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INTRODUCTION 



Bien que le traitement d'effluents par fermentation anaérobie ait subi 

un essor considérable depuis quelques années, les mécanismes impliqués dans 

la formation du biofilm sont encore mal connus. On comprend ainsi que dans 

le traitement d'effluents dilués, la période de démarrage des installations 

industrielles de méthanisation soit une étape critique. En effet, l'ense- 

mencement des réacteurs est souvent insuffisant quantitativement et mal 

équilibré par rapport il la composition de l'effluent ii traiter, en particulier 

en ce qui concerne les populations acétogènes et méthanogènes dont les temps 

de doublement sont supérieurs à dix jours dans les conditions des réacteurs 

alimentés en continu. Il s'ensuit une période d'adaptation de l'inoculum 

d'autant plus longue que le maintien des bactéries au sein du réacteur est 

mal maîtrisé. C'est cet objectif d'optimisation de la rétention bactérienne 

que poursuivent les procédés de traitement anaérobie des eaux résiduaires. 

L'option la plus séduisante est la fixation des bactéries sur des supports 

inertes, elle permet une rétention optimale de la biomasse qui est fonction 

de la nature et de la composition du support. 

Bien que la connaissance de l'ultrastructure (ROBINSON et pL. , 1984) , de 
lacomposition et des activitésmétaboliques desboues granuleuses (DUBOURGUIER 

et a., 1988) permette de fournir des informations descriptives, elle ne 
renseigne en rien sur les mécanismes impliqués dans la colonisation initiale 

des supports plastiques par des bactéries anaérobies. 

L ' adhésion de micro-organismes aux surfaces inertes ou b d' autres 

organismes est un phénomène omniprésent dans de nombreux domaines ( e .  g. , 
infection de tissus, formation de la plaque dentaire, bioréacteurs, ...). Le 

processus d'adhésion bactérienne aux surfaces solides est essentiellement 

déterminéparles propriétés de surfacede lacellulebactérienne, du substratum 

et du liquide de suspension. De toute évidence, lacompréhension des mécanismes 

d'adhésion bactérienne doit passer, étant donné la complexité des phénomènes 

impliqués, par une caractérisation des interfaces support/bactérie. Cette 

caractérisationnécessiteune connaissance détaillée de la composition chimique 

et des propriétés physiques des surfaces interagissantes. L'approche 

physico-chimique de l'adhésion bactérienne est couramment basée sur les 

énergies libres de surface (ABSOLOM et a., 1983; BUSSCHER et &1., 1984a) et 

les potentiels zeta (RUTTER et VINCENT, 1980). 



Notre travail portera plus précisément sur l'adhésion de bactéries 

méthanogènes aux supports d'intérêt technologique en comparaison avec d'autres 

bactéries anaérobies et d'autres solides. 

Nous chercherons à caractériser l'interface solide/bactérie de manière 

à préciser les mécanismes qui interviennent lors de l'interaction. Pour ce 

faire, nous aurons recours àdes techniques d'analysede surface (spectroscopie 

de photoélectrons X, zétamétrie, analyse d'image, microscopie électroni- 

que, .. .). 
Avant de décrire les résultats de nos recherches, nous rappellerons les 

connaissances acquises dans les domaines de la méthanisation et de l'adhésion 

bactérienne en général. En dernier lieu, nous procéderons à une conclusion 

générale. 

Une partie de nos travaux a fait l'objet du poster suivant, prbsenté en 

ANNEXE VI. 

Poster: 
F. FREGARD, G. ALBAGNAC and C. VERNIN. 

Influence of Electrostatic and Hydrophobic Interactions on Initial Adhesion 

of Anaerobic Bacteria. 

- BIOADHESION, GRONINGEN, Netherlands, November 6-9, 1990. 



GENERALITES 



1 . FERMENTATION PETHANIQUE 

En 1776, Volta, observant le dégagement de gaz inflammables à la surface 

de marais, établissait pour la première fois une relation entre ce phénomène 

et la présence de matières organiques en décomposition. Ce n'est cependant 

qu'un siècle plus tard que BECHAMP (1868), attribua l'origine de ce "gaz des 

marais" à l'activité microbienne. 

La première installation produisant du méthane, située à EXETER en 

Grande-Bretagne, date de 1895; le gaz produit servait à l'éclairage des rues 

de la ville. Les développements modernes de la méthanisation sont issus des 

travaux dfIMHOFF (1940-1941) sur des boues urbaines et des travaux de DUCELLIER 

sur les rejets d'élevage. 

En Allemagne, l'utilisation du méthane provenant de la digestion des boues 

de stations d'épuration date de 1921. De 1921 a 1931, la récupération du gaz 

a été pratiquée dans 48 stations d'épuration représentant une capacité totale 
de 4,6 millions d' équivalents habitant. En 1938, la production totale de gaz 
sur 53 stations urbaines était d'environ 18 millions de m3. Par ailleurs, les 
travaux de DUCELLIER sur les rejets d'élevage sont toujours utilisés actuel- 

lement. 

La méthanisation n'est donc pas une technique nouvelle; mais les appli- 

cations réalisées jusqu'en 1950 ont été longtemps délaissées jusqu'à ce que 

l'augmentation du coOt des énergies fossiles leur fasse bénéficier d'un regain 

d'intérêt. 

Le terme de méthanogénèse décrit un phénomène biologique complexe de 

dégradation de la matière organique ayant, dans des conditions d'anaérobiose 

stricte, le méthane et le gaz carbonique comme métabolites finaux. 

Ce phénomène se produit naturellement dans des écosystèmes variés (sources 

chaudes, rumen, sédiments pauvres en sulfates) qui diffèrent essentiellement 

par les voies empruntées par le flux carbone (Figure 1). 

Le bilan global de la réaction de méthanisation peut s'écrire: 
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Figure 1. Flux carbone dans les écosystèmes anaérobies 
(d'après ZEHNDER et al., 1982) 

(A), Digesteurs, sédiments pauvres en sulfates 
(B), Rumen, caecum 
(C), Ecosystèmes des sources chaudes (65-75OC) 

(1) Bactéries hydrolytiques et fermentatives 
(2) Méthanogènes hydrogénophiles 
(3) Acétogènes productrices obligées dl hydrogène 
(4) Méthanogènes acétoclastes 
(5) Homoacétogènes 



CxHyOz + (x-y/4-~/2)  H20 - ( ~ / 2 + ~ / 8 - ~ / 4 )  CH4 + ( ~ / 2 - ~ / 8 + ~ / 4 )  CO2 

M ' o =  -41 K C a l  

Une population microbienne t r è s  d ive r s i f i ée  e s t  nécessaire pour couvrir  

l'ensemble du processus. On lasubdivisegénéralement en t r o i s  groupes trophiques 

(bac tér ies  hydrolytiques e t  acidogènes, bactér ies  acétogènes productrices 

obligées d'hydrogène e t  bactér ies  méthanogènes) associés aux t r o i s  pr incipales  

étapes de l a  dégradation du substrat .  

cts b i o m e t u e s  de la fe 

La fermentation méthanique nécessi te  l a  par t ic ipa t ion  de t r o i s  groupes 

t rophiquesdebactér ies  anaérobiesqui transforment, dansdesconditionsprécises 

de température ( 3 5 ' ~  en mésophilie, 55 à 6 0 ' ~  en thermophilie) , de  pH (vois in  

de l a n e u t r a l i t é ) ,  depotent ie l rédox ( in fé r i eu r  à-350 m V ) ,  l ama t i6 re  organique 

complexe en méthane e t  gaz carbonique (Figure 1): 

- les bac tér ies  fermentatives hydrolysent l e s  polymères en mono e t  o l i -  

gomères par des enzymes ext race l lu la i res .  Les produits solubles sont a l o r s  

adsorbés et fermentés par  ces bactér ies ,  conduisant à l a  formation de composés 

intermédiaires ( l a c t a t e ,  éthanol, propionate, butyrate,  ammoniac, acé ta te  e t  

CO2 e t  H2) .  

- ces acides , à l 'exception de l ' a c é t a t e ,  e t  ces produits neutres sont 

ensui te  oxydés par  des bactér ies  acétogènes productrices obligées d'hydrogène 

(bac tér ies  0.H.P.A) en acé ta te  et Hp et CO2. 

- enfin,  les bac tér ies  méthanogènes u t i l i s e n t  l ' a c é t a t e  e t  l ' H a  produi ts  

précédemment et forment le  méthane. 

1.3.1 L e s  3 btapes de l a  mbthanisation 

Dans l e s  écosystèmes anaérobies, l a  matière organique complexe, composée 

de macromolécules (polysaccharides, protéines,  composés l ip id iques)  est 

dépolymérisée e t  a i n s i  so lubi l i sée  sous l ' e f f e t  d'enzymes exocel lulaires  





(ce l lu lases ,  protéases,  ...) de bactér ies  hydrolytiques, mésophiles ou ther- 

mophiles, anaérobies s t r i c t e s  ou facul tat ives .  L e s  métabolites formés sont  des 

acides organiques ( l a c t a t e ,  succinate,  acides gras  v o l a t i l e s ) ,  des composés 

neutres (éthanol) e t  des gaz (CO2, H2) . 
Il est évident que l a  nature du subs t r a t  a i n s i  que l a  température 

l 
déterminent, dansune certainemesure,  laprésence de t e l o u t e l  type d'organismes 

(Tableau 1). De nombreuses espèces mésophiles e t  thermophiles ont été i so lées ,  

comme dans le  rumen où l e s  acides gras v o l a t i l e s  (A.G.V) sont les produi ts  
l 

I primaires de l a  fermentation des polysaccharides (ZINDER, 1984a). Dans l e s  

méthaniseurs t r a i t a n t  des glucides facilement fermentescibles, les A.G.V sont  

principalement produits à p a r t i r  du l a c t a t e  (URRIBELARREA e t  PAREILLEUX, 1981). 
Durant l fhydrolyse e t  l a  fermentation, deux in térac t ions  bactériennes 

pr5ncipales se produisentrendant ce processus plus complexe en cul tures  mixtes: 

- La première conduit à un déplacement de l a  fermentation du sucre à une 

production exclusive d 'acé ta te  par t r ans fe r t  d'hydrogène interespèces aux 

méthanogènes ou acétogènes. 

- L a  seconde e s t  due A l a  complémentarité des a c t i v i t é s  en t r e  bac tér ies  

hydrolytiques e t  fermentatives, c e t t e i n t é r a c t i o n  conduisant, dans des cu l tures  

en batch, à une augmentation des rendements de dégradation des hydrates de 

carbone complexes. 

L'association e n t r e  Ctostridium therrnocettum e t  Pfethanobacterium ther- 

mautotrophicum ou Ctostridium therrnocettum e t  Acetogenium kivui démontre le 

r 6 l e  du t r ans fe r t  d'hydrogène interespèces. Cet te  in té rac t ion  ne modifie pas 

le  rendement de dégradation mais augmente l e  gain d '  énergie (ATP) de Ctostridium 

thermocettum par changement en production d facé ta t e ,  l ' é thanol  n ' é t an t  plus 

produit .  C e  déplacement métabolique joue un r ô l e  important dans les réacteurs  

Q une génération. D e  plus ,  il s e r a i t  hasardeux de cor ré le r  les a c t i v i t é s  

métaboliques des cu l tures  pures à ce l l e s  des populations mélangées. 

L a  synergie en t r e  les espèces hydrolytiques e t  fermentatives est i l l u s t r é e  

par  des cocultures de Ctostrtdium thermocettum et de Ctostridtum thermohy- 

d!msutj'uricum. C e  dern ier  organisme augmente le  rendement de l a  conversion de 

Ia ce l lu lose  en éthanol un u t i l i s a n t  l e s  sucres produits par  l e s  ce l lu l a ses  de 

Ctostridium thermocettum. 
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Figure 2 .  Influence de l a  pression pa r t i e l l e  en hydrogène sur 
l a  variation d'énergie l i b re  des réactions acétogènes 
à pa r t i r  de butyrate, palmitate e t  propionate. 



L'acétogénèse des acides gras v o l a t i l e s  (A.G.V)  e t  des composés r édu i t s  

commelelactateoul'éthanolestuneétape c léde laméthanisa t ion .  L'acétogénèse 

e s t  due à l ' a c t i o n  de bac tér ies  spécial isées  que sont  l e s  bac tér ies  acétogènes 

productrices obligées d'hydrogène (0.H.P.A). 

Tableau II. Thermodynamique des réact ions de l 'acétogénèse 

(d'après THAUER e t  a., 1977) 

Energie l i b r e  

(kJ/réaction) 

Lactate + 2 H20 - Acétate + 2 H2 + HC03- + H+ - 4,2 -61,8 

Ethanol + H20 - Acétate + 2 Ha + H+ + 9.6 -37.9 
Butyrate + 2H20 - 2 Achtate + 2H2 + H+ + 48 , l  -17 , 4 
Propionate + 3 H20 - Acétate + 3 H2 + HC03- + H+ + 76.1 -5.4 
Palmitate + 14 H20 - 8 Acétate + 14 H2 + 7 H+ + 390.7 -66 ,7 
Benzoate + 7 H20 - 3 Acétate + 3 H2 + HC03- + H+ + 89.7 -15 , 7 

(a) AG' est ca lculé  à 3 7 O ~ ,  pH 7 grâce à l 'équat ion de Nernst: 

[clc[old AG'= AG''+ 5.94 log- pour aA + bB - CC + dD 
[ A I ~ [ B I '  

L e s  concentrations en produits e t  en réactants  choisies sont: 
benzoate: 10 pM; acé ta te ,  l a c t a t e ,  éthanol, butyrate,  propionate, palmitate: 
1 mM; HC03-: 20 mM; CH4: 0.6 atm; Ha: 10-4 atm. 

L e s  calculs  thermodynamiques (Tableau II) montrent clairement que sous 

des conditions standards,  l a  plupart de ces réact ions,  c 'est-à-dire déshy- 

drogénation du l a c t a t e ,  de l 'é thanol  e t  des A.G.V. sont endergoniques m a i s  

qu ' e l l e s  deviennent favorables quand l a  pression p a r t i e l l e  en hydrogène r e s t e  

f a i b l e  (de l ' o r d r e  de 10-4 atm). La f igure  2 i l l u s t r e  l a  r e l a t ion  en t re  l a  

pression p a r t i e l l e  en hydrogène e t  l ' énerg ie  disponible pour l e s  acétogènes e t  

l e s  méthanogènes hydrogénophiles. Dans les digesteurs ,  l 'acétogénèse est 

obligatoirement associée à l a  production de méthane par réduction du C02. 

D ' après l e s  valeurs d ' énergie l i b r e  sous des conditions standards , le  propionate 

e s t  1 ' A . G . V  l e  plus  d i f f i c i l e  à catabol iser  en méthane e t  il nécessi te  une 



gamme é t r o i t e  de pression p a r t i e l l e  en hydrogène. D e  p lus ,  l a  t r è s  f a i b l e  

quant i té  d 'énergie disponible pour l e s  organismes indui t  une croissance t r è s  

f a i b l e  de l a  cu l ture  mixte. Ceci a é t é  confirmé par  les données cinétiques de 

fonctionnement des digesteurs ou par des expériences avec des cul tures  d'en- 

richissement (BOONE e t  XUN, 1987) . 

On peut dis t inguer  deux types de bactér ies  0.H.P.A: 

a. Celles qui peuvent se développer en cu l ture  pure m a i s  dont l a  

croissance su r  ce r t a ins  subs t ra t s  ou en absence d'accepteur exogène d 'é lectrons 

n ' e s t  possible qu'en association avec une bac tér ie  u t i l i s a t r i c e  d'H2. C'est  l e  

cas des bactér ies  suivantes: 

- l'organisme "S" qui fermente, en cu l ture  pure, l e  pyruvate en acé ta t e  

et éthanol mais qui  ne dégrade l ' é thanol  qu'en associat ion syntrophique avec 

une méthanogène. 

- les bactér ies  sulfatoréductr ices  possédantune hydrogénase, qui  dégradent 

en coculture avec des méthanogènes hydrogénophiles le  l a c t a t e  e t  l ' é thanol  en 

acé ta te  et méthane a lo r s  qu 'e l les  n ' u t i l i s e n t  ces composés qu'en présence de 

s u l f a t e  en cul ture  pure (BRYANT e t & . ,  1977). Des bac tér ies  sulfatoréductr ices ,  

DesuZfobuZbus, Desutfovibrio sapovorans, capables de produire de l ' a c é t a t e  à 

p a r t i r  de propionate ou d'A. G.V plus longs, ont é t é  i so lées  dans des digesteurs  

anaérobies (NANNINGA e t  GOTTSCHALL, 1987). Cependant, e l l e s  ne poussentqu'avec 

du s u l f a t e  comme accepteur f i n a l  d 'é lectrons e t ,  dans l e s  boues anaérobies, 

l 'oxydation des A.G.V e s t  principalement r éa l i sée  par  l e s  bac tér ies  O.H.P.A. 

b. L e  second type de bactér ies  0.H.P.A comprend tous les organismes 

qui ne peuvent u t i l i s e r  que les protons comme uniques accepteurs d 'é lectrons 

et dont l a  croissance, quelque s o i t  l e  subs t ra t ,  n ' e s t  possible que lorsque l a  

pression p a r t i e l l e  d'Hz est maintenue à un fa ib le  niveau. C e s  organismes ne 

peuvent ê t r e  i s o l é s  qu'enassociationsyntrophiqueavecunebactérieutilisatrice 

dtH2: 

- Syntrophomonas wotfei oxydant l e  butyrate (Mc INERNEY e t  pL. , 
1981) . 

- Syntrophomonas sapovorans (ROY e t  &. , 1986) e t  C Zostridium bryant i i 

(STIEB et SCHINCK, 1985). qui dégradent l e s  A.G.V à longue chaine. 

- l e  genre PeZobacter, capable de catabol iser  l ' é thanol  en acé ta te  

au s e i n  d'une coculture. 



Toutes les bactéries 0.H.P.A sont des anaérobies strictes, extrêmement 

sensibles à l'oxygène. Leur temps de doublement est parfois très long (de 50 

à 160 heures). Ainsi, l'acétogénèse a partir dtA.G.V est une étape particu- 

lièrement délicate de la fermentation méthanique. Elle peut même devenir 

limitante quand de grandes quantités de propionate sont produites par les 

bactéries fermentatives. 

Finalement, l'acétatequiestleprincipalintermédiairedelaméthanogénèse 

dans les digesteurs est synthétisé selon deux principales voies métaboliques: 

CO-production à partir de matières organiques avec des composés réduits 

(bactéries hydrolytiques et fermentatives) et homoacétogénese avec production 

obligée d' hydrogène. 

Les réactions terminales au sein des réacteurs anaérobies, sont réalisées 

par les bactéries méthanogènes. Ces organismes jouent un rdle pivot puisqu'ils 

contralent l'ensemble du processus et qu'ils dirigent le flux de carbone et 

d'électrons en éliminant les intermédiaires inhibiteurs (Ha et acétate). 

Les bactéries méthanogènes constituent un groupe bactérien très hétérogène 

dont les représentants possèdent un métabolisme énergétique obligatoirement 

lié à la réduction en méthane d'un nombre limité de substrats carbonés; en 

effet, le processus de croissance microbienne est endergonique et les besoins 

énergétiques des micro-organismes sont assurés par des réactions biochimiques 

d'oxydoréduction. Alors qu'en aérobiose les réactions de réduction aboutissent 

à faire reagir des équivalents réducteurs avec l'oxygène de l'air et ont pour 

résultat la production d'eau, en absence d'oxygène, les équivalents réducteurs 

sont transférés dans une molécule gazeuse, le méthane. 

WOESE et FOX, (1977). ont souligné la position phylogénique tout à fait 

particulière des méthanogènes sur la base de séquences oligonucléotidiques de 

1'ARN ribosomal 16 S. Avec les bactéries halophiles et thermophiles, elles 
constituent la lignée des Archaebactéries. Très schématiquement, une cellule 
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dlArchaebactérie présente des carac tér i s t iques  communes aux ce l lu l e s  eucaryotes 

e t  eubactériennes, ces t r o i s  l ignées s ' é t an td i f f é renc iées  B p a r t i r  d'un ancêtre 

commun: l e  Progénote. 

L e s  méthanogènes sont classées selon l e s  c r i t è r e s  taxonomiques classiques 

complétés par  l a  détermination des conditions optimales de croissance e t  du 

pourcentage de cytosine et guanine (G+C %) de l ' A D N  (Figure 3 ) .  Compte tenu du 

nu~brel imitédesubstratsut i l i sés  e t  d e l a  f a i b l e s i g n i f i c a t i o n d e l a c o l o r a t i o n  

deGram, il esthautement recommandéde f a i r e  appel àdesméthodes complémentaires 

qui incluent:  l ' u l t r a s t r u c t u r e ,  l e s  propriétés  sérologiques, l ' ana lyse  des 

l i p i d e s  membranaires, l 'électrophorèse des protéines c e l l u l a i r e s  to t a l e s ,  

l ehybr ida t ion  et le séquençage des acides nucléiques. 
- 
Les bac tér ies  méthanogènes présentent les carac tér i s t iques  suivantes: 

* Leur paroi est dépoume  de peptidoglycane e t  d 'acide muramique ce  qui 

l e u r  confère une résis tance na tu re l l e  aux ant ibiot iques inhibant l a  synthèse 

de l a p a r o i  ce l lu l a i r e .  Cette paroi présente une t r è s  grande va r i é t é  de s t ruc tu re  

et de composition chimique (Figure 3) .  
* Les l i p i d e s  membranaires se distinguent par l 'absence de l i a i s o n  ester 

avec le  glycérol e t  une prédominance de l ip ides  insaponifiables (LANGWORTHY et 

d., 1982). 
* Les méthanogènes contiennent plusieurs  coenzymes spécifiques le  plus 

souvent impliqués dans l a  synthèse du méthane ( C f .  paragraphe su ivant ) .  

1.3.1.7.3 Métabolisme e t  sznet iaue 
a . ,  

Les coenzymes spécifiques des méthanogènes peuvent ê t r e  rangés en deux 

grandes catégories: 
- ts mo- 

* L e  coenzyme M ou acide mercapto-2-éthane sulfonique. 

* L e  fac teur  CDR ("Carbon Dioxyde Reduction") ou methanofurane. 

* Laméthanoptérine e t  s e s  dérivés,  e . g ,  1eF.A.F ("Formaldehyde Activating 

Factor" ) ou tétraméthanoptérine. 
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* Le F 42û qui est une âêarsoflavhe qui, sous forme oxydée, absorbe à 

420 nm et daet uùrs fluo~ascence caract9riotiqw permettant de repérer smi- 
fiquçwaent les m&hanog&nes pr&senWs une population mixte par microscopie 
& @&.~"~,uo~&sC@XMZB. 

* Le F 430, d4riv4 t4trahyamg6nb de la  corphine, contriànant du nidcal 

a;ilsoçi& au  te M. 

hguis le sch4na propos4 par BARKER (1956) , remsant sur  l 'existence d * un 

i n t e M a i m  m&hylt$, prkurseur  i~lppSaiat du d t h a n e  et  commun aux voies de 

production B p a r t i r  de Hz/C&, du m6thanol et de 1' acetate, on ne conaaft 

actuellement que le dcanisme de r(5duction du Cû2 en mbthane. 

Le COz est tout d'abord f ixe  au CDR, puis réduit. Le groupement formyl 

d s u l t a n t  est transporte par le  FAF et subit deux reductions successives qui 

l'amènent au stade mbthyl (Figure 4 ) .  
La  dernière btape consiste en une transmethylation avec du HS-Coenzyme M 

conduisant au m&thyl-CM qui subit  une dimethylation M u c t i v e  sous l 'ac t ion 

du s y s t b e  mkthyl-CoM réductase. Il s'agit d'un complexe multienzymatique qui 

a A t 6  fractionn6 en t ro i s  sous-unites (GUNSALUS et WûLFE, 1980) , le composant 

A constitué de trois unites et de FAD qui contient une hydrogénase dependante 

du F 420; le  composant B de fa ible  poids moléculaire dont le r81e est inconnu 

e t  le composant C, ident i f ie  B la  methyl-COPI &ductase contenpt  deux moles de 

F 430. 

l Mtgyl $et tmmf&r4 pmmquer jint&rale%ment dans le m$theuns, le g m u m t  

cdlrborqrl Btant converti en COn (Figure 5). LtactState est supposa entrer dam 

la ,  cycle d e r i t  par E S C W  e t  a., (1984). au niveau de l a  fonction du 

CH3-FAF, BIPL;Es on ne dispose actuellement d'aucun renseignement concernant l e s  

&tapes intermédiaires. 



Dans les fermenteurs, le méthane généré provient pour 70% de la décar- 
boxylation de l'acétate et pour 30% de la réduction du CO2 par 1'H2. 

D'un point de vue métabolique, on distingue deux types bien distincts de 

méthanog6nes (Tableau III) . 

Tableau III. Substrats de croissance des bactéries méthanog&nes 

(d'apr&s BALCH et a., 1979) 

Souches bactériennes Substrats de croissance 

Nethanobacterium jormicicum HZ, formate 
bryant i i HZ 
thermoautotrophi cum HZ 

Rethanobrevibacter muninatium HZ, formate 
arboriphi Z icus HZ 
smithi i HZ, formate 

Rethanococcus vannieZZi 
vo Ztae 

F4ethanomicrobium cariaci 
marisnigri 

HZ, formate 
HZ, formate 

Ha, formate 
HZ, formate 

NethanospiriZZum hungatei HZ, formate 

Flethanosarcina barker i HZ, méthanol, méthylamines, acétate 
maze i Acétate, méthanol 
thermophi Za Acétate, méthanol 

Methanothrix soehngenii Acétate 

- Les acétoclastes qui clivent l'acétate sont hétérotrophes et poussent 
sur un nombre limité de substrats à un ou deux atomes de carbone: méthanol, 

méthylamines, acétate. 

- Les hydrogénophiles sont autotrophes et forment du méthane par réduction 
du CO2 avec l'Ha comme source d'électrons. Certaines hydrogénophiles utilisent 

également l'acide formique. 

Leurs propriétés cinétiques respectives sont partiellement dues aux 

changements d'énergie libre différents des réactions de méthanogénèse (Tableau 

IV). 



Tableau I V .  Paramètres cinétiques des bactéries méthanogènes 

Espèces Temps de doublement Ks ($4) (a) Substrat 
(h l  

arboriphi t i cus (1) 
barkeri (2) 
themnoautotrophicum (3) 
themnoformicicum (4) 
mazei MC3 (5) 
soehngeni i (6) 

themnophi ta CHT15 (7) 
kungatei J F 1  (2) 

(8) 

H2IC02 
H21C02 
H2IC02 
Formate 
Acétate 
Acétate 
Acétate 
H21C02 
Formate 

(a) Ks : constante d' affinité apparente 
(1) KRISTJANSON et gG., (1982) 
(2) ROBINSON et TIEDGE, (1984) 
(3) S~HOENHEIT et a., (1982) 
(4) TOUZEL et gG. , (1988) 
(5) TOUZEL et ALBAGNAC, (1983) 
(6) ZEHNDER et gG., (1980) 
(7) TOUZEL et &. , (1985) 
(8) VERDIER, (1989) 

Dans des conditions standards, l'énergie libre AG; de la décarboxylation 

de l'acétate est de -28.2 kJ. mole-1 alors que AG; de la réduction du CO2 est 

de -139.2 kJ. mole-1 (Tableau V) . Ainsi, la dernière réaction est plus favorable 
à la croissance bactérienne. 

