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Résumé - La croissance de biofilms sur les parois des réseaux et des circuits d’eaux est un
probléme récurrent en terme de santé publique. Les |égionelles qui se développent dans les
réseaux d’eaux chaudes et les tours aéroréfrigérantes ont été a I'origine de plus de 1000 cas
annuels de légionellose en France au cours des 3 derniéres années, la létalité étant d'en-
viron 14 %. Pour maitriser ce développement bactérien, il est nécessaire de posséder une
meilleure compréhension des biofilms, de leur croissance et de leur composition. Dans ce
but, trois années de travail de collaboration entre la société Henkel Concorde et 2 équipes
CNRS (UMR 6008 et UPR 15) ont permis de développer un outil de détermination de I'épais-
seur moyenne du biofilm. Sur des unités pilote en laboratoire et sur site industriel, cette
mesure de I'épaisseur du biofilm s’est révélée suffisamment précise et sensible pour suivre
|"évolution de la formation d’un biofilm dans un circuit d’eau et pour déterminer |'effica-
cité des traitements appliqués. L'utilisation de cet outil de surveillance a permis d’optimiser
les traitements appliqués (nature, dose, fréquence d’'injection) et conduit a une réduction
significative des biomasses fixées, au maintien de la propreté des circuits et donc a une
maitrise accrue du risque légionelle.

Abstract - Electrochemical determination of biofilm thickness in water sys-
tems. Biofilms are growing on the internal wall of the water pipelines, this is a constant
problem of health risk. The legionella which proliferate in the warm waters networks and
in cooling towers, are at the origin of more than 1000 cases of Legionnaire’s disease per
year in France during the last three years, the death rate being about 14%. To control this
bacterial development, a better understanding of biofilms ecology is necessary, in particular
their growth and their composition. In this purpose, three working years of collaboration
between the company Henkel Concorde and 2 CNRS research teams (UMR 6008 and UPR 15)
allowed to develop a tool able to measure the biofilm thickness. On laboratory pilots and
in industrial site, this biofilm thickness measurement showed a very acceptable reliability
and sensitivity to follow the behaviour of a biofilm in a water circuit and to evaluate the
efficiency of the treatments (dispersing, biocide) which are applied. The use of this tool
allows to optimize the applied treatments (nature, dose, frequency of injection) and leads
to a strong reduction of the sessile biomass. Thanks to this sensor the cleanliness of wa-
ter circuits could be maintained with a better efficiency and thus a greater control of the
legionella risk could be obtained.

es parois internes de divers réseaux et circuits d’eau en milieu urbain
ou industriel sont rapidement colonisées par des bactéries. Cette for-
mation récurrente de biofilms est parfois a 'origine de la dégradation
de la qualité des eaux et de problémes de contamination bactériologique des
eaux transportées (coliformes dans les réseaux d’eaux potables, Pseudomonas
ou légionelles dans les réseaux d’eaux chaudes sanitaires ou les circuits d’eau
des établissements recevant du public, légionelles dans les circuits de refroi-
dissement ou les tours aéroréfrigérantes, libres ou associées a des protozoaires
tels que les amibes et/ou ciliés).
Les biofilms sont composés d'un consortium trés complexe de micro-
organismes [1], de substances polymériques extracellulaires [2], mais aussi
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d’autres molécules organiques, telles que
les substances humiques [2,3]. Il a été ré-
cemment montré que les biofilms compor-
taient une composante minérale forte, avec
la présence de dépots minéraux associés a
des biofilms d’eau naturelle [4, 5]. Cette or-
ganisation en biofilm procure aux micro-
organismes des conditions adéquates pour
leur multiplication et leur survie, et aug-
mente leur résistance a la désinfection.

Pour limiter les risques de proliférations
bactériennes dans les réseaux et respecter
les prescriptions réglementaires, les établis-
sements concernés doivent mettre en place
des procédures adaptées pour assurer l'en-
tretien et la maintenance des installations.
Concernant la légionellose (1527 cas décla-
rés en France en 2005, avec une létalité
de 11%), les principaux réservoirs identi-
fiés sont les réseaux d’eaux chaudes sani-
taires et les circuits de refroidissement équi-
pés de tours aéroréfrigérantes. Plus de 7000
circuits et 14 000 tours aéroréfrigérantes ont
été recensés fin 2005 et le renforcement de
la réglementation, engagé fin 2004 (décret
No. 2004-1331 du 1¢" décembre 2004), oblige
ces établissements a mettre en place des
moyens de prévention.

