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Resune

En milieu aquatique, 90% des microorganismes se pesentesous forme de bio Im plutoét que
dans unetat planctonique. Les bio Ims peuvent se former su la plupart des surfaces humides,
en particulier, les milieux poreux en raison de leur grande wface speci que. La formation du
bio Im dans les milieux poreux repesente un domaine pecieux pour la recherche scienti que en
raison de sa pertinence pour de nombreux processus indusfs, tels que que le traitement des
eaux, la bio-nediation des sols, la ecugeration du et role et le stockage duCO,. Cependant, le
ceveloppement du bio Im n'est pas simplement une agegation passive de cellules, il implique
des interactions biologiques, physiques et chimiques avde micro-environnement. Les etudes
macroscopiques ont cemonte que les conditions hydrodymmiques dans les milieux poreux
jouent un réle cecisif sur la dynamique d'accumulation des bio Ims, ce qui in uencea son tour
les proprees hydrodynamiques comme la porosit, la perneabilie et la chute de pression. Dans
cette these nous avons mis au point une mrethodologie et un épositif experimental permettant la
caracerisation de la structure d'un bio Im. A partir de ce tte proedure, uneetude exgerimentale
sur I'in uence de lecoulement sur la formation et la struc ture des bio Ims aek e ectwee sur une
souche baceriennePseudomonas Putida Les bio Ims sont cevelopges dans des micros cellules
decoulement de type Hle-Shaw (en PDMS ou PMMA) et alimenes en continu avec un milieu
nutritif. La caracerisation de la colonisation avant croi ssance du bio Im aeeegalement ealise
an de pouvoir caraceriser la variabilie statistique e t la reproductibilie des experiences. La
formation du bio Im sur un support solide dans unecoulemernt cisaile aetevallee apes 24 h,
48 h et 72 h de developpement pour deux conditions hydrodynamiques, R=0:04, ,, = 0:0021
Pa et Re=2, , = 0:094 Pa. Les observations ontee e ectiees sous microscop confocal a
l'aide de marqueurs uorescents. Des images[2 sont prises en dierentes positions puis sont
utili’es pour e ectuer une reconstruction 3D du bio Im avec levaluation de la distribution
spatiale sur une zone de 12 12mm?2. Nous avons ensuite mis en evidence que les bio Ims
formes sont peu sensibles aux conditions de colonisatiomitiales. Nous avonsegalement obsene
une strati cation du bio Im selon la hauteur. La couche inte rne pesente une faible epaisseur
(5 10m ) mais avec une structure dense, tandis que la couche exterrmesente plutdt une
structure lamenteuse. Le rapport des fractions volumiques entre ces deux couches peut varier
de 3 jusqua 12, selon le temps de formation. Cetecart est cautant plus important pour le cas de
faible cisaillement que celui de fort cisaillement. Ceci motre que la partie sugerieure du bio Im
semble etre contrbke par les conditions hydrodynamiqes. En analysant la distribution spatiale
du bio Im, nous avons constat une forte reerogereit e apes 48 h de developpement pesente
dans la structure, ainsi qu'une diminution de la fraction volumique de la biomasse apes 7a,
pour les deux conditions hydrodynamiques imposes. Ceaévoque de probables processus de
etachement ou uneerosion du bio Im. Les taux de croissarce mesues sont largement inerieurs
aux taux de croissance obsenes en culture libre. Ce estiat indiqgueegalement un possible e et
de I'hydrodynamique sur la croissance du bio Im. Au nal, cetteetude nous a permis d'obtenir
des informations sur la structure et le taux de croissance gparent du bio Im, ainsi que I'e et
de I'nydrodynamique sur ses propreesa lechelle de quelques pores. Ce changement dechelle,
permettra a terme de dcevelopper des outils pour simuler efou mockliser levolution de la
morphologie et la distribution spatiale d'un bio Im dans un milieu poreux.
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Abstract

In the aquatic environment, 90% of microorganisms are presg# as a bio Im rather than
free-swimming cells. Bio Ims may develop on most of humid sufaces, in particular, in porous
media for their high speci ¢ surface area. Bio Im formation in porous media is very interesting
subject for many scienti c researchers, because of its relence to many industrial processes such
as water treatment, soil bio- mediation, oil recovery andC O, storage. However, the development
of the bio Im is not just a passive aggregation of bacteria cdls. It involves biological, physical and
chemical interactions with the bacteria's micro-environment. Several studies in macroscopic scale
have shown that hydrodynamic conditions in porous media plg an essential role on the dynamics
of bio Im growth, which in turn a ects hydrodynamic propert ies of porous media such as
porosity, permeability and pressure drop. In this thesis wehave developed an experimental device
and an appropriate methodology for the characterization ofbio Im's structure. An experimental
study on the inuence of uid ow on the formation and structu re of bio Ims was performed
using a bacterial strain Pseudomonas Putida Bio Ims were grown in micro Hele-Shaw ow
cell (in PDMS or PMMA) under laminar ows ( Re = 0:04 2) and fed continuously with
a nutrient medium. Characterization of initial colonizati on was also carried out in order to
examine the statistical variability and reproducibility of experiments. Bio Im formation on a
solid support under a sheared ow (, =2:1 10 3Paand , =9:4 10 2 Pa) was evaluated
after 24, 48 and 72h of development. Observations were made under a confocal kisscanning
microscopes using uorescent tag. P images were taken at di erent positions in the ow cell
and used to perform a 3D reconstruction of bio Im's structure and an evaluation of its spatial
distribution for an observation area of 12 12mm?2. The results show that bio Ims formation
is not sensitive to initial colonization. A strati cation of biolm was also observed. The inner
layer has a thin thickness (5 10m ), but with a dense structure, while the outer layer show
rather a lamentous structure. The ratio of volume fraction s between these two layers varies
from 3 to 12, depending on the formation time. This di erence is more important in the case of
low shear stress than that of high shear stress, which mean#at the upper part of the bio Im
seems to be controlled by the hydrodynamic conditions. By aalyzing the spatial distribution
of the biomass, we found that after 48h, the bio Im present a signi cant heterogeneity and the
volume fraction of biomass decreases after 72 for both two hydrodynamic conditions, which
suggests probable detachments or erosions of bio Im. Conceing the growth kinetics, di erent
apparent growth rates were observed for each observationtie. These values are signi cantly
below the growth rates observed in free culture medium. Thisresult also indicates a possible
e ect of hydrodynamics on the growth of bio Im. This experim ental study of bio Im formation
in micro-scale allowed us to obtain the information on the bb Im structural and its apparent
growth rate, as well as the hydrodynamic e ect on its properties across several pores of the
porous media. This scaling up makes it's possible to developventually mathematical models to
simulate the evolution bio Im's morphology and its spatial distribution in the porous medium.
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Chapitre 1

Introduction gprerale

\Certainly we felt that pure, plantonic cultures were the orly way to work; Yet,
in nature, bacteria don't like that, in fact most of them occur in mixed, surface-
dwelling, communities.”

Pr. Roberto Kolter, Harvard Medical School

En milieu naturel, 90% des especes bactriennes ne vivenpas individuellement en suspen-
sion, mais en communauts complexes adreranta des surfees, autrement dit le mode de vie
dominant des baceries est probablement enbio lIm . Le bioIm est une communaue de mi-
croorganismes >eea des surfaces exposesa des envirmements humides, en particulier, les
milieux poreux en raison de leur grande surface sgeci quelLes premiers bio Ims sont cecouverts
en 1683 dans unechantillon de grattage d'une surface denta¢. Zobell (1943 a obsene que les
bactries colonisent petrentiellement les parois des acons. Joneset al. (1973 a deteck I'exis-
tence d'une matrice polyosidique autour des aggegats mimbiens dans les Itres des stations
depuration. Characklis (1973 a cemonte la tenacit et esistance des dep6t microb iens dans
les conduites d'eau industrielles. Justea la n du XX®™¢ Costerton et al. (1978 a propoz la
premere theorie des bio Ims sur la base de I'observation de communaues microbiennes sessiles
dans les torrents de montagne. De plus, de nombreuses etugdeont ek e ectiees pour com-
prendre ces sysemes vivants. Cependant, il y a encore un nmgue de connaissances greral sur
la facon dont les bio Ims se ceveloppent, changent et se @tachent (Wagner et al., 2010.

Les bio Ims sont ubiquitaires, ils concernent le monde aninal, \egetal, mireral, aquatique
ainsi que l'industrie. Les bio Ims ont de nombreux réles, positifs ou regatifs, a jouer. lls sont
ainsi fequemment identies comme etant la source de lourds probemes industriels. De fait,
lelimination des bio Ims constitue un enjeu majeur dans de nombreux secteurs industriels,
de l'agro-alimentaire a l'industrie lourde en passant par le milieu hospitalier. Neanmoins, les
bio Ims peuvent aussi étre utilises pour la production ou lelimination de mokcules (par xation
ou biodegradation) au leurs proprets sont misesa pr ot. C'est aussi pour cette raison que la
formation du bio Im dans les milieux poreux repesente un domaine pecieux pour la recherche
scienti que en raison de sa pertinence pour de nombreux prassus industriels, tels que le
traitement des eaux, la bio-nediation des sols, la ecugeration du petrole et le stockage du

5
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dioxyde de carbone.

Lepuration biologique par bio Itration est un proedce a culture »>ee permettant lepuration
biologique d'e uents liquides ou gazeux polltes. Un bio | tre est compose d'un bassin garni avec
un maeriau ltrant. Son mode ogeratoire consistea fair e passer I'e uenta traiter au travers
de ce matriaux ltrant, pesent sous forme granulaire de quelques millinetres de dianetre. Les
granules servent de supporta la biomasseepuratrice qui e ceveloppe sous forme de bio Ims suite
auxechanges de materes (polluant, oxygene,...) entrele liquide et le bio Im, le milieu poreux
etant satue. Ces granules pesentent une grande surfa@ dechange (surface speci que) ce qui
contribuea intensi er cesechanges avec les micro-orgarsmes. La bio ltration est couramment
utilisee dans les applications industrielles. Ceci s'exfique par les nombreux avantages qu'elle
conkre par rapport aux traitements par cultures libres. Neanmoins, les proedes a cultures
»ees posedent quelques inconenients.

A n daneliorer la performance du proed, il est reces saire de mieux appehender et
cecrire la croissance bacerienne dans un tel syseme, mtamment les aspects concernant les
couplages entre I'hydrodynamique et la dynamique de cevedppement d'un bio Im. Cependant,
ce probkeme est complexe en raison de son caracere muléiehelle et multi-physique. En parti-
culier, la description des multiples couplages entre I'nydodynamique et la croissance du bio Im
constitue un des verrous scienti quesa lever. Pour illustrer la question, la gure 1.1 indique
plusieurs interactions qui se produisent dans le bio Itre. Nous pouvons mettre enevidence des
corelations entre (i) les conditions hydrodynamiques; (i) le transport des nutriments/ I'acti-
vie biologique dans le bio Im; (iii) le volume et la morphol ogie du bio Im (densik, porosit,
surface speci que); (iv) la composition du bio Im ('EPS, la biomasse active et non active ...)
et (v) le detachement et le e-attachement des baceries du bio Im. On identi e un fort cou-
plage entre des nmecanismes physiques, biologiques et chiguies qui se traduisenta dierentes
echelles : (i) transfert de masse, dynamique de ceveloppment du bio Im et etroaction sur
lecoulement local (ii) propagation, distribution spati ale du bio Im et modi cation de I'hydro-
dynamiquea lechelle de quelques pores (iii) traduction de ces e etsa lechelle globale en termes
de permeabilie, existence de chemin pekrentiel et r edistribution desecoulements, e cacit de
traitement.

A I'heure actuelle, une grande partie de ces couplages et dgsocessus qui les cecrivent
sont mal connus. La di cule est d'abord de type nethodolo gique lorsqu'on essaie d'aborder
la question du point de vue expgerimental. La majorie des etudes experimentales e ectlees
implique l'utilisation de eacteurs macroscopiques, al les conditions hydrodynamiques sont
di ciles a contrbler et ai les mesures se font souvent en utilisant des bilans de masse glo-
baux (Stoodley et al. (2002; Karrabi (2009). Le developpement ecent de nouvelles techniques
d'imageries (microtomographie aux rayons X) permet en oute des investigations plus nes et
nouvelles en termes de paranetres accessibles car ellesent acesa la description en trois di-
mensions du bio Im dans les milieux poreux. Citons par exemje les travaux de (vankovic et al.,
2015 Rolland du Roscoatet al., 2014 Davit et al., 2011).

Malge d'inceniables proges du point de vue exgerimen tal, le manque de donrees exhaus-
tives sur des processus ces fait qu'il n'existe pas actudment de moceles simples et satisfaisants
permettant de decrirea priori et donc d'optimiser/ou de ¢ ontroler le pilotage d'un proede par



Figure 1.1 { Scheme illustratif de l'interrelation entre les condition s hydrodynamiques et le
bio Im.

cultures »es. La manere la plus rigoureuse de cevelopper ce type de moctle consisteraita
ecrire ces processusa lechelle locale, puis par des témiques de changement dechelle de passer
a lechelle macroscopique (Orgogozoet al., 2010 Gol er et al., 2009 Anthony et al., 2009.

Les processusa mockliser etant mal connus, beaucoup de mctles sontecrit directement
a une echelle correspondant a quelques pores en utilisah une formulation de type milieu
continu (Kildsgaard & Engesgaard 2001; Brovelli et al., 2009. Lesequations gerent en ereral
des champs de concentration (biomasse, EPS ...) pour repnter le bioIm, des formula-
tions empiriqgues permettant de remontera une fraction volumique. Ces mockles recessitent
des lois de fermeture pour certains processus macroscop&pl repesentatifs des couplages
entre la croissance de la biomasse et le fonctionnement du ssme. Parmi ces lois de fer-
meture, citons la perneabilie e ective ( Karrabi, 2009 Taylor et al., 1990, la dispersivie ef-
fective (Taylor & Jae , 1990, les termes derosion et cetachement du bio Im ( Rittman, 1982
Picioreanu et al., 2001, les termes de transfers de masseLfpezet al., 2003. Pour ne citer
gu'une des dicules auxquelles sont confrones les modelisateurs, la description des lois de
croissances est un point majeur. La plupart du temps, ces Ieisont bases sur des ciretiques
emprunees aux cultures libres : il s'agit de la classique ¢i de Monod. L'utilisation d'une telle
loi de croissance, adapee aux bio Ims (en utilisant die rentes formulations, selon le type d'ap-
proche pour moctliser le bio Im) soukve certaines quesions :

{ Comme on le verra dans le chapitre2, une bacerie attacleea une surface subit des chan-
gements physiologiques et phenotypigues qui mettent en dote la valeur des constantes
ciretiques utiliees, issues de mesures en experienceach, pour des cultures libres.

{ Consickrer ces paranetres comme intrineeques (constant) commencea €tre remis en cause
dans la mesure au cette adaptation physiologique est un proessus dynamique, les baceries
s'adaptant aux conditions de stress environnemental exteieur.

{ Selon les dierentes stratgies de mocklisation possibles, si ces approches peuvent rendre
compte de certains ptenonenes, d'autres processus crugux sont repesents de manere
imparfaite.



8 CHAPITRE 1. INTRODUCTION G ENERALE

Sur ce simple exemple, on voit bien que des proges dans la goaissance de la dynamique
des bio Imsa lechelle locale est un point recessaire, en compement d'investigations ealises
aux autresechelles. Ceci constitue la motivation de ce tr&ail, et de la contribution apporeea
ces questions scienti ques.

Les travaux de these pesenes dans ce manuscrit sont cosaces a letude des bioImsa
lechelle locale, depuis la taille des bacteries (envire 1 m ) jusqua formation d'une structure
continue de bio Ims de I'ordre de quelques centaines de mionetres. Bien que les dimensions
des installations de bio Itration utiliees pour le trait ement de I'eau soienta desechelles bien
superieures, le choix de cetteechelle d'observation loale de quelques centaines de micronetres
est dice par une volone de comprendre I'e et de I'hydrod ynamique sur les proprees de crois-
sance de bio Ims (distribution spatiale, morphologie, cirtique de croissance) auxechelles per-
tinentes des objets de traitement : les baceries.

La cemarche scienti que est pesente en six chapitres dans ce manuscrit. Nous verrons
dans un premier temps une synthese bibliographique a proms des bio Ims (composition et
formation), ainsi que les couplages entre les conditions ldyodynamiques et le developpement
de bio Ims. Dans ce chapitre, nous avons egalement peset les techniques d'observation de
bio Ims les plus utiliees.

A n de montrer les nethodes, protocoles et dispositifs exprimentaux utiliees dans ce travalil,
le troiseme chapitre est cedea la pesentation et ailee des exgeriences ealiges au cours de
ce travail pour amenera un protocole able et reproductible.

Le quatreme chapitre est consacea la mise en place des wtils de traitement et d'analyse
d'image que nous avons utilies.

Sachant que la biomasse du bio Im est suppose proportionalle au nombre de bactries ini-
tiales, le cinqueme chapitre est cedea la phase de colonisation initiale des supports d'adhesion
du bio Im, avec une analyse de la reproductibilie entre les positions analyses et la distribution
spatiale.

Dans le sixeme et dernier chapitre, nous pesentons les ethodes d'analyse des donrees et
les esultats obtenus pour le bio Im forre : |a taille de I' image repesentative, les fractions volu-
miques dans la hauteur du bio Im, la distribution spatiale, ainsi que la ciretique de croissance
du bio Im. La conclusion gererale propose une mise en lungére des esultats essentiels et trace
les perspectives qui ontee ouvertes par ce travail de these.



Chapitre 2

Etat de l'art

Les micro-organismes comme les baceries, les virus, leRampignons, les micro-algues et les
protozoaires sont les formes les plus simples de la vie et #onstituent la majorie de la biomasse
vivante. Le bio Im est la principale forme de vie microbienne, en conequence il est de plus
en plusetude en tant que syseme d'organisation communautaire pour ces micro-organismes
(Mann & Wozniak, 2012 Wagner et al., 201Q Briandet et al., 2012.

Comme pour toutes les formes de vie communautaires, les bibns baceriens conerent des
avantages biologiques importants pour les organismes qué$ constituent, comme par exemple
le eagencement straegique des baceries lorsqu'ils snt expossa des situations de stress envi-
ronnementaux (Mann & Wozniak, 2012, Costerton et al., 1995.

Selon Stoodley et al. (2002, ces adaptations structurelles et les inter-relations etre les
bactries du bio Im sont rendues possibles par I'expressin d'ensemble de genes qui donnent lieu
a des plenotypes qui dierent profoncement des bacer ies de la méme espece sous leur forme
planctonique. Ainsi, il existerait un syseme de communication intra et inter-especes, utilie
par les baceries Gram-regatives et Gram-positives, leu permettant de eguler une varee de
fonctions physiologiquesLiu & Tay (2002 rapportent que cette communication entre cellules se
fait par le biais de mokcules produites par les bactries Ce ptenornene, appek Quorum sensing
ou \cell-to-cell signaling molecules”, fournit un necanisme de contrble de I'expression geretique
en eponsea la densit cellulaire dans le bio Im. Il perm et la mise en uvre d'une autoegulation
du bio Im en regard d'un stress environnemental externe. Dasetudes ecentes montrent aussi
gue le quorum sensingjoue un réle majeur en permettant aux baceries de s'orgalser en
communaue et de construire des structures architecturaks complexes Ifliller & Bassler, 2001
Bassler, 1999 Liu & Tay , 2002. Ainsi, en termes de propagation d'organismes vivants et d
leur aptitudea coloniser des environnements vares, lesbaceries sont les formes de vie les plus
eussies, les bio Imsetant I'un de leurs nmecanismes de sirvie (Costerton et al., 1995.

Les bio Ims peuvent entramer de nombreux probemes dansdivers domaines, comme les
complications occasionrees par les contaminations baetiennes, notamment dans le secteur
agroalimentaire et dans le domaine nedical. Malge ces ironwenients, on constate que dans
plusieurs cas les bio Ims ont des e ets positifs, ou m&éme vaux. Par exemple, la colonisation
du tractus intestinal est vital pour la digestion. La colonisation de la surface de racines est
un ekment important pour la degradation de polluant dan s les sols et leur assimilation par
certaines plantes.
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2.1 Qu'est ce qu'un bioIm

Il n'est pas facile de donner une ¢ nition que I'on peut consicerer comme juste et compekte
de ce que sont les bio Ims. En e et, ils sont le esultat d'un processus cyclique sysematique com-
plexe qui comprend le transport et I'adsorption de particules organiques et inorganiques ainsi
gue de microorganismes sur une surface humide, et, ensuite production d'EPS (Exopolysac-
charides) , biopolyneres qui sont impliques dans le procesus de xation du bio Im ( Das et al.,
2013. Ces assemblages vivants varient consicerablement daneur structure et dans leur com-
position. Cette variation provient justement de ce processs complexe, qui est in uene par
les caraceristiques du lieu de formation du bio Im, les conditions environnementales (nutri-
ment, oxygene, surface d'adresion, stress environnemeal, temperature et pH) et les mokcules
pesentes initialement sur la surface.

D'une facon plus gererale, un bio Im est une communaue de micro-organismes assez com-
plexe, adreee a une surface et encapsuee dans une maice de substances polyneriques ex-
tracellulaires (EPS) produite par les membres de cette comomaut. Selon Costerton et al.
(1999, cette ck nition inclut les agegats (par exemple les o cs microbiens dans les stations
depurations) et aussi les populations baceriennes adbranta des surfaces (par exemple les
bio Ims dans les pores de milieux poreux). Les bio Ims peuvet &tre constittes d'une ou plu-
sieurs especes de baceries et se cevelopper sur des infaces solides ou liquides varees, que
I'on rencontre par exemple dans l'environnement : fond de seres, cailloux, racines. .. et dans
les organismes vivants : tube digestifs, plaque dentaire,lpies ... (Costerton et al., 1987).

Dans les prochains paragraphes nous allons cecrire les mgipaux composants du bio Im :
bactries et substances polyneriques extracellulairesNous allons pesenteregalement lesetapes
de la formation des bio Ims et les e ets connus ou supposs ds conditions hydrodynamiques
sur le ceveloppement des bio Ims.

2.1.1 Les bactries

Les bactries sont des micro-organismes unicellulairesrpcaryotes que I'on peut rencon-
trer sous dierentes morphologies : forme allongee ou en tonnets, forme sprerique, forme
plus ou moins spirake. Les bio Ims composs de baceries, qui pedominent dans une gamme
varee decosysemes, sont souvent des communaues miti-especes hautement structuees
(Stoodley et al., 2002.

Selon Meyer et al. (20049, les bactries sont les plus petits organismes connus, de d'un
nmetabolisme leur permettant de crotre et de se diviser parl'assimilation de substances nutri-
tives. Leur diarretre est habituellement d'environ 1 m . Comme on peut le voir sur la gure 2.1
la cellule apparait entouee d'une enveloppe rigide, qui Li donne sa forme, sa esistance. Elle en-
toure une seconde enveloppe beaucoup plus mince et plus iddte, la membrane cytoplasmique.
Entre la paroi et la membrane cytoplasmique se trouve un espa&cappek espace feriplasmique.
Le cytoplasme est ce ni comme etant le makriel biologiq ue inclus dans I'espace entoue par
la membrane cytoplasmique : il comprend la phase liquide (cstosol) et les organites. En tant
gue cellules procaryotes les bactries sont des organism@articulerement simples, caraceriees
par une absence d'organites plus complexes (comme par exelap le eticulum endoplasmique,
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l'appareil de Golgi, les mitochondries et les chloroplastg). Ainsi, le cytoplasme d'une bactrie
contient uniqguement des ribosomes, des substances de ese, des pigments, des vacuolesa gaz
et 'appareil geretique (lament d'ADN). En ce qui concer ne la locomotion, certaines baceries

posedent un agelle, des cils ou une capsule externe, quost des composants facultatifs de la
cellule procaryote.

Plasmid
Pili

Bacterial Flagellum
Nucleoid (circular DNA)

Figure 2.1 { La structure typique d'une cellule backerienne qui est un organisme procaryote.

(Image eali®e par : Mariana Ruiz Villarreal, LadyofHats (domaine public), via Wikimedia
Commons).

Les bactries sont des organismes asextes et leur reprodtion se fait par division cellulaire.
On appelle cela un mode de reproduction binaire ou scissipgs. Dans le cas des baceries,
organismes vivants procaryotes, la scissiparie consig en une simple division d'une backrie en
deux, l'organisme qui en esulteetant geretiquement e t morphologiquement identiquea l'orga-
nisme nere. Ainsi, la croissance bacerienne implique laugmentation d'une population qui peut
se produire en milieu liquide,(bacteries en suspension ssuforme dite libre ou planctonique),

ou en milieu solide (baceries adteees sur une surface sus forme de bio Im - backries dites
sessiles).

La croissance backrienne peut étre classiquement repsente selon la gure 2.2. Cette
croissance est ealisee en milieu de culture liquide (culre libre) et en conditions de nutriments
non renouvekes (en batch). On peut ainsi caraceriser derentes phases pour la vitesse de
multiplication de la culture bacerienne, phases reconnassables sur la courbe :

{ Phase "Latence' : il s'agit d'une phase d'adaptation des bakeries au nouveau substrat
du milieu (adaptation enzymatique). Au cours de cette geriode il n'y a pas de division
cellulaire, le taux de croissance est nul ( = 0).

{ Phase "Acekration’ : Cette phase correspond au commegement de la division cellulaire.

{ Phase "Exponentielle’ : Dans cette phase on observe une dssance rapide ai le taux
de croissance atteint un maximum ( = mqax) €t reste constant, avec taux de morta-
lie presque nul. La duee de la phase exponentielle est &s variable en fonction des
caraceristiques geretiques des baceries et des condtions environnementales.

{ Phase "Deekration’ : Apes une feriode de croissan ce exponentielle, les conditions envi-
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Biomasse
>

-

Décélération

Accélération

Stationnaire Déclin

Exponentielle

Latance

Temps

Figure 2.2 { Allure typique de la croissance bacerienne en culture libbe

ronnementales deviennent cefavorables du fait de lepusement des nutriments essentiels ,
de l'accumulation de nmetabolites toxiques et de la limitation de I'espace disponible.

{ Phase "Stationnaire' : Dans cette phase le taux de croissa® devient nul ( = 0).Les
cellules continuenta se diviser et netaboliser, mais unepartie des cellules devient non
viables. Le taux de division cellulaire est tes proche du aux de mort cellulaire, ce qui
maintient constant le nombre de cellules viables dans la pagation. La courbe de crois-
sance atteint un plateau. La duee de la phase stationnairecepend de lequilibre entre
le taux de division cellulaire et le nombre de cellules qui dgendront non viables (mort
cellulaire ou impossibilie de diviser) en raison de condiions environnementales de plus
en plus cefavorables.

{ Phase "[eclin' : Dans cette phase le taux de croissance esegatif ( < 0). Au cours
de cette phase les cellules perdent leur capaciea se diser, le taux de mort cellulaire
devient sugerieur au taux de division et le nombre de cellués viables cecrot de facon
exponentielle jusqua I'extinction compkte de la popul ation.

2.1.2 Substances polyneriques extracellulaires (EPS)

Les substances polyneriques extracellulaires (en anglai: extracellular polymeric substances
ou EPS) sont des biopolyneres produits par divers microorgnismes : arclees, baceries et eu-
caryotes. Dans le cas des sysemes qui nous ineressenteg EPS sont des biopolyneres d'ori-
gine microbienne dans lesquels les micro-organismes du bio sont incorpoes. Ces EPS sont
soupconres de jouer un réle important dans le developpanent du bio Im.

Les EPS sont caraceries par leur apparence gelatineus. lls sont responsables de la mor-
phologie, la structure, la cotesion et l'inegrie fonc tionnelle des bhio Ims. Leur composition
cetermine la plupart de leur proprees physico-chimiq ues et biologiques {Vingender et al.,
1999.

SelonFlemming et al. (2007 ; Das et al. (2013, si les bio Ims peuvent étre vus netaphoriquement
comme une \ville de microbes", les EPSs repesentent alorées \maisons des cellules du bio Im"
car ils les abritent des akas physiques, biologiques et é@miques rencontes dans l'environne-
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ment al se ceveloppe le bio Im. Les EPS ont ainsi plusieurs fonctions dans le bio Im, comme
la promulgation de l'adrerence des bactries sur la surfae et entre elles, la formation et la
maintenance de la structure du bio Im, l'augmentation de la esistance du bioIm contre le
stress environmental et la protection du bio Im contre les pedateurs (Costerton et al., 1995.
Les EPS determinent ainsi un micro-environnement dans leguelles vivent les cellules du bio-
Im, micro-environnement caraceri® par sa structure ( porosie, densit, quantie d'eau) et ses
propretes (charge du bio Im, hydrophobie, stabilie m ecanique) :

{ En terme de stabilie mecanique, les EPS ont ainsi un rél e protecteur contre la dessiccation
des bio Ims dans les milieux naturels car ils posedent unggrande quantie d'eau avec un
tes grand nombre de liaisons hydrogenes dans leur structire.

{ En terme de eactiona un stress environnemental, ils peuwent entre autre, proeger les
micro-organismes deements toxiques. Par exemple, s&n des etudes exgerimentales in
vitro, les cellules baceriennes dans les bio Ims sont pls esistantes aux antibiotiques que
les cellules de la méme especea letat planctonique Ceri et al., 200]). Teitzel & Parsek
(2003 ont ainsi obsene que les bio Imsetaient entre 2a 600 fois plus esistants au stress
engende par les netaux lourds que les cellules en culturdibre.

Les EPSs comptent entre 50% et 90% de la matere organique tetle des bio Ims (Evans,
2003. En terme de composition, selonFlemming et al. (2007, contrairementa la connaissance
commune, les EPSs sont certainement plus que des polysaccites. Ils comportent, en autre,
une grande varee de prokines, des glycoprotines, des glycolipides et, dans certains cas, des
guanties surprenantes de I'ADN extracellulaire. Ainsi en ce qui concerne les biolms envi-
ronnementauy, les polysaccharides repesentent souveniniguement un composant mineur du
biopolynere. Cependant, les diverses fonctions de I'ADN @s bio Ims commencent seulementa
emerger (Das et al., 2013.

Enn, selon Leriche et al. (2000 le taux de production des EPSs ne cepend pas seulement
du type d'organisme mais estegalement fonction des condibns en termes de nutriments, age du
bio Im, et environnement. Comme on le verra dans un paragraje ulerieur, les conditions en-

vironnementales du point de vue hydrodynamique semblent epparticulier avoir une importance
cruciale.

2.1.3 Formation des bio Ims

Selon Stoodley et al. (2002, on distingue cingetapes dans le nmecanisme de formationdes
bio Ims, comme illuste sur la gure 2.3:

1. la phase de transport et d'attachement des cellules versrusubstrat, ainsi que la ceation
de ce qu'on appelle un Im de conditionnement;;

2. l'adresion des cellules de facon eversible avec la ppduction d'EPS;

3. le cebut de la croissance microbienne et de levolutionde I'architecture du bio Im avec le
ceveloppement des micro-colonies primaires;;

4. la maturation du bio Im avec le ceveloppement des colonies;
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5. le cetachement microbien ou le detachement de coloniesle bio Im en eponse aux condi-
tions hydrodynamiques.

Suite au cetachement, les microorganismes (ou colonieshst disperesa nouveau dans le milieu
environnant, a ils peuvent coloniser d'autres portions de la surface.

Figure 2.3 { Les dierentesetapes de la formation d'un biolm . A chaqu eetape correspond
une image de ceveloppement d'un bio Im de P. aeruginosa {lonroe, 2007).

2.1.4 Moclisation de la ciretique de croissance bacer ienne

La plupart du temps, la description des lois de croissance ebase sur des ciretiques em-
prunees aux cultures libres. Lequation 2.1 pesent le mocele le plus utilise pour decrire la
dynamique de la croissance bactrienne :

O(Ij): =( DX (2.1)

al X estla concentration en biomasse suppose proportionnalau nombre de cellules, le taux
de croissance baceriennep le coe cient de mortalie et t est le temps.

Pour l'application de cette equation, il faut trouver des | ois de fermeture pour le taux de
croissance () et le taux de mortalie ( b). Supposant une cadence de division cellulaire constante,
nous obtenons lequation de type exponentiel suivante :

Xo = exp[( b)t] (2.2)

Le taux de mortalie ( b) est gereralement consicele commeetant constant, ce pendant le taux
de croissance () n'est pas constant et cepend des conditions physico-chingues. Les substrats,
comme le milieu nutritif ou I'oxygene, peuventeventuell ement devenir le facteur limitant de
la vitesse specique de croissance. Le mockle le plus clague pour cet e et particulier de
limitation est le mocetle de Monod €qg. 2.3). Le moctle de Monod (1941) est utilie pour rendre
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compte des phases exponentielle, de decekration et sthonnaire de la croissance. Les phases
de latence, d'acekration et de declin ne sont pas consitees. Ce moctle visea ceterminer la
valeur du taux de croissance , en faisant une analogie avec les sysemes enzymatiques.

T 2.3)
max - KSi + S .
La parametre max, le taux de croissance maximum (en gereralh * ouj 1), donne le taux de
croissance de la population lorsque celle ci n'est pas lirei par la concentration en substrat : la
biomasse croit alors de facon exponentielle, et ce d'autanplus vite que max est grand. S; est
la concentration du substrati dans le milieu de culture.K s, est la constante de demi saturation
pour le substrat i etegale en faita la concentration telle que le taux de croissance soit inerieur

de moitea sa valeur maximale.

Dans lequation 2.3 on constate bien que les substrats sont des facteurs limitas du taux
de croissance bactrienne. La croissance est ralentie sopr un substrat i, S; est inkrieure ou
du méme ordre de grandeur queKs,. Dans le cas contraire, si on suppose que pour tous les
substrats la concentration S; est consicerablement superieurea Ks;, on observe une tendance
du taux de croissance max - EN N, le taux de croissance dpend de la concentration des
substrats utilies pour la croissance. Si I'un des compass recessairesa la nutrition des baceries
se trouve en apport limitant, sa concentration egle la vitesse des syntheses cellulaires et le
rythme des divisions.

Il existe d'autres mockles que ceux de la loi de Monod. En grnade majorie ces moctles
sont en fait de simples adaptations de la loi de Monod. Nous d@ns cependant souligner que
tous ces moctles proposes dans la literature conservehune valeur plus ou moins empirique et
sont valables pour une culture pure, un substrat pur et un eacteur ferme. Ainsi nous ne nous
etendrons pas plus sur les formulations des ciretiques decroissance. Retenons juste les points
suivants :

{ s'il existe des e ets de I'hydrodynamique sur ces ciretiques, elles n'apparaissent pas ex-
plicitement dans ces lois;

{ les paranetres intervenant dans les lois ciretiques ne ont appar&tre que les conditions
physico-chimiques;;

{ ces lois relient la concentration de biomasse avec la quait de bacerie. Cependant, la
biomasse dans un bio Im est repesentee par la quantie de backries conjointementa la
quantie d'EPS;

{ les paranetres de la loi de Monod sont caks sur des valews exgerimentales issues de
cultures en batch ai les baceries sont en suspension. Riene prouve que les paranetres
mesues soient encore valables dans les bio Ims sousectement.

Enn, la loi de Monod a ek etablie pour des baceries en s uspensions libres, dans des
conditions tes favorables de croissance. Ainsi il est di cile d'utiliser les lois similairesa la loi
de Monod, pour caraceriser les ciretiques de croissanca lechelle du bio Im.
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2.1.5 Couplages entre les hydrodynamiques et le aveloppe ment du bio Im

Les conditions hydrodynamiques, particulerement la vitesse decoulement et les forces
esultantes comme par exemple le taux de cisaillement, inuencent fortement la structure et
la morphologie du bio Im, aussi bien que la epartition des microorganismes et leur activie.
Les dierentes etudes merees sur le developpement des bo Ims en pesence de conditions
hydrodynamiques varees, montrent que les caraceristigues du bio Im comme la quantie de
biomasse »ee, la production d'EPS, la densik et lepai sseur, varient consicerablement suivant
le taux de cisaillement impo. Les travaux cies ici sont eerenes dans les tableaux 2.1 et 2.2.

L'e et du cisaillement sur la structure et le comportement du bio Im est obsene s le
commencement de la formation de bio Im. Ainsi, Lecuyer et al. (2011) et Mbaye (2011) ont
obsene I'e et de la contrainte de cisaillement sur des caraceristiques de I'adtesion des cellules
bactrienne sur supports solides.Mbaye (2011 a mis enevidence que l'augmentation du temps
de contact initial et de la force ionique favorise I'adlesbn cellulaire. || aegalement obsene le
carackre discret du cetachement : le detachement a lieu lorsqu'un seuil de contrainte est at-
teint. Ce seuil est caracerige par une augmentation brusque de la quantie de cellules cetactees
(Fig.2.4). En ce qui concerne le taux d'adresion,Lecuyer et al. (201]) ont obsene que I'augmen-
tation de la contrainte de cisaillement entraine une augmetation de I'e cacie du transport des
bactries vers la surface accompagre d'une diminution dda probabilie d'adhesion sur la surface
(\sticking e ciency " en anglais) : le nombre de baceries a drerentes decro’t exponentiellement
avec le taux de cisaillement. lls ontegalement obsenes ge le temps de fjour caraceristique de
bactries sur la surface avant d'étre cetaclees, augmete approximativement lireairement avec
le cisaillement tant que I'on est en dea d'une valeur critique d'environ 3 Pa (Fig. 2.5). Au deh
de cette valeur, la probabilie de detachement augmente (diminution du temps caraceristique).
Cela esta reliera I'e et de seuil constae par Mbaye (2011).

En terme d'activie metabolique des cellules backrien nes, les conditions hydrodynamiques
semblent aussi avoir une importance crucialeQi et al. (2008 ont constae que plus la contrainte
de cisaillement impose estelewe, plus le temps recesaire pour que les micro-organismes s'ac-
climatent aux conditions environnementales est long.