Tableau V. Energétique des réactions méthanogènes 

Réactions 

4 H2 + CO2 - CH4 + 2 Hz0 - 13992 
4 HCOO- + 2 H+ - CH4 + CO2 + 2 HC03- - 126,8 
HCOO- + 3 H2 + H+ - CH4 + 2 H20 - 134.3 
4 CO + 2 H20 - CH4 + 3 CO2 - 185,i 
4 CH30H - 3 CH4 + CO2 + 2 H20 - 102,5 
CH30H + H2 - CH4 + H20 - 121,l 
4 CH3NH2 + 2 H20 + 4 H+ - 3 CH4 + CO2 + 4 NH4+ - 101.6 
2 (CH3)2NH + 2 H20 + 2 H+ - 3 CH4 + CO2 + 2 NH4+ - 86.3 
4 (CH3)3N + 6 H20 + 4 H+ - 9 CH4 + 3 CO2 + 4 NH4' - 80.2 
2 CH3CH2-N(CH3)2 + 2 H20 - 3 CH4 + CO2 + 2 CH3CH2NH2 - 70,O 
CH3COO- + H20 - CH4 + HC03- - 28,2 



1.3.2 Transfer t  interspécif ique dfhydrog&ne 

L a  transformation de l'hydrogène e s t  une réact ion biochimique importante, 

réaliséepardesgroupestrophiquesbactérienspendantladécompositionanaérobie 

de l a  matière organique. L e s  micro-organismes consommant l'hydrogène sont d'une 

grande importance puisqu ' i l s  maintiennent une f a i b l e  pression p a r t i e l l e  en 

hydrogène et permettent a i n s i  l e  fonctionnement de réactions biologiques qui 

ne se produiraient pas ou sinon en raison des conditions thermodynamiques 

défavorables. L e s  r e l a t ions  syntrophiques en t re  les u t i l i s a t r i c e s  d'hydrogène, 

e. g. , les méthanogènes , et les productrices d' hydrogène, e. g. les bac tér ies  

O. H. P .A,  déplacent toute  l a  balance de fermentation d'un subs t ra t  primaire vers  

un meilleur usage de son contenu énergétique (THAUER e t  d . ,  1977). 
L e  terme t r a n s f e r t  interespèces d'hydrogène e s t  habituellement u t i l i s é  

pour des systèmes dans lesquels laprésence  d'une ouplus ieurs  espèces consommant 

l'hydrogène, altère de façon s ign i f i ca t ive  le métabolisme d'un organisme 

fermentatif vers  l a  production de composés plus oxydés. 

LOVLEY e t  KLUG, (1983), ont montré que l e s  bactér ies  sulfato-réductr ices  

concurrençaient les bactér ies  méthanogènes en présence de su l f a t e .  L ' inhib i t ion  

apparente de l a  méthanogénèse par l e s  bactér ies  sulfato-réductrices a é t é  

a t t r ibuée  à l a  t o x i c i t é  des sulfures ,  à des principes thermodynamiques ou à 

une compétition cinét ique pour l e s  subs t ra t s  (KRISTJANSSON e t  a . ,  1982). Ils 

ont montré que les bac tér ies  sulfato-réductrices présentaient en général des 

constantes d ' a f f i n i t é  apparente ( K s )  pour l e s  subs t ra t s  (H2 e t  acé ta te )  plus  

f a i b l e s  que l e s  méthanogènes. Ainsi, ces organismes peuvent e x i s t e r  en coculture 

en présence d'un excès d'hydrogène e t ,  quand l'hydrogène e s t  l imi tan t ,  l a  

sulfato-réductr ice e s t  capable de concurrencer l a  méthanogène grâce B son 

a f f i n i t é  plus f o r t e  pour le  substrat .  Ceci pourrai t  expliquer pourquoi l a  

formation de méthane e s t  apparemment inhibée par l ' a c t i v i t é  des bac tér ies  

sulfato-réductr ices  dans des habi ta t s  r iches en s u l f a t e  où l e s  concentrations 

en HP e t  acé ta te  sont  fa ib les .  

RONBINSONet TIEDJE (1984) ont suggéréqueles  sulfato-réductricesentraient 

en compétition avec l e s  méthanogènes pour l'hydrogène l imi tan t  à cause d'une 

plus f o r t e  a f f i n i t é  e t  d'un turn-over pour l'hydrogène. 

PHELPS et  d . ,  (1985). ont démontré que pendant l a  croissance d'une 

coculture de Methanosarcina barkeri ,  DesuZfovibrio uulgaris  diminuait l a  

méthanogénèse à cause du t r ans fe r t  d'hydrogène l i e  à l a  réduction du su l f a t e .  

Les sulfato-réductr ices  croissent ,  v i a  l e  t r ans fe r t  interespèces d'hydrogène, 



Figure 6 .  Diagramme du flux carbone e t  du flux d'électrons montrant lf impo%anee de la  
juxtaposition des productrices dpH et des méthanogènes dans la nature. 

(df après CONRAD et  a l . ,  1985) 



en utilisant les équivalents réducteurs produits par les méthanogènes poussant 

sur substrats organiques. Leurs résultats ne décrivent pas une intéraction 

métabolique synergique mais plutôt un comportement antagoniste ou compétitif 

basé sur la perte du donneur d'électrons potentiel, l'hydrogène, pour la 

méthanogène. Ainsi, en coculture, D. uuZgaris semble maintenir la pression 

partielle en hydrogène assez basse pour déplacer la constante d'équilibre 

apparente du système rédox de la méthanogène, de sorte que des quantités 

considérables d'hydrogène soient produites et que plus de substrat soit oxydé 

en CO2 au lieu de m6thane. 

CONRAD et d., (1985), ont émis l'hypothèse d'une association physique, 
une juxtaposition, des bactéries 0.H.P.A et des méthanogènes utilisatrices 

d'hydrog&ne dans les flocs ou les boues (Figure 6). Ainsi, la plupart de 
l'hydrogène produit est directement consommé par les méthanogènes adjacentes 

avant qu' il ne diffuse en dehors de la matrice du floc (pool commun d' hydrogène) , 
créant des microenvironnements dans lesquels la pression partielle en hydrogène 

est plus faible que celle mesurée en phase liquide. 

1.3.3 Conclusion 

La fermentation méthanique est réalisée par un consortium de micro- 

organismes & l'intérieur duquel se créent des intéractions multiples qui 

permettent à chaque organisme de valoriser au mieux, dans des conditions 

anaérobies, l'énergie disponible dans la matière organique. Parmi cette com- 

munauté, les bactéries méthanogènes apparaissent comme les partenaires 

essentiels associés A tous les organismes (hydrolytiques, acidogènes, 

acetogènes) et jouentunrôle fondamentaldansl'écologiedusystèmeencontr~lant 

toute la dynamique des réactions et dans sa finalité de procédé producteur 

d'énergie. 

2 . DIFFERENTS PROCEDES DE METHANISATION 

Au sein de populations mixtes, les méthanogènes sont mises en oeuvre 

industriellement pour la conversion de la matière organique résiduaire en un 

mélange de méthane et de gaz carbonique appelé communément le biogaz. Dans le 

procédé anaérobie, contrairement à l'épuration aérobie, la balance énergétique 

n'est pas favorable à la croissance de la communauté microbienne. A peine 10 
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rés idusir 

Figure 7 .  Procédé contact 



à 20% de l ' éne rg i e  l i b r e  de l a  charge polluante éliminée sont  u t i l i s é s  p a r  les 

micro-organismes pour l e u r s  besoins vitaux. En revanche, c ' e s t  c e t t e  balance 

énergétique défavorable qu i  j u s t i f i e  l ' i n t é r ê t  i n d u s t r i e l  du t ra i tement  

anaérobie : 

- le méthane produit  conserve jusqu' 8 80% de 1' énergie  l i b r e  de l a  charge 

polluante.  

- l a  production de boues peut être jusqu'à 5 f o i s  i n fé r i eu re  à c e l l e  du 

procédé aérobie  . 
L e  but  p r inc ipa l  du réacteur  biologique est d'amener le subs t r a t  e t  les 

enzymes en contact  é t r o i t  pendant une durée su f f i s an t e  pour permettre aux 

réac t ions  de seproduire .  Dans les procédés de fermentation anaérobieméthanique, 

des temps de ré ten t ion  microbienne longs sont  nécessaires  à cause de l a  l en t eu r  

de croissance des méthanogènes. 

L e s  réacteurs  anaérobies ont  été spécialement conçus pour le  t ra i tement  

d'eaux rés idua i res  concentrées, tous  ces  réacteurs  peuvent traiter des charges 

volumiques in fé r ieures  à 10 kg de DCO. m-3. j-1, pour le  procédé contact  e t  

a t t e ignan t  35 kg de DCO. m-3. j-l , pour l e  f i l t r e  anaérobie. D '  après le  mécanisme 

de r é t en t ion  de l a  biomasse, on peut les c l a s se r  en réacteurs  à cu l tu re  l i b r e  

et  réac teurs  à fi lm f ixé .  

2.1.1 RCacteurs à culture l ibre  

Développé dans les années 1950, l e  procédé contact  peut être d é c r i t  comme 

un réac teur  infiniment mélangé avec une rec i rcu la t ion  des so l ides  biologiques 

pour ob ten i r  une biomasse plus  importante pendant des temps de ré tent ion longs 

(Figure 7 ) .  C e  procédé est adapté au traitement s o i t  d ' e f f luen ts  concentrés à 

teneur é levée en matières en suspension dégradables, s o i t  d'eaux rés idua i res  

naturellement chaudes. 

L a  p r inc ipa le  limite du système est occasionnée par  l e s  d i f f i c u l t é s  

d 'ob ten i r  une bonne décantation des boues, notamment quand un brassage in tense  

est nécessaire  pour l 'hydrolyse des sol ides .  



C H 4  + C O 2  

- 
Décanteur C Eau épurée 

L i t  de boues 

Effluent 2 

Figure 8 .  Fermenteur à lit de boues, type U . A . S . B  

Effluent 

Figure 9.  F i l t r e  anaérobie, type upflow 



Z1.1.2 Réacteurs à li t de boues 

Il a été développé en Europe sous la dénomination U. A. S. B (Upflow Anaerobic 

Sludge Blanket) (LETTINGA, 1980) . L ' effluent passe de bas en haut à travers 

une zone dense de boues granuleuses puis dans une zone moins dense de boues 

particulaires floculées. 

Le réacteur est équipé d'un séparateur gaz-solides, ou décanteur, situé 

B la partie supérieure permettant la skparation du gaz des boues et le retour 

des particules dispersées dans un compartiment de décantation (Figure 8). Ainsi, 
la biomasse active est maintenue dans le réacteur avec des valeurs élevées de 

SRT (temps de rétention des solides) indépendamment du HRT (temps de séjour 

hydraulique). 

Ce procédé est mondialement appliqué autraitementd'effluents deBrasserie, 

Distillerie, Sucrerie et des Industries de transformation de la pomme de terre 

( M T  et HABETS , 1987) . 
Le développement des boues granuleuses dépend des caractéristiques de 

l'effluent et de l'inoculum utilisé pour le démarrage (DE ZEEUW et LETTINGA, 

1981). Les temps de séjour hydrauliques sont de 4 à 24 heures pour des charges 
organiques de 5 Zi 15 kg de DCO. m-3. j-1. 

2.1.2 Rdacteurs A film fixé 

Un autre moyen d'obtenir des temps de rétention élevés (nécessaires pour 

le développement des méthanogènes) pour un faible temps de séjour hydraulique 

(intervenant dans l'économie du procédé) est de fixer les micro-organismes sur 

un support solide. 

L'effluent à traiter traverse, soit selon un flux ascendant (type "upflow" ) , 

soit selon un flux descendant (type "downflow" ) le digesteur rempli de matériau 

de garnissage (graviers, brique, anneaux plastiques, mousse de polyurétha- 

ne, . . .)( Figure 9 ) .  Le milieu solide sert à la fois de surface d'attachement 

des micro-organismes et de piégeage dans l'espace interstitiel des flocs non 



tT- Eau épurée 

Eau résiduaire I I 

Figure 10. Lit expansé/fluidisé. 



Tableau VI. Installations industrielles 

Procédé Type Charge volumique HRT Support 
d'effluent (kg DC0.m-3. j-1) (h) (a) 

Wb) 

Elimination 
de la DCO 

(%) 

Brasserie 

U.A.S.B Amidon 

Sucre 

Pomme de Terre 

Filtre Gluten d ' amidon 3.8 O.g(b) Graviers calibrés 64 
(295 tt 7.6 cm) 

Anaérobie Distillerie de rhum 8 * 9 7-8(b) Milieu synthétique 7 5 
vinylique 

Upf low Chimique 10,4 1 5(b) Anneaux plastiques 90 

Lit Industrie du soja 13 <24(a) Sable - 
(0.4 mm) 

Fluidisé Embouteillage 9.6 6(a) Sable 77 
iO96 mm) 



f ixés .  L a  biomasse anaérobie retenue convert i t  à l a  f o i s  l a  matière organique 

soluble  e t  les matières en suspension de l ' e au  rés iduai re  en CH4 e t  H2 quand 

le  f lux  passe à t ravers  l a  colonne. 

L e  matériau support sélect ionné do i t  présenter un rapport  surface/volume 

élevé pour fournir  une grande surface d'attachementdubiofilmtoutenmaintenant 

un volume i n t e r s t i t i e l  su f f i san t  pour empêcher l e  colmatage s o i t p a r  l e s  so l ides  

en suspension non dégradés, les préc ip i  t é s  minéraux de 1 ' e f f luen t ,  s o i t  p a r  l a  

biomasse qui  s e  développe au s e i n  du réacteur. Cependant, l a  sé lec t ion  du 

matériau dépend sur tout  des carac tér i s t iques  de l ' e f f l u e n t ,  des concentrations 

en matières en suspension e t  de l a  composition organique. 

Dans le  réacteur B lit f l u i d i s é ,  l a  biomasse ac t ive  e s t  présente sous 

forme d'une biocouche recouvrant des par t icu les  de matériau i n e r t e  ( sab le ,  

a r g i l e ,  charbon a c t i f ,  ...) maintenues dans un é t a t  f l u i d i s é  par un recyclage 

cont ra lé  de l ' e au  résiduaire  épurée (Figure 10). Il d i f f è r e  du f i l t r e  anaérobie 

par  le  f a i t  que l a  rétent ion bactérienne n ' e s t  r éa l i sée  que par attachement 

des micro-organismes aux par t icu les  e t  non par piégeage. 

L e  lit f l u i d i s é  modèle d o i t  u t i l i s e r  des p e t i t e s  par t icu les  légères ,  

f a c i l e s  B f l u i d i s e r  e t  présentant un rapport surface/volume élevé. Il e x i s t e  

cependant une t a i l l e  et/ou une densi té  minimale pour é v i t e r  l e  lessivage qui  

se produit  s i  l a  densi té  de l'ensemble support-biomasse devient t rop f a i b l e ;  

de p lus ,  les par t icu les  plus légères  peuvent ê t r e  f lu id i sées  avec des v i t e s ses  

de f lux  f a ib l e s ,  induisant une réduction de l a  v i t e s s e  de recyclage nécessaire 

pour a t t e ind re  un temps de séjour  hydraulique donné. 

C e  type de réacteur a été u t i l i s é  pour l e  traitement des eaux ne contenant 

pas ou peu de so l ides  en suspension (Brasserie, Indus t r ies  de production de 

levures,  d 'extract ion des protéines du so ja ) .  

LetableauVI donnequelques exemplesdesperformances obtenues en réacteurs  

B cul ture  l i b r e  et fi lm f ixé  B l ' é che l l e  indus t r i e l l e .  



Tableau V I I .  Caractéristiques des supports u t i l i s é s  en procédés A film fix6 

- - 

Type de réacteur Nature du support Tai l le  Surface spécifique Porosité Référence 
(mm) ( m2/m3) (%) 

Anneaux de verre 15-30 21000-32000 95 BREITENBUCHER e t  a . ,  
f r i t t é  (SIRAN) (1989 

F i l t r e  Graviers-Pierres 6-40 100 40 HENZE e t  HARREMOES 
( 1983 

Anaérobie Anneaux plastiques 30x30 230 95 BORIES e t  a . ,  
FLOCOR ( 1982 

Mousse de polyuré- pores: 2.5 95 
thane 

L i t  Sable 0.1-0.7 2500-4000 40 HENZE e t  HARREMOES 
( 1983 1 

Fluidisé Charbon ac t i f  0,  55-0.65 60 



Tenips (jours) 

Figure 11. DCeilratra~ar @un r4actaur 4 film fixe sur eawr &e blanchiraent de pois 

(A 3SeC; l& txlo/l; v o l m  da daetsrur O, 8 & 1,23: $uffgcelVolpmom100 & 15O m"mg) 
( d ' â p d ~  V)rW DEH BERE et RER!EDY, 1982) 



2.2.1 Caractéristiques e t  implication du support 

B cu;tturet 

e o n t a ~ t  (43urPatce/Voluig), leur porasit$ (J VA&), WB 8w11i lerus nat.ure 
et chiriqwa, (Tablew V U )  . 

- UR rapport surfa&~/vuluse 651~6 6gt favorable B la r 6 t ; ~ ~ t t S o n  d'une grande 
t i t B  de bactleries dans le eac teur .  

- La rugosit4 de le surface joue un rôle priaiordiaaï, tainsi que la  capaci t4 

relargs de PPinQrsux par un matc5riau corne 1 ' argile (VAN DEN BERG et KBWEDY, 

1980). Les micropores prlSsents P l a  surface de cartaîns i~at6riarux suppostaa 

(charbon actif, brigue,. . . ) sont autant de sites favorables B l'adsorption. 

- La porosité das supports concerne de= points distincts: 

- le X dies vide que laisse 1s rs\spport dans 1s dig~strsur 
- l a i  t & l L e  dm ojrifîcars du support. 

L w  I I ( L ~ ~ F ~ C U I X  off rmt un volume mort r&Wt, d' otf un volume arf Picam lfpoup 

Permmtatdai~ plcutf.mai, ssrblent pr4PQmblrasr. h s  aat83iciaujr de gamisaap 

. 
Lss caracteristiques lava iguppo~t bgçterfCIOI agissent sue: 

- les vitesses de dbarrage 4h la inéthanisation. VAN BERG et KENNEDY 

(1982) ont observ4 que les &acteurs de verre btafent plut  lents  & démmrer, 

probablesent & cause de l a  di f f icul t6  des bacteries B s' adsorber sur une surface 

inerte lisse. Ils ant &galeaient mont& que l e  PVC, support tds  u t i l i sb  dans 

le t ra i ta ten t  biologique des eaux &siduaires. 6 t a i t  meilleur que le verre en 
tant  que support m a i s  nettement moins bon que l ' a r g i l e  e t  le polyester perforé 

(Figure 11). Dans le cm de l ' a rg i l e  et du polyester perfora5, la rugosith et 
la  porositB de surface du support jouent un rôle pri,mordial dans la Mtention 

de l a  bioaaaarse, a lors  qu ' i l  n'existes pas de pi88gage interstitiel avsc le  
support tubulaire en PVC pour lequel l'attachement bacUrien est directentent 
l i B  aux intbractions bacteries-support (MüRRAY e t  VAN Dm BERG, 1981). 



- 

- les performances de mbthanisation et leur temps d'obtention. VAN DEN 

et LENT2 (1980) ont aontr6 que les reacteurs d' argile cuite atteignaient 

une performance maximum en 1 B 3 mois par rapport B 7 mois pour le PVC et 10 
B 14 mois pour le verre. Ils ont observe la formation d'un film plus uniforme 

SUF l'argile que sur le verre; de plus, le film sur l'argile ne se d6ganiit 

psis ausoi facilenieunt que sur le verse entraînant une stabilit6 pl- @Q du 

prcrcede (Tableau VIII) . 

Tsb2eau VIII. Effet du support sur la performance des réacteurs B film fixe 

(dtapriSs VAN DEN BERQ et UiWZ, 1980) 

Support du film 

Argile Verre PVC 

Dfan6tx-e du tube (m) O, 028 O, 016-0.075 O, O25 

Rapport Surface/Volume 140 105-250 160 

Temps d'obtention de la 30-90 300-400 200 
chargs -mate (3) 

Charge! maximale 12-18.1 8-26.5 11.5 
(Irg m/E33.j) 

c) En s~lslpasion 

2.2.2 Importance de l'ense~~encemcnt des digeste- 

des x%acteurs anaérobies peut 6tre attribub B trois principaux 

- la qualit4 de l'inoculum en terme de quantitb de micro-organiar~~es 

adaptables 1 'effluent. 

- la vitesse d'adaptation de ces micro-organismes B l'effluent. 



- la vitesse de croissance des micro-organismes pendant et après la période 
d'adaptation, en relation avec la perte de bactéries en sortie (VAN DEN BERG 

et KENNEDY, 1982); la vitesse de développement après la période d'adaptation 
est fonction de la vitesse de croissance nette/taux total dépendant de la 

composition de l'effluent pour une température donnée moins la fraction de 

bactéries perdues en sortie. 

La quantité totale de bactéries adaptables à l'effluent est un paramètre 

important : 

-unapportéquil ibréennutr imentsestessentielpourobteniruneadaptat ion 

rapide et des taux de croissance des micro-organismes élevés. 

- plus les micro-organismes d'ensemencement sont sélectionnés selon leur 
aptitude de dégradation d'un substrat donné, plus le temps d'adaptation des 

boues sera court. 

Cependant, GORRIS et a., (1988) ont étudié l'influence de différents 
types d ' inocula bac tériens sur le développement du biof ilm dans un lit f luidisé 
et ils ont observé une formation et une composition du biofilm similaires 

quelque soit l'inoculum appliqué. 

2.2.3 Influence de la composition de l'effluent sur la présence des 

populations bactériennes 

- ZELLNER et WINTER (1987a) étudiant la dégradation du lactosérum ont 
observé la présence d'organismes différents en plus des quatre souches théo- 

1 riquement suffisantes (Tableau IX). Quand le digesteur était alimenté par du 

lactosérum, le biofilm recouvrant les billes d'argile était constitué 

exclusivement de bacteries filamenteuses type Methanothrix soehngenii et 

1 occasio~ellement de bâtonnets de Methanobrevibacter arboriphiticus. Le rem- 

l placement du lactosérum d'alimentation par le perméat de lactosérum a fait 

disparaître la couche de Methanothrix soehngenii, remplacée par Methanosarcfna 

sp., probablement B cause du pH plus faible (ZELLNER et gL. , 1987b). Cependant, 
Methanosarcina sp ont été retrouvées en suspension et occasionnellement piégées 

dans les pores du support, aucune adhésion significative des autres bactéries 

! ne s'est par ailleurs produite. 



Tableau IX. Populations de bactér ies  fermentatives, acétogènes e t  
méthanogènes dans un digesteur à lactosérum 

ZELLNER e t  d.. CHARTRAIN e t  ZEIKUS, 
1987a 1986 

Type de F i l t r e  anaérobie Réacteur infiniment mélangé 
diges t eu r  upflow 

Support: b i l l e s  
d ' a r g i l e  

Espèces Lactobaci 2 tus Leuconostoc mesenterofdes 
u t i l i s a n t  l e  I s o l a t  non i d e n t i f i é  KZebsieZZa oxytoca 
l ac tose  Ctostridium butyricum 

Dégradation DesuZJOovibrio Organismes 0.H.P.A: 
Groupes du l a c t a t e  Eubacterium Zimosum DesuZJOovtbrio ~ Z g a r i s  
trophiques Ctostridium propionicum 

Méthanogènes Methanothrix Methanothrix soehngenii 
ac6toclastes  soehngenii Methanosarcina barkeri 

Méthanogènes 
hydrogénophiles 

Methanobacterium formicicum 
Nethanosarcina 
PlethanosviriZZum 

- GORRIS e t  d . ,  (1988) qui  ont étudié l a  dégradation de plusieurs  acides 

gras  v o l a t i l s  (acé ta te ,  propionate, butyrate) ou d'un cocktai l  de ces acides 

en lit f l u i d i s é ,  ont remarqué dans tous l e s  cas une prédominance de Methanothrix 

soehngenii avec par fo is  des microcolonies de divers types bactériens piégés 

dans les filaments (Tableau X ) .  

Tableau X. Quanti tés  r e l a t ives  de méthanogènes e t  de non méthanogènes 
dans les boues de l i ts f lu id i sés  a l ' é q u i l i b r e  en fonction de 
l a  composition de l ' e f f l u e n t  (d 'après GORRIS e t  a . ,  1988) 

Source de 

Carbone 

Proportion r e l a t ive  (% de biomasse t o t a l e )  

Methanobacterium Methanothrix Methanosarcina Non 
méthanogènes 

Mélange dlA.G.V: 
Acétate 8.4 mM 
Propionate 2.3 mM 5 .1 94 0.9 
Butyrate 1 ,9  mM 

Acétate 17,8 mM O, 2 98 1 , 8  - 
Butyrate 6.4 mM 11.2 62.5 6 7  1925 

Propionate 9.6 m~ 43.6 2.7 11.8 



- Dans un méthaniseur thermophile d'effluent lignocellulosique, Metha- 
nosarcina sp. étaient initialement les méthanogènes acétoclastes dominantes 

dans les conditions de démarrage car elles sont capables de se développer 

rapidement si d'autres substrats comme le méthanol ou les méthanolamines sont 

présents (ZINDER et pL., 1984b). Quand le digesteur a été alimenté en semi-continu 

(Temps de rétention de 10 jours) , Methanosarcina sp. ont été déplacées par 
Methanothriz sp., la compétition étant alors basée sur les Km pour le substrat. 

2.2.4 Effet de paramètres environnementaux sur la production de méthane 

L'acétogénèse à partir d'acides gras volatils (AGV) et la production de 

méthane à partir d'acétate sont les étapes les plus sensibles aux conditions 

environnementales. 

Les acétogènes et les méthanogènes sont des bactéries anaérobies strictes 

extrêmement sensibles à l'oxygène (E.0.S). En général, elles ne croissent que 

quand le potentiel redox du milieu est maintenu à une valeur inférieure à 

- 350mV. L'introduction d'oxygène, mais aussi d'ions minéraux hautement oxydés 
(nitrites, nitrates, sulfates) peut inhiber la méthanogénèse. Dans les 

digesteurs, les conditions anaérobies sont maintenues par des bactéries fer- 

mentatives et hydrolytiques microaérophiles. 

Les bactéries méthanogenes et acétogenes sont également très sensibles au 

pH. La formation de méthane se produit uniquement si le pH est maintenu entre 

6 ,5  et 7.5 , avec un optimum à des valeurs comprises entre 7 et 7,2. 
Dans un filtre anaérobie, les bactéries à l'intérieur du biofilm ne sont 

pas soumises au même pH que 1' effluent ce qui permet d'expliquer la sensibilité 

moindre aux variations de pH. 



BOONE et  XUN, (1987) , ont  observé pour des cul tures  adaptées à pH 7.2, 

qu'à des valeurs de pH supérieures à 8 , 4  ou infér ieures  à 6, l a  dégradation du 

propionate étai t  plus rapide que c e l l e  de l ' a c é t a t e ,  ce dernier  s'accumulant 

a lors .  

HUSER et gL., (1982). on t  affirmé que l a  chute d'un réacteur de type 

U.A.S.B é t a i t  souvent occasionnée par  une diminution du pH, notamment en ce 

qui concerne l a  dégradation du propionate. En e f f e t ,  l 'oxydation de c e t  acide 

est considérablement inhibée pendant une longue période après un choc de pH, 

bien qu'une adaptation des boues s o i t  possible. On suppose que l a  pr incipale  

raison de c e t t e  inhib i t ion  ti f a i b l e  pH e s t  l a  haute t o x i c i t é  des acides gras 

non dissociés  qui deviennent abondants pour des valeurs de pH infér ieures  à 6 

{BUHR et  ANDREWS, 1977) . 
L a  population méthanogène présente dans un digesteur U.A.S.B alimenté par 

un mélange d '  acides acétique e t  propionique peut var ie r  en fonction du pH (TEN 

BRUMMELER e t  pl., 1985) ; à pH 7.5 on retrouve principalement au s e i n  du réacteur  

Rethanosarcina sp. a l o r s  qu'à pH 6,  50% de l a  biomasse, essentiellement 

représentée par  Methanothriz soehnqenii adhéraient aux parois du réacteur.  Un 

pH in fé r i eu r  $ 6 a f fec te  l a  formation de méthane sans empêcher l a  production 

d'acides,  cer ta ines  bactér ies  acidogènes é t a n t  encore ac t ives  à pH 4-4.5. 

L'accumulation d'acides simultanée à une ba isse  de pH a un e f f e t  l é t h a l  su r  

les bac tér ies  acétogènes e t  méthanogènes. 

L a  méthanogénèse se produit dans une l a rge  gamme de température comprise 

en t r e  O e t  95°C. Cependant, aucune méthanogène acétoclaste  capable de s e  

développer au dessus de 6 5 ' ~  n ' a  jamais é t é  déc r i t e ,  l a  production de méthane 

est due seulement à l a  réduction du CO2 à ces températures. 