Ces traitements préventifs passent par
des nettoyages et des désinfections chi-
miques en continu ou ponctuellement, et
l'efficacité de ces traitements est générale-
ment évaluée par la teneur en légionelles
dans les eaux des circuits, soit en déter-
minant la cultivabilité des légionelles [6],
soit par des méthodes de biologie molécu-
laire [7]. Mais le délai de réponse de ces ou-
tils analytiques est au minimum de24a 48 h,
ce qui s’avere trop long pour évaluer sur site
I'efficacité des traitements et adapter les stra-
tégies de traitement (nature et dose des pro-
duits désinfectants). Devant ces difficultés,
les traitements chimiques préventifs sont le
plus souvent mis en ceuvre suivant une base
calendaire, et non au regard d’une évalua-
tion des risques. Ceci ne permet pas tou-
jours d’empécher I’émergence d’épisodes de
contamination et conduit les exploitants et
les traiteurs d’eau a augmenter leurs doses
de désinfectants, provoquant de ce fait une
augmentation conjointe de la formation de
sous-produits de désinfection (composés or-
ganohalogénés en particulier), rejetés dans
le milieu naturel dans les eaux de purge des
circuits.

Disposer d'un outil rapide et sensible
d’évaluation du risque de prolifération
bactérienne présente donc un intérét ma-
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jeur dans ce contexte. La détection des bac-
téries pathogenes constituerait évidemment
la clé du probleme, mais les travaux récents
soulignent que les biocapteurs présentent
encore des performances irrégulieres et ne
peuvent pas encore fournir de réponses ra-
pides [8]. Depuis quelques années des cap-
teurs de biofilm se sont donc développés
pour tenter d’obtenir une détection instan-
tanée, simple et non destructive, d’autres
parameétres caractéristiques de ces matrices
(densité, porosité, épaisseur, conductivité
électrique, absorption de lumiere, ...). Des
méthodes basées sur des principes divers
ont ainsi vu le jour. Parmi ceux-ci les cap-
teurs a détection électrochimique se taillent
une place de choix [9 a 12].

Mais l'utilisation industrielle de ces cap-
teurs souffre encore de quelques lacunes
(en particulier pour l'application & des eaux
de conductivité faibles ou moyennes) et
quelques verrous technologiques restent en-
core a lever.

Un systeme de détection par voie élec-
trochimique, permettant de suivre le trans-
port de matiere a travers la couche poreuse
du biofilm, a été développé au sein de nos
équipes [13]. Utilisant une électrode a disque
tournant, il permet de déterminer 1'épais-
seur moyenne des biofilms formés sur la
surface d"une électrode placée dans un cir-
cuit, a I'échelle pilote ou en milieu industriel.
Les biofilms se caractérisent en effet par une
structure de porosité tres élevée, avec une te-
neur en eau généralement supérieure a 95 %.
En ce qui concerne le transport de matiére, ils
se comportent comme une couche poreuse
inerte et ils peuvent étre considérés comme
une couche d’eau stagnante a la surface du
matériau [9]. Cette couche poreuse d’épais-
seur Oy, constitue une barriére de diffusion
et]’augmentation del’épaisseur provoquera
une diminution du flux de matiere. La for-
mation du biofilm a la surface d’une élec-
trode pourra donc étre suivie en déterminant
I’évolution du courant de diffusion.

Méthodes expérimentales
Le systeme électrochimique

Le systeme électrochimique choisi pour réa-
liser ce suivi est une cellule a trois élec-
trodes : électrode de travail a disque tour-
nant, électrode de référence au calomel et
contre-électrode. Il permet la mesure ampé-
rométrique du flux de matiére d'une espéce
électroactive (traceur électrochimique) a la
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surface de 1’électrode, c’est-a-dire a l'inter-
face métal/biofilm.

Des électrodes de platine de 2 mm de
diametre (Radiometer Analytical) sont utili-
sées pour cette application. Immergées dans
des circuits d’eau, a I'échelle pilote ou in-
dustrielle, ces électrodes dont la surface va
se recouvrir de biofilm serviront de capteur
pour les mesures d’épaisseur.