Mbaye (2011) quanta-lui a mesue des valeurs exgrimentales du taux de croissance des
baceries P. Putida adleees sur une surface lors de la phase initiale de deMeppement du
bio Im, pour dierents taux de cisaillement imposs, en ecoulement laminaire. Ces mesures
ontee compaees au taux de croissance de ces mémes bactes en culture libre. Les esultats
pesenes sur la gure 2.6 montrent le changement du taux de croissance le taux de cisément,
ainsi que lesecarts entre les taux de croissance obtenus poles baceries »ees et les cultures
libres. Il esta noter que les taux de croissances mesuesguelles que soient les conditions
decoulement, correspondenta la phase exponentielle, smme illuste dans les courbes ciretiques
de croissance de la gure2.6.

Simeeset al. (2007 ont monte quanta eux que les cellules d'un biolm gre e par un
ecoulement turbulent ont une taille eduite, avec une dim inution de leur activie rmetabolique.
Cette dierence de l'activie metabolique estevalle e au travers de l'activie respiratoire (lami-



Auteur nunerique  ou | Micro-organisme Echelle Dimension Caraceristiques hydrauliques
experimentale
Davit et al. (2011) | experimentale L'eau brute de la | milieux I = 40 mm, dy = | Q = 6 mL=min, 35 mL=mim, 0:007 mL=s et
rivere Garonne | poreux 3:5 mm, Matriau granu- | 0:5 mL=s
(France) laire : d =500a 3000 m
Duddu et al. nurerique bio Im chambre  semi-circulaire| u=0:83mm=s (Re=0:83) etu =6:7 mm=s (Re =
(2009 2 0:5 mm et | 6:7)
rayon=25 m
Picioreanu et al. nurerique bio Im chambre  semi-circulaire| u=0:83mm=s (Re=0:83) etu =6:7 mm=s (Re =
(20009,tesee 2 05 mm et | 6:7)
par Duddu et al. rayon=25 m
(2009
Chopp et al. numnerique bio Im chambre  semi-circulaire| u =0:83 mm=s (Re = 0:83) et sansecoulement
(2002 2003 2 0:5mm, rayon=25 m
(methode tesee
par Duddu et al.
(2009)
Lecuyer et al. experimental et | Pseudomonas aeru-| bio Im 3 cm 200 m ou|[Q=0:11=min (=10 ?Pa)a Q =80 I=min
(201)) numerique ginosa 400 m 65 m (w=10 Pa)
Lemoset al. (2015 | experimentale Bacillus cereus bio Im Le biolm se cveloppe | Re=1000( ,, : 0:02Pa). Re=3200( , =0:12Pa)
autour des cylindres :1 = | et Re=4000 ( w =0:17Pa)
5cm, dy =2:2cm
Liu & Tay (2002 review
Mbaye (20179 exgerimentale Pseudomonas bio Im 28mm 17mm 250 m | Experience cetachement : Qmin = 2:13 ml=min
putida (Umean =0:008m=s. Re=2, , =0:2Pa)

Qmax = 750 ml=min (Umean = 2:94m=s, Re = 735.
w =70:6 Pa)

Experience croissance initiale :Qmin = 0:1 ml=min
(Re=0:09, =9 Pa)

Qmax = 10:63ml=min (Re =10, , = 1000 Pa)

Table 2.1 { Travaux concernant les couplages entre les conditions hydidynamiques et le ceveloppement de bio Im
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Auteur nunerigue  ou | Micro-organisme Echelle Dimension Caraceristiques hydrauliques
exgerimentale
Qi et al. (2009 experimentale bio Im bacerien (backerie bio Im Le biolm se ceveloppe autour | u=0:032, Q056 et Q089 m=s
non pecie) des cylindres I =53 mm, di; =
53 mm
Pereira et al. experimentale Pseudomonas uorescens | bioIm tube semi-circulaire | = 50 cm, | Laminaire : Re = 2000, u = 0:21 m=s;
(2002 dnt = 1:5 cm. Pece amovible | Turbulent : Re =5500, u=0:51 m=s
pourevaluer le bio Im : 2 :34 cm?
Rusconiet al. experimental et | Pseudomonas aeruginosa| bio Im 6mm 200 m 85 m angles| Q=0:5, L0 et 15 L=min
(201) numerique dans le canal : 210a 330
Simeeset al. exgerimentale Pseudomonas uorescens | hioIm tube semi-circulaire : | = 45cm, | Laminaire : Re = 2000, u = 0:20 m=s;
(2007 dint = 1:6 cm. Pece amovible | Turbulent : Re =5200, u = 0:532m=s
pour evaluer le biolm : 1:75
1:25¢cm
Stoodley et al. exgerimentale Pseudomonas aeruginosa| bio Im 200mm 3 mm 3 mm Re=0a5275( w =10:11Pa)
(1999 Pseudomonas uorescens
Klebsiella pneumoniae et
Stenotrophomonas malto-
philia
Tsai (2005 experimentale bio Im bacerienne | bioIm Le biolm se ceveloppe autour | u =20 cm=s( = 0:07 Pa), u=
(backrie non pecie) des cylindres : I = 18:1 cm, | 40cm=s( w =0:17Pa)et u =60 cm=s
dint =15:6 cm (w=0:29Pa)
Vieira et al. (1993 | experimentale Pseudomonas uorescens | bioIm tube semi-circulaire :1 =50 cm, | Exgerience transfert de masse :Re =
dint = 2:06 cm. Pece amovible | 8250a 14700 (1 = 0:34a 0:61 m=s)
pour evaluer le biolm : 0 :99
10 2 m?
Vrouwenvelder et al.| experimentale bio Im bacerien (backerie bio Im 0:07m 0:30m 0:04m E et decoulement sur la cofkesion du

(2010

non pecise)

biolm: Q=6 L=h (u=0:06 m=s) et
Q=30 L=h (u=0:31m=s)

Table 2.2 { Travaux concernant les couplages entre les conditions hydidynamiques et le ceveloppement de bio Im

8T

14v.1 30 1v13 ¢ 3d1IdVHO
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naire : 494 10 " mgO,cell *min *; turbulent : 6:40 10 1° mgO.cell *min 1).

Il faut d'ailleursa ce stade distinguer l'activie meta bolique des cellules individuelles dans
le bio Im de l'activit totale du bio Im. En particulier, |  ‘'activie globale du bio Im va cependre
de processus hydrodynamiques les au transfert de masse,ais aussia la structure du bio Im
(morphologie, densit cellulaire, esistance au transert...).

Ainsi, des auteurs tels queLemoset al. (2019; Vrouwenvelder et al. (2010; Qi et al. (2008);
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Figure 2.4 { Mbaye (201]) : In uence du temps de contact initial et de I'e et d'histoi re du
cisaillement sur le taux de detachement cellulaire - Evoldion de N=No et de T,, en fonction du
tempsa dierents temps de contact;. Experience 1 : Tc =42 min, No = 306, avec augmenta-
tion graduellea partir de 0:25 Pa; Experience 2 : Tc = 84 min, No = 264, avec application

brusque d'un cisaillement de 950 P a suivi d'une augmentation graduelle deT,,.CaCl,a 50 mM ;
Temperature =24 1 C.
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Figure 2.5 { Lecuyeret al. (201]) : (a) in uence de la contrainte de cisaillement sur le taux
d'adkesion; (b) in uence de la contrainte de cisaillement sur le temps de fjour caraceristique.



20 CHAPITRE 2. ETAT DE L'ART
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Figure 2.6 { Mbaye (2011 : Evolution du taux de croissance en fonction du Reynolds. ks
taux de croissances mesues correspondenta la phase expentielle, comme illuste dans les
courbes \Ciretique de croissance"a Reynoldsegala 0.09 et 10.

Liu & Tay (2002; Pereira et al. (2002; Stoodley et al. (1999; Vieira et al. (1993 ont constat
que le taux de cisaillement (en condition laminaire ou turbdente) cetermine la morphologie
du bio Im. Plus le taux de cisaillement estele\e, plus les bio Ims developpges sont compacts et
denses avec une morphologie moins reerogne qu'en lamiaire (Fig.2.7). lIs pesentent aussi
une colesion entre les microorganismes plus importante parapport aux bio Ims dceveloppesa
un plus bas taux de cisaillement.

Une partie de I'explication de cette morphologie dierent e est lee au fait que le taux de
cisaillement provoque un cetachement du bio Im plus ou moins important grosion continue ou
ctetachement de patch). Ce plenonene s'accompagne de l'aiachement ou e-attachement plus
ou moins important des baceries dans une autre zone, entramant une redistribution spatiale
des backries. Le rble important que peut prendre la ggeomtrie du syseme decoulement sur
cette morphologie est repore par Rusconi et al. (2011). lls ont mis enevidence que la variations
du champ hydrodynamique d0 au changement de la tortuosie de microcanaux (leur syseme
detude) in uenceegalement la structure du bio Im. lls 0 bservent notamment la formation de
\streamers" (la formation delongations dans la structur e du bio Im), attribtesa decoulement
secondaire.

En ce qui concerne les plenonenes de transfertyieira et al. (1993 et Lopezet al. (2003
constatent que la di usion interne dans le bio Im est fortem ent dependante des conditions hydro-
dynamiques imposes par le uide circulant au-dessus de l@ouche microbienne (en conditions
turbulentes). Les changements de structure obsenes (bidm plus mince et dense, avec une plus
forte colesion entre les composants du bio Im quand le cisdiement augmente) s'accompagnent
d'une di usivie interne moins importante. Le coe cient d e transfert de masse interne dans le
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peous biofilm

mushroom-like structures (b)

Y-
. (c)

Compact biofilm

Figure 2.7 { Dierentes structurations du bio Im : la contrainte de cis aillement paretal aug-
mente entre les clicles (a) et (e)

bio Im ne semble pas changer de manere signi cative dans & gamme de cisaillement ou Rey-
noldsetude.

En ce qui concerne la production d'EPS,Qi et al. (2008 ont cemonte que la ®cetion des
expolyreres est une sorte de eponse physiologique cefesive du micro-organismea l'augmen-
tation des contraintes de cisaillement. L'augmentation busque des contraintes de cisaillement
sur le bio Im augmente signi cativement la scetion d'e xopolyneres apes une geriode d'accli-
matation. Ils interpetent cette eponse biologique des backriesa travers un renforcement de
la matrice d'EPS comme une protection contre les forces exezes par le uide. Neanmoins, une
fois que le bio Im a etabli unetat dequilibre, la secr etion des EPS chutea volume relativement
constant.

Lemoset al. (2019 ont obsene que les bio Ims formes sous plus fort taux de dsaillement
etaient plus esistantsa des traitements necaniques, ou une combinaison entre un traitement
chimique et necanique, par rapporta ceux formes sous taux de cisaillement plus faibles. Ce-
pendant, ils n'ont pas trouve une relation directe entre I'augmentation de la contrainte de
cisaillement et la production d'EPS.

Simeeset al. (2007 quanta eux ont obsene que le bio Im gree par uneco ulement tur-
bulent produisait moins de matrice de polynere extracelldaire que les bio Ims gerees par un
ecoulement laminaire. Ce fait est assocea la diminution de I'activie metabolique cellulaire cep
evoqtee dans un paragraphe peedent. Cependant I'activie globale du bio Im en condition tur-
bulente est plus grande (malge cette diminution de I'activie metabolique) car ils observenta
la fois une plus grande densie cellulaire (nombre de cellies/cm?) et une plus grande masse de
bio Im par unie de surface.

Tsai (2009 ont rappore un e et de la vitesse decoulement sur le comportement dynamique
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des baceries du bio Im. Les esultats experimentaux on t monte que la quantie de cellule (en
CFU/ cm?) du bio Imetait incependante de lecoulement pour des ¢ ontraintes de cisaillement
egalea 0:07 et @17 P a maisetait signi cativement a ecee lorsque la contrain te de cisaillement
aet augmenee jusqua 0 :29 Pa (eduction de quantie des baceries en terme de CFU/ cm?)
(Fig.2.8). Leur conclusion est que l'augmentation de la contrainte @ cisaillement pouvait favo-
risera la fois la di usion des nutriments et de I'oxygene d ans le bio Im ainsi que le transport
de bactrie vers la surface. Cependant, si le cisaillemengst excessif, la formation du bio Im
n'‘en est pas facilie dans la mesure a ces contraintes de isaillement excessives entrainent le
ctetachement du bio Im et son endommagement. SelonDuddu et al. (2009 il est clair que les
crieres de cetachement bags uniquement sur la forme dela structure du bio Im, sans prendre
en compte les e ets decoulement local, ne sont pas approf@es. La gure 2.9 montre les si-
mulations nuneriques pesentees dans leur travail. Ces observations sonta relier aux e ets de
seuils cep obsenes par Lecuyer et al. (2011) et Mbaye (2011).

7 7 =
. (a)FV20cms™ .o o« (b) FV40cms™ o @i
t6 | D’ € 6
o ; *
25 L] 55
© *
o o
S 4 24
Q 8
g 3 ¢ data set 1 T 3 + data set 1
£ O data set 2 E O data set 2
€2 — model (average) 52 — model (average)
o o
81 ¢ g1
0 = 1 1 1 1 0 1 1 1
0 5 10 15 20 25 10 15 20 25
time (days) time (days)
(a) (b)
7

- (c)FV60cms’”

T6

o

25

(8]

g4t .

4

g3 r

Eat o o data set 1

2 O data set 2

2 1 F — model (average)

T 0 wmda— d . s

0 5 10 15 20 25

time (days)

(©

Figure 2.8 { Tsai (2005 : Ciretique de croissance bactriennea dierents tau x de cisaillement.

En conclusion, on constate ainsi que la esistance au trarfert cepend des conditions hydro-
dynamiques imposes maisegalement de la structure du bidm. On observe qu'une contrainte
de cisaillement elexee peut conduire a une augmentation de la turbulence, ce qui facilite le
transport de masse dans le bio Im. Par voie de conequencde bio Im se structure de manere
plus compacte,a cause d'une contrainte de cisaillementé\ee, quia son tour peut eduire la
di usivie du substrat dans les bio Ims. Pour esumer, le s conditions hydrodynamiques peuvent
avoir un double e et sur la structure du biolm ( Qi et al., 2008 Liu & Tay , 2002.
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(@) Re =0:83 (Picioreanu et al., 20009 (b) Re=6:7 (Picioreanu et al., 20009
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Figure 2.9 { Duddu etal. (2009 : (a) et (b) Croissance du biolm simue en utili-

sant le moctle ciretique de Picioreanu et al. (20009 (a) Re = 0:83; t= 0;1;2;3;35;4;45
jours (b) Re = 6:7; t = 0;20;,40,60;80;100 120 jours; (c) et (d) Croissance du
biolm simuk en utilisant le moctle ciretique de Choppetal. (2002 2003 (c) Sans
ecoulement, t = 0;1:2;3;5;7;9;11:2;134;156;17.8;20 jours et (d) Re = 0:83;t =

0; 0:06; 1:4; 2:5; 3:7; 4:9; 6; 7:3; 8:5; 9:6; 10:7 jours; (e) et (f) Croissance du bio Im simuk en utili-

sant le moctle ciretique de Duddu et al. (2009, les esultats sont pour le taux de cetachement
elewe; (e) Re = 0:83;t = 0;1:1;,2:4,3.8,5:2,6:7;82;9:6; 11:1; 12:4; 138 jours. (f) Re = 6:7;
t =0;0:07;1.5;2:1; 3; 3:6; 4:4; 5:1; 5:8; 6:4; 6:9 jours.

2.2 Technique d'observation

La mesure de la croissance backrienne en bio Ims peut é& eali®ee par dierentes tech-
niques, comme les mesures directes (par exemple la ceterrtion du poids sec ou humide), ou
les mesures indirectes (comme la turbidie, densike optique DO). Ces techniques, classiquement
utilisses en microbiologie, permettent uniquement d'observer dans un environnement donre
le comportement global d'une population microbienne : lesesultats obtenus repesentent la
moyenne du comportement de chaque individu constituant la jppulation obsenee.

Ces esultats obtenus avec ces techniques classiques pemvétre ineressantes car on obtient
un esultat statistiqgue gereral. Cependant, comme nous l'avons explige auparavant, dans le
bio Im, pour laquel le necanisme organisationnel n'est que partiellement connu, ces structures
complexes permettent I'adaptation de la population globak aux stimuli exogenes. lls assurent
ainsi des fonctions speci ques des populations structuees Paolozzi 2015. Ainsi, on constate
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gue pour mieux comprendre le processus de structuration duibIm, il est recessaire d'avoir
une observationa lechelle bacerienne.

La microscopieelectroniquea transmission (MET) et la mi croscopieelectroniquea balayage
(MEB) sont utilises pourevaluer la structure de bio Ims . Ces techniques fournissent des images
a haute esolution, cependant elles ont des limites lees a la peretration de lechantillon et
recessitent la deshydratation de lechantillon, ce qui peut perturber I'observation de la struc-
ture du bio Im. L'observation au microscope confocala balayage laser (CLSM), conjointement
avec le marquage uorescent du bio Im est la technique la plis souvent utilise pour acquerir
des donrees a propos du bio Im. Cette nmethode permet I'observation non destructive dans
letude in situ des bio Ims. Il permet aussi letude de la s tructure physique des bio Ims (recons-
truction 3D), le suivi du developpement d'un bio Im, et I' evaluation de la eponse d'un bio Im
a l'environnement ( Carvalho & Fonsecg 2007). Cette technique d'observation du bio Im est
accompagree de l'acquisition, du traitement et de l'analyse d'images.

Kuehn et al. (1999 ont propos une nethode automatiee pour l'acquisition et I'analyse
d'image. Pour I'analyse d'images, ils ont utilie un outil d'analyse d'image (QUANTIMET 570).
Pour tester cette nethode, des bio Ims monocultures ceveloppes sur chambre decoulement ont
ek obsenes sous microscope confocal. Selon les autesy les esultats obtenus sont compa-
tibles avec d'autres travaux exgerimentaux. Givskov et al. (2000 et Xavier et al. (2003 ont
egalement ceveloppe des programmes pour I'analyse 3D dubio Im. Le programme ceveloppe
par Givskov et al. (2000 (Comstat) utilise un seuillage manuel des images acquisetandis que
Xavier et al. (2003 propose un seuillage automatique. Pour tester ces programes d'analyse
d'images, Givskov et al. (2000 ontegalement cevelopge des bio Ims monocultures formes sur
chambre decoulement et obsenes sous microscope confat Xavier et al. (2003 ont tese leur
programme avec des images de bio Ims provenant de dierenes con gurations exgerimentales.
Beyenal et al. (2004b ont ceveloppe davantage les programmes ealies parGivskov et al. (2000,
Xavier et al. (2003 et leur programme (ISA). Cela a permis d'obtenir un unique programme
qui traite un plus grand nombre de paranetres d'une facon automatique (seuillage automa-
tique), obtenant ainsi une nethode decrivant mieux la str ucture du bio Im. Pour la binarisa-
tion des images, ils ont utilie la nethode de seuillage \slection ierative", car ils ont suppos
gu'une proedure automatique est plus reproductible que @ns le cas d'ogerateurs humains
(Beyenal et al. (20049 et Yang et al. (1999).

Cependant, on constate que la cetermination d'un seuil pou la binarisation des images est
un travail complexe eta part entere. Pour extraire les par anetres morphologiques statistique-
ment signi catifs a partir d'une rie d'images du biolm , une nethode able et pecise de
seuillage d'image est recessaire. Selolfang et al. (2007), les seuillages des images du bio Im
pesentent une di cule suppementaire par rapporta d ‘'autresetudes ciees dans la literature :
la cetection des bords dans le bio Im. Desetudes utilisant des maeriaux uorescents ou des cel-
lules microbiennes isokes posedant gereralement ue taille standard, constituent une etrence
pratique pour estimer la pecision des proedures d'anayse d'image appligwee. Dans le cas du
bio Im, il n'y a pas une taille standard car il pesente plus ieurs tailles d'agegats dierents.
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Le choix du seuil est subjectif et, dans une methode manued, cepend de la compehension
de l'operateura propos du contenu analyse. Ainsi, icka lement, une nmethode automatisee est
pektrable poureviter le jugement personnel de I'oger ateur. Yang et al. (2001) ont \erie la
performance de cing types de seuillages automatiques d'imaglls ont utili® le seuillage ma-
nuel comme ekrence pourevaluer la pecision des proedures de seuillage. En comparant les
esultats des seuillages automatiques ealies avec leseuillage manuel, la methode de slection
ierative (utilie par Beyenalet al. (20040) pesente un meilleur esultat par rapport aux autres
nethodes automatiques tesees.

Pourtant, il est dicile d'armer qu'une nethode automati que de seuillage des images
sera appligee avec suces sur tous les bioIms et sur la tlie du bio Im. Gereralement,
selon la densie du bioIm et la profondeur de la couche obseee, le passage de la lumere
est plus ou moins perturke, entrainant des images plus bruges, ce qui complique davantage
l'automatisation du seuillage.

Comme indiqe pe@demment, pour obtenir des esultat s acceptables, il est indispensable
d'avoir une nethode able de seuillage d'image. On estime @g'un seuillage automatique est
important, d'autant plus dans la mesure as une quantie d' images consicerable est recessaire
pour avoir des donrees repesentatives. En revanche, a nd'avoir des donrees ables, un contréle
visuel sysematique s'impose. Ce contrble recessaire @ut &tre eali® en comparant les images
traiees aux images originales.

2.3 Micro uidique

Pour mieux comprendre les e ets de I'hydrodynamique sur le D Ima microechelle, des
sysemes micro uidiques ontet utilies, permettant ['observation des cellules individuelles sous
conditions environnementales controkes.

La micro uidique apparat dans les anrees 1990 comme une kanche des sysemes mi-
creelectromecaniques, plus connus en Anglais sous l'aanyme de MEMS (pour Micro Electro
Mechanichals Systems). Selofmabeling (2003, la micro uidique est la discipline quietudie la
manipulation et le contréle de uides simples ou complexesmono ou multiphasiques dans des
microsysemes arti ciels. La dimension des canaux micro uidiques (hauteur ou largeur) doit
etre comprise entre 1 m et 1 mm.

Les dispositifs micro uidiques trouvent leur application dans divers domaines comme les
sysemes analytiques, les dispositifs bionedicaux, lesoutils de la chimie et de la biochimie, et
les sysemes pour la recherche fondamentaleMcDonald et al., 2000. Nous pouvons observer
dans le tableau2.3 que les dimensions caraceristiques deseements d'irrét de la microbiologie
s'appliquent biena la micro uidique. Ainsi,a microec helle, les sysemes micro uidiques sont
de plus en plus utilises pour observer le ceveloppement duwbio Im ( Tabeling, 2003.

Comme vu dans la sectior2.1.3 apees I'attachement des baceriesa la surface, les bagries
forment des microcolonies dont levolution se traduit par la formation d'un bio Im dont la
dimension caraceristique en terme de hauteur varie dans ne gamme allant d'une dizaine a
guelques milliers de microns. La technologie micro uidiqe est donc cep bien adapee car les
echelles de tailles viees (de la bacerie au bio Im lui méme) sont compatibles avec la plupart
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des technologies ceveloppees dans le domaine de la micraidique.

Ces sysemes permettent de controler peciement les onditions hydrodynamiques et des
paranetres environnementaux tels que la temperature et la pression. Ce contréle, dans des dis-
positifs miniaturies, o re de nombreuses perspectives B recherche dans le domaine de I'analyse
des bio Ims (Whitesides, 200§. En particulier, la maitrise des conditions environnemenalesa
petiteechelle o re la possibilie detudier plus neme nt letude de levolution de leur structure
sous dierents contraintes dont les contraintes induites par les conditions hydrodynamiques.
Cette observationa lechelle locale a permis un proges consicerable de la recherche dans les
domaines de la biologie cellulaire.

Element Taille
Epaisseur de la membrane cellulaire 10 nm
Lysosome 200 nm
Prokaryote 1-10 m
Bacerie E.Coli 2 m
Mitochondrie 3 m
Eucaryote 10-30m

Table 2.3 { Tailles de cellules et constituants cellulairesTabeling (2003.

2.3.1 Les avantages et inconenients de la micro uidique

En tant que technologie, la micro uidique o re de nombreux avantages et peu d'inconenients
(Whitesides, 2009. La micro uidique permet d'analyser et de manipuler des cdlules indivi-
duelles avec des conditions environnementales bien pes@s. Les informations chimiques et
biochimiques ne sont plus eduites a une moyenne sur une ppulation macroscopigue mais
deviennent disponibles pour chaque cellule.

Par rapporta des experiences ealies a macroechelle, la micro uidique pesente plu-
sieurs avantages comme : (i) le codt plus faible pour la falication et I'utilisation du syseme
decoulement; (ii) la diminution du temps d'analyse; (iii ) la eduction de la consomma-
tion de eactifs; (iv) la eduction de la production de sou s-produits potentiellement nocifs
(McDonald et al.,, 2000 ; (v) la manipulation et la serilisation de petites quant ies, ce qui
eduit consicerablement le risque de contamination par d'autres microorganismes et (vi) une
plus grande faciliea mettre en uvre des exgeriences en paralkles (ou en ries), ce qui acekre
l'acquisition de donrees.

Cependant, les sysemes micro uidigues pesentent quetjues inconvenients. Par exemple,
la quantie consicerable desetapesa suivre lors de la fabrication des moules et des sysemes
micro uidiques. Un autre inconwenient est le au fait que les petits canaux peuvent s'obstruer
facilement : par congquent les sysemes micro uidiquessont di cilement eutilisables car ils
sont di cilesa nettoyer. En toute rigueur, chaque exgeri ence recessite une nouvelle fabrica-
tion (Becker & Gartner, 2000. Dans le prochain paragraphe nous citerons quelques avaajes
et inconenients speci ques des micro-chambres decoukement corcue avec lelastonere Poly-
dirrethylsiloxane (PDMS).
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2.3.2 Polydinethylsiloxane - PDMS

Lelastorere PDMS est le magriau le plus couramment uti lise en micro uidique principa-
lement pour les applications en microbiologie en raison dees nombreux avantages en regard
des quelques inconwenients qu'il gerere. C'est une tecmologie dite \douce" et ces nmethodes ont
pour principe la ealisation d'une pucea partir d'un moul e.

Selon McDonald et al. (2000, le PDMS est un excellent maeriau pour la fabrication de
sysemes de micro-canaux pour une utilisation avec des drantillons biologiques dans des so-
lutions aqueuses. Plusieurs raisons sont avanees : (i) #st optiquement transparent de sorte
qu'il peut étre utili® pour un certain nombre de sctemas de detection; (i) il durcita des
temperatures basses; (iii) il est non toxique; les backlies peuvent &tre cultiees directement
sur les sysemes micro uidiques;; (iv) il peut étre defor me de manere eversible ; (v) il peut étre
scelea lui-méme ou dans autre matriau de manere e versible ou ireversible apes le traite-
ment de la surface au plasma @ lechelle atomique avec ladrmation de liaisons covalentes) ; (vi)
sa chimie de surface peut etre controke par des techniges relativement bien ceveloppees et (vii)
en tant quelastonere, il peut se mouler parfaitement sur les surfaces bien lisses ou rugueuses,
ainsi que former des cetailsa lechelle du micron avec ure grande cklie et une grande facilie
de reproduction (epligue par moulage). Un autre avantage est que le PDMS est un matriau
peu colteux, simple et rapidea mettre en oeuvre.

Cependant, le PDMS a quelques inconwenients. Les plus comdignants pour les cultures
d'organismes sur puce sont : (i) le PDMS est unelastorrere lydrophobe et il est di cile de le
mouiller avec des solutions aqueuses. Ainsi, il peut y avoiia formation de bullesa l'inerieur du
syseme de micro-canaux di cilesa enlever (nuckation des bulles); (ii) Il est sujeta I'adsorp-
tion des especes hydrophobes; (iii) on constate une certae evaporation des phases agueuses
a travers le PDMS;; (iv) il est souvent incompatible avec l'utilisation de solvants inorganiques,
ou avec des solues organiques de faible poids mokcularet (v) il estegalement sensible aux
temperatures elevees. Malge ces limitations d'utili sation, le PDMS est le dispositif micro ui-
dique le plus utili en microbiologie compae aux autreselastoneres ou plastiques.

2.4 Conclusion

Les travaux pesenes dans ce chapitre, nous permettent & rendre compte du dege impor-
tant du couplage entre I'hydrodynamique et la dynamique bagrienne, avec I'in uenceevidente
du egime decoulement sur l'activie et la composition du bio Im.

On observe I'in uence de I'hydrodynamique sur le transfert de nutriments et d'oxygene a
l'inerieur du bio Im, maisegalement sur la structure et la morphologie du bio Im (production
d'EPS, taux de croissance, cetachement, densit, poros ...), avec un fort couplage entre les
mecanismes physiques, biologiques et chimiques.

De ce fait, I'objectif de cetteetude consistea mettre au point une methodologie pouretudier
I'in uence des paramnetres hydrodynamiques sur le dcevelgpppement du bio Im mono espece
(bactrie Pseudomonas Putidaa lechelle locale. On cherchea analyser I'in uence e ventuelle
d'un changement du \stress" hydrodynamique sur la distribution spatiale, la morphologie et
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la ciretique de croissance bacerienne dans le bio Im. Cetravail de recherche viseegalementa
obtenir des donrees quantitatives repesentatives de laformation du bio Im avec les analyses
en trois dimensionsa lechelle locale.

Pour que les donrees soient plus faciles a interpeter, ks exgeriences doivent se produire
dans un environnement contrék. Pour cela, en se basant sules connaissances acquises de la
literature, une micro-cellule decoulement aet con cue dans l'optique d'imposer un cisaillement
controk dans la zone detude. Nous avons utili deux mockles des chambres decoulement mi-
cro uidique : une chambre decoulement avec lelastone re PDMS et une chambre decoulement
en PMMA (polyrrethacrylate).



Chapitre 3

Maeriels et Methodes

Ce chapitre est consace aux nethodes, protocoles et dispsitifs exgerimentaux utiliees au
cours de ce travail a n de proedera la culture eta I'obse rvation des bio Ims.

On pesente dans un premier temps le systFeme biologique tilise (micro-organisme et milieu
de culture). En particulier certains tests ontee e ectu es an de ¢ nir le protocole optimal
pour la peparation du milieu de culture et la pe-culture des baceries.

Dans un deuxeme temps, les divers dispositifs experimetaux cevelopes au cours de la
trese sont pesenes. Une attention particulere est p oree sur le coeur de ces dispositifs, a
savoir les micro-chambres decoulements utilisees danse travail. En particulier, en plus d'une
chambre en PMMA (peedemment utilisee dans la these de Mbaye (2011 , mais que nous
avons modiee), nous avons ceveloppe un nouveau disposiif bag sur une technique de moulage
et l'utilisation d'un polynere (PDMS). La quali cation de I'hydrodynamique des chambres est
pesente dans cette partiea partir de simulations num eriques.

En n, dans un troiseme temps, nous pesentons la technique d'observation mise en uvre
dans la trese. Cette technique est base sur l'utilisation d'un microscope confocal et recessite
l'utilisation de uorochromes. De nombreux tests, destinesa valider la possibilie ou non, de
visualiser certains composants du bio Im sont pesenes dans cette partie ainsi que des tests
permettant de jauger la compatibilie des divers uorochr omes entre eux.

3.1 Syseme biologique

3.1.1 Souche bacerienne

Le microorganisme <slectionre pour cette etude est la sowhe bacerienne Pseudomonas
putida DSM 6521 (L'Institut Leibniz DSMZ-Collection allemande de microor ganismes et de
cultures cellulaires). Nous la noteronsP. putida par la suite.

P. putida est une bactrie gram-regative qui se trouve couramment @ns les sols et les mi-
lieux aquatiques (Pardo & Guadalix, 1996. Elle a cepet utilie dans les travaux de trese de
Mbaye (2011). Il s'agit d'une bactrie non pathogene qui peut degrad er un grand nombre de
composes dierents du carbone, y compris certains d'entre eux qui sont des polluants toxiques.
Cette bacerie est couramment utilisee pour la bio-rere diation dans les industries petroleres et
chimiques. Elle se ceveloppe par duplication cellulaire slon un metabolisme energetique pure-
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ment respiratoire (organisme arobie strict). Pour son developpement, elle n'a pas de facteurs
de croissance patrticuliers, en dehors de carbone etegalemt d'azote et de phosphore.
Pseudomonasest un genre de microorganisme unicellulaire en forme de t#nnet droit
(dianetre : 0:7a 1:1 m ; longueur : 20a 4;0 m ). Elle peut se developper dans une gamme
de temperature comprise entre 4 et 40C. La croissancea 4 C est relativement faible ; au-deh
de 40C, la croissance est impossible. La croissance d& putida est optimale pour un pH
proche de la neutralie (pH = 6.8); elle est impossible en dssous de 4.5 Ralleroni, 1984). Se-
lon Rochexet al. (2009, la surface cellulaire deP. putida est hydrophile en raison d'un fort
caracere "donneur delectrons”, comme le ewle la m ethode de partition MATS (Microbial
Adhesion To Solvents).Power et al. (2007 ontegalement con rie ce caraceres hydrophile par
des mesures d'angle de contact (compris entre 36 et 49 8 selon le substrat d'adresion)

3.1.2 Milieux de culture

En microbiologie, un milieu de culture est un milieu qui possde deseements essentielsa la
multiplication des baceries et permet leur ceveloppement. Deux milieux de culture sont utilies
pouretudier le comportement des baceries P. putida : le milieu liquide Luria Broth (LB) et le
milieu solide Luria Broth Agar (LA).

3.1.2.1 Milieu Luria Broth (LB)

Le milieu de culture LB est une solution standard classiquerant utilie pour e ectuer des
cultures baceriennes. La solution LB est constitiee de trois composants principaux : extraits de
levure, peptone casine et chlorure de sodium. Les extrast de levure fournissent des vitamines,
des acides amires et de l'azote, essentielsa la croissamaes bactries. La peptone constitue
une source de peptides et d'acides amires. Le chlorure de dimm est ajoue pour maintenir
la solution a une force ionique donree et apporter egalenent des mireraux recessairesa la
croissance bacterienne. La solution est ajuseea pH 7 etautoclawea 121 C pendant 20 minutes.

Le milieu de culture qui circule dans la chambre decoulemaet et celui utilise pour lelaboration
de la pe-culture sont des variations du milieu LB. Les sectons suivantes pesentent les essais
pouretablir la meilleure formule de ce milieu, qui sera utilisee au cours de cette etude. Nous
avons ainsi analys I'e et des dierents milieux de cultu re sur la croissance bacerienne deP.
putida. Pour simpli er le calcul du taux de croissance, le milieu nuritif doit €tre compos d'un
nombre eduit de composants (substrats), tout en permettant la croissance des baceries. Deux
variations du milieu LB ontet teseg, il s'agit du milieu LB sans Peptone et du milieu LB avec
Peptone (LB standard).

Nous avons pepae un volume de 100ml de chaque milieu en 4 exemplaires. Une colonie
de baceries est pelewee sur la bo'te de petri avec le miieu LA pepae la veille (voir la section
3.1.2.3. Les backries P. putida ontet cultiees dans ces milieux de culture pendant 25 heures.
La population de baceries en suspension a ensuiteee @termiree par la mesure de la densie
optique DOggo (absorbancea 600nm).

Les esultats de la mesure de la densie optique pour les dex variations du milieu LB sont
pesenes sur la gure 3.1. Comme nous pouvons le constater, dans le milieu LB avec pephe,
la valeur de DOggp de la suspension bacerienne est plus grande que celle dafes milieux LB
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sans peptone : environ 1 unie pluselewee. Ceci correspada environ 40% d'augmentation de la
DOsgoo. La m&me courbe montre que le milieu LB sans Peptone assuregdle ceveloppement de
la suspension bacerienne. Comme expliqle dans le paragphe peedent, on cherche le milieu
constitte d'un nombre eduit de composants pour simplie r le calcul du taux de croissance.
C'est pour cette raison que le milieu LB sans peptone aet oisi pour alimenter la chambre
decoulement. Il contient : 5 g=I de I'extrait de levure et 5 g=I de chlorure de sodium. Par la
suite, nous appelons ce milieu \le milieu LB modie".

25

15

DO 600 nm

0,5

LB sans Peptone LB avec Peptone

Figure 3.1 { Densie optique moyenne (absorbance 60Gm) pour les deux milieux de culture :
milieu LB sans Peptone et milieu LB avec Peptone (LB standard

3.1.2.2 Milieu Luria Broth Agar (LA)

Le milieu Luria Broth Agar est en fait un milieu Luria Broth st andard dans lequel on ajoute
9¢/l d'agar solidie. La solution estegalement ajusee a pH 7. Apes skrilisation en autoclave
( 121 C pendant 20 minutes), le milieu est vere dans des botes &l Retri skriles et laise a
refroidir eta solidi er sous hottea ux laminaire. Les boi tes ainsi pepaees sont utilisees pour
stocker les cultures baceriennes.

3.1.2.3 Pe-culture

La pe-culture est la solution bacerienne de P. putida qui sera dillee pour &tre injecee
dans la chambre decoulement pour la colonisation initiale de la surface d'observation.

Dans les travaux de Mbaye (2011, la pe-culture etait pepaee a parti dechantill  ons de
P. putida pelewesa partir d'une bo'te de petri fournie par le LT HE et contenant du milieu de
culture solide LA. Pour peparer cette boite de petri, sel on le mode de peparation du laboratoire
LTHE, une culture contenant 20% de glyerol sktrile, conseneea 20 C, est pealablement
cecongeke (culture stock). Elle est inocuke dans un miieu LB standard pendant 24 heures
sous agitationa 180 rpm eta T = 30 C. Cette culture backerienne est ensuite etake sur
une bote de petri contenant le milieu LA pendant 48 heures La bote de petri est consenee
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a 4 C et utilie pendant plusieurs semaines. Cependant,a T= 4 C, les baceries peuvent
continuera se multiplier, et il peut y avoir aussi un changement de netabolisme des baceries.
De plus, la cecongelation et la recongelation eetit ive de la culture peuventegalement a ecter
le netabolisme de ces cellules.

Pour que les experiences soient reproduites dans des cotidins identiques, un mode de
peparation du milieu de culture plus rigoureux aee mis en place. Ainsi la culture est pelewee
sans étre cecongeke au moyen d'un inoculateur en inox. He est ensuiteetake sur des bo'tes de
etri contenant le milieu LA. Le milieu est cultiee pendan t 23 heuresa 30 C dans un incubateur
statique. Apes 23 heures, un pekvement sur la bo'te est eali® pour la peparation de la pre-
culture. La colonie pelewee est ensuite incukee dans unmilieu de culture LB jusqua atteindre
la phase exponentielle a1 les backries sont en conditioa optimales. Nous obtenons ainsi notre
pe-culture.

