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Lexique

Acidophile :

ADN :
Aéro-anaérobie:

Aérobie :
AFM:
Alcalophile :
Anaérobie:

Anse:
ARN 16S:

ARN 23S:

ATP :
Autotrophe :

Biofilm :
Biofouling :
Boite de Pétri:

BSR:
BTR :
Canule:

Cataphorétique :

Chimioautotrophe :

Chimiohétérotrophe :

Chimiotrophe :

Clusters:
Consortium :

Lexique

Organismes ne pouvant survivre et se multiplieradpres des
environnements acides (pH faible) ou trés acide.

Acide Désoxyribo Nucléique.

La présence d'oxygene est préférable pour le dgpetoent
de la bactérie mais elle peut s'en passer.

Désigne la capacité d'un organisme ou micro-orgamia se
développer dans l'air ambiant et plus particuliemetrdans
un milieu saturé en oxygene.

La microscopie a force atomique.

Organisme qui ne peut vivre que dans des enviroantna
pH basique.

Un organisme vivant ou un mécanisme anaérobie asa p
besoin d'air ou d'oxygene pour fonctionner.

Une poignée pour porter des objets.

ARN de la petite sous-unité est impliqué dans tule de
I'ARN messager.

ARN de la grande sous-unité du ribosome est implidans
la formation des liaisons peptidiques.

Adénosine Triphosphate.

Organismes vivants qui tirent leur énergie a pdsita
matiére organique en procédant a la réduction dgeraa
inorganique, par exemple le carbone (le dioxydeatbone)
ou encore l'azote.

Communauté de micro-organismes.

Constitué d'étres vivants ou dd a des étres vivants

Boite cylindrique peu profonde, en verre ou en tjglas
munie d'un couvercle.

Bactéries sulfato-réductrices.

Bactéries thiosulfato-réductrices.

Petit tube constitué de matiere plastique, de métal
guelquefois de caoutchouc, doit ou recourbé, peamicte
passage de l'air ou d'un liquide a travers un oifi
Technique de peinture qui consiste a immergerdaepdans
un bain de peinture hydrosoluble, en mettant laepien
cathode et en faisant migrer les particules detpes en
suspension dans le bain au moyen de courant éleefrde
l'anode vers la cathode.

Organismes qui produisent ses cCOmposés organicares s
l'aide de la lumiere comme source d'énergie (chnmypdie)
et avec une source de carbone minérale.

Organismes qui puisent leur énergie de I'oxydatibe
composeés organiques. lls utilisent pour leur cemiss des
substrats carbonés organiques comme source denearbo
Des bactéries utilisent I'énergie de composés cjuies
comme source initiale d'énergie

Amas microbiens.

Groupement, association, ensemble.



Lexique

Cytoplasme :
DBO :

DCO:
Echo-pulsé:
ECS.:

EDTA :

EDX :

ENH :
Equipotentielle :

Flagelle:

Gélose:

HEPES:
Hétérotrophe :

Hydrogénases positives

Hyperthermophile :

IFREMER :
Légionelle:

Légionellose:

Lipopolysaccharide:

Lithotrophe :

Luciférase:
Luciférine :

Lysé:

ME :
MEB :
Mésophile:

MET :
Métabolique :
Méthanogene :

MF :

Microaérophilie :
Microorganisme :

Désigne le contenu d'une cellule vivante.

Demande biologique en oxygéne.

Demande chimique en oxygéne.

Basée sur le cumul des signaux.

Référence est au Calomel Saturé.

Acide éthylene diamine tetra acétique.

Rayons X a dispersion d’énergie.

Electrode normale a hydrogene.

Ensemble des points ou un potentiel scalaire prene
méme valeur numerique.

Organite assurant la mobilité d'une cellule.

Substance nutritive favorisant ou inhibant (seloa s
composition) la prolifération et le développemenesd
bactéries.

Acide (4-2-hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesultoni
Organismes qui procurent leur matiere organique enla
prélevant sur d'autres organismes

Des enzymes qui catalysent de facon réversibleraarsion
des protons en dihydrogéne.

Organismes peuvent optimalement vivre et se midti@
des températures supérieures a 80 ° C.

Institut Francais de Recherche pour I'Exploitatida la
MER.

Bactéries naturellement présentes dans l'eau et diem
boues, responsables d'une maladie respiratoire.

Maladie infectieuse due a une bactérie d'origirgrique.
Composant essentiel de la paroi bactérienne ddérlesca
Gram négatif.

Organismes qui utilisent une substance minérale m®m
donneur d'électrons lors de leur métabolisme éhqrge
Enzyme.

Substance composée produisant une luminescence par
oxydation, sous l'influence d'une enzyme, la lucfe.
L’énergie produite par la réaction chimique esélée sous
forme de lumiére et non sous forme de chaleur.
Destruction d’éléments organiques sous l'actiongerds
physiques, chimiques ou biologiques.

Microélectrode.

Le microscope électronique a balayage.

Organisme qui croit dans des conditions de temyérat
modeérée.

La microscopie électronique a transmission.

Ensemble des transformations moléculaires et étigugs
qui se déroulent de maniére ininterrompue dangllale ou
I'organisme vivant.

Des microorganismes produisent de méthane se mbuva
dans des milieux variés.

La microscopie fluorescente balayage.

Organisme vivant en de faible pression partielxggéne.
Organisme vivant microscopique, c'est a dire qa%t



Lexique

MOB :
Neutrophile :

Organotrophe::
Pacemakers:

PBS:
Peptidoglycane:

Peptone:
Phospholipidique:
Photoautotrophe:

Photohétérotrophe:

Phototrophe :

Piézo-électrique:

Planctonique:
PM-IRAS :
Polarisation :
Polyoside:
Polysaccharique:

Procaryote:

Pseudomonas Aeruginosa
Pseudomonas fluorescens

Psychrophile:

SAA :
SECM:
Sonication:

SPE:
SRET:

généralement invisible a I'ceil nu et ne peut éhseové qu'a
l'aide d'un microscope.

Matieres Organiques Biodégradables.

Constituant cellulaire qui a une affinité pour leslorants
neutres.

Organismes qui utilisent une substance organiqoesne
donneur d'électrons lors de leur métabolisme étiqrge
Stimulateur cardiague ou pile, implanté dans I'aigae
délivrant des impulsions électriques au coeur etnetant
par exemple d’accélérer ce dernier lorsqu’iltes lent.
Phosphate tampon saline; JN&O,.

Polymere de glycosaminopeptide ou la N-acétyl-

glucosamine (NAG) et l'acide N-acétyl-muramique i¢ic
N-acétyl-muramique) sont liés par des liaisons iqeis
(liaison chimigue covalente entre le groupementrdwygle

de la fonction alcool du carbone hémiacétaliqua dse et le
groupement acide d'une autre molécule).

Produit d'une réaction d'hydrolyse de protéines.

Avoir des lipides possédant un groupe phosphate.

Organismes utilisent la lumiére comme source d@ieest le
CO, comme source de carbone.

Organismes hétérotrophes se développent par pmhese.
Organismes vivants qui tirent leur énergie a padtr la
lumiere, par photosynthése ou grace a des protéines
Propriété que possedent certains corps de se smlari
électriguement sous I'action d’'une contrainte mégnan et
réciproquement de se déformer lorsqu’on leur applign
champ électrique.

Des espéces relativement marines.

Infrarouge de surface.

Grandeur physique macroscopique utilisée dansdééties
propriétés des matériaux diélectriques.

Polymére constitué de plusieurs oses liés entrepamdes
liaisons osidiques

Une forme de glucides appelés dans le langage modes
sucres.

Etre vivant dont la structure cellulaire ne compagoas de
noyau ni d'autres organites.

Bactérie gram-négative du genre Pseudomonas.

Bactérie a Gram négatif, en forme de batonnet agpant
au genre des Pseudomonas.

Organisme adapté et capable de survivre a des tatapEs
froides.

Spectroscopie d’absorption atomique.

La microscopie électrochimique a balayage.

Une onde mécanique et élastique, diffusée par des lgs
liquides, les tissus mous ou les solides, dontéguence est
supérieure a 20 000 Hz.

Substances polymériques extracellulaires.

La technique d’électrode de référence a balayage.



Lexique

STM :
SVET
TAC :
TH :

Thermophile :

UFC/cm2:
XPS:

La microscopie a effet tunnel.

Technique de balayage d’'une électrode vibrante.

Le titre alcalimétriqgue complet.

Dureté totale.

Organismes qui ont besoin d'une température élpoée
vivre.

Unité formant colonie par unité de surface.
Spectroscopie de photon électron X.



L iste des symboles

Liste symboles

v : Viscosité cinématique du milieu.

9 : Vitesse du flux.

o ou & : Epaisseur de la couche poreuse (biofilm).

Q : Vitesse de rotation de I'électrode tournanten(ir’).

Cw : Concentration de I'espéce électroactive dansligien.

Co : Concentration de I'espece électroactive a I'iiatee couche poreuse/électrode.
D : Coefficient de diffusion de I'espéce électroaetiv

Ds : Coefficient de diffusion a travers la couche poe

Eimp : Potentiel imposé a I'électrode.

F : Faraday (96484.56 Ch.ml

i : Densité de courant (mA.cth

io : Courant non diffusionnel.

I : Courant de Levich.

J: Flux de matiére.

K : Coefficient de Levich.

n : Nombre d'électrons échangés.

S: Surface de I'électrode tournante tgm

t: Temps.

| : Intensité de courant (A).

V : Tension réelle de I'électrode de travail (V).

Ei: Potentiel initial.

Vy: Vitesse de balayage.

o : Pulsation en rad/s.

AE : Perturbation de potentiel pour la mesure de Edamce électrochimique.
Al : Perturbation de courant pour la mesure de I'ttapée électrochimique.
AE(o) et Al(o) : Appelées amplitudes complexes, correspondanigstransformées de
Fourrier des grandeurs temporelMs(t) etAl (t) respectivement.

Im(Z) : Partie imaginaire de l'impédance.

Re(Z) : Partie réelle de I'impédance.

Z : Impédance électrochimique.

Zr: Impédance faradique.



L iste des symboles

|Z | : Représente le module de 'impédance.

@ : L'argument de I'impédance.

Re : Résistance de I'électrolyte (ohms).

Rp : Résistance de polarisation.

R: : Résistance de transfert de charge.

Cq : Capacité de la double couche (uFm

Cy Capacité aux hautes fréquences.

Ah : Hauteur séparant la microélectrode a I'électrdeléravail dans la SRET.
V, : Vitesse de déplacement de la sonde dans I'ax& (80 pm.3).
Ay : Le pas de la microélectrode dans I'axe desyn®.

a: Rayon de la microélectrode.

|, Courant stationnaire d’'une microélectrode disq@eygn solution.

A(AE) : Potentiel mesure par la SRET et corrigé de détas potentiel.
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Tout élément en contact avec un milieu naturel axse recouvre d’un biofilm. Les micro-
organismes présents dans le milieu se déposert surface de I'élément et génerent un
biofilm qui constitue une des plus ancienne formevie sur terre. De maniere générale, les
biofilms sont des structures formées par des hastéu d'autres micro-organismes, excrétant
des polyosides capables de former une matricedjtpee extrémement résistante a I'abrasion.
Cette matrice renforce I'adhérence des bactérlassarface et les protége contre les agents
chimiques, en patrticulier les désinfectants [1].

Les biofilms peuvent entrainer une détérioratios deatériaux : de nombreux cas de
biodétérioration des aciers, des pierres et dembéint été décrits. De tels films se forment
en particulier sur les parois des conduits desarésele distribution d'eau potable, et sont
souvent responsables d'une dégradation de la@daliteau. Enfin, ces biofilms peuvent étre
responsables d'une corrosion accélérée des itistafiandustrielles telles que les échangeurs
de chaleur [2].

L'hétérogénéité biologique du biofilm induit umétérogénéité dans son action corrosive par
rapport au métal notamment lorsqu'il apparait wdignt dans la concentration en oxygéne a
l'interface métal / biofilm [3]. Par ailleurs, Itmisation des traitements (amélioration des
performances, élimination des rejets, baisse datstest liee a la possibilité de connaitre en
temps réel la vitesse de croissance des biofilm$elire actuelle les procédés permettant de
détecter la présence de biofilms et qui ont faibjét d'un développement industriel restent
peu nombreux.

L’étude du biofilm est un theme de recherche inseiglinaire nécessitant d’aborder les
domaines de la biologie, de la chimie, de la physig@t de I'écologie. Les spécialités
indispensables a son étude sont donc nombreuses.dearavail, I'électrochimie constituera
la base de la méthode de caractérisation et quelgnalyses microbiologiques seront
réalisées en parallele.

Notre objectif était dans un premier temps d’étutiecroissance du biofilm et I'estimation de
son épaisseur par la méthode proposée dans laeth@alle-ci est basée sur I'analyse du
transport de matiere d'un traceur électrochimigppraprié. L'étude est réalisée en grande
partie au niveau du Laboratoire d’Electrochimie4@sion de I'Université de Béjaia sur des
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électrodes métalliques en or et en platine, afidviter la formation d'une couche
supplémentaire de produits de corrosion. L'utilmatd’autres électrodes susceptibles de se
corroder telle qu'en acier inoxydable sera envisagkérieurement pour une étude plus

poussée sur la cinétique de formation du biofilm.

La caractérisation par des analyses microbiologigest indispensable pour confirmer la
formation de ce voile biologique sur nos substréisla est rendue possible grace a la

contribution du Laboratoire de Microbiologie Applige de I'Université de Béjaia.

Par ailleurs, une nouvelle approche a été abordée ItEtude des biofilms dans le cadre de ce
travail. L'utilisation des mesures électrochimiquiesales en l'occurrence, la technique
d’électrode de référence a balayage (SRET) a éibqape pour la premiére fois, a notre
connaissance. Le montage expérimental du labogatdnterfaces et Systemes
Electrochimiques, UPR 15 du CNRS, Paris nous a igediaffectuer les mesures locales de
potentiel et d’apporter de nouvelles informatioasslle suivi de la croissance du biofilm.

En résumé, Ce travail est composé de quatre chagtrune conclusion générale :

» Dans le premier chapitre, la revue bibliographigse relative a la description des
connaissances de base sur le biofilm afin de magpréhender sa complexité et les
enjeux de sa détection.

> Le second chapitre regroupe les differentes méthodiétudes, d’analyses et
caractérisations utilisées, ainsi que les conditien les dispositifs expérimentaux
employés dans ce travail.

> Le troisieme chapitre est consacré a la présentatida discussion des résultats des
analyses microbiologique ainsi qu'a la détermimatites épaisseurs des biofilms
formés dans différentes conditions par voie életiimique.

> Le dernier chapitre présente les résultats obtg@amsles mesures électrochimiques

locales, en I'occurrence la technique d’électrodeélérence a balayage.
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[-1 Introduction :

Les biofilms sont des assemblages de microorgasissanisant des supports solides en
milieu humide ou aqueux. On les rencontre danenesoits les plus divers tels que les cours
d’eau, les réseaux de distribution d’eau potalge,stations d’épuration et les nappes d’eau
souterraines mais ils interviennent aussi dansices applications techniques et médicales.
lls se présentent également sous les formes les ¢ilkerses, pouvant s’organiser en
minuscules colonies isolées ou au contraire encpids de plusieurs millimetres d’épaisseur.
Les biofilms sont en interaction constante avec leavironnement. Ainsi, s’ils sont
directement influencés par les caractéristiquessipbychimiques du milieu, ils sont
également capables de le modifier de fagon sengipt.

[-2 Généralités sur les bactéries :

De taille variant de 1 a 10 um, les bactéries \iwem terre, dans les sols, aires et au fond des
océans. Elles peuvent résister a des conditiorisoemementales extrémes de température, de

pH, d’'oxygene et méme en présence de radiations.

Les bactéries font parties de la famille des pnpmtas, qui sont constituées d’'une cellule
unique contenant leur matériel génétique sous fatenmolécules d’ADN (Acide Désoxyribo

Nucléique) directement dans le cytoplasme [6].
[-2-1 Conditions de vie :

A chaque type de bactéries correspond un miliecrdessance privilégié, en fonction de
gammes de températures, de pH et de teneur enroxyggimales pour leur développement

[6]. Ces classifications sont présentées danaldsaux .1 a 1.3.

Tableau 1.1 Classification des bactéries en fonction de la térajure

Type physiologique Température maximale de croissae (°C)
Psychrophile <20
Mésophile 20 — 55
Thermophile 55-75
Hyperthermophile > 80




Chapitre | Analyse bibliographique

Tableau 1.2 Classification des bactéries en fonction du pH

Type physiologique pH croissance
Acidophile 0-6
Neutrophile 6—-8
Alcalophile 8-11,5

Tableau 1.3 Classification des bactéries en fonction de la tere oxygéne du milieu

Type physiologique Croissance
Aérobie stricte Seulement en présence d’'oxygéne
Aéro-anaérobie Avec ou sans oxygene
(anaérobie facultative)
Anaérobie stricte Seulement en absence d’oxygene
Microaérophilie Seulement en faible pression pketidoxygene

[-2-2 Morphologie :

Il existe différentes formes de bactéries [7]. Glaéprme ayant une appellation particuliére

(tableau 1.4) : courte et quasiment sphérique (ephqou allongée, en batonnet (bacille) ou

incurvée (vibrion). Elles peuvent parfois s’assp@e chaines ou en grappes. Leur structure
unicellulaire et leur forme simple leur conferemt faible volume intérieur pour une grande

surface extérieure, reflétant I'importance des agka avec le milieu que leur impose leur

métabolisme.