Le traceur électrochimique employé
dans la cellule de mesure est le ferricyanure
de potassium. Le contréleur de vitesse de
I'électrode a disque tournant est une unité
CTV 101 de Radiometer Analytical et la dé-
termination s’effectue avec un potentiostat
SI 1280B de Solartron Analytical. La com-
mande et ]’acquisition des données sont réa-
lisées grace au logiciel CorrWare de Solar-
tron Analytical.

Les réacteurs

Afin de simuler les conditions présentes
dans les circuits de refroidissement ou les
circuits d’eaux chaudes, divers réacteurs ont
été congus. Alimentés en continu par des
eaux de surface ou par des eaux indus-
trielles, ces réacteurs permettent d'une part
d’implanter des électrodes pour la mesure
de I'épaisseur des biofilms, et d’autre part
des coupons (ou des billes de verre) permet-
tant de récupérer le biofilm a des fins ana-
lytiques (analyses chimiques ou bactériolo-
giques).

Avant le début de chaque phase de colo-
nisation, la surface en platine de I’ensemble
des électrodes de mesure est soigneusement
nettoyée. Le courant mesuré pour cette sur-
face propre correspondra alors a une épais-
seur nulle de biofilm.

Réacteurs de laboratoire

Il s’agit de 2 réacteurs tubulaires (tubes en
verre de 50 cm de long et 3 cm de diametre),
placés en série (Fig. 1). Le premier réacteur
contient 4 ou 5 électrodes dont la surface en
platine de 3,1 mm? (diametre de 2 mm) sera
colonisée par un biofilm. Leurs surfaces ré-
actives sont affleurantes a la surface interne
du réacteur. Le second réacteur contient des
billes de verre de 5 mm de diameétre. Le sys-
teme, placé dans une enceinte thermostatée a
37 °C, est alimenté en eau de surface par une
pompe péristaltique a un débit de 0,5 L/h.
Une pompe de recirculation permet d’assu-
rer un régime hydraulique turbulent dans
I’ensemble du circuit.

Débitmetre (débit = 241./h)

> Sortie rejet

!

Réacteur
a billes
T=37°C

Pompe de recirculation

Pompe d’alimentation

Electrodes
de Platine

Alimentation en eaux (0.4 L/h)

Fig. 1. Schéma du réacteur de laboratoire alimenté en continu en
eau naturelle et composé d’un réacteur tubulaire équipé d’élec-
trodes de mesure et d’un réacteur a billes.

Fig. 1. Scheme of the laboratory incubator continuously fed out of natural
wate. The incubator is composed of a tubular incubator equipped with
measuring electrodes and of an incubator with glass balls.

Ce montage a été mis en ceuvre pour étu-
dier la fiabilité, la reproductibilité et la limite
de détection de cette méthode, et pour exa-
miner le potentiel de cette mesure a traduire
les évolutions des biofilms sous l'effet des
traitements.

Dispositif expérimental utilisé sur site
industriel

Le capteur de biofilm développé en labora-
toire a été validé sur site industriel dans les
canalisations des circuits de refroidissement
alimentant les tours aéroréfrigérantes de la
Société d’Equipement de la Région Montpel-
lieraine (SERM).

Le réacteur utilisé (Fig. 2) est placé en
dérivation du circuit industriel (tours aéro-
réfrigérantes). Il est balayé a débit constant
parl’eau du circuit. Comme précédemment,
les électrodes de mesure, immergées dans
I'eau du circuit, seront progressivement co-
lonisées par un biofilm, au méme titre que le
matériau de la canalisation principale.

D’une longueur de 50 cm et d'un dia-
meétre intérieur de 40 mm, ce réacteur permet
d’accueillir 4 électrodes, constituées d’un
disque de platine de 5 mm de diameétre
monté sur une tige en acier inoxydable en-
robée d"une résine isolante (Fig. 2 a droite).
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Electrodes de mesure en Pt

¢ mwscs 1)

H B

Sortie

Systeme d’étanchéité et
d’attache de I’électrode

Electrode de
mesure en platine

Fig. 2. Photographie du réacteur industriel servant de support aux électrodes de platine au sein du circuit de refroidis-
sement du site de Montpellier.
Fig. 2. Industrial incubator used as a support for the platinum electrodes within the coolant circuit of the Montpellier site.
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Fig. 3. Evolution du courant de diffusion I en fonction du temps pour des vitesses croissantes de

rotation appliquées par 1’électrode tournante.

Fig. 3. Evolution of the diffusion current I as a function of time for increasing speeds of rotation applied by the

revolving electrode.

