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Les biofilms : organisation, structuration des
écosystemes microbiens
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Lbe/m:-- Plan du cours

* Notions génerales sur les biofilms
* Les biofilms dans les procédeés de traitement

* Outils mis en ceuvre pour étudier les biofilms

* [llustrations de résultats de recherches




% Plan du cours

* Notions génerales sur les biofilms




Lbe_ﬁ Définition(s) des biofilms

e

“A biofilm consists of cells immobilized at a substratum and
frequently embedded in an organic polymer matrix of microbial
origin”

Characklis et Marshall, 1990

“‘Biofilms are defined as matrix-enclosed bacterial populations

adherent to each other and/or surfaces or interfaces”
Costerton et al., 1995

“Biofilms can be defined simply and broadly as communities of

microorganisms that are attached to a surface”
O’Toole et al., 2000




Lbe/mj; Phases de développement d’un biofilm

[1] P [3] 4] [5]

Transport et é}Adhésion Formation de Croissance Détachemeh /
adhésion Mrréversible microcolonies et 05:,?

réversible : maturation 5§1'\

Modele de formation du biofilm (Ghigo, 2003)




Lbe” Echelles de temps

Fast process Slow process

Siolute concentration

Biofilm structure

_ detachment
Time - biomass decay
minutes

Mass transport / - biomass growth

- EEE :
- substrate; .

Biofilm thickness
- convection _/_N_
- viscous dissipation

-
- Time
Hydrodynamics days
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Picioreanu et al. (2000)
Biotechnol. Bioeng.
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% Echelles spatiales
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Micro-échelle > Macro-échelle

Morgenroth et Milferstedt, 2009
Rev. Environ. Science. Biotechnol.



L Lbe” Difficulté de relier les échelles d’observation
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small scale

Time scales
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¢ Length scales
Micro-

Meso- Morgenroth et Milferstedt, 2009
Macro- Rev. Environ. Science. Biotechnol.

S INA




ébe/m Plan du cours

* Les biofilms dans les procédeés de traitement




% Utilisation de biofilms dans les procedeés

- Pour augmenter la concentration en microorganismes dans le réacteur

. F + S
Charge massique : — = Q—
M V-.X
F: Flux de substrat (Kg/)), M: Quantité de microorganismes (Kg)
Q: Débit entrant (m?3/)) S: Concentration en substrat (Kg/m?3)
V: Volume de réacteur (m3), X: Concentration en microorganismes (Kg/m3)

- Pour une charge massique donnée, augmenter la concentration en

microorganismes permet de diminuer le volume de réacteur
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%’ Procédés a biofilm

Avantages

- Charge volumique éliminée élevée

- Compacité (emprise au sol, couverture)

- Modularité

- Robustesse (inhibiteurs, chocs) : diversite?

Mais

- Frais d’investissement plus élevés

- Automatisation nécessaire

- Durée de colonisation des matériaux support
- Limitations de I'apport en substrats

- Colmatage (lit fixe)




LeoeZ Procédés a biofilm
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Lbe” Procédés a biofilm

—
- Lit fixe (biofiltre)

» Augmentation de la surface disponible (support granulaire)

» Support immergé alimenté en flux ascendant ou descendant
» Pas de clarificateur secondaire

» Colmatage

FTRAITEMENT PHYSICO-CHIMIQUE

eau

Biofiltre Bdche eau propre
brute

air air
rocéda  lavage
by-pass

eau lavage
eau traitée

rejet
eau sale

eau sale I I
. ]

Bache eau sale




Lbe? Procédés a biofilm

=y
- Lit mobile (lit fluidisé, air/gas-lift)

« Augmentation de la surface disponible (support granulaire ou granules)
« Support mis en mouvement

» Pas de colmatage

» Controle possible des biofilms (hydrodynamique)

Réacteur faibles
contraintes

Réacteur fortes
contraintes




Lbes Procédés a biofilm

—
- Lit de boues anaérobie (UASB, EGSB, IC)

Upward-flow Anaerobic Sludge Blanket

e effluent 3 phase
separator
as bubbles

- Boues granulaires aérobies

TU Delft

NA




%’ Interactions dans un bioréacteur polyphasique

Cisaillement, abrasion, attrition

hydrodynamique

e transferts,
modlf_lc,:a,tlon des mélanges
propriétés du support

, ? Structure des
développement , . .
communautes Biogaz/air

du biofilm : )
microbiennes

croissance

vitesse de réaction




Lbef; Questions de recherche

sy

» Génie des procédes :
- Interactions entre les conditions hydrodynamiques (cisaillement,
attrition) et les propriétés du biofilm (structure, densité, détachement)

- Utilisation des conditions opératoires pour maitriser les propriétés du biofilm

(épaisseur, densité, activité).