Il est possible d'utiliser le milieu LB standard ou modie p our peparer la pe-culture car
ces deux milieux ont des avantages et des inconwenients. Eatilisant le milieu LB standard pour
la pe-culture, les baceries vont atteindre la phase exponentielle beaucoup plus vite qu'avec le
milieu de culture LB modie. Par contre il va y avoir un chang ement de milieu de culture au
moment de la dilution de la pe-culture, dans la mesure a1 la pe-culture est diltlee avec le milieu
LB sans peptone avant d'etre injecee dans la chambre d&coulement remplieegalement avec le
milieu LB sans peptone. SelonSherwoodet al. (2010, le passage d'un milieu richea un milieu
pauvre (shift-down) provoque une croissance enequilibranstable, car les vitesses de syntheses
des composants cellulaires varient les unes par rapport auautres, jusqua ce qu'un nouveletat
dequilibre soit atteint. Dans I'experience de shift-do wn, il y a une periode de latence parce
gue les cellules ont besoin de temps pour fabriquer les enzymeecessairesa la biosynthese de
nutriments disponibles. Les cellules deviennent plus petes et se eorganisent, d'un point de
vue netabolique, jusqua ce qu'elles soient capables de e ceveloppera nouveau. En utilisant
directement le milieu LB modie, il n'y a pas de changements de milieux de culture pendant
les essais. Ainsi les backries ne ressentent pas le strgaovoqle par un changement du milieu
de culture qui peut occasionner des modi cations de leur coqortement.

A n de ceterminer le milieu de culture, le volume et le temps d'inoculation pour atteindre
la phase exponentielle, des mesures des ciretiques de @sance des backries ontet e ectiees.
La ciretique de croissance est mesuee pour quatre volume dierents de chaque milieu : 2, 3,
4 et 7 ml. An detablir de facon rigoureuse la quantie de bact ries initiale a utiliser dans
I'experience de developpement de bio Im, nous avons mese la ciretique de croissance. Pour
cela, nous avons pelewe sous hottea ux laminaire une cdonie sur la bo'te de getri qui a ensuite
ek inocuke dans les quatre milieux dierents. De mani ere gererale, on consicere qu'une seule
bactrie donne une seule colonie (Unie Formant Colonie - UFC) sur un milieu de culture LA
(bote de petri). Des milieux de culture contenant des cobnies peleweesa partir de la bote
de petri sont cultives dans une etuve a temperature con stante T = 30 C et sous agitation
de 180rpm. Les valeurs deDOggy de chaque echantillon sont relevees au cours du temps
d'incubation.

A n de \eri er la reproductivie de I'experience,a cha que analyse trois exemplaires ontee
compaes. La gure 3.2, montre levolution de la DOggg en fonction du temps d'inoculation. La
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(a) Ciretique de croissance bacerienne : milieu LB avec peptone
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(b) Ciretique de croissance bacerienne : milieu LB sans peptone

Figure 3.2 { Ciretique de croissance bacerienne DOggo) avec la bacerie P. putida et les
milieux LB sans et avec peptone.

gure (a) correspond au milieu LB sans peptone, et la gure (b) corresponda celui avec peptone.
Les valeurs deDOggg correspondent aux valeurs moyennes des trois exemplairesay®s. Le
tableau 3.1 montre le taux de croissance bacerienne pour les diererts milieux LB avec dierents

volumes.

CommeevoqLe auparavant, des pecautions ontet pris es pour que la quantie de baceries
initiale soit la plus constante possible (pekvement d'une colonie sur le milieu LA). Malge cela,
Nnous ne pouvons pas avoir une certitude que la quantie de beeries initiale inocuke est la méme
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() (th
Volume Milieu LB LB sans peptone | LB avec peptone
2ml 1.0 1.2
3 mi 0:7 0:7
4 ml 0:7 0:8
7 mi 1.0 0:9
Moyenne 0:85 0:9

Table 3.1 { Taux de croissance bacterienne dans la phase exponentielle pour les dierents
milieux LB.

pour tous les exemplaires. Les valeurs dBOggp mesueesa l'instant 2ro ne peuvent pas étre
prises en compte car l'erreur de mesure de l'instrument d'aalyse de laDO (spectrophotonetre)
est grande par rapporta la mesure de laDO initiale ( DOgqg initiale proche de 0.002). De ce
fait, les courbes de ciretique de croissance bacerienn@e peuvent pas etre normaliees.

Comme obsene sur les courbes pesentes sur la gured.2, les pentes de la phase exponen-
tielle pour les deux milieux (milieu LB sans et avec peptonekont semblables. Cette observation
est con rnee par le tableau 3.1, a les taux de croissance backrienne dans la phase expen-
tielle sont du méme ordre de grandeur. Ainsi nous considaons que la peptone n'in uence pas
(ou tes peu) la phase exponentielle.

Pour la peparation de la pe-culture, nous cherchonsa avoir un volume pesentant un temps
d'incubation adapt pour les essais de ceveloppement du b Im. Commeevoqle peedemment,
le pekvement de la pe-culture doit etre fait pendant la phase exponentielle, ai le taux de
croissance est maximal et le taux de mortalie presque nulLa pe-culture doitegalement avoir
une concentration bacerienne importante.

Comme mentionre anterieurement le taux de croissance baterien dans la phase exponen-
tielle pour les deux milieux de culture sont du méme ordre degrandeur. Ainsi, nous avons
choisi d'utiliser le milieu LB sans peptone car, comme cela a&pet dit auparavant, l'avantage
d'utiliser le milieu de culture LB modie est qu'onevite u n changement de milieu de culture
au moment de la dilution de la pe-culture ou au moment de l'injection des backries dans la
chambre decoulement, pecedemment remplie avec le miieu LB modie. Ainsi, les bacteries ne
seront pas soumisesa un e et \shift-down" qui provoque une croissance enequilibre instable.

Pour la suite de travail, nous allons utiliser un volume de 3ml LB modie pour la peparation
de la pe-culture. Le pekvement de la solution bacer ienne sera eali®e apes 4 heures d'incuba-
tion (T =30 sous agitationa 180rpm), ce qui corresponda uneDOggg d'environ 1, autrement
dit, vers le milieu de la phase exponentielle. Ce temps d'indbation est acequat et adapea la
logistique recessairea la mise en place du protocole exg@imental complet.

En conclusion, dans ce travail, le microorganisme lectinre pour le developpement du
bio Im mono-espece est la bacerie P. putida, dep util ie dans les travaux de trese deMbaye
(2011). Dierents milieux de cultures onteeetudes, dans le but de trouver un compromis entre
la composition du milieu de culture et les temps de cultures ds bio Ims ou des pe-cultures.
Ainsi, un milieu plus simple en terme de sources de carbone md plus facile deventuelles
interpetations ulerieures en terme de ciretique de cr oissance. Il s'est awe qu'un milieu LB
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sans peptone o rait un tel compromis car la peptone in uencetes peu la croissance.

Pour assurer une reproductibilie des experiences que nas ealiserons, il etait en outre
recessaire de s'assurer, que ces la phase de pe-culturéetat metabolique des baceries pelewees
pouretablir cette pe-culture soit le plus stable possible. C'est pourquoi nous avons modie le
protocole standard utilis jusque-&. En particulier, ( i) nousevitons la decongelation de la culture
stock pour e ectuer le pekvement bacerien permettan t la peparation des boites de petri qui
seront incukees et servironta l'inoculation des pe-cultures (ii) ces boites de etri ne sont pas
consenees pour étre eutiliees et une boite de getri est pepaee sysematiquementa chaque
fois qu'une pe-culture est recessaire. De méme, poureiter des e ets de shift-down (passage
d'un milieu richea un milieu pauvre) et un stress bacerie n, le milieu LB modie sans peptone
sera utili® quelles que soient les etapes au cours des exences (pe-culture, croissance du
bio Im)

3.2 Dispositifs exgrimentaux

Le dispositif exgerimental est compos desekments suvants : un syseme d'injection du mi-
lieu nutritif (LB modie), une chambre decoulement ai | e bio Im est cevelopge, un microscope
pour faire la visualisation et la capture des images, un esrvoira l'aval pour la ecugeration
des cechets.

Pouretudier le ceveloppement du bio Im sous faible cisaillement, un pousse-seringue mul-
ticanaux (KDScienti ¢, mockle Legacy 220) est utilie po ur alimenter la chambre decoulement
(Fig.3.3). Pour etudier le developpement du bio Im sous fort cisai llement, le pousse-seringue
est remplae par un syseme d'alimentation gravitairea pression constante (Fig3.4).

Ce second syseme est compos : d'un eservoir de stockag d'une pompe-geristaltique et
d'un deuxeme eservoir (eservoir d'alimentation) av ec un dispositif de cebordement. Le dispo-
sitif fonctionne gracea un syseme de double ecipient (eservoir d'alimentation) ai le niveau de
la colonne d'eau est garce constant, selon le sclema illusatif de la gure 3.5. Le dispositif de
tebordement permet d'envoyer le uide vers la chambre decoulement avec un cebit constant :
le cebordement du uide dans le eservoir d'alimentation est renvoye dans le eservoir de sto-
ckage pour garder un niveau constant du milieu LB modie et ainsi une alimentation en continue.

Figure 3.3 { Syseme d'alimentation pousse-seringue multicanaux



36

CHAPITRE 3. MAT ERIELS ET M ETHODES

Figure 3.4 { Syseme d'alimentationa cebit constant
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Figure 3.5 { Sctema illustratif du syseme gravitaire
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3.2.1 Chambre découlement

Nous avons utili’e des chambres decoulement dans l'optijue detudier le developpement
de la croissance des backries dé°. putida et I'in uence eventuelle de lecoulement sur ce
eveloppement et sur la structure du bio Ima microechel le (quelques centaines de microns).

Les 3 chambres pesentes par la suite utilisent comme plgue inkrieure une lamelle en
verre borosilicae transparent. L'angle de contact de la lamelle en verre apes la proedure de
nettoyage ethanola 70% puis rircage avec de I'eau type lseriliee) est de 37 . Par la suite
nous ccnommerons les dimensions des chambres decoulemteet ses composants : \I" pour la
longueur, \w" pour la largeur et \h" pour la hauteur.

3.2.1.1 Chambre decoulement pour I'observation au microscopea u orescence

Pour les observations des bio Ims sous microscopea uoresence, une chambre decoulement
micronique aek specialement corcue pendant la trese de Mbaye (201]) (Fig. 3.6.a). Un scltema
illustratif est pesene sur la gure 3.6.b. La plague sugerieure en polynethacrylate de methyle
(PMMA) a les dimensions suivantes :I =75 mm, w =25 mm, ett = 13 mm. Elle est peree
de puits d'entee et de sortie. La plaque inkrieure (lamelle en verre) sert de support d'adtesion
aux baceries. Ses dimensions sontt =22 mm, w =32 mm et h =0:15mm.

Un joint detancteie (Gene Frame, Thermo Scienti c) de dimension inerieure : | =28 mm,
w =17 mm et h = 250 m est cole entre la plaque inkrieure et le support sugerieur, ce
qui permet de ceer un micro canal paraleepigedique p our lecoulement tout en assurant son
etancheie par rapport au uide. Les dimensions de ce canal sont pesenees sur gure 3.6.c. La
zone d'observation est de 1 =20 mm, w =17 mm et h =250 m (zone en gris). Par la suite
nous cenommerons cette chambre : \chambre en PMMA",

3.2.1.2 Chambre decoulement pour I'observation sous MCBL uoresce nce

Le microscope confocal a balayage laser - MCBL (en anglais CEM pour confocal laser
scanning microscopg permet de ealiser des images bien ¢ nies et de tes fables profondeurs de
champs. Ceci exige que la chambre decoulement soit bien phe et horizontale sur la platine du
microscope pendant la visualisation et la ealisation desimages,ceci, sur I'ensemble de I'image,
sans avoir de cecalage dans la nettee de I'image.Pour lesbservations sous microscope confocal,
nous avons utilie deux mockles de chambres decoulemen: Chambre decoulement en PMMA
et chambre decoulement PDMS.

Chambre découlement en polynethacrylate de nethyle (PMMA)

Nous avons modie la chambre decoulement corcue pendart la trese de Mbaye (2011) pour
le microscopea uorescence (Olympus moctle 1X70) du LRP an qu'elle soit mieux adapeea
la platine du microscope confocal. La nouvelle chambre deoulement est moinsepaisse et plus
etroite dans sa longueur (Dimension :I = 50 mm, w =25 mm et h = 9 mm), avec l'entee
et la sortie sittee au-dessus de la chambre decoulementcela rend la chambre plus stable et
evite qu'elle se ceplace pendant les observations, commde montre la gure 3.7.a. Un sclrema
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Figure 3.6 { (a) Chambre en PMMA (Mbaye, 2011);(b) Sclkema de la chambre en PMMA
(Mbaye, 2011 et (c) Dimensions de la zone decoulement du uide. En grisles dimensions de

la zone d'observation.
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illustratif est pesene sur la gure 3.6.b.
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Figure 3.7 { (a) Chambre en PMMA modie; (b) Screma de la chambre en PMMA modie et
(c) Dimensions de la zone decoulement du uide. En gris lesdimensions de la zone d'observation.

Nous avons repris le m&me joint detancteie pour celi miter la zone decoulement du uide.
Pour le support d'adhesion nous utilisons la lamelle en vere ayant une taille qui couvre la
totalie de la chambre decoulement (| =50 mm et w = 24 mm). Ceci permet d'avoir la partie
inerieure de la chambre decoulement bien horizontale & reposant sur la platine du microscope,
sans portea-faux. Cela permet de fournir des images sanschlage du plan focal. La zone
paralekpipedique decoulement est ceee egalem ent par le joint detanckeie (| = 28 mm,
w =17 mm et h =250 m) et la zone d'observation est aussi d¢ = 20 mm, w = 17 mm et
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h =250 m (Fig. 3.6.c). Par la suite nous cecnommerons cette chambre : \chambreen PMMA
modiee".

Commeevoqte dans la section2.3.1 (chapitre 2), les sysemes micro uidiques sont norma-
lementa usage unique car ils sont di cilesa nettoyer. Deu x probematiques majeures existent
pour le nettoyage du syseme micro uidique en PMMA : celui-ci ne peut pas étre autoclawe et
les petits canaux d'alimentation peuvent s'‘obstruer faciement (Fig.3.7). De plus, dans notre cas,
des uorochromes sont utilies lors des essais, ce qui reni@ nettoyage encore plus clicat. Ce-
pendant, pour cette chambre, nous avons pris la cecision déa eutiliser en raison de contraintes
de cout et de temps de fabrication consicerablementelegs.

Au cours des experiences avec cette chambre, nous avonsaemoins constae pour certaines
experiences des contaminations du syseme decoulemenpar des baceries autres queP. putida,
ce qui nous a amerea rejeter les esultats obtenus lorquil y avait contamination. L'ensemble
du syseme decoulement est pealablement strilie avant chague experience,a I'exception de la
chambre car le PMMA ne peut pas étre autoclawe. De ce fait, & seule hypottese vraisemblable
est que les contaminations proviennent de la chambre decalement, probablementa travers des
spores baceriens formes dans la chambre. Nous avons egpimene plusieurs techniques de net-
toyage de la chambre, comme par exemple ['utilisation d'un kin ultrasonore ou d'un bain avec
un nelange dethanol et d'hypochlorite de sodium ou I'exp ositiona une lampea rayons ultra-
violets. Malge cela, nous avons encore renconte des prioemes de contaminations sur plusieurs
essais ce qui a conduita leur invalidation. Pour esoudre cette probematique, nous avons mis
en uvre une nouvelle technique delaboration en concevart une chambre decoulementa usage
unique utilisant lelastorrere PDMS. Cette chambre est d etailee dans le prochain paragraphe.

Chambre decoulement avec Elastonere Polydinethylsil oxane (PDMS)

CommeevogLe dans la section2.3.2(chapitre 2), la fabrication des sysemes micro uidiques
avec lklastonere PDMS a de nombreux avantages, comme paexemple le co0t relativement
bas du produit et le temps rapide de fabrication de la chambreAinsi,a chaque experience une
nouvelle chambre aee fabriquee pour minimiser deven tuelles contaminations. La chambre en
PDMS et son sctema illustratif sont pesenes sur la gur e 3.8.a et 3.8.b, respectivement.

Le protocole de fabrication de la chambre decoulement en BPMS suit 2etapes : la fabrication
du moule, ai sera couk le PDMS, puis la fabrication du syseme micro uidique. Ces 2etapes
ontet ealiees au laboratoire Liphy. L'annexe A cktaille ces 2etapes de fabrication.

Pour que la partie inkrieure de la chambre decoulement sajuste parfaitement sur la platine
du microscope et soit bien plane et horizontale, la chambrerePDMS aura les mémes dimensions
qgue la "chambre en PMMA modiee", ainsi ses dimensions en \x" et \y" sont les mémes que la
lamelle en verre utiliee comme support d'adkesion ( = 50 mm et w = 24 mm). La dimension
exerieure en z de la chambre est d'au moins 5 mm, suivant la quantie de PDMS couk dans le
moule. L'entee et la sortie sont sittleesegalement au-dessus de la chambre decoulement. Selon
les dimensions montees sur la gure3.8.c, la zone decoulement du uide est de :| = 45 mm,
w =17 mm et h =210 m . La zone d'observation (en gris) est de | =20 mm, w =17 mm et
h=210 m.

Le rapport d'aspect du syseme micro uidique est le rapport entre la profondeur (hauteur)
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Figure 3.8 { (a) Chambre en PDMS; (b) Sctema de la chambre en PDMS et (c) Dinensions
de la zone decoulement du uide. En gris les dimensions ded zone d'observation.

et I'ouverture (largeur) du circuit uidique. Selon Tabeling (2003, on se limite gereralementa
des rapports d'aspect sugerieursa Q05,a cause de la ceformabilie de lelastonere.

Pour ealiser des comparatifs avec les essais eali®esus la chambre en \PMMA modie",
nous voulons essayer de garder les mémes dimensions de laediobservation sur les chambres
en PDMS. Le rapport d'aspect de la chambre en PDMS estde:01 (y =17 mm etz =210 m ),
ce qui est inerieura 0:05 : cela pourrait entramer des e ets de ceformation du syseme au cours
des essais. Pour avoir un syseme micro uidique en PMDS mais deformable, nous avons alors
pris quelques pecautions :

{ Les chambres ontet consicerablementepaissies, ave uneepaisseur d'au moins 15 mm ;
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{ L'utilisation du PMDS Sylgard 184 (Dow Corning) permet d'ob tenir un bon compromis
entre la rigidie et la facilie de cemoulage;

{ Le temps de eticulation de ce PDMS est de 48 heuresa la tengerature ambiante (25 C)
et 35 minutesa 100 C. Pour assurer la eticulation compéte de lelastoner e, et ainsi
augmenter la rigidie,a la n de la fabrication du sysem e, celui est pla@ dans un foura
65 C pendant plus de 48 heures.

Un autre point du rapport d'aspect, est le collage de la lamde de verre sur le syseme en
PMDS. Selon le protocole pesente sur I'annexeA.2, le PDMS se colle facilement sur une lamelle
de verrea l'aide d'un traitement plasma. Cependant, avec wn rapport d'aspect inerieura 0 :05,
la partie sugerieure du micro-canal peutegalement colle sur la lamelle en verre, supprimant
ainsi le passage du uide. Poureviter que la zone decoulenent soit obstriee pendant le collage
de la lamelle en verre, un cache en plastique aet corcu a@c les mémes dimensions que la zone
decoulement. Ce cache est mis sur la zone decoulement ant le traitement plasma et il est
retie avant la pose de la lamelle en verre. Avec ce cache, laone decoulement n'est pas a ecee
par le traitement plasma assurant que la zone de collage de lamelle en verre soit constitlee
uniguement par les bords de la chambre.

3.2.2 Caractrisation de I'nydrodynamique des chambres d' ecoulement

A n detudier I'in uence des conditions hydrodynamiques sur la croissance et la structure du
bio Im, il est indispensable d'avoir un egime decoulem ent bienetabli et contrék dans la zone
d'observation, d'as I'importance et la rigueur a accorder au dimensionnement des sysemes
decoulement. En particulier, la forme de l'entee et de la sortie doit &tre bien choisie pour
atteindre un egime etabli le plus rapidement possible. Bakker et al. (2003 ont compae les
pro Is de vitesse obtenus par la simulation nurnrerique pour des chambres decoulement de formes
dierentes. Les esultats de ces simulations ont monte que la forme de la taille de I'entee et la
sortie des chambres decoulement pouvaient avoir une in tence sur le egime hydrodynamique.
Le tableau 3.2 pesente quelques exemples des dimensions des sysemescro uidiques pour
letude de la formation de bio Im.

Ainsi, comme nous pouvons l'observera partir de ce tableaude part ses dimensions, notre
syseme diere de la plupart des chambres decoulement de tes faibles dimensions couramment
utilisees dans le domaine de la micro udique : la chambre @dcoulement que nous avons corcue
comporte un microcanal rectangulaire de surface 2Bim 17 mm et une hauteuregalea 250 m
pour la chambre en PMMA modie etegalea 210 m pour la chambre PDMS.

Cette geonetrie aek choisie an de ceer une zone d'ob servationa cisaillement uniforme,
sans e et des bords, avec une surface d'observation su sammnt grande. La surface de la zone
d'observation doit en e et permettre une prise des images sul'ensemble du biolm an de
celimiter la surface minimale repesentative du bio Im.

Pour les deux premeres versions de la geonetrie du syseme (chambre en PMMA et chambre
en PMMA modie), la section divergente de I'entee permet tait d'avoir une epartition uniforme
du ux la plus rapide possible. En n, quelques soient les vesions, I'entee et la sortie de la cellule
ontet ealies de manere synetrique a n de minimi  ser les zones de recirculation qui pourraient



Auteur Microorganisme Materiaux Longueur X Largeury Hauteur h
Rupprecht et al. (2012 | Dictyostelium discoideum | PDMS 36 mm entee : 200 m | 50,100 150 m
et sortie : 5 mm
(forme conique)
Janakiraman et al. Pseudomonas aeruginosa | PDMS 8 mm 600 m 250 m
(2009
Meyer et al. (2011 Escherichia coli PDMS 2cm 500 m 100 m
Bahar et al. (2010 Acidovorax citrulli PDMS 3:7cm 80 m 50 m
Park et al. (2011)) Pseudomonas aeruginosa | PDMS 300 m 40 m
Rusconiet al. (2010 Pseudomonas aeruginosa | PDMS 200 m 100 m
Rusconiet al. (2010 Pseudomonas aeruginosa | PDMS 885 mm 200 m 85 m
Benoit et al. (2010 Pseudomonas aeruginosa | Polystyene | canal long (forme | 370 m 70 m
serpentin)
Richter et al. (2007 Pichia pastoris et Candida | PDMS 3 mm 1 mm 20 m

albicans

Table 3.2 { Quelques exemples des dimensions des sysemes micro uggies pour letude de la formation de bio Im.
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a ecter lecoulement dans la zone d'observation. Le desig de la sortie de ces chambres a comme
objectif deviter I'accumulation des bio Ims et des gazes fornmes pendant la respiration cellulaire
a l'inerieur des chambres.

3.2.2.1 Hypotleses sur le egime découlement

Du fait des faibles dimensions de la chambre et du petit rappi d'aspect (hauteur/largeur),
lecoulement cee dans le microcanal est laminaire et presque partout du type Hele-Shaw, sauf
pes de l'entee et de la sortie. La vitesse verticale est s faible et lecoulement peut étre
consicke en premere approximation comme bidimensionnel :

8
2 Uux = u(2

u= S uy =0 (31)
T u, = 0

La vitesse du uide skcrit alors :

z

U(z) =6 Umean n (3.2)

OIN

Ql Umean €St la vitesse moyenne du uide qui passe par la section vedale du microcanal :
Umean = Qin=(h w). Le prol theorique de la vitesse decoulement est parabolique. La
contrainte de cisaillementa la paroi noee , est donree par la relation suivante :

du _ 6Q|n

T odz, T hew

(3.3)

Les ckebits appligles pour chaque exgeriences sont de I'odre de Qmin =25 I=min et Qmax =
1000 I=min . Ces vitesses correspondenta de faibles contraintes desaillement. Le choix de
cette gamme relativement faible est justie par la taille reduite de la zone d'observation traveree
par les cellules bacerienne (tableau3.3). D'ailleurs, les gammes du nombre de Reynolds utilise
dans ce travail est conforme a la gamme utilie sur la bio Itration dans le milieu industriel
(Mbaye, 2011J).

Conditions hydrodynamiques
min max
w [Pa] 24 10°3 94 10°?
Re 0:05 2
Q [I=min ] 25 1000
Umean [M=9] 98 10° 39 10°3

Table 3.3 { Gamme de ctbit, de vitesse et de contraintes de cisaillemdrdans les chambre
decoulement.

3.2.2.2 Validation de I'hydrodynamique

Pour valider la nature laminaire du egime decoulement, des simulations nuneriques di-
rectes ontet ealiees sous OpenFOAM pour cetermine r le champ hydrodynamique du uide
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au sein de la chambre découlement. OpenFOAM est un code opesource coce enC + +. |l
utilise la nethode des volumes nis pour simuler des ptenarenes de necanique des uides.
Ces calculs peuvent s'e ectuer en paralele et sont par dfaut en 3D. Nous allons pesenter les
esultats obtenus sur la chambre en PMMA modie. Des calculs similaires ontet e ectwes pour
la chambre en PDMS et les valeurs des champs de vitesse obtensont similaires.

Lesequations de Navier-Stokes sontecrites avec la formlation vitesse-pression et esolues
a l'aide de la methode des volumes nis.

r u=0
OI—u+uru=r(pl+) 34
dt
Nous avons utilie le solveur \simpleFoam" pour la esolution desequations de Navier-Stokes.
C'est un solveur implane dans OpenFOAM pour lesecoulements incompressible et stationnaire.
La discetisation utilise un maillage decak pour les variables de pression et vitesses et suit un

schema cecente du second ordre en espace.

Le maillage utilie ici aee cee sous ANSYS 15.0, puis converti au format OpenFOAM
grace a la fonction \ uent3DMeshToFoam" (Fig. 3.9). Le maillage compte 3989508 mailles.
A n d'avoir une meilleur pecision et convergence, pour la partie de la zone d'observation, nous
avons choisi un maillage structuee qui ne contient que desexadres. Pour les parties conver-
gentes et divergentes, un maillage non-structue aet employe. Ce dernier maillage contient
principalement des etraedres dont la taille minimum est de 10 4 mm. Les connexions entre
les dierentes zones ontet rarees an de capter le max imum d'informations au niveau des
changements de section.

zone d'observation

entee sortie

/ad

chambre découlement

Figure 3.9 { Geonetrie et maillage

A l'entee, un pro | de vitesse sous forme paraboliqueU et €st impos. A la sortie, la pres-
sion est supposee constantg = 101325P a. Pour les surfaces solides de la chambre decoulement,
une condition d'adlrerence est appligLee.

Lesequations (3.4) ainsi que les conditions limites sont esolues de manee ierative jusqua
ce que le criere de convergence soit atteint. La techniquéunder relaxation” est adopkte an
deviter les divergences.
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La gure 3.10repesente le champ de vitesse dans la chambre decoulemé pour un cebit
du uide Q = 1000 I=min . Nous pouvons constater que le distributeur divergent cee bien
unecoulement 2D selon le plan &;y) dans la zone d'observation. Ainsi du fait de la section
divergente, le uide ralentit tes rapidement, sans que des recirculations, ou des ecoulement
secondaire soient obsenes dans cette partie (Fig3.10.b). Les lignes de courant sontegalement
traces sur la gure 3.11: elles conrment qu'il n'y a pas de zones de recirculation mses en
evidence dans la zone d'entee du divergent ainsi que la zne de sortie du convergent.

U Magnitude

i
U Magnitude 4 0.0127

0 0.0168

entee sortie

ad

Figure 3.10 { (a)Champ de vitesse dans la chambre decoulement pour un ebit du uide
Q =1000 I=min ; (b) zoom sur la section entee divergente

(@) (b)

entee sortie
[
Figure 3.11 { Ligne de courants pour un cebit du uide Q = 1000 I=min

Sur les gures 3.12 et 3.13 nous avons trae les proIs des trois composantes du vecte
vitesse du uide uy, uy et u, selon la longueur (directionx) et selon la largeur (directiony) de
la partie \microcanal". Premerement, nous constatons que quelque soit le cebit appliqe, la
composanteu, est de l'ordre de 101t 10 1° m=s, saufa I'entee ( x < 0:003m) eta la sortie
(x> 0:025m). Ceci implique qu'u; est tes faible et regligeable devant uy et uy. Deuxemement,
la composanteuy est presque nulle au centre du microcanal, mais non regligeble dans les
zone proche de l'entee et de la sortie. Cependant le rappar(uy=ux)max reste inerieura 0 :1,
ce qui signi e que lecoulement selonx est dominant dans le microcanal. Troisemement, les
prols de uyx selonx et y montrent que dans une zone limiee 0005 m < x < 0:0023m et

0:006 m <y < 0:006 m, uy est quasi-constante avec une variation inerieure a 26%. Ceci
corresponda une zone del w =18 12 mm?2 au centre du microcanal, dans laquelle, la
contrainte de cisaillement locale est uniforme et peut &te bien contrbke par le cebit d'entee,
comme le montre la gure 3.14. Cette zone est utilise par la suite pour I'observation pa
microscopie.
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Figure 3.13 { Pro | de vitesses uy, Uy et u, selon la largeur (directiony),a dierents positions
sur la longueur du microcanal :x =5 mm (), x =14 mm (?) et x = 23 mm (+), avec un
cebit du uideegala 25 eta 1000 I=min
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Figure 3.14 { Contrainte de cisaillementa la paroi sur la coupe transvesalea mi longueur de

la chambre decoulement

La validation des champs de vitesse dans la chambre decoaiment aek e ectilee en com-

parant nos esultats nuneriqgues avec ceux donres par lequation 3.2 Les prols de vitesse
u(z) sont traes pour dierentes positions dans le microcanal. Sur les gures 3.15a et .b sont
pesents les esultats obtenus avec le cebit 100 I=min . Les esultats pour le cebit du uide

Q =25 |=min sont similaires.
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La gure 3.15a compare le pro | de vitesseu(z) au centre (x =14 mm;y = 0 mm) avec celui
proche de I'entee (x =5 mm;y =0 mm) et celui proche de la sortie &k =23 mm;y =0 mm;).
La gure 3.15b quanta elle compare le pro | de vitesseu(z) en proximie de paroi (y = 6 mm)
a x=5;14 et 23mm.

La concordance entre les esultats nuneriques et theoriques impliqgue que sur toute la zone
rectangulaire celimiee par [ Xx =5 mm;y = 6 mm] et [x =23 mm;y = 6 mm], lecoulement
est de type 2D paraboligue et invariant selon le plan X;y). Etant donre que le rapport d'as-
pect (h=w = 0:25=17) est tes faible devant 1, I'e et des parois n'in uence donc que tes peu
lecoulement et cet e et est percu uniguement sur une egion tes eduitea proximie des pa-
rois laerales de la chambre decoulement (Happel & Brenner, 1965. Par ailleurs, gracea la
forme particulere de I'entee et de la sortie, la epart ition du uide est homogene, et le egime
decoulement estetabli tes rapidement (2 mm apes le distributeur divergent).

Comme cike auparavant, les valeurs des champs de vitesse t#nus pour la chambre en PDMS
sont similaires.

Cette quali cation de lecoulement est primordiale pour | a suite car elle permet de bien
contréler les conditions hydrodynamiques. L'existence Winecoulement laminaire etetabli 2D
plan nous permettra d'exercer un cisaillement uniforme das la zone détude pourvu que le
ebit impos soit controke.
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3.3 Technique d'observation du bio Im

L'observation du bio Im est base sur la spectroscopie de uorescence, appeke aussi uo-
rometrie ou encore spectro uoronetrie. Le principe de la methode consistea colorer les cellules
bactriennes avec un uorochrome, a exciter le syseme a une longueur d'onde donree ex
(lumere d'excitation), puisa observer,a l'aide d'un m icroscope muni de ltres speci ques, la
uorescenceemisea la longueur d'onde caraceristiquedu uorochrome ¢, (lumere demission),
gereralement par absorption des photons. Selon la loi de ®kes, lenergie emmagasiree par un
photon est inversement proportionnellea sa longueur d'ormle.

E = h:c=

al h = constante de Planck, c = vitesse de la lumere. Du fait de la dissipation denergie,
lenergieemise est plus faible que lenergie excitatrice et donc la longueur d'onde demission est
toujours pluselewee.

Les backries que nous avons utilisees netant pas natuellement uorescentes, elles doivent
etre au pealable coloees par des uorochromes. Un uorochrome, ou encore uorophore ou
sonde uorescente, est une substance chimique capable déettre de la lumere de uorescence
apes excitation. Ce sont souvent des mokcules polynuehkires reerocycliques contenant de
I'azote, de I'oxygene avec des sysemes delectrons dbocalises et des structures eactives qui per-
mettent de les couplera des structures biologiques. Ce sar'excellents marqueurs pour identi-
er les structures bioactives. L'utilisation de uorochro mes en biologie mokculaire cebute n du
1%me secle. L'inerét de cette technique est grande ar leur sensibilie estelevee ( Bunthof et al.,
200)) et leur mise en uvre est rapide (30a 60 min). Cependant la uorescence ne peut pas &tre
permanente, l'intensie de la uorescence diminuant avecle temps jusqua devenir incetectable.

Les marqueurs uorescents utilies pour quanti er la viabilie bacerienne sont des indi-
cateurs detats physiologiques et d'activies biologiques tels que l'inegrie membranaire ou
une activie enzymatique. Dans nos etudes, nous utilisors divers uorochromes en fonction
des composants existant dans le bio Im (cellules vivantescellules mortes, EPS). Le choix des
uorochromes est donc primordial pour une analyse optimaleen multi- uorescence :

{ uorochromes dont les spectres ne doivent pas ou tes peu s chevaucher;

{ intensie de uorescence forte pour des marqueurs de faile expression;

{ et en n compatibilie des uorochromes avec la con gurat ion optique du microscope.

Dans les paragraphes suivants, nous cetaillons les micrespes utiliees pendant notreetude,
ainsi que les tests ealies pour dceterminer les types de uorochromesa utiliser pour l'identi -
cation des dierents composants dans le bio Im ainsi que leurs dosages.

3.3.1 Microscope

L'analyse de levolution spatiale et temporelle de la crossance du bio Im dans la chambre
decoulement aet ealise au moyen d'un microscope confocala balayage lasera objectif inverse.
Les tests eali®sa propos des uorochromes ontet e ecties au moyen d'un microscope a
uorescencea haute esolution aussia objectif inverse, maisegalementa l'aide du microscope
confocal. Ce syseme invere nous permet d'observer pragssivement la structure du bio Im
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selonz depuis la plaque inkrieure jusqua la position de la plague sugerieure sans retourner la
chambre decoulement, contrairementa des sysemes de nicroscopie classique.

3.3.1.1 Microscope confocala balayage laser

Le principe du microscope confocala balayage laser (CLSM}onsiste a focaliser, par l'in-
ternediaire d'un objectif, un faisceau laser qui va excite les uorochromes en un point de
lechantillon, puisa ecugerer, sur un photomultipli  cateur, le signal lumineuxemis en ce point.
Un diaphragme (pinhole) qui arréte tout signal ne provenar pas du plan focal est plae devant
le photomultiplicateur. Le pinhole autorise une des princpales carackristiques du microscope
confocal : avoir une tes faible profondeur de champ, commenous pouvons I'observer dans le
tableau 3.4. Avec une faible profondeur de champs, nous pouvons ealks I'analyse de minces
couches de bio Im gpaisseur de la taille des backries) ainsi que la reconstitution de sa structure
3D via ordinateur.

Objectif Ouverture Milieu de Distance Profondeur de
nurrerique (NA) contact de travail champ (488 nm)

10 phase | 0:3 air 11000 m 476761 nm

40 phase | 1.3 huile 100 m 29910 nm

63 14 huile 100 m 23600 nm

40 0:8 air 3300 m

Table 3.4 { Objectifs du microscopes confocal

Le signal recu des uorochomes est amplie dans le photomdtiplicateur, traie a n d'aneliorer
le rapport signal sur bruit, puis nunerie. L'image est construite point par point par balayage
du champ analysa l'aide de miroirs de & ection de la source lumineuse.

Le microscope confocal (TCS SP8, Leica) que nous avons uti est celui localie au Liphy
(Laboratoire Interdisciplinaire de Physique). Il estequipe de plusieurs sources laser : un laser
Argon modulable en puissance avec trois raies 45888=514 nm de 50 mW ; un laser solide
DPSS 561 nm de 20 mW et un laser Hlium Neon 633 nm de 10 mW. Ces lasersa gaz
permettent de fournir des faisceaux lumineux de faible diapstre (quelques dixemes de mm),
intenses et monochromatiques (longueur d'onde parfaitenré ce nie). Les objectifs utiliees sont
apochromatiques (Tab3.4)

Le syseme de scanner est con gue pour obtenir des imagesle haute esolution, jusqua
8192 8192 pixels. La gamme de la fequence de balayage par lignestede 1a 8000Hz. Une
platine motorisee et automatisee permet de gerer la cep lacement de lechantillon suivant 3 axes.
L'acquisition d'images peut se faire suivant diverses congurations : XY , XY Z, XZ , Xt, XZt,
XYt, XYZt, XY , XZ ,XYZ , XY t, XYZt avec une fequence et sur une duee pa-
rametrables. Les images ainsi formees sont stoclees sula nemoire d'un ordinateur.