En prat ique,  l a  fermentation des e f f luents  e s t  r éa l i sée  dans deux gammes 

de température: 

- l a  gamme mésophile (30 à 4 0 ' ~ )  u t i l i s é e  dans l e s  in s t a l l a t ions  indus- 

trielles (Température optimale de 35 ' C )  . 
- l a  zone thermophile dont l'optimum admis pour l a  méthanogénèse est de 

5 5 ' ~ .  c e t t e  l imi t e  é t a n t  imposée par l e s  bactér ies  acétoclastes  t r è s  sensibles  

à l a  température. VAN DEN BERG e t  KENNEDY (1982) ont é tudié  l e s  e f f e t s  de l a  

température s u r  l e s  performances des réacteurs à ce l lu l e s  f ixées e t  i ls  ont 

observé que l a  performance de ces réacteurs augmentait linéairement avec l a  



température dans une gamme de 10 à 3 5 ' ~ .  Dans l a  nature l ' e f f e t  de l a  température 

su r  les micro-organismes s u i t  une l o i  exponentielle, l ' e f f e t  l i n é a i r e  observé 

peut ê t r e  l e  r é s u l t a t s  de fac teurs  divers:  

* le  film de biomasse peut augmenter avec l a  réduction de température 

* l a  rés i s tance  de diffusion dans l e  film peut décro î t re  davantage avec 

l ' a c t i v i t é  microbienne qu'avec l a  température 

* les bac tér ies  méthanogènes qui ne sont pas en phase exponentielle de 

croissance ont des a c t i v i t é s  qui augmentent à peu près linéairement avec l a  

température. 

L a  fermentation méthanique e s t  sensible  à de nombreux composés, on peut 

c i t e r  l e  formaldéhyde, l e  fu r fu ra l ,  le  phénol e t  s e s  dérivés,  les s u l f i t e s ,  

l'ammonium, l e  cyanure (HENZE e t  HARREMOES, 1983). L ' u t i l i s a t i o n  de procédés 

il c e l l u l e s  f ixées s' est avéré un moyen ef f icace  pour l i m i t e r  l e s  e f f e t s  toxiques 

ou inhib i teurs  de ces  composés. Ils to lèrent  des concentrations t r ans i to i r e s  

de composés t e l s  que cyanure, formaldéhyde, ammonium, s u l f i t e s ,  beaucoup plus  

importantes que l e s  réacteurs à ce l lu l e s  l i b r e s  (PARKIN e t  SPEECE, 1983). 

-- 
Dans l e s  sédiments e t  les digesteurs ,  l e s  su l f a t e s  inhibent laméthanogénèse 

(LOVLEY et KLUG, 1983). L'hydrogène fourni par l 'oxydation de l a  matière 

organique e s t  l e  p lus  souvent u t i l i s é  exclusivement par l a  réduction de s u l f a t e  

puisque c e t t e  réact ion e s t  thermodynamiquement plus favorable que l a  formation 

de méthane. Dans ce cas, seu le  l a  réduction du CO2 s e ra  a f fec tée  e t  l a  

décarboxylation de l ' a c é t a t e  se produira encore. Mais, dans cer ta ins  cas  l a  

réduction du s u l f a t e  peut se produire simultanément B l a  réduction du COÎ. Des 

concentrations t o t a l e s  en su l fures  supérieures à 3 mM inhibent l a  formation de 

méthane en cul tures  mixtes e t  pures. Aucune explication n ' e s t  encore disponible, 

l e  s u l f i t e  formé par  réduction du s u l f a t e  pourrai t  p réc ip i t e r  des éléments 

e s sen t i e l s  à l 'é ta t  de t races  comme le  f e r ,  l e  nickel ,  l e  cobalt  ou l e  manganèse, 

rendant ces ions diff ic i lement  accessibles aux bac tér ies  e t  notamment aux 

mé thanogènes . 



22.5.1 Surcharge hvdrauliaue- 

Toute var ia t ion  du débi t  d 'entrée engendre une var ia t ion  du temps de 

séjour .  S i  le  débi t  augmente brutalement, l e  temps de séjour  chute ce  qui peut 

en t ra iner  un lessivage des boues e t  donc le déséquilibre du système, l a  charge 

volumique n 'é tan t  a lo r s  plus en accord avec la  quant i té  de boues dans l e  

réacteur.  Su i t e  à ces f u i t e s  de boues, à même charge volumique entrante ,  l e  

système se retrouve a lo r s  en surcharge massique. 

Une alimentation t rop concentrée en matières organiques par  rapport à 

l ' a c t i v i t é  e t  à l a  quant i té  de bactér ies  présentes provoque une accumulation 

d'AGV dans le  digesteur.  En pratique, c e t t e  surcharge peut ê t r e  causée par:  

- une bru ta le  augmentation de l a  charge d'alimentation (en déb i t  e t /ou en 

concentration de D.C.0) 

- un démarrage t rop rapide 

- une var ia t ion  de l a  composition du subs t r a t  entraînant  des problèmes 

d'adaptation des boues 

- un lessivage de l a  biomasse 

- une chute du pH dans l e  milieu. 

En cas de surcharge, l e s  bactér ies  acidogènes possédant une v i t e s se  de 

croissance élevée vont s 'adapter  très rapidement, produisant un excès dfAGV. 

Par contre,  comme les bactér ies  acétoclastes  se développent t r è s  lentement, on 

a s s i s t e  à une accumulation d'acide acétique, premier symptbme de l a  surcharge 

du digesteur ,  avec par fo is  apparit ion simultanée de propionate résiduel .  

En e f f e t ,  l a  dégradation du propionate nécessi te  à l a  f o i s  une pression 

p a r t i e l l e  d'hydrogene très f a i b l e  et l 'absence d 'acétate .  Ultérieurement, on 

observe l'accumulation d'acides gras  à plus longue chaine (butyrate,  va léra te ,  

caproate) puis  une chute du pH, l e  pouvoir tampon du digesteur é tan t  a l o r s  

in su f f i san t  ce  qui entraîne des perturbations du processus fermentaire. A ce 

s tade ,  la  restaurat ion du fermenteur e s t  souvent longue et  d i f f i c i l e  (HUGHES, 

1979) 
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Ainsi, les Plethaniseurs B bacteries fixées ont prouve leur  eff icaci t4  "a 
1 * &quilibre* , c ' est-&-dire lorsque l a  fixation de la population bacthrienne 
sur 14 matériau support egt termin&. PEU. contre, ce t  4 ta t  d'@uilibre n 'est  

a t t e i n t  qu'agrfls une pbriode assez longue d'adaptation, de multiplication e t  

de fixiertîon dans le &acteur d'un ensemencement bmtQrien. Ce  dernier, pot& 

des raisons praeiques, est souvent apportCa en fa ib le  quaurtitb et sow fora@ 

d'une population mixte mêthanog&ne gui n'est pas adaptée & la d4graibtion des 

pol lumts  organiques pr6srents dans l 'eau résiduaire B 8purer. ûn peut donc 

rafsonn&l~ntes~rerraccourcirlad~ &mise enservice desinstallationer 

industrielles en niaxiaisant la  rétention de ces micro-organismes dans les 

réacteum, ces derniers sont en e f fe t  aiiment6s en continu et  leurs performances 

snn* directement proportionnelles B l a  densite de bacteries que l 'on peut y 

confiner . 

L'adhésion bacterienne B un interface solide-liquide peut-etre ddcri te 
comme un phénomène B quatre Btapes (Figure 12): 

- Tout d' abord, les cellules doivent approcher de l a  surface par dif  ferents 

dcanismes de de masse: 

* par diffusion, les bact&ies exhibant un 1 p o u ~ t  Brownien qui I 
expliquerait les contacts au hasard des bacthries avec l a  surface. 

* par convection; ce transport est assura par le flux liquide. 

* psr sédimentation; l a  sedimentation n 'est  si$nificatdve que pour 
des bacteries relativement grandes ou formant des agr&gats (MA1ISHAU, 1986) . 

* par chimiotactisme . 
- Les inthractions physicochimiques conduisent alors B l a  rétention des 

cellules par l a  surface, c ' es t  divis& en deux etapes: 

* tout d' abord, 1' adhésion réversible qui assure le maintien du 

Brownien bidimensionnel des bacteries qui peuvent encore 4t re  d6t 

les forces de cisaillement du courant liquide. 

* suivie d'une adhdsion irr4versible 00 les cellules ont perdu l eur  

mouvement Brownien et  ne peuvent plus Atm en t ranées  par un cisaillement modéré 

et a* II ZR23  * 



- Les  structuresa extracellulaires ( f i b r i l l e s  ou polym&res) peuvent m- 
forcer l'aüh&sion en fomnant un pontage entre les deux surfaces, c'est 1% 

m. kpmdrult, ALLISON et SUTHERLAWD (1987) ont mn t ré  que bien 

que les polysaccharides soient essentiels pour le: dé5veloppement du f i l m  en 

surface, U s  ne le  sont pas pour 1'scdhBrision in i t i a le .  

- LB f'4rmatltan biafilai; quand l e s  cellule8 sont f'eneeaient attach4ies, 
elles se multiplient et les cellules f i l l e s  restent  liées les unes aux autres 
entraînant la  colonisation du support. Si les bactbries sont faiblement 
attachées, c'est-&-dire de façon réversible, les cellules nouvellement formées 
seront partiellement lib$r&s dans l e  milieu. 

on% 6t;B r9li- pour c a l l ~ s s  1' 

I 
~~t 1'- de 1' wtm. IBie dfstinctîa est Faite mtrrs letu fore- e s o s u t t  
Bt &Sstm~e da s4pm&tiion ( 3  Inn) et Icata fo  a%Sm9nt % cMstance 
(RViTfB et VINî'ZHT, 1980: TADB03, 1980). Onr d2gipose a i n s i  de deux types 

d'appewhes pbur dkrilre, ltrsnh&fon initiale: 

- la thihrie D.L.V.0 des fnt&reetfons agissant B longtm distance 



Faible force ionique 

\ maximum primaire 

minimum secondaire 

1 
1 minimum primaire 

Force ionique intermédiaire Force ionique élevée 

Distance de 
séparation (nm) 

Figure 13. Variation de l 'énergie l i b r e  d ' intéraction entre  deux surfaces portant une charge de même signe en fonction 
de l a  distance de séparation (df après RUTTER e t  VINCENT, 1980)  



- l 'approche thermodynamique qui  t i e n t  compte des in té rac t ions  agissant  

à courte distance. 

3.1.1 L e s  inthract ions agissant  à longue dis tance 

La théor ie  D.L.V.0 de l a  s t a b i l i t é  col loïdale  (DERJAGUIN et  LANDAU, 1941; 

VERWEY et OVERBEEK, 1 9 4 8 )  peut ê t r e  u t i l i s é e  pour ca lcu ler  l ' énerg ie  d ' i n t é -  

rac t ion  d'une par t icu le  sphérique approchant d'une surface p l a t e  en fonction 

de l a  dis tance de séparation ( H ) .  L'énergie l i b r e  d ' in té rac t ion  Gtot est 

déterminéeparlasommededeux termes: un terme a t t r a c t i f  (GA) dûauxin térac t ions  

de Van der Waals e t  un terme, répulsif  ( G R )  pour des surfaces portant  une charge 

de m ê m e  signe ou pour des distances infér ieures  à 1 niB. dû aux in térac t ions  

é lec t ros ta t iques .  

Quand l a  par t icu le  approche de l a  surface,  e l l e  subi t  une a t t r ac t ion  de 

van der  Waals indui te  par l a  f luctuat ion des dipôles dans les molécules des 

deux surfaces en présence. Cette a t t r ac t ion  augmente quand l a  par t icu le  v ien t  

au contact du support. Cependant, dans l a  plupart  des systèmes aqueux, les 

par t icu les  et l e s  surfaces sol ides  sont chargées négativement e t  l e  maintien 

de l ' é l ec t ron6ga t iv i t é  globale e s t a s s u r é  grgce à u n  équi l ibre  en t r e  l e s  charges 

des deux surfaces et l e s  contre-ions du l iquide  environnant, l 'ensemble 

const i tuant  l a  double couche électr ique.  Quand l e s  deux surfaces approchent 

l 'une  de l ' a u t r e ,  une force répulsive apparaît  à cause du chevauchement des 

doubles couches électr iques.  L'amplitude de l a  répulsion dépend des potent ie l s  

de surface,  de l a  force ionique, de l a  constante d ié lec t r ique  du milieu 

environnant e t  de l a  distance de séparation en t re  l a  par t icu le  e t  l e  support 

(Figure 1 3 )  : 

- A f a i b l e  force ionique, G t o t ( H )  a t t e i n t  un maximum p o s i t i f ,  l e  maximum 

primaire qui const i tue une bar r iè re  énergétique repoussant l a  par t icu le  de l a  

surface e t  empêchant a i n s i  un dépôt dans l e  minimum primaire. 

- Cette ba r r i è re  d 'énergie s ' e f f ace  avecl'augmentation de l a  force ionique 

à cause de l a  contribution rédui te  de GR e t  il e x i s t e  une f o r t e  a t t r a c t i o n  

en t re  l a  surface e t  l a  par t icu le .  A f o r t e  force ionique, l e s  bac tér ies  peuvent 

a t t e ind re  le minimum primaire entraînant  un attachement ferme et  i r révers ib le .  

- A force ionique intermédiaire,  l a  bar r iè re  énergétique e s t  nettement 

plus  f a i b l e  (<IO kT) permettant aux par t icu les  qui contiennent une énergie 



thermique suf f i sante  de passer ce maximum d'énergie e t  de s e  déposer dans l e  

minimum primaire, l e s  au t res  par t icules  s '  adsorbent à une distance de séparation 

supérieure dans l e  minimum secondaire (<5  kT). 

L e s  bactér ies  adsorbées dans ce faibleminimum secondaire s o n t e n  équi l ibre  

avec les bactér ies  en suspension dans l a  phase l iquide ,  l 'attachement dans ce 

minimum est réversible  e t  conserve l a  mobilité des ce l lu l e s  (MARSHALL, 1985). 
Le nombre de ce l lu l e s  capturées dépend de l a  concentration en bactér ies  dans 

la suspension e t  de l a  profondeur du minimum secondaire. S i  l e s  bac tér ies  sont  

p e t i t e s  e t  si l a  suspension bactérienne est peu concentrée, l a  profondeur du 

minumum secondaire peut ê t r e  insuff isante  pour en t ra îner  un dép6t s i g n i f i c a t i f ;  

au cont ra i re ,  s i  l e s  bac tér ies  sont relativement grandes (1 pm de diamètre) e t  

s i  les charges de surface sont f a ib l e s ,  on peut s ' a t tendre  à ce  que l e s  

in té rac t ions  du minimum secondaire soient  assez fo r t e s  pour provoquer l ' a t -  

tachement (VAN LOOSDRECHT, 1988). Cependant, selon RU'ITER e t  VINCENT (1980). 
l e s  par t icu les  ne r e s t e ra i en t  que temporairement dans ce minimum secondaire, 

moins profond que le minimum primaire, l e  temps de résidence de l a  par t icu le  

dépend a lo r s  de l a  profondeur du minimum. D e  plus ,  les longues extensions 

hydrophiles de cer ta ines  ce l lu l e s  bactériennes comme l e s  f i b r e s  de glycocalyx, 

l e s  p i l i ,  ..., peuvent c rée run  pontageentre l a b a c t é r i e e t  l a s u r f a c e ,  permettant 

a i n s i  l e  passage de l a  bar r i&re  énergétique e t  l ' a c t i o n  des forces d ' a t t r a c t i o n  

(COSTERTON e t  I R V I N ,  1981). 

Puisque le calcul  de GR ne considère que l e s  intéract ions de l a  double 

couche é lec t r ique ,  il ne peut ê t r e  appliqué qu'à des distances supérieures à 

1 nm (ROUXHET e t  MOZES, 1990) ; en dessous de ce s e u i l ,  l e s  in té rac t ions  agissant  

B courte distance en t ren t  en jeu. 

3.1.2 Les in té rac t ions  agissant à courte distance. 

Pour de f a i b l e s  distances de séparation ( <  l m ) ,  l 'adhésion d'une par t icu le  

peut être déc r i t e  par les l o i s  thermodynamiques. Selon 1' approche thermody- 

namique, on considère que l 'adhésion crée un nouvel in te r face  Bactérie-Support 

(BS), par rupture des deux interfaces préexis tants ,  c 'es t -à-dire  

Bacterie-Liquide (BL) e t  Solide-Liquide (SL), c e  qui implique un contact 

moléculaire en t r e  l e s  deux surfaces adhérentes. 

L e  paramètre thermodynamique qui gouverne l 'adhésion e s t  l e  changement de 

l ' éne rg ie  l i b r e  de Gibbs qui  peut ê t r e  calculé  en remplaçant l e s  G a  de l 'équat ion 

( l ) ,  par  l e s  énergies in t e r f ac ia l e s  (y) à températures e t  pression constantes: 
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Figure 14. Modèle de YOUNG utilisé pour la détermination des angles de contact 
et le calcul de l'énergie libre de surface des solides. 



AG.z~~=YBs-YBL-YsL ( 2 )  

où y,, représente l'énergie de l'interface Bactérie-Solide 

y,, représente l'énergie de l'interface Bactérie-Liquide 

y,, représente l'énergie de l'interface Solide-Liquide. 

Les valeurs de ces tensions interfaciales sont dérivées de l'équation de 

YOUNG (Figure 14): 

~ L v c o s ~ = ~ . v - ~ s L = ~ s - n e - ~ s L ( 3 )  

où: 8 est l'angle de contact ii l'interface Solide-Liquide 

yLv est l'énergie libre de surface du liquide (tension de surface) 

YS, est l'énergie libre à l'interface Solide-Liquide 

ysv est l'énergie libre de surface du solide en présence de la vapeur 

du liquide 

y,est l'énergie libre de surface du solide dans le vide 

n, est la pression d'étalement du liquide sur le solide qui représente 

la diminution d'énergie libre de surface consécutive ii l'adsorption de 

la vapeur. 

Cependant, seules les déterminations de yLv et 0 sont possibles expéri- 

mentalement, y,, et ysL sont calculées selon deux approches différentes: 

- L' approche de 1' équation d' état d' après la théorie de NEUMANN et d. , 
( 1974 : 

CO9015 YSV -21 (YS" YLV)'/*+ Yrv 
c o s 0  = 

YLV C0,015 (YS, YLV)'/* -11 

- L'approche des composantes polaire (yP) et de dispersion (yd) selon la 
théorie de OWENS et WENDT (1969): 

Les intéractions de dispersion résultent des forces de dispersion de 

LONDON, créées par l'existence de dipôles instantanés, qui agissent Zi plus 

longue distance que les autres forces intermoléculaires (FOWKES, 1967). Les 

intéractions autres que de dispersion, oupolaires, regroupent toutes les autres 

intéractions: dipôle-dipôle (KEESOM), dipôle-dipôle induit (DEBYE), ion-dipôle 

induit, liaison hydrogène, acide-base au sens de Bronsted ou Lewis, .... Dans 
les cas faisant intervenir des liquides ou des solides, FOWKES (1983), a montré 

que les intéractions dipôlaires étaient négligeables et que les intéractions 

polaires étaient essentiellement de type acide-base. 



Figure 15. Energie l i b r e  d'adhésion d'E. Coli en fonction de l a  tension 
de surface du support (Y, ) (d' après ABSOLOM e t  al . ,  1983) . 



Quelque soit l'approche utilisée, il est nécessaire de mesurer l'angle de 

contact à l'interface solide-liquide. Pour que ces mesures aient une signi- 

fication thermodynamique, il est impératif que les surfaces soient homogènes 

et lisses, c'est-à-dire qu'elles possèdent une rugosité moyenne inférieure à 

0,l pm. La rugosité et l'hétérogénéité des surfaces entraînent une augmentation 

ou une diminution de l'angle de contact et donc, une sur-estimation ou une 

sous-estimation de l'énergie de surface du solide étudié (BUSSCHER et a., 
i984b). 

Les calculs théoriques de la variation de 1 ' énergie libre d ' adhésion ( A G  ,,d 
pour l'attachement de bactéries à divers substrata en fonction de ysv sont 

illustrés dans la Figure 15. 

Trois situations sont possibles: 

- Quand yLv <yBv, AGadh diminue avec 1 ' augmentation de ysv, indiquant une 
augmentation de l'adhésion bactérienne concomitante à l'accroissement de ysv. 

- Si y,, >ysv, le comportement opposé se produit. 
- Si Y LV = YBV, AGadh=O indépendamment de la valeur de ysv. Cette condition 

limite implique que dans ce cas, l'adhésion bactérienne ne dépend pas de la 

tension de surface du substratum et doit être nulle si aucun autre effet comme 

les intéractions électrostatiques entrent en jeu. 

Cependant, le calcul de l'énergie libre n'inclut pas la contribution des 

intéractions électriques entre les deux surfaces bien que leur importance ait 

été démontrée (ROUXHET et&., 1987). D'autre part, la théorie D.L.V.0 ne peut 

pas prédire l'adhésion à courte distance de séparation, négligeant ainsi les 

intéractions impliquées. 

Les deux approches, D.L.V.0 et thermodynamique, fournissent des indications 

afin d'expliquer l'adhésion des micro-organismes B un support; on doit tenir 

compte, en particulier de la charge de surface et de l'énergie de surface ou 

l'hydrophobicité qui reflètent les forces agissant à longue distance et à courte 

distance respectivement. 

3.1.3 Intervention des polymères dans l'adhésion initiale 

Les forces impliquées dans l'attachement ferme de micro-organismes aux 

surfaces solides sont des forces agissant à courte distance. Pour que ces 

intéractions se produisent, la bactérie doit être en contact étroit avec la 

surface; l'approche vers la surface est influencée parles intéractions agissant 

à longue distance comme les intéractions électrostatiques ou la répulsion des 



doubles couches é lec t r iques  déterminéespar l e s  chargesdesurface.  Les polymères 

ex t race l lu la i res  ( s o i t  sous forme de f i b r i l l e s ,  s o i t  sous forme de matrice 

ex t r ace l lu l a i r e )  ou l e s  polymères adsorbés influencent l 'adhésion des bac tér ies  

de d i f fé rentes  manières: 
- 
Les polymères ex t race l lu la i res ,  notamment les f i b r i l l e s ,  p i l i ,  ..., 

r éa l i sen t  un pontage à t ravers  l a  ba r r i è re  de répulsion e t  assurent a i n s i  

l 'ancrage de l a  c e l l u l e  à l a  surface (GEESEY, 1982; CORPE, 1980; COSTERTON, 

1980). 

L e  polymère peut s o i t  s 'adsorber en t o t a l i t é  e t  combler l ' espace  en t r e  l a  

bac tér ie  e t  l a  surface so l ide ,  s o i t  recouvrir  partiellement l e s  deux surfaces.  

Dans ces  deux cas ,  l a  présence du polymère in te rv ient  dans 1 ' énergie l i b r e  

de Gibbs à cause de  s a  charge e t  de son hydrophobicité de surface.  

ROSENBERG e t  &L., (1982). ont a i n s i  montré que l e  mutant non adhérent aux 

surfaces hydrophobes d'dcinetobacter caZcoaceticus é t a i t  dépourvu de fimbriae, 

contrairement à l a  souche sauvage adhérente dont l e s  protéines des fimbriae 

é t a i e n t  const i tuées de nombreux acides aminés hydrophobes. 

D' aut res  auteurs (REYNOLDS e t  WONG, 1983 ; LAMBERT'S e t  pli. , 1985) ont é m i s  

l 'hypothèse que l 'adsorpt ion de protéines basiques c r é a i t  une charge de surface 

pos i t ive  qui  favorise  l'approche de streptocoques à l a  surface de l 'hydro- 

xyapat i te  e t  a i n s i  l eu r  adhésion. 
- 
Bien que ce r t a ins  auteurs a i en t  observé des in té rac t ions  spécifiques de 

type l ec t ine ,  notamment dans l a  formation de l a  plaque dentaire  (LILJEMAFX et 

a., 1989; GIBBONS, 1980) e t  laprésencenécessa i re  d 'uneprotéine de  l a  surface 

c e l l u l a i r e  pour l 'adhésion de streptocoques à l 'hydroxyapatite (DOYLE e t  d., 

1982). peu d '  études ont été réa l i sées  pour déterminer en d é t a i l  l a  s t ruc tu re  

et  l a  composition des polymères ex t race l lu la i res  impliqués dans l e  pontage. 

Dans l e s  habi ta t s  na ture ls ,  l a  majorité des exopolymères impliqués dans 

l 'adhésion sont des  polysaccharides (SUTHERLAND, 1980). Cependant, l e s  e s s a i s  

de digest ion enzymatique tendent à montrer que l e s  protéases sont p lus  e f f icaces  

que l e s  enzymes dégradant les polysaccharides dans l ' ex t rac t ion  des bac tér ies  

adhérentes (FLETCHER e t  MARSHALL, 1982; Mc ELDOWNEY e t  FLETCHER, 1986) c e  qui  

suppose que l e s  protéines peuvent in te rveni r  non pas en t an t  que substances 

adhésives mais peut-être en s t a b i l i s a n t  les intéract ions adhésives adjacentes 



Temps 

Figure 1 6 . Développement du biof ilm (dl après BRYERS et CHARACKLIS, 1982) 



(FLETCHER, 1987). La présence des polymGres extracellulaires adhésifs des 

populations mixtes naturelles disparaît en cultures pures (COSTERTON et gL., 

1978) . 

1 .? Col-on de la surface 

Pendant la phase initiale réversible, les bactéries sont amenées à la 

surface par de faibles attractions. L'attachement ferme se produit quand les 

forces physiques et chimiques se combinent pour maintenir les cellules irré- 

versiblement à la surface. BRYERS et CHARACKLIS (1982) ont observé un déve- 

loppement sigmoïdal de biofilm aérobie sous des conditions de flux turbulent 

(Figure 16). La formation du biofilm est le rbsultat des étapes suivantes: 
- AdsorDtionkmoléculesorpraniauesBhsurface 

Cette étape très rapide entraîne la formation d'un "film conditionnant" 

à la surface du substratum (CHARACKLIS, 1984). 

- T r a n s D o r t ~ c e l l u l e s y p i ç y o b i e n n e s à ~ ç u r f a c e  

-Attachement-- - ausubstratum 
- VeloDDementdybiofilm 

Le biofilm se développe par accumulation de matériel bactérien due A la 

division cellulaire et B l'excrétion de polymères extracellulaires, e . g . ,  le 

glycocalyx, qui forment une matrice dans laquelle les cellules sont engluées. 

Ces polymères non indispensables B l'adhésion initiale ont un rale pri- 

mordial dans le développement et le maintien de la cohésion du biofilm (PRINGLE 

et d., 1983). En effet, ces polymères extracellulaires en maintenant les 

cellules en contact dans le biofilm assurent une juxtaposition des micro- 

organismes et ainsi un échange des métabolites permettant la croissance cel- 

lulaire et l'élimination des toxines mortelles pour certains organismes. Ils 

encouragent d'autre part la combinaison des activités enzymatiques dans un 

consortium qui dégrade le substrat de croissance. 

A l'aide de techniques microscopiques permettant d'étudier spécifiquement 

les polymères impliqués dans l'adhésion de Pseudomonas ftuorescens au verre, 

FLETCHER et d., (1990), ont montré une différence de composition du polymère 
de l'adhésion initiale et du polymère du biofilm, estimés respectivement par 

IRM ("Interference Reflection Microscopy") et LSM ("Light Section Microscopy"). 



- B d y b i o f i l m  

Pendant la formation du biofilm, des portions se détachent de la surface 

et sont entraînées dans le flux liquide. Cependant, ce phénomène de détachement 

est négligeable sous des conditions statiques (FLETCHER, 1977), ce qui suppose 

que le taux de détachement est proportionnel aux forces de cisaillement (POWEL 

et SLATER, 1983). 

En accord avec ceci, WOLLERSHEIM (1989) a montré qu'alors que l'adhésion 

initiale était un phénomène passif dépendant des propriétés physico-chimiques, 

le développement du biofilm est un processus actif qui dépend de la croissance 

des micro-organismes. En absence de substrat de croissance, les bactéries 

adhèrent jusqut à un seuil de saturation au delà duquel 1' attachement nt est plus 

possible. Au contraire, le développement du biofilm ne débute qu'en présence 

du substrat de croissance adéquat et est accompagné de l'excrétion d'exopo- 

lymères . 
D'autre part, la colonisation des surfaces dépend des mélanges bactériens 

présents dans la phase liquide. Même dans le cas le plus simple où une seule 

espèce bactérienne est au contact d'une surface uniforme, l'adhésion introduit 

une hétérogénéité puisque les cellules peuvent soit adhérer à des zones nues 

de la surface, soit joindre des zones colonisées (COSTERTON et LAPPIN-SCOTT, 

1989) impliquant dans certains cas un phénomène de coopérativité positive 

(NESBITT et d., 1982). 

