des images

Cette étape est trés fortement conditionnée par la qualité initiale des images. Dans notre cas
(lumiere naturelle) , les niveaux de gris entre les objets et le fond de 'image étaient trés proches,

cela qui rendait le passage a I'’échelle binaire tres sensible au seuil de binarisation.

De plus comme nous fonctionnions sous écoulement, il était difficile d’améliorer ce contraste en
utilisant une méthode de soustraction de fond. Du fait de cet écoulement, des perturbations
optiques sont en effet toujours présentes et la soustraction de fond, loin de générer une image

propre et nette peut rajouter du bruit de fond.
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Le seuillage s’est donc effectué a partir des images brutes. Il existe des options permettant le
calcul automatique du seuil, mais du fait des perturbations de contrastes engendrées par
I’écoulement ou la croissance des bactéries, le seuil obtenu était dépendant de I'image. De plus,
le seuil calculé n’était pas toujours optimum et devait étre corrigé par un facteur correctif

multiplicatif.

Le choix de ce facteur correctif aurait pu étre automatisé: une pratique courante consiste
notamment en traitement d'image, a seuiller les images et a compter les objets sur une plage
assez large de seuil. Quand tout se passe bien, la courbe du nombre d’objet obtenu en fonction
du seuil présente une plage de seuils correspondant a un nombre d’objet constant. Si le seuil est
trop bas, le nombre d’objet est en effet trop important car compte du bruit, si le seuil est trop
haut, on commence a exclure un certain nombre d’objets des images. Dans notre cas, méme si
une telle plage existait, manifestement, une inspection visuelle montrait que cette plage ne

correspondait pas au seuil optimal pour une image donnée.

Il est apparu donc tres vite que sur cette étape, le traitement ne pouvait étre que semi-
automatique : le choix du seuil était toujours calculé automatiquement mais le facteur correctif
était choisi par 'opérateur aprés une succession d’essais et une inspection visuelle des résultats.
Le facteur correctif a en outre été considéré constant pour une série d'image correspondant a

une expérience donnée.

En conclusion, méme si nous avons essayé d’automatiser au maximum certaines fonctions du
traitement, cette automatisation n’est que partielle (en particulier du fait de la sensibilité des
résultats au seuil de binarisation). Le traitement nécessite donc encore une intervention et un
contrble a posteriori de I'opérateur au niveau du seuillage. Quoiqu’imparfaite, cette méthode
semblait cependant donner qualitativement des résultats cohérents sur les images binaires,

images pouvant étre exploitées pour le comptage.

D.2- Méthode de comptage

Une fois les images seuillées et binarisées, le comptage des objets peut se faire en adoptant deux
approches différentes. (i) Mesure de la concentration cellulaire surfacique par comptage direct
du nombre de cellules bactériennes adhérées a un instant donné par unité de surface du
substrat. (ii) Mesure du pourcentage de colonisation par calcul de la surface totale (en pixels ou
mm?) colonisée par les particules bactériennes a un instant donné par unité de surface du

support. Ces deux termes sont équivalents, mais il y a un choix judicieux a faire en fonction de la
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quantité de biomasse adhérée a analyser. En effet pour des cellules individuelles adhérées, le
comptage s’avere plus facile et plus rapide. Cependant pour le traitement des colonies
bactériennes, le comptage devient tres difficile et dans ce cas, le calcul de l'aire de cette colonie

s’avere nécessaire voire indispensable.

* Comptage direct des cellules

Pendant les premiers instants de la croissance, cette méthode est tres efficace car le support
d’adhésion est peu colonisé. Les seuils choisis permettent une discrimination satisfaisante des
objets d’autant plus que I'on ne cherche pas a avoir leur contour exact mais seulement un point
correspondant a la présence d’'un objet a cette position. On peut donc se permettre de prendre

une marge de sécurité sur le facteur de correction de seuil et de le prendre relativement haut.
Le facteur correctif dans ce cas est d’environ 1.2

Un exemple de résultat est présenté sur les figures D.1 et D.2 ou l'image traitée reproduit
fidélement I'image originale en terme de nombres d’objets, méme lorsque les premiéres colonies

se forment.

Image originale Image traitée (bords enlevés)

100 100

200 200

300 300

400

500 500

200 400 600 200 400 600

Figure D.1: Cellules de P. putida adhérées sur support de verre - Température = 24°C +/- 1 - Milieu de culture
LB sans peptone avec phénol 20 ppm - pH = 7. Image en couleur = originale, image en noir et blanc = traitée
(seuil en mode binaire par code Matlab). T = 1h10 (cellules individuelles, traitement de I'image facile).