3.3.1.2 Microscopea uorescence

Les microscopes a uorescence permettent d'observer un ehantillon via un marquage
sfeci que par des uorochromes. Seul le signal provenant @ ces mokcules uorescentes est



3.3. TECHNIQUE D'OBSERVATION DU BIOFILM 53

ceteck, ce qui permet de localiser et d'observer un constuant donre dans unechantillon. Le
microscope de uorescence utilie dans cette etude (IX70Q Olympus) est sitte au Laboratoire
Rreologie et Proedes. Il estequipe de trois objectif s, 10 , 40 et 100 ,a immersion d'huile.
Le microscope dispose d'un syseme de zooma:h . La source lumineuse de ce microscope est
une lampea vapeur de mercure. Le tablealB.5 pesente les ltres disponibles sur le microscope :

Filtre Longueur d'onde d'excitation Longueur d'onde demission
uv 365 415 450 515

Blue 470 500 510 - n du spectre

Rouge 503 552 565 637

Table 3.5 { Les ltres disponibles sur le microscopea uorescence.

Ces ltres nous permettent de slectionner la bande spectale demission selon le uoro-
chrome utili®. Une camera CCD (KY-F55B, JVC) permet d'en registrer des images.

3.3.2 Marqueurs des baceries

Les marqueurs des backries sont des marqueurs des acidescBiques qui se xenta I'ADN
apes avoir perete dans la cellule. Le principe pour di erencier les cellules vivantes et mortes
se base sur leur inegrie membranaire.

3.3.2.1 DAPI

Le marqueur DAPI (4',6'-diamidino-2-ptenylindole) est u ne mokcule uorescente capable
de se lier fortement aux bases adknine (A) et thymine (T) de IADN. Il colore les cellules mortes
et vivantes. DAPI absorbe la lumere ultraviolette ( 3 = 358 nm), etemet une uorescence
bleue brillant ( §3* = 461 nm). Nous avons \erie la performance du DAPI (Invitrogen) s ous
le microscopea uorescence (IX70, Olympus) avec avec unexeitation par UV (produits par
une lampea vapeur de mercure).

3.3.2.2 Live/Dead BacLight

LIVE/DEAD BackLight est une nmethode cevelopee par Molecular Probes qui permet de
dierencier et de cenombrer les cellules viables et mortes. Le principe est bae sur une double
coloration par l'intermediaire de deux uorophores : Syto 9 et I'iodure de propidium (propidium
iodide - PI). SYTOS9 cible les acides nuckiques, mais il esttapable de traverser la membrane
cellulaire des cellules mortes et vivantesAuty et al., 2001). Il colore donc, en vert, la totalie
des cellules d'unechantillon emissiona g = 500 nm) apes une excitationa g =480 nm.
L'iodure de propidium (PI) est un agent intercalant de I'ADN , une fois lea ce dernier le Plemet
une uorescence rouge (53¢ = 635 nm) apes excitationa g& =490 nm. Ce uorochrome
ne peut peretrer dans les cellules que si les membranes sbaleees, donc seules les cellules
mortes ou endommagees sont coloees en rouge. (Fig.16).

La concentration optimale pour ces deux uorochromes aetetabliea : 2:5 ml (Syto9 ou
PI)/ L et 220 ml (Syto9 ou PI)/ L, pour le microscopea uorescence et le microscope confoka
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Figure 3.16 { Cellules P. putida DSM 6521 margwes par SYTO9 et PIl. En vert : cellules
vivantes, en rouge : cellules mortes.

respectivement. Pour le microscope a uorescence, la commtration des uorochromes aee
mesuee sur quelques baceries. Pour le microscope condal, la concentration aet mesuee
dans un bio Im ceveloppe pendant 72h, c'esta dire pour un e quantie de biomasse plusele\ee.
Nous pouvons constater que la concentration de Syto9/PI ogitnale pour le microscope confocal
est inerieurea celle pour le microscope uorescence, ars que les essais au microscope confocal
ontet ealies avec une biomasse plus importante. Cela est d0 au syseme de detection du
microscope confocal qui possde une haute sensibilie :qur obtenir la méme intensie de signal,
moins denergie lumineuse est donc recessaire.

3.3.3 Marqueur des EPS

Comme mentionre dans la section2.1 (chapitrer 2), un composant important des EPS est
constitte par les polysaccharides. Les polysaccharide®ft partie de la famille des glucides, au-
trement dit des sucres. Le marquage des EPS se fait classiquent par des lectines. Ce sont des
proeines capables de se xer sur des glucides de facon sgi que. Concanavalin A (Con.A) est
une prokine (glycoprotine) de la famille des lectines. Elle se xe aux sucres D-mannose et D-
glucose. Con.A ne uoresce pas toute seule, elle est en gerale conjuglee avec un uorochrome
pour colorer les EPS.

Nous avons teses le marqueur des EPS Con.A liea deux uora@hromes : Tetramethlyrhoda-
mine (ConcTetra, Invitrogen) et Alexa uor 647 (Conc647, Invitrogen). Tetramethlyrhodamine
emet une uorescence jaune ( g12* = 580 nm) apes excitationa {2 = 555 nm, tandis que
Alexa uor 647emet une uorescence rouge ( g2* = 668 nm) apes excitationa 12 = 650 nm.
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Les deux uorochromes conjuges avec la lectine Con.A sont filesa une concentration de 2:5 g=L
avec Q1 M de biocarbonate de sodium. De l'azoture de sodiuma 2nM estegalement ajout.

Il agit comme un biocide pour inhiber la croissance des baeties. Les solutions sont ensuite
conseneesa 20C.

Lors de la dilution, avant l'injection dans la chambre decoulement, nous nous sommes
apercus qu'un pourcentage du conjugte reste sous forme dgegats visibles en suspension.
Pour avoir une meilleure dissolution de ces agegats, plusurs techniques ontet exgrimenees :
Itration avec Itre PVDF (Polyvinylidene di uoride)a0  :2 m , Itration avec Itre AC (Actate
de cellulose)a 02 m , ultrasona faible puissance (30 watts) et centrifugationa faible vitesse
(2500 rpm).

Les ltrations et le sysemea ultrasons n'ont pas su samm ent chang la quantie d'agegats
dans la solution de ConcA. La technique la plus e caceetait la centrifugationa faible vitesse
( 2500 rpm pendant 2 min). Apes la centrifugation, le surnageant est ecugee et dille avec
du bicarbonate de sodium (01 M) jusqua la concentration de travail. Nous avons constate
egalement que la solution de Conc647 pesente des ageda plus petits.

3.3.4 Compatibilie des uorochromes

A n d'obtenir une analyse optimale en multi- uorescence, un des crieres les plus importants
est que les spectres demission de uorescence ne doivenap se chevaucher. Nous avons donc
ealie des tests de compatibilie des uorochromes avec une pe-culture bactrienne de P.
putida 6521 dans un milieu de culture LB modie. La concentration nale des uorochromes
dans lechantillon est :

{ SYTO9 :24:88 I=L ;

{ lodure de propidium : 24:88 I=L ;

{ DAPI : 1 mg=L;

{ ConcTetra et Conc647 : 01 g=L

3.3.4.1 Compatibilie entre ConcTetra et DAPI

Les gures 3.17 montrent les images du double marquage ConcTetra/DAPI obtewues par le
microscopea uorescence (IX70,0lympus). Les images sonprises avec les ltres de cetection
correspondanta chaque uorochrome dans deux positions direntes.

La gure 3.18 montre les spectres d'excitation et demission du marqueu DAPI, ConcTetra
et des dierents ltres respectifs. Par rapporta l'inten sit de uorescenceemise par le ConcTetra,
nous avons obsene une perte de l'intensie avec le doublenarquage. Dans la gure 3.18 nous
pouvons observer une superposition entre la n du spectre emission du DAPI et le spectre
demission du lItre pour la ConcTetra. Cela peut justier | a perte de l'intensie avec le double
marquage.
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(a) Visualisation des EPSs (b) Visualisation des baceries

(c) Visualisation des EPSs (d) Visualisation des bactries

Figure 3.17 { Images d'une culture bacerienne deP. putida avec les uorochromes ConcTetra
et Dapi prises sous microscopea uorescence : (a) et (c) Visalisation des EPSs avec ConcTetra;;
(b) et (d) Visualisation des baceries avec le uorochrome Dapi; (a) et (b) Images prises sur le
meéme emplacement et (b) et (d) Images prises sur le méme ergrement.
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Figure 3.18 { Spectres d'excitation () et demission (|) du marqueur DAPI (en bleu) et
du marqueur ConcTetra (en rouge).
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Nous avons constak egalement que DAPI perd rapidement se proprees de uorescence
(quelgues minutes) dd au photobleaching, c'esta dire la @struction ireversible d'un uoro-
chrome excie par la lumere en pesence d'oxygene. Ce meéme comportement aet obsere avec
le double marquage.

3.3.4.2 Compatibilie entre ConcTetra et Syto9/PI

Les gures 3.19(a), (b) et (c) montrent les images prises sur microscope cdncal du triple
marquage ConcTetra/SYTO9/PI. Nous pouvons observer les bagries vivantes (en vert), mortes
(en rouge) et les EPS (en jaune).

(a) Detecteur SYTO9 (b) Detecteur ConcTetra

(c) Detecteur PI (d) Superposition des 3 cetecteurs

Figure 3.19 { Images avec le triple marquage ConcTetra/SYTO9/PI sous micoscope confocal
de uorescence d'un bioIm de P. putida apes 48 h de croissance.

Sur la gure 3.20 nous pouvons observer quelques superpositions des spest@emission.
Cependant, en ce qui concerne la detection sous le microspe confocal, il est possible d'ajuster
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la fenétre spectrale de cetection pour chaque uorochrone a n d'avoir une meilleure paration
des dierentes uorescences. Dans le microscope confocdlCS SP8 (Leica), la lumereemise par
lechantillon est di racee par un prisme. La lumere pas se ensuite par une fente, et est collecee
par un photomultiplicateur. En se teplacant, la fente \ba laie" ainsi la gamme de longueur d'onde
voulue. Ainsi, avec un eglage de la fenétre spectrale adse pour chaque uorochrome, nous
pouvons cetecter de manere speci que lemission de chaque marqueur.
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Figure 3.20 { Spectres d'excitation () et demission (]) des uorochromes : ConcTetra
(en bleu), SYTO9 (en vert) et Pl (en rouge)

3.3.4.3 Compatibilie entre Conc647 et Syto9/PI

Comme nous l'avons monte pe@edemment, le uorochrome Conc647 permet aussi de mar-
qguer les EPS en les colorant en rouge. En comparant les speef d'excitation et demission du
Conc647 avec ceux du SYTO9 et ceux du PI (Fig3.21), nous pouvons constater I'incompati-
bilie entre le marqueur Conc647 et le marqueur PI, car leurs spectres demission sont presque
enterement superposs, ce qui signi e qu'il est impossble de distinguer les deux.
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Figure 3.21 { Spectres d'excitation ( ) et demission (|) des uorochromes : Conc647 (en
bleu), SYTO9(en vert) et Pl(en rouge)

Par contre, il y a unecart important entre le spectre demi ssion du SYTO9 et celui du
Conc647 : il sera facile de cetecter ces deux uorescencesrsdeux fenétres dierentes (Fig. 3.22
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prise sous microscope confocal).

(a) Detecteur SYTO9 (b) Detecteur Conc647

Figure 3.22 { L'image avec le double marquage SYTO9/Conc647 eali®e sus microscope
confocal d'un bio Im de P. putida apes 320 h de croissance.

3.3.5 Conclusion sur les uorochromes

La cetermination du choix des uorochromes et de leur condtion d'utilisation aet ealise
a partir de l'analyse de culture bactrienne sur des lameles en verre et dans les chambres
decoulement PMMA et PMMA modiee et obsenees principal ement avec le microscope confo-
cal (TCS SP8, Leica) et, dans une moindre mesure, avec le mimscopea uorescence du LRP.
En ce qui concerne le microscope confocal, qui constitueraotre principal moyen d'observa-
tion par la suite, les eglages des fentes spectrales de tction pour chaque uorochromes sont
pesenes dans le tableau 3.6.

La visualisation des baceries avec les uorochromes Syt et Pl a pesent des performances
acceptables, comme on peut l'observer sur la gure3.19a et 3.19.c. Nous constatons que le
uorochrome DAPI n'est pas adapt pour les exgeriences que nous envisageons car il perd
rapidement ses proprees de uorescence (quelques mintes), alors que l'acquisition des images
pour chaque experience dure quelques heures. D'ailleurs;e type de uorochrome n'est pas
compatible avec le microscope confocal, car il n‘est paseade d'une lampe UV pour 'excitation
de DAPI. En congquence, les uorochromes choisis pour I'bservation des bactries ontet le
Syto9 et PI.

Le marquage des EPS, méme en utilisant les techniques de diion pesenees auparavant,
s'awere toujours cklicat et pose des probemes nethodologiques di cilesa appliquer. En particu-
lier, quelques soient les pecautions prises, le uorochobme ConcTetra forme encore des agegats
plus ou moins gros. Ces agegats nuisenta I'observationsles EPS car il est di cile de distinguer
les agegats des EPS que l'on desire marquer.

Le tableau 3.6 montre en outre qu'il existe un recouvrement des spectres athission entre
les uorochromes iodure de propidium (PIl) et Conc647. Par coasquent, il est impossible de



60 CHAPITRE 3. MAT ERIELS ET M ETHODES

ealiser un double marquage PIl/Conc647, que ce soit avec lenicroscopea uorescence ou avec
le microscope confocal.

Fluorochrome Source laser fente spectral
SYTO9 Argon 448 nm 490-522 nm
ConcTetra Argon 555 nm 570-590 nm
lodure de pro-| Argon 514 nm 699-747 nm
dium

Conc647 HeNe 633 nm 651-800 nm

Table 3.6 { Source laser et fente spectrale de cktection pour chaque arochrome

Pour des bio Ims plus cevelopges, on rencontre deux autres di cules pour l'observation des
EPS avec la lectine ConA ;a savoir : (1) l'identi cation dut emps de di usion des uorochromes
a l'inerieur du bio Im et (2) lI'ajustement de la puissanc e du laser.

L'EPS nétant pas visible sous lumere transmise, nous n'avons ainsi pas de repere comparatif
pour savoir si des EPS sont pesents en certains lieux du bidm. Par consquent, nous ne
pouvons pas savoir si la di usion de la ConcAa l'inerieur du bio Im aet ealie de manere
compekte, d'autant plus que, dans les experiences ealges, sur les premeres couches des bio Ims
nous n'‘observons pas une quantie consicerable d'EPS. Lgpuissance du laser joueegalement un
role important car I'observation des zones rouges (qui sdrmpotentiellement des EPS) augmente
avec la puissance du laser. Ainsi, selon le eglage de la mgance du laser nous pouvons visualiser
des fausses egions ou supprimer des egions contenant deEPS.

Pour toutes ces raisons, dans notre travail de these, nous 'avons pas poursuivi I'objectif
de l'observation des EPS sur les experiences de croissance bio Im, et nous nous sommes
principalement consacesa letudes de la structuratio n du bio Im, via I'observation des bactries
vivantes ( uorochrome Syto9) et mortes ( uorochrome PI).

3.4 Conclusion

Ce chapitre a pesent certains outils, methodes, protocoles et dispositifs expgerimentaux qui
seront utiliees pendant la these. Les experiences de crgssances du bio Im recessitent de passer
par troisetapes principales : (i) la peparation des cult ures bactriennes avant inoculation dans
les chambres decoulement (ii) la croissance du bio Im sos hydrodynamique controke (iii)
I'observation du bio Im sous microscope au moyen de uochrone.

Quelle que soit letape de deroulement du processus exmgmental, des pecautions ontet
mises en place pour assurer la reproductibilie des essaist ainsi avoir une interpetation non
biai®e des esultats. La reproductibilie des essais es d'autant plus recessaire dans notre travail
gue l'observation de levolution temporelle de la croissarte du bio Im ne peut pas étre ealize
en continu sur la méme chambre decoulement : la bactrieutilisee pour cetteetude, P. putida,
cep utilisee dans la these de Mbaye (2011), ne uoresce pas naturellement et les marqueurs
uorescents endommagent la structure du bio Im.

Au niveau de letape de pe-culture, dierents milieux d e cultures ont ainsieeetudes. Le
butetait en premier lieu de trouver un compromis entre la composition du milieu de culture
et les temps de cultures des bio Ims ou des pe-cultures. Deplus, un milieu plus simple en
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terme de sources de carbone rend plus facile deventuellesterpetations ulerieures en terme
de ciretique de croissance. Il s'est avee qu'un milieu LB sans peptone o rait un tel compromis
car la peptone in uence tes peu la croissance. Pour assureune reproductibilie des exgeriences
gue nous ealisons, iletait en outre recessaire de s'assrer, que s la phase de pe-culture, letat
netabolique des backries pelewees pouretablir cet te pe-culture soit le plus stable possible.
C'est pourquoi nous avons modie le protocole standard utili®e jusque-&. En particulier, (i) nous
evitons la cecongelation de la culture stock pour e ectu er le peevement bacerien permettant
la peparation de la culture bacerienne solide (en milieu LA) qui serviraa l'inoculation des
pe-cultures (ii) cette culture bactrienne solide n'est pas consenee pour &tre eutilise et une
nouvelle culture est pepaee sysematiquementa chaque fois qu'une pe-culture est recessaire.
Cette dernere proedure minimise aussi certains risque de contamination. De méme, pour
eviter des e ets de shift-down (passage d'un milieu riche a un milieu pauvre) et un stress
bactrien, le milieu LB modie sans peptone sera utili® quelles que soient lesetapes au cours
des experiences (pe-culture, croissance du bio Im).

Au niveau des dispositifs permettant la croissance des bidms, des chambres decoulements
ontek corcues a n de pouvoir cevelopper un bio Im sous conditions hydrodynamiques contréees
et permettre son observation sous microscopea uorescermcou microscope confocal. En ce qui
concerne les observations sous microscope a uorescencegest la chambre decoulement en
PMMA corcue pendant la trese de Mbaye (2011) (gure 3.6) qui aee utiliee. Pour les ob-
servations sous microscope confocal des ceveloppemenies ques ontek ealies. Pour cela,
deux chambres ontee corcues : Chambre en PMMA modiee ( Fig. 3.7) et chambre en PDMS
(Fig.3.8). Une des raisons qui a amere a ces ceveloppements concee la bonne adaptation
des chambres decoulement avec la platine du microscope ofocal. Cela a recessie quelques
changements dans le design de ces chambres par rapporta laambre en PMMA initiale : (1) di-
minution de lepaisseur, (2) diminution de sa longueur (3) modi cation des positions de l'entee
et de la sortie sitlees desormais au-dessus de la chambreedoulement et (4) taille de la lamelle
en verre qui couvre cesormais la totalie de la partie inferieure de la chambre decoulement.
Ce design permet d'avoir une chambre plus stable sur la platie et ainsi d'obtenir des images
sans cecalage du plan focal. Une autre raison de ces cevgdpements aek I'existence de conta-
minations sur la chambre PMMA, qui pour des raisons de colt ede temps de ealisation, est
recycke sur les experiences. Le ceveloppement de chamiess moukes en PDMS, jetables, permet
de pallier cette di cule. Il esta noter que la geonetri e des chambres decoulements que nous
avons corcues diere de la plupart des chambres de tes fables dimensions, couramment utilisees
dans le domaine de la micro uidique (la ealisation d'une chambre PDMS avec un micro-canal
de notre taille est d'ailleurs une premere originale). Les choix e ecties sur la taille de la zone
d'observation ont en particulier ee guices par la volon £ de pouvoir grerer un cisaillement
controk et uniforme et d'avoir une surface su samment gr ande pour garantir de pouvoir obser-
ver la structure du bio Im sur une surface repesentative. La validation des champs de vitesse
dans ces deux chambres decoulement (PMMA modiee et PDMS) aet ealige en comparant
le esultat treorique (eq. 3.2) avec les esultats de simulations nuneriques. Les simuhtions ont
et ealizes avec des cebits de I'ordre de ceux qui seont appliges sur les essais de croissance
du bio Im.
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Cette comparaison montre que sur la zone d'observation, etahs la gamme des cbits qui
seront utilies, lecoulement (zone maximale : 18 12 mm? sitte au milieu de chambre) est bien
de type laminaire 2D, avec un pro | de vitesse parabolique (iseuille), invariant selon le plan
x5 y).

En n, I'observation du bio Im recessite l'utilisation de  uorochrome. Des tests ontet ef-
fecttes an de ceterminer les marqueurs uorescentsa mettre en uvre et leurs conditions
d'utilisation dans la suite du travail (ceveloppement du b io Im - chapitre 6). Ces tests ontet
ealies sous les deux microscopes : le microscope confd@vec la chambre PMMA modiee et
lamelles en verre, et le microscopea uorescence (IX70, @mpus) avec la chambre PMMA et
lamelles en verre.

Concernant les marqueurs des bactries, les uorochromeseses etaient : SYTQO9, IP et
DAPI. L'observation des bactries avec les uorochromes $to9 et Pl a pesene des perfor-
mances acceptables (Fig3.19a et Fig. 3.19.c), tandis que le DAPI perd rapidement ses pro-
prees de uorescence. De plus, le uorochrome DAPI n'est pas compatible avec le microscope
confocal, ai sera e ecte la majorie des 'observation de la croissance du bio Im dans la suite
du travail. Par congquent, les uorochromes choisis pourl'observation des baceries ontet le
Syto9 et Pla une concentration de 20 ml(Syto9 ou PI)/ L.

Deux marqueurs des EPS ontek teses : ConcTetra et Conc6t7. Nous avons renconte 3
di cules majeures pour I'observation des EPS avec ces maqueurs : (1) la formation d'agegats
uorescents, (2) l'identi cation du marquage des uorochr omes (sans regere comparatif sous
lumere transmise) et (3) I'ajustement de la puissance du hser.

De ce fait, dans la suite du travail nous n'avons pas poursuiM'objectif de I'observation des EPS.
Les essais experimentaux de ce travail de trese ontee focalies sur I'observation des baceries
vivantes ( uorochrome Syto9) et mortes ( uorochrome PI).



Chapitre 4

Traitement d'images

Ce chapitre est consacea la mise en place des outils de tréément et d'analyse d'image que
nous avons utiliees dans notre travail. Pour les traitemerts envisages, NoUus NOUS SOMMes servis
de bibliotreques de fonctions dep existantes (boitea outil de Matlab). Cependant, bien que
nous n'ayions pas ceveloppe d'algorithmes speci ques pour ealiser la plupart des operations
mattematiques sur les images, le choix des traitements mli®es et leur quencement a fait
l'objet d'une attention particulere. En e et, il s'agit d 'extraire des images l'information utile,

a savoir les pixels correspondanta la pesence de bacties dans le plan focal d'observation. Or
une image brute comporte toujours du bruit qui peut amenera des erreurs dans les mesures.
Cela est d'autant plus celicat ici que les objets d'iner'ets sont petits, et que le bruit peut gererer
des artefacts de méme taille que les objets rechercles.

Du point de vue de sa nunerisation, une image peut etre vue omme un ensemble d'in-
formations exprinees sur un certain nombre de bits dans unanatrice de pixels. L'information
assoceea chaque pixel est en gereral cerivee de l'intensie du rayonnement mesue en ce point.

Le traitement d'images nuneriques est I'ensemble des teamiques qui utilisent des operations
matrematiques qui visenta aneliorer l'image, corriger les defauts d'acquisition eta aneliorer les
cetails d'inerét. En gereral, I'objectif est de fair e des modi cations de I'image pour faciliter sa
visualisation ou pour la peparer pour l'analyse nuneriq ue, c'esta dire, I'extraction de donrees
guantitativesa partir de l'image.

Il n'existe pas une nethode de traitement d'images cererale a tous les domaines d'appli-
cation possibles et chaque domaine recessite le cevelogment d'algorithmes speci ques. Nous
avons utilie le logiciel MATLAB qui dispose d'une bote a outils cedee au traitement d'images
nuneriques a n de mettre en place des programmes qui permeent de faire le traitement d'une
facon \semi-automatique" et \ierative". Dans notre cas , un programme \semi-automatique"
est d'autant plus important que la quantie d'imagesa trai ter est consicerable.

De manere gererale, toute nmethode de traitement d'ima ges comprend 5etapes majeures :
formation et nunerisation de l'image, pe-traitement, s egmentation, post-traitement et ana-
lyse de l'image. Ainsi, dans ce chapitre nous allons pesdar ces 5etapes avec les principales
techniques adoptes pour le traitement d'images de leta initial de colonisation et du bio Im
ceveloppe.
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4.1 Formation et nunerisation d'image

Letape initiale de formation de l'image est fortement ce pendante des capacies et de la
qualie de lequipement qui capture I'image (par exemple l'objectif du microscope et le cetecteur
de lumere visible). La nunerisation est la transformati on de l'image en un chier informatique
al des operations sur chaque pixel peuvent étre e ectwees via un ordinateur.

Les images de letat initial de colonisation ontet pris es avec l'objectif 40 (immersion
dans I'huile) et un zoomegala 1. Ces images ont une forme cage. Cela corresponda une taille
d'image de 29063 m 29063 m , pour une ¢ nition de 1024 pixels 1024pixels. Les images
du bio Im ontee prisesegalement avec l'objectif 40 (immersion dans I'huile), avec un zoom
allant de 2a 3. Cela corresponda une taille dimage comprse entre 8304 m 8304 m et
14531 m 14531 m . Pour les images du bio Im, la ce nitionetait de 512 pixels 512pixels.

Les images ontet enregistees au format :tiff non comprese. Chaque pixel de l'image
corresponda une certaine intensie lumineuse que I'on neera | . Les images de la colonisation
initiale sont codees sur 8 bits, c'esta-dire, sur 256 niveaux de gris allant de 0 (noir) pour une
intensie minimalea 255 (blanc) pour une intensie maxi male. Les images du bio Im forne,
coloees avec les uorochromes, sont cockes sur 24 bits,'@sta-dire, 3 fois 8 bits, avec une
intensie lumineuse diviee entre les couleurs primaires rouge, vert et bleu. L'intensie lumineuse
est cocke de 0Oa 255 pour chaque couleur (codage RVB).

Les prises des images ontet faites de manerea repegnter au mieux I'ensemble de la zone
d'observation. Ainsi, les images ontet acquises d'une é&on \semi" akatoire : nous avons » un
point sitte au niveau du centre de la chambre decoulementet nous avons teplae I'emplacement
de la prise de vue en \x" et en \y" . Nous avons ainsi balaye unezone de 12mm 12 mm.
L'acquisition des images aet faite tous les 4mm, pour un total de 17 images au niveau de
chaque chambre decoulement (conformrementa la gure 4.1).
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Figure 4.1 { Positions des prises des images
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4.2 Pe-traitement

L'objectif est d'ajuster la qualie de I'image pour corrig er des cefauts provenant de l'acqui-
sition et pour mettre enevidence les cetails d'inerét . Cela facilitera leur visualisation et leur
segmentation. La correction d'arrere-plan est une ogeration typique de pe-traitement et cette
operation est recessaire en particulier pour les imagesssues du microscope optique.

Dans le cadre de cette etude, cette etape est particulerement importante : dans le cas de
I'observation de letat initial, nous sommes ineresse s uniqguement par les baceries attactees sur
la plaque inkrieure de la chambre decoulement, tandis que pour l'observation de la structure
du bio Im, nous somme ineresses par levolution spatia le (selon \z") de la quantie de baceries
contenue dans le bio Im. Dans tous les cas, il y a des objetstsks en dehors de la zone de focali-
sation, notamment des baceries. Ces objets ont tendance \polluer l'image". Avant d'identi er
les backries dans un certain plan d'observation, il est dom recessaire de faire une correction
d'arrere plan eneliminant tous ces "bruits de fond" an d e rendre les images plus facilesa
exploiter.

Poureliminer ces bruits de fond, nous avons appligwe un Itre \imbothat" pour le traitement
des images de letat initial, sur laquelle les backries apparaissent plus fonees que le fond, et un
Itre \imtophat" pour le traitement des images du bio Im, su r laquelle les baceries apparaissent
plus claire que le fond.

Selon Russ (2017), leement structurant des ltres \hats" est constitu e d'un disque plat
reposant sur la surface de I'image et d'un cylindre central @ petit dianetre. Ce ltre est cente
sur chaque pixel de l'image, avec le bord reposant sur la sw€e de l'image (Fig.4.2a). La
mise en oeuvre de ce ltre est ealiee en comparant la valar maximum ou minimum de la
brillance (en fonction du bruit qui doit &tre rejee) entr e la egion correspondanta l'inerieur du
chapeau (egion approximativement circulaire) et celle orrespondanta la couronne du chapeau
(bord)(Fig. 4.2.b). Si la dierence entre les pixels les plus brillants (ou les plus sombres) sur la
egiona l'inerieur et I'exerieur du chapeau tepass e un seuil, la valeur du pixel est remplae par
la moyenne ou la nediane de la egiona I'exerieur. Donc, selon I'exemple pesene sur la gure
4.2.c, le bruit retrouve dans la egiona l'inerieur du cha peau sera remplae par la moyenne (ou
nmediane) de la egiona l'exerieur. La gure 4.2.d pesente un objet qui cepasse les fronteres
de la egion interne du chapeau. Comme cet objet est peseta la fois sur la egion interne et
externe du chapeau, la valeur du maximum (ou minimum) de la billance sera la m&éme. Dans
ce cas la valeur de la brillance dans ce point est consenedinsi, en choisissant proprement la
taille de leement structurant, ce Itre permet d'homog ereiser le fond sans modi er les objets
etudes.

La taille treorique des baceries du genre Pseudomonasest comprise entre @7 m 2.0 m
et .11m 4:.0m . Connaissant la esolution de l'image, nous pouvons calcker, pour chaque
image, la taille la plus adapte pour leement structur ant du Itre. Nous appelons la taille de
cetebment structurel \DiskSize". Cette valeur est comp aee ensuite avec la longueur moyenne
des cellules calcuke a partir des images traiees. Cecinous permet d'ajuster la structure du
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Itre utilie selon lechantillon.

e L Bact
DiskSize = —— 4.1
Rs (4.1)

\Lgact" est la plus petite longueur theorique d'une bactrie (dans notre cas 20m ) et \ Rs"
est la esolution de l'image.

() (b)

(© (d)

Figure 4.2 { (a) Image illustrative du Itre \hat"; (b) Regions du ltre \hat"; (c) et (d)
exemples de l'application du lItre \hat".

La gure 4.3.a montre une image de letat initial du biolm @ t = 0) et la gure 4.3b
pesente l'image apes la transformation \imbothat". Ce traitement permet d'homogereiser le
fond et de supprimer certains bruits. Cependant, le esultat manque encore de contraste.

4.3 Segmentation

La segmentation est le processus de division d'une image narigue en plusieurs egions
(ensemble de pixels) ou d'objets dans le but de simpli er etbu de modi er la repesentation
d'une image an de faciliter son analyse. A ce stade les egins d'inerét pour letude sont
lectionrees : dans notre cas, ce sont les baceries. Aisi, dans cetteetape il faut cetecter les
bactries pesentes sur chaque image avec la meilleure extitude possible. Toutefois, dans la
plupart des cas, I'histogramme de l'image Itee n'est pas bimodal, ce qui rend l'identi cation
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(@) (b)

(© (d)

Figure 4.3 { (a) Image original de letat initial de la colonisation; (b ) Image obtenue apes
la transformation \imbothat"; (c) Contour des backries o btenue en calculant le gradient du
niveau de gris; (d) Image obtenue apes la binarisation

des backries tes celicate par un seuillage direct. De e fait, nous avons choisi une nethode de
cetection de contour base sur le gradient des niveaux de gs.

Dans le domaine du traitement d'images nuneriques, de nomteuses nethodes ont utilie
des ltres de type cerivateur qui permettent devaluer le gradient des niveaux de gris. Si nous
consicerons que le bord eel des baceries correspond sul'imagea la variation la plus rapide
des niveaux de gris, sa pesence va donc se traduire par un reemum local dans la valeur du
gradient. L'utilisation d'un seuil sur la valeur du gradient o re un moyen simple de dierencier
les backries qui sont sitlees dans une zone proche du plafocal de I'objectif et celles qui en
sont pluseloigrees.

Une images nunerique se pesente sous la forme d'une matte | dont la valeur de chaque
leement [ repesente l'intensie du niveau de gris du pixel de coordonrees (i:j ). La norme du
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gradient des niveaux de gris de lI'image skcrit mattematiquement par :

s
2 2
kr 1k = @I + @I

@x @y 4.2)

Les cerivves peuvent étre approximees par des nethodes aux dierences nies. Les ltres
les plus utilies (Roberts, Prewitt, Sobel. ..) sont ped nis dans la boitea outils de traitement
d'images o erte par le logiciel MATLAB ( Gonzalezet al., 2003. Cependant, ces lItres ont le
cefaut d'étre anisotropes et priviegient donc une composante directionnelle sur l'image. Cette
observation a conduit Marmottant (2001) a utiliser un lItre, appee sigma plus respectueux
de l'isotropie. Pour chaque pixel, le gradient est ce ni comme lecart-type entre la valeur des
niveaux de gris de ce pixel et celles des huit pixels voisins :

"p—F
= (1 hli)? (4.3)

La moyenneh i) est calcuke par la convolution de l'image avec la matrice

1
0|1
1

Une valeur de seuil de l'intensie | est ensuite calcuke en utilisant la nethode d'Otsu
(Otsu, 1979 a n d'obtenir une image binarie. En e et, cette valeur c orresponda la frontere
du contour des bactries (ou de colonies dans le cas du biah). Nous e ectuons ensuite un
seuillage sur l'image dont le fond a et pealablement homogereie (ltre \hat") : tous les
minimums locaux dont la profondeur h est inerieurea |g sontelimires. Les minimum locaux
sont ¢k nis par des pixels conneces dont les niveaux de gis (noes I, ) sont identiques et
inerieurs a ceux des pixels voisins (NOES lex;). La profondeur d'un minimum local h est la
dierence entre iy et lex Soille (1999. La gure 4.3.c donne un exemple d'image traiee par
le Itre sigma L'identi cation du plus fort gradient celimite le contou r des backries. La gure
4.3.d donne un exemple d'image binarize.

Cependant, malge les pecautions prises par rapport au ¢io0ix de la nethode de segmenta-
tion, plus adapte aux traitements des images avec des baaries, nous avons renconte quelques
di cules au niveau de la segmentation des images de faconautomatique, principalement dans
le cas d'un biolm develope. Nous observons que chaque imge a une intensie lumineuse
dierente, ce qui complique la segmentation. Cette dier ence de l'intensie lumineuse est duea
deux facteurs principaux :

1) Position de prise des images selon \x" et \y" : Les images psesa la proximie du bord de
la chambre decoulement ont moins de lumere compaees aix images prises au milieu. Cela se
produit car les bords de la chambre decoulement sont pluspais qu'au centre. Les bords laissent
passer moins de lumerea travers la chambre, ceant aing des ombres sur la zone d'observation,
ce qui géne l'observation des bactries ou du bio Im. Par onsequent,a chaque position nous
avons besoin d'ajuster la lumere en jouant sur le eglagedu microscope confocal. Cependant,
méme avec cet ajustement, l'intensie de lumere n'est jamais exactement la méme pour toutes
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les images.

2) Position de prise des images sur \z" : En ce qui concerne leidIm developpe, selon la

densie du bio Im et la profondeur de la couche obsenee, ke passage de la lumere est plus ou
moins perturke. Pour renediera ce probeme, nous utili sons la technique de compensation de
lumere. Ceci permet de egler l'intensie en fonction d es besoins, en eglant soit la puissance
du laser, soit le gain, soit les deux.
En pratique, nous xons la valeur de la puissance du laser ou/edu gain pour obtenir une
visualisation optimale de l'image prise au niveau de la lamke en verre (piofim = hmin = 0)
et pour l'image prise au niveau de la couche la plus profondeuwdbio Im ( hpiofim = hmax ). De
manere logique, l'intensie de lumere recessaire pour la visualisation du bio Im est plus faible
sur hmin (Imin ) que sur hmax (I max )-

En faisant augmenter lireairement la puissance (ou gain) & I min @ | max, Suivant lepaisseur
obsenee, nous pouvons observer clairement les cellulesateriennes a l'inerieur du bio Im.
Cependant, comme la compensation se fait de mangere liregie et la densie du bio Im n'est pas
forcement lireaire selon lepaisseur (direction \z"), | es images acquises sur les dierentes couches
du bio Im n'ont pas les mémes intensies. Par conequent, il estimpossible d'imposer un seuillage
unique pour dierencier les bacekries sittees dans ou hors du plan focal pour I'ensemble des
images prises. Malge la compensation de la lumere avecd microscope CLSM et la technique de
segmentation mis en place, certaines images ont une quaiinsu sante pour proedera l'analyse
des images. Ces images correspondent principalementa dbs Ims depaisseur importante (par
exemple les bio Ims developges pendant 72h). A cause de l'obstruction de la lumere, ces images
pesentent un bruit de fondelewe.

C'est pourquoi, apes un premier traitement automatique, on proede sysematiquementa
un contréle visuel, en comparant les images traiees auxmages originales. Si l'ogerateur juge
gue les images ne sont pas traiees correctement par l'algdthme, celles-ci doivent étre alors
traieesa nouveau de facon \manuelle", en ajustant le seuil jusqua ce que I'on juge le traitement
correct. Pour une exgerience donree, le pourcentage d'irages traiees de facon \manuelle" est
tes variable. Par exemple, dans un bio Im ceveloppe sur 24 ha faible cebit (22 I=mim ),
ce qui corresponda une densie bacerienne faible, le paircentage d'images traiees de facon
\manuelle" est proche de 2%. Pour des bio Ims ceveloppes sur 72 ha fort cebit (1000 [=mim )
ce pourcentage peut montera 95%.

4.4 Post-Traitement

Le post-traitement est la phase dans laquelle la detectionet la & nition des structures
obtenuesa letape peedente peut &tre anelioee ( lissage des contours, supression des bruits...).
A ce stade, il faut etre prudent a n de ne pas produire d'artefacts qui peuvent intererer sur
l'analyse de l'image.

Les operations de traitement les plus largement utilies pour les images binaires sont les
transformations utilisant la morphologie matrematique. Celles-ci comprennent lerosion et la
dilatation, ou des combinaisons ouevolutions de ces deuxperations (Russ 2011).