Quand plusieurs espèces bactériennes sont présentes, les modèles de 

colonisation diffèrent puisque chaque souche peut réagir différemment à la 

surface; le succès de la première souche colonisatrice dépend de ses carac- 

téristiques adhésives (Mc ELDOWNEY et FLETCHER, 1986) et de son affinité pour 

le substratum (FLFJ'CHER et MARSHALL, 1982; Mc ELDOWNEY et FLETCHER, 1986) . 
Cependant, la plupart des études ont été réalisées sur des cultures pures et 

l'attachement compétitif entre plusieurs espèces est très mal connu. 

L'attachement d'une espèce bactérienne peut être influencé par la présence 

d'une seconde espèce, soit par compétition pour les sites de fixation, soit 

par encombrement stérique, soit par intéractions des cellules entre elles 

entraînant parfois la formation de flocs dans la suspension (KUENEN et HARDER, 

1982). D'autre part, la présence de macromolécules adsorbées sur le substratum 

conditionne la surface et altère les propriétés de la surface (FLETCHER et 

MARSHALL, 1982). Les bactéries elles-mêmes peuvent conditionner la surface soit 

en recouvrant les sites de fixation, soit par l'intermédiaire de leurs exo- 

polymères ouenempêchanttoute adhésionultérieure parrépulsionélectrostatique 



(RUTTER et VICNCEEPT, 1984) ; en ef P e t ,  la formation de monocouches bacteriennes 

a rarement et& observée ce qui suggère un nombre limite de s i t e s  de fixation 

(Mc ELBOWNM et FLRBXBR. 1987). 
A i n s i ,  l a  p&sence d'une premiere souche adhérente peut so i t  inhiber 

1' adhQsion u l t6 r fwre  (BIBEL et gZ. , 1983) , s o i t  l'augmenter par s tabi l isa t ion 

du biofilm selon un m&carxLsme de coopérativité inter-esMces (BRANTING et a., 
1989 ; WILLCOX et gt , , 1990) ou ne pas 1 ' affecter  (Mc ELbOWNEY et FLETCHER, 

1987 

3.3.1 Ultrastructura des granules e t  des biofilom 016thanogébnes 

L e s  f locs  sont des e g a t s  ama6robies qui p o s s ~ t  uns structure 18che 

et fornient , apds sedimentation, un sunageant trouble. Au contraire, le8 

granules d'apparence bien &finie donnent, ctpes sediiaetntation, un suxmageent 

c l a i r  et d m  qr6gats qui sont encore visibles en tant  qutentltt4s s&p&s 

(DoLao, 1*7)* 
L'attachement e t  ltagr6gation peuvent 4%- consid8x-6~ coeiiite une stratétgie 

u t ; i l i sb  pour c r 1- faibles eswr de croissance pour des co15~8ntrrrstilom 

en subaPtzrrta l~tzmtes ou paur favorisez? lebs trwferts intemsp&aes 
ll&tabroli* gr&Ce a 14s juxtrrposîtion ds tropkJ,gwces, notrnaiirant au %cr in  

t m u c  en hydrogène e s t  maintenus, & de faibles ancentrat ions,  S'at 

pe-t aïoras euyt bacteries poss6dant une fa ible  aff in i t6  pour 1' 

c m m e e r  cel les  de plus forte a f f in  

ceci, ISA et a. , (1986) , ont montré que les bacteries méthanogGnes , 
1rsurcaparrit;lSd'adMs~onpebuventconcurrencerles bacteries sulfato- 

ch cmi~wmx p l u  rapide. 



Ultrastructure-pranuleç 
DOLFING et d., (1985) ont montré que les granules des boues méthanogènes 

étaient constitués de plusieurs morphotypes bactériens enrobés dans une matrice 

de matériel extracellulaire. BOCHE24 et gL., (1982). ont étudié la répartition 

des populations microbiennes présentes dans les granules méthanogènes ther- 

mophiles et ont distingué trois couches: 

- une couche externe constituée de "macrocystes" et de cellules coccoïdes 
type Methanosarcina, 

- une couche médiane constituée de cellules ovoïdes non compactes, 
- les cavités internes contenant des bâtonnets sont les sites exclusifs 

de la formation des gaz. 

Les bactéries actives ne sont pas distribuées au hasard dans les granules, 

mais les micro-colonies sont bien définies dans une matrice (PRENSIER et d., 
1988). DUBOURGUIER et d., (1985). ont montré que ces micro-colonies sont 

constituées de Methanothriz et d'organismes syntrophes (Syntrophomonas et/ou 

Syntrophobacter) associés à Methanobrevibacter, méthanogène hydrogénophile la 

plus répandue dans les boues granuleuses. 

Selon les observations microscopiques, les bactéries acétogènes et 

méthanogènes ne sont pas localisées en micro-colonies séparées mais elles sont 

juxtaposées dans un arrangement en réseau (THIELE et a., 1988). 
Dans des granules cultivés sur des effluents à forte teneur en sucres, 

HARADA et a., (1988), ont observé une localisation distincte des différents 
groupes spécifiques d'organismes (organismes hydrolytiques et acidogènes) à la 

périphérie de ces granules et les organismes de type Nethanothrix dominant au 

centre. 

F o r m a t i o n h W  
HULSHOFF POL (1989) a émis a émis l'hypothèse de granulation suivante: 

lors du démarrage du réacteur, la croissance des micro-organismes débute à la 

fois sous forme de biomasse dispersée et attachée (organismes attachés les uns 

auxautres ouauxparticules organiques etinorganiquesprésentes). En appliquant 

graduellement une pression de sélection provenant de la charge hydraulique, 

les organismes qui poussent en culture dispersée et les flocs peu volumineux 

sont lessivés alors que les agrégats plus conséquents sont retenus dans le 



digesteur. La sélection est basée sur les différences de propriétés de sédi- 

mentation des cellules isolées et des agglomérats bactériens. L'agrégation est 

donc tout d'abord gouvernée par la croissance bactérienne et on peut favoriser 

ce phénomène par: 

- laprésencede tous les nutriments essentiels, l'absence de concentrations 
inhibitrices de composés toxiques et un équilibre correct entre les cations 

mono et divalents dans l'eau résiduaire 

- la température 
- le pH (dans une gamme de 6,5 B 7,8) 
- le type et la quantité de boues d'ensemencement utilisées 
- le lessivage des boues présentant de faibles propriétés de décantabilité 
- l'augmentation contrôlée de la charge organique quand plus de 80% des 

A.G.V sont dégradés (LETTINGA et d., 1984). 
De plus, la production de boues granuleuses est augmentée de façon 

significative par addition de supports spécifiques, e.g., anthracite (WIEGANT 

et DE MAN, 1986). 

Ultrastructure des biofilms 
Contrairement aux boues granuleuses, on ne dispose que de quelques études 

concernant la composition et l'ultrastructure des biofilms anaérobies (HARVEY 

et d . ,  1984; ROBINSON et d., 1984). Il est clair que la nature du substrat 
I dégradé va induire le développement préférentiel de telles ou telles espèces 
l bactériennes mais il peut aussi influer sur les structures de l'attachement. 

Ainsi, certains auteurs ont indiqué l'intervention d'une matrice exopo- 

lysaccharidique dans la formation du biofilm (ROBINSON et g_L. , 1984; WOLLERSHEIM, 
1989) alors que d ' autres études n ' ont fait apparaître aucune structure 

exocellulaire (FYNN et WHITMORE, 1982). 

Lorsque le substrat est principalement composé dlA.G.V, Methanosarcina 

sp. est la bactérie méthanogène acétoclaste dominante pour des concentrations 

en acétate de 200 à 500 mg/l; aux concentrations inférieures, les cellules de 

Methanosarcina sont presque entièrement remplacées par Methanothriz soehngenii 

B cause de son affinité pour le substrat (Ks= O,7mM comparée B 5mM pour 

I Methanosarcina) (GORRIS et &1. , 1989) . 
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Figure 17. Accumulation de l a  biomasse dans un f i l t r e  anaérobie de type upflow 
garni de polypropylène; les  échantillons ont été prélevés à: 
( a ) ,  2 mois, (b), 6 mois, ( c ) ,  1 an. 

Figure 18. Accumulation de l a  biomasse dans un f i l t r e  anaérobie de type downflow 
garni d' anneaux PVC; (a)  , MVA, (b) , MVES. 



Formation !hs biofilms  tha an^^^ 
En accord avec BRYERS et CHARACKLIS (1982). JIMENO et d., (1990). ont 

observé un mode de croissance sigmoïde du biofilm (cf paragraphe 3.2) dans 

lequel l'attachement initial des bactéries méthanogènes se produit relativement 

rapidement (VERRIER et a. , 1988) . JIMENO et a. , (1990) , ont noté un décalage 
entre la production de gaz et l'accumulation du biofilm indiquant que le 

dkveloppement lent des biofilms anaérobies est une étape à vitesse limitante 

liée à la croissance des bactéries méthanogènes. Ces différences indiquent que 

la production de méthane n'est pas strictement couplée à la croissance de la 

biomasse (BHATIA et&., 1985). En effet, l'additionde flocculants synthétiques 

facilite l'attachement bactérien mais ne permet pas nécessairement l'évolution 

d'une population stable et bien adaptée (STRONACH et a., 1987). 
En général, les biofilms méthanogènes sont faiblement liés aux matériaux 

plastiques et sont facilement érodés par le flux liquide (HUYSMAN et gG. , 1983) . 
C'est pourquoi la rugosité de surface, la porosité totale et la taille des 

pores du support sont des caractéristiques importantes qui affectent la 

colonisation. Des études microscopiques ont en effet montré que les bactéries 

colonisent prédérentiellemnt les crevasses de grains de sable qui constituent 

des niches abritées (GORRIS et d., 1988). 
Dans les réacteurs garnis de matériaux non poreux, i . e.  anneaux plastiques, 

l'accumulation et la rétention de la biomasse semblent principalement liées 

aux propriétés des surfaces (Figures 17 et 18) et aux développement de boues 

possédant de bonnes propriétés de décantation. 

4 . CONCLUSION 

Il ressort que, si les concepts généraux qui permettent d'expliquer les 

phénomènes d'adhésion des micro-organismes sont relativement bien connus, leur 

application au domaine particulier du traitement anaérobie des eaux résiduaires 

par des procédés à culture fixée demeure inexplorée. 

Dans le but de raccourcir la période de démarrage des digesteurs anaérobies 

et ainsi d ' augmenter les performances du procédé, il est nécessaire d' acquérir 
une meilleure compréhension des intéractions microbiennes et des facteurs 

physico-chimiques impliqués dans la formation des biofilms anaérobies. 



MATERIELS ET METHODES 



1 . scxmaS zucTmIM ET M I L m  DE CULTURE 

Le choix des bact4ries Btudibs a &t4? dictl?r s o i t  ern raison de l w  p-ce 
au sein &ers digrsrsterups industriels (Re thu? i~~ t i tZkR ïuqp te f ,  Hethanothrtx 
80&ngatt, EIst~birmtturcter arbmtphtttcsrs), s o i t  en tant  que souches 
t&mlns setenues en fonctAon de leur propri4t6s de surface (PToptontb4tcts~ftrar 
jsrursnif, LactobacfZW p h t a n w n ,  DesuZ$oufbrto s p . )  (Tableau X I ) .  

c 

1.2.1 Milieu de culture 

Les souches bact6riemes ont 6t6 cultiv6es & p h  7 sur milieu BCYT (Basal 

Carbonate Yeast extract Trypticase) d6crit par TûüZEL e t  ALBAONAC (1983). 
(composition en ANNEXE 1). Les cultuses ont 6t4 r6alisées en batch, en 

anadbrobiose. 

1.2.2 Incnxllm et  incubation 

Aprés réâuction B la cyst&ine-WC1 (23 v/v) et  addition des substrats de 

croî.%smce ad&quats, les milieu ont et4 en;hliihtinencgs par 5% (v/v) dtinoculum 
et les cultures jtncu a 37'~. 

Pour toutas lee analyses, les cellules ont ~cue i l l i euo  en dr8but de 
stationnaire de croissance pas centrifqgetion (lg&ûû g, 20 mn) , et, 

daas la m a j ~ i t &  dgdl  as rinc&~ai deux foSr au t B q  (-5tion ern 

f )  et 1- &o~P Cbnt (Sa ZwSiS luélp8miiof~ dan8 14 

Trois supports solides ont4t6 s6lectionnês so i t en  rerisondeleurflint&r8t 
technologiquen (Chlorure de polyvinyle, PVC qui nous a servi de support 



référence) ,  s o i t  à cause de l eu r s  propr ié tés  de surface très d i f fé ren tes  

(Polystyrène, PS e t  VERRE) (Tableau X I I ) .  Ces t r o i s  so l ides  ont  été découpés 

en lames de 40 x 20 x 1 mm. 

Tableau X I I .  Propriétés physiques des matériaux u t i l i s b s  

Supports Origine Densi té Formule 

Chlorure de Société des 

polyvinyle (PVC) Plas t iques  Nobles 1.38 ( I 
Cl 

(Bobigny) 
-cH2- 

Polystyrène (PS) Boîtes de P é t r i  1,05 {-CH2-c:sH I -) 
Il 

Verre Lames de 2 ,2  

microscope 

SiO, 

Dans le  but d ' é v i t e r  tou t  r isque de contamination, un protocole de 

nettoyage des so l ides  a é tk  m i s  au point .  L e  protocole s tandardisé  retenu est 

le suivant: 

- Immersion des lames de matériaux dans une solut ion de détergent ,  l e  

RBS 35 (Société des Traitements chimiques de surfaces ,  FRELINGHIEN) à 2 %  (v/v) 

pendant 10 mn. 

- Rinçages: 5 rinçages à l ' e a u  chaude ( 3  mn par bain) ont été s u i v i s  de 

5 rinçages à l ' e au  d i s t i l l é e  (1 mn par  bécher). 

- Rinçage au méthanol ( 3  mn). 

- Séchage B l ' a b r i  de l a  poussière. 

L e s  surfaces  on t  é t é  lavées avant chaque test pour é v i t e r  un stockage 

prolongé. 



L e  polystyrène sulfoné (SPS) e t  l e  chlorure de polyvinyl sulfoné (SPVC) 

ont  été préparés selon l a  méthode déc r i t e  par PRINGLE et  FLETCHER (1986). Les 

lames de PS e t  de PVC o n t  é t é  immergées dans 1' acide su l fur ique  concentré 

pendant 24 h B température ambiante, abondamment r incées à l ' e a u  d i s t i l l é e  

e t  séchées. 

t aux ~olv- 

L'influence des polycations a é t é  étudiée par  traitement du PVC B l a  

poly-L-Lysine (SIGMA): une solut ion de poly-L-Lysine (7.5 pg/cm* en concen- 

t r a t i o n  f i na l e )  a é t é  déposée sur  les lames de PVC, pendant 20 mn à température 

ambiante (LAMBERTS et  a., 1985). Après un rinçage extensif  à l ' e au  d i s t i l l é e ,  

l e s  lames ont été sbchées. 

2- 5 T r a i t e m e n t s  triwlleas 

2.5.1 Protocole de traitement 

La methode déc r i t e  pa r  MOZES e t  a., (1987) a é t é  légèrement modifiée: 

les d i f fé ren ts  matériaux (PS, PVC, VERRE, SPS, SPVC) ont  été t r a i t é e s  pa r  

immersion dans une so lu t ion  de FeC13 2mM pendant une n u i t  à température 

ambiante, puis abondamment r incés  à l ' e a u  d i s t i l l é e .  Les lames dest inées  aux 

t e s t  d 'adhésionont é t é u t i l i s é e s  t e l l e s  quel les  sans  séchage; c e l l e s  dest inées  

aux analyses de carac té r i sa t ion  des surfaces ont  été séchées. 

2.5.2 Dosage des ions ferriques adsorbés 

- Extractiondu- 
Les ions ferr iques  on t  é t é  e x t r a i t s  de l a  surface en int roduisant  les 

lames des d i f f é r en t s  subs t r a t a  (30 x 10 x 1 mm) dans des tubes contenant 5 
m l  d'HC1 B 10% (v /v) .  Les tubes ont é t é  maintenus à 1 0 0 ' ~  pendant 2 h e t  l e  



fer a été dosé dans la solution d'HC1. Parallèlement des lames non traitées 

ont subi le même procédé d'extraction; le fer a également été dosé dans l'HC1 

utilisé pour l'extraction. 

-Dosage!aam 

Différentes méthodes de dosage peuvent être utilisées pour le dosage du 

fer dans les échantillons (Tableau XIII). 

Tableau XIII. Méthodes de dosage du fer utilisées en analyse des sols 

Seuil de détection Technique de dosage 
\ 

(mg11 
- p- - - - 

0 O5 Spectrométrie d'absorption atomique à flamme 

O, 002 Dosage colorimétrique à l'orthophénanthroline 

Nos échantillons ont été analysés par dosage colorimétrique à l'ortho- 

phénanthroline à l'aide d'un spectrocolorimètre PYE UNICAM SP 8.100 équipé 

d'une microcuve à circulation au Laboratoire d'Analyses des Sols de l'INRA 

d ' ARRAS. 
La description de la méthode est détaillée en ANNEXE II. 

3 . CARACTERISATION DES SURFACES 

Pour comprendre les phénomènes interfaciaux (cellule-support, cellule- 

cellule) impliqués dans l'adhésion cellulaire, il est important de disposer 

d'informations sur la composition chimique et les propriétés physico-chimiques 

des surfaces considérées. 

3.1.1 Ddtermination de l'hydrophobicitd 

La méthode de partition eau-solvant apolaire décrite par ROSENBERG (1980) 

a été adaptée à nos essais: différents volumes d'hexadécane (100; 250; 500 



Figure 19. Mesure de l'angle de contact 8 



pl) ont été ajoutés à 1 ml de suspension bactérienne (Do400 ..= 0,5 au minimum). 

Les tubes ont été préincubés 10 mn à 37 OC puis agités pendant 2 mn. Après 30 
mn de séparation de phases, la densité optique (DO) de la phase aqueuse 

prélevée a été mesurée à 400 nm. Le pourcentage de cellules liées à l'interface 

eau-hexadécane est calculé par l'équation: 

(DOtai,ta~* - DOp~r iap l ro i i r )  
% c e l l u l e s  à l ' i n t e r f a c e  = 

"Otlittol* 
x 100 

Chaque essai a été réalisé en triple sur au moins deux cultures différentes. 

Les tapis bactériens ont été préparés par filtration sous vide des 

suspensions bactériennes sur filtre Millipore (Membrane en ester de cellulose 

de type HAWP, porosité 0.45 pm). Les filtres portant une couche bactérienne 

homogène ont alors étk montés sur lame de verre et séchés en dessiccateur 

pendant 30 m. L'angle de contact à l'équilibre que forme une goutte (O,O5 

pl) d'eau bidistillée (eau milliQ, Millipore) ou d'un autre liquide de avec 

la surface a été mesuré. Cette technique décrite par ABSOLOM et pL., (1983) 

a ét6 rigoureusement standardisée; en effet, la goutte déposée pénétrait 

rapidement dans le tapis bactérien (2 à 10 s) rendant impossible l'estimation 

de l'angle il l'équilibre, nous avons donc complété le banc de mesure par un 

système d'enregistrement vidéo et d'un timer (MITSUBICHI Co.) qui ont permis 

de suivre, avec un pas de 40 ms, l'évolution en fonction du temps de l'angle 
de contact 8. L' angle de contact est calculé à partir des mesures de la largeur 

et de la hauteur de la goutte en supposant la goutte sphérique (BARTELL et 

ZUIDEMA, 1936) selon 1 'équation (Figure 19) : 

8-2 Are  tan ( 2  t) 
Chaque test a été dupliqué et répété sur trois cultures indépendantes 

pour chaque souche. 

Les mesures d'angle de contact ont également été utilisées pour déterminer 

les énergies de surface des bactéries ( y B )  à partir des composantes polaire 

(y:) et de dispersion y$ : y,-yS+yt 



.A,,. w, ,- . 
s i -  
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Des séries de msum d'angle de contact de &lange eau/ n-propanol ont 

&te ut i l i sées  pour le calcul des Qnergies l ibres des surfaces bactQriemes 

(BUSSCHER et a., 1984a). L e s  methodes de mesure et de calcul sont dBtaill6es 

en Annsxe III. 

Wer iissures ont &te Aalish au Lab0sato;iz-e de Physico-chimie de 

l'Université d'Agriculture de Wageningen, Pays-Bas. 

Les  cultures bacteriames ont Qté centrifugées B 13000 g, 15 nn et r i n c b s  

Bl 'eaubidfst i l l6e.  Avantchaquemesure, les culots ont&& &s ensuspension 

dans des solutions ajustées B différents pH (eau bidis t i l lée  ajustée & pH2 

ou pH12, NaCl 10 PaM aPPenee B pH3, pH4 ou 10 et t-pon PBS 10istM p w )  . 
La  aiobilit6 $lectrophorQitique a lSte mesur(5e B l ' a ide  d'un v&locimc?trsg B 

laser Doppler, type APC 602, huip6  d'un zetasizer 11 (Xalvern Instruments, 

Royaume U n l )  . La cellule de microblectrophor&se était un capil laire en quartz. 

Par cette technique, on ne8)ure en f a i t  la fr&quence de la  lumîdre r&frsçt$Ie 

par les particules SOUB l ' e f f e t  du laser et de la  v(élocit8, c 'ee t  l ' e f f e t  

Doppler. 

u; @$:r"' 
- Cee analys- ont 4tQ ~&e;Lisées  tu Laboratoim dst Chimie des Interfaces 

de l'lhrivemita Catholique de Louvain-la-Neuve, Belgique. 

La i t i a n  de r w f ~ i c e  15tant: tds ib le  l a  cosltamination par 

adsorptilw, il 4taiir; 

P,= 

tro;Ss loia h Item âlsç5114e ~~. Le bmidr culat a 

Bt4 transf&di un p i lu l ie r  ek con@& àmw l ' w m  liquide 

b t  d î n  lyopMlis4 mus vit& (Lyovac a 4 ,  Leyboàd lier-). La  poudrs de 

celluïes lyophilis~s a ensuite BtB p m s 4 e  gour obtenir urra past i l le  de 

surface lisse. 
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Figure 20 .  Modèle de YOUNG dans un système à deux l iquides 



L e s  analyses en X.P.S ont é t é  réa l i sées  à température ambiante à l ' a i d e  

d'un spectromètre à photoélectrons X (SSX100 modèle 206, Surface Science 

Instruments, SSI) .  Une anode d'aluminium ( A l , , ) ,  accompagnée d 'un monochro- 

mateur, a é t é u t i l i s é e  comme source de rayons X. Après unbalayagedel 'ensemble 

du spec t re ,  l ' o r d r e  d'enregistrement des pics  est le  suivant:  Cl, (5  mn) , 01, 

(5 mn) , NI, (15 mn) , K2, (25 mn) , P P ~  (25 mn) e t  de nouveau Cl, (5 mn) . Le ca l cu l  

des i n t ens i t é s  de p i c  a été r é a l i s é  ii p a r t i r  de l 'a ire sous chaque pic.  Pour 

chaque série de mesures, un échanti l lon de s i l i c e  a se rv i  de témoin permettant 

de déterminer les concentrations absolues e t  de  déceler une contamination 

inattendue. L a  méthode spectrométrique est d é t a i l l é e  en ANNEXE I V .  

C e s  e s sa i s  ont  tous été r éa l i s é s  à p a r t i r  de  deux cu l tu res  indépendantes 

pour v é r i f i e r  l a  reproduc t ib i l i t é  des r é su l t a t s .  

3.2.1 Détermination de llhydrophobicitC 

L e  principe de base est l e  même que pour le  bactér ies .  Cependant, aucun 

probleme de c a p i l l a r i t é  n ' a  été observé, l ' ang le  de contact  se s t a b i l i s a i t  

au bout d'une à deux secondes ce qui nous a permis de réaliser les mesures 

par  project ion des gout tes  su r  un écran sans avoi r  recours au système d'en- 

registrement vidéo. L e s  r é s u l t a t s  reportés représentent l a  moyenne de 20 

mesures par plaque. Chaque e s sa i  a été r é a l i s é  en t r i p l e .  

Les énergies de surface des supports so l ides  ont été déterminées pa r  l a  

méthode à deux l iquides  (TAMAI et  a., 1967). 

L a  méthode consis te  à remplacer l a  phase vapeur par un deuxième l i qu ide  

nonmiscible au premier (Figure 20) .  Dans un système àdeux l iqu ides ,  l ' équa t ion  

de YOUNG s ' é c r i t  à l ' équ i l i b r e :  

Y S H = Y S W + Y H W C O S @ + ~ ~  

où : yS": Energie de l ' i n t e r f a c e  Solide-Hydrocarbure 

YS,,: Energie de l ' i n t e r f a c e  Solide-Eau 



y,,,,: Energie de l'interface Hydrocarbure- Eau 

O: Angle de contact solide-eau-hydrocarbure 

ne: Pression d'étalement due à 1' adsorption de la phase vapeur. 

Cette technique qui permet de s'affranchir de la pression d'étalement, 

est détaillée en Annexe V. 

En pratique, les lames de supports ont été immergées dans un alcane 

(Octane, hexane, décane, pentane ou hexadécane) et on a déposé une goutte 

d'eau milliQ (Millipore). 

Chaque essai a été réalisé en triple et 20 mesures ont été effectuées 
l par lame. 

3.2.2 Mesure de la rugosité 

Les mesures de rugosité des supports solides traités ou non ont été 

réalisées au Laboratoire de Génie de l'Hygiène et des Procédés Alimentaires, 

INRA, Massy Palaiseau, par la technique du stylet Zi l'aide d'un rugosimètre 

à palpeur à pointe de diamant (rayon de 5 pm) DIAVITE DT 100 (Société ASMETO) . 
Les valeurs mesurées sont: 

- la rugosité moyenne Ra: c'est la somme arithmétique de tous les écarts 
du profil de rugosité à la ligne moyenne pour une longueur d'évaluation lt: 

1 R a = -  1: 1 y l . d ~  
11 

- la rugosité maximale Rt : c'est 1' écart vertical maximal entre le point 
le plus haut et le point le plus bas du profil de rugosité, sur la longueur 

lt divisée en 5 segments. Deux longueurs de mesure ont été utilisées (4 mm et 
1,25 mm) nous permettant d'obtenir deux échantillonnages différents dont un 

grossier (4 mm) et un plus fin (1.25 mm). 
Les résultats présentés sont la moyenne d'au moins 10 mesures par plaque 

et chaque essai a été renouvelé trois fois. 

4 . TEST D' ADHESION DES CULTURES PURES 

Ces tests ont été réalisés par dépôt d'une suspension bactérienne (2 ml) 

sur les lames supports disposées dans des boîtes de Pétri stériles. Après 2 



h d'incubation statique B 35'~. les lames ont été rincées par trempage dans 
du tampon BC7 stérile afin d'éliminer les cellules libres et les cellules 

faiblement attachées. Les lames ont ensuite été colorées par une solution 

dlAcridine Orange 0.01% pendant 15 mn, rincées B nouveau et séchées. Les 

plaques de support ont alors été montées sur lames de microscope et observées 

B l'aide d'un microscope à épifluorescence (OLYMPUS BH-2). De 25 B 50 champs 
par lame ont été dénombrés à l'aide d'un analyseur d'images (QUANTIMET Q10, 

Cambridge Instruments) connecté au microscope par une caméra équipée d'un 

tube Newicon. Chaque essai a été dupliqué. 

Par ce procédé, l'adhésion a pu être quantifiée par le nombre de bactéries 

adhérentes au mm2 de support et/ou par le pourcentage de recouvrement 
$ 

qu'occupaient les cellules attachées. 

La coloration à IlAcridine Orange décrite par HOBBIE et gL., (1977). a 

été utilisée: 2 ml de suspension bactérienne diluée ont été colorés par une 

solution dlAcridine Orange 0.01% pendant 5 mn puis filtré sur membrane 

Nucléopore (membrane en polycarbonate, porosité 0.2~). A partir du comptage 

del'analyseurd'images (25 champsparfiltre), lenombredebactériesprésentes 

dans la suspension a été calculé par l'équation suivante: 

N ( ~ a e t 6 r i e î / r n l )  = (i) (s:)  

x: nombre moyen de bactéries par champ 

s: surface de comptage de l'analyseur 

S: surface du filtre 

f: facteur de dilution de la suspension bactérienne 

v: volume filtré. 