Tableau I.4Représentation schématique des bactéries

Forme de la bactérie Représentation schématique
Coque (Sphériques) de 1 a 2 um de diametre )
Bacille (Batonnet) de 1 a 10 pm —
Vibrion (Incurvée) O
Fusiforme (Fuseau) £
Spirille R

[-2-3 Métabolisme :

Le métabolisme d’une cellule est I'ensemble destidas chimiques qui se produisent au
niveau de cette cellule. Pour réaliser ce procedsgsbactéries, comme toutes les autres
cellules, ont besoin d’énergie. L’Adénosine Trippioste (ATP) est commune a toutes les

formes de vies, mais les réactions d’oxydo-rédustimpliquées dans sa synthese sont tres
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variées selon les organismes et notamment chdzalgéries, qui peuvent ainsi utiliser une

trés large variété de source de carbone et/ou idjéne

Les bactéries peuvent étre classées selon leudypeétabolisme, en fonction des sources de
carbone et d’énergie utilisés pour la croissaneg,donneurs d’électrons et les accepteurs
d’électrons.
L’énergie cellulaire des chimiotrophes est d’oregichimique alors que celle des phototrophes
est d’'origine lumineuse. La source de carbone déstraphes est le COtandis que des
substrats organiques sont la source de carbondétésotrophes. Il est aussi possible de
distinguer deux sources possibles de protori} éHd'électrons (B: les bactéries réduisant
des composés minéraux sont des lithotrophes aloes oglles réduisant des substances
organiques sont des organotrophes.
Les bactéries peuvent étre divisées en quatre griypes nutritionnels en fonction de leurs
sources de carbone et d’énergie :
* Les photoautotrophes utilisent la lumiere comme®ul’énergie et le COcomme
source de carbone.
* Les photohétérotrophes se développent par photessat lls assimilent le GGen
présence d’'un donneur d’électrons.
* Les chimioautotrophes utilisent des substrats mmigues réduits pour I'assimilation
réductrice du C@et comme source d’énergie.
* Les chimiohétérotrophes utilisent des substrataroggies comme source de carbone

et d’énergie
I-3 Composition et structure du biofilm :

La composition complexe et variée du biofilm dépdeda diversité et de I'’hétérogénéité des
milieux au sein desquels la matrice s’étale [9) b&films sont composés d’un consortium
tres complexe de micro-organismes, de substandgsm@adaques extracellulaires et d'eau (80
a 95 % de la masse totale) [6, 10], mais aussit@daumolécules organiques (85 a 98 % de la
masse organiques totale), telles que les substdnoegues, polysacchariques, protéines,

lipides et des enzymes [10, 11].

En effet, comme I'ont montré Wimpenny et coll. [L] nature de la matrice est dépendante
de facteurs intrinséques liés entre autres awilppdnétiques des composants cellulaires et
aux facteurs externes environnementaux (parametmgsico-chimiques par exemple). Le

biofilm est une communauté bactérienne au seirageelle on peut trouver de nombreuses
5
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especes différentes [9]. Les principaux types daép@s s’écrétant sur le métal pour former
un biofilm sont [6, 13, 14] :

I-3-1 Bactéries sulfato-réductrices (BSR) :

Ce sont des bactéries sulfurogénes, ce qui siggifielles produisent du sulfure. Elles
utilisent le sulfate comme accepteur d’électronydduisant en sulfure. Ce processus est

associé paralléelement a I'oxydation d’'un donnegétettron (substance organique).

S*”+2H" - H,S (Eq.l.1)

I-3-2 Bactéries thiosulfato-réductrices (BTR):

Elles ont le méme rdle que les BSR. La réactioreraisjeu est:

S,02+H,0 - SOZ +HS +H"* (Ea.1.2)
La thiosulfato-réduction a été démontrée en culpuee en laboratoire, en croissance sous
conditions anaérobies strictes et facultatives [&. production de thiosulfate résulte de

I'oxydation chimique du sulfite sous conditionsa@s@es ou anaérobies [13].
I-3-3 Bactéries sulfato-oxydantes:

Les bactéries sulfo-oxydantes impliquées dans seleaorrosion sont généralement des thio-
bacilles. Elles utilisent une source de soufre eusdlfure (Feg H.S,...) comme donneur
d’électrons et elles produisent l'acide sulfuriqueaccepteur d’électrons est I'oxygéne

(aérobie).
[-3-4 Bactéries du fer:

Leur intervention dans le processus de corrosidnliés a un métabolisme du fer. On

distingue parmi elles les bactéries ferro-oxydagtéxydent les ions F& en Fe*".
I-3-5 Méthanogeénes et autres hydrogénases positives

Le métabolisme des meéthanogenes consiste a produirenéthane a partir du GGCet
d’hydrogene. Elles peuvent utiliser I'hydrogene darib par la réaction cathodique comme

'unique donneur d’électrons.

En résumé, le biofilm a une structure hétérogees tromplexe contenant des cavités,
communiquant par des canaux [15]. Cette structtai éonsidérée comme homogene et
plane, dont le transfert de masse s’effectue géusiton perpendiculaire au substrat [16, 17]

jusqu’au années 80, ou la structure hétérogenenest en évidence par I'application du
6
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microscope laser a balayage confocal [15]. Degeaisisamas microbiens, ou les métabolites
cellulaires et leurs produits sont plus concentés pu étre mis en évidence. lls sont séparés
par des interstices a travers desquels les nuttdmarculent par un transport de masse
convectif. Cette structure est présente dans diftérbiofilms comme ceux des réacteurs, des
usines de traitements, des eaux et ceux des aiRsmudomonas Aeruginosa (Présentes dans

les eaux potables) [18-23].
I-4 Formation du biofilm :

La formation d’'un biofilm sur les surfaces exposéaseau de mer et en eau douce a fait
'objet de nombreuses études tant en milieu natqueén laboratoire [9, 15]. Selon les
résultats de la littérature [6, 24-31], le dévelment du biofilm se fait en plusieurs étapes :

adsorption, croissance et stabilisatioroir la Figure 1.1).

[ ) 2 »
Attachement Croissance Détachement ./!'@r

Figure I.1 : Formation du biofilm [27].

La premiere étape est I'adsorption, a la surfacendatériaux, de macromolécules organiques
et/ou inorganique présentes dans le milieu ou s&Eséar les micro-organismes vivant dans
ce milieu [6]. En présence de cristaux minérauiciie a la surface du matériau, les micro-
organismes s’adsorbent plus rapidement [32-33fil@ede conditionnement, composé entre
autres d’exopolymeres et de glycoprotéines modifigaines propriétés physico-chimiques
du matériau (tension de surface, énergie libreuttace, polarité, mouillabilité) et prépare
I'attachement ultérieur des bactéries [34]. ll@sioter que I'état du matériau (sa rugosité) est
un facteur déterminant dans I'étape de conditiorergrdu biofilm. Son augmentation permet
d’avoir plus de molécules adsorbées a la surfaceakériau [3]. L'épaisseur de ce film de
conditionnement atteint environ 0,1 um [6]. Ceti@pé permet aux micro-organismes de se

fixer, d’'abord de maniere réversible en metteneeardes interactions faibles, qui sont de type
7
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Van Der Waals : un simple ringage peut les détadeeta surface. Ensuite, des ponts de
polymeres se créent entre les bactéries et la cayri@sultant de l'activité métabolique
bactérienne : les substances polymeres extradedisildSPE) sécrétées par les bactéries
provoquent une adhésion irréversible [6, 35].

Dans la seconde étape s’effectue la croissanceudticoniche discontinue et/ou continue du
biofilm [36], conséquence d’'un effet combiné er&ranultiplication tres rapide de certaines
especes et la production d’'une quantité importdieeopolymeéres [9, 15]. La croissance du
biofilm est contrdlée par les processus cinétigietransfert de masse [37]. La concentration
en nutriments peut influer sur la durée de croissatu biofilm. On avance des durées allant
de quelques jours a quelgues mois selon la conmogiti milieu aqueux ou se développe le
biofilm [18, 38-41].

Une étape de ralentissement apparait alors : lfaatation des bactéries sous forme de
multiples couches, crée a la base du biofilm, atdlface avec le matériau, une zone
anaérobie. Ce ralentissement est accompagné deatiipn d’'une étape de stabilisation,
appelée aussi plateau. Cette phase est caractpeaséme forte population bactérienne avec
prédominance de certaines especes. Le biofilmnatgiors son épaisseur et sa masse
maximales et un équilibre s’établit entre les ddfés micro-organismes [15].

Lors de cette méme phase de stabilisation apparait étape d’érosion: les couches
profondes seront privées d’oxygene et de nutrimprdgoquant la lyse (mort) de certaines
cellules. Ainsi a des modifications des conditidnglrodynamiques et de contraintes de
cisaillement, une partie du biofilm risque de serdéher [15]. Cependant, il existe certaines
bactéries aérobies capables de développer uneitéapaaérobies lorsqu’elles se trouvent
privées d’'oxygene [9]. D’'apres certains auteursdémchement de la biomasse permet une
extension du biofilm lorsque celui-ci atteint unasse critique : un équilibre dynamique est
alors atteint, pour lequel les couches externes bafilm générent des organismes

planctoniques destinés a la colonisation de noeseallirfaces [42].
I-4-1 Influence de I'oxygene :

L’oxygene dissous est un parametre intervenant dansinétiques de réactions de corrosion
et dans le métabolisme des micro-organismes. Ssemeé favorise a la fois la réaction

cathodique et la formation du biofilm.

Des travaux de la littérature ont montré, qu'ilsé&ides zones désaérées dans la structure du

biofilm formé dans un environnement aérée. Ainsi ldactéries anaérobies telles que les BSR

8
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ont pu étre isolées a partir de ce biofilm. Il & é&tontré que ces bactéries ont la capacité de
développer une protéine de résistance a I'oxygémeue laisse penser que les BSR peuvent
utiliser I'oxygéene comme accepteur terminal d’élecs. Cette hypothése est néanmoins
controversée par d’autres équipes de recherche [43]

En milieu aéré, le biofilm se forme rapidement eétidnt épais grace a I'activité des bactéries
aérobies, qui aménagent également des zones amsépEsmettant un peuplement par les
BSR ou autres espéces anaérobies. En revanchageuntigsement de la croissance du biofilm
est enregistré lorsque la teneur en oxygéene dissaffaiblit. L’activité des bactéries aérobies
devient moins importante ce qui rend difficile lalanisation des surfaces par les BSR : la

résistance a la corrosion du métal s’améliore [6].
I-4-2 Influence de la température :

La croissance de biofilm est liée aux conditiongiremnementales telles que la température.
Ce facteur intervient dans la dégradation des megtierganiques biodégradables (MOB) par
les bactéries, qui les utilisent comme des nutrimelDes travaux ont montré que dans un
milieu synthétiqgue et en absence des ces matidt&B), la température n'a pas d’effet

signifiant, alors qu’il présente une influence tdéaen présence des MOB [44].

Féron [45], en étudiant les biofilms formés surcikas inoxydable a deux températures
différentes (20 °C et 40 °C) en eau de mer, congjaie le potentiel libre de corrosion
augmente uniguement dans le cas des biofilms foar@&s °C. La variation du potentiel de
corrosion mesurée sur les échantillons ayant étgtemaus a 40 °C reste pratiquement stable.
Cela est expliqué par l'activité métabolique destér@es. Le mécanisme enzymatique relaté
suppose que contrairement aux biofilms formés &C40es enzymes présents dans le biofilm
a 20°C sont capables d’oxyder les sucres et/oespiroduits organiques pour produire des
acides organiques et du peroxyde d’hydrogéne quaiesdg a l'origine de la catalyse de la

réaction cathodique.
I-4-3 Influence de la nature du matériau et des iommeétalliques en solution :

Le biofilm se forme sur tous les matériaux, queso# ceux qui présentent une interface
métallique ou oxydée. La nature du matériau influele temps de croissance du biofilm, qui
se traduit par une augmentation du potentiel lild&pres les travaux de la bibliographie, il a

été montré que dans le cas de I'acier et le platingotentiel de 300 mV/ECS est atteint aprés
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un mois d’'immersion alors gu’il faut attendre unisnsupplémentaire pour atteindre la méme

valeur dans le cas du titane [45].

Le développement du biofilm est facilité par la quotion des substances polymériques
extracellulaires (SPE). Ces derniéres ont la cépatinclure certains ions métalliques dans
leurs structures, qui peuvent réagir avec les grmgnts fonctionnels constituants ces SPE
(protéines et carbohydrates). La présence deq@ai§ Cuf*, Mg®*, FE€") aux différents états
d'oxydations dans le biofiim conduit a de nouvelleSactions redox a linterface
biofilm/métal, ou des électrons sont transférésai@ment du meétal, en présence d’un
accepteur d’électrons comme |'oxygene par exenfglegrrosion est alors accélérée [43].

Le chrome est un élément qui influe sur la répartities bactéries dans la matrice du biofilm.
A une concentration de 10 mg/l, les bactéries dmpersées dans tout le biofilm, alors qu’a
une concentration de 50 mg/l ou plus, les bacté&e&esegroupent en cluster (grappe). La
formation de cluster est une réponse des bactérikstoxicité de I'environnement ou le

biofilm se développe [46].
I-5 Conséquences des biofilms :

Les effets négatifs des biofilms sur les matérieiubes équipements dans les installations sont
nombreux : écran hydrodynamique, diminution desaBghs thermiques, perte de propriétés
optiques, blocage de fonctions mécaniques, actiééree la corrosion ou biodégradation
[47].

Les biofilms peuvent aussi avoir des effets trésageeables. Ainsi, ils se développent dans
les réseaux d’alimentation en eau potable et damsyistémes de climatisation pouvant abriter
des légionelles, agents de la trés redoutée lé¢pere Dans le domaine médical, les biofilms
peuvent se former dans les appareils, les canuldesoimplants comme les pacemakers et
provoquer des infections ou réactions de rejet wpatients. Les équipements techniques et
les batiments ne sont pas épargnés non plus. ltequat d’algues et de champignons
imposent des mesures fortes colteuses de rénovetiate restauration des facades et
monuments. Les biofilms qui se fixent sur la cogles bateaux augmentent la résistance a
'avancement et induisent une consommation suppléure de carburant. Les bactéries
sulfato-réductrices sont a l'origine de la corrosperforante des matériaux métalliques qui
occasionne des dommages considérables. On esten®ugices phénomenes regroupés sous
les termes de biofouling et de biocorrosion engemidr des dégats annuels d'un co(t

considérablement élevé. Les biofilms qui se déyedap sur les échangeurs de chaleur en
10
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limitent fortement I'efficacité. Les appareils iaBés dans les égouts afin de récupérer la
chaleur des eaux usées sont particulierement ex@gosé risque, la grande richesse de ces
eaux en nutriments étant particulierement favorabéecroissance microbienne [4].

La formation d'un biofilm sur les parois de condsiréduit considérablement les transferts
thermiques, ceci est particulierement importanisdarcas de tubes échangeurs de chaleur. La
conductivité thermique d'un biofilm (0,6 - 0,7 WKJ).est proche de celle de I'eau mais
nettement plus faible que celle des alliages méteds (acier inoxydable 16,3 W/m.K). Ainsi,
un film d'une épaisseur de i diminue de 20 % le rendement d'une centrale.rétode
permettant d'estimer le coefficient d'échange tigprend'un tube échangeur a été développée
a IFREMER. La Figure 1.2 présente I'évolution defticient de transfert de chaleur et de
perte de charge dans un tube de titape2d mm) en fonction du temps. La vitesse
d'écoulement de I'eau de mer était de 1,5 m/s.sAp@ejours, une diminution de 50 % est

atteinte correspondant a un biofilm de 100 d'épaisseur [47].
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Figure 1.2: Evolution du coefficient d'échange dmleur et de perte de charge dans un tube

de titane en fonction du temps. Vitesse de cirmrate I'eau de mer : 1,5 m/s [47].

I-6 Techniques de caractérisation et de détectioned biofilms :

De nombreuses techniques de caractérisation eéteetibn des biofilms sont actuellement
disponibles, malheureusement dans la plupart desles mesures ne peuvent étre réalisées
in-situ, en continu sur une méme série d'échantillongetssitent un prélevement de matiere.
Hors, il est important de pouvoir détecter et gifi@ntin-situ le développement d'un voile
biologique afin de contréler au mieux et réduinélisation de biocides.

11
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[-6-1 Méthodes de caractérisation des biofilms :

L’évolution des techniques d’observations et d'gses$ biologiques et chimiques a permis de
rendre plus facile la caractérisation et I'étudeicttirale des biofilms. Nous allons résumer

dans ce paragraphe ces différentes technigueseeslidans divers travaux de recherches.
[-6-1-1 Analyses chimiques :

L’'analyse chimique d'un constituant organique passevent par une étape d’extraction.
Dans le cas du biofilm, la procédure est génératemélisée par un grattage mécanique ou
bien par sonication [9, 13, 46-49]. Une fois lefimo est détaché, nombreuses sont les

meéthodes utilisées pour caractériser les elémennts gonstituent.

L’'analyse du carbone organique total est I'une @ehtniques utilisées dans de nombreux
travaux. Ce parameétre est proportionnel aux diffé&a® molécules organiques constituant la
matrice organique (SPE). D’autres travaux sont$asé|'exploitation des données autre que
le carbone organique total, telles que le suivladeeneur en sucres totaux et acides aminés
totaux [9].

Les méthodes spectroscopiques utilisées dans textersont nombreuses et ont fait I'objet
d’analyse dans la plupart des travaux de la lii#ea On cite a titre d’exemple : PM-IRAS
(Infrarouge de surface), XPS (spectroscopie de guhalectron X), EDX (rayons X a
dispersion d’énergie) et microspectrométrie Ranmariarale [32, 48-54].

Par ailleurs, la caractérisation d’'un biofilm ne Isrite pas uniquement dans la matrice
organique puisque l'activité métabolique des badédans le biofilm peut également étre
exploitée comme une donnée permettant d’'identiienature de la biomasse. D’apres les
travaux déja réalisés, une analyse de la teneursaléstes par chromatographie dans un
milieu synthétiqgue a permis de justifier la présedes bactéries sulfato-réductrices, au sein
du biofilm [46]. Aussi d’autres analyses chimiquis milieu dans lequel se développe le
biofilm peuvent étre effectuées, telles que la defeabiologique en oxygene DBO, la
demande chimique en oxygene DCO, par titrage ounéxye, la teneur en chlore par la
méthode de Mohr's ainsi que la teneur en magnéstimn calcium par la spectroscopie

d’absorption atomique SAA [51].

12



Chapitre | Analyse bibliographique

[-6-1-2 Dénombrement bactérien :

Les méthodes de dénombrement ne sont pas touj@btes Elles donnent une valeur
approximative du nombre de bactéries existant @ dormant colonie par unité de surface
(UFC/cm?) ou par log (UFC/cm2) [44, 51]. Ceci esicare plus vrai dans le cas du
dénombrement d'une communauté bactérienne vivanie sain d'un biofilim. Le
dénombrement dans ce cas pratique nécessite uncéage du biofilm et cela conduit a des
erreurs dans le comptage des bactéries, due i&deité du décrochage (un biofilm agé ne se
décroche pas totalement) ou méme il se peut qdédeochage tue les bactéries, alors que

dans le cas du dénombrement on tien compte uniquedes bactéries vivantes [9].