Pour les images du bio Im cepa ceveloppe, nous avons uti lie la fermeture morphologique,
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qui corresponda l'application de I'operation morpholog ique de dilation suivie par uneerosion,
la transformation transposee. Dans l'ogeration de dilat ation, la valeur du pixel de sortie est la
valeur maximale de tous les pixels dans le voisinage du pixel'entee. Le voisinage est ¢ ni
par unekment structurant de taille et forme geonetriq ue donrees. Dans une image binaire,
si 'un des pixels est & ni par une valeuregalea 1, le pixel de sortie est ainsi misa 1. Dans
I'operation derosion la valeur du pixel de sortie est la valeur minimale de tous les pixels dans
le voisinage du pixel d'entee. Dans une image binaire, si'in des pixels est egk sur 0, le pixel
de sortie est »a 0. La fermeture a nalement pour e et de f aire disparatre les trous de petite
taille dans les structures et de connecter les structures jprches.

4.5 Analyse d'image

L'analyse d'image vise a mesurer certaines caraceristques de l'image traiee an de l'in-
terpeter de facon pertinente. Les informations recherdees peuvent étre de plusieurs genres
comme par exemple le nombre moyen ou la dimension des bades.

Dans notre cas, apes le post-traitement, un programme deloppe sous logiciel Matlab vient
ensuite analyser chaque image en regerant la position de egue bactrie. Nous obtenons ainsi
la surface occupee et le nombre de baceries sur chaque ingg. Nous avons choisi de calculer le
nombre des backries uniquement pour les images concerntlinstant initial de colonisation car
il est dicile d'identi er le nombre de bactries lors qu'e lles sont sous forme de colonies dans
un bio Im ceveloppe. Comme le montrent les images de la gure 4.4, les bactries dans la phase
de colonisation sont disperses sur toute la surface du sygort et plus facilement identi ables.
L'image 4.3 pesente en rouge le esultat du comptage des baceriesEn comparant les esultat
donnant le nombre de bactries obtenu automatiquement viale traitement des images et ceux
obtenus par comptage manuel nous estimons que l'erreur estierieurea 5%.

Figure 4.4 { Resultat du comptage (identi cation des backries)
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Une nethode bien connue pour celimiter chaque object est lalgorithme de segmentation
\ligne de partage des eaux" (LPE), ou \watershed" en anglais Toutefois, I'e cacie de cette
nmethode cepend de la ¢k nition de l'image. plus exactement du nombre de pixels que contient
I'objet d'ineret, ainsi que de la forme des objets.

Dans notre etude nous utilisons la bactrie P.Putidas qui a une forme de batonnet. Dans
les images prises sur le bio Im, le nombre de pixel des objetdeteces est tes variable, selon
la taille et la ce nition de I'image, mais surtout selon le n iveau de maturation du bio Im et de
I'espace disponible pour le ceveloppement des backries

Pour les images concernant le ceveloppement du bio Im, nos observons ainsi des laments
baceriens de quelques centaines de pixels. De plus, au caudu ceveloppement du bio Im, les
bactries ont moins d'espace disponible sur le support (lenelle en verre). Nous avons alors ob-
sene que les backries qui se teveloppent avec moins dspace ont une tendancea avoir une plus
petite taille : dans ce cas chaque backrie est c nie pourun nombre eduit de pixels, environ
15 pixels.

La gure 4.5 pesente un cetail d'une position donree d'une image de bio Im, apes bina-
risation et I'application du traitement de segmentation \w atersheld". Nous pouvons constater
sur l'image (b) qua cette position plusieurs baceries se retrouvent sous la forme de petites
colonies. Nous observons sur l'image (d) qu'apes l'apptation du traitement \watershed" nous
ne retrouvons pas la celimitation exacte des baceries etdonc le nombre correct de baceries.
La gure 4.6 pesente une image arti cielle test de plus grande esoluion, contenant des objets
"simples" en forme de "bulles". Dans ce cas on constate que lgaitement \watersheld" est
plus e cace pour segmenter les bulles aggloneees. Cepeattant, méme dans ce cas, on observe
encore des limitations de la nethode : les "bulles" superpeees avec une plus grande zone d'in-
tersection ne sont ainsi pas bien identiees. Notre casetant plus complexe, on constate au nal
qgue la methode \watersheld" n'est pas adapte pour le traitement des images avec une petite
esolution et avec des baceries se ceveloppant sous fanes de colonie.
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(b) (©) (d)
Figure 4.5 { (a) Image acquise pendant la formation du bioIm; (b) Image avec un zoom

sur un cktail de la colonisation; (c) Image obtenue apes k binarisation et (d) Image avec
l'application du traitement \watersheld"

() (b)

(© (d)

Figure 4.6 { Figures (a) et (c) : Images binariees avec des bulles ; Figaes (b) et (d) : Images
avec l'application de le traitement \watersheld"



4.6. CONCLUSION 73

4.6 Conclusion

Ce chapitre a pesent la proedure mise en oeuvre pour triter les images et en extraire
l'information pertinente en vue de leur analyse ulerieure.

Selon les con gurations etudees par la suite (colonisation initiale de la lamelle ou etude
d'un bio Im developm), les images auront une & nition et une esolution dierente. Dans la
premere con guration, la & nition des images est de 1024 pixels 1024pixels (pour un champ
d'observation de 29063 m 29063 m ) et elles sont cockes sur 8 hits. Dans le second cas,
la ¢k nition des images est de 512pixels 512 pixels (pour un champ d'observation allant de
8304 m 8304 m a 14531 m 14531 m selon le zoom utili®) et elles sont codees sur
24 bits. Les ceveloppements ontek ealises avec Matl ab par une utilisation la plus judicieuse
possible de la bibliotreque d'outils de traitement disponible sous Matlab. La gure 4.7 pesente
un sctema illustratif des principales techniques de traiement d'images utiliees.

Quelle que soit la con guration etudee, une attention pa rticulere aete apporee quanta
[elimination des objets hors focus oua lelimination d u bruit de fond interenta l'instrument
de mesure. Les Itres morphologiques de type \imbothat" et \i mtophat", pour lesquels la taille
de lekment structurant peut étre paranetee, se mon trent particulerement e cace. Ces ltres
permettent une homogereisation du fond tout en peservant la forme des objets d'ineréts.
Malge cela, du fait du contraste des images petraiees, I'extraction des objets par un simple
seuillage direct n'est pas envisageable. Nous avons doncilie une nethode de detection de
contour bas sur le calcul du gradient de niveau de gris desnages. On a peke le ltre Sigma
qui peserve l'isotropie. L'image du gradient est ensuitebinariee, le seuiletant calcuke selon la
nmethode d'Otsu : cette nethode permet de cetecter de manere pecise le contour des bacteries
ou des colonies.

Avant segmentation des images, un ogerateur morphologige (fermeture) aee appliqte an
d'aneliorer la ce nition des objets deteces glimin  ation de pixels isoks ou de trous, connexion
de structures proches). La segmentation consiste ensuita identi er chaque objet an d'en
calculer les caraceristiques (cenombrement, calcul desurface etc.). Pour le denombrement,
l'individualisation de chaque objet est primordiale et nous avons tese l'algorithme de \partage
des eaux" (ou \watershed"), a n d'aneliorer encore la det ection des backries sur les images.
Cependant, dans nos con gurations, cet algorithme ne se mdre que \relativement" performant
et seulement sur des situations a1 le nombre d'objets est a®z faible. La carackrisation des
objets par comptage des backries individuelles sera doneserne au cas ai I'on analysera les
conditions de la colonisation initiale de la lamelle de vere au cours des experiences. Pour la
caracerisation du bio Im, il vaut mieux raisonner en surf ace pour minimiser les biais.

Notons pour nir que la proedure de traitement pesente e 4.7 n'est que semi-automatique.
Selon la structure et le dege de ceveloppement du bio Im, les conditions d'illumination va-
rient d'une image a l'autre. Malge les pecautions pris es au niveau du petraitement (ho-
mogereisation), il est di cile de trouver un seuil applic ablea tout un set d'images de manere
automatique. Le traitement s'e ectue donc en deux passes : i premier traitement par le pro-
gramme que nous avons cevelopge, puis, quand cela est rexssaire, ajustement manuel du seuil
par inspection visuelle des images traiees par rapports ax images brutes.



74 CHAPITRE 4. TRAITEMENT D'IMAGES

Formation
et Numérisation d'image

Figure 4.7 { Sclema illustratif des principales techniques adoptespour les traitements
d'images.



Chapitre 5

Letat initial de la colonisation

La dynamique de la croissance backrienne peut étre modiee de dierentes facons et,
d'un facon gererale, la biomasse initiale d'un biolm, s uppose proportionnelle au nombre
de bactries initiales, est donc un des paranetres imporants pour la mocklisation. Ainsi, un
point important concerne letat initial de colonisation d e la plaque inkrieure des chambres
decoulements pour chaque essai. En e et, la structure du lio Im, sur les temps courts, peut
etre fortement cependante des conditions initiales. Méme sur les temps longs, si les proces-
sus hydrodynamiques les aux plenonenes derosion/detachement ont une place importante
dans la structuration du bio Im ( Picioreanu et al., 20009, il n'est pas certain que l'on perde la
\nemoire" de letat initial et que la structure du biolm s oit moins sensiblea ces conditions
initiales. De plus, comme nous l'avons vu au chapitre peedent, I'utilisation de uorochromes
impose de fortes contraintes sur le deroulement des exmences (puisqu'il n‘est pas possible
de suivre un bio Im en continu) et sur leur analyse du point de vue statistique. Dans ce cha-
pitre, nous pesentons ainsi une etude visanta caraceriser letat initial de colonisation de la
chambre decoulement et sa variabilie d'une exgeriencea l'autre. Cetteetude permettra entre
autre de valider un protocole exgerimental d'inoculation des chambres decoulements qui soit
su samment robuste pour,a cefaut d'assurer une reproduc tibilie parfaite d'un essaia l'autre,
minimiser cette variabilie.

5.1 [eroulement de l'exgrience

Les peparations des sysemes decoulement pour la caraerisation de letat de la coloni-
sation initiale se sont ceroukes au laboratoire LTHE (La boratoire d'Etude des Transferts en
Hydrologie et Environnement). Les observations de l'occuption de la surface du support ont
et ealiees au laboratoire Liphy. Pour ces experien ces la chambre decoulement utiliee etait
la chambre PMMA modiee.

L'ensemble du syseme decoulement est pealablement &rilie avant chaque experience.
Les tuyaux et les aiguilles d'injection sont skrilies a l'autoclavea une temperature de 120 C
pendant 20 min . La chambre decoulement et la lamelle en verre sont serliges par exposition
a une lampea rayons ultraviolets. Ces deux dernierseements sont ensuite mis en contact avec
de lethanola 70%. Le contact avec lethanol doit &tre r apide pour ne pas modier les pro-
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prees de la surface des lamelles en verre : quelques sewes sont su santes pour competer la
serilisation. Apes le contact avec lethanol, la cham bre et la lamelle en verre sont rinees avec
de I'eau seriliee. Les seringues utilies pour le ricage de la chambre decoulement et de la
lamelle en verre, sont des seringues serilesa usage unig. L'assemblage et la manipulation du
syseme, aussi bien que le rircage de la lamelle en verre sbealises sur un poste de scurie
microbiologique - PSM (hottea ux laminaire verticale).

A chaque experience une nouvelle pe-culture est pepage en troisetapes, selon la section
3.1.2.3: (i) inoculation des bactries (peveke de la solution stoke congeke) dans le milieu
LA et incubation pendant 23 ha 30 C (ii) pekevement d'une colonie dans le milieu LA pour
l'inoculation en 3 ml du milieu LB modie (iii) incubation de la pe-culture pen dant 4 ha
30 C sous agitationa 180 rpm. Pour peconiser une concentration surfacique initiale b plus
constante possible pour toutes les exgeriences, apes # d'inoculation, la pe-culture est dillee
avec le milieu LB modie jusqua une DOgpot 0:1.

Apes assemblage, le syseme est rempli avec le milieu LB mdie. Ensuite un volume de
1ml de la solution bacerienne pealablement pepaee est injece dans la chambre decoulement
a l'aide d'une seringue. Le syseme est laise au repos eronditions statiques (sansecoulement)
pendant 10 min pour e ectuer I'adresion initiale des baceries sur le support d'adresion. A la

n de la phase d'adtesion initiale, un volume d'environ 10 ml de milieu LB modie est injece
manuellement via une seringue pour permettre levacuation de la plus grande quantie possible
des baceries reskees en suspension.

Apes levacuation des backries en suspension, les bagries initiales »>ees ontet visualiees
sous microscope confocal avec la lumere transmise. L'olsvation de la colonisation initiale a
et ealiee en fond clair (les bactries sont plus fon ®es que le fond), sans uorochromes. Nous
avons utilie l'objectif 40 a immersion dans I'huile. Un zoom de 1 est utilie, ainsi la taille
de l'image est de 2963 m 29063 m , pour une c nition de 1024 pixels 1024 pixels.
La vitesse du scanner aet eea 400 hz. Avec cette ce nition et cette vitesse de scanner, le
temps pour scanner chaque image est d'environ 8 secondes.ttéeesolution aet choisie an
d'avoir une bonne visualisation et une bonne identi cation des baceries.

5.2 Reproductibilie de lktat initial

Des essais ontek e ecties pour \eri er la reproductib ilie de letat initial entre les chambres
decoulement dans une méme exgerience. Nous avons e&k 8 experiences al 2a 4 chambres
decoulement ontek analysesa chaque essai. Le protocole experimental suivietait le méme que
celui cecrit dans la section 5.1, le seul changement dans le protocole etait le nombre d'imags
acquises. Pour avoir des donrees plus repesentatives déa surface occupee, une zone plus
grande, de taille 18mm x 12 mm aet balaye. La prise d'images aee faite tous les 3 mm,
ce qui donne un total de 35 images pour chaque chambre (voir gre 5.1.a). Les essaifn 1 et 2
constituent une exception dans la mesure ai la zone balayeetait de 18 mm x 9 mm, soit un
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total de 28 images pour chaque chambre. (voir gure5.1.b).

28 mm 28 mm
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EI \/
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Figure 5.1 { Positions des prises des images pour letat initial du bio Im. (a) Les essaisn 3,
4 et 5 et (b) les essais1 1 et 2

Apes avoiree acquises, les images ontee traiees an de calculer le nombre de baceries
adreees ainsi que la surface occupee par ces dernered e tableau 5.1 esume les esultats des 5
essais les plus pertinents. L'annex® pesente les esultat du traitement des images pour toutes
les positions dans les chambres. La variabls; corresponda la somme de la surface occuge par
les baceries s; sur I'ensembles des images prises pour chaque chambre armaly : s; = Si.
hs;i corresponda la valeur moyenne des;a chaque essai. Sipta €St lecart relatif entre s; et
sa valeur moyenne.N est la somme du nombre de bactries cenombees sur I'ensable des
images prises pour chaque chambre analysse =  N;. INi est le nombre moyen de baceries
attactees. N est lecart relatif sur le nombre de baceries. Il est calcue par rapport au nombre
moyen de bactries pour chaque essai. Le tempis 1 est le tempsecouk entre levacuation des
bactries en suspension et la prise de la premere imageR1).

Les esultats de ces essais montrent que le tempsecoukrgre levacuation des baceries en
suspension et la prise des images joue enormement sur la gutie de baceries adreees sur
la surface. Comme les images sont traiees par un programmele facon \semi-automatique",
un autre facteur d'importance est la qualie des images acgises. En gereral, nous pouvons
constater que pour un méme essai, les derneres chambreasanalyser, sansecoulement pendant
plus longtemps (environ 2 heures), ont moins de baceries dreees sur la surface, comme on
le constate pour les essaig 2 et 3. Suitea des observations sous microscope, il s'averque les
baceries ont une tendancea se cetacher de la surface en erre lorsqu'elles sont exposesa un
environnement sansecoulement.

En ce qui concerne l'augmentation de la quantie de baceries dans la chambre 2 de I'essai
nl, on observe l'existence de lignes petrentielles de eb6dt avec une plus grande concentra-
tion de baceries sur ces zones (voir gure5.2). Ces lignes petrentielles sont probablement
duesa un dcefaut de la lamelle de verre oua des traces laiges lors du nettoyage de la lamelle
de verre : cela peut entramer une plus grande anie des backries pour ces zonesa cause
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Essais| Chambre | Nb. St St Stotal N N N tp1
images

[pixels] | [pixels] | [%0] [cellule]| [cellule]| [%] [hr]
1 11 28 596208 | 644768 | 7:53 | 23311 | 25491 11:70 | 1h17
1:2 28 693329 +7:53 | 28474 +11:70 | 2h29
2 2:1 28 395023 | 367311 | +7:54 | 14081 | 13964 | +0:84 | Oh38
2:2 28 390297 +6:26 14302 +2:42 | 1h02
2:3 28 316612 13:80 | 13508 3:26 | 1h25
3 3:2 35 464250 | 436507 | +6:36 19867 | 20849 4:71 | Oh42
3:3 35 433566 0:67 | 20346 241 | 1h11
34 35 411705 5:68 | 22333 +7:11 | 2h15
4 4:1 35 716231 | 689785 | +3:83 | 29092 | 27166 | +7:09 | Oh57
4:2 35 739455 +7:20 | 28265 +4:05 | 1h28
4:3 35 715558 +3:74 | 27048 0:43 | 1h58
4:4 35 587897 1477 | 24257 1071 | 2h21
5 5:1 35 522464 | 382606 | +36:55 | 26432 | 19573 | +35:04 | Oh34
5:2 35 309701 19:.05 | 15498 20:82 | 1h09
5:4 35 315652 1750 | 16789 14:22 | 2h19

Table 5.1 { Reproductibilie de letat initial. La taille et la e n ition d'images : 29063
29063 m et 1024 1024 pixels, respectivement

de dierence dans letat de surface. En ce qui concerne la pus grande quantie de baceries
mesuee dans la chambre 4L de I'essain4, il s'awere que certaines images acquises dans cette
chambre ont une mauvaise qualie. Cela entra’me des errens sur le calcul de la surface colonise.

@) (b)

Figure 5.2 { Prise des images de la chambre:2 avec |'observation des lignes pekrentielles
de ceposition des backries et une plus grande concentrabn des baceries sur cette zone.

Pour l'essain2, la chambre 21 n'a pas montee I'existence d'un grande quantie de baceries
en suspension. Cependant, la chambre:2, examiree ensuite, a eweke une plus forte remise en
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suspension (en particuliera partir de la position P16 - voir gure 5.1.b, soit 1h apes I'adtesion).
La chambre 23, examiree apes la chambre 22, montrait quanta elle une encore plus forte
guantie de bactries en suspension, ceci sur toutes les @sitions obsenees. Si nous regligeons
la dernere chambre a analyser (chambre 23), lecart relatif descenda 0:6 % pour la surface
occupee et 08 % pour le nombre de backries.

Pour l'essain3, on constate visuellement I'existence de baceries en spension en sortie de
la zone obsenee pour la premere chambre analyse (chatore 3:2). Ainsi, pour cette chambre, si
on compare la surface occupee au niveau des 7 premeres ptisns (Pla P7) et des 7 derneres
positions (P 22a P 28) nous constatons une dierence de 157% sur la surface oapee. La dernere
chambre quanta elle (chambre 34) sou re de la mauvaise qualie de plusieurs images. Si nosl
regligeons cette dernere chambre, nous obtenons une eart relatif de 3:4 % et 12 % pour la
surface occupee et le nombre de backtries respectivement

L'essain4 est lui aussi entacte par des biais dusa certaines imagede qualit nediocre pour
la chambre 41 et chambre 44. Si nous regligeons la dernere chambre (chambre 4}) , lecart
relatif est 2:2 % et 39 % pour la surface occupee et le nombre de backries respgzement.

En n, dans l'essai n5, toutes les images de la chambre:b sont de mauvaise qualie, alors
que la chambre 52 et chambre 54 ont des qualies d'images comparables. Si nous regligets la
premere chambre, lecart relatif est de 0:95 % et 4 % pour la surface occupee et le nombre de
bactries respectivement.

Finalement, en ce qui concerne la reproductibilie de la cdonisation initiale pour une méme
®rie d'essais, si hous faisons abstraction de l'essalil (structures pegrentielles pour le ep6t et
l'adlesion des bactries), des chambres pour lesquelleles imagesetaient de qualie nediocre,
ainsi que des cas ai la quantie de baceries en suspensio est prohibitive poureviter les biais
lors de l'analyse semi-automatique, les valeurs maximalede lecart relatif sontegalesa 3 :42 %
et 4 % pour la surface occupee et le nombre de bactries regetivement (confornement au
tableau 5.2).

Essais| Chambre | Nb. St St Stotal N hN i N tp1
images

[pixels] | [pixels] | [%0] [cellule]| [cellule]| [%] [hr]
2 2:1 28 395023 | 392660 | +0:60 | 14081 | 14192 0:78 | Oh38
2:2 28 390297 0:60 | 14302 +0:78 | 1h02
3 3.2 35 464250 | 436507 | +3:42 | 19867 | 20107 1:19 | Oh42
3:3 35 433566 342 | 20346 1:19 | 1h11
4 4:1 35 716231 | 723748 | 1:.04 | 29092 | 28135 | +3:4 0h57
4.2 35 739455 +2:17 | 28265 +0:46 | 1h28
4:3 35 715558 1:13 | 27048 3:86 | 1h58
5 5:2 35 309701 | 312677| 0:95 | 15498 | 16144 4:.00 | 1h09
5:4 35 315652 +0:95 | 16789 +4:00 | 2h19

Table 5.2 { Principaux esultats par rapport la reproductibilie de letat initial

Pour conclure, a n deviter -ou du moins minimiser- le cet achement des backries lorsque
les conditions statiques sont imposes, le temps ecoukentre l'injection du milieu LB pour
levacuation des bactries en suspension et la n de l'acauisition des images ne doit pas cepasser
1 heure. Ce esultat explique les contraintes et donc les dcules engendees pour observer dans
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des conditions ickales letat de la colonisation initial e de toutes les chambres decoulement pour
un méme essai.

Parmi ces di cules, le ceplacement du syseme decoul ement, depuis le laboratoire ai sont
cultives les bio Ims (LTHE) vers le laboratoire ai sont fai tes les analyses au microscope confocal
(Liphy), est I'un des probemes les plus contraignants : cedeplacement contribue de manere
non regligeable au temps pour lequel les baceries se rettuvent en conditions statiques (avec
une tendance de plus en plus forte au cetachement de la plaguingrieure). Le ceplacement de
I'experience peut aussi engendrer des degradations, come par exemple 'endommagement de
la plaque inkrieure ou la ceconnexion de certains tuyaux De plus méme si ces degradations
sonteviees, le simple deplacement des experiences Ie rend vulrerablesa une contamination
exerieure par d'autres baceries.

Pour contourner ces contraintes, une nethode alternativeaet utilie pour avoir tout de
meéme une caracerisation de letat initial des experie nce qui ont suivies (chapitre 6) : cette
nmethode consistea utiliser une seule chambre Emoin pou une méme <rie d'essais. La chambre
emoin doit étre pepaee en méme temps et selon le ménme protocole que les chambres a
le biolm se ceveloppera. Apes peparations, les chambres decoulement sont places sur le
syseme d'alimentation du milieu LB et lecoulement est a more. Ensuite la chambre £moin
est ceplaee jusqu'au microscope pour l'acquisition desimages de letat initial. D'apes ce qui
aee monte plus haut, la proedure de colonisation ini tiale des chambres est relativement bien
controke pour une méme <wrie d'essai. On fait alors I'lypotlese que la chambre emoin est
repesentative pour la rie et qu'elle donne une bonne imlication des conditions initiales pour
les autres chambres decoulement.

5.3 Distribution spatiale

Pour pouvoir analyser I'homogereie de la epartition spatiale des backries initialement
adreees sur le support inkrieur, nous avons compae la quantie de biomasse mesueea chaque
position analyse avec la biomasse moyenne de la chambreedbulement. Cette analyse aee
ealise sur les essais pesenes dans le tablealb.2. Nous avons utilie en priorie les essais dis-
posant de 35 positions analysees, plus repesentatifs déa surface. Ainsi I'essain2, comprenant
seulement 28 positions, n'a pasee pris en compte.

Pourevaluer cette distribution, lecart type (), le coe cient de variation (CV) et le coe -
cient de variation corrige (CV") ontet calcuks pour | es paranetres concernant la surface et le
nombre des bactries. Le coe cient de variation est le rapport de lecart-type sur la moyenne
arithmetique exprine en pourcents (donc sans dimension):

CV = 100 (5.1)

al x est la moyenne de la surface occupee (ou du nombre de bactss) sur toutes les positions.

Le coe cient de variation sertaevaluer la dispersion d'u ne distribution gchantillon ou
population) etegalementa valider la repesentativit e de la moyenne. Selon/eysseyre(2006),
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une valeur du coe cient de variation inerieurea 15% trad uit une bonne homogereie de la

distribution. Ainsi, si le coe cient de variation est ine rieura 15%, la epartition spatiale est

consiceee homogene et la moyenne est repesentative @ la distribution et, inversement, si
le coe cient de variation est sugerieura 15%, la eparti tion spatiale est consiccee comme
Feerogene et il faut utiliser avec prudence la moyenne de la distribution.

Le coe cient de variation corrige (CV') est le coe cient de variation sans la prise en compte
des images proches de la paroi de la chambre decoulement'ésta dire, sans prendre en compte
les positionsPla P7 et P29a P35, conformrementa la gure 5.1.a).

Dans notre syseme, le rapport d'aspect entre la hauteur etla largeur du micro-canal est de
0:015, soit un rapport tes petit devant 1. Ainsi, en comparant la valeur de CV avec CV', nous
pouvons \eri er si le cep6t backerien pour letat init  ial n'est pas a ect par la proximie des
parois.

Dans cette analyse, la distance entre la premere (ou derare rangee) d'images et la paroi
de la chambre est la m&me que pour les essais ealies pole ceveloppement du bio Im, soit
2:5 mm (voir gure 4.1et gure 5.1a). Les esultat obtenus sont pesents dans le tableau5.3
et sur les graphiques de la gure5.3.

Essais| Chambre | hs;i (si) [ CV(s)]|CVds)| MNi (N) [ CV(N) | CVAN)
[pixels]| [pixels]| [%] [%] [cells] | [cells] | [%0] [%0]

3 32 13264 | 4239 | 31:96 1773 | 568 155 27:36 14:85
33 12388 | 3462 | 2795 | 2129 | 581 148 26:52 17:35
4 4:1 20464 | 2997 | 1464 | 1245 | 831 88 10:65 10:32
4:2 21127 | 3493 | 1654 | 1740 | 808 99 12:25 1366
4:3 20445 | 6720 | 3287 | 3801 773 236 30:54 3454
5 5:2 8849 | 1422 | 16.07 1447 | 443 58 1313 1313
54 9019 | 2868 | 3180 | 2524 | 480 138 2867 20:52
Moyenne : 24:55 20:94 Moyenne : 21.16 17.83

Table 5.3 { Analyse de la epartition spatiale sur les chambres decailement

En ce qui concerne ['in uence des parois sur la ceposition bcerienne, en comparant CV
avec CV', sur les 7 chambres analyses, lorsque les imagesgaiisesa proximie des parois ne sont
pas prises en compte, on constate une eduction du coe cieh de variation sur 5 chambres et
une augmentation sur 2 chambres. Ces valeurs ne pesentemas la méme tendancea proximie
des parois pour tous les essais (croissance ou decroissangelon les cas). Nous consicererons
donc que les parois n'a ectent pas lecoulement et par & méme le cep6t des baceries.

En ce qui concerne la distribution initiale des baceries sir la chambre decoulement, en exa-
minant la valeur de CV, nous pouvons constater que les chamles 41, 4.2 et 5.2 pesentent une
epartition plutdt homogene. Cependant, 4 chambres sur 7 pesentent aussi une valeur de CV
superieurea 15%. Au nal, ces premiers esultats montre nt que la distribution spatiale initiale
des bacetries pesente une certaine heerogereie mais qui reste accepable avec une moyenne
CV(si)egalea 25% et CV(N)egalea 21%.
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5.4 Conclusion

Des essais ontek ealies pour \eri er la reproducti bilie et la distribution spatiale de letat
initial de la colonisation. Les experiences se sont cerokes dans un environnement serile, en
utilisant la chambre PMMA modiee et le milieu LB modie.

La caracerisation de la distribution initiale des bace ries aet ealiee tout en identi ant
les facteurs pouvant amener certains biais sur cette caraamisation.

Parmi ces facteurs, la qualie intringeque des images, prses en lumere transmise, est impor-
tante : Comme nous l'avons vu au chapitre4, nous avons mis en place des traitements visanta
eduire au maximum le bruit de fond a n de comptabiliser de | a mangere la plus pecise possible
le nombre de baceries et la surface colonise.

Au-deb des probemes de manutention, favorisant deventuelles contamination, un autre
facteur est le au protocole suivi pour la mise en place des»geriences : nous avons ainsi
mis en evidence l'importance de la duee pendant laquelleles bactries sont en conditions
statiques, entre le moment ai on proedea levacuation des backries restant en suspension et
la premere prise d'image. Une duee trop longue semble faorablea une remise en suspension des
bactries ce qui nuitevidemmenta la reproductibilie  des esultats. Cela impose des contraintes
logistiques au niveau du ceplacement des experiences dudu de culture vers le lieu d'observation.
Cela impose aussi des contraintes sur le protocole exgeriental lui-méme, en particulier quand
plusieurs chambres decoulement sont cultiees en paratles. Dans ce cas, il est tes dicile
d'assurer que cette duee est inkrieure au seuil critique pour toutes les chambres (analysees de
maneres fquentielles) : ceci introduit un biais dans l'analyse de la reproductibilie statistique
de letat initial entre les dierentes chambres.

Pour pallier cette di cule, utiliser une seule chambre t emoin pour un jeu d'essai semble
en premere approximation &tre une alternative acceptalde pour assurer la repesentativie de
letat initial pour toutes les chambres de cet essai. Cetterrethode a aussi I'avantage d'un gain
de temps notable, pour la suite du travail, etant donre la g uantie d'images acquises et de la
duee recessaire pour le traitement et 'analyse des imags.

En ce qui concerne les donrees quantitatives pour la carastisation des conditions initiales :
nous n‘observons pas I'in uence directe des parois en compant les dierentes valeurs du coef-
cient de variation CV et CV'. Toutes les positions pour lesquelles seront prises les images sont
donc repesentatives. La distribution initiale des bacteries sur la chambre decoulement quant
a elle a une tendance vers une teerogereit d'un nive au acceptable de 'ordre de 21a 25%.

En n, nous pouvons observer que, dans un méme essai, les aamtrations surfaciques ini-
tiales dans les dierentes chambres sont semblables. Ce#t similitude n'est pas obsenee d'un
essaia l'autre, malge les pecautions prises pour avor une concentration surfacique initiale la
plus constante possible. Cela s'explique par le fait que danun méme essai, les chambres sont
inocukes avec la méme solution bacerienne, c'esta die, avec la méme pe-culture dillee avec
le milieu LB modie jusqua une DO da peu pes 0 :1. Comme pour chaque essai une nouvelle
pe-culture estelaboee, les solutions baceriennes d'injection n'‘ont pas forement exactement
la méme concentration d'un essaia l'autre.
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Chapitre 6

Ceveloppement du Bio Im

Ce chapitre est consace a la pesentation des esultats obtenus sur le ceveloppement de
bio Ims sous dierentes conditions hydrodynamiques, ainsi qua une analyse des pkenonenes
de croissance et de structuration mis enevidence.

Dans un premier temps, le protocole exgerimental utilie pour le ceroulement des exgeriences
ainsi que les conditions hydrodynamiques exploees au cas du suivi de la croissance des bio-
Ims, sont pesenes.

Dans un second temps, une analyse est ceveloppee an de derminer l'aire eementaire
repesentative des images pour laquelle le bio Im est re@sent dans son ensemble.

Dans un troiseme temps la structure du biolm en cvelopp ement est analyee en
s'ineressant aux courbes moyenrees des prols de fractbns volumiques sur toutes les posi-
tions d'observation. Puis une analyse de la distribution s@tiale du bio Im est e ectiee an
d'apporter un premier regarda uneechelle sugerieure de quelques milliretres repesentative de
la matrice solide du bio Im.

En n, la dernere section de ce chapitre a pour but d'identi er une tendance de levolution
du ceveloppement du bio Im avec le temps pour les conditiors hydrodynamiques exploees.

6.1 [eroulement de l'exgrience

A n d'avoir un cebit d'injection stable dans les chambres dé&coulement, deux sysemes
ontet utilies. Pour les experiences sous plus faible cisaillement, nous avons utilie la chambre
decoulement en PDMS (Fig. 3.8) alimenke en nutrimenta I'aide d'un pousse-seringue (Fig.3.3).
Pouretudier le ceveloppement du bio Im sous plus fort cis aillement, le syseme d'alimentation
gravitaire (Fig.3.4 et 3.5 et la chambre decoulement \PMMA modie" (Fig. 3.7) ontek
utiliees.

Une chambre £moin pour l'observation de la colonisation hitiale est pepaee en méme
temps et de la méme manere que les autres chambres pour bservation du developpement du
bio Im (conclusion du chapitre 5).

Avant chaque experience l'ensemble du syseme decoulenent est pealablement nettoye
et serilie. Les eservoirs du syseme d'alimentatio n gravitaire (eservoir d'alimentation et de
stockage) sont nettoyes avec un nelange de 50% d'hypochiite de sodium (5% m=m) et 50%
dethanola (70 % m=m). Les seringues utilisees sont seriles eta usage uniqe. Les tuyaux et
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les aiguilles d'injection sont seriliees sous l'autoclave a une temgerature de 120 C pendant
20 min. La chambre decoulement et la lamelle en verre sont serliges par expositiona une
lampea rayons ultraviolets et ensuite mises en contact ave de lethanol 70% (pendant environ
5 secondes), puis rinees avec de l'eau skriliee. L'asemblage et la manipulation du syseme,
ainsi que le rircage de la lamelle en verre sont eali®es sus un poste de fcurie microbiologique
- PSM (hottea ux laminaire verticale). Le milieu de cultur e LB modie (voir section 3.1.2.])
est le milieu de culture choisi comme la source de nutrimentCe milieu est serili dans un
autoclave (120 C pendant 20 min).

Sachant que la bacerieP. putida est une bactrie arobie, le milieu de culture a besoin détre
oxygere avant d'étre injece dans la chambre decoule ment. Ceci est assue par une agitation
en continu (agitateur magretique) du milieu qui est en contact avec l'air lte.

Pour les experiences avec une alimentation par pousse-sague, l'oxygenation doit &tre
eali®e avant le remplissage des seringues. Le milieu dobétre agie pendant au moins 3 h
a 180 rpm pour garantir une saturation en oxygene du milieu de culture (LB modie).
La mesure de la concentration en oxygene dans le milieu a et eali®e avec un oxymnetre
(MultiLine 3430,WTW). La gure 6.1 montre la courbe d'oxygenation du milieu LB modie
a la temperature de 24 1 C. Au bout de 3 h 'oxygene dissous (DO) atteint une valeur de
8:1 mg=l. Cette valeur est en accord avec la valeur de theorique de @ixygene dissous dans une
solutiona salinie de 5 pour millea une temgerature de 24 C, comme le milieu LB modie.

Oxygene Dissous

oD(mgll)
N NN~

O A o D@ AP PP DDA D O D
DR R SR E P LSRR P L LRSS P S

Temps (minutes)

Figure 6.1 { Courbe de I'oxygenation du milieu LB modie

Pour les experiences sous plus fort cisaillement, 'oxygnation est eali®ee dans le eservoir
d'alimentation en contact avec l'air Ite (Fig. 3.5). L'agitation est maintenue en continu tout le
long de I'experience.

La colonisation initiale de la plaque inkrieure est ealiee en suivant le protocole pesene
en section5.1 du chapitre 5 : (1 ) peparation de la pe-culture, (2 ) dilution de la pe-culture
jusqua ce que la valeur de DOggpg diminuea 0:1, (3 ) injection de 1 ml de la pe-culture diliee
dans la chambre decoulement, (4) repos statique du syseme decoulement pendant 10min
pour e ectuer l'adresion initiale sur le support (lamelle en verre) et (5 )evacuation des baceries
en suspension par une injection de 1@l de milieu LB modie.

Ensuite les chambres découlement sont relees au sysee d'alimentation et le ux est
amore. Le bio Im est ceveloppe dans des conditions ambiantesa temgerature contréee (21 :5
3 C). La chambre £moin est place sous le microscope confat pour l'observation de la surface
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coloniee au tempst = 0.

Comme cecrit dans le chapitre 4, les images de la colonisation initiale ontet prises en
lumere transmise sur fond clair en utilisant un objectif 40 a immersion dans l'huile. La taille
de limage est de 2963 m 29063 m avec une esolution de 028 m=pixel . Pour chaque
chambre £moin 17 positions sont analyses, confornremata la gure 6.2 La zone balayee
corresponda une surface de 12nm 12 mm.
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Figure 6.2 { Positions des prises des images

Pour le ceveloppement du bio Im, deux conditions hydrodyn amiques ontet imposes, selon
le tableau 6.1. Ce tableau pesente la vitesse moyenneumean, le tebit Q, la contrainte de
cisaillement ,, et le nombre de ReynoldsRe.

Exgerience | Umean Q w Re Syseme dali- | Chambre
mentation decoulement
[m=g] [I=min ] [Pa]
min 10 10° |22 21 10 ° | 0:04 | Pousse-seringue | en PDMS
max 39 10 ° | 1000 94 10° |2 Syseme gravi- | en PMMA
taire modie

Table 6.1 { Les conditions hydrodynamiques employees pour le cevelppement du bio Im

Pour l'observation des baceries vivantes et mortes dansé bio Im, les uorochomes Syto9 et
I'lodure de propidium (PI) ontee utilies (voir section 3.3.5en cetail). Pour ealiser l'injection
des marqueurs, la chambre est pealablement £paee dusstme d'alimentation. A l'aide d'un
pousse-seringue, un volume de inl de uorochromes dilies (4:0 ml, soit 2:0ml de Syto9 +
2:.0ml de PI par litre d'eau skrili®) est injece dans la chamb rea la méme vitesse que celle
employee pour d'alimentation du milieu LB modie. Pour I' observation des baceries du bio Im
sous microscope confocal, les fentes spectrales de cetierts sont pealablement egees pour
chaque marqueur (tab.3.6 dans la section3.3.5).
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Comme cie auparavant, levolution temporelle de la croi ssance du bio Im n'est pas visualiee
en continu car la bacerie P.putida ne uoresce pas naturellement et les marqueurs uorescents
endommagent les cellules baceriennes ainsi que la struate du biolm. De ce fait, chaque
experience corresponda un bio Im cevelope pendant un temps donre : 24 h,48 h et 72 h.