5 . EFFETS DE TRAITEMENTS CELLULAIRES SUR L'HYDROPHOBICITE ET L'ADHESION 

Dans le but d'étudier l'intervention des polymères extracellulaires dans 

l'adhésion au PVC, nous avons effectué des traitements des cellules de Lac- 

tobaciZZus pzantamun et de DesuZj'ovibrio sp., souches choisies en fonction 

de leur propriétés de surface particulières et par la présence d'acide 

lipotéichoïque (LTA) et de lipopolysaccharide (LPS) respectivement, dans la 

couche externe de ces deux bactéries. 



Dans les deux cas, les bactéries ont été recueillies par centrifugation 

(19800 g, 20 mn) , suivie de deux rinçages au tampon PBS 1 mM, pH 7.1. Les 
culots ont été remis en suspension dans ce même tampon. 

5.1.1 Traitement au lysozyme 

Le protocole décritparKANATAN1 etgL., (1989). aété légèrement modifié. 

Les suspensions de Lactobaci 2 tus p tantanun ont été préincubées, sous agitation 

douce, en présence de lysozyme (40 pg/ml) (SIGMA) , 3h à 37'~. Après centri- 
fugation et rinçage des cellules, l'angle de contact de l'eau sur les cellules 

a été mesur6 ainsi que l'adhésion. 

5.1.2 Adhesion en presence de LTA exogbne 

L'intervention de l'acide lipotéichoïque (LTA) dans l'adhésion de Lac- 

tobacittus ptantanun au PVC a été recherchée en incubant simultanément la 

suspension bactérienne et le LTA (2 mg/ml) de Staphytococcus aureus (SIGMA) 

2h B 37'~ en présence du PVC. 
Dans ces deux expériences, les résultats ont été comparés B ceux obtenus 

dans les mêmes conditions avec des cellules non traitées. 

, 5.2.1 Extraction des LPS 

BRADLEY et GAYLARDE (1988) ont montré que le LPS des Desut~ovibrio pouvait 

interagir avec différents cations métalliques et être libérés, en totalité 

ou en partie, par un chélatant comme 1'EDTA (Ethylène Diamine Tetra Acétate 

ou Tritriplex III) (MERCK). 

La suspension bactérienne a été préincubée en présence dlEDTA (1 mM) 3mn 

37'~ puis centrifugée et rincée au PBS 1 mM. Une fraction de la suspension 
bactérienne traitée a été utilisée pour la mesure de l'angle de contact de 

l'eau et pour le test d'adhésion auPVC. L'autre partie a subi une préincubation 



en présence de LPS commercial dlEscherichia coZi (SIGMA) (2 mg/ml) lh à 37°~, 

suivie d'une centrifugation et de rinçages avant la mesure de angle de contact 

de l'eau et le test d'adhésion. 

5.2.2 Adhésion en prksence de LPS exoghe 

Le test d'adhésion a été réalisé en incubant simultanément la suspension 

bactérienne et des solutions de LPS commercial dlEscherichia coti (SIGMA) à 

différentes concentrations: 0,5; 1; 2; 4 mg/ml pendant 2h à 37'~ en présence 
du PVC. 

6 . ADHESION DE POPULATIONS MIXTES AU PVC 

Après croissance en culture pure, les cellules de deux couples bactériens 

(Methanospirittum et Methanobrevibacter; Methanospirittum et Desutfovibrio) 

ont été resuspendues dans du tampon BC7, soit seules, soit en mélange binaire 

à des concentrations de 109 bactéries/ml. Les essais d'attachement suivants 

ont été réalisés (le protocole d'adhésion a été décrit au paragraphe 4) : 

-l&3laRattachement 
Test d'adhésion de suspensions ne contenant qu'une seule espèce bacté- 

rienne. 

-Attachement- 
Deux espèces bactériennes (soit NethanospiriZZum et Methanobrevibacter, 

soit Methanospirittwn et Desutfovibrio) ont été mélangées en suspension et 

le test d'adhésion a été réalisé à partir de ce mélange binaire. 

- A t t a c h e m e n t m u d é t a c h e m e n t  
Ce test a été effectué pour étudier l'éventualité du déplacement d'une 

première souche colonisante par l'apport d'une seconde espèce. Après le test 

d'adhésion de suspensions pures, nous avons réalisé un second test d'adhésion 

qui consistait B déposer des concentrations croissantes de la seconde espèce 

du couple bactérien (2h à 37'~). 
-Témoindétachement 

Pour vérifier qu'unepartie des cellules de la première souche colonisante 

n'était pas déplacée par le liquide, nous avons réalisé le test suivant: la 



première p a r t i e  de ce test e s t  l a  m ê m e  que pour l e  témoin attachement. Après 

c e t t e  première étape,  nous avons déposé du tampon BC7 e t  incubé de nouveau 

2h à 37O~ avant l e  rinçage f i n a l  e t  l a  coloration.  

7 . ANALYSE STATISTIQUE 

L e s  r é s u l t a t s  repor tés  ci-dessous représentent l a  moyenne de d i f f é r en t s  

essais r é a l i s é s  dans les m ê m e s  conditions (e .g .  , mesures des angles de contact ,  

tests d'adhésion,.. .).  

Il é t a i t  donc nécessaire de comparer les moyennes des analyses p r i s e s  

séparément pour v é r i f i e r  l a  reproduc t ib i l i t é  des r é s u l t a t s  e t  l e u r  s i g n i f i -  

cation.  

L e s  moyennes des expériences fa i san t  in te rven i r  un traitement de surface 

ont  également été analysées stat ist iquement pour s ' a s su re r  de l ' e f f i c a c i t é  

du trai tement,  c 'es t -à-dire  de v é r i f i e r  que les moyennes sont d i f fé ren tes  de 

façon s ign i f i ca t i ve .  

L a  comparaison des moyennes a é t é  t r a i t é e  par l a  l o i  de t de Student. 

Cette l o i  de t converge vers  l a  l o i  normale centrée-réduite quand l e  nombre 

de degrés de l i b e r t é  augmente (n>30);  de m ê m e ,  quand les e f f e c t i f s  des deux 

échant i l lons  sont  identiques,  il n ' e s t  pas nécessaire de v é r i f i e r  l 'hypothèse 

d ' é g a l i t é  des variances qui ,  dans le  cas cont ra i re ,  a été étudiée par  les 

tests de Ba r l e t t  e t  de Hartley (GOUEX', 1974) . 



RESULTATS 



1 . CARACTERISATION DES SURFACES 

1.1 Surfaces b a c t e r i e n n a  

Quelque s o i t  l e  mécanisme d'adhésion bactérienne, c 'es t -à-dire  impliquant 

s o i t  des in té rac t ions  stéréochimiques spécif iques  (DOYLE e t  NESBITT, 1982). 

s o i t  des in té rac t ions  physico-chimiques macroscopiques comme les in té rac t ions  

é lec t ros ta t iques  et hydrophobes ou l e s  deux, il est important de  disposer de 

méthodes adéquates pour mesurer les proprié tés  des  surfaces bactériennes. 

1.1.1 Hydrophobicité 

L e s  r é s u l t a t s  du test d'adhésion à l ' i n t e r f a c e  eau-hexadécane e t  les 

valeurs  moyennes de l ' ang l e  de contact de l ' e a u  pour l e s  d i f fé ren tes  souches 

testées sont  présentés dans l e  tableau X I V .  

Tableau XIV. Détermination de l 'hydrophobicité r e l a t i v e  des bac té r ies  

Micro-organisme Angle de contact  de Bactéries à 
l ' e au  O,,, ( O )  1 ' i n t e r f ace  (%) 

Propionibacterium 26.6 I 0.9 (a) 16.0 

Lactobacittus 27.3 * 0.1 17.0 

Methanospirittum 31.4 * 1.7 22.0 

Methanothriz 37.2 * 0.3 27.0 

Methanobrevibacter 39.9 2 0.1 30.0 

Desutfovibrio 41.8 2 0.3 32.4 

(8):  Déviation standard sur  l a  moyenne 

La déviation standard des angles de contact  est relativement f a i b l e  

( *  1'). indiquant que l a  surface du film bactér ien est p lu tô t  homogène. 



Bien que les deux tests ne soient pas basés sur les mêmes propriétés (le 

test eau-hexadécane mesure la liaison à l'hexadécane hydrophobe et la mesure 

des angles de contact donne des estimations des propriétés de surface dans son 

ensemble), les résultats obtenus par ces deux techniques vont dans le même sens 

(Figure 21) et montrent que les bactéries testées peuvent être classées dans 

une gamme de bactéries hydrophiles (Propionibacteriwn) t3moyennementhydrophobes 

(Desutfovibrio). 

2 O 30 40 50 
Angle de contact de l'eau ( O )  

Figure 21. Correlation entre les techniques de determination 

de I'hydrophobicité bactérienne. 

La corrélation observée dans ces expériences (r2= 0.99) est en désaccord 
avec les résultats de Van Loosdrecht et &., (1987a) qui n'ont observé aucune 
adhésion des bactéries hydrophiles ( 0 ~ 3 0 )  à l'hexadécane. Bien que le test de 

partition ait fourni des résultats concordants avec ceux des mesures des angles 

de contact, cette méthode est peu résolutive et peu reproductible et ne permet 

de différencier exactement que des souches d'hydrophobicité très différente. 

Nous avons conservé dans la suite des travaux comme méthode de référence 

de détermination de l'hydrophobicité relative des bactéries, la mesure des 

angles de contact de 1 ' eau. De plus, le système d ' enregistrement vidéo a permis 
d'améliorer, par rapport à la technique classique, la reproductibilité et la 

précision des déterminations sur les tapis bactériens et également de distinguer 

les phases d'évolution de l'angle: étalement de la goutte, stabilisation et 

mesure puis diminution de l'angle sous l'action de la capillarité. 



Dans le but de déterminer l'hydrophobicité nette des bactéries, nous avons 

calculé leur énergie libre de surface par la technique décrite par BUSSCHER et 

d., (1984a). Les valeurs des énergies de surface (yB) des différentes souches 
bactériennes étudiées, décomposées en composante polaire (y;) qui représente 

les intéractions électrostatiques, dipolaires et les liaisons hydrogène et en 

composante de dispersion (y$)  qui reflète les intéractions de London entre deux 

molécules apolaires et la pression d'étalement de la goutte. sont présentées 

dans le tableau XV. 

Tableau XV. Composantes polaire et de dispersion des énergies de surface 

des bactéries et pression d'étalement 

Micro-organisme Energie de surface 
(mJ. m-2) 

Pression 
d'étalement 

(mJ. m-2) 

-- 

MethanospiriZZtun 146.2 119.9 26.3 74.3 71.9 

Propionibacterium 125.1 98 27.1 69.5 55.6 

Lactobac i 2 Zus 121.2 94.1 27.1 66.3 54,9 
Methanothrix 110.3 83.7 26.6 56.6 53.7 
Methanobrevibacter 101 74 27 49.5 51 .5 
Desu Zfovibrio 96.5 71.4 25.1 51 .3 45.2 

(a )  Energie de surface bactérienne en présence de vapeur (ysv = y - a.) 

La différence observée dans 1 ' énergie de surface des bactéries est 
principalement causée par la composante polaire (y:) qui varie de 71,4 à 119.9 

mJ. m-2. en accord avec les résultats décrits par BUSSCHER et e7,. , (1984a) et 
VAN PELT et &. , (1984). alors que la composante de dispersion est comprise 
dans une gamme étroite allant de 25.1 à 27.1 mJ. m-2 pour toutes les souches 

tes tées. 

D'autre part, les résultats montrent que la pression d'étalement de la 

goutte ( n e ) ,  comprise entre 45 et 72 mJ. m-2, n'est pas négligeable. 



Ces mesures ont permis de classer les bactéries en terme d'hydrophobicité 

nette: la bactérie la plus hydrophile dans ces mesures est représentée par 

Methanospiri Z Z u m  et la plus hydrophobe par Desu Zfovibrio . Il faut toutefois 
noter que MethanospiriZZum ne représentait pas la bactérie la plus hydrophile 

lors des mesures des angles de contact de l'eau. Mis & part cette exception, 

l'ordre d'hydrophobicité croissante est conservé dans les deux tests. 

Une corrélation entre la pression d'étalement et l'énergie de surface a 

été observée (r2= 0.9). c'est-&-dire que la bactérie la plus hydrophile (y, 

plus élevé) présente une pression d'étalement plus élevée (Figure 22). 

Figure 22. Importance de la pression d'étalement dans la mesure 
des 6nergies de surface des bac teries. 

La microélectrophor&se cellulaire a été utilisée pour déterminer le 

comportement électrocinétique des cellules bactériennes. Cette technique permet 

de mesurer la charge nette globale des cellules intactes sans aucune forme de 

dénaturation. 

La mobilité électrophorétique est déterminée par la nature et le nombre 

de groupements ionisables sur la surface bactérienne et par les propriétés des 



Figure 23.  Comportement é lec t rophore t ique  des bac t é r i e s  en fonct ion du pH 



électrolytes en suspension (e.g., p9, force ionique ou présence de surfactants). 

Pour identifier ces groupements ionisables en détail, nous avons mesurer les 

mobilités dans une gamme de pH de 2 à 12 (Figure 23). 

Toutes les souches testées sont négativement chargées pour la plupart des 

valeurs de pH. Desu tfovibrio montre la charge la plus négative et Lactobaci ZZus 

représente la bactérie la moins chargée négativement. Les autres souches 

présentent des comportements électrophorétiques typiques de la surface des 

micro-organismes (SMALL et MOORE, 1987). Les différences reproductibles des 

profils électrophorétiques observées reflètent des différences de composition 

de la surface cellulaire. 11 est cependant nécessaire de rappeler que cette 

mesure est une estimation de la charge de l'ensemble de la surface bactérienne, 

dépendant de l'exposition à l'extérieur des groupements ionisables. En effet, 

SONNENFELD et a., (1985) ont montré que les sites électronégatifs étaient 
localisés dans des régions bien précises de BaciZtus subtitis. 

La mobilité positive généralement observée à faible pH, à l'exception de 

Lactobacfttus, est probablement occasionnée par un excès de charges positives 

des groupements amine de la surface en rapport avec les groupements phosphate 

partiellement protonés et les groupements carboxyle complètement protonés. La 

chargetoujoursnégativedeLactobaciZZuspourraitêtre attribuéeauxgroupements 

phosphate de faible constante de dissociation. Aux valeurs de pH plus élevées, 

la mobilité diminue à cause de la dissociation croissante des groupements 

carboxyle et phosphate (VAN DER ME1 et&., 1988). La ressemblance des profils 

de HethanospiriZZum et de Methanothriz suggère des compositions de surface 

similaires. Pour des valeurs de pH inférieures à 4, l'ionisation des groupements 
carboxyle est supprimée alors que les groupements phosphate d'acidité plus 

forte (pKa= 2,1) , restent chargés (ARCHIBALD, 1988) . 
Ces courbes ont d'autre part permis une détermination exacte des points 

isoélectriques (ID) de l'ensemble des bactéries à l'exception de Lactobacfttus 

toujours chargée négativement pour laquelle le point isoélectrique a Btb 

déterminé par extrapolation. Le tableau XVI représente les points isoélectriques 

et les mobilités électrophorétiques à pH 7 des bactéries étudiées. 



Angle de contact (') 

Figure 2 4 .  Relation entre les propiétés des surfaces bactériennes 

6 
# 
U 

O 220 440 668 880 1100 

Energie die liaison (eV) 

Figure 25.  Spectre XPS général typique, exemple de 
(ELP) : Energy Loss Peak 



Tableau XVI. Caractéristiques électrocinétiques des micro-organismes 

Micro-organisme Mobilité électrophorétique Point 
à PH 7 isoélectrique 

(10-8 m2. V-1. s-1) (IEF') 

Desu Z foui br io 

Propionibacteriwn 

Methanobrevibacter 

MethanospiriZZwn 

Methanothriz 

Lactobac i Z tus 

Les IEF' sont rangés dans une gamme de 2 à 4, gamme classique pour le monde 

bactérien (VAN LOOSDRECHT et a., 1987b; VAN DER ME1 et a. , 1988). 
Il ressort de ces analyses que les cellules moyennement hydrophobes 

possèdent des potentiels électrocinétiques négatifs élevés (Figure 24). ce qui 

paraît contradictoire mais en accord avec STENSTROM. (1989). ceci étant du au 

fait que les groupements chargés occupent seulement une petite fraction de la 

surface totale. Le potentiel de surface résulte seulement partiellement des 

groupements chargés de la surface externe, mais aussi des groupements chargés 

situés dans des couches plus profondes de la paroi cellulaire (VAN LOOSDRECHT 

et &. , 1987b). 

1.1.3 Composition 616rnentaird des surfaces bactériennes 

La figure 25 montre un exemple de spectre XPS de Methanothris. L'ordre 

des pics du spectre général est le suivant: Cl,, 01,. NI,, Pzp, K2p3. Nais, Spp et 

Cl,; C, O et N constituent les éléments principaux des surfaces cellulaires et 

P, K, Na et S les éléments mineurs. 

L'intensité des pics des différents éléments a été convertie en concen- 

tration en utilisant les facteurs de sensibilité publiés (WAGNER et &., 1981). 
Les concentrations ont été calculées en fractions atomiques (%)  et exprimées 



alors en termes de concentrations relatives (O/C, N/C , P/C , K/C, Na/C) . Leds 
d s u l t a t s  des cultures dupliquhs sont reproductibles jusqut# 10% pour les 

614ments ma jars ; l a  mproductibili  te des 6léments mineurs (P. K ,  Na) pr6sents 

en tr&s faibles concentrations ( <  1%) B l a  limite de l a  dbtection est beaucoup 

p l w  fa ib le  (20 B m). Les valeurs moyenne@ sont regr(5sent6es danrs le  tableau 

X V I I  . 
TdZeaus XVZIE. Cogtposition Blémentairs ddteraiinb en XPS 

( exprimh en rapport atomique) 

8 )  écart type 

en concz&a%mtisns inf%rimtmae ( O ,083 0,16) ; Ira phosphore B C4$4 diBtect4 en 

- saiLt en amsid(b~t 1e spectm al, ce qui fournit  des infomna%iw 
sur tuus Ies Bl&mtris pr(8senta en swface iî debs coficetntratiom d&teetablarrs, 

mais ce calcul peu p&is ne permet gaar une d y t e  fanctiormelle: 
- mit  en eonsid4rrent le  spectre detail16 enregfst* pour des pics 

individuels p r é s ~ l e c t i ~ s  qui sont d4compos&a en supposant uns forme 85% 



Energie de l iaison (eV1 

Enerqie de liaison (eV) 

Figure 2 6 .  Exemples représentatifs  de forme de pics  Cls des souches bactériennes étudiées 
a. MefhanotbrrX (O= 23,1%; O/C= 0,34) 

b. Lactobawllus (O= 39,54%; O/C= 0,73) 



gausisritmm et 15s l o ~ n t o i ~  (AMORY et a., 1988) : cette &tuda pmnet 11831~yse 

Ponctionnetlle, c'est-8-df~e les pmgortions relat ives de8 diff4rientes formes 

d141bip~ts  majeurs. 

Le pics Cl. a me forme typique pour l a  plupart des bchantillom bacteriens 

avec le ccmposant la plus &levé 4 S4,8 e V  (Figure 26a). ha f o r ~ e  du pie de 

curbonn, dssl 4chentilloais qui cont$eanent 8ss proportions 41evées tm or~y 
est diff6)rente de celle des autres ~ t i l l ~  et le txmpcmttne i 286.2 eV 
devient prMa~inaxlt (Figure 26b). 

Le pic  Cl. est a ins i  divis4 en t r o i s  copilposantes d'bnergie de liaison a&4,8 
eV (correspondant aux l iaisons C-H et C-C), 2$6,2 e V  ( l iaisons C-O et C-N) et 
288,4 e V  (- (C=O) -Mi-) (MOZES et  gt. , 1988) ; le même pmcéd4 de d&mmposition 

a & t B  u t i l i s e  pour l l o x y g h ~  et  l 'azote permettant de calculer les pourcentages 

des diffbreuits &l8mentb, impliques dans des fonctions diverses (Tableau XVIII). 

Tableau XVIII. Analyse fonctionnelle obtenue par d6composition des spectres 

(exprim6e en pourcentage) 

Souche bactarieme C sous forme O sousforine N sousforme 

C-H C-O; C-N Ga0 C=Q OH Nb W3+ 

Facxr 1- surfaias de H~ZjwnobmwSbacleT, Peautfovtbrto, Hethcmothrix et 

Pnoiptonib&?~3tft, 34, e&cbum rwst  prhc%peii$iaent sous forme C-H, a lors  q u ' i l  

t ecaw Posirie CT-O, C-M em surf- de Ixrctobaci ZZw et qul il 

exista, gn &gailibrs C-R st C-0, C-N pour FlethanogptrtZZzun. L'oxygène est 

l'mot42 ssuisl f'orips m. 
U figure 27 pr&ente la corr61atim entre les conposants du pic CI. qui 

sont d w s  au carbone li& B ltoxy@ne au l t m o t e  et l a  somme des rapports de 

concentrations atomiques O/C et N/C. La bonne corr6lation (rz= 0,87) , l a  valeur 



faible de l'ordonnée ZI l'origine et la pente proche de l'unité confirme la 

validité des facteurs de décomposition et la cohérence de la décomposition du 

pics Cl , .  

Figure 27. Proportions des composantes du pic C l s  dues au carbone 
lié d l'oxygène et à l'azote en fonction de la somme des 
rapports de concentrations atomiques: O/C et  N/C pour 
l'ensemble des souches. 

Pour expliquer les propriétés des surfaces bactériennes sur la base de 

leurs compositions chimiques, nous avons établi des relations entre les 

paramdtres mesurés. 

Lthydrophobicit6 des surfaces bactériennes exprimée par l'angle de contact 

de l'eau est proportio~elle au contenu hydrocarboné du pic Cl, (Figure 28) dû 

aux moitiés apolaires des protéines, lipoprotéines, phospholipides, acides 

lipoteichoïques ou lipopolysaccharides. 

En accord avec les résultats décrits par VAN DER ME1 et a., (1989a), une 
augmentation de l'angle de contact (ou une réduction de l'énergie libre de 

surface) est accompagnée d'une diminution du rapport de concentrations O/C qui 

reflète des fonctions polaires et d'une augmentation du rapport N/C qui indique 

une exposition accrue des protéines à la surface des bactéries (Figure 29a-b); 

cependant, aucune corrélation directe (r2# 0.4) n'a été observée dans ces trois 

é tudes. 



F i g u r e  28 .  Angle de contact de l'eau en fonction de l a  f rac t ion apolaire du p i c  Cls 

F i g u r e  29 .  Angle de contact de l'eau en fonction des rapports atomiques: 
( a ) ,  oxygene/carbone; (b) , azotelcarbone 



O 10 2 O 30 4 O 5 O 

N/P 

F i g u r e  3 0 . Angle de contact de 1' eau en fonction du rapport atomique azotelphosphore 

F i g u r e  31. Point isoélectrique en fonction des rapports de concentrations atomiques 

(a) , azotelcarbone; (b) , oxygènelcarbone 



La tendance qui existe entre le rapport N/P et l'angle de contact (Figure 

30) suggère l'intervention des protéines dans l'hydrophobicité (MOZES et a., 
1988). 

Généralement, une augmentation des protéines (N/C élevé) conduit à une 

augmentation du point isoélectrique (Figure 31a). Cette augmentation correspond 

également à une réduction du rapport O/C (Figure 31b) . BUSSCHER et pL. , (1989) 
ont en effet montré que lloxyg&ne était responsable des hautes énergies de 

surface et des faibles points isoélectriques alors que des taux élevés en azote 

entraînaient des faibles énergies de surface et des IEP élevés. L'augmentation 

de 1'IEP résulte d'une exposition accrue des groupements amine positivement 

chargés àla surface opposés aux groupements phosphate et carboxyle négativement 

chargés. 

Aucune information n'a pu être obtenue du rapport P/C (VAN DER ME1 et a., 
l989b) . 

Nous avons tenté, à partir des données obtenues en XPS d'expliquer les 

paramètres physico-chimiques en relationavecles connaissances bibliographiques 

sur la paroi et les enveloppes externes des cellules bactériennes étudiées 

(Tableau XIX). 

Tableau XïX.  Principales caractéristiques des surfaces cellulaires 

Souche bactérienne Mobilité Gram Type de Polymères de l'enveloppe 
peptidoglycane extracellulaire 

Lactobaci 2 tus - + m- DAP Acide lipoteichoïque 

Propiontbacteriun - + L-DAP ? 

Desu t foui br io + - DAP Lipopolysaccharide 
conventionnel 

Plethanobrevibacter - 't+ 1f - Pseudomuréine 

Wethanothrix - IV - 11 - Fibrilles 
(g1yco)protéiques 

Wethanospirittum + ll,tl - Fibrilles 



Figure 32. Représentation schématique de la paroi cellulaire ( A )  et de la membrane d'un 
LactobaciIlw. Les composants de la membrane représentés sont, la protéine ( B ) ,  
le phospholipide (Cl, le glycolipide (D), le phosphatidyl-glycolipide (E) et 
l'acide lipotéichoïque ( F ) .  Les molécules de LTA sont représentées avec leur 
moitié glycolipidique intégrée dans la bicouche lipidique de la membrane et les 
chaînes de polyglycérophosphate polaires qui s'étendent dans la paroi cellulaire 

D'après VAN DRIEL et a l . ,  (1973) . 



L e s  parois  des Lactobacil les sont  const i tuées  d'au moins t r o i s  composants 

structuraux: l e  peptidoglycane, un polysaccharide neutre (cons t i tué  de glucose, 

rhamnose e t  galactose en proportions équivalentes) e t  d'un polysaccharide 

anionique (Figure 32) ;  ces deux polysaccharides représentent respectivement 17 
e t  30% en poids sec des parois des ce l l u l e s  en phase s t a t i onna i r e  (COYETTE e t  

GHUYSEN, 1970). 

Lactobacittus cont ient  des acides r i b i t o l  téichoïques dont l e  phospho- 

monoester terminal est l i é  de façon covalente à un glycolipide e t  const i tuent  

l ' a c i d e  l ipotéichoïque (LTA). Les LTA de Lactobacittus ptantarum sont  des 

polym6res l i n é a i r e s  d 'un i tés  de  ribitol-phosphate subst i tuées  par  des hydrates 

de carbone e t  l a  D-Alanine (WICKEN e t  KNOX, 1980): 

n(glycosyl)  po ly r ib i t o l  phosphate 

I I I 
P- Ala* (Esters d 'acides  g r a ~ ) ~ - 4  

On suppose que les longues chaînes de polyol-phosphate po la i res  s 'é tendent  

à t ravers  l a  paroi  c e l l u l a i r e  e t  peuvent a t t e ind re  l a  surface externe de l a  

paro i  (VAN DRIEL et gL., 1973). 
- L'analvse XES a révélé une nature hautement polysaccharidique contenant 

très peu de proté ines  (N/C f a i b l e )  e t  de nombreux groupements phosphate; l a  

majori té de l'oxygène de surface e s t  sous forme O-H ou O-P (Tableau X V I I I )  , 
suggérant l ' expos i t ion  d'une p a r t i e  des LTA à l a  surface de l a  ce l l u l e .  C e s  

observat ionspeuventêt re  confirméesparladéterminationdupointisoélectrique; 

en e f f e t ,  unIEP extrêmement f a i b l e  a é t é  observé pour Lactobaciltus probablement 

dQ aux groupements phosphate des LTA qui  présentent des pK, de l ' o r d r e  de  2.1 

(LAMBERTetgL., 1975). plus f a ib l e s  q u e l e s  groupements carboxyle des protéines.  

MIORNER e t p L . ,  (1982) ont montré que les Staphytococci qui  possèdent un acide 

r i b i t o l  téichoïque présentent des IEP in fé r i eu r s  à 2. 



- Etude 

La paro i  des Propionibacterium cont ient  un peptidoglycane, un polysac- 

charide const i tué  d'hexosamines (glucosamine, galactosamine) et de sucres 

neutres  (glucose, galactose et du mannose en p e t i t e s  quant i t és ) .  L e s  acides 

aminés c o n s t i t u t i f s  de  l a  paroi  sont  l ' a l an ine ,  l e  glutamate e t  l a  glycine.  