L’ensemencement des bactéries dans des milieuitifsutie tient pas en compte des bactéries
stressées qui sont dans un état de dormance daenadification de certains parametres
physico-chimiques tels le pH ou la température.[55]

Afin de dénombrer les bactéries totales et cultegbdiverses techniques (biologiques,
moléculaires, enzymatiques,...) sont utilisées situ pour compléter les techniques

traditionnelles de culture. On cite la microsco@jefluorescence [12, 54] qui permet soit de
dénombrer les bactéries totales par I'utilisatienntarqueurs de structure d’acide nucléique,
soit de dénombrer lintégralité membranaire degévaes en utilisant des indicateurs d’acides
nucléiques bactériens [12]. Toujours en marquaacide nucléique, les techniques

d’hybridationin situ de 'ARN 16S et de I'’ARN 23S sont utilisées etaceh ciblant I'acide

nucléique au sein d’'un biofilm par des sondes #soentes [56].
I-6-1-3 Techniques microscopiques :

La structure d’un biofilm est trés adsorptive etquse (> 95 % d’eau). Il est donc difficile de
caractériser sa structure par microscopie en den&rgsions [57]. L’évolution des techniques
microscopiques a permis de passer d'une structureiofiim homogéne et plane a une
structure hétérogene et trés complexe. Ces teommigueuvent étre classées en quatre
principales catégories :

v' La microscopie électronique a balayage environnémeerqui permet depuis des
anneées de donner des informations sur la strudeigairface ainsi que sur la densité et
la nature des populations bactériennes. Cette ipobimeste limitée a I'observation
[51,58-62].

v/ La microscopie électronigue a transmission (MET),dpnne la possibilité d’explorer

en détail la texture, la composition et la morphgaodu biofilm [9]. Son couplage
13
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avec des marqueurs spécifiques (fluorochromescapst, ...) mais aussi avec la
microdiffraction a rayon X conduit a I'obtentionutli spectre de rayons X qui permet
d’évaluer rapidement la composition minérale ddiloin[32].

v la microscopie confocale a balayage laser, perrwitehir des images nettes des
surfaces mais également d’explorer la structurermet et les éléments intracellulaires
dans les trois dimensions de I'espace [9].

v' Enfin, La microscopie a force atomique (AFM), réoeemt utilisée dans I'étude des
biofilms [40,50,63].

La caractérisation des difféerentes étapes de foomatu biofilm sur différents substrats par
I'utilisation des techniques microscopiques alfalbjet de plusieurs investigations. On citera
a titre d’exemple, les travaux de Yuancetl. [54]. En étudiant la corrosion des alliages de
Cu-Ni induite par les biofilms, ces auteurs ontpeitre en évidence, la présence d’un biofilm
discontinu lors de la premiere étape de formatimitigtion) en utilisant la microscopie
fluorescente (MF) et la présence d'une corrosion pglres au dessous des couches du
biofilm discontinu grace au microscope électroniqumlayage (MEB)

Sheng etoll [48] ont illustré les differentes étapes de forimatdu biofilm sur I'acier AISI
316 a savoir : linitiation, la croissance, la skightion suivie d’'un détachement du biofilm en
utilisant la microscopie a force atomique.

Gamby etcoll. [50] ont distingué par le MEB la présence d'un dépiixte minéral/
biologique aprés 15 et 90 jours d'immersion, su cleupons d’acier immergés dans I'eau du
robinet a 20 et 37° C en alimentation continuexpleitation des données de 'AFM a permis
de montrer la présence d’'une dizaine de bactém@sobilisées sur une zone de 400 pumz,
apres 15 jours dimmersion. Il semblerait que dees de ces bactéries présentent des

flagelles indiquant qu’elles sont de difféerentsaygp
I-6-2 Détection des biofilms :

L'optimisation des traitements (amélioration dedgsmances, élimination des rejets, baisse
des colts) est liée a la possibilité de connaitréeenps réel la vitesse de croissance des
biofilms. Dans cette partie, nous allons préselgerdifférents moyens développés dans les

laboratoires pour la détection des biofilms.

14



Chapitre | Analyse bibliographique

I-6-2-1 Détection par des moyens optiques :

La détection d’'un biofilm par des moyens optiquegose sur un seul principe, qui est la
mesure du signal lumineux transmis et/ou réfractdd émit. L'exploitation des données
optiques enregistrées par des photodétecteurs, rmispea certains auteurs d’estimer

I'épaisseur du biofilm [15, 64].

Le développement des instruments optiques, telslepidibres optiques, a son rble dans
I'évolution des moyens de détection optique defilbie par des microélectrodes. Le principe
est le méme (mesure de la lumiéere transmise etla@spar le biofilm) [15], le cable optique
mesure les variations d’'un parameétre dépendara gieucture du biofilm, qui peut étre le pH,
la concentration d’ion ou en molécule organique.

Balaji et coll. [49] ont utilisé la fibre optiqugour estimer les variations de pH au sein d’'un
biofilm formé sur I'acier inoxydable 316L. Cela smigne aussi sur I'état du matériau (étude
de la corrosion). Ce capteur optique a les avastd@oir : un temps de réponse court, une
réponse linéaire, reproductible et trés stable.

On utilise également la technique des fibres opsquour suivre la croissance du biofilm. La
lumiére étant dans ce cas transmise sur un photatdér, I'intensité lumineuse mesurée est

alors fonction de la quantité de particules qunpedtent la réflexion de la lumiere [15].
I-6-2-2 Détection par des moyens mécaniques :

Divers moyens meécaniques peuvent étres utilisés |palétection des biofilms, on cite a titre
d’exemple, le suivi de la résistance de friction ge@s mesures de pression, ou de la vitesse du
son par des ultrasons, ou en utilisant I'écho-pdesgondes acoustiques de surface et enfin la

microbalance a cristal de quartz.

Cette derniere technique est souvent appliquéeldangvaux de la littérature [65-68]. C'est
une méthode non destructive, basée sur le suika dariation de la fréequence de résonnance
d'un cristal piézo-électrique qui traduit 'augmatdon de la masse correspondante a la
présence d'un biofilm sur la surface analysée. Nwmms, ce capteur présente quelques
inconvénients comme une utilisation complexe et dé§icultés d'interprétation des
résultats ; de plus, il s’agit surtout d’'une métha@ laboratoire [9].

Par ailleurs, Eguia atoll. [69] ont exploité les données du comportement mgoa d’un
fluide circulant a I'intérieur des conduites corgahun biofilm. La croissance du biofilm sur

les surfaces humides conduit a l'augmentation deékistance de friction du fluide.
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Cependant, cette technique ne permet pas de défiaatement le type de dépbt formé sur les
parois des canalisations.

I-6-2-3 Détection par des moyens thermiques :

En se basant sur le principe général du transferclthleur, des détecteurs par moyens
thermiques ont été congus, afin d’estimer I'épaissil biofilm en exploitant les données des
variations de la valeur du coefficient de transfdet chaleur [69]. L'inconvénient de ce
capteur est la sensibilité aux faibles dépbts spordent a I'étape initiale de formation du
biofilm. C’est pour cela que d’'autres auteurs psgo une méthode du suivi de la formation
du biofilm par un couplage de flux thermique/captaufibre optique. Ce dernier (fibre
optique) détecte les premiéres étapes de la favmatndis que le capteur a flux thermique
détecte le biofilm agé [9].

D’autres travaux se sont orientés vers le couptbgla méthode thermique avec les mesures
électrochimiques en vue d’étudier le comportemeas# aciers inoxydables en présence des
biofilms [70, 71].

I-6-2-4 Détection par moyens spectroscopiques :

Le domaine du moyen infrarouge contient I'essenliésl signatures spectrales des molécules
biologiques. Le développement d'une nouvelle géioérale fibres optiques travaillant dans
ce domaine spectral, a permis de concevoir uneumsintation dédiée a la détectionsitu
ainsi qu’a la caractérisation des biofilms bact&sigr2].

L’analyse des modes de vibration par spectrosdafri@ouge fournit des informations sur la
structure moléculaire des matériaux et permet dectériser certaines de leurs propriétés de
surface [50]. M. A. Siebel atoll. ont développé un capteur basé sur ce principeygitant

de déterminer de maniére non destructive et ereligas changements dans la nature
chimique du biofilm. Néanmoins, l'analyse des spEctnécessite des compétences
particulieres et la technicité est complexe sur isitlustriel [73].

A. Delille et coll. ont également utilisé la spectroscopie infraroageansformée de Fourier
avec reflexion totale atténuée, qui permet dersuivsitu I'état d’attachement des bactéries
sur les matériaux ainsi que I'accumulation des ekaperes [74]. Cette technique permet de
suivre les étapes initiales de formation de bigfileurs réponses aux changements dans les
conditions environnementales et enfin elle renseigar la composition chimique et I'état

physiologique du biofilm. Toutefois, I'interprétati quantitative reste délicate [75].
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Par ailleurs, I'association de la microscopie éeitjue a transmission avec les techniques
d'analyses spectrométriques a dispersion d'énéEdkX) a permis de mettre en évidence

différents composés constituant un biofilm forméaier au carbone [76].
I-6-2-5 Détection par des moyens biologiques :

Nombreux sont les travaux consacrés au dévelopgedesn détecteurs par des moyens
biologiques. Ces détecteurs exploitent les diffésrenutils de la biochimie et de la biologie
moléculaire et dépendent étroitement des espéeeeboqucherche a identifier.

On cite, a titre d’exemple, la détectiomsitu des biofilms en caractérisant spécifiquement les
polymeéres extracellulaires par un systeme de mgmumasé sur l'utilisation d’anticorps.
Cependant, la visualisation et linterprétation désultats s’effectuent par microscopie
électronique, ce qui fait de cette technique unenoge laboratoire difficilement applicable
sur site industriel [9].

Par ailleurs, I'analyse de I'ATP (Adénosine Trippbate), molécule hautement énergétique,
peut renseigner sur la biomasse vivante au sebiadilm. L’outil Bioscan™ dont le principe
est basé sur cette analyse permet de détectercetridder I'intensité de la lumiére émise au
taux de biomasse active de I'échantillon suite @ tgaction biochimique entre 'ATP et un
réactif spécifique (Luciférine — Luciférase) [77].

Les analyses microbiologiques, qui sont nombreyssasyettent de collecter des informations
microbiologiques, chimiques, biochimiques et physi& sur la biomasse fixée, cela a travers
les techniques de la détermination de la morphelogiombre de bactéries [78,44]
composition de l'eau, carbone total, quantité dezdie, phosphore[9,60], les protéines,
carbohydrates [79-81], I'acide urique, les lipideATP [77], TARN et 'ADN [78,82,83],
l'activité respiratoire, la masse de la biomassen sépaisseur et les propriétés
spectroscopiques [15].

Comme le décrit la littérature [15], le premier teyse de suivi avec des échantillons en
dérivation ou en série est le Robbins Device ouclmgpons ont la forme de clous. Ses
principaux inconveénients sont les temps de détecgsez longs et une réalisation complexe.
De plus, les petits échantillons entrainent undepdinformations sur toute la surface.
Cependant l'utilisation des systemes en dérivatisinplus flexible et interféere moins sur les
installations. D’autre part, ce type de capteurt @ewssi étre utilisé dans le cadre du controle
sous l'action de biocide.
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Chang etcoll. [84] ont appliqué une technique pour quantifierediement le biofilm
développé sur différents matériaux de canalisatgrgAce a un couplage avec une sonde
spécifique & '’ADN. Cette sonde BO-PR? présente I'avantage de réduire les liaisons non
spécifiques, c’est-a-dire avec des composants agtre I'ADN, ce qui arrive tres

frequemment lors des réactions de marquage durbiffi.
I-6-2-6 Détection par des moyens électrochimiques :

La diversité des techniques de mesures électroghasia fait de ce domaine un vaste espace
de développement des capteurs de biofilms. Cestdats électrochimiques ont, pour la

plupart, un point commun qui est I'étude de la @sion bactérienne et comme avantage
'acces a I'épaisseur du biofilm. Certains auteasment que ce type de capteurs est le plus
adapté et le plus sensible notamment pour I'étuske mtemieres étapes de formation du

biofilm par rapport a d’autres capteurs classiquaraélisés [9].

En se basant sur le principe de fonctionnement ede capteurs, on peut distinguer trois
catégories de capteurs qui sont basés sur :

* laréduction cathodique de I'oxygéne a l'interfacefilm/solution.

» la mesure du courant de polarisation.

* la réduction d’'un traceur électrochimique et I'aisal du transport de matiere a travers

une couche poreuse pour y'accéder directemenpaisgeur du biofilm.

D’autres techniques basées également sur des rmeslaetrochimiques sont largement
utilisées pour suivre la formation de biofilm. Magit, a titre d’exemple, de mesurer la
variation du potentiel libre de corrosion d’'unectlede métallique qui permet de suivre les
étapes de colonisation de la surface par les estdérinconvénient de cette technique est la
difficulté a interpréter les données dans le cadadprésence de la corrosion microbienne
[11, 45, 85].

I-6-2-1-a Réduction de I'oxygene a l'interface biafm/solution :

Le processus de la réduction de 'oxygéne au seifirderface biofilm/solution a fait I'objet

de nombreux travaux de recherches, surtout damailesix marins [6, 45, 8 1, 85-86], car il
constitue le moteur de la corrosion microbienneutTmatériau immergé dans un milieu
contenant des bactéries voit sa surface recoudantebiofilm, qui engendre 'augmentation

de la vitesse de réduction de I'oxygene dissousdal réaction suivante :

0, +2H,0+4é - 40H" (Eq.1.3)
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La présence d’un biofilm a la surface d’'un métaldigt naturellement a 'augmentation de
son potentiel libre de corrosion [86]. Le biofilneys alors influencer la valeur du courant
obtenue par son épaisseur et sa capacité a perreetiffusion de I'oxygéne [9]. La mesure
du courant galvanique entre l'acier et un alliageadiivre durant les premieres semaines
d’exposition, augmente rapidement traduisant lé&ssemce d'un biofilm a la surface de I'acier
inoxydable, ensuite a des temps plus longs, le amturdiminue, conséquence de
I'épaississement du biofilm. Tous ces travaux amre lieu a la conception d’'un capteur :
BIOX montré sur la figure 1.3, qui enregistre la valdu courant de couplage galvanique
entre un acier inoxydable et un alliage de cuiwreeast associé a la phase de croissance du
biofilm [87].

Figure 1.3: Photo de la sonde BIOX [87]
Bressel et coll. [9] ont utilisé des microélectreden platine pour suivre I'évolution du
potentiel électrique a la surface de ces électredefonction du temps d’immersion et donc
de I'dge du biofilm. Ainsi le potentiel enregisé@gmente en fonction du temps jusqu’a une
valeur correspondante a un biofilm mature, celaéodnfirmée par les observations au

microscope confocale a balayage.
[-6-2-1-b Mesure du courant de polarisation :

Un capteur de suivi du biofilm dénomB&GEORGE™ élaboré par G. Licina eoll. a été
utilisé pour le suivi en ligne dans le but d’opteen les traitements biocides. Ce capteur est
constitué de deux électrodes identiques montéesrswrorps en acier inoxydable et d'un
systeme de contrdle et d'acquisition de donnéaguEil.4). Les électrodes sont polarisées
guotidiennement et la réponse en courant et emfietsont suivis. Ainsi, la croissance des
biofilms peut étre détectée par le suivi du courpntévolue pendant le cycle de polarisation
[9, 88].
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Figure 1.4: Photo et schéma de la sonde BIoOGEORY%[]

Tres récemment, Vieira ebll. [89] ont utilisé la technique électrochimique ddtamétrie
cyclique sur des électrodes de platine. Les autentgpu détecter trés tot la formation de
biofilm de Pseudomonafiuorescensa la surface des électrodes de platine par irétipon
de I'évolution des voltamogrammes en fonction donge d'immersion des électrodes. Il
s’agit donc, d’'aprés les auteurs, d’'un procédé atactérisatiorin situ sensible, simple et
rapide d’interprétation mais encore en cours delatbn.

En conclusion, méme si les capteurs basés sur esarendu couplage galvanique répondent
a certains criteres comme la simplicité d'utilieati d’interprétation et la solidité, ils semblent
relativement discutables d'un point de vue sergbil précision et fiabilité dans
l'interprétation des résultats [15].

I-6-2-1-c Transport de matiere a travers une couchporeuse :

L’analyse du transport de matiére a travers unelo®poreuse dans le but de déterminer
'épaisseur d'un biofilm impligue un contrdle et ainmaitrise des conditions
hydrodynamiques. C’est la raison pour laquelle wstésne fixe avec une surface
uniformément accessible a été proposé, a savoiljgmositif a jet immergé. Ce dispositif est
utilisé depuis une vingtaine d’années, pour diveegmlications industrielles en électrochimie
comme le polissage électrochimique, la corrosiasién ou [I'électrodéposition de

microdépbts localisés [9].

C’est sur ce principe que la détection du biofilar [a « cellule a jet noyé » fut développée
par Herbert-Guillou etoll. brevetée conjointement par le laboratoire LISE (GNFPR 15),
''FREMER et la CIRSEE-Lyonnaise des Eaux [15].
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Ce capteur, composé de trois électrodes (éleculedavail fixe, électrode de référence et
une contre électrode), permet la mesure ampéraguétrilu flux de matiére d’'une espéce
électroactive, I'oxygene dissous ou d’un indicatél@ctrochimique spécifique, au niveau de
la surface de I'électrode, donc a linterface nibtafilm. Le courant mesuré est alors
directement lié au biofilm formé au cours du temges, en se développant sur la surface de
I'électrode, la biomasse et 'augmentation de spaisseur va provoquer la diminution du
flux de matiere [90].

Cette méthode fut validée par la suite par visaabs directe de la surface de I'électrode
grace a un montage expérimental qui a permis, dpagement des images, d’acquérir des
informations comme le taux de recouvrement, le mentiobjets et I'épaisseur ; donc de
corréler ces données avec les mesures du capidur [9

Ce capteur répond a dimportants criteres a sawmplicité d’utilisation, facilité
d’interprétation et solidité car pouvant suppoderhautes pressions d’apres les auteurs. De
plus, il est sensible et précis car des biofiimsjdelques micrométres seulement ont pu étre
détectés.

Actuellement, la «cellule a jet noyé » n'a été lmpyge industriellement que tres
ponctuellement au sein de I'lFREMER (ou du CIRSB+#naise des Eaux) avec, pour seul
milieu d’étude, I'eau de mer.

En électrochimie, d’'autres dispositifs de mesutestédchimiques basés sur le transport de
matiere sont connus et utilisés, comme le systéaleattodes a disque tournant. Ce systeme
est bien connu depuis les travaux de Levich (19623 mis en évidence des relations entre
le courant de diffusion et la vitesse de rotatigpliguée et qui a trouvé de nombreuses
applications dans le domaine de l'analyse élecinnicjue (études des mécanismes
réactionnels, détection et identification des esp@&mn solution,...).

Ce moyen n’'a été développé que tres récemmenvtersrées travaux de Forétaill [9, 10].