Développement de I'outil
électrochimique

de détermination

de I'épaisseur du biofilm

Suivis du courant de diffusion

Au cours de nos travaux visant a caractériser
le biofilm, le signal étudié est le courant cor-
respondant a une réaction électrochimique
entierement limitée par le transport de ma-
tiere et produite a l'interface métal/biofilm.
Plus précisément, il s’agit en fait d’analyser
I'écart entre le courant mesuré (en présence
de biofilm), et le courant de Levich (en ab-

sence de biofilm). Ainsi la technique expéri-
mentale correspondante consiste a analyser
la variation du courant avec la vitesse de ro-
tation w de l'électrode (Fig. 3).

Pour suivre la formation du biofilm au
cours du temps, cette procédure sera appli-
quée pour différents temps d’immersion des
électrodes de mesure et donc pour des ages
différents de biofilm.

Suivi de la formation du biofilm

L’évolution temporelle de la croissance des
biofilms d’eaux de riviere étudiés au cours
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Fig. 4. Evolution de I’épaisseur a 300 tours/min d’un biofilm A (a gauche) et B (a droite) d’ eau de riviére apres 14 jours
de colonisation (mesures effectuées sur 4 électrodes de platine : Pt 1 a Pt 4).
Fig. 4. Thickness evolution at 300 turns/min of a biofilm A (on the left) and B (on the right) of river water after 14 days of colonization
(measurements from 4 platinum electrodes: Pt 1 to Pt 4).

de ce travail sur des périodes de 10 a 20 jours
montre, de maniére générale, que l’épaisseur
connait une phase initiale de croissance dont
la durée varie d'un biofilm a l'autre et qui
peuts’étendre sur une période de 8 a 10jours
(Fig. 4).

Cette phase de croissance rapide est cou-
ramment admise par l'ensemble de la com-
munauté scientifique [14]. Elle laisse place
ensuite a des phases concomitantes d’adhé-
sion/décrochage plus ou moins accentuées
au cours desquelles la matrice du biofilm ac-
quiert une plus grande maturité et tend a se
stabiliser.

Apres 14 jours d’'immersion, I'épaisseur
des 2 biofilms présentée sur la figure 4 atteint
une valeur de 4 a 6 um. Toutefois, ces deux
biofilms présentent des profils de croissance
différents : dans le premier cas (biofilm A),
I'épaisseur maximale (5 a 7 ym) est atteinte
des le deuxieme jour d’immersion puis reste
quasi-stable jusqu’a la fin de la phase de co-
lonisation, alors que dans le second cas (bio-
film B), ’épaisseur maximale (5 a 6 ym) est
atteinte en 8 jours.

Pour I'ensemble des biofilms étudiés, on
retrouve 'une ou l’autre de ces allures géné-
rales de cinétique de croissance, qui sont en
accord avec les données de la littérature [15].

D’autre part, il est intéressant de no-
ter que les mesures d’épaisseur réalisées en
parallele sur plusieurs électrodes de pla-
tine, prélevées a des temps d’immersion
identiques, ne traduisent aucune différence
significative.

Cette reproductibilité laisse supposer
que si la formation d'un biofilm est
effectivement hétérogene a 1'échelle micro-
scopique, cette hétérogénéité n’est plus un

facteur appréciable a 1'échelle macrosco-
pique, et en particulier sur un disque de
2 mm de diametre.

Elasticité du biofilm

La mesure des épaisseurs du biofilm avec
le systeme a électrode tournante qui permet
d’appliquer différentes vitesses de rotation
nous a permis de mettre en évidence un com-
portement élastique du biofilm.

Ainsi la figure 5 présente 1’évolution de
I'épaisseur d’un biofilm formé sur une élec-
trode de platine placée dans un réacteur
alimenté en eau de riviere (le Clain) pen-
dant 12 jours. A chaque temps d’immersion,
I'épaisseur est déterminée pour différentes
vitesses variant de 50 a 300 tours/min.

Pour un biofilm «jeune » (moins de 7
jours), ces courbes montrent que 1’épaisseur
mesurée est d’autant plus faible que la vi-
tesse de rotation est élevée, caractérisant
ainsi un biofilm élastique. Pour des biofilms
plus agés 1'épaisseur mesurée devient indé-
pendante de la vitesse de rotation, traduisant
une faible élasticité et donc une certaine ri-
gidité de la structure.