Lorsqu’on fait un comptage manuel, et qu'on compare les résultats avec ceux de la méthode

automatisée, on obtient une bonne précision (fig. D.3) sur les 200 premieres minutes de
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croissance (qui correspond quasiment a la phase de latence identifiée au chapitre 6 ... et donc

peu intéressant pour le calcul de la cinétique de croissance).

En revanche aprés la formation de plusieurs colonies I'analyse devient difficile. En effet dans
cette phase la croissance accélérée est accompagnée de la sécrétion d’exopolymeéres entrainant
la formation d’agrégats continus. La méthode de comptage direct nécessite que chaque objet
d’une colonie soit parfaitement séparé de ceux qui I'entourent. Il faut donc prendre des seuils
assez hauts au niveau des colonies ... mais cela peut amener a la disparition d’objets isolés a

d’autres endroits de I'image.

Un exemple de résultat de résultat est représenté sur la figure D.4 (pour une autre expérience).
Le facteur correctif optimal pour des bactéries isolées (fc = 1,2) entraine une surestimation des
objets, certaines bactéries étant compté deux fois (d’ou des erreurs importante par rapport au
comptage manuel aux temps longs lors des expériences de croissances) Dans cet exemple on voit
nettement que la meilleure valeur du seuil est f. = 1,14. Trouver un seuil optimal est difficile : il
est dépendant de chaque image. Un mauvais choix de seuil peut alors induire sur les autres
images des artefacts liés au bruit (s’il est trop bas), ou au contraire induire une séparation

imparfaite des objets d’une colonie (s'il est trop haut).

Image originale Image traitée

Figure D.2 : Cellules de P. putida adhérées sur support de verre - croissance sous cisaillement pariétal de 76
mPa - Température = 24°C +/- 1 - Milieu de culture LB sans peptone avec phénol 20 ppm - pH = 7. Image en
couleur = originale, image en noir et blanc = traitée (seuil en mode binaire par code Matlab). T = 2h10 (petites
colonies, traitement de I'image possible).
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Figure D.3a - Comparaison des cinétique de croissance

mesurées manuellement et automatiquement pour des

cellules de P. putida sous cisaillement a Tw = 9,6 mPa a
24+/-1°C.
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Figure D.3b - Comparaison des cinétique de croissance
mesurées manuellement et automatiquement pour des
cellules de P. putida sous cisaillement a Tw = 76,8 mPa a
24+/-1°C.

Pour contourner cette difficulté, nous avons essayé de mesurer non pas le nombre de bactéries

mais 'aire totale qu’elles occupent sur le support d’adhésion. L’idée est ensuite de raisonner, si

on le souhaite en termes de nombre de cellules en divisant 'aire colonisée par I'aire moyenne

occupée par une cellule. Mais la aussi plusieurs difficultés apparaissent :

- D’une part, la surface occupée par une cellule sur le support solide est entre deux divisions

cellulaires et la conversion aire colonisée/population ne peut étre effectuée de facon précise.

D’autre part, cette méthode nécessite une trés bonne résolution de la caméra. En effet, du fait
de la sensibilité au seuil du traitement, une erreur de un pixel sur le pourtour d'une surface
peut entrainer des erreurs importantes sur la surface calculée. Par exemple, les images ci-
dessus font 720x576 pixels pour une résolution de 0,18 micron/pixel. On va raisonner sur
une colonie idéalisée (uniformément colonisée et de forme géométrique simple). Une colonie
typique sur I'image de la figure 2.4 fait de 'ordre de 30x30 pixels. Si on assimile cette surface
a une surface uniformément colonisées, une erreur uniforme de 1 pixel sur le pourtour de
cette colonie améne a une surface mesurée de 841 ou 961 pixel? soit des surfaces mesurées

de 27um?2 ou 31 um? au lieu de 29 um2. L'erreur sur la surface est de 6% et par conséquent
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sur le nombre de bactérie (dont on considére la surface constante). D'une part I'erreur de
comptage sera plus importante sur les petites colonies. D’autre part, les erreurs de comptage
se cumulent sur une image. Il nous semblait trés risqué de ce fier a ce mode de comptage
indirect étant donné le contraste de nos images (sensibilité au seuil de binarisation) et la

résolution de la caméra.

Figure D.4 : Illustration de la sensibilité du traitement d'image par rapport au seuil entre les niveaux
de gris des bactéries et du fond de I'image.