Un prototype de capteur industriel basé sur cetithate a été testé sur site et validé. Nous
tenterons dans le cadre de cette étude,

Par ailleurs, les impédances électrochimiques suilisées pour suivre I'évolution des

biofilms et voir méme, étudier leurs conséquendédasieurs travaux de recherches sont

menés dans ce contexte. Castaneds Fi8] ont étudié I'influence des milieux biologicgie

sur la corrosion de Il'acier en utilisant les imp@oes électrochimiques. Les diagrammes

enregistrés a différents temps montrent que le maat@résente un comportement différent
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entre un milieu stérile et un milieu riche en bae® En milieu stérile une série de capacités
en hautes fréquences sont observées, caractésisigne couche poreuse du produit de
corrosion. Tandis gu’en milieu biologique et enteauréquences, ce comportement n'est pas
observé. L’adsorption des produits de corrosionsdanmatrice du biofilm, non pas sur la
surface du matériau est a I'origine de ce phénomene

La corrosion engendrée par les SBR constituanibfidrb formé sur un alliage en cuivre-zinc
est étudiée par Jing at [52]. Pour cela, la microscopie d'impédances étmttimiques est
utilisée pour caractériser la surface des échanslld’alliages dans un milieu biologique
artificiel. Sur les diagrammes Nyquist, en comptias boucles enregistrées aprés 1h en
milieu stérile et 3 jours en milieu synthétiquengcen SBR, on constate une augmentation de
la boucle en hautes fréquences, signifiant la ftionad’'une couche protective, probablement
un biofilm. Alors qu’'a 14 jours d’immersion et towjrs en milieu riche en SBR la boucle en
hautes frequences diminue. Cette diminution esttivel a la dégradation de la surface de
'échantillon étudié par la présence des bactégidsnterface métal/biofilm. A noter que
d’autres travaux de recherches on exploités lestdmpces électrochimiques en vue de

caractériser l'interface métal/biofilm sur I'acig@ns un milieu marin [54].

22



Chapitre |l Conditions et méthodes expérimeasal

Chapitre I

Conditions et méthodes expérimentales

Ce chapitre est un exposé succinct des conditiop&rinentales et de I'ensemble des
techniques d’investigation employées dans le cddreette étude. Il apporte I'essentiel des
renseignements indispensables a la compréhensida démarche suivie. Des ouvrages
spécialisés, relatifs aux techniques utilisées donhées dans les références bibliographiques
pour des détails éventuels.

lI-1 Techniques de caractérisation microbiologiques

Les techniques de caractérisation microbiologicaoeg nombreuses et nécessitent une grande

précision mais eégalement une stérilité totale dtérme utilisé.

Les tests microbiologiques réalisés dans ce trawmhcernent essentiellement le
dénombrement bactérien et I'observation au micqesaptique. Il est important de signaler
gue lors du dénombrement seules les bactéries tewasont considérées, on ne tient pas

compte des bactéries mortes ou stressees.
lI-1-1 Dénombrement bactérien :
lI-1-1-1 Techniques d’ensemencement et isolementsibactéries [92]:

L’obtention des cultures pures s’effectue en isblas bactéries les unes des autres, soit par

'ensemencement avec des anses (en surface) oassendans un milieu nutritif approprié.

Ces techniques permettent d’obtenir des bactégigarées, ou plus souvent de petits agrégats
de bactéries (Unité Formant Colonie ou UFC) quit\sendévelopper sur un milieu gélosé, en
donnant une seule colonie qui correspond souvemt élone car elle est issue d’'une méme
cellule mere. Les différents types de bactéries sofiorigine de colonies que I'on peut
différencier par leur aspect: forme, taille, boetl surface. En pratique, le protocole
expérimental recommandé est décrit selon les émpeantes :

v' Dans le cas de 'ensemencement avec une anser{aoeju

» Déboucher le flacon de I'échantillon (eau du robioe biofilm décroché) a

analyser dans la zone stérile du bec Bunsen.
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» Prélever I'échantillon du flacon, a l'aide de Isanstérile.

» Ouvrir la boite de Pétri du coté de la flamme atedtla prise d’échantillon sur
la boite de pétri contenant de la gélose.

» Fermer la boite pour pouvoir la tourner pour I'ensacement et aprés
inscription des références, incuber la boite deiRéuvercle en bas (pour

éviter que I'eau de condensation ne tombe pasasyglbse).

v' L’ensemencement en masse obéit presque aux méaessé&numérées ci-dessus,
sauf que la gélose et I'échantillon a analyser ljlsont mélangés au préalable dans un

tube avant d'étre versé dans la boite de Pétri.
lI-1-1-2 Gélose de base Columbia [92]:

Milieu hautement nutritif pour la culture des geeng8a composition est la suivante : Peptone
(hydrolysat pepsique de viande) : 23 g/l ; Amiddng/l ; Chlorure de sodium : 5 g/l ; Agar :
109/l ; pH:7,3+0.2.

lI-1-1-3 Dénombrement des bactéries aérobies et adabies [6] :

En milieu solide et liquide, le dénombrement s'etife sur des bactéries adaptées au milieu
proposé en unité formant des colonies par unitéudiace. La majeure partie de ces bactéries
étant viables mais non cultivables au laboratoireeereprésentent qu’un faible pourcentage
(1 %) de la population totale. Le dénombrementaiear comptage des colonies apres 48

heurs d’ensemencement dans un milieu nutritif @@ 37 °C.
[I-1-2 Coloration de Gram [92,93]:

Certaines colorations permettent d’observer pledidiment les détails morphologiques des
bactéries qui ont un caractére incontournable pimentification : tel est le cas du Gram qui
reste la base différentielle de la bactériologie,déstinguant les deux grands groupes de

germes Gram + et Gram -.

La coloration de Gram est basée sur la différere@atrméabilité des bactéries a I'alcool,

donc sur leur capacité a retenir dans leur cytopdast leur paroi un colorant primaire. Cette

différence de perméabilité est liée a une difféeede structure pariétale des deux grands
groupes Gram + et Gram -, et se trouve corrélée d@eombreux autres caracteres.

Dans le cas des bactéries Gram +, la membrane lagtojgue est recouverte d’'une zone

épaisse de peptidoglycanes. Ces derniéres envelojpeellule dans une coque relativement

rigide et épaisse (20 a 80 nm). En revanche, dausd type de bactéries, Gram -, la couche
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de peptidoglycanes est de faible épaisseur (1 e)3 Blle est recouverte d’une deuxieme
membrane phospholipidique avec laquelle elle ést fiar des ponts covalents. Ces bactéries
ont donc deux membranes : membrane interne nhomnefebrane cytoplasmiques et une
membrane externe d’une composition spéciale remfiermdes constituants caractéristiques

[94]. Le protocole expérimental de la coloration@Glam est décrit eannexe 1
[I-1-3 Observation au microscope optique :

Les observations au microscope optique se fonttdingent sur des lames de verre contenant
les bactéries fixées par la coloration de Gram.teCéeéchnique donne, en premiére
approximation, le type de bactéries formant I'éd¢ilan analysé (eau d’alimentation ou un

biofilm décroché).
lI-2 Caractérisation physico-chimique de I'eau d’almentation [95,96] :

Les parametres physico-chimiques, tels que le aHtohductivité, la durete, I'alcalinité, la
teneur en chlore et en oxygéne dissous, sont désnafin de caractériser I'eau, dont

laguelle nos échantillons ont été immergeés.

Le pH, la conductivité ainsi que la teneur en oxygdissous sont mesurés par un appareil a

multifonctions de marquenoLab Multi Level 1 Quant a la détermination des autres

parametres, les modes opératoires suivis sontisléems lnnexe 2
[I-3 Formation des biofilms :

La formation des biofilms sur les échantillons riéfaes sur lesquelles notre étude est axée a
nécessité la mise en place au niveau du laboratdiMGP d’'un montage expérimental

simulant les conditions d'une canalisation de ithstion d’eau potable. En effet, en raison des
coupures fréquentes en eau courante a I'UnivedsitéBéjaia, nous avons été amené a

alimenter des fts par de I'eau potable (Figur®).Il.

Le montage comporte essentiellement un bécher ea ge 6.5 cm de diameétre et de 12 cm
de longueur assurant une circulation continue d’patable a débit de 42 ml/mn. Des

échantillons constitués d’électrodes a disque emiren or et en platine de diametre 4,5 mm
et 2 mm respectivement montés sur des emboutsnisoén téflon (modéle Radiometer-

Tacussel) ont été immergés dans ce bécher pouleqte surfaces soient colonisées par le
biofilm apres un temps dimmersion suffisant. i asnoter que le bécher a été maintenu a
température ambiante ou placé dans une enceintedbm@mtée a 37 °C afin d'accélérer le

processus de colonisation.
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Figure I.1 : Schéma du montage expérimental @ipsur |'étape de colonisation du biofilm
sur les électrodes métalliques

lI-4 Méthodes expérimentales

Pour mener a bien notre travail, plusieurs techesgélectrochimiques ont été utilisées. Des
techniques dites globales : la voltamétrie poudégermination du potentiel & imposer ainsi
gue pour l'activation des microélectrodes, la cbhemperometrie pour l'estimation des
courants limites et I'impédance électrochimique rplaudétermination de la capacité haute
fréequence. La méthode électrochimique basée starigport de matiere et préconisée pour la
caractérisation des biofilms est développée, date gartie. Une technique plus récente
basée sur des mesures locales a été égalemenitéxplios’agit de la technique d’électrode
de référence a balayage (SRET). Le principe deurtfeade ces méthodes est développé ci-

dessous.
lI-4-1 Modele physique : Principe de la méthode d'&imation de I'’épaisseur du biofilm

L'épaisseur du biofilm est mesurée a l'aide dex¢ariique de I'électrode a disque tournant.
Une couche poreuse d’épaissérrecouvrant la surface d’'une électrode métalliqgea a
comme une barriére de diffusion [10]. L'interfac&tal/couche est supposée uniformément

réactive. Le gradient de concentration de I'esgdeetroactive est distribué entre :

- la solution, ou le transport de matiere est @étpar un processus de diffusion convective.
Le flux suit alors I'équation de Nernst-Plank :

J={b+w (Eq.1.1)
- la couche poreuse, ou le transport de matiere@#rdlé par un processus de diffusion
moléculaire. L’expression du flux revient a :

J=1{b (Eq.11.2)
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Dans cette étude, I'électrolyte support est suppmséexces et ainsi le flux de migration

pourra étre systématiquement négligé (Figure 11.2).

diffusion diffusion
moléculaire  convective

y 0 I

METAL COUCHE SOLUTION
POREUSE )
Concentration du traceur dans

(2

la solution électrolytique

Concentration

o

» Coordonnées Axiales

0 & % .8,

Figure 11.2 : Profil de concentration des espéces électroastistonsommeées a la
surface d’une électrode recouverte d’'une couchepss

Pour une électrode a disque tournant, la surfacen#f®rmément accessible et en absence de
couche poreuse, V. G. Levich a calculé le couramitd de diffusion sur cette électrode
tournante. Pour & 0, Ce courant s’écrit [97] :

|, =0.62nFSC_D**v"°(2m/ 60)"*Q"? = KQ"? (Eq.11.3)

avec nle nombre d'électrons échangés ; F la constanteadeday,C.. la concentration du
traceur électrochimique au sein de la solut®ta surface de I'électroded; le coefficient de
diffusion des especes électroactives dans la ealwtila viscosité cinématique de la solution
etQ la vitesse de rotation de I'électrode.

En présence d’'une couche poreuse, le systemet gacties équations (Eq.ll.1) et (Eq.ll.2),

s’intégre analytiquemerst I'expression du courant s’écrit :

. 1
i=—— Eq(ll.4
i+t ol1-4)
Oy
it Eq.Il.5
" nFD,SC, (Eq.l5)

ou Dy est le coefficient de diffusion des especes d@actives dans la couche poreuse.

et o 'épaisseur de la couche poreuse.
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Généralement, et ainsi que cela a été démontrg.paHostis [98], si la couche poreuse est
considérée comme une couche solide d’épaisseupendante de la vitesse de rotation de
I'électrode, alors l'analyse de I'équation (Eq.)l.g'effectue d'aprés la représentation de

Koutecky-Levich (Figure 11.3)

O Q—1/2

Figure 11.3 : Représentation de Koutecky-Levich

it Yest déduit & partir de I'ordonnée a I'origine deltaite représentant la variation dedn
fonction deQ ™. Cette droite est paralléle & celle qui représkentariation de. La mesure

de i permet alors de remonteb@ |'épaisseur du biofilm.

Dans le cas particulier d’'un biofilm, il a été m@ngue ce dernier se comporte comme une
couche inerte d'eau stagnante sur la surface dérienat En effet, I'eau constitue une grande
part de la matrice du biofilm (98 a 99 %), le re=téconstitué de macromolécules (protéines)
tres dense représentant presque 95 % du poidsudgofdm. De ce fait, il a été supposé que
le coefficient de diffusion dans le biofilid; est identique au coefficient de diffusion dans
'eauD [15, 29].

Dans ces conditions, pour des temps t plus lofigs0, on considére qué est dépendante

de la vitess&2 de rotation de I'électrode. A chaque vitesse datian, i est facilement déduit

a partir de la mesure du courant global :
. _1 —_ _1 . _1
L =1 @0 =17 (g t=0) (Eq.11.6)

Par conséquent, on peut extraire I'expression pgtamele calculer directement I'épaisseur de

biofilm présent sur la surface de I'électrodet;: soi
3 =nFD,SC, (i, ~it0m0) (Eq.1.7)
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II-4-2 Méthodes électrochimiques
I1-4-2-1 Voltamétrie:

La voltampérométrie consiste a imposer a I'élearatke travail, un potentiel variant
linéairement avec le temps a partir d'une valeiliale et a enregistrer la réponse en courant.
Les courbes de polarisation ainsi obtenues renseigur les processus électrochimiques mis
en jeu entre I'électrolyte et le matériau. Celanpstrde connaitre l'influence du biofilm sur
les processus cinétique et diffusionnel a I'integfale I'électrode et la gamme de potentiel

correspondant au courant limite de diffusion péortséétre déterminée [15].

La tension E mesurée et enregistrée n'est pasmkore réelle de I'électrode de travail. En
effet, elle contient, outre la tension V qui existdre I'électrode de travail et I'électrolyte, un
terme Re.) d0 la chute ohmique provoquée par la résistameckétectrolyte compris entre

I’électrode de travail et I'électrode de référencatension E s’écrit comme suit :
E=V+R,.I (Eq.11.8)

R.: résistance de I'électrolyfehms); | : intensité de courangy ; V : tension réelle de
I'électrode de travai{V).
La mesure de | est effectuée puis donnée en fond#oE par un balayage du potentiel en
fonction du temps, suivant la relation linéairevamite :

E=E +V,.t (Eq.11.9)
Ei: potentiel initial ;Vy: vitesse de balayagé ; temps.

Dans cette étude, la vitesse de balayage applietéte 10 mV:&

Il est & noter que dans certains travaux de rebbeta voltamétrie a été utilisée pour évaluer
directement les valeurs de courant limite sansgogsa I'estimation du potentiel & imposer.
En effet, en appliquant cette technique sur lesadidlons colonisés a différent temps,
I'extrapolation des courbes cathodiques permetaliadre les valeurs des courants limites et
ainsi la détermination de I'épaisseur des biofiensse référant a la méthode électrochimique
décrite dans le paragraphe 11.4.1 [15, 99].

[I-4-2-2 Chronoamperemetrie [10]:

Le courant qui traverse linterface métal/électtelgst enregistré en fonction du temps en
imposant a I'électrode de travail un potentiel ehd@ partir de la courbe de polarisation
I=f(E) : c’est le principe de la chronoampérométrie

29



Chapitre |l Conditions et méthodes expérimeasal

Cette méthode a été récemment recommandée daassdravaux visant a caractériser les
biofilms [10, 15, 50, 98]. Le signal étudié estdeurant correspondant & une réaction
électrochimique entierement limitée par le transg® matiére et produite a linterface
métal/biofilm. Plus précisément, il s’agit en fdianalyser I'écart entre le courant mesuré (en
présence de biofilm), et le courant de Levich (bseace de biofilm). Ainsi la technique
expérimentale correspondante consiste a analyseariation du courant avec la vitesse de

rotation de I'électrode.

Pour suivre la formation du biofilm au cours du psmcette procédure est appliquée aux

différents temps d’immersions des électrodes cpardant a des ages différents de biofilms.
lI-4-2-3 Spectroscopie d'impédance électrochimiquéSIiE):

L’emploi des techniques non stationnaires permetséparer les différentes réactions
élémentaires dans la mesure ou elles ont des ctestde temps suffisamment distinctes
[100]. La SIE permet de suivre en continu, la d¢qé de formation des dépbts, de
caractériser leur compacité et d'évaluer leurs atara adhérent. L’impédance

électrochimique est une technique qui repose smeksure d’'une fonction de transfert entre la
réponse en courant (potentiel) a une perturbatsofaithle amplitude du potentiel (ou courant)

du systéme électrode/solution [100-102].

hY

Le principe de l'impédance électrochimique est gaser a un potentiel constant de
polarisation i, un potentiel sinusoidalE (t) de faible amplitude et ensuite enregistrer la
réponse en courant du systeme. Inversemen(t) peut étre superposé au couranétl le
potentiel enregistré (Figure 11.4).

Si la perturbation en potentiel est de la formeE(t) = B+ AE(t) (Eq.11.10)
Avec : AE(t) =AE| sirmw (Eq.11.11)

et o : pulsation en rad/s.

Alors I'impédance électrochimique, grandeur complesst définie a chaque pulsatiomar:

_DE(w) _ |AEfe™
(@)= Al(w)  |al]e!“

=(Z|e'” (Eq.I1.12)

ou j?=-1et AE(a) et Al(w), appelées amplitudes complexes, correspondantes au

transformées de Fourrier des grandeurs temporellegt) et Al(t)respectivement;

|Z| représente le module gtI'argument de I'impédance.
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Figure 11.4: Perturbation d’un systeme électrochimique non lireéan un point de
fonctionnement stationnaire P {Ho)

CommelAl| dépend de., |Z|est fonction de la fréquence appliquée.

Z(a) peut aussi étre exprimée en terme de partie réefpartie imaginaire, selon la relation
suivante :

Z(w)=RZ(w) + jImZ(w ) (E4.3)
R.Z et ImZ ont pour unité Ohr(QQ .)

L'impédance peut étre représentée dans le plan lesmpar un vecteur dont les coordonnées

cartésiennes x et y sont respectivem@&?Z et ImZ. Cette représentation est appelée

diagramme de Nyquist (Figure I1.5).
Chaque point du diagramme correspond a une frégutmmmnée du signal d’entrée.

-lmZ

/‘
'\f

&

-
L

RZ

Figure I.5 : Diagramme de Nyquist.