Cette notion d’élasticité, mise en évi-
dence dans nos conditions expérimentales,
s’explique par les propriétés structurales du
biofilm évoquées dans la littérature [16],
ou le caractere poreux du biofilm résulte
de l'organisation morphologique autour
d’amas cellulaires, qui, sous la contrainte, se
tassent sur le support entrainant alors une
diminution globale de I'épaisseur du bio-
film. Ce phénomene peut également étre at-
tribué a la forte minéralisation de certains
biofilms, telle celle décrite par Hiernaux [5].
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Fig. 5. Evolution de 1’épaisseur d’un biofilm en fonction de la vitesse de rotation de I'électrode
pour une gamme allant de 50 a 300 tours/min durant 12 jours de colonisation.

Fig. 5. Thickness evolution of a biofilm as a function of the rotation speed of the electrode within a range from

50 to 300 turns/min during 12 days of colonization.

Application au suivi de I'efficacité
des traitements des circuits

Etude comparative en laboratoire de
I'impact d’'une gamme de dispersants

Afin d’évaluer au mieux l’aptitude du pro-
cédé développé a suivre l’évolution de
I'épaisseur lors de phases de traitement, plu-
sieurs produits a propriétés dispersantes de
la gamme Henkel Concorde ont fait I'objet
d’essais sur les unités pilote de laboratoire.
Ces produits ont été appliqués sur des bio-
films matures de 10jours formés sur des élec-
trodes de platine mais aussi sur des billes de
verre (d'un diametre de 4 mm).

Outre les mesures d’épaisseurs, les ana-
lyses effectuées sur le biofilm sont les dé-
nombrements bactériens totaux, la biomasse
fixée étant récupérée sur les billes de verre
par sonication.

Les produits dispersants testés et leur
principe actif majoritaire sont les suivants :

— D1 : alkylamides d’acides gras,
— D2 : copolymere cationique,
— D3 : copolymere amphotere,

— D4 : copolymere acrylique.

La figure 6 présente 1’évolution de 1'épais-
seur du biofilm de 10 jours, a 300 tours/min,
sous 'action de ces différents produits a dif-
férents temps de contact (de 1 a 5 heures).
La mesure de l’épaisseur du biofilm
grace a l'outil électrochimique permet de
distinguer des comportements différents des
formulations dispersantes au cours du trai-
tement. En effet, s’il est intéressant de consta-
ter une réduction importante de 'épaisseur

du biofilm pour 'ensemble des dispersants
testés, il faut également souligner que le pro-
duit D4 conduit a une réduction importante
et immédiate de 'épaisseur du biofilm alors
que les produits dispersants D1 et D2 ont
un comportement quasi-similaire avec une
diminution tres significative de I'épaisseur
mais seulement apres 3 heures de temps
de contact. Apres 5 heures de temps de
contact, les épaisseurs ont diminué respec-
tivement de :

56 % pour D2,
63 % pour D1,
71 % pour D3,
74 % pour D4.

L'intérét de cette mesure de I'épaisseur
pour évaluer I'efficacité d’un traitement est
confirmé par les résultats présentés sur la fi-
gure 7. Au cours de cet essai, nous avons
suivi I'évolution de 1’épaisseur grace a la
cellule a électrode tournante et la densité
bactérienne cultivable, déterminée sur les
billes de verre a la fin d’un traitement de
3 heures.

Deux concentrations de ce produit ont
été testées en parallele (10 mg/L et 50 mg/L)
(Fig. 7). Pour les deux taux de traitement,
la réduction de I’épaisseur du biofilm mesu-
rée par le procédé a électrode tournante est
en relation avec l’abattement de la densité
bactérienne cultivable.

En effet, pour une concentration de
10 mg/L, la mesure de I'épaisseur indique
que le biofilm est partiellement éliminé avec
une épaisseur qui diminue de 6 a 2 ym en
5 heures. Cette efficacité partielle est confir-
mée par une diminution d’un facteur 10 de
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Fig. 6. Action des dispersants a 10 mg/L sur I’épaisseur d’un biofilm mature de 10 jours.
Fig. 6. Action of the dispersing agents (10 mg/L) on a 10 days biofilm thickness.
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Fig. 7. Evolution de I'épaisseur et de la densité bactérienne totale d’un biofilm mature de 10 jours
traité par une solution mere de dispersant a 10 et 50 mg/L.