Les images du bioIm prises avec l'objectif a immersion de €4 ont une ce nition de
512 pixels 512 pixels. La surface de la zone balaye etait la méme que celle de laoloni-
sation initiale : 12 mm 12 mm (Fig. 6.2). A chaque position analysee, les images 2D sont
prises (sur la hauteur tous les 34 m ) pour acquerir les informations de I'ensemble du bio Im
(Fig. 6.3). Cet espacement corresponda lechelle d'une cellule baerienne. Le temps requis pour
ealiser une wrie d'image 2Da chaque position varie ente 0.3 et 4 min, selon lepaisseur du
bio Im. La compensation de lumere aet mise en uvre pou r obtenir des images exploitables
pour les bio Imsepais.

Figure 6.3 { Les images des couches du bio Im apes traitement d'images Exgerience 72h A
(w=9:4 10 ? Pa)a la position P11. En vert : cellules vivantes, en rouge :cellules mortes.

Le tableau 6.2 pesente un esune sur la prise des images du bio Im, avecle nombre de
positions analyses et la taille de chaque image (2D). Le faleau dans I'annexeC pesente les
positions des images prises pendant chaque exgerience. @me nous pouvons le voir dans le
tableau 6.2, pour le plus fort cisaillement, deux exgeriences ontete ealiges pour chaque temps
de formation donre, soit 24 h, 48 h et 72 h. Par la suite nous cenommerons ces experiences,
Experiences \A" et \B".

Les images B prises sont pesentes dans le tableau6.2. Dans la plupart des cas, les
images du bio Im ont une taille de 14531 m 14531 m . Cependant, pour certaines exgeriences
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nous avons du eduire la taille des images. Ces cas se prodent lorsque I'on constate un
cecalage du plan focal. Ce decalage peut étre d0 au eghge de la platine, tes sensible, ou un
endommagement de la plaque inkrieure, lors de la manipulgon ou du transport de la chambre.
Cet endommagement compromet alors la plareie de la chamipe sur la platine et un cecalage
des images. Pour corriger ce probeme, nous avons alorsatie des images de tailles plus petites.

Experience Temps de | Nombre de positions analyses| Taille de chaque image
eveloppement (2D)
du bio Im
[h] Baceries Vi- | Backries [m?]
vantes Mortes
24 8 4 14531 14531
Min 48 17 4 14531 14531
72 17 9 96:88 96:88
24 A 17 4 14531 14531
24 B 17 - 14531 14531
Max 48 A 9 - 96:88 96:88
48 B 13 12 8304 8304
72 A 14 4 14531 14531
72 B 11 - 14531 14531

Table 6.2 { Resune de la prise d'images pour chaque exgerience.

6.2 Image Repesentative

Un matriau ou milieu poreux est un maeriau contenant des espaces vides, les pores. La
partie du \squelette" de la matere est souvent appek matrice. Les pores sont gereralement
remplis d'un uide (liquide ou gaz). On peut consicerer le bio Im comme un milieu poreux aJ,
dans notre cas, la matrice est le bio Im bactrien et le uid e est le milieu LB modie.

Un milieu poreux est couramment caracerie par sa porose (") et le biolm est
gereralement un milieu keerogene avec une porosie variant dans lI'espace. La gure 6.4 pesente
une image illustrative d'un milieu poreux avec dierentes fenétres (ou zone) d'analyse (en vert).
SelonCalvet (2003, en observant une zone du milieu poreux su samment grande jr rapport
a la dimension des pores (Fig.6.4, fenétre d'analyse 1), on constate que ce volume englobe un
certain nombre de pores et la valeur correspondante de la posie totale peut étre consictee
comme repesentative de la valeur moyenne de la porosit otale du milieu. En revanche, quand
la taille de la fenétre d'analyse diminue, la valeur de la poosie uctue de plus en plus selon
les dierentes fractions volumiques du milieu (matrice ou espace vide) qui sont comprises dans
ce volume et la position de la fenétre d'analyse. Cette uctiation devient maximum (avec des
valeurs limites de porosiesegalesa 0 ou 1) quand la surlce est su samment petite pour ne
se trouver, soit que dans la phase solide, soit que dans un po(Fig. 6.4, fenétres 2 et 3). On
introduit ici la ce nition de \MER" : la mesureeementai re repesentative d'un paranetre du
milieu. Cette mesure corresponda la valeur de ce paranete, prise sur une fenétre d'analyse de
taille donree au-deh de laquelle la valeur moyenne du paanetre consicee ne varie plus.

Dans le cas de la gure6.4, nous analysons la mesure de la porosie et ses variationa
l'aide d'une surfaceekmentaire repesentative, notee SER (Calvet, 2003. Cependant, selon le
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Figure 6.4 { Image illustrative d'un milieu poreux. Les surfaces en vertsont les MER analyses.

contexte, la mesureeementaire repesentative (MER) p eut étre obtenue non seulementa partir
des surfaces (SER), mais aussi des volumes (VER) ou des loregus (LER). Dans la literature,
on trouve beaucoup de travaux qui s'ineressent principaement au concept de VER. La notion
de volumeekmentaire repesentatif aet au pealab le pesente par Bear (1972 au il le ¢k nit
comme le plus petit volume qu'il peut obtenir pour & nir ou mesurer des proprees moyennes
du milieu. La gure 6.5 pesente la repesentation sctematique de la & nitio n d'un volume
ebmentaire repesentatif (VER) utilie pour la mesur e de la porosie (") (Bear, 1972. On
observe que jusqua la valeur du volumeVy,i, la courbe pesente une forme oscillante. Lorsque
la valeur Vi,in est atteinte on trouve une valeur constante de la porosit,quel que soit le volume
analys (espace VER).

A
1

Vmin Volume
@

Figure 6.5 { Repesentation de la & nition du volumeekmentaire r epesentatif (VER) utili-
sant la mesure de la porosie Bear (1972).
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Ainsi, il est clair que la c nition du volume eementair e repesentatif est essentielle pour
avoir des esultats non biaises de la structure du bio Im. Il esta noter que pour les milieux
isotropes, le VER peut &tre bien repesene par un SER.

Le VER est donc caraceristique de lechelle macroscopigie, ai le ptenonene a une
repesentation continue. Il est la transpositiona lec helle macroscopique de la notion de point
matriel utiliseea lechelle microscopique ( Bear (1972).

On peut d'ailleursa ce stade & nir les dierenteseche lles pour decrire les milieux poreux :

{ Léchelle microscopique : Lechelle du bio Im, qui cara cerise les atomes ou les mokcules,

al les structures apparaissent comme des discontinuiesentre les phases solide et uides.
Ces structures sont discontinuesa lechelle des baceies elle mémes.

{ lechelle locale ou nesoscopique : Léchelle intermediaire du bio Im, entre lechelle
microscopique et lechelle macroscopique. Les structure apparaissentegalement comme
des discontinuies entre les deux phases, mais la discomtuie provient de la structure
formee et non plus des objets microscopiquesetudes.

{ Lechelle macroscopique : Cette echelle est speci que des milieux poreux, c'esta son
niveau que le nelange polyphasique peut étre consiceecomme milieu continu. Cette
echelle est caraceriee par la dimension des MER. Ainsj en utilisant le concept de MER,
on peut consicerer le bio Im comme un milieu continu biphasique, c'esta-dire comme la
superposition de deux milieux continus classiques, le sqlatte et le uide.

{ Léchelle megascopique : Cette echelle prend en compteles variations spatiales des pro-
prees macroscopiques du milieu.

6.2.1 [etermination de l'image repesentative

Cette etude visea determiner l'aire eementaire repr esentative des images pour laquelle le
bio Im est repesent dans son ensemble. Pour la determination du SER, nous avons utilie la
fraction volumique ( ) de la biomasse comme variable. La fraction volumique de laibmasse
est un paranetre compkmentaire de la porosig, telle que :

vy =1 (6.1)

La fraction volumique de la biomasse est le volume occupe pale bio Im par rapport au
volume de contréle. Un volume de contréle, en necanique s uides, est un volume arbitraire
dans l'espacea travers lequel circule le uide. Le contourgeonetrique du volume de controle
est appek une surface de contréle. Dans notre etude, poule calcul de la fraction volumique,
nous avons utilie le volume des baceries vivantes par rpport au volume de controle (Eq. 6.2).

= Vby

v (6.2)

al Vyy est le volume des baceries vivantes el est le volume de controle.
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Lequation 6.3 pesente la fraction volumique pour une position i et une hauteur z dans la
chambre decoulement :

Rz+ dz

i(z)= -

s(z)dz _ (Sz+ Sz+ 2)i% _ Szt St 2 6.3)
. .

\% Xy 2 Xy

al l'indice \ i" se ekrea la position de la prise dimage dans la chambre (Pla P17). Ainsi
est la valeur fraction volumique pour chaque position analgee dans la chambre decoulement
(i =1;2,3:::17), s est la surface occupee par le biolm dans une couche donreeV est le
volume de contréle. x et y corresponda la taille de I'image prise selon la direction xet y
respectivement.

Ainsi, pour chaque position de mesure i(), la fraction volumique d'une couche du bio Im
(entre deux plans horizontaux) corresponda :

_ S 1=2t §ja=2

(H 2 x y (64)

al l'indice\j" corresponda la hauteur | =(] 1=2) z.

Figure 6.6 { llustration des prises des images (2D) dans la hauteur du bitm

ij estla valeur de la fraction volumique pour chaque couche j epour chaque position
analyse i dans la chambre decoulement.
Ensuite la valeur moyenne de la fraction volumique () aet calcuke sur toute la hauteur
du bio Im. On obtient ainsi la fraction volumique moyenne du bio Im pour chaque position
analyse :

- ' (6.5)

A n d'identi er une surface repesentative pour l'analys e des images, on calcule ensuite la
moyenne statistiques des fractions volumiques moyenreesur lepaisseur du biolm ( h i), en
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consicerant les dierentes positions pour lesquelles nais avons pris des images :

1 X

i
N i=1

hi= (6.6)

Cette moyenne statistique est e ectiee sur un nombre croisant de volumes de contréle
jusqua ce que cette valeur converge vers une fraction volonique repesentative, invariante avec
l'augmentation du nombre de volumes de contréle utilies A ce nombre de volumes de contrble
est assoce une surface repesentative.

Commeevoqte dans la section5.3 (chapitre 5), le coe cient de variation sertaevaluer la
valeur repesentative de la moyenne. Une valeur du coe cient de variation inerieure a 15%
traduit une bonne homogereie et la moyenne repesente le comportament de I'ensemble du
syseme analys (Veysseyre 2006. Ainsi, dans notre travail, pourevaluer la valeur du SER,
nous avons consicee que le SER aek atteint lorsque lescoe cients de variation des fractions
volumiques moyennes calcuesa partir de points consectifs sur la courbe sont inerieursa 15%.
L'annexe D pesent la fraction volumique moyenne sur trois points corgecutifs ( 3), les surfaces
assoceesa ces points et le coe cient de variation des fration volumique moyenne CV3).

Les gures 6.7 et 6.8 pesentent les courbes des moyennes statistiques de la frion volu-
mique sur lepaisseur du biolm (h i) en fonction de la taille des surfaces d'analyse, pour les
experiencesa plus faible et plus fort cisaillement : , =2:1 10 3 Paet , =9:4 10 2 Pa,
respectivement.

Re =0.04,,=2.4x 103 Pa
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Figure 6.7 { \kri cation de la fraction volumique moyenne en fonction de la taille de surface
analyse pour les experiences sous plus faible cisailleemt : ,, =2:1 10 3 Pa
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Figure 6.8 { \kri cation de la fraction volumique moyenne en fonction de la taille de surface
analyse pour les experiences sous plus fort cisaillemeén  =9:4 10 2 Pa
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Pour le plus faible taux de cisaillement (Fig. 6.7), la courbe correspondant au temps de
croissance 24h pesente un comportement plus monotone que celles des bitms cultives sur
48 h et 72 h. Apes 24 h de croissance, la fraction volumique moyenne pesente ungaleur
de CV3 inkrieurea 15% quelle que soit la surface de contréle uiliee pour le calcul. Pour les
courbesa 48h et 72 h de croissanceCV3 atteint une valeur inerieurea 15% pour une surface
egalea 0:084 mm?,

En ce qui concerne les casa fort cisaillement(Fig.6.8), la plupart ont un comportement
monotonea partir d'une certaine taille de surface. Sur lesdeux experiences correspondanta un
temps de croissance de 24 (6.8.a, Experiences A et B), on observe une tes faible oscilldion
de la fraction volumique avec l'augmentation de la surface aalyse. Ces experiences pesentent
une valeur de CV3 inkrieure a 15% quelles que soient la taille des surfacesnalyses. Pour
les experiencesa 48h de croissance (A et B), nous obtenons une valeur d€V3 inkrieure a
15% pour une surface superieure a 0047 et Q028 mm?, respectivement. De méme, pour les
experiencesa 72 h de croissance (A et B), il faut une surface sugerieurea 0084 et Q063 mm?,
respectivement, pour que la valeur deCV3 soit inferieura 15%.

On observe que le criere de convergence que nous avons adofpremier point sur la
courbe pour lequel CV3 est inkrieura 15%) est atteint, selon les expgeriences, pour une valeur
de surface dierente. Neanmoins, pour le pire des cas (vaéur maximale), cette surface estegale
a 0:084 mm?, et correspond a quatre images de taille 1481m 14531 m . On peut donc
consicerer gu'avec un nombre minimum de 4 images prisesa 4ositions dierentes ont atteint
une bonne repesentativie, du moins pour le paranetre fraction volumique. Ainsi, ces esultats
peliminaires montrent que le nombre d'images prises danses experiences sont repesentatives
de la structure du bio Im, et de ce fait, la valeur de la fraction volumique moyenne peut étre
consiceee comme repesentative du bio Im.

6.3 Hauteur du bio Im consicee dans les chambres en PDMS

Au cours des experiences de teveloppement des bio Ims nasiavons constake une adterence
importante des baceries/bio Im sur la lamelle en verre mais egalement sur la surface en
PDMS, c'esta dire, sur le coe oppozx a la lamelle en verre (voir gure 6.10a). Cette
adresion est egrement plus elevee pour les surface &1 PDMS que pour la lamelle en verre,
et consicerablement plus importante que pour la surface elPMMA. La gure 6.10b montre un
bio Im ceveloppe sur lamelle en verre maisegalement sur la surface en PDMS. Le bio Im aee
cevelopge pendant 72 ha  =2:1 10 3 Pa.

L'annexe E pesente de facon cererale les principaux points du necanisme d'adhesion
bacerienne.

Ainsi, nous voulons \erier ici si les bactries adtee es sur le PDMS occasionnent une
in uence majeure sur le bio Im developpe sur la lamelle en verre.

Picioreanu et al. (20000 montrent que le temps carackristique ¢ony du transport convectif
des nutriments vers le bio Im est consicerablement plus fable que le temps caraceristique de
la diusion g du nutriment dans le bio Im. Nous avons eali® un calcul simplie pour avoir
une icke des temps caraceristiques assoces au transfé des nutriments du milieu de culture
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au niveau du bio Im. Consicerant une bacerie de taille mo yenne de 2 m , pour la contrainte
de cisaillement la moinselewe, cette backrie percoit un renouvellement du milieu 50 fois par
seconde, soit un temps caraceristique convectif conyegala 2:0 10 2s. Pour la contrainte de
cisaillement la pluselewee la bacerie voit le milieu nu tritif renouvek 1950 fois par seconde, soit
une valeur de convegalea 5:0 10 “s. Le temps caraceristique moyen g pour la di usion
des nutriments dans le bioIm aet estinea partir de val eurs exgerimentales existantes de
la literature. Lequation 6.7 pesente le temps requis pour un solue pour peretrer ju squa la
base du bio Im avec 90% de sa concentration presente dans laiide circulant dans la chambre
decoulement (voir gure 6.9) (Stewart, 2003 :

LZ
i = 1:03— 6.7
diff De (6.7)

Qu L est lepaisseur du bio Im, et De est le coe cient de di usion e ectif dans le bio Im.

Figure 6.9 { Diusion du solue jusqua la base du biolm avec 90% de sa concentration
pesente dans le uide circulant dans la chambre decoulement.

Les bio Ims sont composes principalement d'eau, ainsi, lecoe cient de diusion De dans
un bio Im est cetermirea partir de la valeur du coe cient  de di usion dans I'eau pure (Daq) :
De=Dyq = 0:6 pour les composants gazeux ebe=D,q = 0:25 pour la plupart des composants
organiques Stewart, 2003.

A n d'avoir une estimation de la di usion dans le bio Im, nou s allons consicerer ici la di u-
sion de l'oxygene et du glucose (un des composants de I'exdit de levure, principal composant
du milieu LB modie) dans le bio Im.

En prenant comme longueur caraceristique lepaisseur ¢k la partie dense du bio Im (soit en-
viron 10 m . Voir les esultats pesenes plus tard dans ce chapitre), et consicerant le coe cient
de diusion D,q de I'oxygeneegala 20 10 ®cm?=s et celui du glucoseegala 67 10 ®cm?=s
(Stewart, 2003, nous obtenons un g de 86 10 ?s etde 61 10 2s pour ces deux com-
posants, respectivement. On observe donc que la valeur dungs di usion est sugerieure au le
temps de convection, quelles que soient les con gurationgf facteur 4 pour les exgeriencesa
=2:1 10 3 Pa et un facteur sugerieura 100 pour les experiencesa = 9:4 10 2 Pa). Ainsi,
dans notre cas, on peut consicerer que le facteur limitant éns le transport des nutriment est
le transfert par di usion dans le bio Im.
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Dans notre travail, les experiences pesentent ainsi un enouvellement rapide du milieua
lechelle locale par rapporta lechelle caraceristi que de sa diusion (puis sa consommation)
dans le bioIm. Ainsi, on peut consicerer que méme avec unepesence non regligeable de
baceries adreees sur la surface du PDMS, le milieu nutritif reste satue en nutriment. Ainsi, si
du bio Im se ceveloppe sur la partie sugerieure de la chamtre, ce ceveloppement ne perturbe pas
les conditions de croissance du bio Im sur la partie inkrieure, en verre, car il y a su samment
de nutriment. De ce fait, dans la suite du travail, nous avonscontinte a etudier le bio Im
ceveloppe sur la lamelle de verre, en ne consicerant qu'ne partie de la hauteur de la chambre
en PDMS. Cette hauteur aeea »ea 112 m , soit un peu plus que la moite de la hauteur
de la chambre (210 m ).
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@

Surface en PDMS

Sa

Lamelle en verre

(b)

Figure 6.10 { Observation de l'adresion du bio Im sur la surface inkri eur (lamelle en verre)
etegalement sur la surface sugerieure en PDMS : (a) Imageliustrative de la disposition de la
lamelle en verre et de la surface en PDMS (oppose) et (b) Imge du bio Im cevelope dans la
chambre decoulement en PDMS : , =2:1 10 2 Pa, 72h.
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6.4 Prols moyenres des fractions volumique en z

Apes le traitement des images (voir section peedente), les donrees ontet traduites en
terme de fraction volumiquea une hauteur z. On ¢ nit :
{ ij lavaleur de la fraction volumique mesuee dans la couchg a la position i dans la
chambre découlement;
{ La moyenne statistique est calcuke en utilisant toutes les positions disponibles dans la
chambre decoulement pour lesquelles nous avons pris demages :

h ji = = iij (6.8)

a hji repesente ainsi la moyenne statistique des fractions vaimiques sur toutes les
positions (1 i N) dans la couchej (j = 1 corresponda la position de la plague
inerieure (lamelle en verre)).

Lecart-type ( j) peut ensuite etre calcukea partir de la racine caree de la variance, selon
lequation suivante :

<
=
%

p_
j= Var=

(i h ji)2 (6.9)
al Var est la variance etN est le nombre de positions analyses (selon le tablea.2).
Cette variance est repesentative de la variabilie spatiale des pro Is en fonction de la coor-
donre (x,y) du point de mesure dans la chambre decoulemen Cette variabilie spatiale sera
etudee dans un paragraphe ulerieur. Dans ce paragraphe, nous nous ineresserons uniquement
aux pro Is moyenres sur toutes les positions de mesures danla chambre.

6.4.1 Experiencesa plus fort cisaillement : w= 94 10?2 Pa
6.4.1.1 Repesentativie des pro Is et Sensibilie aux condi tions initiales

Comme nous l'avons cepevoqte, I'analyse de levolut ion temporelle de la croissance du
bio Im ne peut pas étre eali®e a partir d'exgerience s merees en continu et recessitent plu-
sieurs experiences sur des chambres pepaees speci gementa chaque fois. Dans le cas des
bio Ims formesa plus fort cisaillement, les exgerience s ontet en outre epeees deux fois pour
chaque duee de croissance (voir tableal6.2). Pour chaque temps d'observation, les deux jeux
de donrees disponibles correspondant seronta chaque feiidenties par les lettres A et B.

Pour etudier la variabilie des esultats, pour chaque d uee de developpement du bio Im,
nous avons tra@ la moyenne statistique de la fraction voluique des backries vivantes dans
une couche de biolmh ji en fonction de la hauteur dans le bioIm. Comme nous le verros
dans la prochaine section 6.4.1.2, les pro Is des fractions volumiques des backries vivates
sont en e et plus repesentatives de I'ensemble du bio Im.

Les courbes de la gure6.11 pesentent les prols h ji pour les baceries vivantesa 24 h,
48 h et 72 h, respectivement.
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Figure 6.11 { Prol de la fraction volumique des backries vivantes pour les temps de
ceveloppement de 24h, 48het72h:  =9:4 10 2 Pa.
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En consicerant la gure 6.11, pour les courbesa 24h de croissance, le plus grand ecart
obsene entre les valeurs moyennes des experiences A et Bstede 58% pour la hauteurz =
4:56m . Pour les courbesa 48h de croissance, le plus grand ecart obsene est de 37%a la
hauteur z = 53:58m . On constate que le plus grand ecart entre les courbes se pduit au
tempst =72 h, avec unecart de 86%a la hauteur z =53:58m .

Malge le soin particulier appore a n d'avoir un mode de p eparation le plus rigoureux et
plus reproductible possible entre les exgeriences, le clpitre 5 a cep monte que d'une exgerience
a une autre les conditions initiales, en termes de nombres € baceries adleees, ne sont pas
identiques. Dans le tableau6.3 on peut constater cette variation de la colonisation initiale pour
les experiencesa plus fort cisaillement @ travers la fraction surfacique des baceries initialement
adreees : it ).

En observant les courbes des gure$.11, nous constatons que, quelle que soit la courbe, une
chute rapide de la fraction volumique se produit apes les pemeres couches du bio Im. Ainsi,
pour celimiter une epaisseur sur laquelle le biolm pes ente une concentration signi cative
nous avons estine la hauteur ai s'e ectue cette chute rapide de concentration. Pour cela,
nous avons calcuk le point d'in exion en cerivant nuner iqguement les pro Is exgerimentaux
de fraction volumique des backries vivantes pour chaque | de fraction volumique aux
dierentes positions de mesure (Pla P17). La zone inkrieure (h < H i) est assoceea la
fraction volumique moyenne j, calcuke sur lepaisseur Hiy; (point d'in exion). h ji et
Hint sont la moyenne entre toutes les positions (i) de la chambre &toulement. La gure
6.12 pesente un exemple d'une telle courbe cerivee. A n d'av oir une comparaison entre les
dierentes conditions hydrodynamigues imposes, une deixeme zone correspondant a une
hauteur xe Hext est e nie, soit la moite de la chambre decoulement ( Heyxy = 112 m ). |l
ne s'agit pas d'avoir une epaisseur exacte du bioIm car elé est dicile a ceterminer etant
donree l'allure des courbe sur la gure 6.16, mais de pouvoir comparer les caraceristiques
de ces deux zones : interne et externe. A la zone externe est asse la fraction volumique h exi.

Le tableau 6.3 regroupe la valeur de la hauteur du point d'in exion Hjy , la fraction volu-
mique moyenne de la zone internéd iy i, ainsi que la fraction volumique moyenne de la zone
externe h gxtl.

Experiences : Hint Bacerie initiale Zone interne Zone externe
94 10 2 Pa [m] h it | h ot h exti

24hA 5:30 11:37% 0:0193| 30:19% 0:0416| 13:10% 0:0050, 12:55%
24hB 6:64 0:0342 0:0539 0:0039

48hA 11:40 5:72% | 0:0189| 8:08% | 0:0716| 6:56% | 0:0275| 6:50%
48hB 10:17 0:0222 0:0816 0:0313

72hA 871 5:01% | 0:0241| 19:08% 0:0914| 1:61% | 0:0227| 37:50%
72hB 7:88 0:0166 0:0885 0:0454

Table 6.3 { Hauter du point d'in exion des courbes, fraction surfacique des bactries initiales
et les fractions volumiques moyennes it i (zone interne) eth ¢ i (zone externe) des baceries
vivantes dans le bio Im forne sous cisaillementa , =9:4 10 2 Pa.

Dans nos exgeriences, pour chaque temps donre, nous obsems que lepaisseurHiy; cor-
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Figure 6.12 { Derivee nunerique de la fraction volumique des bactri es vivantesa la position
P1 apes 24 h sous unecoulement cisaile ( =9:4 10 ? Pa).

respondanta la partie dense du bio Im est assez reproductble entre les jeux de donrees A et

B. Lecart entre la fraction surfacique de bactries init ialement adleees pour les exgeriencesa

72h (19:08% entre lesetats initiaux) ne se traduit pas par une forte variabilie de la fraction

volumique sur lepaisseur Hin; (1:61% pour letat nal obsene). Lecart est plus signica tifa

t = 24h. Cependant le fortecart entre les conditions initiales (plus de 3019% sur le paramnetre
init ) e se traduit que par unecart de 1310% sur la fraction volumique dans la zone dense.

Les valeursh ¢ i montrent par contre une forte variabilie entre les jeux de donrees A et
Ba t =72 h. Ces valeurs ne montrent pas une corelation tes forte awec la densie surfacique
initiale des baceries adreees (h inti).

En conclusion, dans nos experiences, lorsque l'on s'ineesse aux valeurs moyennes statis-
tiques, on peut Eparer le biolm en 2 zones. Une premere fartie comprend une couche dense
d'uneepaisseur de quelques microns. La fraction volumiga moyenne sur cetteepaisseur semble
aussi perdre la mremoire des conditions initiales. Cette pee de nemoire de la condition initiale,
combire au protocole d'inoculation de la chambre decoulement mis en place, permet d'a rmer
gue nous sommes dans des conditions experimentales peu sérles aux conditions d'ensemen-
cement de la chambre. On peut ainsi comparer les exgeriensdes unes avec les autres, méme si
elles ne correspondent pasa un méme bio Im, dont la croisance aet eali®e en continu

La partie sugerieure du bio Im quanta elle, beaucoup moin s dense, pesente une variabilie
beaucoup plus importante d'un jeu de donreea l'autre pour une duee de croissance >eea
72h. Cependant, cette variabilie ne semble pas étre corete aux conditions initiales mais plutot
a des e ets hydrodynamiques sur la partie sugerieure du bio Im entraant par exemple, un
possible cetachement du bio Im.

Pour la suite de travail, pour levaluation du ceveloppem ent du bio Im dans le temps, nous
avons consicee la moyenne de la fraction volumique des dax jeux disponibles (experiences A
et B) bien gu'en toute rigueur les moyennes devraient faitesur un nombre plus important de
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epliquats.

6.4.1.2 Comparaison des pro | de fraction volumique moyenres pour le s baceries
vivantes et mortes

Nous avons ensuite tra® les pro Is moyenres des fractios volumiques des backries vivantes
et mortes en fonction de la hauteur (direction z) (Fig.6.14). On essaie cep d'identi er si, sur
les pro Is moyenres, une structuration du bio Im selon la h auteur peut étre mise enevidence,
a travers la epartition de la fraction de la biomasse active et inactive.

Les pro Is moyenres ne montrent pas de strati cation agra nte du bio Im en terme d'im-
portance relative entre les baceries vivantes et mortes,quel que soit le temps analye. Méme
si la fraction volumique des baceries mortes est plus impdante dans la couche inerieure
(plus dense) pes de la paroi, la fraction volumique des baeries vivantes est de loin toujours
tes sugerieure a la fraction de baceries mortes (Fig. 6.13). On n'assiste pas - sur la duee
d'observation qui est ici relativement courte (72h, bio Im jeune) -a une fgegation entre des
couches actives et inactives, en particulier pes du subsatum solide. Le faible ratio baceries
mortes/vivantes traduirait ainsi un bio Im plutét actif.

Figure 6.13 { Les images des couches du bio Im apes traitement d'images Exgerience 72h
A( w=9:4 10 ? Pa). En vert : cellules vivantes, en rouge : cellules mortes.
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Figure 6.14 { Pro| de la fraction volumique du Biolm: , =9:4 10 ? Pa
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6.4.2 Experiencesa plus faible cisaillement : w=2:1 103 Pa

Pour ces derneres conditions hydrodynamiques, un seul je de donrees est disponible par
temps d'observation. Comme au paragraphe peedent, nos pesentons sur la gure 6.15 les
proIs selon z de la moyenne statistique de la fraction volunique dans une couche de bio Im
(eq 6.8) pour les backries vivantes et mortes.

Qualitativement, nous observons le méme comportement qu@our les exgeriences a plus
fort cisaillement : la fraction volumique decroit de faco n monotone en fonction de\z". On peut
sparer le biolm en une zone dense, de quelques microns,gx de la surface, suivie par une
zone plus clairesenee. la aussi, la comparaison qualitave des pro Is des fractions volumiques
mortes et vivantes ne pesente pas de strati cationevidente du bio Im : la fraction volumique
de baceries mortes est quasiment homogene sur toute Igpaisseur et de loin tes inkrieurea la
fraction volumique des bactries vivantes. la encore, céa peut étre attribtea la duee maximale
d'observation qui est seulement de 78 (bio Im "jeune").
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An de comparer le comportement du bio Im sous les deux condiions hydroynamiques
etudees, les gures 6.16a et 6.16b ontet traces a n de pesenter conjointement lev olution
temporelle @ 24h, 48h et 72h) des pro Is en z de la moyenne statistique de la fraction voluique
totale (bactries vivantes et mortes), pour la plus faible et la plus forte contrainte de cisaillement
impose, respectivement.

e 21x1 3Pa
0 — 4h
—4 h
05 —7h
0
015
01
0
S LY INS K ITEIITOENRISSIEYS
NN NN
(m
@
e 2 X1 2Pa
— 4h
0
—4 h
05 —7 h
0
015
01
005 L
_
0 — Y
Q © V% O 0NV, 0N O LAV LN N LN LN WD ND NN WO
AR AR AR SR SASNGLES OV VAR

(b)

Figure 6.16 { Pro | de la fraction volumique du bio Ima 24 h, 48h et 72 h de croissance pour
les deux conditions hydrodynamiques imposees : (a)y, =2:1 10 3Paet(b) w=9:4 10?2
Pa.
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A n de comparer de manere plus quantitative les deux bio | ms (backries vivantes), nous
avonsegalement compae les deux zones du bio Im : zone irerne (0 h  Hiy ) et zone externe
(Hint h Hext)-

Le tableau 6.4 compare les valeurs obtenues pour zone interne et la zone exhe, ainsi
gue la fraction volumique moyenne correspondanteh( jn¢i €t h exi), pour les deux conditions
hydrodynamiques et les dierents stades de croissance duib Im. Rappelons que pour le cas a

w=9:4 10 2 Pa, les esultats sont pesenes apes avoir pris la moyenne des jeux de donrees
A et B.

Experience Temps de| Hint [M ] h it h exti
ceveloppement
du bio Im [ h]
Min 24 5:84 0:0221 0:0018
w=2:1 10 °Pa 48 6:64 0:0512 0:0119
72 8:18 0:0598 0:0030
Max 24 5:.97 0:0477 0:0045
w=9:4 10 ?Pa 48 10:79 0:0766 0:0294
72 8:29 0:0899 0:0341

Table 6.4 { Indication des caraceristiqgues des points d'in exion des courbes.

En comparant les deux experiences pour chaque temps donredu point de vue qualitatif
et quantitatif, les gures 6.16a et 6.16b ainsi que la table 6.4 montrent que les epaisseurs
caraceristiques de la zone dense, aux incertitudes de mases pes, ne sont pas drastiquement
dierentes. On a obsene un plus grand ecart pour le temps t = 48 h. Les deux expgeriences
pesentent un facteur 50a la paroi pour la contrainte de cisaillement. Le ceveloppement du
bio Im dans la zone paretale, a la vue des valeurs de Hj,; et des fractions volumiques as-
socees, semble correspondre a une densication de cetteone, par une multiplication des
baceries sur une zone de quelques microns. Les valeurs deadtion volumique montrent que
le biolm est en outre plus compact pour le cas al le cisaillanent est le plus fort, dans les
couches internes et externes, ce qui est conforme aux obsations rapporees dans la literature
(Lemoset al., 2015 Vrouwenvelder et al., 2010 Qi et al., 2008 Liu & Tay , 2002 Pereira et al.,
2002 Stoodley et al., 1999 Vieira et al., 1993.

Nous \eri eronsegalement dans la section 6.6 si la compacie plus importante peut s'expli-
quer via une in uence du cisaillement sur la ciretique de coissance bacerienne.

Au deh de la zone paretale, dans les deux cas, le biolm pesente aussi un certain
ceveloppement. Qualitativement, a la vue des gures 6.16a et 6.16b, le bioIm cultie sous
les conditions de plus fort cisaillement possde une fracbn volumique bien plus forte dans
cette zone que celui cultive pour des conditions de cisaément moinselewe. Dans les deux cas,
levolution de la fraction volumique ne semble pas peserier une evolution monotone avec le
temps : pour le bio Im cultiva plus faible cisaillement e n particulier, la fraction volumique
dans cette zone chute assez nettement apes= 48h, alors que le bio Im cultive sous plus fort
cisaillement semble pesenter encore une egre phasealcroissance.

La forte dierence de fraction volumique entre la zone paretale et la zone exerieure (en-
viron 80%) laisse aussi entrevoir un bio Im plus " lamenteux" dans la zone externe (ce que
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con rment les images brutes du microscope confocal, Fig6.28). L'in uence des contraintes hy-
drodynamiques, en particulier des forces de cetachemenpeut expliquer la variabilie des pro Is
au cours du temps dans cette zone externe. Cependant, on cdage que c'est paradoxalement
le bio Im soumis au champ de vitesse le pluselewe qui mainient la fraction volumique la plus
forte dans cette zone externe, de la méme facon que la zoneafetale est plus compacte pour
ces conditions.

De levolution temporelle des fractions volumiques dans & zone paretale dense ou la zone
externe (dont I'accroissement semble s'inechir avec le emps), il est di cile de juger si I'on s'ap-
proche d'unetat stationnaire : les temps d'observations $nt en e et trop courts pour I'a rmer
de manere stre. Les donrees brutes ne permettent pas digliquer simplement ces observations,
en particulier pour la zone externe dont letat esulte d' une comgetition entre la ciretiqgue nette
de croissance, la quantieeventuelle de bio Im detach e sous I'action de lecoulement et la tenue
nmecanique du bio Im.

6.5 Distribution Spatiale

Le paragraphe peedent sktait attactea l'analyse d e la structure et du ceveloppement du
bio Im en s'ineressant aux courbes moyenrees sur toutesles positions d'observation des pro Is
de fraction volumique. Nous nous attachons maintenanta ure analyse de la distribution spatiale
du bio Im. Avec cette analyse nous allons porter un premier egarda une echelle sugerieure
(par un passage de lechelle localea la macroechelle)en n'analysant plus la structurea lechelle
de quelques microns, mais sur quelques millinetres (tai# de la matrice solide).

Une dierence dans la structuration spatiale des bio Ims obtenus pour les deux conditions
hydrodynamiques etudees peut cep etre obseneea partir des ecart-types par rapport aux
pro Is moyenres. La gure 6.17reprend ainsi les pro Is moyenres cep pesenes au pa ragraphe
peedent auxquels on a superpos la valeur desecart-iypesa chaque hauteur z. En comparant
ces ecarts-types pour les deux conditions hydrodynamiqueetudees, on constate dep ainsi
une epartition spatiale plus feerogene pour le biol m cultie sous des conditions de plus fort
cisaillement par rapporta celui cultiea plus faible ci saillement.

Pour mieux comprendre cette structuration spatiale,a chague point de mesure nous avons
egalement assoce deux zones, une zone interne plus denseune zone externe. Comme pesente
dans l'annexeC, le traitement des images aek ealie sur un grand nombre de positions pour
les cas au on visualise uniquement des bactries vivantesDe ce fait, dans cette section, nous
avons pris en compte uniguement ces con gurations.

La fraction volumique dans la zone interne (¢ ) est calcuke entre les hauteurs0 h  Hjy
pour chaque position analyse. Pour une chambre donree,mnote Hintmax  Iepaisseur maximale
de la zone interne sur ces dierentes positions. Par convetion, les fractions volumiques de la
zone externe du bioIm ( ex) sont calcukes entre Hinrmax €t la hauteur h = 112 m  (Hex).
Ainsi la zone externe sera analyse sur la méme epaisseuguelle que soit la position dans la
chambre decoulement.