L'impédance d’électrode est une fonction a la figsla fréquence et du point de polarisation
P (l,Eo) (Figure I1.4). La limite haute fréquence du degme fournit la valeur de la
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résistance d'electrolyf,. Quant a la limite basse fréquence, elle équiayr, +R,),
R,porte le nom de résistance de polarisation, défmime l'inverse de la pente en P de la

courbe courant potentiel stationnaire corrigéeadehute ohmique ainsi :

_dE

PTG (Eq.I.14)

Entre ces deux limites, la dépendance en fréequéage c’est-a-dire son comportement non
résistif, provient de :

- La contribution capacitive de la double couche tébetimique, illustrant une
modification de la répartition des charges éleagic I'interface (déficit ou exces
d’électrons du coté de I'électrode et excés ouwdéde charges ioniques du coté de
I'électrolyte).

- La contribution faradique liée au courant électeiget la réaction électrochimique
(transfert d’électrons a travers l'interface).

En termes d'impédance, la charge de la double eowst représentée par une capacité

C,(quelques dizaines de UF/®m Quant au processus faradique, il est décrit e

impédance Z dite impédance faradique.
Si les effets capacitifs et faradiques sont supposélditionnés, alors [linterface
métal/électrolyte est représentée par le circ@ttébnique général de la Figure 1.6 appelé

circuit de Randles.

| |
Re | |

aVAVAYA B

Figure I1.6 : Circuit de Randles

Dans ce cas, I'impédance d’électrode se calcukadelde la relation suivante :

Z(w) =R, + Z:(4) (Eq.B)1
1+ 4C,Z, (@) s

L'impédance faradiqueZ. est une combinaison de plusieurs impédances. Biepend

toujours un terme résistif appelé le transfert Harge R, et, selon les mécanismes, des
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impédances de concentrations d’especes éléctreactiv solution (impédance de diffusion
convection) et/ou en phase adsorbée.

La figure II.7 montre un diagramme de Nyquist cep@nd a une cinétique mixte
d’activation-diffusion. Il se compose d’'un demi-clerqui correspond au transfert de charge,

suivi d’'une droite Warburg, dont la pente est d& 4Ssocié a 'impédance de diffusion.

-lmZ
A .
Contréle par la

Contréle cinétique diffusion

 EREEEERY 3

£ :

Figure 1.7 : Représentation de I'impédance électrochimiqueespondant a une
cinétigue mixte d’activation-diffusion.

v

R.Z

[I-4-3 Conditions expérimentales
lI-4-3-1 Cellule électrochimique :

Aprées colonisation, les échantillons sont rincébeau distillée et transférés sur un autre
montage comportant une cellule électrochimique siae a trois électrodes et un
potentiostat/galvanostat de marque Autolab PGSTATB& Chemie) (voir Figure 11.8).

L’'ordinateur controle les mesures par deux logixi@PES et FRA. Les mesures sont

maintenues en température ambiante et en mili€u aér
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Mandrin
Electrode de référence du moteur
(ECS) —>
Grille de platine
L || {Contre électrode)
Embout cvlindrique —

(Electrode de travail)—

Figure 11.8 : Schéma du montage expérimental @ipsur les mesures électrochimique

1I-4-3-2 Electrodes :
[I-4-3-2-1 Electrode auxiliaire (contre électrode).

L’électrode auxiliaire utilisée est une grille elatme. Son réle est d’assurer le passage du
courant électrique dans le montage a trois éleessode minimiser I'effet de polarisation et
localiser la chute ohmique au voisinage de I'étatrde travail.

[1-4-3-2-2 Electrode de référence :

C’est une électrode impolarisable dont le potentst rigoureusement constant et
reproductible, le potentiel de référence est aw@al Saturé (ECS). La correspondance du
potentiel de cette électrode a celui de I'électrndamale & hydrogene (ENH) est donnée par

la relation suivante :

E/ECS = E/ENH);244 Volt (Eq. 11.16)
L'électrode de référence est placée le plus presiple de I'électrode de travail afin de
limiter les erreurs de mesures dues a la chuteaqurinduite par I'électrolyte.

lI-4-3-2-3 Electrode a disque tournant (électrode d travail) :

Pour chaque mesure, I'échantillon prélevé du mantdg colonisation est adapté sur le
support a disque tournant, constituant ainsi ltébele de travail. La surface mise en contact
avec la solution de travail est un disque en patimeen or de surface 0.03 et 0.16 cm?2
respectivement. Les électrodes elles-mémes sorst feome cylindrique enrobées par une
résine, dont les embouts sont reliés a des tigedeerpour permettre la conduction

d’électricité. Ces électrodes sont reliées a umégys qui assure une agitation constante et

homogene au voisinage de I'électrode. Le dispasitifnant est de marque TACUSSEL, type
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CV101 (CTV101) dont la vitesse de rotation est cosgpentre 0 et 5000 tr/min. L'utilisation
d’'un tel systéme offre en outre la possibilité dtger le comportement des électrodes dans les
conditions d’agitation variables mais bien définies

lI-4-3-2-4 Polissage mécanique des électrodes davail :

Le polissage du métal est une étape tres importauoie peut étre responsable de
lirreproductibilité entre plusieurs mesures. Lebhde la méthode de polissage est déterminé
par la dureté du métal a polir.

Avant immersion, les électrodes de platine et damt polies au papier abrasif de carbure de
silicium de grains 1200 et 2400, rincées avec #ath puis I'eau distillée. Le traitement de
surface est effectué a I'aide d’'une polisseuse/pe METASERYV 2000.

lI-4-3-3 Solutions électrolytiques :

La réaction mise en jeu par le couple réde(CNY /Fe(CN}~ est généralement employée

pour I'étude du transport de matiére car elle gg€emement rapideAinsi, une concentration
de 10 mM en présence de I'électrolyte support, rcidode potassium (KCl), a 0.5 M a été
utilisée.ll est important de remarquer qu’une étude préeded@®8] a permis de veérifier
le caractére non bactéricide de ce traceur éldudtroque. Par ailleurs, les mesures

d'impédance électrochimique ont éte réalisées diruriKCl, 0,1 M.
lI-4-4 Technique de mesures locales:

Jusqu’aux années 1980, une expérience électroammitpssique impliquait I'application
d'une perturbation en terme de courant ou de pieleatune électrode métallique de taille
millimétrique. L’apparition des microélectrodes (M& la fin des années 1970, alliée a la
résolution spatiale de la microscopie a effet tl(®&M) «Scanning Tunneling Microscopy»,
ont conduit au développement de nouvelles techsigeanicroscopie a sondes locales basées
sur le déplacement de microélectrodes au voisidagee interface, telles que la technique
d’électrode de référence a balayage (SRET) «SegriReference Electrode Technique», la
technique de [I'électrode vibrante a balayage (SVEBcanning Vibrating Electrode
Techniqgue» et la microscopie électrochimique a yama (SECM) «Scanning

ElectroChemical Microscopy» [103, 104].

Ces techniques de mesures locales ont rapidememues un essor considérable et
constituent désormais de nouveaux concepts ddysmeélectrochimique. En effet, la plupart

des techniques de mesures électrochimiques tells Igp voltamétrie cyclique, la
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chronoampérométrie et la chronopotentiométrie, peugtre réalisées a 'aide d’un dispositif
SECM/SRET. A noter que sur le plan expérimentabiesx techniques peuvent étre réalisées
sur le méme dispositif (cela a été le cas dan® qetisente étude). De plus, la résolution
spatiale permet d’augmenter fortement les capadiéstechniques électrochimiques pour la
caractérisation d’interfaces ou la mesure de @jnés par exemple [103].

Nous rappelons que dans le cadre de cette étigdmdsures locales effectuées et présentées
dans ce mémoire concernent uniqguement la techrdt@lectrode de référence a balayage
(SRET), grace a l'utilisation du montage expérinaédbnt dispose 'UPR 15 du CNRS.

Pour bien comprendre le mode de fonctionnement ette dechnique de pointe, il est
nécessaire de connaitre les propriétés des mictogdes. La présentation générale des
différents types et des principales caractérissgde ces dernieres est donnée ci-dessous.
L’accent est par la suite mis plus spécialementesimicroélectrodes disque plan, qui sont

les plus largement utilisées dans les mesuresdgcal
[I-4-4-1 Les microélectrodes :

Les microélectrodes encore appelées ultra-microéies ont été largement étudiées et
décrites dans la littérature [102, 103]. Elles éspntent I'élément central de la transduction
d’'un mécanisme interfacial ou de la modificationdlisée d’'une interface et a donc un role

essentiel dans les mesures locales.
lI-4-4-1-1 Les différents types de microélectrodes

On appelle microélectrode (ME) une électrode domé ules dimensions au moins est
micrométrique [104]. Les microélectrodes peuvene élifférenciées par leur géométrie et,
selon Forster [105], on peut en définir cinq pnraeix types qui sont illustrés sur la figure
I1.9. La plus utilisée est le micro disque, vienhensuite les cylindres et les réseaux, puis en

forme de bande et anneau, et enfin, les formeglegras ou hémispheres [103, 106].

Dans le premier cas, la tres grande majorité dedeétont impliqué des microélectrodes
disque plan. Il existe cependant quelgues exemgdegéométries originales, comme les
électrodes utilisées pour le couplage SECM-AFM [l10Dans le cas de sondes
potentiométriques, en plus des électrodes discare glhssiques qui peuvent étre modifiées
par la suite pour former une microélectrode séledil08], certaines études ont été réalisées

avec des micropipettes [109].
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Figure 11.9: Schémas des géométries de microéldesdes plus utilisées [104].
lI-4-4-1-2 Propriétés des microélectrodes :

Les dimensions des microélectrodes, qui sont ddrkode quelques micrometres, permettent
[1.10).
L'épaisseur de cette couche de diffusion dépendqueament de la géométrie de I'électrode
[104, 106].

'établissement d'un régime stationnaire de difisi hémisphérique (Figure

/
(a) am
8 ,f
< 59 |
= N ‘,.;;13:;'
/
Red ox 5 /:’/j
24NN —
Red Red 0.1 ‘ D‘D ' OH T 0‘2 , 073 ‘ D:4 . a)

E/VIECS
Figure 11.10 : Représentation de la diffusion hémhiérique de I'espece électroactive sur une
microélectrode (a = m) en solution (a) et son voltamogramme a v = 10sthfans une
solution de KFe(CN) 10 mM + KCI 0,5 M (b) [106].
En présence d'un couple redox, la réponse d'une MEn échelon de potentiel est
caractérisée par I'établissement d’'un courantsiatire, 4, limité par la diffusion. J est
proportionnel au rayoa de I'électrode, selon la relation obtenue pargrdaéon de la loi de
Fick [110]: I

=4nFDC_ a (Eq.N17

ou n est le nombre d’électrons échangés, F la aotestde Faraday, D le coefficient de
diffusion, C, la concentration dans la solution de I'espécetélactive consommée et a le

rayon de la microélectrode.

37



Chapitre |l Conditions et méthodes expérimeasal

Les microélectrodes ont permis la progression ¢éusieurs domaines de recherches. Ainsi,
la dépendance directe du courant stationnaireyamnrde la microélectrode, a la constante de
diffusion et a la concentration de I'espéce actést,exploitée dans I'électrochimie analytique
[103, 104]. Du fait de la faible chute ohmique d@sroélectrodes, il est possible de faire des
études dans des milieux trés résistifs, qui soatrdiéieux faiblement concentrés [104]. Les
dimensions des microélectrodes permettent, pauad] d’exploiter les systemes biologiques
et faire des analyses vivo [111, 112]. On notera aussi que la faible constalet temps des
microélectrodes permet d’accéder a des cinétiqapsles en utilisant la voltampérométrie

cyclique avec des vitesses de balayage élevéek [104
lI-4-4-1-3 Fabrication des microélectrodes disquelpn:

La fabrication des microélectrodes et leur optitigsaont fait I'objet de nombreux travaux de
recherche [103, 104, 113-115]. Le schéma d'uneodliectrode est représenté sur la figure
[1.11. Nous décrivons, dans ce qui suit, les étajesonfection des microélectrodes réalisées
au laboratoire : le matériau d’électrode, un fih (argent dans notre cas) de quelques
micrométres de diamétre (80 um), est soudé aved da cuivre étamé, puis recouvert par
une couche cataphorétique. Le fil d’argent est imsnséré dans un capillaire, le tout est
rigidifié par I'ajout d’une résine a l'intérieur dee capillaire. La microélectrode est ensuite
polie avec du papier abrasif jusqu’au grade 2400.r&alise ensuite une électrodéposition
d’AgCl par voltamérie cyclique pour rendre la peimius conductrice [104]. Il est important
de signaler que quelle que soit la technique @églipour fabriquer ces ME, celles-ci sont
systématiqguement testées en électrochimie avecouple redox connu (par exemple :

solution de ferri / ferrocyannure de potassium).

Calectenr en Résine
crivre époxy

‘

) |
Capillaire en - |
varre & Argeni

Figure I1.11: Schéma d'une microélectrode disquanpl

38



Chapitre |l Conditions et méthodes expérimeasal

En résumé, la fabrication des ME est une étapeatéliet nécessite une certaine précision de
I'opérateur pour les réussir. Par conséquent,dex goints clés suivant doivent étre respectés
[104] :

- Le scellement du micro fil dans le capillaire. Sanvla température de fusion on peut
faire fondre le verre sur le matériau (sans déforteemicro fil métallique) ou le
sceller a I'aide d’une résine (aprés une isolal@abérale du fil).

- La jonction entre le fil de la microélectrode etcl@lecteur (fil de cuivre étamé) par

une soudure a I'étain, contact par mercure, lacargent ou vernis conducteur.
lI-4-4-2 Technique d’électrode de référence a balage (SRET) :
lI-4-4-2-1 Généralités et principe :

Depuis le développement des microélectrodes, oegesire de plus en plus de références
bibliographiques qui font appel aux techniques @sumes locales. Le positionnement précis
des microélectrodes a proximité d’'une interfacemrl’étude d’interfaces que seul ce type
de mesure autorise. Des avancées considérablesddansmbreux domaines de recherche
sont par conséquent constatées grace aux nouwdgb@mations apportées par les résultats de
ces mesures. C’est le cas, de la SRET notamment&badierin situ divers cas de corrosion
(corrosion localisée, la corrosion par piqure I'ohitiation a son développement, I'inhibition
de la corrosion et I'érosion des couches de predigtcorrosion) [116, 120-124].

Koster etcoll [125] I'ont également utilisée pour vérifier larmhuctivité de microélectrodes.

Un exemple d'utilisation de cette technique patudle de la corrosion localisée a été décrit
par Cui etcoll. [116]. lls ont visualisé les sites anodiques ehedigues sur un acier au
carbone subissant une corrosion par piqQre en mprésd'ions halogénures. Cette étude a
permis de montrer que la SRET est tres sensiblefaibles changements des valeurs de
potentiels. Les images récoltées traduisent deéraprécise I'apparition des piqdres.

Zin et coll. [113] ont également utilisé cette technique pétudier la corrosion de l'acier
galvanisé par une couche d’époxy en milieu légéntraeide et son inhibition par I'ajout
d'un pigment d'époxy chromé. Les résultats obteoms montré que les sites locaux
anodiques et cathodiques sont bien distincts etfixes sur I'acier contenant des défauts de
surface.

La technique d’électrode de référence a balayageires méthode qui permet d'avoir les
variations de potentiel a I'échelle microscopique e surface d’'un matériau, sans recours a

la modification des processus chimiques qui seuénd a sa surface. Cette technique de
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mesure de faibles valeurs de potentiels relie idase active du matériau a I'électrolyte
existant a son voisinage [116, 117]

Il est important de préciser que la SRET mesurdidtribution du potentiel, au voisinage
d’'une surface électrochimiqguement active, engengagaun flux de courant local (le courant
global est nul), qui peut traduire une corrosiaralsée ou corrosion galvanique [118].

La distribution des lignes de potentiels et de antidlocaux a la surface d'un matériau
électrochimiquement actif est schématisée suglardi 11.12 ; les lignes équipotentielles étant

perpendiculaires aux lignes de courant [119].

Electrolyte

TN

~ -
,/ @ +—Lignes de courant
£\ Y. N

Cathode Anode Cathode

Lignes équipotentielles
i

Figure 11.12: Principe de mesure des gradients deeptiels locaux avec une ME [119].

La technique sert a quantifier les distributionspad¢entiel au voisinage de la surface d'un
échantillon. Il existe plusieurs modes pour effectoes mesures. La différence de potentiel
peut étre mesurée en déplacant la sonde a proxduitsubstrat entre une microélectrode
simple et une électrode de référence en solutioa,microélectrode simple et le substrat ou
bien entre les deux fils composant une bi-micraébele [104].

[I-4-4-2-2 Dispositif expérimental :

Le dispositif expérimental utilisé est présentééschtiquement dans la figure 11.13. Il est
constitué de deux parties principales, une prengpete le positionnement de la sonde et une
seconde pour la régulation et la mesure des petentlles sont toutes les deux contrdlées
par un ordinateur a l'aide d’'un programme unigue.sistéeme de positionnement permet de
déplacer la sonde dans les trois directions dedes avec une résolution dépendante du
matériel (c'est-a-dire systeme de motorisationtirdaet contrbleur). Les valeurs de la
différence de potentiel entre la microélectrode meolkt I'électrode de travail fixe sont

collectées par un multimeétre relié a l'ordinatelutappareillage présenté ici, bien que

suffisant pour réaliser des mesures, est souvenplévé par d'autres éléments (caméra, table
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anti-vibration, cage de Faraday,...) afin d’optimiteprécision et la résolution des mesures

[104].

Bipotentiostat

i_E‘-—— U
e
> | —

Figure 11.13: Schéma de principe de la SRET [118]

Expérimentalement, une fois la ME positionner a diseanceth fixe par rapporiu substrat,
comme le montre la Figure 11.13, la sonde est d@&a@aselon I'ax& a une vitess&x = 50
um.s' pour différentes valeurs deespacées régulierement d’'un pgs=5 um. Le balayage

de l'axex s’effectue dans les deux sens (Figure 11.14)

[

Y

A

Y

A

Y

A

Y

A

Figure 11.14: Direction du balayage de la microéleaxle dans le dispositif de la SRET [104]

Aprés enregistrement, les données sont exploitdesup logiciel de calculQrigin 7, qui
permet de tracer les cartographies en trois dimasgi3D), dont les cordonnées sont I'axe

ety représentent la surface balayée, et I'akedifférence de potentiel enregistrée.
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A noter que les valeurs du potentiel ont été cémiy dans la dimensig®z pour cause de
linfluence du bruit sur la mesure, qui se tradpiér une dérive de potentiel dans les
cartographies [125].

lI-4-4-2-3 Conditions expérimentales

Les mesures par la SRET nécessitent l'utilisatienndcroélectrodes actives et fiables. Un
traitement préalable de ces microélectrodes cdofesdes au laboratoire est donc
indispensable afin de nettoyer les pointes et demgire I'obtention de réponses
électrochimiques reproductibles [104]. Ainsi, cek Mhe fois préparées, (voir paragraphe II-
4-4-1-3) sont polies au papier abrasif de carbersikicium de grains 1200 et 2400, rincées a
'éthanol puis a l'eau bidistillée. Avant chaque suee, I'activation de cette derniere
s’effectue en milieu KCl a 2 M par voltametrie dgcle (15 cycles) a une vitesse de balayage
égale & 10 mV§ en utilisant une électrode de référence au cdlsaterée (ECS) et une
contre électrode en platine.