Fig. 7. Thickness evolution and total bacterial density of a 10 days mature biofilm treated with a mother solution

of dispersant with 10 and 50 mg/L concentrations.

la densité bactérienne cultivable, avecla pré-
sence résiduelle d’environ 103 UFC/cm? de
bactéries cultivables. Par contre, avec une
concentration plus élevée (50 mg/L), on ne
détecte plus aucun biofilm apres 3 heures de
contact et, parallelement, I'abattement des
bactéries cultivables est de plus de 3 log,
leur teneur résiduelle a I'issue du traitement
étant voisine de la limite de détection de la
méthode.

Essais sur site industriel

Le potentiel du capteur pour suivre le dé-
veloppement du biofilm a été testé sur un
site industriel a Montpellier par la société
Henkel Concorde.

Dans ce cadre, des électrodes de mesure
(paragraphe Dispositif expérimental utilisé
sur site industriel) ont été disposées au sein

des circuits de refroidissement d’une entre-
prise chargée de la distribution de chaleur et
de froid de la ville de Montpellier.

Au cours de la campagne de me-
sure, un traitement en injections séquen-
cées de biocide est appliqué tous les 7 jours
par le contractant industriel pour préve-
nir la formation de biofilm et ainsi limi-
ter les risques de prolifération des germes
pathogénes opportunistes tels Legionella
pneumophila.

Pour 'ensemble des électrodes placées
sur le circuit, les évolutions sont similaires;
ila donc été représenté sur la figure 81’évolu-
tion de I’épaisseur moyenne, en fonction du
temps d’immersion et de la concentration du
biocide injecté.

Sur ce circuit, le produit biocide est in-
jecté tous les 7 jours a une concentration de
40 mg/L etla figure 8 montre une diminution




474 C. Forét et al. : Matériaux & Techniques 94, 467-476 (2006) Hors Série

. 45
= - - - [biocide] || épaisseur du biofilm 3 F
m 40 n ‘ ‘ 1 =3
E 1 N 1 A ) ~
~ | = L
= 35 N o 'y 2,5 “_E
% 30 - I 1 s )

Y . e}
.9 [} 1 ! . r 2 =
o 25 N Ad + 1 Y ©
5 . d ' * v L1582
g 20 - N ~ [ . : ’ S
S 15 o ‘. ' Y. . o, 2
L - E
S [N S ! ¢ » ' 0 5 g
g 5 N L 2 ¢ I 1 ~ ’ .2
o « v g
o 0 i T T T T T T =t T T =0 w

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Temps (jours)

Fig. 8. Impact de traitements biocides séquencés sur 1’évolution de 1’épaisseur moyenne d’un biofilm mesurée sur 5
électrodes immergées dans un circuit industriel.

Fig. 8. Impact of biocides sequenced treatments on the evolution of an average biofilm thickness, measured on 5 electrodes immersed in

an industrial circuit.
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Fig. 9. Evolution de la teneur en Legionella pneumophila (en UFC/cm?) en fonction de I’épaisseur

moyenne des differents biofilms étudiés.

Fig. 9. Evolution of the Legionella pneumophila concentration (in UFC/em?) as a function of the average

thickness, in different biofilms.

rapide de cette concentration dans le circuit
avec un abattement de pres de 50 % apres
deux jours.

Sil’on examine les évolutions des épais-
seurs de biofilm mesurées en différents
points du circuit en fonction de la teneur
résiduelle en produit de traitement, force
est de constater que ces évolutions sont
corrélées :

- chaque injection de biocide provoque
une diminution rapide de I'épaisseur sur
toutes les électrodes,

— mais la concentration résiduelle présente
dans le circuit ne permet pas de pour-
suivre l'action destructrice du biofilm
et I'épaisseur recommence a augmenter
deés que la concentration en produit de-
vient trop faible (ici inférieure a 20 mg/L
environ).

Ce scénario en deux étapes se reproduit a
Iidentique a chaque séquence d’injection.
Toutefois, méme si le biofilm reprend sa
croissance apres avoir subi un impact transi-

toire aussitot apres l'injection, la stratégie de
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Fig. 10. Ewvolution of the average thickness of the different biofilms studied (in um) as a function of viable

bacteriaconcentration (in UFClem?).

traitement mise en place et optimisée grace
au capteur permet de maitriser I'épaisseur
du biofilm a un seuil acceptable (inférieur a
3 um) et assure donc une maitrise du risque
légionelle.