Nous avons ensuite calcuk la densie surfacique de la bimasse contenue dans le bioIm :
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D=H , exprinee en m? de biomasse pam? de surface colonieDiy; et Dey repesentent
donc respectivement la densit surfacique de la zone inte&e et celle de la zone interne en une
position donree. La distribution spatiale dans le plan (x,y) de la densie surfacique D est
trace sur les gures 6.18 6.19, 6.20et 6.21 pour les dierents temps de formation. Les donrees
disponibles sont repesentes par le symbole . Comme les donrees (les valeurs de \D") ne sont
pas disponibles sur toutes les positions dechantillonnge, la surface qui repesente la fonction
D (x;y) est moctlize en utilisant la triangulation de Delaunay. La triangulation de Delaunay
est I'ensemble des triangles construit en reliant chacun depoints d'un ensemble de donrees
inegulerement espaces al les sommets des trianglessont les points de donrees. La densie
surfacique est ensuite interpoke entre les isovaleurs dia densie surfacique (les sommets) en
utilisant l'interpolation par spline cubique dans les gur es6.18 6.19 6.20 et 6.21 (sur la droite
des gures). Les gures6.23 6.24, 6.25et 6.26 montrent la distribution D(X;y) et les isovaleurs
pour la zone externe.

A n d'estimer un paranetre repesentatif de la variation de la distribution D, nous avons cal-
cuk l'aire de la surface forrmee par la fonction D (x;y). Cette surface A corresponda l'inegration
de la variation de D sur la surface coloniee, selon lequéon 6.10:

|
@D @D
A= -— + — +1 dx:d 6.10
@x @y Y (6.10)
Le facteur de variation ( ) est alors ¢ ni comme le rapport entre A et l'aire de la surface
coloniee (eq.6.11). Il repesente I' keerogereie spatiale de la dens ie surfacique.

- A (6.11)

Sur la gure 6.22 nous avons trae levolution de la fraction volumique h iy i, la densie
surfacique Dy i et le facteur de variation y; de la zone interne en fonction I'age du bio Im.
Les méme courbes pour la zone externe sont pesenees sla gure 6.27.

L'annexe F pesente les valeurs desepaisseuHint, int, ext € total POUr chaque position

et pour chaque exgerience.
Nous rappelons en n que, dans les analyses qui suivent, legriences ealises doivent étre

consiceees comme 9 ealisations incependantes du developpement du bio Im, pour certaines
dans les méme conditions hydrodynamiques.
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Figure 6.19 { Distribution spatiale (x,y) de la densie surfacique Dy (m® de biomasse/
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6.5.1 Zone interne

Quelles que soient les conditions hydrodynamiques, les @rentes ealisations montrent que
la fraction volumigue moyenne (Fig. 6.22a) augmente au fur eta mesure que le temps de
formation s'allonge (t = 24 h, 48 h, 72 h).

Pour le plus faible cisaillement, en observant les isovales de la densie surfacique dans la -
gure 6.180n observe une augmentation de I'reerogereie du bio Im avec le temps de formation.
D'ailleurs, on constate une augmentation monotone du facter de variation de la densie surfa-
cigue de la biomasse (jnt ) en fonction du temps (Fig. 6.22.c). Ceci con rme l'augmentation de
I'reerogereie avec I'age du bio Im pour cette cond ition hydrodynamique.

Dans le cas des bio Ims developpes sous le plus fort cisadiément, comme nous l'avons dep
dit, on constate sur les courbes des pro Is moyenres de la &ction volumique avec leursecart-
types respectifs (Fig. 6.17), que le bio Im semble avoir une retrogereie plus for te pour la
condition a plus fort cisaillement par rapporta la condit iona plus faible cisaillement, cep
dans sa partie interne. On observe egalement sur la gure6.22 que lorsqueh iy i augmente,
Din i diminue au temps de formationt = 72h. Par conequent hHiy i diminue egalement.
Ceci impliqgue une densi cation du biolma 72 h de formation pour les deux conditions. De
plus, certaines ealisations (A) montrent une augmentation de I'reerogereie de la densie en
fonction de I'age du bio Im jusqu'au temps de formation t = 72h. Cela s'observe sur levolution
du facteur de variation i, et sur l'allure des courbes de niveaux des densies surfagiles. La
ealisation A en particulier pesente un champs de la dense surfacique D plus vallonre avec
une zone de ¢k cit en biomasse bien marqueat = 72h.

Pour la ealisation B, les courbes de la fraction volumiquemoyenne, de la densie surfacique
moyenne et du facteur de variation (Fig. 6.22 semblent indiquer uneevolution dierente de la
structure du bio Im. Si on constate une valeur egerement plus importante de la fraction volu-
miquea t = 72h, cela s'accompagne d'une diminution de la densie surfagjue et du coe cient
de variation. Ajoue a la comparaison des gures 6.20.c et 6.21c, pour lesquelles on observe
egalement des changements du pro | D(x,y), ceci semblerdiaccediter I'existence des processus
de cetachementérosion dans la zone interne.
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6.5.2 Zone externe

En observant les courbes ¢y et Dey (Fig. 6.27), le bio Im apparait moins dense a plus
faible cisaillement.

Pour les deux conditions hydrodynamiques, de manere geerale, en observant les courbes

ext (Fig. 6.27), on constate que les experiencesat = 24h pesentent la méme homogereie
( ext = 1)dans la zone externe. At = 48h, on observe une augmentation de I'reerogereie. Les
ealisations obsernees apes un temps de croissance de 78 pesententa nouveau un bio Im
plus homogene spatialement. Pour ces deux conditions hydrdynamiques, I'analyse croiee des
courbes de distribution spatiale de la densit surfaciqueet de levolution de ¢4 indique un
possible prenonene de cetachementérosion entre les temps 48h et 72 h. La consiceration de
ce ptenonene de cetachement entre ces deux temps, peut asi permettre d'expliquer un certain
\lissage" des surfaces repesentant la distribution spatale de la densie surfacique. Par ailleurs,
la variation de ¢4 selon I'age du bio Im pour le cas avec le plus faible taux de isaillement est
tes faible ( 0:05) par rapporta celle du cas avec plus fort taux de cisaillenent.

En observant les variations de ¢y et Dey: (Fig. 6.27), on constate que pour les observations
entret = 24h et t = 48h, la zone externe s'est densiee. Cela s'accompagne d'unealeur plus
importante de ¢4, Ce qui serait la marque d'un bioIm plus keerogne spat ialement : en
e et, ce comportement se retrouve visuellement sur les distbution spatiale de D et les lignes
isovaleurs correspondantes(Fig6.24 et 6.25. Les ealisations obseneesat = 72h montrent
ensuite un comportement dierent pour les paranmetres ¢4 €t ex entre les 2 ealisations
correspondant aux exgeriences A et B. Cependant, les deuxib Ims pesentent des valeurs de

ext assez proches.

En esune les biolms formes pour le plus fort cisaillement impos dans cette etude
pesentent une plus grande densie surfacique.

En comparant les distribution spatiale de la densit surfadque et le facteur de variation
entre la zone interne et externe, on observe que la zone exter pesente une structure beaucoup
plus kreeroggne ( = 1:1  1:4) que celle de la zone interne (< 1:025) quelle que soit la
condition hydrodynamique impoe.

Pour les deux conditions hydrodynamiques imposes, la zanexterne semble plus hreerogene
dans le cas du cisaillement le plus fort. Cela est plus dicilea armer pour la zone interne
dont les coe cients  sont tes proches de 1 & 1;03) quel que soit l'instant d'observation.

Les deux conditions hydrodynamiques imposes montrent elmutre un gain net de la quantie
de biomasse selon I'age du bio Im pour la zone interne. Poula zone externe, selon les conditions
ou les ealisations obserees, on constate soit une edation de la biomasse (faible cisaillement
et experience Aa plus fort cisaillement) soit encore un gan net de biomasse (experience Ba
plus fort cisaillement) au tempst = 72 h. Dans tous les cas, cela s'accompagne d'une diminution
du coecient ¢ (ce qui indique une certaine baisse d'teerogereie) .

Cela peut indiquer un possible processus de cetachemergftosion qui apparait entret = 48 h
et t = 72 h (principalement pour la partie externe), pour une valeur ctitique de la fraction
volumique non quanti able maisa priori sugerieure aux va leurs mesueesat = 48 h. Apes ces
processus de \cetachement” on observe un \lissage" du biolm et ainsi une eduction de son
Feerogereie spatiale.
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6.6 Ciretique de croissance du bio Im

Dans cette section nous avons compae les courbes des dilgues de croissance du bio Im
pour les deux contraintes de cisaillement imposes. Commmentionre dans les textes peedents,
nous avons seulement quatre temps d'analyse pour chaque atitions hydrodynamiqueetudee
(a t=0, 24 h, 48 h et 72 h), ainsi cette analyse n'a pas pour but cemontrer parfaitement le
eveloppement du bio Im dans le temps, mais elle permet reanmoins de tirer des enseignements
tes ineressants concernant la tendance de la croissane.

Pour illustrer le bio Im forne sous les conditions hydrody namiquesetudee, les gures 6.28a
et .b montrent des images des bio Ims developges pendant 2 h sous le plus faible et fort
cisaillement impose. On observe que le bio Im developge sous un plus fort cisaillement pesente
un volume d'occupation pluselewe que celui sous plus failte cisaillement.

Comme cep pesene dans les sections pe@dentes, la zone externe du bio Im est plutot
contréke par des actions hydrodynamiques €rosion et \sloughing"). Cette zone estegalement
fortement in uenee par la croissance de la partie interne Ainsi, dans cette premere analyse
de la ciretique de croissance nous consicerons uniguemeta zone interne.

Dans cette section nous avons pris en compte les baceriegvantes et mortes. Pour cela, nous
avons d'abord calcuk la moyenne statistique de la fractim volumique sur toutes les positions
analysees et ensuite nous avons trae le prol de la moyene selon la hauteur (z). La valeur
de Hjyy aek calcuk sur le prol hi. Cette valeur est egerement dierente que ce qui est
monte dans la tableau 6.4 mais reste du méme ordre de grandeur. Pour I'exgerienceglus fort
cisaillement nous avons consicee la moyenne de la fractin volumique des deux jeux disponibles
(experiences A et B).

Nous avons trae dans la gure 6.29a la variation de h ;i en fonction du temps de
ceveloppement pour les deux conditions hydrodynamiques.

Nous observons que pour la partie plus dense du bio Im, les eobes pesentent la méme
allure pour les deux cisaillements impossh iy i augmente avec le temps, le pro | est presque
lireraire, sauf pour le bio Im cevelope avant 24 h. L'augmentation de h i, i apparait plus vite
pour le cas de fort cisaillement que le cas de faible cisaifleent. Comme obsene dans la section
6.4, la dierence peut &tre expligee par le fait que leseta ts initiaux (colonisation), autrement
dit le nombre de baceries attachees, ne sont pas tous idefiques d'une exgeriencea autre. Cela
peut indiquer une possible in uence de letat initial sur | e bio Im cevelopge jusqua t =24 h.
Apes 24 h de ceveloppement, le biolm semble perdre la memoire des onditions initiales.
Ainsi, nous pouvons comparer les exgeriences les unes avess autres, méme si elles n'ont pas
et ealiges en continu. Nous n'avons pas les informationsa propos du ceveloppement jusqua
24 h, donc on ne peut pas juger de la perte de memoire des conditits initiales dans cette phase
de croissance. Ainsi, pour \eri er levolution du taux de croissance, nous avons consicee les
temps entre 24h et 72 h (Fig. 6.29b).

Si on cherchea decrire levolution de h i i par un polynéme d'ordre deux, on peut constater
gue les coe cients devant le terme au care sont tes petits : on peut consicerer que levolution
de h iy i est bien lireaire (Fig. 6.29b).
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um

@

100 —

(b)

Figure 6.28 { Biolm age de 72 h : (a) BioIm soumisa une contrainte de cisaillement de
21 10 ° Pa (b) Bio Im soumisa une contrainte de cisaillement de 9:4 10 2 Pa.
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Figure 6.29 { Courbes de ciretique de croissance pour la zone interne duitlm ( ¢ ) pour
les deux conditions hydrodynamiques employes :y, =2:1 10 3 Paet , =9:4 10 ? Pa.
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En consicerant le moctle de ciretique de croissance pesente dans letat d'art, lequation
(6.12 permet cecrire la dynamique de la croissance bacerien® :

dh ing i
dt

=( bhiyi (6.12)

Qu h i est la fraction volumique en biomasse suppose proportiomelle au nombre de
cellules; le taux de croissance baceriennelj 1], ble coe cient de mortalie [ h ] et t est le
temps [h].

Comme cecrit auparavant, les analyses ealiges peecdemment indiquent un possible proces-
sus de competition entre la croissance bactrienne et uneventuelle quantie de bio Im detacle
sous l'action de lecoulement pour les deux zones du bio Imanalyses (interne et externe).

Pour cela, nous consicerons qu'un terme se eérant au taux de cetachement (K 4) ([h 1])
intervient avec le taux de croissance pour le moctle de cietique de croissance. Pour la suite,
I'ensemble des termes \ - b- K4" sera appek de app (taux de croissance apparent) :

dh it i

app = b Kg= 94— (6.13)
hintl

En calculant la cerivee temporelle de h i i a partir de lequation de egression obtenue
peedemment, il est possible d'obtenir le taux de croisance specique apparent. Ainsi, la
gure 6.30 et le tableau 6.5 pesentent des valeurs de ( app) pour la partie interne du bio Im
pour les deux conditions hydrodynamiques employees.

Z e tered b
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0.08 -
0.025
s 0.02 "
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0.01 .
0.005 -
0 ‘

24 4 72
He res

« =24x10Pa = 9.4x107Pa

Figure 6.30 { Evolution ,pp dans le temps pour la partie interne du bio m cevelopge dans
les deux conditions hydrodynamiques employes :y, =2:1 10 3 Paet , =9:4 10 ? Pa.
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Temps de ceveloppement Partie interne app [ 1

du bio Im

[h] w=21 103] , =94 10°
Pa Pa

24 0:038 0:021

48 0:015 0:013

72 0:007 0:010

Table 6.5{ app dans la partie interne du bio Im pour les deux conditions hydrodynamiques
employees :  =2:1 10 *Paet ,=9:4 10 2 Pa.

On constate que la valeur du taux de croissance apparentapp pour la zone interne du bio Im
est largement inkrieurea celle obtenu dans la culture libre (0:85h 1, tab. 3.1 du chapitre 3).
Cetecart peut provenir des deux termes de la croissance app : le coe cient de mortalie et le
taux de cetachement. Comme indiqle dans la section6.4, la fraction volumique des bactries
mortes est tes inkrieure a celle des baceries vivantes (Fig. 6.14 et 6.15. De ce fait, nous
pouvons ainsi consicerer le terme b de lequation comme rgligeable.

Ceci suggere que le taux de croissance apparent est plutéh uene par le cetachement, qui
lui méme est le au taux de cisaillement local.

Des auteurs tels queMelo & Bott (1997); Peyton & Characklis (1993; Bryers (1987%;
Bakke et al. (1984); Rittman (1982 ont consicee des expressions mattematiques qui ceclivent
une in uence de lepaisseur du bio Im sur le taux de detach ement. Ainsi, en supposant que app
prend en compteegalement le taux de cetachement, nous avesegalement trae les courbes de
la fraction volumique en fonction de 4, pour les deux conditions hydrodynamiques imposes
(Fig. 6.3))
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< 2
. 2.4x10 Pa (] 9.4x102Pa

Figure 6.31 { Evolution de 4pp avec iyx pour les deux conditions hydrodynamiques em-
ploees: , =2:1 10 3Paet ,=9:4 10 ? Pa.

On peircoit que les deux casetudes suivent un comportement lireaire en h i i dans les in-
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tervalles obsenes. Cependant, on remarque sur la gures.31que pour les dierentes conditions
hydrodynamiques, les coe cients directeurs de la tendancdireaire des taux de croissance ap-
parent sont tes dierents. Les experiencesa plus faib le cisaillement pesentent une decroissance
plus rapide de app avec la fraction volumique par rapporta I'exgeriencea p lus fort cisaille-
ment. Comme monte dans le chapitre letat d'art (section 2.1.4), le milieu nutritif ou I'oxygene
peuvent eventuellement devenir un facteur limitant de la vitesse speci que de croissance. Le
moctle le plus classiqguement utili’e qui prendre en compe cet e et est le mocele de Monod :

Y oos
= max Ks + S (6.14)

al §; est la concentration du substrat i dans le milieu de culture,Ks,, la constante de
saturation pour le substrat i, max le taux de croissance maximum et le taux de croissance
e ectif.

Ainsi, la pente de la courbe plus prononee pour les exgencesa plus faible cisaillement
peut indiquer une baisse de la disponibilie de milieu nutritif et d'oxygene dans le bio Im, en
engendrant une eduction de la di usion et des eactions a l'inerieur du bio Im.

6.7 Conclusion

Gracea la mise en uvre de nethologies d'observation par microscopie confocalea l'aide
de marquage uorescent et de protocoles d'analyses adapeaux dierentes echelles exploees
depuis les tailles micrometriques des baceries jusqu'axechelles millinetriques repesentatives
de la matrice solide continue du bio Im, des informations nowelles ontet apporees sur les
nmecanismes spatio-temporels de croissance de bio Ims.

Pour cela il aet dans un premier temps recessaire de ¢ nir la valeur du coe cient de
variation pour identi er I'aireeementaire repesent ative des images permettant de caraceriser
correctement les proprees de croissance du bio Im dansson ensemble. Les analyses ont mis
enevidence qu'une surface correspondanta M84 mm? est repesentative du bio Im pour le
paranetre fraction volumique, soit quatre images de taille de 14531m  14531m prisesa
guatre positions dierentes. Ce esultat montre que le hombre d'images acquises au cours des
experiences pesenees, sont signi catives de la strucure du bio Im. Ainsi, la fraction volumique
moyenne peut étre consiceiee comme repesentative du o Im.

Concernant leventuelle in uence des backries adlereesa la partie sugerieure de la chambre
(en PDMS) sur les bactries adleeesa la lamelle en verre, nous constatons que les possibles
ceveloppements d'un bio Im sur le PDMS ne perturbent pas les conditions de croissance du
bio Im sur la partie inkrieure. Le milieu nutritif reste s atue en nutrimenta cause du renouvelle-
ment rapide du milieua lechelle locale par rapporta I' echelle caraceristique de consommation
par les backries.

En analysant les prols de fraction volumique, nous observos que, quelles que soient
les experiences, une chute rapide de la fraction volumiquese produit apes les premiers
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ceveloppements des couches du bio Im. Ainsi, nous avons ecice d'analyser le bio Im en dis-
criminant deux zones dierentes : une zone interne plus dene et une zone externe moins dense
constittee d'une organisation lamenteuse.

Nous constatons que pour la partie dense du bio Im, les jeux d donrees A et B sont assez
reproductibles. Pour la partie externe du bio Im, un plus grandecart de la fraction volumique
a t =72 h est obsene. Cette variation semble étre corekea des e ets hydrodynamiques sur la
partie sugerieure du bio Im (cetachement).

Nous avons \erie la sensibilie de la formation du biol m aux conditions initiales de colo-
nisation en comparant la moyenne statistique de la fractionvolumique des bactries vivantes
pour les deux jeux de donreesa plus fort cisaillement (lesexgeriences A et B). Les deux zones
analysees semblent perdre la memoire des conditions iniales. Ainsi, cette perte de nemoire des
conditions initiales, conjointement au protocole rigoureux d'inoculations initiales des baceries,
semble indiquer que les conditions d'ensemencement des chlares decoulement n'in uencent
pas la formation du bio Im.

En comparant les pro Is moyenres de la fraction volumique des baceries vivantes et mortes,
une quantie largement plus importante des backries vivantes est obsenee, et ce quelle que soit
I'experience analyse.

En comparant les deux conditions hydrodynamiques imposg, nous percevons que les bio-
Ims soumisa un plus fort cisaillement pesentent un bio Im plus compact dans la zone interne.
Nous observons egalement une densi cation de la zone intere du bio Im avec le temps pour
les deux cisaillements imposes.

En analysant la eparation spatiale du bio Im, nous constat ons que d'une manere gererale,
les bio Ims formesa un plus fort cisaillement pesenten t une plus grande heerogereie (partie
interne et externe). Pour les deux conditions hydrodynamiaies, une augmentation globale de la
biomasse est percue selon le temps d'observation pour la me interne du bio Im, tandis qu'une
eduction de la biomasse est constate pour la zone exterea t = 72 h (experiencea plus faible
cisaillement et exgerience Aa plus forte cisaillement). Ces exgeriences indiquent qu'un possible
processus de cetachementérosion apparat entret = 48 h ett = 72 h avec une valeur critique
de la fraction volumique superieure aux valeurs mesueesa t = 48 h. Nous observonsegalement
gue la zone externe pesente une structure beaucoup plusdierogene que celle de la zone interne,
et ce quelle que soit la condition hydrodynamique impose.

Nous nous sommesegalement ineresesa la ciretique ¢ croissance du bio Im. Cependant,
nous n'avons uniquement que quatre temps d'analyse. Ainsicette etude n'a pas pour but
d'explorer peciement le ceveloppement complet du bio Im. Neanmoins, il permet d'apporter
des tendances sur la croissance du bio Im. Pour cetteetudenous analysons uniquement la zone
interne du bio Im.

Les courbes de levolution de la fraction volumique dans letemps pour les deux conditions
hydrodynamiques imposes pesentent la méme allure. Cpendant, nous ne pouvons pas a rmer
de manere pecise la phase de ceveloppement du bio Im pusque les temps d'observation sont
tes courts. Ainsi, nous avons uniquement trois points de mesure du bio Im forrre.

Nous avons calcuk un taux de croissance apparent pour chag exgerience. Ce taux de crois-
sance apparent ( app) comprend le taux de cetachement, le taux de croissance et mortalie du
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bio Im. Nous percevons que les experiencesa plus faible isaillement pesentent une cecroissance
plus rapide de 4y, avec le temps et avec la fraction volumique par rapporta I'exgerience a
plus fort cisaillement. Nous observons egalement une peit de la courbe plus prononee pour
I'experiencea plus faible cisaillement.

En analysant la loi de Monod, les travaux montrent que cette gente peut indiquer une baisse
de la disponibilie de milieu nutritif et d'oxygene dans | e bio Im, en engendrant une eduction
de la di usion et eactionsa l'inerieur du bio Im.
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Chapitre 7

Conclusion

La motivation initiale de ce travail de recherche concerne 'bptimisation de la bio Itration
pour lepuration biologique d'e uents liquides car elle d ispose de nombreux avantages par rap-
port aux traitements a culture libre, comme par exemple sa gonetrie plus compacte et la
eduction sur la production des sous-produits.

A n d'optimiser le fonctionnement de ces sysemes, il fauteviter un des obstacles majeurs
a leur bon fonctionnement : leur colmatage rapide. Pour ced, il est recessaire de maitriser la
croissance des bio Ims, notamment par le biais de I'in uene de I'nydrodynamique sur leur
formation et leur structure. Ainsi, il est essentiel de compendre les e ets de I'hydrodynamique
sur les proprees de croissancea lechelle bacerienne echelle locale).

Notre travail s'est ainsi focali®e sur le ceveloppement dune nethologie compkte an
detudier a lechelle locale la croissance backrienne de Pseudomonas Putida sous l'e et
decoulements cisailes.

Les conditions hydrodynamiques choisies correspondaieat un nombre de Reynolds de
l'ordre de 2 au maximum, ce qui corresponda l'ordre de gran@ur des Reynolds de pore typi-
guement rencontes dans les applications viees Karrabi, 2009.

Notre apport principal aet le developpement d'un proto cole exgerimental rigoureux et
d'une nethodologie d'analyse permettant d'assurer le developpement du bio Im, la reproducti-
bilie des essais e ectles et une interpetation non bia ise des esultats.

Pour cela, certaines cemarches ontee mises en place enwe d'obtenir un protocole complet
et sysematique a chaque etape du ceroulement des exgeriences : (i) peparation des cultures
baceriennes et des sysemes decoulement, (ii) croisance du bioIm sous hydrodynamique
contrOke, (iii) observation du bio Im sous microscope confocal au moyen de uorochromes
et (iv) traitement d'images.

() Peparation des cultures baceriennes et sysemes d' ecoulement
Pour assurer que letat nmetabolique des bactries utili £es dans les exgeriences soit le plus
stable possible, nous avons modie le protocole standard tilie jusque-a.

En particulier, (i) nous evitons la decongelation de la c ulture stock pour e ectuer le
pekevement bacerien permettant la peparation de la culture bacerienne solide (en milieu
LA) qui serviraa l'inoculation des pe-cultures, et (i) cette culture bactrienne solide n'est
pas consenee pour etre eutiliee, mais une nouvelle alture est pepaee sysematiquementa

133
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chaque fois qu'une pe-culture est recessaire. Cette detere proedure minimise aussi certains
risques de contamination. De méme, poureviter des e ets & shift-down (passage d'un milieu
richea un milieu pauvre) et un stress bacerien, le milieu LB modie sans peptone aet utilie
guelles que soient lesetapes au cours des experiencesdpulture, croissance du bio Im).

(ii) Croissance du bio Im sous hydrodynamique contréée

Des ceveloppements speci ques ontek ealies pour la formation et I'observation du bio Im :
syseme d'alimentation gravitairea pression constante et chambres decoulement (Chambre en
PMMA modie et PDMS).

Des chambres decoulement ont ee corcues an de pouvoir cevelopper un bio Im sous
conditions hydrodynamiques contréees et permettre sonobservation sous microscope confocal.
Ce nouveau design permet d'avoir une chambre plus stable sua platine du microscope et ainsi
d'obtenir des images sans cecalage du plan focal. Les chamds en PDMS ontet aussi corcues
pour pallier I'existence de contaminations sur la chambre RIMA (chambre non jetable). Une
autre caraceristique de ces chambres est leur taille, ave une surface su samment grande pour
garantir I'observation de la structure du bio Im sur une sur face repesentative, avec l'existence
d'une zone d'observationa cisaillement controk et uniforme. La validation des champs de vitesse
dans ces deux chambres decoulement aee eali®e en omparant le esultat theorique avec les
esultats de simulations nuneriques. Cette analyse monte que sur la zone d'observation (zone
maximale : 18 12 mm? sitte au milieu de chambre) de lecoulement est bien de type laminaire
2D, avec un pro | de vitesse parabolique (poiseuille), invarant selon le plan (x; y).

(iif) Observation du bio Im sous microscope au moyen de uorochrome s

Des tests ontek e ectles an de determiner les marqueu rs uorescentsa mettre en uvre
et leurs conditions d'utilisation pour I'observation du bio Im developge. Deux marqueurs des
EPS ontee teses : ConcTetra et Conc647. Nous avons renonte 3 di cules majeures pour
I'observation des EPS avec ces marqueurs : (1) la formation'dgegats uorescents, (2) l'identi-
cation du marquage des uorochromes (sans repere comparaf sous lumere transmise) et (3)
I'ajustement de la puissance du laser.

De ce fait, dans la suite du travail nous n'avons pas pu poursiure I'objectif de I'observation
des EPS. Les essais experimentaux de ce travail de trese sont focalies sur I'observation des
bactries vivantes (uorochrome Syto9) et mortes (uoroc hrome Pl)a une concentration de
2:0 ml(Syto9 ou PI)/ L.

(iv) Traitement d'images

Des outils de traitement et d'analyse d'image ontet mis en place en utilisant des bibliotreques
de fonctions existantes (boite a outil de Matlab cedee au traitement d'images nuneriques),
avec une attention particulere sur le choix des traitemens eali®es et leur £quencement. Les
etapes du traitement des images sont : formation et nunerisation de l'image (sur microscope
confocal), pe-traitement (Filtres\imbothat" et \imtop  hat"), segmentation (calcul du gradient :
Filtre Sigma; calcul du seuil : Methode d'Otsu), post-trai tement (ouverture morphologique) et
analyse de l'image (surface occupee et nombre de bacers).
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Cependant la proedure de traitement pesente n'est que semi-automatique. Selon la struc-
ture et le dege de developpement du bio Im, les conditions d'illumination varient d'une imagea
l'autre. Malge les pecautions prises au niveau du pet raitement (homogereisation) et I'utilisa-
tion d'une proedure d'ajustement de la lumere sur le microscope confocal (syseme de compen-
sation), il est di cile de trouver un seuil applicablea tou t un jeu d'images de manere automa-
tique. C'est pourquoi, apes un premier traitement automatique, on a proed sysematiquement
a un contréle visuel, en comparant les images traiees ax images originales. Si l'ogerateur juge
gue les images ne sont pas traiees correctement par I'algdhme, celles-ci ontet alors traieesa
nouveau de facon \manuelle", en ajustant le seuil jusqua ce que I'on juge le traitement correct.

Resultat : Létat initial de colonisation

La structure du bio Im, sur les temps courts, peut étre cep endante des conditions initiales.
Ainsi, a n de \eri er cette in uence, nous avons analys | &tat initial de colonisation pour chaque
exgerience ealiee de ceveloppement du bio Im.

De ce fait, des essais peliminaires ontet eali®s au pealable pour analyser letat initial de
la colonisation de la lamelle inkrieure des chambres deoulement (en terme de concentration
surfacique, distribution spatiale ...) et \eri er sa repr oductibilie.

En ce qui concerne la reproductibilie de la colonisation nitiale nous constatons que les
concentrations surfaciques initiales sont reproductible pour les dierents chambres analyses
d'une méme experience, avec unecart relatif inerieura 4%. La distribution initiale des bactries
sur la chambre decoulement quanta elle pesente une terdance vers une reerogereit de I'ordre
de 17a 25%.

L'analyse peedente a aussi permis d'identi er certain s facteurs importantsa respecter pour
obtenir une caracerisation non biaiee de la distributi on initiale des baceries sur la lamelle
en verre. L'un d'entre eux est la qualie intrinseque des images, qui cepend du eglage de le
microscope confocal (exemple : plareie de la platine du nicroscope confocal). L'autre facteur
est la duee pendant laquelle les backries sont en condibns statiques dans la mesure aJ,a la
longue, on peut observer une remise en suspension des baixs. Cela entraine des contraintes
sur le protocole experimental lui-méme dans la mesure aicela impose une limitation de temps
entre la proedure d'inoculation des chambres decoulengents en milieu strile, leur analyse sous
microscope confocal, puis le eglage et la mise en oeuvreutiecoulement stabilie pour e ectuer
la croissance du bio Im . Pour pallier cette di cule, pour la suite du travail nous avons utilie
une seule chambre £moin pour chaque exgerience pour l'aalyse de letat initial de colonisation.

Resultat : Beveloppement du Bio Im
Dans un premier temps, hous avons identie I'aireebmen taire qui repesente le comportement
moyen de I'ensemble du bio Im en utilisant la valeur du coe c ient de variation.

En moyennant les pro Is moyens de fraction volumique, nous @ons constae qu'une surface
correspondanta 0:084mm? (quatre images de taille de 14531m 14531m ) est repesentative
de I'ensemble du bio Im. On constate ainsi que le nombre d'inages prises dans les exgeriences
est repesentatif de la structure du bioIm et que la fracti on volumique moyenne peut étre
consiceee comme repesentative du bio Im.
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Pour les exgeriences en chambre en PDMS, nous avons analysussi uneeventuelle in uence
des bactries adrerentes sur le PDMS (cot oppos a la lamelle en verre) sur les baceries
adreees sur la lamelle en verre. Nous constatons ainsi gqella croissance du bio Im sur la partie
inerieure (lamelle de verre) n'est pas perturkee par un possible ceveloppement de bio Ims sur
le PDMS : en e et le milieu nutritif reste satue en nutrimen ta cause du renouvellement rapide
du milieua lechelle locale (consommation des nutriments par les baceries plus lente que le
renouvellement du milieu).

Dans un second temps, nous avons ensuite analys la struatet du bio Im en nous ineressant
aux courbes des pro Is de fraction volumique sur toutes les psitions d'observation. On peircoit
ainsi qu'une chute rapide de la fraction volumique se produi apes les premeres couches du
bio Im. De ce fait, nous avons ¢ ni deux zone d'analyse du bio Im : une zone avec une concen-
tration plus repesentative du bio Im (zone interne) et un e zone moins dense (zone externe).

La sensibilie de la formation du bio Im aux conditions ini tiales de colonisation aee \eriee
en comparant la moyenne statistique de la fraction volumiqe des backeries vivantes pour les
deux jeux de donreesa plus fort cisaillement (les exgeriences A et B). Nous constatons ainsi
gue pour la partie dense du bio Im, les jeux de donrees A et B snt assez reproductibles. Pour
la partie externe du bio Im, on observe un plus grandecart, principalement au temps de for-
mation du bioIm t = 72h. Cette variation semble étre corekea des e ets hydro dynamiques
sur la partie superieure du bio Im (processus possible de etachement). A la vue des donrees
disponibles pour la caracerisation de la colonisation intiale du support de verre, nous consta-
tons une possible perdre de memoire des conditions initias pour la zone interne et externe
du bio Im lorsque le temps de formation du bio Im augmente. Ce esultat semble indiquer
gue les conditions d'ensemencement des chambres decoaient n'in uence pas la formation du
bio Im. Au niveau de la epartition des bactries vivante s et mortes dans le bio Im, quelle que
soit I'exgerience analysee, les pro Is moyenres de la fraction volumique montrent une quantie
largement plus importante de bactries vivantes.

En analysant les moyennes des fractions volumiques (bagtes vivantes et mortes), nous
constatons que les bio Ims soumis au cisaillement le plus foimpose dans cetteetude pesentent
un bio Im plus compact dans la zone interne ainsi qu'une plusforte fraction volumique que dans
la zone externe, et ceci méme sur la faible gamme de Reynokdadee. Nous observonsegalement
une densi cation de la zone interne du bio Im avec le temps pair les deux cisaillements imposes.

Une analyse aegalement pore sur la epartition spatial e du bio Im. D'une manere gererale,
méme sur la gamme relativement restreinte de niveau de cid&@ment impose, on constate cca
que, les bio Ims formesa un plus fort cisaillement pese ntent une plus grande feerogereie (par-
tie interne et externe). Pour les deux conditions hydrodynamiques, une augmentation globale
de la biomasse est percue selon le temps d'observation pola zone interne du bio Im, tandis
gu'une eduction de la biomasseat = 72h est constate pour la zone externe. En comparant
les deux zones analyses, on peicoit que la zone externeegente une structure beaucoup plus
Feerogene que celle de la zone interne. Ces esultats guvent laisser penser qu'un processus de
cetachementérosion apparat entre t =48 h ett =72 h pour une valeur critique de la fraction
volumique superieure aux valeurs mesueesat = 48 h, méme si celle-ci n'a paset quantiee.

Nous avons poreegalement un premier regard sur la ciretique de croissance du bioIm an
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d'identi er une tendance du developpement du biolm en analysant les donrees disponibles
(quatre temps d'analyse) sur la zone interne du bio Im. Nous constatons une evolution de la
fraction volumique dans le temps, avec des courbes peseaint la méme allure pour les deux
conditions hydrodynamiques. En tenant compte d'un possibé processus de cetachement pesent
sur les analyses de distribution spatiale, nous consicenas que le taux de croissance calcuk sur les
courbes de levolution de la fraction volumique est un taux de croissance apparent (app). Ainsi,
ce taux de croissance apparent (app) comprend le taux de cetachement, le taux de croissance et
la mortalie du bio Im. En observant les courbes de levol ution du taux de croissance app avec
le temps et avec la fraction volumique, on percoit que les egeriencesa plus faible cisaillement
pesentent une cecroissance plus pronon@ que pour l'egeriencea plus fort cisaillement. Cette
pente peut indiquer une baisse de la disponibilie de miliel nutritif et d'oxygene dans le bio Im,
en engendrant une eduction de la di usion et des eactionsa l'inerieur du bio Im.
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Chapitre 8

Perspectives

Au nal, ce travail a pos une premere pierre permettant d e menera bien toutes lesetapes
menant de la culture d'un bio Im sous conditions controk es et reproductibles, de son analysea
lechelle de la backrie, jusqua la cemarche permetta nt I'extraction de donrees quantitativesa
uneechelle superieure (de I'ordre de quelques milliretres). Par exemple, nous avons pu quanti er
la distribution spatiale de certain composants du bio Im, discuter son dege d'fetrocereit et
extraire une estimation du taux de croissance moyen apparerdu bio Im auxechelles d'inerét
pour les applications vises.

Pour que ces quanties puissent étre exploiees dans un rockle operationnel a travers
letablissement de lois de fermeture (par exemple pour le &ux de croissance apparent), les
protocoles et nethodes mis au point dans ce travail doiventétre exploies a n detablir une
base de donree exhaustive.

En ce qui concerne le taux de croissance, si on travaille sues$ valeurs moyenrees spatiale-
ment dans la chambre decoulement, une partie de cet objedt est cep ealisablea l'issue de
notre travail si des donrees sont acquises sur un pas de temspplus court (inerieura 24 h) et
des temps de formation plus long du bio Im (superieura 72 h). Il s'agira de capturer de manere
relativement ne lesevolutions de la fraction volumique moyenne de certains composants du
bio Im au cours du temps. La proedure adopke dans la the se (moyenne sur plusieurs positions
d'observations dans la chambre) permet en e et cep d'assurer la convergence statistique et
une repesentativie spatiale sur les valeurs moyennes u moins pour la gamme de nombre de
Reynolds et cisaillement cibke).

Une investigation pousee du taux de croissance moyen appent passe aussi par une
proedure permettant de sparer le taux de croissance netles backries des processus derosion
et de cetachement. Si la proedure mise au point dans la these peut permettre d'estimer le gain
ou la perte nette de matere en fonction des conditions opgatoires entre deux instants d'obser-
vations (via levolution des pro Is moyens), la £parati on des dierents processus recessite des
mesures compementaires. Une quanti cation de lerosion continue du bio Im peut se mesurer
par cytonetrie de ux par exemple et est directement adaptable sur les chambres decoulements
teveloppees dans la trese. Le detachement de \patch" entier de bio Im peut &tre plus di cilea
capturer exgerimentalement. Mais on peut imaginer que si b \esolution temporelle" est su -
sante, la connaissance de la fraction volumique avant et agg un cetachement \brusque”, ajoute
a une estimation du taux de croissance bas sur les esulats obtenus juste avant le processus
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de cetachement, permettent d'e ectuer un bilan autorisant une telle quanti cation.

Relier le taux de croissance et de detachement aux conditios hydrodynamiques mais aussia
certains paranetres structurels (comme I'teerogen eie spatiale du bio Im en termes de densie
surfacique) est a priori possible aussia la suite de notre ravail. Cependant, dans ce cas-ci, il
faut aussi s'assurer d'avoir su samment de ealisations a un temps d'observation > (ce qui
n'‘a pas pu etre eali®e, faute de temps, au cours de cette ltlese) pour obtenir une estimation
plus able de la variabilie de la distribution et de I'tet erogereie spatiale du bio Im.