L’électrode de travail qui représente le substrablaniser, est en platine de diameéetre 5 mm
(soit une surface de 0.785 cm?), sous forme cyilijudrenrobée par une résine, dont 'embout
est relié a une tige en fer. Cette électrode estdargée dans un circuit d’eau de robinet de
Paris, & raison d’'un débit de 80 ml.fan

Afin de préserver la structure du biofilm formé s$es électrodes, il est important de rincer
avant chaque mesure de SRET les échantillons ksantiune solution appropriée. En effet,
en se basant sur des travaux de la littérature] [126avere que I'emploi de l'acide (4-2-
hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic, noté HSPa 0.1 et pH=7.4 permet de mieux
préserver I'encapsulation des bactéries dans lgsgoes extracellulaires comparativement a
d’autres milieux de rincage tels que l'eau dés@misu PBS (phosphate tampon saline ;
NaHPO,). Ainsi, le rincage du biofilm par cette solutioanserve I'état des bactéries au sein
de la matrice polymérique sans les décrocher. Gaitage est di a I'attraction électrostatique

entre I'acide exopolysaccharide et la partie pip@éade 'HEPES [126].

A chaque mesure locale, correspondante a des &gésofims différents, I'électrode est

adaptée sur le montage montré sur la figure leb3a fixant dans une cellule confectionnée
spécialement pour ce genre de mesure (figure lILbyurface a analyser est orientée vers le
haut, permettant ainsi le positionnement et le alE#phent de la microélectrode a sa

proximité. Ces mesures sont effectuées en milieldKCM [125].
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Solution (KCI) o}

= Cellule
—

Electrode de Vue de haut de la cellule aprés

& platine (Colonisée) insertion de I'électrode de platine

Vue de face de la cellule avant
insertion de I’électrode de platine

Figure 11.15: Schéma de la cellule employée dansmlentage de la SRET
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Chapitre Il

Détection et caractérisation des biofilms

Ce chapitre est consacré a une premiere partigadailt réalisée aux laboratoires
d’Electrochimie-Corrosion et de Microbiologie Apgliée de I'Université de Béjaia. On y
présentera les résultats obtenus sur la formatesn kiofilms et leurs caractérisations par
différentes techniques électrochimiques, dites akd associées a des mesures

microbiologiques indispensable a une telle étude.

llI-1 Caractérisation de I'eau d’alimentation :
L’eau utilisée dans cette partie est I'eau potaddienentant I'Université de Béjaia. Les
caractéristiques physico-chimiques moyennes de @&ztti pendant la période d'étude sont

présentées sur le tableau IIl.1 :

Parametres Valeurs
pH 7,5-7,8
Conductivité (uS cim) 812
Dureté totale (TH en °F) 36,4
Alcalinité (TAC en °F) 4,1
Teneur CI (mg/l) 78
Teneur en @dissous (mg/l) 5,12

Tableau Ill.1 : Caractéristiques physico-chimiquiesl'eau potable de Béjaia

Les analyses ont été effectuées selon les modeatopés cités dans la littérature [95,96] et
rappelés dans ce mémoire (voir chapitre Il et aari®x

Les caractéristigues microbiologiques de cette eau été déterminées grace a laide
précieuse du laboratoire de Microbiologie Appliquéeles dénombrements bactériens ont pu
étre effectués. Des échantillons d’eau ont éteepédl a différents endroits de I'installation a
savoir : a I'entrée, dans le bécher et a la s¢rog Figure 11.1).

Les flores totales aérobies et anaérobies ontéiéndbrées aprés ensemencement en masse
sur boites de pétri contenant un milieu de culticke gélosé (Columbia). La température

d’'incubation est de 37 °C. Apres une durée de d@&ds, on remarque la présence de
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colonies sur les boites. Ces colonies, de taiiemeleurs différentes (creme, orange, blanche
avec une dominance des crémes), correspondent aigries anaérobies strictes ou aéro-
anaérobies. Le nombre de colonies calculé est ad®67 UFC.mt & I'entrée, 77 UFC.rii
dans le bécher et 110 UFC:h la sortie de celui-ci.

La présence de bactéries aérobies n'a pu étre téétetans ces conditions, ou le
dénombrement a été réalisé en masse. Pour renthecale I'absence ou de la présence de
ce type de bactéries, un dénombrement en surfaceesssaire. En effet, a défaut de déposer
des gouttes d’eau dans les boites de pétri ponaljae, un étalement de I'échantillon sur la
gélose a I'aide des oses en plastique est effectué.

A 48 heures d’incubation (voir la figure Ill.1), samarque un développement important des
colonies oranges dans la premiere boite (échamgitélevé a I'entrée de I'installation) et des
cremes dans les deux autres boites (échantillos geins le bécher et a la sortie de
l'installation). Par ailleurs, on constate I'abserdes colonies de petite taille et de couleur
blanche qui correspondent aux bactéries anaérstietes.

Il ressort de ces résultats I'absence de bactééexbies strictes dans I'eau analysée.

Par ailleurs, la méthode de coloration de Gram toptincipe est cité auparavant (annexe 1)
est utilisée afin de caractériser le type de bmdérésentes dans I'eau. Il s’avere que 'eau
prélevée garde sa couleur violette aprés décadoragtar I'alcool éthylique, ce qui refléte la
présence exclusive de bactéries Gram positifs. déolation au microscope a permis de
distinguer deux formes. Les bactéries de couleemeret blanche sont sous forme de coccies
en chainettes alors que les oranges apparaisseistoé®es soit en diplocoques, sous forme de

streptococcies en chainettes.
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Figure Ill.1: Images des boites de pétri aprés 48ihcubation par ensemencement
en surface d’'un échantillon d’eau potable de léevile Béjaia prélevé a différents endroits de
linstallation : (1) a I'entrée, (2) dans le béchdB) a la sortie

[1I-2 Détermination électrochimique de I'épaisseurdu biofilm :
[1I-2-1 Détermination du potentiel imposeé :

Pour caractériser le biofilm et suivre son évolutiau cours du temps par la technique
électrochimique, le signal étudié est le couramtespondant a la réaction de réduction du
ferricyanure (F&) en ferrocyanure (B8 suivant la réaction suivante :

Fe(cN)* +e - Fe(cN);* (Eq.lll1)

Il s'agit en réalité de déterminer I'écart entreteirant mesuré en présence de biofilm et celui
obtenu en son absence. Pour ce type de mesurefemtipl est imposé a I'électrode de travail
correspondant au potentiel de réduction du traélegtrochimique a la surface de I'électrode.
Au préalable, il a été nécessaire de réaliser aigs s7oltampéromeétriques pour déterminer la
plage de potentiel pour laquelle on obtient, dans conditions expérimentales, le courant
limite de diffusion.

Les courbes de polarisation cathodiques de la tiésuau traceur électrochimique a
différentes vitesse de rotation de I'électrode eha vitesse de balayage de 10 mglgenus

sur le platine et I'or dés immersion, sont illusséur les figures 111.2 et 111.3 respectivement.
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Figure II.2 : Courbe courant-potentiel a différestvitesses de rotation d'une électrode
en platine nu avec le traceur Ferricyanure
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Figure 1.3 : Courbe courant-potentiel a différentes vitessesotition d'une électrode en
or nu avec le traceur Ferricyanure

Dans le cas du platine, figure 111.2, on remarque b palier de diffusion est bien défini pour

toutes les valeurs étudiées de vitesse de rotpti@yue les valeurs de la densité de courant
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restent sensiblement constantes dans un large denu® potentiels, d@ V/ECS a

- 1 VIECS. La hauteur du palier de diffusion augmemntecd’intensification du transport de
matiere due a l'augmentation de la vitesse deiootade I'électrode. La sensibilité de ce
palier aux conditions hydrodynamiques est en acewmet un contrdle diffusionnel de la
réduction du ferricyanure de potassium en ferrogy@an la hauteur du palier correspondrait
au courant limite de diffusion.

Concernant les résultats obtenus sur I'électrodergfigure 111.3, on constate I'apparition de
deux paliers bien distincts quelque soit la vitesge rotation. Le premier, situé entre
- 50 mV/ESC et 300mV/ECS, est attribué a la réduction du traceuctadehimique utilisé.
Le second, qui se trouve entre950mV/ECS et -1400mV/ECS, est due a la réduction de
I'oxygene résiduel dissous. Ce dernier a pu étmeidé comme en témoigne les résultats de la

figure I11.4 obtenus en milieu désaéré par sim@lbbtage d’argon dans la solution.

I ——AVEC O,
2k ----SANS O, !

i (MA/cm?2)

" 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 "
-1.8 -1.6 -1.4 -1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4
E (V/ECS)

Figure Il.4: Courbe courant-potentiel a 1000 trimd'une électrode en or
avant immersion avec le traceur Ferricyanure ersprce

Dans les deux cas étudiés et a fortes polarisatithodiques, nous enregistrons une évolution
rapide du courant due a la décomposition du solxeet dégagement de I'’hydrogene.
En conclusion, le potentieR50 mV/ECS a été choisi comme potentiel de polarisatie

I'électrode d’or ou de platine pour les mesuregsawrant limite de diffusion.
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[11-2-2 Détermination du coefficient de diffusion :

La figure II.5 représente un exemple du tracé sbeonpérométrique a différentes vitesses de
rotation de I'électrode de travail. Cette mesuremmt de déterminer les courants limites

3.2

correspondants a chaque valeur de vitesse applaglé@&ectrode.

i (mA/cm?)

L L 1 L 1 L 1 s
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Temps (s)

Figure 1.5 : Courbe i=f(t) a différentes vitessds rotation (0 a 2000 tr/min) d'une
électrode en or dans une solution de ferricyanufelanM dans KCL a 0.5 M,
Eimp=-0,25 V/IECS

Les valeurs tracée en fonction 8¢ c.a.d en représentation de Levich, sont asseheso
dans les deux cas étudiés et se placent sur digssdinéaires dans tout le domaine de vitesse
exploré (Figure I11.6). Ces données suivent bierelation de Levich. Notons cependant, qu'il
existe de faibles valeurs positives des ordonnééwigine qui correspondent a un courant
non diffusionnel, attribué au dégagement de l'oxygéou de I'hydrogéndon ne peut

I'attribuer au dégagement de I'hydrogene car est loin du potentiglorrespondant).
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Figure II.6: Tracé de Levich des électrodes opkitine avant immersion
avec le traceur Ferricyanure

L’application de la loi de Levich (Eq.11.8) a pesrile déterminer les valeurs du coefficient de

diffusion, en utilisant les valeurs numériques anies :
%

= IL
o /(o.aans %v%\/%g%cw) (Eq.11.2)

C..: Concentration de I'espéce électroactive dansllatisn (10° M dans ce cas),
V : viscosité cinématique du milieu (1@n?.s%),

F : Faraday (96484.56 C.n)

n : nombre d'électrons échangés (n=1 pour le femiare),

| : Intensité de courant limite (en mA),

Q : vitesse de rotation de I'électrode tournanten(tr),

S : surface de I'électrode tournante {gm

Les valeurs du coefficient de diffusion déduitesitsde l'ordre de 9,6. IDcnf.s® et
6,4. 10° cnf.s’pour I'or et le platine respectivement. Il est demda divergence des valeurs
calculées par expérience alors que l'on s’attehdrailes valeurs beaucoup plus proches
puisqu’il s’agit d'un méme milieu. Néanmoins, cealeurs restent d’'un méme ordre de

grandeur que celle de la valeur théorique extdetéanalyse bibliographique [15], qui est de

50



Chapitre 1l Détection et caractérisation des liiak

5,6.10° cnt.s™. C'est cette derniére valeur que I'on va par lgestonsidérer dans I'ensemble

de nos calculs pour la détermination de I'épaisdesrbiofilms.
[11-2-3 Résultats obtenus sur l'or :
[11-2-3-1 Courbe courant —vitesse de rotation :

Les courbes courant-vitesses de rotation de I@det d’'or au cours d'une phase de
colonisation de 8 semaines a une température de 8Gfit représentées sur la Figure 1.7,
selon la représentation de Levich, & savoir iG*fj. On remarque qu’au dela de deux jours
d'immersion les tracés ne sont plus des droitedles ne passent pas par l'origine, la loi de
Levich n’est plus vérifiee et la représentatiorkaitecky-Levich doit alors étre utilisée pour

la détermination de I'épaisseur du biofilm.

Au jour O
Au jour 2
Au jour 6
Au jour 8
Au jour 10
Au jour 13
Au jour 19
Au jour 23
Au jour 37
Au jour 41
Au jour 47
Au jour 54
Au jour 58
Au jour 68
Au jour 77
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u
[ ]

SN
L
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Figure II.7 : Tracé de Levich d’'une électrode eravec le traceur Ferricyanure a différents
temps d’'immersion

Les variations de la densité de courant donnéekapaprésentation de Koutecky-Levich

(it = Q) sont présentées sur la figure 11.8.
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Figure 1.8 : Tracé de Koutecky-Levich d'une électrode en or &é@aceur
Ferricyanure a différents temps d’'immersion

L’analyse de ces courbes a permis de noter lesspsiivants :

» Au temps initial, c.a.d en absence du biofilm, teite passe par I'origine confirmant
de nouveau que la loi de Levich est vérifiée. Cepgumet en réalité de négliger la
contribution du faible courant d’activation enrégdssur le processus de réduction
étudié (voir Figure I11.7).

» Quand le temps d'immersion augmente, donc avewlasance de I'age du biofilm, le
courant mesuré diminue et ce, pour chacune dessesale rotations appliquées. Cette
réduction de courant mesurée a la surface de tféde caractérise la formation du
biofilm dans le temps. En présence de ce derngrx donclusions peuvent étre tirées
en fonction de I'age du biofilm :

v/ Jusqu'a 8 jours d'immersion les courbes sont sésint des droites dont
I'extrapolation de I'ordonnée a l'origine permet déterminer I'épaisseur du
biofilm. Ce qui confirme l'application de la relafi (Eq.I1.9) pour un age bien
déterminé du biofilm< 8 jours):

d=nFDCySia0’ (Eq.111.3)

v" Pour des temps d'immersion plus important (au-del&8 jours), on constate

gue la méthode Koutecky-Levich n’est plus valahlefait que des courbures

apparaissent, ce ne sont donc plus des droitesoisequence, I'application
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de la relation (EqQ.11.9) ne peut étre appliguéesEtasant sur les travaux de la
littérature [15, 98], ce résultat est attribué gpiésence d’un film poreux a la
surface de I'électrode. Ce qui laisse penser gpassivation progressive de la
surface de I'électrode. L'exploitation des donnébsenues jusqu’a présent
prenait comme hypothese que I'épaisseur du biofilest indépendante de la
vitesseQ de rotation de I'électrode. Dans le cas contraitela dépendance de
I'épaisseur d’'une couche poreuse en fonction dedéase de rotation est mise
évidence selon une variatiod=if (Q %), la relation (Eq..14) est appliquée
pour accéder aux valeurs de I'épaisseur du biofills,50] et que nous

rappelons ci-dessous :

3, =nFD;SC,(iny " ~i0i0)

[11-2-3-2 Cinétique de formation du biofilm :

La figure II.9 représente I'évolution de I'épaissal’un biofilm formé sur I'électrode d'or a

la surface de laquelle circule une eau potable gr@ntd semaines a 37 °C.

A chaque temps d'immersion, I'épaisseur est détegmia partir de I'équation (Eq.I1.14) pour
différentes vitesses.

On remargue que lorsque 'hydrodynamique augmeetegui se traduit par une augmentation
de la vitesse de rotation de I'électrode, I'épaisstu biofilm reste sensiblement constante,

mettant ainsi en évidence un caractere non élastqbiofilm.
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Figure 111.9: Variation de I'épaisseur d’un biofilm obtenu sle@rode en or
apres 77 jours d’immersion
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Une autre présentation de ces résultats est dosumééa figure 111.10, ou I'épaisseur est
donnée en fonction du temps d'immersion pour diffées vitesses de rotation.

20 —#— 100 tr/mn
18 _ —&— 300 tr/mn
n 500 tr/mn
—~ 16 L & ° —w— 700 tr/mn
§_ f 1000 tr/mn
= 14} G v\. —<— 1500 tr/mn
E © ”/1},,\ —»— 2000 tr/mn
Sl FA D,
o #l%l \‘ii: \f%u\
10 - PO
_g S ‘\\\3
§ 8 Phase de stabilisation
)]
@o 6F
©
o ar
2p/m e
& Phase d'initiation
0 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " ]

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Temps d'immersion (jour)

Figure I11.10 : Variation de I'épaisseur d’'un biofilm a différesteitesses de rotation de
I'électrode en or apres 77 jours d'immersion

Pour des temps d’'immersion inférieurs a 24 jouépdisseur est indépendante de la vitesse
de rotation et varie de 1 pum a 13 um.

A des temps plus longs, cette épaisseur continweadige et devient plus sensible a la vitesse
de rotation pour une période allant de 24 a 40sjalimmersion. Ce comportement indique
un caractére élastique du biofilm.

Au dela de 40 jours, on enregistre une diminutiercedtte épaisseur, traduisant un caractere
plus rigide du biofilm élastique.

Cette notion d’élasticité varie avec lI'age du bofiet s’explique par les propriétés
structurales du biofilm évoquées dans la littéeati®, 18, 127], ou le caractéere poreux du
biofilm résulte de l'organisation morphologique @ut d’amas cellulaires, qui, sous la
contrainte, se tassent sur le support entrainans alne diminution globale de I'épaisseur du
biofilm. Ce phénoméne peut également étre attridbua forte minéralisation de certains
biofilms, telle celle décrite par Hiernaux [32].

Par ailleurs, la comparaison de nos résultats esex de la littérature montre une divergence

du comportement observé en fonction de I'age dfilivio

54



Chapitre 1l Détection et caractérisation des liiak

En effet, certains auteurs ont démontré le comtrd@ ce que nous avons obtenu, c.a.d, pour
des biofilms « jeunes », I'épaisseur est varialblsemsiblement dépendante de la vitesse de
rotation de I'électrode, mettant en évidence laci@re élastique du biofilm.

Pour des biofilms plus agés, cette épaisseuradesalstabiliser pour devenir indépendante de
la vitesse de rotation, indiquant ainsi que I'épais mesurée semble atteindre une valeur qui
suggere la présence d’'une couche plus mature dossfucturée.

Néanmoins, d’autres travaux [15] ont aboutit auxmag conclusions que celles présentées
dans ce travalil.