D.3- Conclusion

In fine, quelle que soit la méthode utilisée, la procédure de traitement nécessite quoiqu’il arrive

une calibration manuelle image/image du seuil de binarisation pour étre vraiment fiabilisée, ce
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qui est tout aussi coliteux en temps qu'un comptage manuel direct (tout en ne garantissant pas
forcément la précision du résultat). De plus la phase de croissance exponentielle correspond aux
formations des microcolonies, la ou le traitement automatique montre ces limites. C'est
pourquoi nous avons finalement décidé, pour la série de donnée que nous avions, de procéder au

comptage manuel de la population bactérienne.
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Annexe E : couche limite de concentration pres d’'une

paroi en écoulement de Poiseuille 2D plan

On suppose un canal plan dans lequel est établi un écoulement laminaire de type poiseuille 2D
plan. Sur ce canal est déposée une bactérie d’épaisseur suffisamment faible pour confondre
I'origine du repere lié a la bactérie et l'origine du repére lié au canal. On suppose donc
I’écoulement de Poiseuille non perturbé. Le champ de concentration d’un soluté So dont la valeur

est homogeéne est transporté par 'écoulement vers la bactérie.

S(x,z) Paroi imperméable

1}

u(z)

Sinterface

X
membrane cellulaire
(paroi absorbante)

Figure E.1 : Schéma idéalisé du développement d'une couche limite de concentration sur paroi absorbante.

Le transfert global de soluté va dépendre a la fois du développement d’'une couche limite de
concentration au niveau de la surface de la bactérie ainsi que du flux transmembranaire au
niveau de la membrane bactérienne. On ne s’intéresse ici, qu'a la couche limite de concentration
entre la membrane de la bactérie et 'écoulement (la membrane est vue comme une paroi
absorbante non modélisée avec une concentration en soluté Sinerface @ 1a surface de la cellule

bactérienne)
AT'équilibre, I'équation de convection-diffusion s’écrit :

u(z)a—S =D azf
0x 0z (Eq.D.1)
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En considérant une distance z << h/2, le profil de vitesse parabolique donné au chapitre 4 peut

étre approximé par un profil linéaire qui dans notre cas s’écrit :

u(z) = —

h (Eq.D.2)

ou U est la vitesse débitant dans la chambre d’écoulement (U = Q/A avec A section de la chambre

d’écoulement)
En supposant une condition d’adhérence du fluide sur la membrane de la bactérie, on a donc:

2
6Uz GS:DGS

h "ax az° (Eq.D.3)

On appelle L la position par rapport a l'origine sur la membrane cellulaire, 6 I'épaisseur de la
couche limite de concentration a partir de cette position. L’égalité des ordres de grandeurs de

chaque terme lorsque I'on se place a la frontiere de la couche limite massique donne :

h L 5* (Eq.D.4)

Avec AS = (So-Sinterface) OU Sinterface €St 1a concentration maintenue a I'interface de la membrane de
la cellule (et qui dépend de I'équilibre relatif entre les apports du au gradient de concentration
dans la couche limite et le flux transmembranaire a travers la membrane de la cellule

bactérienne)

En introduisant le nombre de Péclet : Pe = U.h/D, on obtient alors :

1/3
5°0 DLh soit é 0 pe‘lli’(l‘j
u h h (Eq. D.5)

Dans le cas d’'une condition au limite de glissement (membrane cellulaire « fluide »), la vitesse

u(z) = U. On obtient :
o° (Eq. D.6)

(Eq.D.7)
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Annexe F : Microscopie de fluorescence pour la mesure

de la viabilité cellulaire

La fluorescence est utilisée dans ce travail pour mesurer la viabilité de la biomasse dans le
systéme au moyen d’'un marquage fluorescent appelé « marquage Live-Dead ». Elle permet donc
de déterminer le ratio des cellules vivantes et des cellules mortes par rapport a la biomasse
totale. Apres 15 minutes d’exposition du milieu a cette substance, les cellules vivantes prennent

la coloration verte tandis que les cellules mortes deviennent rouges. Le principe est le suivant:

Q-

La substance contient deux marqueurs fluorescents qui se différencient par leur habilité

Q-

pénétrer dans les cellules: le SYTO 9 a fluorescence verte et 'iodure de propidium (IP)

fluorescence rouge.

Quand il est utilisé seul, le SYTO 9 peut pénétrer a la fois dans les cellules mortes et vivantes.
Quand a I'lodure de Propidium, il pénetre uniquement dans les cellules mortes. De ce fait lorsque
les deux marqueurs sont présents, I'IP réduit la fluorescence du SYTO 9, il en résulte une

coloration verte des cellules vivantes et rouge des cellules mortes.