Changement d’échelle : intégration des modeles macro- et microscopique

» Ecologie microbienne :
- Evolution de la biodiversité d’un biofilm au cours du temps
- Influence de I'hydrodynamique sur la structure des communautés microbiennes
d’un biofilm
- Interactions entre le biofilm et les populations planctoniques (compétition,...)

- Structuration spatiale des communautés dans le biofilm

S INA



% Plan du cours

* Outils mis en ceuvre pour étudier les biofilms




Lbe? Outils

e

» Reéacteurs
- Réacteurs de Couette (1L, 20L)
- Réacteur LTI (Lit Triphasique Inverse)

- Colonne a bulles

» Outils spécifiques : acquisition de la dimension spatiale

- Microscopie
- Micro-électrodes (mesure de gradients)
- Modélisation 1D, 2D « individu-centrée » (SMA)



non
confocal

< s R L . 100 pm
» Acces a des parametres intrinseques du biofilm

- Reconstitution 3D a partir des images de plans focaux
- Répartition spatiale des populations (FISH)
- Estimation de la fraction cellulaire (coloration ADN)/ EPS (utilisation de lectines)

S INA




LeoeZ Stéréomicroscopie

» Acces a des parametres globaux de
structure

- Analyse d’'image nécessaire
- Suivi dynamique

- Comparaisons d’'images




/ " “ 7 o= . .
% Les microélectrodes pour caractériser le biofilm

- Conditions
hydrodynamiques
maitrisées

- Conditions
environnementales
maitrisées (T C, milieu,
oxygénation,...)

- Répeétitions de profils
sur un méme
echantillon



% Caractérisation de la porosité moyenne d’un biofilm

Lc :

ﬁ:

BIOFILM pFon0e0en0

D : coefficient de diffusion dans le liquide
D; : coefficient de diffusion dans le biofilm

>
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% Caractérisation de la porosité moyenne d’un biofilm

Concentration en oxygene

Lc : Pentes caracteristiques de chaque
profil (Horn et Morgenroth (2006))
BIOFILM pAoo0e0en0 'v
AC’: (dc
ac | v o Interface D ds
6 %E BIOFILM / f \dz externe
5 C. _— =
TRANSFERT 8 &t LIQUIDE D dc
INTERNE @ 9 B —
o S E: dz ). .
. I S interne
o TRANSFERT '
o® EXTERNE ||
o A LIQUIDE

0 o8 : — ~ : Facteurde Dy
+7 -Z iffusi e
INTERFACE profondeur diffusion (fp)  p

Information sur la structure Porosite du G = / f
du biofilm biofilm D
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ébe/m Plan du cours

* [llustrations de résultats de recherches




[ be”s Quelques exemples de résultats
’/m

Influence de I’hydrodynamique sur la structure des communautés
microbiennes d’un biofilm

Mise en évidence de la stratification des communautés microbiennes
Evolution de la diversité au cours de la maturation d’un biofilm

Dynamique des populations dans un biofilm nitrifiant

Etude de la compétition biofilm/bactéries planctoniques




[ be”s Quelques exemples de résultats
’/xﬁ

Influence de I’hydrodynamique sur la structure des communautés
microbiennes d’un biofilm




%’ Hydrodynamique / structure des communautés?

» Dispositif expérimental:

Témoin : Réacteur de Couette Taylor Réacteur modifié : gradient de cisaillement

Tpmax = 0.27 Pa

X5

Serre |

} Tomin = 0.055 Pa
L

=_l—

Rochex et al. (2008) Water Research, 42, 4915-4922



%’ Hydrodynamique / structure des communautes?

» Résultats expérimentaux:

Profils SSCP de biofilms (20 jours)

l

Mk

Les communautes bacteriennes du biofilm sont homogenes dans le réacteur

Rochex et al. (2008) Water Research, 42, 4915-4922



% Hydrodynamique / structure des communautes?