Méthode d’évaluation du risque
légionelle

La validation de cet outil analytique de
détermination de I'épaisseur d’un biofilm
nécessite d’examiner les éventuelles rela-
tions entre le parametre épaisseur mesuré
et d’autres caractéristiques du biofilm, et en
particulier les densités bactériennes fixées.
Des expérimentations sur 30 eaux d’origines
diverses (eaux de surface ou eaux souter-
raines de compositions variées) ont donc
été menées en laboratoire sur des réacteurs
identiques a celui présenté figure 1. Les bio-
films formés a 37 °C sont caractérisés apres
10 jours d’alimentation en continu a une
température de 37 °C.

Ainsi, les figures 9 et 10 montrent les te-
neurs en Legionella pneumophila et en bacté-
ries cultivables dans les biofilms en fonction
des épaisseurs moyennes déterminées sur
ces mémes biofilms.

A cejour, les données de la bibliographie
soulignent qu’il est difficile de relier fiable-
ment la présence et la teneur en Legionella
pneumophila avec tout autre parametre expé-
rimental relatif & I’eau ou au biofilm.

Toutefois, il est intéressant de constater
sur la figure 9 que les biofilms peu épais

(épaisseur <3 ym) sont ceux dont les teneurs
en légionelles sont les plus faibles (et méme
nulles dans nos conditions expérimentales).
D’autre part, des teneurs élevées en légio-
nelles (10* a 107 UFC/cm?) sont générale-
ment détectées dans des biofilms plus épais
(5 et 10 ym).

Mais chaque biofilm présente ses carac-
téristiques propres (composés organiques
et minéraux, constituants bactériens, ...),
liées pour partie a la composition des
eaux d’alimentation et aux conditions de
fonctionnement des circuits (température,
régime hydraulique, matériau) et des cor-
rélations directes entre 2 parametres de ca-
ractérisation du biofilm semblent difficiles
a concevoir. Ainsi, la figure 10 montre qu'’il
n’existe pas deréelle corrélation entre la den-
sité bactérienne cultivable dans le biofilm
et les épaisseurs mesurées. En effet, quelle
que soit leur épaisseur, tous les biofilms pré-
sentent des teneurs importantes en bacté-
ries cultivables sur milieu PCA (de 10* a
10° UFC/cm?). Et de facon générale, dans
nos conditions expérimentales, les biofilms,
qui présentaient des épaisseurs moyennes
apparentes de 1 a 16 ym contenaient des
teneurs bactériennes cultivables comprises
entre 10* 2 10° UFC/cm?.

Conclusion

Le capteur électrochimique développé dans
le cadre de ces travaux constitue un outil
analytique précis, sensible et reproductible
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pour mesurer le transfert de matiére au sein
de la couche poreuse constituée par le bio-
film présent a la surface d'un matériau. La
grandeur mesurée est 1’épaisseur moyenne
de ce biofilm, et la mesure est non destruc-
tive, ce qui permet un suivi dans le temps
sur un méme capteur.

L'utilisation de la cellule & électrode tour-
nante pour suivre l’évolution temporelle
du biofilm au cours de traitements désin-
fectants (biocide, dispersant, biodispersant,
...) en laboratoire et sur site industriel
confirme l'efficacité de ce type de capteur
pour évaluer I'impact et I'efficacité des pro-
cédures visant a contrdler le biofilm au sein
des réseaux.

Cet outil de détermination électrochi-
mique de l'épaisseur d’un biofilm s’avere
donc capable :

- de traduire I'impact plus ou moins mar-
qué d'un traitement,

— dediscriminer différents produits de trai-
tement en fonction de leurs caractéris-
tiques ou de leur concentration,

— de donner un signal significatif et repro-
ductible corrélable avec les valeurs de
densités bactériennes cultivables et en
particulier de présenter une sensibilité
suffisante pour indiquer une épaisseur
nulle quand la densité bactérienne culti-
vable est proche de la limite de détection,

- de mettre en exergue les phénomenes
de résistance aux désinfectants qui
s'operent fréquemment dans les bio-
films.

L’ensemble de ces essais expérimentaux po-
sitionne le capteur a électrode tournante
comme un outil de surveillance pertinent
pour le suivi des biofilms et 1’'optimisation
des traitements physico-chimiques.

Le développement d'un capteur indus-
triel découlant de ces travaux est en cours
dans le cadre d'un partenariat entre les
équipes CNRS UMR 6008 et UPR 15 et la
société HENKEL Concorde.
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