La figure 11.11 présente un exemple d’évolutionl@paisseur formée, obtenue a une seule
vitesse de rotation, a savoir 500 tr/mn.

La cinétigue de croissance du biofilm montre de iBrangénérale que I'évolution de son
épaisseur passe par plusieurs phases :

+« une phase initiale de croissance de l'ordre deu6sjdans nos conditions opératoires,
confirmant ainsi les résultats de la littératuré,[30]. On prétend en effet que cette
durée peut varier d'un biofilm a un autre et peétendre sur une période allant
jusqu’a 8 voire, 10 jours.

¢ une phase de croissance, ou l'on enregistre uraentgtion rapide de I'épaisseur du
biofilm, passant de 3 um a 13 um en 14 jours. B&imum de croissance est atteint
au bout de 37 jours d’'immersion.

% une phase de stabilisation au cours de laqueheatsice du biofilm acquiert une plus
grande maturité et tend a se stabiliser alors gae phases concomitantes
d’adhésion/décrochage plus ou moins accentuéesngmenplace a linterface
métal/électrolyte, ce qui explique la diminution K&paisseur enregistrée pour des
temps d'immersion dépassant les 5 semaines.

Ces résultats sont en accord avec ceux rappontésladittérature et sont couramment admis

par I'ensemble de la communauté scientifique [8§, 5
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Figure Il1.11: Evolution de biofilm au cours du temps sur unetédele en or a 500 tr/mn

lll-2-4 Résultats obtenus sur le platine :

[1I-2-4-1 Influence du substrat sur la cinétique & formation du biofilm :

La disponibilité des électrodes de platine au latmre nous a permis d’effectuer en paralléle
les mémes séries de tests que celles décritessisl€37°C et un débit de 42 ml/mn). Les
résultats obtenus ne traduisent pas de différesigméficatives avec ceux obtenus sur l'or,
comme on peut le constater sur les figure 111.121let3 relatives a la représentation de

Levich et Koutecky-Levich respectivement.
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Figure Il1.12 : Tracé de Levich d’'une électrode@atine avec le traceur Ferricyanure a
différents temps d'immersion
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Figure 111.13 : Tracé de Koutecky-Levich d’'une étede en platine avec le traceur
Ferricyanure a différents temps d'immersion

Cependant, il y'a lieu de noter que I'étude quatitie réalisée sur la détermination des
épaisseurs du biofilm a conduit dans le cas dungdfigure 111.14 et 111.15) a des valeurs

moins importantes en comparaison avec celles obsesur I'or (voir figure 111.9 et 111.10).
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Figure Ill.14: Variation de I'épaisseur d’'un biofilm obtenu sle@rode en platine dans un
systéme ouvert apres 77 jours d’'immersion
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Figure 111.15: Variation de I'épaisseur d’un biofilm a différesteitesses de rotation de
I'électrode en platine aprés 77 jours d'immersion

A titre comparatif, nous avons représenté surdaré I11.16 la cinétique de croissance du
biofilm obtenue sur les deux électrodes étudiéaseaseule vitesse de rotation de 500 tr/mn.
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Figure I11.16: Evolution de I'épaisseur de biofilf@rmés sur I'or et le platine a une vitesse
de rotation des électrodes de 500 tr/mn aprés ésjd’'immersion.

Une tendance de comportement similaire est obsemntte les résultats obtenus avec les deux
matériaux. Cependant, I'écart enregistré est saiif concernant les valeurs des épaisseurs
déterminées. Rappelons que la surface de I'élezteodor est supérieure d’'un facteur 5 par
rapport a celle du platine. Ceci dit, la naturenthtériau est un facteur important dont dépend
la fixation des bactéries dans la matrice organiguke développement par conséquent du
biofilm. L’étude doit étre poursuivie de manierephlpprofondie afin de pouvoir élucider les

mécanismes mis en jeu a l'interface métal/biofitrhuson.
l11-2-4-2 Influence de I'hydrodynamique sur la cinéique de formation du biofilm :

Dans le but d’élargir I'étude précédente et de mieamprendre le réle des parametres
contrélant la cinétique de formation des biofilmar des matériaux, l'influence de

I’hydrodynamique a été abordée en comparant |lesta¢s obtenus sur le platine et décrits ci-
dessus avec ceux obtenus sur le méme substrat'lors phase de colonisation de 20 jours a
37 °C dans un systeme fermé (milieu stagnant).dreeniu du bécher est ajusté chaque jour,

du fait que I'eau s’évapore a la température d'et{8¥°C).

Au temps initial, le tracé de Levich (figure 1l1.-8j de I'électrode en platine dans le systéme
fermé est une droite qui passe par l'origine, dagonfirmation de la loi correspondante. Au

dela de deux jours d'immersion le tracé présent laégere courbure. La représentation de
Koutecky-Levich (figure 1l11.17-b) ne donne pas d&wites, par conséquent les valeurs de

I'épaisseur du biofilm seront déterminées par lttygése de la couche poreuse.
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Figure 11I.17: Tracé de Levich (a) et de Kouteclgwich (b) d’'une électrode en platine
avec le traceur Ferricyanure a différents tempsnitiersion dans un circuit fermé a 37°C

L’évolution de I'épaisseur en fonction de la vieske rotation de I'électrode est présentée

sur la figure 111.18. Contrairement aux résultatdgemus sur le méme matériau dans le cas

du systéme ouvert, I'épaisseur du biofilm mesuréesdce cas dépend de la vitesse de

rotation de I'électrode reflétant ainsi un compongait élastique assez net notamment a

des temps d’immersion longs (au-dela de 10 jours).
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Figure 111.18 : Variation de I'épaisseur d’'un bibh obtenu sur électrode en platine dans un

Sur la figure 111.19, on

systeme fermé apres 43 jours d'immersion

peut constater I'écart egistré dans les deux cas étudiés (systéme

ouvert et fermé) pour une vitesse de rotation de tOnn. On remarque dans le cas du

systeme ouvert les valeurs des épaisseurs deétersnis@nt beaucoup plus faibles. Elles

atteignent 6um au bout de 37 jours d'immersion. d@atre, dans le cas du systeme fermé,

une valeur d’épaisseur 3 fois plus importante #isirde a cette méme période.
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Figure 111.19: Evolution de I'épaisseur de biofilf@rmés sur le platine dans un systeme
ouvert et fermé a une vitesse de rotation desrélées de 500 tr/mn apres 43 jours

d'immersion
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Chapitre 1l Détection et caractérisation des liiak

Ces résultats corroborent ceux de la littératuieque que dans des conditions d’écoulement
laminaire, le biofilm formé est plus souple parpag a celui obtenu dans des conditions
d’écoulement turbulent [15].

[11-3 Analyse microbiologique d’un biofilm formé sur l'or :

Le couplage entre différentes méthodes de caraati&m est le moyen le plus approprié afin
de valoriser un travail donné en apportant des rimfbions nouvelles et souvent
complémentaires. Sachant qu’il n’existe pas deiogladirecte entre le nombre de bactéries
adsorbées sur une surface considérée et son épai8keil est malgré cela intéressant de
vérifier la présence de ces bactéries sur la seidacmatériau, et ainsi justifier le mot biofilm
évoqué tout au long de ce travalil.

Les analyses microbiologiques de la biomasse fstéeun support sont rendues possibles
grace a l'utilisation des ultrasons, qui permet décrochage des bactéries sans les
endommager.

Ne sera présenté dans ce travail que le résuliaedinalyse obtenue sur un échantillon en or
ayant subit une phase de colonisation de 22 joans din systeme ouvert a 37°C avec une
circulation d’eau de 42 ml riin

Le biofilm a été détaché dans un bécher conteraheau distillée (milieu stérile) a pH =6,7
en utilisant les ultrasons a une puissance de 1@@Ndant 5min.

A noter que la surface de l'électrode immergée déemu stérile ne correspond pas
uniguement a la surface de I'or, mais aussi a dgl€embout colonisé par des bactéries, ce
qui implique une influence certaine sur la précigies résultats de dénombrement bactérien.
Par conséquent, cette analyse est a caracterdatjtiat permettra de vérifier le type de
bactéries qui s’adsorbent sur I'électrode.

La figure 111.20 suivante montre I'image des boitks pétri obtenues par ensemencement en
masse et en surface du biofilm décroché. La priéehdntillon est de 1 ml pour chaque

analyse, dans un milieu nutritif non spécifiquél¢ge columbia).
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Chapitre 1l Détection et caractérisation des liiak

Figure 111.20: Images des boites de pétri apréeseenencement d’'un échantillon de biofilm
formé sur I'Or a 22 jours d’immersion

Ces images révelent une présence plus importanteact€ries, par rapport a ce qui a été
quantifié initialement. Le nombre de colonies chicdans le cas de I'ensemencement en
surface est égal a 310 UFCnklors que dans le cas de I'ensemencement en pilsse
indénombrable.

Seuls les bactéries anaérobies strictes et quelgaegries aéro-anaérobies sont présentes
dans I'échantillon analysé. Une éventuelle contation du biofilm par des bactéries

aérobies n'a pas été détectée.
[1I-4 Caractérisation par impédancemétrie :

Afin de caractériser le biofilm formé sur les étedies modeles, il est important d’utiliser
d'autres techniques expérimentales qui permettenéxtrdire des informations
supplémentaires sur l'interface métal/biofilm. Ajnsous nous sommes intéressés dans le
cadre de ce travail a l'utilisation de la technigies impédances électrochimiques. Pour ce
faire, deux électrodes en platine ont été immerge#ass I'eau a circulation continue
(42 ml/min) et & 37°C afin de pouvoir vérifier leproductibilité des résultats. Des mesures
d'impédance électrochimique a différents ages délim ont été réalisées dans un milieu KClI
0.1M, au potentiel libre et & une vitesse de rotatle I'électrode de 500 tr/mn. Ces mesures
effectuées en mode potentiostatique avec une armdpldu signal de la perturbation de 10 mV
et des valeurs de fréquences comprises entre 1@DetH0 mHZ ont été obtenues a raison de

10 points/décade.
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Chapitre 1l Détection et caractérisation des liiak

La figure 111.21 illustre les résultats obtenus dlda représentation de Bode (phase et module

en fonction de la fréquence) sur une électrodelatinp en absence et en présence du biofilm
a différents ages.
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Figure I11.21 : Diagrammes de Bode obtenu sur une électrode en Pldéins KCl a 0.1M, a
différerts temps d'immersions dans I'eau du robiet,500tr/min, Bipre

On signalera qu’en absence du biofilm, une seulgleocapacitive est enregistrée dans la
représentation de Nyquigton présenteé ici a cause de la dispersion destp@nregistrés en
basses fréquences en présence des biofithagk tout le domaine de fréquence étudie, reflété
par la présence d’'une constante de temps comm®leela figure 1ll.21(a). Par contre, en
présence du biofilm, une autre constate de temparajp aux basses fréquences pour les
biofilms formés au-dela de 30 jours. Cela est plogable avec la variation de la phase en
fonction de la fréquence. Par ailleurs sur la fglit.21(b), on distingue aussi un changement
de pente en basse fréquence. La déterminationEnte dans une telle représentation donne
une indication sur les phénomenes mis en jeu ; perge d’environ 0.5 correspond a un
mécanisme diffusionnel, alors qu'une pente d’enviégale a 1 correspond a un phénomene
purement capacitif [6]. Les valeurs obtenues dariercas sur le platine recouvert de biofilm
a différent age avoisinent 0.5 dans le domaine des basses fréquences. Gatrésdique

gue les phénomenes liés au domaine de bassesrioégusont limités par la diffusion.
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Chapitre 1l Détection et caractérisation des liiak

L’exploitation de ces résultats de mesures d’impédaélectrochimique, dites globales,
permettent en outre de déterminer certains parameinétiques, telle que la capacité aux
hautes fréquences. La détermination de cette dapaeit étre envisagée a partir du calcul de
la limite haute fréquence (entre 100 KHz et 100 He)l'impédance d'un circuit RC en
parallele (voir annexe 3). Cette capacité est égdbe capacité de double couche habituelle
dans le cas d'une électrode entierement activesduoun film organique est adsorbé, la
constante diélectrique du milieu au proche voisindg l'interface décroit, on s’attendrait
alors a une décroissance de la capacité hauteeinéqulLes valeurs de ces capacités peuvent
étre déduites a partir des courbeg €f (1/w) montrées sur la figure 111.22. L'extrapolation
de ces courbes a la fréquence infinie{ ), nous permet d'estimer la valeur de la capacité

en présence d’'un processus d’adsorption a la sudad'électrode.
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Figure I11.22 : Détermination de la capacité auxutas fréquences par la méthode de mesure
d’'impédance électrochimique en trés hautes frégei@ocir électrode en Platine a différents
age du biofilm, dans une solution KCI a 0.1d4 500tr/min.
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Chapitre 1l Détection et caractérisation des liiak

La figure 111.23 représente la variation des vatede la capacité haute fréequence estimées en

fonction de I'age du biofilm.
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Figure I11.23 : Variation des valeurs de la capachaute fréquence
en fonction de I'age du biofilm

Ces valeurs sont de l'ordre de quelques dizainemideometre. L'augmentation constatée
avec le temps d’'immersion est surprenant et opposé que lI'on s’attendait. Ce type de
mesure, dite globale, ne mettent pas en éviderscbd&erogénéités de surface et considere
gue la formation du biofilms est uniforme sur toldesurface, ce qui n’est pas le cas en
réalité. D’ou l'intérét de poursuivre cette étudmipdonner une meilleure interprétation aux

phénomeénes observés.
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Chapitre 1V Application des mesures locales a I'étude d’un hiof

Chapitre IV

Application des mesures locales a I'étude d’un liiwf

Ce chapitre fait l'objet des résultats obtenus abotatoire Interfaces et Systemes
Electrochimiques (LISE), UPR 15 du CNRS - Pari§cgra 'octroi d’'un stage de deux mois
dans le cadre d’'un programme de coopération Algéaacais, Tassili n°08 MDU 750.
L'utilisation de techniques "classiques” pour B&tues biofiims se heurte a un probleme
majeur, la réponse recueillie est moyennée susdiable de la surface. Compte tenu du
caractére complexe des biofilms que I'on a pu déwadut au long de cette étude, il nous a
semblé intéressant d’orienter I'étude vers une l&ch@croscopique en réalisant des mesures
locales notamment par l'utilisation de la techniqdiélectrode de référence a balayage
(SRET) dont dispose le LISE. Le but est de pouatigindre de nouvelles informations dans

ce domaine d’investigation.
IV-1 Caractéristiques de I'eau d’alimentation:

Les électrodes de platine sont immergées dansromitcd’eau de robinet de Paris, dont les
caractéristiques physico-chimiques et microbiolag&ont été également vérifiées et données

dans le tableau IV.1 :

Parametre Valeur
pH 7,6-8,1
Conductivité (uS cif) 549
Dureté totale (TH en °F) 30
Alcalinité (TAC en °F) 3,6
Teneur CI (mg/l) 56
Teneur en @dissous (mg/l) 5,83
Bactéries anaérobies (UFCHl 66
Bactéries aérobies (UFC. M 24

Tableau IV.1 : Caractéristiques de I'eau potablePdeis

Ces résultats d’'analyses sont relativement prodeexlles obtenus dans la premiére partie de

ce travail.
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Chapitre IV Application des mesures locales a I'étude d’un hiof

Par la suite, des électrodes de platine ont étéengédes dans un circuit d’eau en circulation
continue a raison d’'un débit de 80 ml/mn. Pour ehpp technique de la SRET (voir chapitre
II) consiste a mesurer la différence du potentiatiree une microélectrode d’argent d’un
diamétre 80 pm confectionnée au laboratoire ée¢dtéode de platine, colonisée par des

biofilms formés.
V-2 Activation et tests de la microélectrode :

Comme cela a déja été développé précédemment daokapitre Il, I'activation de ces
microélectrodes est indispensable avant de procéd&r mesures locales. Ce test de
fonctionnement permet de nettoyer la surface pardis d'étapes de dissolution / déposition,
réalisées par voltamétrie les pointes des micrbéées (ME). Pour le d’'une ME en argent, la
voltamétrie est réalisée en milieu KClI 2 M, a 10 /m\ét une quinzaine de cycles [104]
(Figure IV.1). Le nettoyage s'effectue par dépBg@I puis redissolution de celui-ci. Ainsi,

les gammes de potentiel correspondantes a la digsokt au dépot sont verifiées.
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Figure IV.1 : Activation de la ME d'argent (a = 3n), solution KCI 2 M, v = 10 mV's

Sur cette figure, on remarque que l'activité denlecroélectrode (les courants des pics
anodiques et cathodiques) augmente en fonctionothbre de cycle. Ce traitement permet
I'obtention de réponses électrochimiques reprobiesti{104].

La figure IV.2 représente I'image MEB prise suplzinte de la microélectrode d’argent aprés

polissage mécanique, avant qu’elle ne soit |égénemeupée par un polissage mécanique.
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Chapitre IV Application des mesures locales a I'étude d’un hiof

L’inconvénient de faire une pointe fine par le psige est la difficulté a centrer le fil sur la

pointe sans avoir des défauts sur celle-ci.

= 7
100 um EHT=15.00kV  Signal A = SE2 oto No. Mag= 203X 100 um EHT =15.00kV  Signal A = SE2 Photo No. =4 Mag= 160X
WD= 13mm Date :31 Oct 2008 Mag Ref Monitor POINTE 2 '_| WD = 23 mm Date :31 Oct 2008 Mag Ref To = Monitor POINTE 2

Figure 1V.2 : Image MEB d’une pointe de la Micro&l®de de 80um de diametre.

Les images de la figure 1V.3 montrent la surfacdadeicroélectrode apres la coupe réalisée
sur sa pointe et déposition d’AgCl par voltamétiiganalyse EDX réalisé confirme la

présence d’AgCl sur cet échantillon.

EHT = 7.00 kv Signal A = InLens Photo No. =1 Mag= 167 X EHT = 7.00 kV Signal A = SE2 Phu Mag= 632X
WD= 14mm  Date :18 Dec 2008 Output dev = 19/21 inch display POINTE3 | WD= 15mm  Date :18 Dec 2008  Output dev = 18/21 inch display

Figure 1V.3 : Image MEB de la surface de la Micexgtode de 80um apres la coupe réalisée
sur la pointe

POINTE 3

IV-3 Résultats des mesures locales :
IV-3-1 Optimisation de la hauteur séparant les éldoodes :

Les mesures de la SRET ont été réalisées en niildu0.1 M afin d’éviter I'influence des
grandes concentrations de sels sur les bacténest/t aprés chaque mesure, la surface de

I'électrode colonisée est rincée par une soluti&@PBS a 0,1M (chapitre II).