+ Cisaillement =
>
Strap 4 Strap 9 Strap 15 Strap 14 ;‘
M JLN-‘L«; _JJLMJLL 1 ,.m.L]‘L .ml wu E—
7p]
o Strap 4 Strap 9 Strap 15 Strap 20 Strap 24
% JLA_‘AL
_J MLA
“eeh.l
Strap 4 Strap 9 Strap 15 Strap 20 Strap 24

B N -

Temps > diversité stable
Augmentation du cisaillement > diversité décroissance
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ébe/m Quelques exemples de résultats

Mise en évidence de la stratification des communautés microbiennes




Lbe/g Stratification spatiale des communautés

» Dispositif expérimental:

Réacteur de Couette Taylor Réacteur d’érosion

|

Billes de Polypropyléne

d=3,15-4 mm
r=970 kg.m
&
Laniere colonisée —__ 4
6 5

A

AR  __—
- 2. i v
(Q = 2-7 L/min)
e

Rochex et al. (2009) J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 36, 467-470

S INA
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[ be” Stratification spatiale des communautés

» Résultats expérimentaux:
Couche supérieure peu cohésive

1 espece dominante

e

f
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Biofilm (g MS/ m?)

0 10 20 30 40 50 60

Durée d’abrasion (min)

Couche basale cohésive
5 espéeces dominantes

Rochex et al. (2009) J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 36, 467-470 —)‘—‘U“—“"*J“’J

;
B



Lbef; Stratification spatiale des communautés

Rochex et al. (2009) J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 36, 467-470




% Quelques exemples de résultats

Evolution de la diversité au cours de la maturation d’un biofilm




Lbef; Suivi dynamique de la diversité

» Dispositif expérimental:

Alimentation —

Prélevement de coupons ——

a intervalles réguliers \

Sonde pH °

| Sortie



Lbe/m:" Suivi dynamique de la diversité

» Résultats expérimentaux:

3 :
L

251
21
15|

1]

Indice de diversité

05 |

0 - T T T
0 5 10 15 20
jours

inoculation



Lbe/m:" Suivi dynamique de la diversité

» Résultats expérimentaux:

1

2.5

Indice de diversité
|_\
(@) ]
|
¢

0 5 10 15 20
jours

iInoculation croissance



Lbe/mj Suivi dynamique de la diversité

» Résultats expérimentaux:

[
|

Indice de diversité
|_\
(@) ]
|
¢

©
(6]
!

T T

5 10 15 20
Temps (jours)

o
o

iInoculation croissance maturation

Diversité qui se stabilise assez rapidement
Structure des communautés qui évolue dans le temps



ébe/m Quelques exemples de résultats

Dynamique des populations dans un biofilm nitrifiant




[ Le? Dynamique des populations en nitrification
e PINRA

» Dispositif expérimental: Lit Triphasique Inverse

Alimentation () — Volume : 1,35 L
LA |

— Support: Extendosphere™

Particules minérales sphériques

—

d, = 150 um, ps= 690 kg.m

Sortie
oo %o & — Aération / mélange
P ° oo°o°8 — |noculation avec une boue
o, o; - activéee nitrifiante
P o Lo oo Aération _ _ N
aaadal & — Alimentation avec un milieu

; ) minéral (azote ammoniacal)




Lbef; Dynamique des populations en nitrification

NH,* —— NO, —%— NO;
AOB NOB

Bernet et al., 2004

NH4+ - NOZ_ - NO3_
AOB NOB

/

Nitrospira sp. 12

____—Nitrosomonas europaea

<« Nitrosomonas sp.

\




Lbef; Dynamique des populations en nitrification

- Baisse de la charge en ammonium (0,4 g/L.d) dans R10

- Maintien d’un flux d’aération constant (30 L/h)

100 K /,\././ — =

r —®— N-nitrite
— B N-nitrate

[ [ ’ [ [ I [ ’ I [ [ \’! I [ !’\ T T
20 30 40 50 60 70

(0]
o

Nitrification end products (%)
o
o

o 38 &
|
F.:E

o
=
(@)

Time (days)



Lbe/m:" Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas europaea ~_|

10

e M




Lbe/mj Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas europaea —_

T+3

o L




Lbe/m:" Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas europaea \W

T+7




Lbe/mj Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas europaea ~_

—

T+10

Nitrospira sp. 12 J




Lbe/mj Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas europaea ~_

T+17

Nitrospira sp. 12 J



Lbe/mj Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas europaea ~_

T+32

Nitrospira sp. 12 J




Lbe/mj Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas europaea ~_

T+42

e S U\ w

Nitrospira sp. 12 J Nitrosomonas sp.




Lbe/mj Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas eu ropaea ]
w T
T+53

S

Nitrospira sp. 12 J Nitrosomonas sp.




Lbe/mj Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonas eu Fopaea

r
T+63

b

Nitrospira sp. 12 J Nitrosomonas sp.