Ex =470 nm

Fluorescence emission

Wavelength (nm)

Figure F.1: Analyse de la viabilité de suspensions bactériennes au moyen du kit Live /Dead. Les cellules
vivantes sont marques vertes par le Syto 9, et les cellules mortes sont marquées rouges par I'IP. L’ajout
simultané du Syto 9 et de I'IP suivi d’'une excitation a 470 nm montre un spectre de fluorescence. image tirée
de Molecular Probes.

Pour notre microscope, 'observation des cellules vivantes et mortes peut étre faite séparément
ou simultanément. Cette étude va permettre de pouvoir mesurer I'activité bactérienne vis-a-vis
des conditions hydrodynamiques et physico-chimiques du milieu mais également des substrats

organiques et minéraux.
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Résumé court

Les biofilms sont d’'une importance considérable dans de nombreuses applications industrielles et
environnementales, parmi lesquels les biofiltres utilisés en traitement de I’eau. L’interaction forte entre
I'écoulement et le développement du biofilm dans ce type de procédés rend tres difficile leur modélisation
sans des progres drastiques dans la compréhension de phénomeénes apparaissant a diverses échelles
(échelles de quelques pores, échelles du biofilm). Dans cette these nous avons cong¢u et développé une
chambre d’écoulement dont la caractérisation expérimentale du champ d’écoulement a permis d’étudier
I'influence de I'hydrodynamique sur la croissance bactérienne et le développement de biofilms. Nous
avons ensuite mis en évidence l'influence de la nature ionique du fluide en écoulement et du temps de
contact initial sur le détachement cellulaire. Nous avons également montré que la cinétique de
détachement cellulaire est associée a I'existence d’'une contrainte seuil, qui elle-méme dépend du temps de
contact initial et fait donc apparaitre des effets d’histoire. Les résultats ont aussi montré qu’a faible
nombre de Reynolds, les lois de croissance utilisées en conditions de cultures libres ne sont pas
applicables pour une biomasse fixée sur support solide. L’étude révele également, comme déja montré
auparavant dans certains travaux de recherches, I'organisation de biofilms en réponse a I'écoulement,
méme a faible nombre de Reynolds. La technique de reconstruction 3D développée et mise en ceuvre a
permis de simuler I'’écoulement local a travers le biofilm et constitue donc un outil efficace pour décrire
quantitativement les pertes de charges liées au frottement. Par des méthodes de changement d’échelle,
elle permettra a terme de développer des outils d'interprétation des mesures globales sur pilote a partir
d’informations a I'échelle locale sur le biofilm.

Mots-clés : traitement de l'eau, biofiltres, chambre d’écoulement, hydrodynamique, biofilms, taux de
croissance, contrainte de cisaillement, reconstruction 3D, microstructure.

Short Abstract

The biofilms are of considerable importance in many industrial and environmental applications, among
which biofilters used in water treatment. The strong interaction between the flow and the biofilm
development in this type of processes returns very difficult their modelling without drastic progress in the
comprehension of phenomena appearing on various scales (scales of some pores, scales of the biofilm). In
this thesis we have developed a flow chamber for which the experimental investigation of the local flow
field had leaded to study the influence of hydrodynamic on bacterial surface growth and biofilm
development. We have shown that the ionic strength of fluid flowing and the bacterial initial contact time
exerted an influence on cell detachment. The yield shear stress associated with the cell detachment kinetic
has also been shown to be time dependent and thus makes appeared the effects of history. The results also
showed that the growth kinetics measured in batch was not applied, for low Reynolds number in the case
of a biomass fixed to solid support and subjected to a shear stress. The study reveals also, as already
shown before in certain research tasks, the biofilms organization in response to the sheared flow, even
with small Reynolds number. The technique of 3d-reconstruction developed and implemented in
complement to the direct optical microscopy allowed a better interpretation of the global biofilm
architecture. We are now able to simulate the distribution of the local velocity profiles in the influence of
biofilm microstructure on hydrodynamic. The understanding of the local velocity profiles will allow in
short-term to calculate the flow-induced friction and will permit to describe quantitatively the pressure
losses related to the biofilm hydraulic resistance in biofilters. This method will allow also in the medium-
term, to link the microstructure of the biofilm and quantitative direct measurements (dry matter, EPS....).
From these informations at local scale, one will be able, by methods of scaling, to have tools for
interpreting the global measurements at pilot scale.

Key-words: Water treatment, biofilters, flow chamber, hydrodynamic, biofilm, growth rate, shear stress, 3D-
reconstruction, microstructure.
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