Propionibacte~ium densenit est une bac té r ie  encapsulée e t  l e  matér ie l  extra-  

c e l l u l a i r e  est p lu tô t  de nature polysaccharidique (SKOGEN et  &., 1974). 

- L'analvse XES a montré une surface c e l l u l a i r e  de  nature  moins poly- 

saccharidique que c e l l e  de LactobaciZZus (l'oxygène est présent sous forme 

d'hydroxyle e t  de carboxyle en proportion 1/2)  e t  peu protéique (N/C f a i b l e ) ,  

l ' a z o t e  é t a n t  principalement sous forme NH2 (Tableaux X V I I  et X V I I I ) .  

Contrairement à LactobaciZZus, peu de phosphore a é t é  décelé,  suggérant des 

groupements phosphate peu nombreux en concordance avec son point  i soé lec t r ique  

plus  élevé. 

Aucune données bibliographique spécifique à DesuZfovibrio sp. n ' a  é t é  

trouvée, ce  paragraphe t r a i t e  donc du genre DesuZfovibrio et des bac té r ies  Gram 

négatives en général. 

THOMAS (1972) a montré que l a  paroi  de Desutfovibrio gigas possédait  une 

paroi  conforme au type classique des bactér ies  G r a m  négatives dont l a  membrane 

externe est const i tuée de lipopolysaccharides (30%),  de phospholipides (20 à 

25%) et de protéines (45 à 50%) . 
BRADLEY et GAYLARDE (1986) ont  montré que l a  composition de l a  membrane 

externe de Desutfovibrio vuZgaris é t a i t  représentée par  19% en poids s ec  de 

proté ines  e t  57% de sucres  (dont des glucosamines). 

La molécule de lipopolysaccharide (LPS) est consti tuée de t r o i s  régions 

d i s t i n c t e s  liees de façon covalente (WICKEN e t  KNOX, 1980): 

- un polysaccharide hydrophile O-spécifique qui va r i e  d'une espèce à 

1' au t r e  

- un noyau polysaccharidique constant cons t i tué  de 2-céto-3-déoxyoctonate 

(KDO) comportant des groupements phosphate e t  carboxyle 



Figure 3 3 .  Représentation de l'enveloppe ce l lu la i re  d'une bactéries Gram - d'après 
WICKEN e t  KNOX ( 1 9 8 0 ) .  Le f e u i l l e t  interne de l a  bicouche de l a  membrane 
externe e s t  composé de phospholipides (PL) e t  de protéines (Pr) avec une 
lipoprotéine (LP) formant un attachement covalent au peptidoglycane qui 
souligne l a  membrane plasmique. Dans l e  f e u i l l e t  externe de l a  membrane 
externe, des molécules de lipopolysaccharides sont montrées, l e s  t r o i s  
régions de l a  molécule sont représentées comme un rectangle noir 
( l ip ide  A ) ,  des carrés vides (noyau polysaccharidique) e t  des barres  
noires (polysaccharide O-spécif ique) . 



- un lipide A hydrophobe dont les résidus d'ester d'acide gras sont 
substitués par des résidus de glucosamine phosphorylés. 

BRADLEY et gL., (1984) ont observé que le LPS est localisé sur le feuillet 

externe de la membrane externe et couvre 30 à 40% de la surface alors que les 
phospholipides sont situés principalement vers la face interne (Figure 33). 

-AnalvseXES 
Le rapport protéines-sucres de 1/3 (19% et 57%) reporté par BRADLEY et 

GAYLARDE (1986) pour DesuZ~ovibrio vutgaris est retrouvé en analyse XPS si on 

compare les rapports de concentration O/C et N/C (Tableau XVII). De plus, nous 

avons noté des quantités appréciables de phosphate en surface. laissant supposer 

la présence de LPS. 

--- 
La couche la plus externe des filaments de MethanospiriZZum est composée 

de sous-unités protéiques (MIGAS et gL., 1989) et de sucres neutres (KONIG, 

1988). 

PATEL et d., (1986) ont étudié la composition de l'enveloppe cellulaire 
principalement constituée de protéines (Tableau XX). 

Tableau XX. Composition de l'enveloppe de MethûnospiriZZum hungatef JF1 

(d'après PATEL et pL., 1986) 

Composition chimique Composition en acides aminés 
(en pourcentage de poids sec) et monosaccharides 

(en pourcentage molaire) 

Acides 
Aminés 

Glucides 

29.3% hydrophobes 
59.7 38.1% neutres 

8% basiques 
24,6% acides 

71% arabinose 
6.3% galactose 
7.7% glucose 
7,9% mannose 



- L>analvse XES a révélé des phosphates en quantité importante à la surface 

de MethanospiriZZum ainsi que la présence de protéines. Cependant, des quantités 

importantes de carbohydrates ont également été décelées alors que la déter- 

mination biochimique de l'enveloppe externe a dénoté une composition protéique; 

ainsi, le rapport de concentration N/C obtenu en XPS (N/C= 0,16) est inférieur 

à celui décrit par PATEL et a., (1986) (N/C= 0.24). 
11 faut cependant noter qu'à cause du procédé de lyophilisation, la 

conformation des molécules de surface peut masquer certains groupements qui 

peuvent être exposés en surface sous forme hydratée et, d'autre part que la 

spectroscopie XPS permet d'analyser la couche la plus externe des cellules 

(profondeur d'analyse de 2 à 5 nm) et que les différentes techniques ne mesurent 
pas nécessairement les mêmes composés. 

Comme MelhanospirtZZum, l'enveloppe externe est constituée d'une gaine 

protéique et d'hydrates de carbone dont la composition a été déterminée par 

PATEL et pL., (1986) (Tableau XXI). 

Tableau XXI. Composition de l'enveloppe de flethanothriz soehngenii FE 

(d ' après PATEL et a. , 1986) 

Composition chimique Composition en acides aminés 
(en pourcentage de poids sec) et monosaccharides 

(en pourcentage molaire) 

28,2% hydrophobes 
Acides 81 36,6% neutres 
Aminés 12.1% basiques 

23,1% acides 

11.2% glucose 
7.8% fucose 
6.6% ribose 
44,9% rhamnose 
3,1% mannose 
1,2% galactose 
25,2% osamines 

Glucides 

Lipides 4 
Cendres 2 



F i g u r e  3 4 .  Photographie en microscopie électronique de c e l l u l e s  de Methanothrix 

après co lora t ion  de Thiéry. Une couche polysaccharidique 
externe e s t  clairement mise en évidence ( l i s e r é  n o i r ) .  



La composition en acides aminés des gaines de Methanospirittum et  

Methanothriz e s t  t r è s  proche a lo r s  que l a  composition en monosaccharides v a r i e ,  

Methanothriz renfermant beaucoup plus  d 'acides aminés que Methanospirittum. 

- J , '  analvçe a révélé  l a  nature  protéique de l a  surface de Methanothriz 

et  un contenu polysaccharidique f a i b l e ;  les rapports de concentration O/C, N/C 

e t  P/C (0.35; 0,12 et  0,0065 respectivement) obtenus en XPS ne sont  pas en 

accord avec ceux obtenus par  PELLERIN (1987) (0.46; 0,23 e t  0,0018 respect i -  

vement). Cependant, l 'observation en microscopie électronique après colorat ion 

de Thiéry a montré une couche dense e t  uniformément r épa r t i e  à l a  surface de 

Methanothriz (Figure 34). 

1.1.1.1.6 Methanobrevibacter 

-Etudebiblioaraahiaue 

Lapseudomuréine de Methanobrevibacter est une chaîne const i tuée de rés idus  

de N-acétyl galactosamine e t  d 'acide N-acétyl L-talosaminuronique liés en 

b(1-3) dont l a  moitié peptidique est composée de t r o i s  acides aminés, l e  

glutamate, l ' a l a n i n e  et  l a  lys ine;  elle ne cont ient  pas d 'oses neutres. 

- a m, l a  surface des  ce l l u l e s  de Methanobrevibacter est carac té r i s t ique  

de l a  présence d'une protéine en surface ca r  le  rapport  O/C correspond B c e l u i  

d'une protéine (rapport  théorique O/C= 0.34). hypothèse confirmée p a r l e  rapport  

N/C (rapport  théorique d'une protéine N/C= O,27) (VAN DER ME1 e t  ÇLZr., 1989a). 

1.2.1 Rugositê 

La rugosi té  de surface du substratum const i tue  un fac teur  important, les 

microrugosités peuvent en e f f e t  jouer un rô l e  d ' a t t r a c t i o n  et de protect ion 

contre  l e  f lux  l iqu ide  l o r s  du t ransport  et  de l 'at tachement respectivement. 

Les valeurs de  Ra des d i f f é r en t s  supports, présentées dans l e  tableau X X I I ,  

mettent en évidence que tous ces supports sont lisses (Ra< 0.1 pm) e t  indiquent 

qu'aucun polissage n ' e s t  nécessaire pour que l a  mesure des angles de contact  

a i t  une s ign i f i ca t i on  thermodynamique. De plus ,  les trai tements de surface (c f  

paragraphes suivants)  n ' a f fec ten t  pas l a  rugosité.  



Tableau XXII. Mesure de rugosité des supports nus et traités 

Supports Ra (PI Rt (P) 

PVC 0,042 * 0,011 0959 * 0317 
PS 0,053 * 0,013 0.38 * 0,04 

VERRE 0,020 * 0,007 0933 * 0,05 
SPVC 0,050 I 0,016 0,69 I 0.22 
SPS 0,040 I 0,010 0.38 * 0.03 

PVC-Fe 0,041 * 0,012 0.60 * 0,15 
SPVC-FE 0,044 * 0,013 0.93 * 0,37 
PS-Fe 0,043 * 0.014 0,40 * 0.03 
SPS-Fe 0,033 * 0,007 0.38 I 0.04 
VERRE- Fe 0,014 * 0,004 0.34 * 0,07 . 

1.2.2 Composition de surface dbterminee par X.P.S 

Les rksultats de spectroscopie XPS obtenus au laboratoire sont concordants 

avec les observations de MOZES et a., (1987), bien que les supports analysés 
n'aient pas la même origine et que des spectrom&tres différents aient été 

utilisés dans ces essais (Tableau XXIII). 

Tableau XXIII. Composition élémentaire des supports déterminée en XPS 

Supports Rapport de concentration atomique 

- 

VERRE 2.48 (b) O,17 (b) O, 025 (b) 1 ,48 (b) 

(a) (b) (a) (b) (a) (b) 

PS 0.04 0.05 O O O O 

PVC 0.08 0,08 O 0 O, 4 O, 31 

(a) Résultats expérimentaux 

(b) D'après MOZES et a. , (1987) 



1.2.3 Caracteristiques energetiques des supports non traites 

Les mesures de l'angle de contact de l'eau sur les différents solides sont 

présentées dans le tableau XXIV. 

Les valeurs obtenues sontsemblables àcertaines données de la littérature. 

les variations observées peuvent être dues, soit à la provenance et à l'usinage 

des échantillons, soit au protocole de nettoyage. 

Tableau XXIV. Hydrophobicité relative des surfaces solides 

Supports Angle de contact de l'eau ( ) 

Valeurs FACCHINI PRINGLE et ABSOLOM 
exp8rimentales et a. , (1987) FLETCHER (1983) et PL.. (1985) 

PS 90.2 * 4 95 66 
PVC 81.6 I 3.6 nd(a) 80 
VERRE 24 I. 5 O nd nd 

(a) nd, non déterminé 

Les caractéristiques énergétiques des solides obtenues par la méthode à 

deux liquides sont rassemblées dans le tableau XXV. 

Tableau XXV. Caractéristiques énergétiques des surfaces solides 

Supports YE YS YS 
(mJ. m-2) (mJ. m-2) (mJ. m-2) 

PS 2.1 0.2 28.4 40 30.5 40 25.6 28 25.6 nd 

PVC 5.3 0.1 39.8 42 45.3 42 nd nd nd 46 

VERRE 43.6 96 24.3 44 67.9 141 nd nd >72,5 nd 

(a) Résultats expérimentaux 
(b) VAN PELT et a.. (1985) 
cc) ABSOLOM et &L., (1985) 
(d) FLETCHER et PRINGLE (1985) 
( e )  FACCHINI et a., (1987) 
(f) VAN DIJK et gL., (1988) 



Les trois supports solides ont ainsi pu être classés en fonction de leur 

hydrophobicité en supports hydrophobes (ysfaible) qui présenten tune composante 

polaire faible ou négligeable (PS et PVC) et en support hydrophile (y, élevé) 

représenté par le verre, hydrophilie causée par les nombreux groupements 

hydroxyle qu'il renferme. 

On peut différencier les supports analysés par leur composante polaire 

très variable (de 2 B 44 mJ. m-2). la composante de dispersion est plus stable 
et comprise dans une gamme plus restreinte de 24 B 40 mJ. m-2. 

A l'exception du verre, les données expérimentales sont en accord avec 

celles reportées dans la littérature. Les résultats concernant le verre montrent 

une hydrophilie nettement inférieure à celle décrite dans la littérature, cette 

différence réside principalement dans l'estimation de la composante polaire de 

l'énergie de surface et provient de la technique d'analyse qui ne paraît pas 

adéquate pour des valeurs très élevées de y$. L'hydrophobicité supérieure du 

PS par rapport au PVC peut etre expliquée par la présence en surface de très 

faibles quantités de groupements polaires (les rapports O/C, N/C et Cl/C des 

analyses en XPS sont nuls ou faibles). 

D'autre part, le verre possède une densité de charges négatives très élevée 

(VAN LOOSDRECHT et pL., 1990). Le polystyrène et le PVC sont moins chargés 

négativement que le verre et présentent des potentiels zeta similaires, -44 mV 
et -41 mV respectivement (VAN WAGENEN et pL. , 1981). 

1.2.4 Effets de traitements chimiques sur 1 ' hydrophobici t6 des solides 

L'oxydation sulfurique induit une sulfonation des cycles benzéniques les 

plus externes du polystyrène (MAROUDAS, 1975; CHANGUI et a., 1987) et la 
formation de groupements hydroxyle et carboxyle (CURTIS et d. , 1983) et augmente 
ainsiconsidérablement ladensité de charges négatives de solides divers (CHANGUI 

Notre étude a montré que l'oxydation sulfurique augmente considérablement 

la composante polaire de l'énergie de surface du polystyrène rendant ainsi le 

SPS hydrophile, alors que le PVC est peu affecté par ce traitement (Tableau 

XXVI) . 



Tableau XXVI. Hydrophobicité des supports oxydés 

Supports eOaU-a‘r Y< Y; YS 

( " 1  ( m J .  m-2) ( m J .  m-2) ( m J .  m-2) 

SPS 35,2 * 2*9  3 0  31.6 64.4 66,7 66,7 73 
SPVC 77,5 * 1.6 598 43,8 49,6 nace) nd nd 

(a) Résul ta ts  expérimentaux 
(b) FACCHINI e t  DICOOMO (1987) 
( c )  A ~ S ~ L O M  e t  &. , (1985) 
(d) PRINGLE et  FLETCHER (1986) 
( e )  nd, non déterminé 

1.2.4.2 E f f e t  des cat ions  ~ o l w a l e n t s  su r  les ~ r o ~ r i é t é s  de surface 

1.2.4.7.1 Traitement f e r r i aue  

L e  but du prétraitement par des solut ions  d ' ions  métalliques t r i v a l e n t s  

e s t  de rendre les surfaces so l ides  moins négatives e t  a i n s i  de diminuer l a  

répulsion é lec t ros ta t ique  cellule-support. 

1.2.4.2.1.1 Dosaae du fer 

Le nombre d ' ions  ferr iques  f i xé s  aux d i f f é r en t s  supports est présenté dans 

le tableau X X V I I .  

L'adsorption de f e r  aux supports e s t  très f a ib l e .  L e s  so l ides  les p lus  
-% 

hydrophiles tels que le  ver re ,  adsorbent de plus  grandes quant i tés  d ' ions  

ferr iques;  B l 'exception du verre ,  nos r é s u l t a t s  son t  concordants avec ceux de 

MOZES e t & . ,  (1987). On d o i t  cependant rappeler que les r é s u l t a t s  expérimentaux 

concernant l ' éne rg i e  de surface du verre  n ' é t a i en t  pas en accord avec ceux de 

l a  l i t t é r a t u r e ,  l a i s s a n t  suggérer une dif férence de composition chimique, 

confirmée par  les r é s u l t a t s  présents.  



Tableau X X V I I .  Quanti té de f e r  retenu après trai tement par  une 

solut ion de FeC13 

- - 

Support Fer adsorbé (pmoles/m2) 

Résul ta ts  expérimentaux MOZES e t  gL. , (1987) 

PS 

SPS 

PVC 

SPVC 

VERRE 

La ré ten t ion  du f e r  est considérablement supérieure s u r  les supports oxydés 

(SPS e t  SPVC) que s u r  les so l ides  non t r a i t é s  (1' adsorption du f e r  est augmentée 

d'un fac teur  9 e t  4 pour l e  PS et l e  PVC respectivement). D e  p lus ,  CHANGUI et  

d., (1987) ont suggéré que les ions  ferr iques  é t a i en t  liés plus fermement aux 

surfaces oxydées plus  hydrophiles que s u r  les supports non t r a i t é s .  

4.2.1.2 H-ictté r e t a t t v e  des suports t r a i t a  

La f a i b l e  f i xa t i on  des ions  ferr iques  (de 60 Zi 620 pmoles/mz) rend les 

surfaces p lus  hydrophiles (Tableau X X V I I I ) .  Ladéterminationexacte des énergies 

de surface s ' e s t  avérée impossible ca r  l e s  déviations standards s u r  les moyennes 

é t a i e n t  t rop  importantes, r e f l é t a n t  une r épa r t i t i on  non homogène du f e r  s u r  l a  

surface . 

Tableau X X V I I I .  Effe t  du trai tement fe r r ique  su r  l 'hydrophobicité 

r e l a t i v e  des so l ides  

Supports Angle de contact  O,,,-,,, ( O )  

PS-Fe 

SPS-Fe 

PVC-Fe 

SPVC-Fe 

VERRE- Fe 



PVC 179 * 30 283 * 56 ils9 * 56 274 t 25 78 * 9 64 * 7 

Tablema XXX. beouvrement des supports nus par les bactéries adhérentes 

-- - 
Supports ~&6sion exprimée en pourcentage de recouvrement des surfaces 

PVC 322 5.8 34,O * 2,7 37,6 * 4.0 26,o t 3.0 10,7 t 2,6 10*7 * 1*3 

VERRE * 5.3 1 3 3  * 2.5 34.2 319 11,9 t 1.8 0,02 * 0,01 6,9 * l*o -- 



CHANGUI e t  gL., (1987). ont montré une inversion de charge du polycarbonate 

après trai tement au fe r .  D e  p lus ,  l e  polycarbonate oxydé, plus négatif  que l e  

non t r a i t é ,  por te  une charge pos i t ive  plus élevée après f ixa t ion  ferr ique.  

Lafixationdelapoly-L-lysine, polypeptidebasique, en t ra îneune  réduction 

de 1' angle de contact  du PVC (PVC non t r a i t é  81,6", PVC t r a i t é  70,7°) .  Ce t te  

réduction de l 'hydrophobicité du support a également été observée après pr4- 

trai tement de divers  supports par  des protéines (FLETCHER et MARSHALL, 1982; 

VAN LOOSDRECHT e t  a., 1990). De plus ,  REYNOLDS e t  WONG, (1983). ont montré 

que l a  f i xa t i on  de l a  poly-L-lysine sur  l 'hydroxyapati te i ndu i sa i t  une charge 

pos i t ive  du so l ide ,  l e  po ten t ie l  ze ta  de l 'hydroxyapati te var iant  de -9.1 à 

+20,2 mV après traitement. 

Les d i f f é r en t s  trai tements appliqués aux supports modifient à l a  f o i s  l e u r  

charge e t  a i n s i ,  par créat ions  de sites polai res ,  l e u r  hydrophobicité. 

2 . ADHESION DE CULTURES PURES 

2.1.1 Adhésion des bac té r ies  aux supports non t r a i t é s  

Les données obtenues pour l 'adhésion des d i f f é r en t e s  souches (exprimées 

en nombre de bactér ies  adhérentes pa r  mm2 de support) aux surfaces so l ides  son t  

présentées dans l e  tableau XXIX. 

On peut remarquer que le PS est le  support le  moins colonisé par  l'ensemble 

des bac té r ies  a l o r s  que l e  PVC cont ient  l e  nombre l e  p lus  élevé de bac té r ies  

adhérentes. On s ' a t t end  à ce que l 'adhésion bactérienne au verre,  support très 

hydrophile e t  très chargé négativement aux valeurs physiologiques de pH A 

cause de l a  déprotonation des groupements hydroxyle (VAN LOOSDRECHT e t  d., 
1990), s o i t ,  au cont ra i re  du PS e t  du PVC, dominée pa r  l e s  in té rac t ions  

é lec t ros ta t iques  qui impliqueraient que l e  verre  s o i t  préférentiel lement 

colonisé par  des ce l l u l e s  faiblement chargées. C e  sont cependant les bac té r ies  

les plus hydrophobes e t  l e s  plus chargées qui montrent l a  plus  grande dif férence 

dans l e  comportement d 'adsorption en t re  l e  verre  et l e  polystyrène. 



Figure 35. Photographies de microscc 
les plus représentatives 
(a), (b) et ( c )  : Lactobac 
(d )  , Methanothrix-PVC. 
Pour (a ) ,  (b) et (c), la 

)pie à épifluorescence des bactéries 
adhérant aux supports nus. 
illus sur PVC, VERRE et PS; 

barre représente 9 pm et 10 pm pour (d )  . 



Tableau XXXI. Effet  du prétraitement du PVC à l a  polylysine su r  l'adhésion 

Adhésion exprimée en LactobaciZZus DesuZ$ovibrio Propionibacterium Methanobrevibacter Methanothrix ?iethanospiriZZum 

% de recouvrement 25.0 * 4.7 31.1 * 5.1 35.3 * 4.1 6.4 * 1.3 7.1 * 1.1 

Tableau XXXII.  Adhésion des bactér ies  aux supports oxydés 

-- -- - -- -- - - 

Support Adhésion exprimée en Lactobaci Z lus Desu Zfovibrio ~ropionibacterium Methanobrevibacter Plethanothriz Methanospiri Z tum 

SPVC x103bactéries/mm2 171,0122,O 244.0130.0 304.0149.0 312.0 * 33.0 65.0 * 4.0 74.0 * 9.0 

% de recouvrement 30.9 * 3.5 29.3 * 3.7 42.6 * 3.3 29.7 * 3.7 8.9 * 1.9 12.5 * 1.8 

SPS x103bactéries/mm2 162.0117.0 224.0124.0 178,0132.0 178.0 * 29.0 2.0 I O 21.0 * 4.0 
% de recouvrement 29.1 * 3.4 21.2 * 2,7 25,O * 4.5 16.9 * 2.5 0.3 * 0.13 3.5 * 0.7 



Quand les résultats sont exprimés en pourcentage de recouvrement de la 

surface (Tableau XXX) , on observe qu'un recouvrement maximum de 40% est atteint, 
ce pourcentage de recouvrement dépend en partie de la taille des bactéries. 

CHARACKLIS (1984) a suggéré que la saturation de recouvrement pouvait être due 

à l'existence d'une zone d'influence autour des cellules attachées, déterminée 

par les exopolymères ou d'autres mécanismes. 

La figure 35 montre des photographies des bactéries à différents substrats 

(les plus représentatives). 

La composition des substrata influence la distribution des bactéries 

adhérentes. Les bactéries tendent B être réparties de façon homogène sur les 

surfaces les plus hydrophiles, e.g., le verre alors qu'une agglomération 

bactérienne est observée sur les surfaces les plus hydrophobes (VAN PELT et 

aL* 1985) 
Cette agrégation est occasionnée soit par l'existence d'hétérogénéités 

dans la composition de la surface qui affectent la distribution des sites 

d'attachement, soit elle se produit pendant le séchage des lames où le film 

liquide qui se rétracte entraîne une partie des cellules faiblement liées (MC 

ELDOWNEY et FLETCHER, 1987) . 

2.1.2 Effet du prétraitement du PVC à l a  poly-L-Lysine 

Le but de ce traitement est que les molécules polycationiques de polylysine 

s'adsorbent fermement B la surface solide, créant ainsi des sites cationiques 

qui se combinent aux sites anioniques des surfaces cellulaires et induisent 

une attraction Blectrostatique ou une répulsion réduite. 

Les résultats de ces essais (Tableau XXXI) montrent que la polylysine n'a 

pas d'effet sur l'adhésion bactérienne, voire un effet négatif dans les cas de 

Methanothrtx et de Nethanospirittum contrairement aux observations de LAMBERT'S 

et pl., (1985) et MAZIA et a., (1975). 
Nos resultats sont cependant en accord avec OLSSON et pl., (1976) qui 

n'ont observe aucune influence de la protéine basique fixée dans l'adhésion à 

l'hydroxyapatite, probablement à cause de la faible fixation de la protéine 

basique sur la surface. 

Selon FLETCHER, (1976), l'adsorption d'une protéine de point isoélectrique 

adéquat (e.g. des protéines basiques) pour neutraliser la haute densité de 

charges de surface du polystyrène entraîne une augmentation du nombre de 

bactéries adhérentes. De la même façon, REYNOLDS et WONG, (1983), ont montré 



Figure 3 6. Photographie de Propionibacterium adhérant au SPS. 
La barre représente 10 Fm. 



que l'adsorption d'un polypeptide basique tel que la polylysine entraîne un 

potentiel zeta positif et augmente légèrement l'adhésion bactérienne, alors 

que les polypeptides acides qui produisent un potentiel zeta très négatif 

réduisent l'attachement bactérien (LAMBERTS et a., 1985; OLSSON et gL., 1976). 

LA MOTTA et gL. , (1982) , ont également montré que le prétraitement des surfaces 
solides avec des polymères synthétiques cationiques augmentait de façon 

significative la vitesse d'accumulation du biofilm qui devenait plus compact, 

mais n'intervenait pas dans l'épaisseur du biofilm. 

Ainsi, la charge de la protéine ou du polypeptide est très importante 

(LUDWICKA et a., 1984; VAN LOOSDRECHT et a., 1990). En effet, s'il n'y a pas 
d'effetde charge, les filmsprotéiquesinhibentl'attachementpardes mécanismes 

non électrostatiques comme l'encombrement stérique (FLETCHER, 1976; MAROUDAS, 

1975) ou en se fixant sur les sites de fixation des micro-organismes, empêchant 

ainsi l'adhésion bactérienne (ORSTAVIK, 1977). 

L'efficacité de ce traitement dépend cependant de la nature du substratum; 

en effet, l'adhésion de Desutj'ovibrio au PS est augmentée d'un facteur 3 après 
traitement à la polylysine (89 * 25. 103 bactéries/mm2 ou 7.3 * 2,2 % pour le 
PS et 285 * 38. 103 bactéries/mm2 ou 23.4 * 3,l % après traitement du PS). 

2.1.3 Adhesion bacterienne aux supports oxydes 

L'oxydation sulfurique du PVC n'entraîne aucune modification de l'atta- 

chement des différentes souches bactériennes (Tableau XXXII) alors que 

l'oxydation du PS induit un accroissement considérable du nombre de cellules 

adhérentes de Lactobacittus, Desutfouibrio, Propionibacterium et de Flethano- 

breuibacter alors que l'attachement de MethanospiriZZum et Methanothriz est 

réduit, en accord avec les observations de PRINGLE et FLETCHER (1986). 

De plus, la répartition des bactéries à la surface du SPS est beaucoup 

plus homogène, on ne décèle plus la présence d'agrégats; la distribution des 

bactéries en surface du SPVC est plus régulière avec parfois des amas de taille 

inférieure à ceux observés sur PVC (Figure 36), ceci étant probablement dQ à 

l'hydrophobicité inférieure du SPVC. 



Tableau XXXIII. Attachement bactérien aux supports prétraités aux ions ferriques. 