Lbe/m:" Dynamique des populations en nitrification

Nitrosomonaﬁ europae\
T+63

I T Nitrosomonag europae\ I
Nitrospira sp. 1 Nitrosomonas sp. T0

Nitrospira sp. 12 Nitrosomonas sp.



ébe/m Quelques exemples de résultats

Etude de la compétition biofilm/bactéries planctoniques




% Roéle du TSH dans la compétition biofilm/biomasse libre

These de A Caylet

¥ -

Temps de séjour de Temps de Séjour Temps de séjour de
la biomasse — Hydraulique la biomasse
planctonique (TSH) attachée

Fonctionnement en
CHEMOSTAT (06=p)

Objectifs:

- Caractériser I'impact du TSH sur le biofilm (structure)
- Caracteriser la compeétition entre les populations microbiennes




%’ RoOle du TSH dans la compeétition biofilm/biomasse libre

v Démarche

Culture du biofilm en réacteur
permettant de controler les
conditions environnementales

Suivi macroscopique Suivi microbiologique

: N Structure des communautés
Bilan matiére S

Modélisation




Lbﬁéj ' Ro6le du TSH dans la compétition biofilm/biomasse libre

v'Inoculum papetier Débit de ,Débit ,[SQ]
vT=45C d’eau de théorique
1=90 L substrat diluti L1
v Aération (L.h) AUtion (GocoL™)
saturation en oxygene (L.h7)
v'Charge fixe en glucose 0,3 3,88 4 0,064
2 -1
25 Goco-M™) 1 012 108 12 0,21
v'Durée : 42 jours 8 0,03 0,15 1,71



% Comparaison des communautés microbiennes

- Distances génetiques entre echantillons (ACP)
- Test des différences génétiques entre groupes d’échantillons (ANOSIM)

S INA



Comparaison des communautés microbiennes

v' Comparaison entre du liquide et du biofilm

Profils moyens

(6 semaines)

0,3 l 0,04

1 l M 0,16*

| A




.L_?V:;g Modélisation

Réacteur continu

ORéactions LIQUIDE

ENTREE> S’ O2 O Xdétachée EE>
SO, O2 _____ ﬂﬁ - _ﬁ __________

Sous couche
diffusionnelle XH y Xdétachée

O S, 0,
DifoSiOﬂH XH Réactions Lf
O BIOFILM
SUPPORT
‘Croissance dans le liquide et dans le biofilm
- Modelisation dans un systeme 1D




v’ Croissance

il

+|Ks

v Gamme des parametres de Monod

v 21,56 < p, < 23 jt

v 19,6 < Kg< 20,4 mgpco.L?

Modélisation multi-especes



Modélisation multi-especes

v' Dynamique dans le liguide
TSH=0,3h
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Modélisation multi-especes

v’ a 7 jours (biofilm) mX 1 mX 2
mX 3 X 4
WX 5 mX_6
WX 7 wX_ 8
X_9 mX_10

TSH = 0,3h TSH=8h
Indice de diversité de 1,08 Indice de diversité de 2
344 um
5
O
(7))
0
©
o
100% 100%

Fractlon cumulée de la biomasse (%) Fraction cumulée de la biomasse (%) 50




% Modélisation multi-espéces

v' a 42 jours (biofilm) mX_1 mX 2
O N

TSH=0,3h X3 X 4

1130 um mX 5 X 6

wX_7 wX_8
=X 9 = X_10

TSH=8h

Indice de diversité de 1

Epaisseur

150 pm

i | iiioﬁ 0 100%



% Modélisation multi-espéces

v Comparaison biofilm / liquide a 42 jours, TSH court (0,3 h)

100%

Fraction cumulée de la biomasse
(%)

Support Surface Liquide

i30 imi (40 pm)



% Modélisation multi-espéces

v Comparaison biofilm / liquide a 42 jours, TSH long (8 h)

100%]

Fraction cumulée de la biomasse
(%)
|

0% Support I Surface I Liquide
(30 pum) (40 pm)




Lbe/mj Conclusions

* Les biofilms sont présents partout... y compris dans les procédés de
traitement des eaux

* Les biofilms sont des communautés microbiennes qui se structurent
dans le temps et I’espace

* Les mécanismes impliqués dans leur formation et leur fonctionnement
ont des échelles de temps et d’espace trés variés

* Leur étude nécessite une approche pluridisciplinaire associant
I’écologie microbienne et le génie des procédés