69



Chapitre IV Application des mesures locales a I'étude d’un hiof

Le positionnement de la ME a proximité de I'échiéonti & analyser est un facteur important
dans les techniques de mesures locales notammiée® basées sur la microscopie a effet
proche. Ainsi, des enregistrements de potentielagiant la différence d’hautewh entre les
deux électrodes, allant de 0,1 a 0,04 um ont decteEs. Des cartographies peuvent alors
étre tracées. Elles représentent les différencepadentiel entre le platine et l'argent,
corrigées de la dérive de potentiel. L'axezdeprésente alors les valeursA{aE) et non pas

AE, en fonction des axesety.

Les cartographies montrées sur la figure 1V.4 regméent les enregistrements obtenus avec
un biofilm agé de 26 jours pour différents valedesh.

Ah=0,1 mm Ah= 0,08 mm
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Ah= 0,06 mm Ah= 0,04 mm

0,0010
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*'q*/'s
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Figure IV.4 : Cartographies d'une électrode en Rlatrecouverte d’un biofilm &gé de
26 jours (zone 1). Mesures réalisées a différbatgeurs séparant les deux électrodes,
Ve = 50 um $%, Ay =5pm.
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Chapitre IV Application des mesures locales a I'étude d’un hiof

Afin de s’assurer de la fiabilité des résultatsl@teurs reproductibilités, d’autres endroits sur
la surface colonisée ont été exploités (Figure)lV.5

Ah=0.08 mm
Ah=0.1 mm

0,0010
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Ah=0.04 mm
Ah=0.06 mm

0,2

05 01 v Axis

Figure IV.5 : Cartographies d'une électrode en Rlatrecouverte d’un biofilm &gé de
26 jours (zone 2). Mesures réalisées a différbatgeurs séparant les deux électrodes,
Vo = 50 um §', Ay =5pm.

L’analyse de ces cartographies nous a permis d’opteir la suite de nos mesures, sur une
valeur optimale de la distance séparant la ME @edtrode de travail égale & 0,06 mm.
C’est en effet a cette hauteur que les pics saistpbmbreux et plus intenses.
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Chapitre IV Application des mesures locales a I'étude d’un hiof

IV-3-2 Suivi de la formation du biofilm par la SRET sur le platine:

Dans le but d’étudier la sensibilité de la techriglélectrode de référence a balayage (SRET)

aux différentes étapes de formation du biofilm, aessures ont été enregistrées pour
différents ages de biofilms.

Les cartographies représentées sur la figure ¢drfespondent aux différences de potentiels
enregistrées a la surface du platine obtenues ifféremtes zones en fonction du temps

d'immersion des électrodes dans I'eau de robinetn@immersion, 5, 15, 26 et 34 jours). Le
positionnement de la ME est fixée a une distaxice 0,06 mm.
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Application des mesures locales a I'étude d’un hiof
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Chapitre IV Application des mesures locales a I'étude d’un hiof
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Figure 1V.6 : Cartographies d'une électrode en Rlatrecouverte d’un biofilm de différents
ages. Mesures réalisées\Bi= 0.06 mm v = 50 um st etAy =5pm.

L’analyse de ces résultats permet de souleveeleangues suivantes :

En absence du biofilm, c.a.d avant immersion damértuit d'eau, les cartographies montrent
gue les valeurs des potentiels sont fluctuantes fietuations peuvent étre dues a la
sensibilité de la mesure qui peut augmenter aveaaebreux parametres, tels que le
polissage ou la pointe de la microélectrode. Engarant ces cartographies a celles obtenues
apres 5 jours, on constate un comportement différaduit par une quasi-stabilité des valeurs
de potentiels sur toute la surface de I'électratyesee.

Ces dernieres cartographies devraient étre cosislétomme I'état de surface initial de
I'électrode, puisque a des temps courts le biofilest qu'a sa phase d'initiation [6, 24-31].

A 15 jours d’immersion, les différences de potdntiemeurent relativement stables avec
apparition de pics d'intensités différentes, quriesat entre 0,001 mV a 0,0035 mV. Ce
changement d’état de surface peut étre expliguéupatébut de formation du biofilm, qui
consiste a former des matrices exopolymériquesmegttant aux bactéries de s’accrocher a la
surface du matériau. Une modification plus impddade I'état de surface du platine est
également enregistrée a 26 jours d’'immersion. Lmbre de pics augmente ainsi que leurs
intensités.

Cependant, les pics observés sur les biofilms agés (formés au bout de 34 jours) sont
d’une intensité moins élevée alors que I'on s’altait a un comportement contraire.

En conclusion, ces mesures locales ont permis dieena évidence le caractére hétérogéne
du biofilm sur une électrode de platine en eaulget&lles ne représentent qu’'une approche
préliminaire nécessitant une étude plus pousség ldaterprétation et la compréhension de

ce phénomene.
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Conclusion Générale

Le travail présenté dans ce mémoire sur la cinétapiformation des biofilms constitue une
premiere approche, entreprise par notre laboratsurecette thématique.

Les biofilms sont souvent considérés comme indélgisa voire nuisibles dans de nombreux
secteurs d’activitets comme la distribution d’eauapte, les industries agroalimentaires,
pharmaceutiques, électroniques...

Les effets négatifs sur les matériaux et équipesnsomt nombreux : écran hydrodynamique,
diminution des échanges thermiques, perte de m@tégrioptiques, blocage de fonctions
meécaniques, accélération de la corrosion ou bi@diagion. Les dépenses annuelles attribuées
a l'existence des biofilms sont par conséquentidérables.

Pour palier a ces nombreux inconvénients donbité & cause et lutter contre la formation de
biofilms, une meilleure compréhension des mécarssteefixation et de développement des
biomasses est indispensable.

L'objectif de ce travail est double, d'une part igdat la méthode électrochimique
recommandée dans la littérature pour la caracténsaes biofilms, basée sur I'analyse du
courant limite de diffusion d’'un traceur électrauigue sur une surface immergée dans un
milieu aqueux et d’autre part, apporter de nouseiidormations dans I'étude de biofilms
grace a l'utilisation des mesures locales, en Uomnce, la technique d'électrode de
référence a balayage (SRET). L’application de deitenique de pointe permettra a priori de
mieux suivre les étapes de formation de biofilm.

Dans un premier temps, nous avons a travers cdtide,é effectué une synthese
bibliographique sur le sujet. Cela nous a permisndes rendre compte de la complexité
structurale et physiologique de telles matricessmgialement de collecter des données fortes
intéressantes.

Une installation simulant un réseau de distributigau potable a été réalisée au laboratoire
comportant des échantillons métalliques en or gi@me.

Nous avons mis en évidence que I'adhésion des roiganismes s’adsorbent sur les surfaces
étudiées. Des mesures d’épaisseur de la couchuselifionstituant le biofilm ont été estimées
grace a l'utilisation du dispositif de I'électrode disque tournant. Les résultats obtenus
confirment le fait que la croissance du biofilm egiide durant les premiers jours puis tend a

se stabiliser.
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La mesure de I'épaisseur en fonction de la vitdssmtation de I'électrode a mis en évidence
un caractéere élastique du biofilm, c’est a diree gelui-ci peut se déformer sous l'action de la
vitesse de rotation et reprendre ensuite son épaigstiale quand la contrainte cesse.

Cette méthode électrochimique, qui permet de suigmlution de I'épaisseur du biofilm,
s’avere étre un outil simple et fiable. Elle peteéitilisée en toute rigueur comme capteur de
détection de biofilm pour contrdler son développetransi que pour évaluer I'efficacité des
traitements physico-chimiques au sein d’un cirdoiiné.

L’hétérogénéité du biofilm rend plus difficile l@mpréhension de sa cinétique de formation
et de son mode d’action envers les matériaux. Getiieture complexe est mise en évidence
dans notre travail par des mesures locales esarttlla Technique d’Electrode de Référence
a Balayage (SRET). Cette analyse a l'échelle miétagque a permis d’enregistrer des
cartographies sur le substrat platine a différéggss du biofilms. Il s’avere qu’aprés deux
semaines d’'immersion la surface du platine présemtehangement de sa réactivité exprimé
par la variation des valeurs du potentiel librespécs a différentes zones et a différentes

intensités sur la surface du platine sont enreggstr

Ce travail a permis la détection et le suivi defdemation de biofilms sur des substrats

modeéles a partir d’'une eau potable. De nombreusesp@ctives pour une recherche plus
approfondie sur cet axe sont a envisager, compie de I'importance pratique du sujet en

question. On imagine facilement tout l'intérét gpeendrait ce type de mesures en

biocorrosion sur une électrode d’acier. Différengeslités d’eau (eau potable, eau de mer,
eau industrielle, eau de riviére, ...) peuvent éindgsagées pour la réalisation de I'étude.

Des applications pour le traitement de ces biofthmist également prévues. Elles peuvent étre
associées aux techniques de prévention et/ou dedtmlu développement des biofiims de

facon a optimiser leurs performances.
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ANNEXE 1

Coloration de Gram :
Diverses techniques sont utilisées, mais toutgeentsnt la chronologie suivante :

1) Coloration par le violet de gentiane: Laisser afjirminute; Rincer a l'eau
déminéralisée.

2) Mordancage au Lugol (solution d'iode iodo-iodurésgler le lugol et laisser agir 1
minute ; rincer a I'eau déminéralisée. L’échantilldoit toujours apparaitre bleu-
violet.

3) Décoloration a I'alcool : verser goutte a gouttalebol & 95% sur la lame inclinée
obliquement. Le liquide doit étre clair a la fin ldedécoloration. Rincer aussitét sous
un filet d'eau déminéralisé. NB : un mélange alamgtone est parfois utilisé a la
place de 'alcool.

4) Recoloration a la safranine ou a la fuschine :dexiggir 1 minute. Laver doucement a
I'eau déminéralisée. Laisser sécher la lame 10raidGtes.

5) Déposer une goutte d'huile a immersion sur leifrettobserver a I'objectif x100.

Le violet de gentiane colore le contenu des baxtéet est décoloré par l'alcool, qui ne
franchit que les parois des bactéries a Grams if@gatles apparaitront donc en rouge au
microscope (la couleur de la coloration finale peiimet de contraster), alors que les bactéries
a Gram positif, ne pouvant étre décolorées a l@|ogarderont la teinte bleu-violet du violet

de gentiane.
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ANNEXE 2

Caractérisations physico-chimiques de l'eau :
» Dosage des chlorures par la méthode de « MOHR » :

Cette méthode de dosage est celle homologuée end~taNF-T90-014 février 1952» pour
analyser la teneur en ‘Gllans I'eau. Les chlorures sont dosés en milieur@epar une
solution titrée de nitrate d’argent en présencetdemate de potassium. La réaction s’acheve
par l'apparition d’'une teinte rouge, caractéristiqgdu chromate d’argent, formé par la

présence d’'un exces d’une solution de nitrate diatrg

2Ag* +CrO;” - Ag,CrO, (Précipitation rougedue)
Le mode opératoire est le suivant : a 25 ml d’étiham, on ajoute a I'aide d’'une pipette 1 ml
d’indicateur KCr,O7 & 10%, ensuite on effectue un titrage par addition peegive de nitrate
d’argent, AgNQ, (0,01N) jusqu’a obtention d’'une coloration a meibrunatre ou mieux,
jusqu’a ce que la solution cesse d’étre jaunertitro
Les résultats sont exprimés par la relation suezant

] _NV.355
CI™(mg/1) = V (Echantillon)

ou N : Normalité d’AgNQ; V : volume d’AgNQ titrant.
> Dureté totale (TH) :

La méthode de détermination de la dureté totalmeede doser la somme des ions calcium et
magnésium. Une liaison de coordinance s’établiedatmétal et chaque atome d’azote de
I'acide éthyléne diamine tetra acétique (EDTA)goeconduit a la formation d’'un complexe
cyclique (chélate).

Le mode opératoire est le suivant : on préléve bdar’eau a analyser a laguelle on ajoute
4 ml de solution tampon ammoniacal (pH=10) et umed®e de l'indicateur coloré noir
Erichrome T. Ensuite, on titre le mélange avecolation d’EDTA (0.02N) jusqu’au virage
de rouge au : ®icas: bleue, impliqgue TH=0.

2°Mcas : rouge brique, implique un titrage avec I'EDji8qu’a I'apparition d’une coloration
bleue.
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La dureté est donnée par les équations suivantes :

ocr _ (N Vigra 5000
THCR) =5 =% (Echantillo n)

> Le titre alcalimétrique complet (TAC) :

Le titre alcalimétrique complet ou (TAC) mesurestanme des alcalins libres, des carbonates

et des bicarbonates.

L'alcalinité d’une eau d'alimentation est essetgimbnt due aux ions carbonate £0et
hydrogénocarbonate HGO Ces deux ions peuvent donc réagir avec les irasiom HO" :
ainsi, l'alcalinité d'une eau peut se mesurer dirpdiun titrage réalisé avec de l'acide
chlorhydrique et s’exprime par les titres alcalirugtes.

Le mode opératoire est le suivant : Prélever 5@'sdu a analyser dans un Erlenmeyer de
250 ml et ajouter 1 a 2 gouttes de phénophtaléifeb%. Une coloration rose doit alors
apparaitre ; dans le cas contraire le TAC estarmilgui se produit en général pour les eaux
naturelles dont le pH < 8,3. Verser ensuite doucertecide (0,02 N) dans la capsule a l'aide
d'une burette, en agitant constamment et ceci jasdgcoloration complete de la solution
(pH=8,3). Soit V le nombre de millilitres d'acidersés (V= 0ml dans notre cas). Utiliser
I'échantillon traité précédemment ou le prélévemanitif s'il n'y a pas de coloration.
Ajouter 2 gouttes de méthylorange a 0,5 % et tillenouveau avec le méme acide jusqu'au
virage du jaune au jaune orangé (pH = 4,3). SoileMiombre de millilitres d'acide versés
depuis le début du dosage. Retrancher 0,5 ml, @adiacide nécessaire pour le virage de
l'indicateur, qui est un peu plus faible que le pl¢ neutralisation exacte de
I'hnydrogénocarbonate.

Les résultats sont exprimés par la relation suezant

TAC (méq1) = (Vs — 05N, o X 01
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ANNEXE 3

Détermination de la capacité aux hautes fréequengesar la méthode de la mesure de
limpédance électrochimique :

Dans le domaine de hautes fréquences, la conmbdu processus de diffusion est
négligeable devant le transfert de charge. L'iaiesf métal/solution peut alors étre

schématisée par le circuit équivalent suivant :

Re [

Ry

L’'impédance d’un tel circuit est donnée par la faken:
1
Z=R +—— 1
Re jaC, +1/R @

Cette expression peut aussi s’écrire

7 = Re Rt ] aRtZCd - Z + JZ " (2)

+ —
1+ w’R*C; +wW?R*C?
En opérant a des fréquences appropriées, le tefiREC; peut étre considéré plus élevé que
l'unité (c’est-a-direv))1/ RC,) et par conséquent la partie imaginaire de Z est :
Z =-1/aC, (3)
A partir du trace de la courbe—l/(Z"a))= f(l/w) , nous pouvons déduire la valeur de la

capacité en tendant— oo.
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Résumé : Les surfaces immergées dans un environnement aqusuxrecouvrent
progressivement d'un film lié a la présence de ematiminérale et organique. Celui-ci
constitue un milieu favorable pour I'adhésion etdéveloppement des microorganismes,
formant ainsi un biofilm. Ces derniers sont parfiborigine de la dégradation de la qualité
des eaux et de problemes de contamination baatéiiple des eaux transportées. La méthode
électrochimique d’estimation de I'épaisseur du ibiofa pour objectif d’apporter une
contribution a la compréhension des étapes de ris#cas de formation de cette couche en
'associant a des analyses microbiologiques. Desures d’épaisseur de la couche poreuse
constituant le biofilm formé sur des substrats nexjéde I'ordre de quelques micrometres,
ont été estimées. Les résultats obtenus confirtaecitoissance rapide du biofilm durant les
premiers jours d'immersion des électrodes puis ters# stabiliser. Il a été montré que ces
biofilms présentaient un caractere élastique etleueépaisseur est fonction de la vitesse de
I'écoulement. Le caractére élastique est plus omsnarononcé a faible vitesse d’agitation.
L’application la technique d’électrode de référeacbalayage (SRET) permettra a priori de
mieux suivre les étapes de formation du biofilmétude est réalisée sur des échantillons
métalliques en platine, immergés dans une eau leataouvelée en permanence. Le suivi de
la formation des biofilms a différents ages essiapossible. Des microélectrodes en argent
ont été confectionnées et les variations du paknotit été mesurées en milieu KCI 0.1 M.
Des cartographies représentant ces variationsraiido de différentes distances entre l'aire
de la surface balayée et la pointe de la micro@detont été tracées. Elles révelent une
apparition de pics d'intensités variables, synonyitgtérogénéité dans la composition du
biofilm. Il ressort de cette étude que si le brofila I'échelle macroscopique, peut étre vu
comme un dépobt uniforme et gu'une épaisseur moypantétre déterminée, sa structure est
en réalité beaucoup plus complexe puisqu’il est dain caractere hétérogene.

Mots clés :Biofilm, Epaisseur, Microélectrode, SRET.

Abstract: The surfaces immersed in an aqueous environmatap gradually with a film
related to presence of the mineral and organic enaffthis one constitutes a medium
favorable for the adhesion and the developmenthef rhicro-organisms, thus forming a
biofilm. The latter are sometimes at the origintloé deterioration the quality of water and
problems of bacteriological contamination in traoéed water. The electrochemical method
to estimate thickness of the biofilm aims to cdnite a share to comprehension of the stages
mechanisms of formation this layer by associatingicrobiological analyses. Measurements
thickness of the porous layer constituting theibioformed on model substrates, about some
micrometers, were estimated. The results obtaireedirm the fast growth of the biofilm
during the first days of immersion of the electr®deen tends to be stabilized. It was shown
that these biofilms presented an elastic charaatdrthat their thickness is a function rate of
the flow. The elastic character is more or lessnpumced at low stirring velocity. The
application the Scanning Electrode Reference Tectni(SRET) will make it possible a
priori to better follow the stages of formationtbé biofilm. The study is carried out on metal
platinum samples, immersed in a drinking water wexeepermanently. The follow-up of the
formation of the biofilms at various ages is thusgble. Silver microélectrodes were made
and the variations of the potential were measunelCl medium at 0.1 M. Cartographies
representing these variations according to varthstsnces between the area of swept surface
and peak of the microelectrode were traced. Thegalean appearance of peaks of variable
intensities, synonymous with heterogeneity in tbenposition of the biofilm. It comes out
from this study which if the biofilm, on a macropto scale, can be seen like a uniform
deposit and that an average thickness can be éstim#s structure is actually much more
complex since it is equipped with a heterogeneatsra.

Keywords: Biofilm, Thickness, Microélectrode, SRET.