Support Adhésion exprimée en Lactobacittus Desut$ovibrio Propionibactertum Methanobrevibacter Methanothrix Methanospirittum 

PVC-Fe x 103 bactéries/mm2 
% de recouvrement 

SPVC-Fe x 103 bactéries/mm2 489 * 11 503 i 24 369 * 34 393 * 15 11 * 1 68 * 5 
% de recouvrement 88 * 3,8 4 7 3  * 5,5 35*1 * 3,7 35,l  * 194 1 9 5  * 093  1195 t 0,8 

PS-Fe x 1 0 3  bactéries/mm2 491 * 21 321 * 18 372 * 30 319 i 18 17 2 68 t 7 
% de recouvrement 88,5 * 2 3095 * 4 , i  35.4 * 2,8 35,4 * 2 2,3 * 099 i i 9 6  * 1 9 2  

-- - -- - 

SPS-Fe x 103 bactéries/mm2 471 * 10 479 * 59 385 * 44 314 1: 12 10 * 2 61 * 6 
% de recouvrement 8 4 3  * 1.7 45,3 * 6.5 36,7 * 2.6 29,8 * 1.1 1.4 * 0,4 1093 * 1 

VERRE-Fe x 103 bactéries/mm2 481 * 5 418 * 26 447 * 41 314 i 15 31 * 3 89 * 5 
% de recouvrement 86,7 * 1.9 39*7 * 4,4 42,6 * 3 3  29*9 * 196  4*3 * 1 9 3  15.2 * 099 



Figure 37. Photographies de différentes souches adsorbées sur les 
supports traités aux ions ferriques. (a) et (b) , Lactobacillus 
sur PVC et VERRE; (c) , Propionibacterium-SPS; 
(d) , Methanothrix-PVC. Pour (a), (b) et (c) , la barre représente 
9 pm et 10 pm pour (d) . 



Figure 38. Nombre de bactéries adhérentes en fonction de l 'énergie l ib re  de surface 
des ç ur f aces so 1 ides ; (O), bCfoba~/llS; ;(ll, ~a~/fOvibno; (4, Pf0phnlbacfen'~m; 
(O), MeihanobreMbader; (A), Methanott,rix; ((O), Methanosprillum. 



2.1.4 Traitement eu chlorure de fer 

Le prétraitement au f e r  augmente considérablement l'attachement de Lac- 

tobacittuar et & D~euZfmCln?io & l'ensemble des supports et, & un niginbras 

cetlui de Proptontbcrcteriusa, Uethambruvibuctm- et Ue$?umuspiri 2 tm; les 
bactéries adh(3rent alors de façon situilaire b tow les supports quelque soit 
1- hydrophobiciu ('l'&lm XXXffI)  et 10s diffbmnces 0 b ~ ~ r ~ b 8  dsnis 
essais sur supports nus entre le PVC et le  PS ne sont plus significatives. 

Le traitement ferrique du PVC et du PS semble inhiber l ' a t tachaient  de 

Uethanothrix a lo r s  qu'un attachement accru est observe après traitement du SPS 

et du VERRE. 

Le traitement qui provoque une inversion de charge (CHANGUI et pl., 1987) 
permet l a  formation d'une couche réguli&re e t  dense de bacteries adhdrant 

fortement aux d i f ferents  supports (Figure 37) , le  fer sert a i n s i  de pontage 

ent re  les ce l lu les  et le sol ide (MOZES et pt. , 1987) . FLETCHER, (1988) , et montré 

que l 'addit ion d'ions ferriques a un effet i r revers ib le  dans l'attacheinent 

becterien au verre. 

La présence d'une petite quantite d'ions ferriques joue un *le important 

en diminuant l a  force de répulsion notamment quand l a  distance de sbparation 

est plus f a ib le  que lt&paisseur de l a  double couche électrostatique autour des 
cel lu les  (CHANG, 1989) . 

Les résul ta ts  expérimentaux suggèrent une tendance pour toutes les souches 

bactériennes B attacher en plus grand nombre aux solides de fa ib le  bnergie de 

surface (c 'est-&dire aux substrata les plus hydrophobes) qu'aux surfaces plus 

energétiques (Figure 38). bien qu'aucune corrélation net te  ne s o i t  observée 

(r2= 0 , 1 & 0 , 7 ) .  En accord avec ceci,  une étude précedente réal isée au laboratoire 

avai t  montre que Iilothamothris adherait préf6rentiellement aux supports les plus 

hydrophobes (VERRIER e t  pt. , 1988) , 



Figure 39. Relation entre adhésion bactérienne et énergie libre 
des surfaces bactériennes; ( ), PS; ( A  ), PVC; 
(a),  SPvC; ( 0 1 ,  SPSI (A), VERRE. 



VAN PELT et a., (1985) ont suggéré que la force de liaison bactérie-support 
était directement en relation avec l'énergie de surface des solides (ys)plutôt 

que le nombre de bactéries adhérentes. L'information qualitative obtenue à 

partir des photographies qui montrent une tendance à l'agglomération des 

bactéries sur les supports de faible énergie (PS, PVC) reflète une faible 

liaison des bactéries. Ce phénomène n'est pas observé sur les surfaces plus 

énergétiques (Verre, SPS) indiquant que les cellules sont attachees plus 

fermement. 

D'apres SCHAKENRAAD et a., (1989), l'énergie libre de surface détermine 
le nombre de sites de contact en fonction de l'étalement alors que la présence 

l 
de macromolécules, e . g . ,  des protéines, semble influencer la distance entre la 

cellule et le support; la combinaison de ces deux facteurs est déterminante 

pour la force d'adhésion. 

L'influence des énergies de surface des bactéries dans l'adhésion aux 

différents supports est illustrée dans la figure 39. Ces mesures montrent une 
relation négative entre l'adhésion et les énergies des surfaces bactériennes, 

mais la corrélation est très faible (r2= 0.1 à 0,4) suggérant que la liaison 
des- cellules aux différents substrata est due en partie aux interactions 

hydrophobes (VAN LOOSDRECHT et pL. , 1987a) . 

3.1.5.7.2 Adh- c m e  des bacter- . . - . . 

Aucune corrélation clairen'est décelée entre lamobilité électrophorétique 

à pH 7 des bactéries et leur adhésion aux surfaces solides (Figure 40). bien 
que les bactéries de charge négative de surface élevée présentent une tendance 

à mieux adhérer. Ceci a également été démontré par OLSSON et d., (1976). 
Cependant, HECKELS et d., (1976), et CRIADO et gL., (1985), ont montré 

que la neutralisation des charges négatives de la surface bactérienne par un 

carbodiimide, entraînait une augmentation de l'hydrophobicité et de l'adhésion 

bactérienne alors que le blocage des fonctions NH3+ par le formaldéhyde entraînait 

une augmentation de la charge négative et une réduction de l'attachement. 



D'après l'approche thermodynamique décrite par ABSOLOM et d., (1983) et 
modifiée par BUSSCHER et d., (1984a) pour les énergies libres de surface basées 

sur les composantes polaires et dispersives, une corrélation négative entre le 

nombre de bactéries adhérentes, Nb, et l'énergie libre de surface, ys, indique 

que la composante polaire de l'énergie libre de la surface bactérienne, y::, 

doit être inférieure à la composante polaire de la tension de surface du liquide 

de suspansion, yf. 

Bien que nous ayons observé une relation négative entre Nb et y~dans nos 

essais, y$ est toujours supérieure à y: (Tableau XXXIV). 

Tableau XXXIV. Tension de surface du tampon de suspension (BC7) et rappel de 

la composante polaire de l'énergie des surfaces bactériennes 

Micro-organisme Composante polaire Tension de surface du BC7 
(mJ. m-2) (mJ. m-2) 

Methanospirittum 119,9 

Propionibacterium 98 
Lactobac i 2 tus 94 ,l 
Methanothris 83 , 7 
Methanobrevibacter 74 
Desu t foui br i O 71,4 

Tampon BC7 24.8 

Si on suppose qu'aucune liaison chimique ne se produit entre les bactéries 

et le substratum et queles effets des charges électriques peuvent être négligés, 

la force de liaison peut être décrite par l'énergie libre d'adhésion AGs8,. 

Nous avons déterminé les composantes de dispersion et polaire de l'énergie 

libre d' adhésion AGsBL pour vérifier que 1' adhésion aux surfaces solides des 

souches étudiées obéissaitàl'approche thermodynamique. Ces composantes peuvent 

être exprimées comme: 



Tableau XXXV. Coiapo9ante de diarperaiion ( ~ 6 9 , ~ )  et compos~1l1te polaire ( A G ~ B L )  
de lthergtie intgriaciale d'a8h6sion (hGaBJ 

Souche bacterime Support Energie libre d'adhésion 

Uethanospfrf t h  SPVC 

Lactobac i 2 tus 

Uethrmothr ts  



Figure 4 1 .  Influence de l 'énergie l i b r e  des supports dans l e  calcul  
de 1' énergie l i b r e  d' adhésion; (a), Methanospinillum; 
(A), Propionibacterium; ( ), LacfobaciIlus; (A), Mefhanothnj; 
( O  ), Methanobm'bacter; ((. ), DesuHoM'brio. 
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surface des bacteries et leur capacitEt B s'attacher aux surfaces. Ainsi, aucune 



r e l a t i on  générale e n t r e  AGsBL e t  l e  nombre de bactér ies  adhérentes n ' ex i s t e ,  

dénotant que les paramètres spécifiques à l a  souche bactérienne son t  également 

impliqués dans l e  processus d'adhésion. 

L'adhésion au ver re  peut ê t r e  déc r i t e  par l 'approche thermodynamique 

(ABSOLOM e t  a . ,  1983; BUSSCHER e t  a., 1984a). mais c e t t e  théor ie ,  qui  implique 

un contact  d i r e c t  e n t r e  l e s  deux surfaces ,  n ' e s t  pas appl icable  aux au t res  

supports. 

De p lus ,  ABSOLOM e t  A., (1983), ont  suggéré que s i  l 'adhésion se produit  

malgré une valeur pos i t ive  ou nu l l e  de AGsBL, ce comportement est l e  r é s u l t a t  

d ' in té rac t ions  é lec t ros ta t iques  en t r e  l e s  ce l l u l e s  e t  les subs t ra ta ,  c e  qui 

explique que nous ayons observé une tendance des bac té r ies  les p lus  chargées 

négativement à adhérer en plus  grand nombre aux surfaces sol ides .  

Cependant, l a  fo rce  d'adhésion dépend en p a r t i e  de l 'hydrophobicité des 

surfaces;  e n e f f e t ,  les bactér ies  adhèrentplus  fermementauxsubstratad'énergie 

de surface élevée,  t . e. , le  verre  e t  le  SPS (d i s t r ibu t ion  homogène des  bac té r ies )  

probablement à des distances de séparation in fé r ieures  à c e l l e s  des bactér ies  

qui adhèrent aux surfaces  peu énergétiques par dépôt dans l e  minimum secondaire 

d é c r i t  dans l a  théor ie  D.  L. V.  O (VAN LOOSDRECHT e t  d. , 1989) . D '  après nos 

r é s u l t a t s ,  et en accord avec VAN OSS e t  a., (1986), e t  BUSSCHER e t  d., (1986). 

nous pouvons affirmer que l e s  bac té r ies  adhèrent réversiblement dans l e  minimum 

secondaire aux supports hydrophobes (PS e t  PVC) a l o r s  qu ' e l l e s  s 'adsorbent 

irréversiblement dans l e  minimum primaire à l a  surface du verre.  

Les exopolymères de l a  surface c e l l u l a i r e  peuvent a l t é r e r  l 'adhésion 

i n i t i a l e  des bac té r ies  au PVC, s o i t  par des in té rac t ions  stéréochimiques 

(GIBBONS, 1980; RUrrER et  pL., 1984). s o i t  en modifiant les carac té r i s t iques  

de surface en termes d'hydrophobicité e t  de charge (HERMANSSON et; gL., 1982). 
Dans l e  but d ' é tud ie r  l ' i n t e rven t ion  de polymères pa r t i cu l i e r s ,  nous avons 

chois i  deux bac té r ies  qui  d i f f è r en t  de par l e u r  composition chimique de surface,  

e t  a i n s i  l e u r  comportement électrophorétique e t  l eur  hydrophobicité, i . e . ,  

LactobaciZZus pZantanun et  DesuZfouibrio sp.  



2.2.1 Lactobacillus plantarum 

De nombreuses études ont montré l'implication de l'acide lipotéichoïque 

(LTA) soit dans l'adhésion de bactéries aux cellules animales (BOTTA, 1981; 

OFEK et &. , 1975; ALY et &L., 1980; CARRUTHERS et KABAT, 1983), soit dans la 

colonisation des dents (CIARDI et a., 1977). Ainsi, les LTA sont d'importants 
déterminants des propriétés de surface spécifiques telles que "l'antigénicité" 

et des propriétés de surface non spécifiques, i . e . ,  la charge, la polarite et 

1 ' hydrophobicité (ARCHIBALD, 1988) . 

KANATANI et d., (1989) ont observé la formation de protoplastes de 
Lactobaci ZZus ptantamun par traitement au lysozyme qui laisse les cellules 

intactes. Le lysozyme attaque les liaisons p(1-4) glycosyl du polysaccharide 

de la muréïne. Dans le but de conserver l'intégrité et la viabilité des cellules, 

nous avons utilisé cette méthode indirecte pour extraire le LTA des cellules, 

ce dernier étant lié B l'acide muramique du peptidoglycane. Cependant, ce 

traitement n'est pas spécifique du LTA et les résultats reportés ci-dessous 

doivent être considérés avec précaution. 

- L'action du lysozyme sur les cellules de LactobaciZZus entraîne une 
réduction de l'hydrophobicité bactérienne déterminée par la mesure de l'angle 

de contact de l'eau qui varie de 27,3 * 0.1 à 21,8 * 0.1 pour les cellules non 
traitées et les cellules soumises B l'hydrolyse enzymatique, respectivement. 

MIORNER et &., (1983), ont suggéré que le LTA était le composant principal 
de laparoi cellulaire responsable de l'hydrophobicité deSt~eptococcuspyogenes 

si la partie lipidique s'étendait à la surface cellulaire (BEACHEY, 1975) . 
Cependant, WICKEN et KNOX, (1975), ont montré que la partie lipidique hydrophobe 

était plus intimement associée à la membrane cellulaire alors que la partie 

hydrophile libre et les groupements phosphate s'étendaient à travers la paroi 

jusqulB la surface cellulaire (CIARDI et &. , 1977). MIORNER et a., (1983) 
ont montré que l'hydrolyse enzymatique (trypsine, pepsine, papaïne) entraînait 

une réduction de l'hydrophobicité concomitante à l'extraction partielle du LTA. 



- L'adhésion au PVC des bactéries prétraitées par le lysozyme est réduite 
de 36% (Tableau XXXVI). DANIELSSON et d., (1977) ont montré que le traitement 
au lysozyme des cellules de Pseudomonas sp attachées au verre n'entraînait 

qu'un faible détachement des cellules (10%). 

Tableau XXXVI. Effet de traitements cellulaires sur l'adhésion de 

LactobacilZus plantamun au PVC 

Essais 
- - 

Attachement bactérien au PVC exprimé en 

104 Bactéries/mm2 % de recouvrement 

Contrale : 8 1 1  
cellules non traitées 

Cellules prétraitées au 5 * 0.8 
lysozyme 

Cellules incubées en 2.5 * 0.4 4.5 * 1.1 
présence de LTA exogène 

L 
Cependant, l'hydrolyse au lysozyme n'étant pas spécifique du LTA, nous ne 

pouvons pas confirmer leur intervention dans l'adhésion d'après les résultats 

décrits ci-dessus. 

Ce test d'adhésion a été réalisé par incubation simultanée des bactéries, 

du LTA de StaphyZococcus auras (SIGMA) et du PVC. Le choix du LTA commercial 

a été dicté par sa similitude avec celui de LactobaciZZus plantamun (FISCHER 

et a., 1980). 
L'incubation du LTA exogène (2 mg/ml) et de la suspension bactérienne 

entraîne une réduction considérable de l'adhésion (67.5%) (Tableau XXXVI). 
Des résultats comparables ont été observés par HOGG et MANNING (1988). 

CARRUTHERS et a., (1983). L'inhibition de l'adhésion suggère que le LTA et 
les cellules bactériennes sont en compétition pour les mêmes sites de fixation 

ou que le LTA qui s'adsorbe rapidement (CIARDI et a., 1977) entraîne un 
encombrement spatial qui empêche les cellules d'accéder aux sites de fixation. 



Cependant, l'inhibition n'est pas totale, supposant que le LTA n'est pas 

seulement impliquémais que d'autres mécanismes interviennent (HOQG et MANNING, 

xm) 

L ' intpliccftion du lipopolysaccharide (LPS) dans 1 ' adhesion de Dosutf mtbrto 
dssutfurtcans B l'acier a et4 dbontré par BEECH et d.. (1989). 

BRADLEY et a., (lgm), ont montré que 1'EBTA 10 mM liberlait le LPS et le 

urtAriel proteigue de la sucface de Desrulf outbrio uulgarts . L ' utilisation d ' EDTA 
0.1 B 1 mM libare la moitih des LPS tout en maintenant la viabilit.6 des bact.6ries 

19'78)- 

De nombreux travaux ont inont& que les LPS et les protbines de la membrane 

externe des eelluies conf8rent aux bacteriss Gram nhgatives des caract6ristiques 

hydrophobes (OHMAN et a., 1985). De plus, l'utilisation de mutants d&ipourvuis 

de la partie polysaccharidique O-spécifique montre que cette chafne l~tt&rsle 

augmente lthydrophilie des cellules (MAQJUSSON et a., 1977; S'ENDAHL et a., 
1977; RûSeaJBERG et a., 1980; ~ S S O M  et a., 1982; DE MQD et a., 108g). 

Le traitemanta ltBDTA entrane une l4gihs-e dainutton de l'hybr"olh~bicit6 
de De~Zfovfbr io  b6tterm4nh B partir de 1' angle de contact de 1'- (Tab&e(%u 

XXXVfI), quelque soit la denslit6 bacterienne de la suhopension. 



Tableau XXXVII. Effet de traitements bactériens sur l'hydrophobicité de 

Desulfovibrio sp. 

- - - -- -- -- -- pp 

Essai Angle de contact de l'eau 
( O )  

Témoin: cellules non traitées 41.8 * 0.3 
Cellules traitées à 1'EDTA 40.7 * 0.1 
(ImM, 3mn à 37"~) 
Cellules traitées à 1'EDTA et 
préincubées Ih à 37 OC en prksence 54.4 * 0.7 
de LPS commercial (2mg/ml) 

On s'attendait à ce que l'extraction du LPS entraîngt une augmentation de 

l'hydrophobicité (MAGNUSSON et&.. 1977); deux raisons peuvent être invoquées: 

d'une part, 1'EDTA libère également une partie du matériel protéique de la 

surface cellulaire, d'autre part. les portions hydrophobes du LPS peuvent être 

expos8es à la surface des cellules natives. 

2.2.2.1.1.2 Influence du t raz 'tement dans l'adhésion bactérienne au PVC 

Les résultats des tests d'adhésion des cellules de Desulfovibrio non 

traitées ou soumises àllactiondel'EDTA sontprésentés dans letableauXXXVII1. 

Les différences entre les essais ne sont pas significatives (p < 0.1) pour 
la suspension bacterienne la plus diluée (2.2. 108 bactéries/ml) . alors que 
pour une densité bactérienne plus élevée (2.5. 109 bactéries/ml) . une aug- 
mentation nette de l'adhésion des cellules après traitement 1'EDTA est 

observée. 



Tableau XXaVfII. Influence du traitement B 1'EDTA dans ltadh&sion de 

Desubfovtbrio op. au PVC 

Demi té Egs8i 
bacterienne 

A t t a c h e m e n t  bactQrien exgrin& en 

- - - Contr6le: 0.9 * 0.2 0.9 0.2 
cel lu les  non t ra i tbes  

- Cellules traiths B 
2*2. 108 1 ' E M ' A  1mM 

- Cellules t r a i t ees  
1'EDTA et pr6incub4es en O,% * 0.3 0.8 * 00,3 
présence de LPS exo&ne 

- Contrôle: 9 * 1,2 8.5 * 1.1 
cel lules  non traitees 
- Cellules traitbs $ 

2.5. 10s ~ ' H Y T A  la 14 t 1 12.9 * 1,4 
- Cellules traitées B 
1'EDTA et préincubées en 5.2 * 0.9 4.9 * 0.9 
présence de LPS exogêne 

Effet Bu LPS -vdro&g&&$tb 

Le LPS exogene entrafne une augwmtation signif icat ive de l 'angle de 

contact de l 'eau (Tableau XXXVII) .  C e t  accroisae~aent de l'hydrophobicith peut 

Atre a t t r ibué  B une exposition en surface du l ip ide  A hydrophobe du i&% 8 ~ u g b e .  

D'autre part ,  l 'addition de ce t t e  nsacmmol4cule peut induire un r6a-t 

des mol~cules de surface de DesuZfovfb~fo sp, 



1 2 3 4 
Concentration en LPS exogène (mglml) 

Figure 4 2 .  Effet  du LPS exogène sur l'adhésion de Desulfovibno au PVC; 
(u ) , suspension l a  plus concentrée, ( ) , l a  moins dense 



Bien que le LPS exogène augmente considérablement l'hydrophobicité des 

cellules traitées à llEDTA, il réduit l'adhésion bactérienne de 42% pour la 

suspension bactérienne la plus concentrée (Tableau XXXVIII) ce qui suggère que 

l'adsorption du LPS entraîne une désorganisation de la surface cellulaire 

(DAVIES et a., 1978) et ainsi un changement de la composition de surface. 
L'adsorption du LPS aux cellules de DesuZfovibrio est contralée à la fois 

par la disponibilité des sites récepteurs de la surface cellulaire et les 

différences de polarité des molécules. Ainsi, la saturation des sites de la 

surface cellulaire et/ou l'encombrement stérique dû au LPS lié peut empêcher 

l'adhésion des bactéries au PVC (DAVIES et d., 1978). 

Dans le but de vérifier l'inhibition d'adhésion par adsorption de LPS 

exogène, nous avons incubé simultanément les bactéries non traitées avec 

différentes concentrations en LPS commercial pendant le test d'adhésion. 

L'incubation en présence de concentrations croissantes de LPS exogène 

d'une suspension peu concentrée n'entraîne pas de variations (p< 0,1) dans 

l'adhésion de DesuZj'ovibrio au PVC (Figure 42). En ce qui concerne la suspension 

bactérienne plus dense, une inhibition nette de l'attachement bactérien est 

observée (Figure 42). la réduction de l'attachement est ainsi proportionnelle 

B la concentration de LPS ajouté. DAVIES et d. , (1978). ont observé que la 
quantité de LPS adsorbé était proportionnelle à la concentration en LPS ajouté 

jusqu'à ce que la saturation des sites soit atteinte. 

Cette inhibition de l'attachement suggère que peu de sites d'adsorption 

sont disponibles B la surface des substrata (PRINGLE et FLETCHER, 1986) ou que 

le LPS fixé empêche par encombrement stérique les cellules d'accéder aux sites 

de fixation. La différence des résultats observée entre les deux densités 

bactériennes confortent cette hypothèse. En effet, dans le cas de la suspension 

bactérienne la moins concentrée, tous les sites de fixation du PVC ne sont pas 

occupés et il n'y a aucune compétition entre le LPS exogène et les cellules 



bactériennes; la densité bactérienne de l'autre suspension correspond au seuil 

de saturation de bactéries adhérentes au PVC, ainsi l'addition du LPS entraîne 

une compétition pour les sites limités à la surface du PVC. 

3 . ADHESION DE POPULATIONS MIXTES AU PVC 

Les environnements naturels sont généralement des systèmes hétérogènes 

dans lesquels des populations de micro-organismes différents coexistent. Ainsi, 

différents types d'intéractions, positives ou négatives, basées sur des phé- 

nomènes de compétition, notamment pour le substrat de croissance en concen- 

trations limitantes, peuvent se produire entre les micro-organismes. 

Certaines bactéries sont capables d'adhérer aux matériaux solides ou de 

s'auto-agréger pour compenser leur faible taux de croissance. 

Cependant, la majorité des études traite de l'attachement de cultures 

pures et l'attachement compétitif entre différentes espèces est très peu connu. 

Le but de cette étude était de vérifier si l'attachement au PVC d'une 

souche donnée pouvait influencer la présence d'autres souches adhérentes. 

Le choix des couples bactériens a été dicté: 

- soit par leur présence au sein des digesteurs anaérobies et par un 
substrat de croissance commun; c'est le cas de PfethanospiritZum hungatei et de 

Methanobrevibacter arbortphilicus qui sont deux méthanogènes hydrogénophiles. 

- soit à partir des observations décrites dans la littérature. ISA et a., 
(1986). ont montré que les bactéries méthanogènes hydrogénophiles étaient 

capables de concurrencer, par leur capacité d'attachement, les bactéries 

sulfato-réductrices qui présentent des taux de croissance plus élevés. Notre 

choix s'est fixé sur le couple MethanospiriZlum hungatei et Desutfovibrio sp. 

Deux types d'expériences d'attachement de cultures mixtes ont été réalisés: 

- un attachement simultané comparé au contrôle attachement 
- un attachement séquentiel comparé au contrôle détachement. 

3.1.1 Effet de l'attachement simultané sur l'adhésion des espéces indi- 

viduelles 

Quand les deux bactéries attachent simultanément à la surface, l'adhésion 



Adhésion ultérieure d'une seconde souche ajoutée en 
concentrations croissantes (milliers bactéries/rnm2) 

Figure 4 3 .  Attachement séquentiel: (~),Meth~nUurn;(;),DesuIIbvibno 

Les intervalles de confiance sont représentés. 



des deux souches est considérablement diminuée par rapport a l'adhésion en 

cultures pures (Tableau XXXIX).  

Tableau XXXIX. Attachement simultané au PVC 

Test Espèce bactérienne Adhésion bactérienne exprimée en 

104 bactéries/mm2 % recouvrement 
- -- 

Contrôle Nethanospir t Z Zum 4,6 * 0,s 7,8 * 0.8 
attachement Desu Zfov t br t O 11 * 2 10.1 I 2.2 

Attachement NethanospiriZZum 2,g * 0,4 5 * 0.7 
simul tané Desu Zfov i br i O 2.5 * 0.5 2.3 * 0.4 

Si on compare la somme des bactéries adhérentes dans le contrôle attachement 

(15,6. 104 bactéries/mm2) B celle du test simultané (5.4. 104 bactéries/mm2), 

on observe une inhibition considérable de 1' adhésion de 65%. DesuZj'ovibrio est 

la plus affectée par la présence de l'autre bactérie; en effet, l'adhésion de 

DesuZfovibrio est réduite de 77% alors que celle de Methanospirt ZZum n'est 
inhibée que de 37%. 

3.1.2 Effet de l'attachement séquentiel sur l'adhésion des espèces 

individuelles 

L'attachementultérieurd'uneseconde espèce, en concentrations croissantes 

(Figure 43; traits horizontaux), ne déplace pas la première espèce colonisante 
(Figure 43; traits verticaux) , quelque soit l'ordre de présentation des souches 
au PVC. Cependant. la présence de la première bactérie pré-adhérente empêche 

une adhésion maximale de la seconde espèce (Tableau XL, Figure 43), d'autant 
plus quand Nethanospirtttum est présentée en premier au PVC. 

Ainsi, quand on présente Nethanospirittum en premier au support, l'adhésion 

subséquente de DesuZj'ovibrfo est réduite de 78% et quand on inverse l'ordre 
d'exposition à la surface, l'adhésion de MethanospiriZZum est inhibée de 45%; 
ces résultats coincident avec les pourcentages d'inhibition obtenus dans 

l'attachement séquentiel et la somme des bactéries adhérentes ne représentent 

plus que 50,5% et 92% dans les deux séquences. 



Figure 44. Attachement séquentiel de Methanospirilum (filaments) 
et de Desulfovibno d'ordre de présentation: 
(a), JF1 puis G11, (b), Gl1 puis JF1. La barre représente 10 Pm. 



Tableciai %L. Attachement s&ue~tiel au PVC 

Essai Sequence Souche Amsion au PVC exprimée en 
- 

IO4 bac t&ries/mm2 % recouvrement 

Contrôle 

détachement 

JFi puis Hethanoqiri t Zum 3.6 * 0,4 6.2 * 0,7 
JF1 

a 1  Desu 2 fou i br io 1,5 * 0,5 1,5 * 0,5 
Attachement G11 

séquentiel G11 puis Methanosptrtttum 1,8 * 0,3 3 * 0,5 
JF1 

I1fautAgal68o~tnoterqueltincubationenp~sencedetampondesuspsnsion, 

i. e. , le contrôle d8tachement. détache une partie des bactéries merentes. En 
effet, si on compare la somme des bacteries adherentes du contrôle detachement 

celle du contrdle attachement, on observe une diminution de 35% du nombre de 
bacteries adsorbées qui ont et6 détachées par le liquide. 