Dans tous les cas, un paranetre tes limitant aet le tem ps recessaire pour analyser les
images. Un travail de ceveloppement devra etre entreprispour limiter les biais provenant d'un
calcul automatique du seuil pour la binarisation des imagegceveloppement incluant peut &tre
des proedures d'apprentissages) et acekrer les angkes.

En n, nous n‘avons pas pu observer tous les composants du bidm, I'utilisation de la Conca-
valine n'ayant pas permis d'obtenir des esultats concluaits. Une solution alternative, adaptee
d'une nmethode cep utiliee en tomographie-X ( lltis et al. (2011), pourrait étre d'utiliser des
micro-billes, qui puissent étre observables sous microgpe confocal. Cela permettrait de marquer
les interfaces du bio Im et d'obtenir une visualisation discete, méme partielle, de la frontere
exacte du bio Im, et d'aller plus loin dans sa description quantitative et la description de son
evolution.

La these a aussi permis de dcevelopper une nouvelle technige pour fabriquer des sysemes
micro- uidiques adapes aux probematiques faisant int ervenir des backries mais qui n'avait
jamaisek appligee sur des sysemes de \grande taille" (ce qui impliquait certaines contraintes
a esoudre que I'on ne rencontre pas sur des canaux beaucquplus petit, pour lesquels cette
technique est traditionnellement employee). Des aneliarations devront cependant étre apporees
au niveau de la fabrication de la chambre. Ainsi, si nous avos eussia cevelopper une chambre
mouke en PDMS pour un syseme de taille importante, dans rotre cas, la bactrie utiliee
possde aussi une certaine a nie avec le polynere utili . Une anelioration doit donc étre
apporee an de limiter 'adresiona la zone de mesure (par un traitement de la surface apes
polyrerisation par exemple).

Quoiqu'il en soit, ces sysemes de grande taille sont inressants car, outre le fait de s'a ran-
chir des e ets de bords, ils autorisenta long terme des mestes compementaires en plus de la
guanti cation de proprees du bio Imsa partir dimage s : mesure de vitesses par-PIV dans
la chambre decoulement colonisge par le bio Im, manipulation du bio Im par pince optique
( -rfeologie), mesures quantitatives (ADN, polysaccharickes, ....). C'esta travers l'utilisation
conjointe de ces dierents types de mesures qu'il sera podilsle de mieux appehender les cou-
plages hydrodynamique-structuration du bio Im.
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Annexe A

Protocole : Chambre découlement
en PDMS

Fabrication du moule

Principales Maeriels

{ Wafer de silicium

{ Masque optique (dessin du syseme micro uidique)

{ Solvant PGMEA (2-methoxy-1-methylethylacetate)

{ Resine photosensible : SU8 (GM 1075, Gersteltec Sarl)

Protocole (nethode : Photolithographie)
Lesetapes pour la peparation du moule pour la chambre en FDMS ontet ealises en salle
blanche.

La esine estetake sur un support plat (wafer de siliciu m) par la methode dite de \I'enduc-
tion centrifuge" (spin coating), avec la ceposition d'une couche mince et uniforme de esine. A
cetteetape la hauteur des canaux estetablie.

Apes letalement de la esine sur le support et quelquesetapes de chau age, la esine se
durcit (gure A.l.a).

Le masque optique avec les motifs du canal micro uidique espo sur la esine. L'ensemble
est expos aux rayonnements UV (l'insolation). Seules leparties repesentant les canaux sont
expoees aux UV, les autres parties du moule sont proeges par le masque (gureA.1.b). La
esine SU8 est une esine regative, ainsi le rayonnement ultravioket entrane une polynerisation
des zones expoges, conkrant ainsia ces zones une B&ance particulere au solvant ( gure
A.l.c). Ensuite le moule est plonge dans un solvant qui cetruit toutes les zones de esine qui
n'‘ont paset expoees aux UV (solvant PGME). Ainsi, on ob tient une image regative du canal
micro uidique qui constitue un moule (gure A.1.d).

Ce moule est plae dans le foura 140C pendant 2 heures.
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(@) (b)

() (d)

Figure A.1 { Etapes de la fabrication du moule pour la chambre déecoulenent en PDMS

Fabrication du syseme micro uidiqgue en PDMS

Principales Mageriels

{ Lelastorrere PDMS Sylgard 184 (Dow Corning) avec 2 composantes : PDMS et l'agent
eticulant (Corning 184)

{ Scalpel

{ Tube pour percage (aiguille meuke)

{ Lamelle en verre

Protocole

Apes la fabrication du moule du canal micro uidique, la seconde etape consiste aetaler le
PDMS sur le moule. Ce polynere va adopter parfaitement la fame du canal et puis durcir
avec l'augmentation de la temperature. La manipulation du PDMS se fera sous hottea ux
laminaire.

Le moule est plae dans une boite de etri an que le PDMS cole puisse étre enferne sur
le moule (gure A.2.a). Dans un kecher le PDMS est nelange avec I'agent eticulant dans une
proportion en masse de l'ordre 10 : 1. La solution doit étre Ben nelangee, dcegaze, et puis
couke sur le moule. (gure A.2.b). Le tout est plae au four pour au moins deux heures pour
permettre la eticulation. Apes le durcissement du PDMS celui est coupe et cemouka l'aide
d'un scalpel (gure A.2.c et .d).

Par la suite, des canaux d'injection des uides seront cees par percage.

Le PDMS avec les empreintes du canal doit étre cole sur un gpport. Ce support est cou-
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ramment une surface de verre, ou le PDMS lui méme. Dans notreas nous avons utili® une
lamelle en verre (hydrophile, d'angle de contact de 37).

Les deux surfaces (PDMS et lamelle en verre) sont coleesdaide d'un traitement plasma.
L'exposition au plasma est d'environ 30 secondes, ce qui veepmettre d'activer les deux surfaces.
En e et le plasma permet I'oxydation des deux surfaces, ce dueurs permet de se coller entre
elles facilement de facon ireversible (gure A.2.e et .f).

(@) (b)

© (d)

lamelle

(e) )

Figure A.2 { Etapes de la fabrication de la chambre decoulement en PDMS
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Annexe B

Resultat de l'essal de la
reproductibilie de ktat Initial

Essai 1 Chambre 1.1

Table B.1 { Resultat des traitements des images pour lI'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 1 Chambre 11. Les; est la surface occupee totale eiNo est le nombre des bactries

sur la surface.

Position S No
[pixels]

P1 19117 699
P2 22141 744
P3 17072 652
P4 21349 675
P5 18419 630
P6 22108 810
P7 21758 843
P8 20837 868
P9 20541 800
P10 22040 861
P11 16845 669
P12 26272 1084
P13 23832 977
P14 11279 462
P15 15305 609
P16 20261 750
P17 21483 854
P18 21301 802
P19 21896 920
P20 37345 1343
P21 22213 869
P22 28799 1108
P23 15310 662
P24 15066 620
P25 21719 934
P26 20193 868
P27 19546 784
P28 32161 1414
TOTAL 596208 22509
MOYENNE 21293 804
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Essai 1 Chambre 1.2

Position S No
[pixels]

P1 20777 816
P2 22008 763
P3 29369 1188
P4 39685 1647
P5 27051 1102
P6 25050 1033
P7 24069 1001
P8 37319 1489
P9 14916 617
P10 28798 1133
P11 37792 1540
P12 18296 719
P13 33784 1429
P14 19303 824
P15 10916 447
P16 11991 507
P17 28449 1189
P18 24644 1032
P19 16358 700
P20 32286 1359
P21 30382 1324
P22 47974 1902
P23 19505 796
P24 23748 954
P25 23852 1040
P26 6212 269
P27 15330 647
P28 23465 1007
TOTAL 693329 28474
MOYENNE 24762 10167

Table B.2 { Resultat des traitements des images pour I'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 1 Chambre 1:2. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries
sur la surface.



Essai 2 Chambre 2.1

Position S No
[pixels]
P1 19105 662
P2 13915 473
P3 16664 575
P4 18646 625
P5 18484 625
P6 17210 611
P7 17985 624
P8 22318 721
P9 16093 648
P10 16393 538
P11 17250 615
P12 14215 506
P13 13184 472
P14 16300 593
P15 14124 426
P16 9683 351
P17 10146 378
P18 10601 385
P19 10817 403
P20 13785 494
P21 14050 509
P22 13566 485
P23 11661 411
P24 9428 381
P25 9993 402
P26 9282 354
P27 9210 388
P28 10915 426
TOTAL 395023 14081
MOYENNE 14108 503
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Table B.3 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 2 Chambre 21. Le s; est la surface occupee totale eN o est le nombre des baceries

sur la surface.
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Essai 2 Chambre 2.2

Position S No
[pixels]
P1 27604 924
P2 26516 886
P3 19525 633
P4 20076 699
P5 21039 705
P6 20990 725
P7 16412 552
P8 25872 878
P9 14638 525
P10 11882 455
P11 10525 423
P12 9013 350
P13 10509 375
P14 17334 654
P15 24113 865
P16 14550 557
P17 10905 453
P18 10672 439
P19 8437 364
P20 6256 273
P21 5086 197
P22 11820 431
P23 6883 268
P24 6522 273
P25 10244 439
P26 7233 318
P27 7268 300
P28 8373 341
TOTAL 390297 14302
MOYENNE 13939 511

Annexes

Table B.4 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 2 Chambre 22. Le s; est la surface occupee totale eN o est le nombre des baceries

sur la surface.
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Essai 2 Chambre 2.3

Position S No
[pixels]
P1 8175 360
P2 7299 326
P3 7407 329
P4 7899 343
P5 6202 288
P6 6748 306
P7 8971 384
P8 9113 355
P9 13809 584
P10 13959 589
P11 14019 583
P12 13652 588
P13 11224 496
P14 11709 509
P15 10198 404
P16 13071 558
P17 12822 563
P18 13703 566
P19 14608 613
P20 14065 584
P21 10369 444
P22 5282 240
P23 14416 589
P24 14689 607
P25 15951 641
P26 14788 648
P27 14596 633
P28 7868 378
TOTAL 316612 13508
MOYENNE 11308 482

Table B.5 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 2 Chambre 23. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries
sur la surface.
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Essai 3 Chambre 3.2

Position S No
[pixels]
P1 16762 688
P2 20523 761
P3 21866 815
P4 19098 744
P5 16856 659
P6 18009 736
P7 19733 883
P8 16646 712
P9 16242 635
P10 16241 700
P11 14981 616
P12 16346 668
P13 16716 696
P14 15418 704
P15 14023 608
P16 13504 590
P17 13344 597
P18 14320 632
P19 10784 495
P20 11240 498
P21 12012 484
P22 12897 567
P23 10485 472
P24 12587 588
P25 10842 499
P26 10838 521
P27 10238 481
P28 10009 447
P29 9124 417
P30 7690 410
P31 6209 283
P32 6055 278
P33 6867 301
P34 7633 327
P35 8112 355
TOTAL 464250 19867
MOYENNE 13264 568

Table B.6 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 3 Chambre 32. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries
sur la surface.



Essai 3 Chambre 3.3

Position S No
[pixels]
P1 10621 483
P2 7840 401
P3 7947 377
P4 7733 352
P5 8166 369
P6 11936 490
P7 9903 457
P8 23180 913
P9 14515 693
P10 14022 683
P11 13058 612
P12 14819 729
P13 15039 729
P14 14044 686
P15 19085 719
P16 11359 533
P17 14616 689
P18 12775 616
P19 15144 729
P20 14297 707
P21 11034 563
P22 8156 330
P23 12025 582
P24 14877 733
P25 15344 758
P26 13332 626
P27 13710 637
P28 11401 550
P29 5683 279
P30 12060 600
P31 13509 659
P32 13660 656
P33 10938 539
P34 10069 505
P35 7669 362
TOTAL 433566 20346
MOYENNE 12388 581
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Table B.7 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 3 Chambre 33. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries

sur la surface.
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Essai 3 Chambre 3.4

Position S No
[pixels]

P1 5703 346
P2 12500 598
P3 10637 555
P4 8223 427
P5 8854 463
P6 9074 481
P7 11404 614
P8 9218 525
P9 25272 1002
P10 16539 946
P11 12098 759
P12 10756 728
P13 14263 804
P14 14790 794
P15 11384 642
P16 12552 667
P17 10196 634
P18 12133 733
P19 13630 835
P20 14355 730
P21 14318 743
P22 10644 580
P23 6543 355
P24 10695 673
P25 12367 698
P26 12727 741
P27 14195 751
P28 12337 632
P29 12627 729
P30 8511 466
P31 10686 519
P32 10978 554
P33 11400 553
P34 9870 479
P35 10226 577
TOTAL 411705 22333
MOYENNE 11763 638

Annexes

Table B.8 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 3 Chambre 34. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries

sur la surface.



Essai 4 Chambre 4.1

Position S No
[pixels]

P1 20948 867
P2 17013 703
P3 23176 1013
P4 20532 819
P5 17723 827
P6 16810 781
P7 16579 714
P8 25416 943
P9 17542 739
P10 23794 833
P11 17830 774
P12 17098 727
P13 19041 861
P14 19497 810
P15 22495 903
P16 21380 840
P17 18647 712
P18 22125 847
P19 18766 730
P20 21551 816
P21 21927 816
P22 25816 998
P23 21301 841
P24 20041 975
P25 23733 906
P26 20454 803
P27 18105 675
P28 18074 827
P29 19654 900
P30 14967 749
P31 18486 747
P32 28295 967
P33 21035 811
P34 24686 868
P35 21694 950
TOTAL 716231 29092
MOYENNE 20464 831
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Table B.9 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 4 Chambre 41. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries

sur la surface.
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Essai 4 Chambre 4.2

Position S No
[pixels]

P1 27505 965
P2 23389 828
P3 20997 812
P4 24217 870
P5 25307 891
P6 21474 796
P7 21973 843
P8 22335 896
P9 20537 850
P10 21276 854
P11 19491 727
P12 19498 761
P13 19431 757
P14 23109 847
P15 28304 994
P16 21444 860
P17 18025 693
P18 20467 792
P19 18190 715
P20 17405 697
P21 24034 938
P22 23500 939
P23 19470 791
P24 14657 605
P25 17286 722
P26 16974 702
P27 16397 704
P28 28313 1007
P29 24033 899
P30 18115 724
P31 20613 795
P32 19373 752
P33 15198 629
P34 21254 759
P35 25864 851
TOTAL 739455 28265
MOYENNE 21127 808

Table B.10 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 4 Chambre 42. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries
sur la surface.



Essai 4 Chambre 4.3

Position S No
[pixels]

P1 33277 1261
P2 26912 998
P3 22570 860
P4 25312 964
P5 23442 866
P6 25533 956
P7 20625 872
P8 25913 973
P9 13701 539
P10 17047 695
P11 19825 781
P12 17094 664
P13 20609 771
P14 26406 961
P15 27181 1053
P16 13817 549
P17 14056 592
P18 12078 505
P19 14902 593
P20 16992 658
P21 24103 806
P22 33750 1252
P23 20400 746
P24 11836 475
P25 9131 392
P26 7629 312
P27 9615 353
P28 23804 786
P29 32969 1203
P30 25029 877
P31 21294 782
P32 17138 657
P33 17584 678
P34 21232 749
P35 22752 869
TOTAL 715558 27048
MOYENNE 20445 773
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Table B.11 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 4 Chambre 43. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries

sur la surface.
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Essai 4 Chambre 4.4

Position S No
[pixels]

P1 25246 1000
P2 22752 927
P3 28582 1079
P4 24039 983
P5 25006 1037
P6 23024 942
P7 24867 965
P8 23248 964
P9 18992 762
P10 16316 652
P11 10231 554
P12 10912 509
P13 16902 714
P14 27835 1138
P15 26527 1001
P16 12140 536
P17 8017 368
P18 7192 334
P19 9263 410
P20 8083 366
P21 27720 1127
P22 25644 892
P23 11033 468
P24 6897 313
P25 8369 387
P26 7989 357
P27 4862 248
P28 21602 913
P29 24090 950
P30 20415 803
P31 6815 298
P32 13561 605
P33 9332 420
P34 7288 338
P35 23106 897
TOTAL 587897 24257
MOYENNE 16797 693

Annexes

Table B.12 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 4 Chambre 44. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries

sur la surface.



Essai 5 Chambre 5.1

Position S No
[pixels]

P1 21597 967
P2 24576 1159
P3 22006 1118
P4 25082 1182
P5 25539 1282
P6 25840 1333
P7 27638 1357
P8 22696 1112
P9 16588 806
P10 15740 766
P11 18497 931
P12 18269 948
P13 23477 1134
P14 24097 1170
P15 12805 648
P16 12693 623
P17 10774 557
P18 10196 529
P19 10283 561
P20 11724 626
P21 14839 814
P22 9431 477
P23 8460 433
P24 8005 416
P25 10528 480
P26 9635 463
P27 11430 621
P28 13321 682
P29 10852 573
P30 7841 400
P31 8281 389
P32 8588 406
P33 362 362
P34 9775 539
P35 10999 568
TOTAL 522464 26432
MOYENNE 14928 755
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Table B.13 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 5 Chambre 51. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries

sur la surface.
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Essai 5 Chambre 5.2

Position S No
[pixels]

P1 12554 551
P2 11645 530
P3 8832 450
P4 8683 449
P5 9653 472
P6 10576 502
P7 10365 515
P8 7653 364
P9 9682 465
P10 7716 402
P11 7898 402
P12 8240 439
P13 8277 408
P14 6937 357
P15 7224 355
P16 6448 332
P17 10049 500
P18 8976 431
P19 9172 484
P20 9712 490
P21 9517 449
P22 9782 480
P23 6857 365
P24 9252 487
P25 10150 542
P26 7326 408
P27 7660 406
P28 10404 502
P29 8628 456
P30 8420 406
P31 10124 481
P32 7661 405
P33 8852 457
P34 6666 349
P35 8110 407
TOTAL 309701 15498
MOYENNE 8849 443

Annexes

Table B.14 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 5 Chambre 52. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries

sur la surface.
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Essai 5 Chambre 5.4

Position S No
[pixels]
P1 8723 501
P2 7468 375
P3 3453 213
P4 8314 429
P5 7909 436
P6 8061 408
P7 5865 328
P8 12040 667
P9 7498 418
P10 13142 668
P11 6301 374
P12 10111 512
P13 9326 471
P14 10449 543
P15 17393 755
P16 9603 543
P17 13094 709
P18 8848 497
P19 9015 501
P20 7528 423
P21 10819 535
P22 13591 712
P23 9843 525
P24 8837 466
P25 10861 550
P26 10888 609
P27 6837 364
P28 9042 495
P29 13370 748
P30 6703 370
P31 5567 288
P32 5038 275
P33 6439 348
P34 6401 346
P35 7275 387
TOTAL 315652 16789
MOYENNE 9019 480

Table B.15 { Resultat des traitements des images pour l'essai de la remductibilie de letat
initial :Essai 5 Chambre 54. Le s; est la surface occupee totale eNo est le nombre des baceries
sur la surface.
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Annexe C

Resune de la prise d'imagesa
chaque experience
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Experience Temps de | Positions analyses (backries vivantes) | Positions analyses (backries mortes) | Taille de chaque image
ceveloppement (2D)
du bio Im
24h P1, P3, P4, P5, P7, P8, P9, P12 P5, P7, P8, P9 14531m  14531m
Min
48h P1, P2, P3, P4, P5, P6 P7, P8 P9, P10| P6, P7, P17, P11 14531 m 14531 m
P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17
72h P1, P2 P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P17 96:88m  96:88m
P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17
24h A P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P6, P7, P10, P17 14531m  14531m
P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17
Max 24h B P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, 14531m  14531m
P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16, P17
48h A P1, P4, P5, P8, P9, P10, P12, P13, P16 96:88m  96:88m
48h B P1, P3, P4, P5, P7, P8, P10, P11, P12, P3, P4, P5, P7, P8, P10, P11, P12, P13, 8304 m 83.04m
P13, P14, P15, P17 P14, P15, P17
72h A P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9,| P6, P7, P11, P17 14531m  14531m
P10, P11, P14, P15, P17
72h B P1, P2, P4, P5, P6, P8, P9, P10, P12, 14531m 14531 m

P13, P16

Table C.1 { Resune de la prise d'imagesa chaque experience.

[AA)
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Annexe D

Caraceristigues analyges pour
evaluation de la valeur de SER

Les tableaux pesentent la fraction volumique moyenne surtrois points conecutifs ( 3),
les surfaces assoceesa ces points et le coe cient de vaation des fraction volumique moyenne
(CV3). Le tableau D.1 pesente les experiencesa plus faible cisaillement pou les trois temps
analyss. Les tableauxD.2, D.3 et D.4 pesentent les experiencesa plus fort cisaillement pou
les temps 24h, 48 h, et 72 h, respectivement.
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Temps Surface (mm?) 3 CVz (%)

24h 0:021 , Q042 et 0063 0:004 12
0:042 , Q063 et Q084 0.004 5
0:063 , Q084 et Q106 0:004 5
0:084 , Q106 et Q127 0.004 4
0:106 , Q127 et Q148 0:003 4
0:127 , Q148 et Q169 0:003 4

48n 0:021 , Q042 et Q063 0.017 35
0:042 , Q063 et Q084 0.013 17
0:063 , Q084 et Q106 0:011 7
0:084 , Q106 et Q127 0:.011 5
0:106 , Q127 et Q148 0:.010 5
0:127 , Q148 et Q169 0:.011 11
0:148 , Q169 et 0190 0:011 12
0:169 , Q190 et 0211 0.012 2
0:190, 0211 et 0232 0:.012 2
0:211 , 0232 et 0253 0.012 7
0:232 , 0253 et 0274 0:013 10
0:253 , 0274 et Q296 0.014 7
0:274 , Q296 et Q317 0:.015 3
0:296 , 0317 et 0338 0:.015 2
0:317 , 0338 et 0359 0.015 2

72h 0:009 , Q019 et Q028 0:006 9
0:019, 0028 et Q038 0:006 11
0:028 , Q038 et Q047 0:006 11
0:038 , Q047 et Q056 0:006 8
0:047 , Q056 et Q066 0:006 4
0:056 , Q066 et Q075 0:007 27
0:066 , Q075 et Q084 0:008 25
0:075, Q084 et 0094 0:008 2
0:084 , Q094 et Q103 0:008 2
0:094 , Q103 et 0113 0:008 2
0:103, Q113 et Q122 0:008 2
0:113, Q122 et Q131 0:008 4
0:122 , 0131 et Q141 0:008 3
0:131, Q141 et Q150 0:008 2
0:141 , Q150 et Q160 0:008 2

Table D.1{ ,=2:1 103
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Temps Surface (nm?) 3 CV3 (%)

24h A 0:021, Q042 , Q063 0:008 1
0:042 , Q063 , Q084 0:008 2
0:063 , Q084 , 0106 0:008 2
0:084 , Q106 , Q127 0:.008 1
0:106 , Q127 , Q148 0:008 1
0:127 ,Q148, 0169 0:.008 1
0:148 , 0169, 0190 0:008 1
0:169, 190, Q211 0.008 2
0:190, 0211, 0232 0:009 2
0:211, 0232, 0253 0:009 3
0:232 , 0253, Q274 0:009 3
0:253, 0274 , Q296 0:009 1
0:274 , Q296 , Q317 0:009 2
0:296 , 0317, 0338 0:010 2
0:317 , 0338, 0359 0.010 2

24h B 0:021 , Q042 , Q063 0:006 12
0:042 , Q063 , Q084 0:005 9
0:063 , Q084 , Q106 0:005 7
0:.084 , Q106 , Q127 0:005 1
0:106 , Q127 , Q148 0:005 2
0:127 , Q148 , 0169 0:005 2
0:148 , Q169 , Q190 0.004 1
0:169 , Q190, Q211 0:004 3
0:190, 0211, 0232 0:004 3
0:211, 0232, 0253 0.004 2
0:232, 0253, 0274 0:004 1
0:253 , Q274 , Q296 0.004 1
0:274 , Q296 , Q317 0:004 0
0:296 , 0317, Q338 0.004 2
0:317, 0338, 0359 0:004 2

Table D.2 {

w=9:4 10 ?Pa, 24h AetB
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Temps Surface (nm?) 3 CV3 (%)
48n A 0:009 , 0019, Q028 0:030 16
0:019, 028, Q038 0.031 14
0:028 , Q038 , Q047 0:030 17
0:038 , Q047 , Q056 0:026 14
0:047 , Q056 , Q066 0:023 10
0:056 , Q066 , Q075 0.022 6
0:.066 , Q075 , Q084 0:022 6
48h B 0:007 , Q014 , 0021 0:064 19
0:014 , Q021 , Q028 0.061 24
0:.021 , Q028 , Q034 0:050 10
0:028 , Q034 , Q041 0:045 13
0:034 , Q041 , Q048 0:042 6
0:041 , Q048 , Q055 0:040 5
0:048 , Q055 , Q062 0:040 5
0:055 , Q062 , Q069 0:038 4
0:062 , Q069 , Q076 0.037 5
0:069 , Q076 , Q083 0:035 5
0:076 , Q083 , Q090 0:033 5
Table D.3{ =94 10 °Pa, 48hAetB
Temps Surface (nm?) 3 CV3 (%)
72h A 0:021, Q042 , Q063 0:029 32
0:042 , Q063 , Q084 0.023 18
0:063 , Q084 , 0106 0:020 6
0:084 , Q106 , Q127 0.019 7
0:106 , Q127 , Q148 0:018 4
0:127 , Q148 , 0169 0.018 5
0:148 , Q169 , Q190 0:018 5
0:169, 190, 0211 0:.019 4
0:190, 0211, 0232 0:020 9
0:211, 0232, 0253 0:021 9
0:232 , 0253, Q274 0.023 7
0:253, Q274 , 0296 0:024 3
72h B 0:021, Q042 , Q063 0:046 23
0:042 , Q063 , Q084 0:040 4
0:063 , Q084 , Q106 0:041 5
0:084 , Q106 , Q127 0:.042 2
0:106 , Q127 , Q148 0:043 3
0:127 ,Q148, Q169 0.044 4
0:148 , 169, 0190 0:046 4
0:169, 190, Q211 0.047 2
0:190, 0211, 0232 0:048 1

Table D.4 {

w=9:4 10 ?Pa, 72h AetB



Annexe E

Mecanismes de l'adlesion
bacerienne

L'adrerence backriennea la surface d'un maeriau est un processus dans lequel la backrie
se lie intimementa la surface. Il peut étre cecrit comme un pro@dce en deuxetapes, la premere
etape etant uneetape dite physique, instantaree et e versible, et la deuxeme, uneetape dite
mokculaire, cependant du temps et ireversible ( An & Friedman, 1998.

Les caraceristigues des maeriaux qui in uencent I'adherence backrienne sont la composi-
tion chimique, la charge de surface, I'hydrophobicie, etla con guration physique, ou simple-
ment la rugosie de surface Katsikogianni & Missirlis, 2004). Cependant, une des principales
caraceristique de I'adrerence bactrienne est I'hydrophobicie ( Care & Mittal , 2017).

En eereral, les baceries avec des caraceristiques hydrophobes petrent des makriaux avec
des surfaces hydrophobes, et ceux ayant des caraceristiggs hydrophiles pegrent les surfaces
hydrophiles (Mitik-Dineva et al., 2009. Cependant, il aet cemonte que des matriaux avec
des surfaces hydrophobes jouent un réle plus important dasl'adlesion que I'hydrophobicie de
la surface bactrienne (Katsikogianni & Missirlis , 2004).

Ainsi, de nombreux chercheurs ont monte que les micro-orgnismes se lient plus rapidement
a une surface hydrophobe, qua des materes hydrophiles(Donlan, 2002a). Cependant, d'autres
etudes montrent que l'adsorption et la desorption se produit beaucoup plus sur les surfaces hy-
drophiles que sur les surfaces hydrophobe<are & Mittal , 2011). An & Friedman (1998 ont
constae que les materiaux hydrophiles pourraient étre plus esistantsa l'adkesion bacerienne
gue ceux hydrophobes. Cela montre que la relation entre lesacaceristiques d'adrerence de
surface et de bacerie sont complexes. En plus, les caraetistiques de surface peuvent chan-
ger avec l'adresion des bactries pour la production de stfactant exogne par des backries
(Care & Mittal , 2011).

De facon eererale, I'adlresion se produira plus facilement plus les surfaces sont rugueuses et
hydrophobes. Une augmentation de la vitesse decoulementla temperature de l'eau, ou de la
concentration desekments nutritifs peutegalement conduirea une augmentation de I'adrerence,

Si ces paranetres ne cepassent pas le niveau critiquel{onlan, 2002).
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Hydrophobicie

Comme cie pealablement, I'nydrophobicie des surfaces est une des principales ca-
raceristique de l'adkrerence bacerienne. Une surfaceest consiceee hydrophile quand l'angle de
contact est inerieura 90 et, au contraire, une surface est consiceee hydrophobe gand I'angle
de contact est sugerieura 90 . Ainsi, pour connatre I'hydrophobicie des composantes de la
chambre decoulement, nous avons mesue ces angles desrtact. Les composants analyses ont
ek : la lamelle en verre borosilicak, la chambre en PDMS et la chambre en PMMA modie.
Les mesures sont ealiges apes nettoyage et seriligtion selon le protocole de manipulation
(section 6.1, chapitre 6). Les valeurs des angles des contacts mesues sont peses dans le
tableau E.1.

Magriau Angle de contract Hydrophobicie
Backrie P. putida | entre 36 et 49 hydrophile
(Power et al., 2007

Lamelle en verre 37:35 hydrophile
Chambre en PMMA | 8272 hydrophile
modie

Chambre en PDMS 93:15 hydrophobe

Table E.1 { Angle des contact : Backrie P. putida (Power et al., 2007, lamelle en verre,
chambre en PMMA modie et chambre en PDMS.

On observe dans le tablealE.1, que la surface des baceriesP. putida et de la lamelle en
verre possedent une hydrophobicie considcerablement proche avec un faible angle de contact.
Celui-a peut justi er I'adresionelewe sur la lamell e de verre, sachant que les baceries avec
des caraceristiques hydrophiles petrent les surfacees hydrophiles Mitik-Dineva et al., 2009.

Cependant, comme nous avons cie auparavant atsikogianni & Missirlis, 2004, il aete
emonte que les surfaces hydrophobes jouent un réle pls important dans l'adrerence que
I'nydrophobicie de la surface bacerienne. On observe ansi que la chambre en PDMS est le
matriau hydrophobe utilie dans les sysemes decoulement, peuvent ainsi justi er sa plus
important adresion des baceries.



Annexe F

Distribution Spatiale dans le Bio Im
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24 h 48 h 72h

Positions Hint int ext total Hint int ext total Hint int ext total

P1 9:12 0:0340 0:0023 0:0049 21:66 0:0714 0:0031 0:0163 9:12 0:0387 0:0009 0:0059
P2 4:56 0:0359 0:0041 0:0058 6:84 0:1052 0:0003 0:0067
P3 7:98 0:0179 0:0021 0:0032 4:56 0:0304 0:0029 0:0046 5:70 0:0435 0:0012 0:0033
P4 4:56 0:0238 0:0023 0:0035 1254 0:0305 0:0034 0:0065 19:38 0:0497 0:0024 0:0106
P5 6:84 0:0239 0:0015 0:0030 3:42 0:0380 0:0062 0:0073 570 0:0330 0:0011 0:0027
P6 5:70 0:0311 0:0055 0:0071 5:70 0:0966 0:0002 0:0052
P7 5:70 0:0189 0:0019 0:0030 570 0:0308 0:0032 0:0050 4:56 0:0485 0:0013 0:0034
P8 4:56 0:0190 0:0017 0:0026 5:70 0:1041 0:0300 0:0334 5:70 0:1295 0:0157 0:0314
P9 4:56 0:0216 0:0013 0:0024 570 0:0363 0:0083 0:0101 11:40 0:0506 0:0026 0:0077
P10 4:56 0:0488 0:0046 0:0069 7:98 0:0741 0:0011 0:0063
P11 7:98 0:0292 0:0250 0:0236 7:98 0:0503 0:0024 0:0065
P12 3:42 0:0172 0:0015 0:0023 4:56 0:0766 0:0080 0:0126 6:84 0:0358 0:0044 0:0064
P13 4:56 0:0777 0:0355 0:0361 7:98 0:0350 0:0023 0:0049
P14 5:70 0:0637 0:0248 0:0272 4:56 0:0501 0:0060 0:0087
P15 4:56 0:0715 0:0103 0:0175 13:68 0:0839 0:0051 0:0151
P16 6:84 0:0476 0:0199 0:0212 5:70 0:0531 0:0034 0:0066
P17 4:56 0:0469 0:0068 0:0092 10:26 0:0385 0:0013 0:0047
Moyenne | 5:84 0:0221 0:0018 0:0031 6:64 0:0512 0:0119 0:0147 8:18 0:0598 0:0030 0:0080

Table F.1 { Resune de la distribution spatiale des baceries vivantes dans le biolm: , =2:1 10 3 Pa.
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24h A 24h B

Positions Hint int ext total Hint int ext total

P1 6:84 0:0282 0:0048 0:0082 6:84 0:0778 0:0076 0:0121
P2 5:7 0:0443 0:0046 0:0084 7:98 0:046 0:0050 0:0082
P3 4:56 0:0443 0:0043 0:0080 5:7 0:0717 0:0048 0:0085
P4 5:7 0:0283 0:0047 0:0074 6:84 0:0346 0:0043 0:0063
P5 57 0:0452 0:0047 0:0091 9:12 0:0493 0:0054 0:0091
P6 4:56 0:0431 0:0030 0:0071 57 0:0662 0:0052 0:0086
P7 57 0:0429 0:0040 0:0092 9:12 0:0343 0:0044 0:0069
P8 5:7 0:0347 0:0041 0:0087 6:84 0:0557 0:0054 0:0090
P9 57 0:0406 0:0047 0:0096 6:84 0:0608 0:0027 0:0070
P10 3:42 0:061 0:0051 0:0108 4:56 0:0712 0:0018 0:0055
P11 6:84 0:0231 0:0080 0:0105 5:7 0:0588 0:0018 0:0057
P12 5:7 0:0498 0:0060 0:0125 10:26 0:0334 0:0033 0:0060
P13 5:7 0:0336 0:0075 0:0110 5:7 0:0559 0:0014 0:0051
P14 4:56 0:0565 0:0040 0:0104 4:56 0:0485 0:0014 0:0043
P15 4:56 0:0592 0:0077 0:0138 4:56 0:0388 0:0022 0:0045
P16 4:56 0:0477 0:0072 0:0123 5:7 0:0502 0:0044 0:0070
P17 4:56 0:025 0:0009 0:0043 6:84 0:0626 0:0054 0:0093
Moyenne 5:30 0:0416 0:0050 0:0095 6:64 0:0539 0:0039 0:0072

Table F.2 { Resune de la distribution spatiale dans le bio Im cevelo pge pendant 24 ha  =9:4 10 ? Pa
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48h A 48h B
Positions Hint int ext total Hint int ext total
P1 11:4 0:1093 0:0345 0:0421 171 0:1041 0:0595 0:0663
P2
P3 11:4 0:1074 0:0956 0:0946
P4 20:52 0:0778 0:0229 0:0330 9:12 0:0692 0:0087 0:0137
P5 11:4 0:0963 0:0607 0:0619 12:54 0:1113 0:0360 0:0447
P6
P7 6:84 0:0774 0:0213 0:0242
P8 7:98 0:0447 0:0162 0:0183 7:98 0:0791 0:0098 0:0147
P9 12:54 0:0616 0:0082 0:0144
P10 10:26 0:0636 0:0085 0:0145 12:54 0:0708 0:0592 0:0594
P11 10:26 0:0699 0:0156 0:0210
P12 10:26 0:0574 0:0151 0:0193 9:12 0:0687 0:0343 0:0373
P13 5:7 0:0739 0:0674 0:0623 9:12 0:0436 0:0154 0:0178
P14 11:4 0:1067 0:0229 0:0328
P15 6:84 0:0774 0:0126 0:0179
P16 12:54 0:0602 0:0139 0:0193
P17 7:98 0:0750 0:0158 0:0203
Moyenne 11:40 0:0716 0:0275 0:0317 10:17 0:0816 0:0313 0:0357

Table F.3 { Resune de la distribution spatiale des baceries vivantes dans le biolm : 48ha , =9:4 10 ? Pa
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72h A 72h B

Positions Hint int ext total Hint int ext total
P1 7:98 0:1545 0:0353 0:0457 7:98 0:0735 0:0574 0:0581
P2 10:26 0:0606 0:0156 0:0199 7:98 0:0785 0:0289 0:0326
P3 7:98 0:1014 0:0034 0:0112

P4 5:7 0:1405 0:0154 0:0247 9:12 0:0730 0:0304 0:0340
P5 7:98 0:0363 0:0105 0:0128 9:12 0:0768 0:0490 0:0512
P6 9:12 0:0674 0:0177 0:0220 7:98 0:0989 0:0397 0:0451
P7 9:12 0:0707 0:0085 0:0154

P8 5:7 0:1593 0:0376 0:0460 10:26 0:0571 0:0405 0:0421
P9 9:12 0:0439 0:0131 0:0161 6:84 0:0922 0:0512 0:0537
P10 14:82 0:1037 0:0284 0:0384 7:98 0:1048 0:0550 0:0597
P11 14:82 0:0848 0:0407 0:0466

P12 5:7 0:1329 0:0540 0:0586
P13 9:12 0:0684 0:0415 0:0437
P14 4:56 0:1034 0:0385 0:0439

P15 10:26 0:0880 0:0438 0:0491

P16 4:56 0:1174 0:0521 0:0554
P17 4:56 0:0644 0:0091 0:0124

Moyenne 871 0:0914 0:0227 0:0289 7:88 0:0885 0:0454 0:0486

Table F.4 { Resune de la distribution spatiale des baceries vivantes dans le biolm : 72ha  =9:4 10 ? Pa
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