De plus, un ph&nom&ne dt agrégation bact6rienne a &te déce16 dans nos essais 

oii les cellules de DesuZfovibrio sont etroitement liées aux filaments de 

Methanospiri 2 2- (Figure 44a et b) . 

Quand les deux m&es b9ctBricsnnes sont gdsentes siwilt&gnt deurie la 

suspension, le nombre total de bacteries adh$rentes est &duit de 29%, rnii, 

contrairement au cas précédent, c'est PIethanosptrt ZZwn qui est la plus affecthe 
(46% d ' inhibition d ' attachement ) alors que 1 ' adhesion de Methanob~suibacter ne 
subit qu'une dduction de 25% [Tableau XLI). 



Adhésion ultérieure d'une seconde souche ajoutée en 
concentrations croissantes (milliers bactéries/mm2) 

Figure 4 5 . Attachement séquentiel : ( 1 ), Melhariospinllm; ( ; ), Melhanobrevibacfer 
Les intervalles de confiance sont représentés. 



Tableau XLI. Attachement simultané au PVC 

Test Espèce bactérienne Adhésion bactérienne exprimée en 

104 bac téries/mmz % recouvrement 
- - - 

Contrôle MethanosptriZZum 2.2 * 0.2 3.7 * 0.4 
attachement. Methanobrevtbacter 9 * 0.8 15.3 * 1,4 
Attachement MethanosptriZZum 1,2 * 0,2 2 * 0,3 
simultané Methanobrevtbacter 6,8 i: 0,7 11.3 t 1,l 

3.2.2 Attachement sequentiel 

De façon, analogue au couple précédent, l'attachement subséquent d'une 

seconde espèce ne déplace pas la première souche adhérente (Figure 45). quelque 
soit la séquence dans laquelle les micro-organismes sont présentés au PVC. 

Si Methanospirittum (Figure 45, traits pleins) est la première bactérie 
mise en contact avec le support, l'adhésion ultérieure de Methanobrevtbacter 

(Figure 45, traits pointillés) est réduite de 51%. alors que quand l'ordre de 
présentationest inversé, l'adhésionantécédentedeMethanobrevibactern'empêche 

pas celle de MethanosptriZZum (Tableau XLII). 

Ainsi, seule la présence de Methanospirittum en tant que première colo- 

nisatrice inhibe toute adhésion ultérieure. 

Dans ces essais, le tampon de suspension ne détache que 10% des cellules 

adhérentes totales par rapport à la somme des contrôles attachement; cette 

différence de détachement avec l'exemple précédent est principalement da au 

faible détachement de Methanobrevibacter. En effet, dans les deux couples 

étudiés, le pourcentage de détachement des cellules de Methanospirittum par le 

tampon de suspension est de 28% et 27% respectivement, alors que dans le premier 

cas la présence du liquide entraîne le détachement de 38% de cellules adhérentes 
de DesuZj'ovtbrio et, dans le deuxième essai, uniquement 6% des cellules de 
Methanobrevibacter. 



Tableau XLII. Attachement séquentiel au PVC 

-- 

Essai Séquence Souche Adhésion au PVC exprimée en 

104 bactéries/mm2 3: recouvrement 

Contrôle 
MethanospiriZZum 1.6 * 0.2 2.7 * 0.3 

JF1 

détachement Methanobrevibacte~ 8,s * 1.1 14.4 * 1,9 
AZ 

JF1 puis Methanospi ri Z Zum 1,7 * 0,2 2.9 * 0 . 3  
JF1 

AZ Methanobrevibacter 4.2 * 0,4 7.1 * 0.7 
Attachement AZ 

séquentiel AZ puis MethanospiriZZum 1.4 * 0.2 2.3 * 0.3 
JF1 

JFi Methanobrevibacter 8.4 * 0.6 14.2 I 0.9 
AZ 

L'attachement d'une espèce bactérienne est influencé par l'adhésion 

précédente ou simultanée d'une autre bactérie, bien que l'attachement de 

Methanobrevibacter n'ait aucun effet sur l'adhésion subséquente de Methanos- 

pirittum. 

De plus, dans les deux cas présentés ci-dessus, la réduction d'attachement 

de la seconde espèce est plus élevée quand MethanospiriZZum est présentée en 

premier au PVC, ce qui implique un rôle important de l'ordre de présentation 

des micro-organismes aux surfaces. FLETCHER, (1980). a également observé un 

attachement successif de bactéries marines à divers substrata in situ. CORPE, 

(1972). a montré que la formation du film bactérien initial était suivie par 

l'attachement d'autres organismes (JONES et ISAACSON, 1983; WILLCOX et a., 
1990). De telles observations ont également été réalisées dans les digesteurs 

anaérobies (ZELLNERetd., 1987). TOMEIetd., (1985). ontobservél'attachement 

sélectif des bactéries consommatrices d'hydrogène, utilisé pour concurrencer 

les bactéries sulfatoréductrices (ISA et d. , 1986) . 



Pendant l ' a t tadmwnt  sinulteuré,, les deux esp6ces sont pfisentes dans l e  

ttmpon de suspension et des i n t & r a c t i w  intercellulaires peuvent are produire 

et entrainer des modifications des caractéristiques des surfaces bact6riennes. 

ou l a  format ia  d'agrégats (MC e t  a., 1987). 
Selon BzSEt et a., (1983). les quant i th  plus faibles de bactgries aûWi"ant 

en &lange sugg&mt un manque dtind&pe,ndmce dam ltadh&sion des bactbries 

qui r ivalisent  pour l e s  is;Briiear sites da fixation. 

Las facteum qui psuvgnt considérsbleoituit af'fecter l ' d h b i o n  stlbs4quente 

d'autres bacteries sont les suivants: 
- l a  ploesence de aecromlkules  sur l a  surface dlattachePtent. De tels 

fi- condlitionnants (FtETCHER et iUBHLL, 1982) aïtdrent ies proprietes d'une 

surface en l a  masquant par une couche hydrath. 

- les bacteries a t t d k s  peauvent également conditionner l a  surface. Ainsi, 

1' attachement de la  seconâe esp&ce &pend B l a  fois  de l'adhésion cellule-support 

(si la  premihre bactérie ne recouvre pas l a  t o t a l i t e  de la surface) et 

cellule-cellule (BRANTING et  a., 1 9 9 ) .  S i  la  premidre e spke  bactérienne 
occupe tous les sites de fixation du substratum, le succb  d 'me adhésion 

subs&quented6pendradelacapacit&delaseconde esphce Badh&rerBlapr0miQre. 

Ainsi, l a  preaildre colonisatrice aura un effe t  bénW ique pour certuines souches 

et un e f fe t  nefaste pour d'autres esp&ces (WIUCOX et a., 1990; BRANTING e t  

al., 1989). Un tel phhombe de cwp&rativit6 positive a egaleaent 4th observé 

pour ltadhQsion de cultures pureg (NESBIT'î et a. , 1982) . De la mhe façon, 
GIBBONS et VAN HOUTE, (1980) , ont montré que diPP6rentes bacthries de l a  plaque 

dentaire etaient  capables dtadh6rer directement les unes aux autres. Nous avons 

par a i l leurs  observe dans nos essais d'attachement shuent ie l ,  une association 

fréquente des cellules de Daw2,fovCbFto aux filaments de Hethanosptrt ZZuar,  

contrairement aux etudes de MC ELWJWNEY e t  a., (1987) , qui ont observe des 

bacteries adhhrentes fréquemment séparées. 

Cependant, le nombre de sites de fixation sur  le substratum est limite et 

l'attachement d'une espèce peut empécher celui d'autres cellules dans la  même 

dg ion  so i t  par encombrement s terique (BIBEL e t  a. , 1983) , so i t  par excdt ion 

de polymères (HIRSCH, 1984). s o i t  par répulsion 6lectrostatique (RUTTW e t  

VLNGENT, 1981.1) . 
X l  est ;tPlpOrtmt de mpps3er i c i  que H~thanospfzf ZZum est une bllCt&~ie 

filamenteuse e t  1 ' inhibition &s 1 ' &&sion subsMuwite observb 



peut être expliquée soit par l'encombrement spatial qui empêche l'accès aux 

sites de fixation libres, ou à l'excrétion d'un polymère antiadhésif qui 

déterminerait un périmètre "interdit" autour des filaments. 

Cependant, le nombre théorique de sites de fixation disponibles sur le 

PVC, qui est de l'ordre de 105/mm2 (résultats non présentés), n'est jamais 

atteint dans les essais d'attachement séquentiel suggérant que tous les sites 

ne sont pas occupés. 



CONCLUSION GENERALE 



Bien que l'ultrastracture et la composition des biofilms et agrégats 

méthanogènes soient parfaitement connues, aucune étude systématique de la 

formation de ces biofilms en surface des matériaux plastiques n'a été réalisée 

jusqu'à présent. C'est pourquoi, les travaux que nous avons réalisés ont été 

consacrés à la caractérisation des propriétés physico-chimiques des surfaces 

bactériennes et solides dans le but de comprendre les mécanismes impliqués 

dans la colonisation initiale de différents supports par les bactéries 

méthanogènes et de promouvoir l'adhésion bactérienne. L'augmentation de la 

densité de bactéries adhérentes et de la vitesse d'accumulation de la biomasse 

peut raccourkir la phase de latence du développement du biofilm, étape 

primordiale dans les conditions de démarrage des réacteurs anaérobies àculture 

fixée . 
La question à élucider dans tous les domaines concernés par l'adhésion 

microbienne (biofouling, infection, plaque dentaire, ...) est la suivante: 

"Comment les bactéries attachent-elles aux surfaces?", c'est-à-dire, 

quels types d'interactions sont impliqués (intéractions électrostatiques, 

hydrophobes, stéréochimiques, spécifiques,...). 

I flécanisma d a esioq 
' dh' . d'a~rès CERI et WESTRA (1988) 

1 Nous avons abordé l'adhésion des bactéries anaérobies selon les deux 

approches généralement décrites: 

- l'approche thermodynamique basée sur la détermination des énergies 
libres de surface des cellules et du support qui permet de calculer l'énergie 

libre d'adhésion 



- l a  théorie  D.L.V.0 qui  prend en considération les intéract ions é lec-  

t ros ta t iques  et  les forces de dispersion de van der  Waals. 

Après avoir  m i s  au point  une méthodologie or ig ina le  permettant une 

détermination exacte et reproductible des angles de contact su r  tap is  bac- 

t é r i ens ,  nous avons estimé l e s  énergies de surface des souches étudiées;  elles 

sont  comprises dans une gamme de 96.5 à 146.2 m J .  m-2, correspondant à des 

bac tér ies  moyennement hydrophobes à hydrophiles. 

La microélectrophorèse a permis de déterminer l e s  mobili tés é lec t ro-  

phorétiques en fonction du pH; toutes  l e s  bactér ies  é tudiées  portent une 

charge négative à pH 7 (de -3.5 à -1. 10-8 mZ . V-1 . s-1) . 
L'importance de l a  composition élémentaire des surfaces bactériennes dans 

l 'adhésion aétédémontrée àpartirdelarelationobservée e n t r e l a  composition 

élémentaire e t  l 'hydrophobicité bactérienne. D'autre p a r t ,  l e s  données chi-  

miques obtenues ont é t é  u t i l i s é e s  pour in t e rp ré t e r  l a  dépendance de l a  charge 

vis-à-vis du pH. 

Après carac tér i sa t ion  des supports so l ides  en termes de rugosi té  de 

surface e t  d'hydrophobicité, nous avons r é a l i s é  des essais d'adhésion en 

conditions s ta t iques  où nous avons observé un t r è s  f a i b l e  attachement des 

bac tér ies  méthanogènes filamenteuses, e.g., Methanothriz et MethanospiriZZum. 

La  recherche d'une r e l a t ion  en t re  les carac tér i s t iques  des surfaces et 

l 'adhésion bactérienne a tou t  d'abord é t é  centrée s u r  l a  re la t ion  e n t r e  

l ' éne rg ie  de surface des bactér ies  d'une pa r t ,  ou des so l ides  d 'au t re  p a r t ,  

e t  l e  nombre de bactér ies  adhérentes. Les r é s u l t a t s  de c e t t e  étude ont montré 

qu'un nombre élevé de bactér ies  adhérai t  aux matériaux de f a i b l e  énergie de 

surface,  àl'exceptiondupolystyrèneetqueles bactér ies  les plus hydrophobes 

présentaient  une tendance à adhérer à tous l e s  supports. Aucune re la t ion  n e t t e  

n ' a  par a i l l e u r s  é t é  observée en t r e  l e s  mobfiités électrophorétiques e t  

l 'attachement bactérien. 

FLETCHER, (1988). a émis l'hypothèse suivante qui renforce l ' importance 

de l a  connaissance de l a  composition élémentaire des surfaces bactériennes: 

s u r  un substratum de f a ib l e  énergie,  c 'es t -à-dire  hydrophobe, l e s  const i tuants  

l ipidiques ou l e s  groupements non polaires  des polysaccharides de surface 

peuvent in te rveni r  dans l 'adhésion a lo r s  que s u r  une surface hydrophile, les 

polysaccharides hydratés peuvent représenter les substances adhésives. 

L ' u t i l i s a t i o n d e  traitements chimiques des so l ides  dans l e  bu td ' acc ro î t r e  

l 'adhésionbactérienne amontré q u ' i l s  engendraientune réduction s ign i f i ca t ive  

de l 'hydrophobicité des supports. De plus ,  nous avons observé une adsorption 



accrue de bactéries aux supports chargés négativement par fixation de cations 
P 

trivalents, e. g. , les ions ferriques, qui diminuent la répulsion électros- 
tatique cellule-support. 

L'intéraction bactérie-support a également été déterminée théoriquement 

en calculant l'énergie libre interfaciale d'adhésion AG,,,. Pour la totalité 

des souches, AGssr devient positive pour les matériaux d'énergie libre 

inférieure 65,4 mJ. m-2, cette valeur positive décrivant une faible liaison 

(VAN PELT, 1985) et une adhésion réversible (BUSSCHER et al., 1986). 
Nous avons montré que nos essais sur supports hydrophobes ne répondaient 

pas au concept thermodynamiquede description del'adhésionproposé par ABSOLOM 

et a., (1983), et BUSSCHER et gL., (1984a) qui implique un contact direct 
entre les cellules et le support. 

Ainsi, l'adhésion réversible aux supports hydrophobes se produit B une 

certaine distance de séparation de la surface, dans le minimum secondaire. 

Si on considère la force d' adhésion, nous pouvons affirmer que 1' adhésion 

aux surfaces de faible énergie peut être décrite par la théorie D.L.V.0 où 

les cellules qui adhèrent dans le minimum secondaire sont adsorbées réver- 

siblement alors que l'attachement est beaucoup plus ferme sur les supports 

hydrophiles engendrant la formation de monocouches homogènes de bactéries 

adhérentes. 

L'existence de ce minimum secondaire a récemment été confirmée par 

1 ' utilisation de la microscopie d ' interférence en réflexion (FLETCHER, 1988) . 
Ces observations ont été confirmées par les microphotographies qui ont montré 

une agglomération des cellules faiblement attachées aux surfaces hydrophobes, 

en opposition aux substrata de forte énergie, et par le contrôle détachement 

des essais en cultures mixtes où nous avons montré que la seule présence du 

tampon pouvait extraire une partie des bactéries faiblement adhérentes (VAN 

PELT, 1985) . 
Ces résultats confirment les observations réalisées en réacteur anaérobie 

qui stipulent que les biofilms méthanogènes sont faiblement fixés aux supports 

polymériques et facilement érodés par le flux liquide (HUYSMAN et a., 1983). 
L'utilisation de cations trivalents, i.e., les ions ferriques, qui 

réduisent la distance de séparation cellule-support renforce cette hypothèse 

puisque la majorité des bactéries adhèrent invariablement à tous les supports 

traités, quelque soit leur hydrophobicité, et sont distribuées uniformément 

sur les surfaces, impliquant un attachement plus ferme. 



Cependant, toutes  l e s  techniques u t i l i s é e s  dans c e t t e  étude fournissent 

des informations s u r  l a  composition chimique globale des surfaces c e l l u l a i r e s  

etnégligentainsilaprésencedepartiesmoléculaires spécifiques e t  loca l i sées  

qui  peuvent in te rveni r  dans l'attachement bactérien. Ainsi, nous avons montré 

quel ' incubat ion d 'unebactér ie  Grampositive, LactobaciZZus, e t  d 'unebactér ie  

G r a m  négative, DesuZfovibrio,en présence de LTA ou de LPS exogènes, respec- 

tivement, i nh iba i t  l 'adhésion de façon s ign i f i ca t ive ,  par occupation des sites 

de f ixa t ion  p lu td t  que par  intéract ions spécifiques.  

L e s  r é s u l t a t s  ont démontré que l'attachement bactér ien & une surface peut  

être a f fec té  par l a  composition de l a  population adhérente e t  peut d i f f k r e r  

considérablement de l 'attachement d'une espèce en cul ture  pure. Les e s s a i s  

d'attachement mixte ont montré l'importance de l a  s6quence dans laquel le  les 

micro-organismes sont présentés au PVC. Bien que l a  première espece i n t e r f è r e  

avec l 'attachement de l a  seconde, le degré e t  l e  mécanisme var ie  pour chaque 

combinaison. 

L e  but de not re  prochaine recherche s e r a  de déterminer si les r é s u l t a t s  

obtenus dans c e t t e  étude peuvent être appliqués à l a  colonisation à long terme 

de populations méthanogènes définies  ou non, en réacteurs  de laboratoire  sous 

des conditions hydrodynamiques. 



ANNEXES 



COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE B.C.Y.T par litre 
(Base Carbonate Yeast extract Trypticase pH 7) 

Composition : KH2P04 
NaCl 
~gC12,6H20 
CaC12,2H20 

- Solution de vitRmines (concentrée 10 fois) 

Composition: Biotine 
C 

Acide Folique 
Pyridoxine-HC1 
Thiamine-HC1 
Ribof lavine 
Acide Nicotinique 
DL-Calcium panthoténate 
Vitamine B12 

Composition: Acide nitrilotriacétique neutra- 
lisé à pH 6.5 avec KOH 10 N 
FeC13, 6~20 
MnC12, 4H20 
coC1.2, 6~20 
CaC12, 2H20 
ZnCl2 anhydre 
CuC12, 2H20 
H3B03 
Na Molybdate, 2H20 
NaCl 
Na2 Seo3, 5H20 
NiC12, 6H20 

- m3 anhydre: - pour N2C02 85-154: 
- pour H2C02 80-203 



ANmm II 

DOSA= COLORIMETEUQUE DU FER A LtORTHOPHEi?~0LINE 

-: F@+ dome avec la O-phbanthroline un ion coatplslcg rouge contana;nt 

trois ml&iSisg de 0- ph8nant21mlbe pour un Fe2+. 

Pour le &sage des ions Fd*, il est nécessaire de réduire au 
pdalatrle Fe(I1I) en Fs(I1) par da 1'aci.de ?mcorbiqw. 

l&& m: le dosage s'effectue B pH 3,5. 

4 m l  d'thzhantillon 

0,4 rd. d' acide ascorbique B 2% 

0.4 ml d' orthophénanthroline B 2% 

Laisser lh B l'abri de la lumiere. 

J,sgWa est enauite réalisée 8, 515 m B l'aide d'un spectrocolorh&tre PYE 

UMCAM SP 8.100 6quipé d'une microcuve B circulation, d'&paisseur 10 mm. 

ans les conditions de dosage pr&édentes, la concentration de fer con 

lt6chantillon est obtenue en mg/ 



ANNEXE III 

DETERMINATION DE L'ENERGIE DE SURFACE DES BACTERIES 

En pratique,y,,yget ygdes surfaces bactériennes ont été calculées comme 

suit : 

a. yL de la série de mélanges eau milliQ-n propanol a été déterminée par 
la méthode tensiométrique de la lame immergée de WILHEMY (BELLON-FONTAINE, 

1986). Le principe de cette technique est de mesurer la force verticale 

appliquée par la surface du liquide sur une lame. On utilise pour cela un 

tensiometre PROLABO à équilibrage automatique qui permet de mesurer la force 

exercée par le liquide sur une lame de platine que l'on émerge, l'appareil 

affiche directement la valeur de la tension de surface. 

h. y; des différents mélanges eau-n propanol est calculé après déter- 

mination des angles de contact des liquides sur parafilm (BUSSCHER et d., 

1984a), pour lequel on cornait les paramètres suivants: 
d Ys parafilm = 25 5 mJ* m-2 

y: = O 

n. est supposée nulle 

Le remplacement de ces valeurs dans l'équation du chapitre 3113 donne: 

On peut alors déterminer y: à partir de: 

Y? = YL - Y? 
c. y ;  de la surface bactérienne est calculée par mesure de l'angle de 

contact 8,  d'un liquide apolaire, e . g . ,  l'hexadécane, sur le tapis bactérien 

(y: de l'hexadécane est nulle et n, est supposée nulle. 

En remplaçant dans l'équation du chapitre 3113 la tension de surface y~ 

de l'hexadécane par sa valeur numérique (27,6 mJ. m-*), on obtient: 



y; = [2,63. (cosû,+ 1)12 

d. y <  de l a  bactér ie  e s t  calculée à p a r t i r  de l 'équation suivante, dérivée 

de c e l l e  du chapitre 3113: 
d 112 = 

Y L  ( cos@+ 1) - 2 (yS.y , )  2 ( y $ . y f ) l f 2  - JI, 

d 1/2 En traçant  y L  (COS@+ 1)  - 2 ( y z . y L )  en fonction de (yf)"', on obtient  

une d ro i t e  de pente 2 (y  g)  l" e t  d'ordonnée à l ' o r ig ine  n,. 

e. L'énergie l i b r e  de surface est a lo r s  obtenue par: y, = yd, + y$ 



xv 
ANALYSE XPS DE3 ECHANTZLLûNS BACTBRXWS 

PriLnciaedalasaectragcabiedkt-XIXPSl 
Ntte technique est b sur l'effet phota4Lactrique. L16chantillm est 

bambad6 pcer un faisceau monodmmatiqug (dam notre cas, il s'agit d'une 

anode dl alumîniua AU.)  ou non, qui induit 1' &mission des 6lectirorils des nivaaax 

s et p. 

L'Anergie cineWque Ek des photoélectrons b i s  est mesurb dans un 

8nalysa.w d'brgîe Alectrostatique. Cette mesure p g m t l a  UteriPaination de 

ll&mrgie de liaison dans l'bchantillon B partir de la relation: 

hv - E I  * E I  

Le no~ibre de photoélectrons émis est trace en fonction de leur énergie 

de liaison, produisant un spectre d'hergie du photoélectron. Chaque pic du 

spectre enregistr4 est caract6ristique d'un niveau d'énergie donné pour un 

61bent do- (C , O, N, P, . . . ) . L' bnergie de liaison nette des phot~lectrons 
dépend de l'btat chimique (niveau d'oxydation, &lectronêgativit& des atomes 

lies) de lt&lement. 

A cause de la difPusion non Alastique des Alectrons dans un solide, 

l'infommtîon recueillie concerne les couches mlAculaires les plus externes 

(2 B 5 M de profondeur d16111aiy8e) et conduit B unas analyse 6lgnizrntaire de 

la swfacsr* 
Les aaialsmmmts des pics donnent uns information sur les liaisons dans 

&a0 

-&- 
El s'agît d'un spectron&tre B photoélectrons X type SSX 100, modèle 206 

M a c e  Science Inastnupents Ca.). 

Tout repslct&tre XPS se coatpooe de: 

un ~nalyeeur d14nergie qul s A p m  le8 dilectrom de ~UffArent 

cin6tiques de sorte que le syoitke de dtbtection puisse les compter indivi- 

8;  c'est un analyseur Blectrostatiqua, hemfsphtbrique 

beQ3 w mw* 44 
mm ig Qie 



ANNEXE V 

DETERMINATION DES ENERGIES DE SURFACE DES SUPPORTS 

PAR LA TECHNIQUE A DEUX LIQUIDES 

Une goutte d'eau (indice W) est déposée sur l'échantillon immergé dans 

un hydrocarbure (indice H) apolaire (y, = y $ ) .  La condition d'équilibre 

s'écrit: 

YSH " YSW + YHW  COS^ 

D'après le modèle de Fowkes: 

YSH YS + Y H  -  YS Y H ) " ~  

Ysw ' Ys + Yw - ~ ( Y Z  Y:) - I S w  

où : y, est l'énergie du solide (ys - y: + y;) 

yw représente la tension de surface de l'eau 

y, est l'énergie de surface de l'hydrocarbure 

IL représente la contribution des forces polaires à l'énergie 

interfaciale; IsPw = 2(yS 

En remplaçant y,, et y,, par ces expressions dans léquation de Young, on 

obtient l'équation générale: 

Yw ' Y H  + YHW ' ~ ( Y Z ) ~ ' *  C ( Y : ) ~ / ~  - ( Y H ) ~ " I  + I g w  

Cette équation a la forme Y= aX + b. Ainsi, la mesure des angles de 

contact de gouttes d'eau dans divers hydrocarbures permet de tracer une droite 
d 112 de pente 2(ys)  et d'ordonnée à l'origine I~w.  

Dans les cas de solides à très faible énergie de surface, e.  g. , le téflon, 
il est impossible de déposer la goutte à la surface car l'eau ne déplace pas 

l'alcane adsorbé sur le polymère; il est alors nécessaire de remplacer l'eau 

par un autre liquide tel que la formamide. 

Laméthode àdeux liquides permet de mesurer les composantes de dispersion 

et polaires de l'énergie de surfaces . De plus, cette méthode est sensible à 

de très faibles variations del'étatde surface, ce qui nécessite la réalisation 

de nombreux essais. 



Two theories allow the description or  the prediction of initial bacterial adhesion - the OtVO fheory modelises bath Van der Waals and elecfrostotic interactions - the thermodynamic approach mainly describes Van der Waals interactions. 

O W E ~  

The a im  o f  this study was to correlate bacterial surface-charge end surface free energy with the 
adhesion of six anaerobic bacteria on  five supports o f  different surface freeenergy. i.e., 
polyvinyl-chloride (WC). poiysfyrene (PS). sulfonated polyvinyl-chloride (SWCJ sulfonated 
polysfyrene (SPS) and glass. 

MAtERlAlS AND METHOOS 

SUATACE F m  mEm 

- Surface free energy (Ys) of solids wos determined by the two-liquids method f rom the 
measurement o f  the steady stote contacf angle (0) of a drop of water on a support im- 
mersed in alkane (hexane. octane. decane, penlane. hexadecane). - Raderial surface free energy was dderrnined by deposing o drap of n propanol- water 
mixlures on a baclerial layer in air. The steody stote contact ansle was measured using a 
video recording system (Mitsubishi Corporation). 

The' rlectrophoretic rnobility o f  suspended bacteria in PBS at diffrrent pH values was deter- 
mined as the velociîy o f  cetls in a n  etedric field using a laser Doppler velocimrtry with a 
Zeta Sizer ( ~ o l v e r n  Instrummts. England). 

The nurnber of  adhering bacterio on  different substrato (100 fields per siide) wos measured 
by epifiuorascsnce microscopy (CTiympus BHS) and image analyse (Quanlimd Q t0,Cambridge 
Instruments. E ngland). 
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There was a weak tendency fo r  the more hydrophobic and negatively charged bacter ia to  
attoch i n  higher number  t o  al1 of the substrata. 

CONCLUSIONS 

The negative values f o r ~ ~ ~ i n d i c a t e s  favourable condition fo r  adhesion at long separation 
distances (> 50 nm)  fo r  low free energy supports. 

A stronger bacterial attachment is found on high free energy surfaces. in  this case. adhesion 
tokes place at lower separai ion distance. 

However. i n  a l l  cases. a negotive relationship between bocteriol charge and number o f  atta- 
ched bacteria is strongly suggest a relevant inf luence o f  electrostatic interactions. This is 
conf i rmed by the importance of polar free energy o f  both bocteria and  -substratain bacterial 
adhesion which was observed in Our experiments. 
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