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Résumeé :

Les méthodes RMN/IRM sont bien adaptées a I'étude de systémes complexes tels que les écoulements
dans les milieux poreux ou dans les systemes de faible dimension, a condition de développer une
instrumentation spécifique pour améliorer la sensibilité des mesures. Dans cet article, nous développons
des dispositifs spécifiques pour étudier les écoulements et les phénomeénes de transfert dans ces systémes
complexes, et nous utilisons des méthodes RMN/IRM pour leur caractérisation.

La premiére application est I'étude de la croissance d'un biofilm dans un capillaire de dimensions
submillimétriques, et la caractérisation de I'nydrodynamique de I'écoulement en présence du biofilm.
Un dispositif spécifique a été mis en place, comprenant le systtme milli-fluidique et la bobine de
radiofréquence (RF) adaptée a la géométrie et aux dimensions du systéme. La bobine a été gravée sur
un substrat flexible en cuivre/Kapton®. Avec les paramétres géométriques considérés, les mesures IRM
démontrent une amélioration du rapport signal/bruit par rapport a la sonde commerciale, ce qui permet
une analyse détaillée des phénoménes mentionnés dans le contexte des applications milli-fluidiques.
La deuxieme application concerne le suivi temporel du développement d'un biofilm dans un milieu
poreux modéle. Le protocole consiste a injecter un milieu nutritif & travers un lit de billes colonisé par
des bactéries dans un imageur IRM et a mesurer la distribution spatiale du biofilm formé.

Abstract :

NMR/MRI methods are well suited to the study of complex systems such as flows in porous media or in
low-dimensional systems, provided that specific instrumentation is developed to improve measurement
sensitivity. In this paper, we develop specific devices to study flows and transfer phenomena in such
complex systems, and use NMR/MRI methods for their characterization.

The first application is the study of biofilm growth in a capillary of submillimeter dimensions, and the
characterization of flow hydrodynamics in the presence of biofilm. A specific device was set up,
comprising the milli-fluidic system and the radiofrequency (RF) coil adapted to the system's geometry
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and dimensions. The coil was etched onto a flexible copper/Kapton® substrate. With the geometrical
parameters considered, MRI measurements demonstrate an improvement in signal-to-noise ratio
compared with the commercial probe, enabling detailed analysis of the above phenomena in the context
of milli-fluidic applications.

The second application concerns the temporal monitoring of biofilm development in a model porous
medium. The protocol involves injecting a nutrient medium through a bead packed bed colonized by
bacteria into an MRI imager and regularly measuring the spatial distribution of the biofilm formed.

Mots clefs : Biofilms, Résonance Magnétique Nucléaire, Imagerie par
Résonance Magnétique, milli-fluidique, milieux poreux

1 Introduction

L'étude des écoulements et des transferts se produisant dans les systemes milli-fluidiques nécessite
I'acces a des méthodes analytiques adaptées a la taille et a la géométrie des canaux ainsi qu'aux matériaux
utilisés pour leur fabrication. Les méthodes optiques sont classiquement utilisées avec succes pour les
études a haute résolution, a condition qu'un chemin optique soit accessible, ce qui n'est pas toujours
garanti dans ces systemes car la géométrie peut étre complexe et les matériaux peuvent étre opaques a
la lumiere. En outre, ces méthodes peuvent étre invasives (par exemple, I'utilisation de traceurs qui
peuvent modifier les propriétés du fluide) ou méme destructrices (par exemple, l'utilisation de lasers
dans les systemes biologiques). Les méthodes de résonance magnétique nucléaire (RMN), quant a elles,
permettent d'accéder a des milieux opaques et sont capables de fournir une grande quantité
d'informations physicochimiques, ainsi que de suivre des phénoménes dans le temps dans le domaine
de l'ingénierie des procédés. Par exemple, les méthodes de RMN et d'imagerie par résonance magnétique
(IRM) ont été utilisées pour déterminer les propriétés de fluides complexes [1,2] et pour caractériser des
phénomeénes de transport (par exemple, la dispersion dans les milieux poreux [3,4], la diffusion dans les
membranes électrolytiques [5,6], le transfert de chaleur dans les fluides complexes [7,8], I'écoulement
de suspensions [9], les écoulements diphasiques dans les milieux poreux [10] ou l'imagerie de
I'écoulement dans les canaux microfluidiques [11]). En raison de leur faible sensibilité, les méthodes
RMN/IRM peuvent toutefois étre limitées par l'utilisation d'instruments commerciaux standard lorsque
le volume de I'échantillon est restreint. Les efforts visant a améliorer la sensibilité des mesures reposent
sur différentes stratégies, telles que I'augmentation de l'intensité du champ magnétique statique, le
développement de bobines supraconductrices ou de cryosondes ou l'utilisation de techniques dites
d'hyperpolarisation. Une autre approche consiste a réduire les dimensions de la bobine de radiofréquence
(RF) afin de maximiser le facteur de remplissage (approximativement la fraction entre le volume de
I'échantillon a I'intérieur de la bobine et le volume sensible de la bobine RF), ce qui conduit a un rapport
signal/bruit (SNR) plus élevé du spectre ou de I'image qui en résulte [12-14]. Le développement de
bobines RF miniaturisées en combinaison avec des protocoles de mesure optimisés s'est avéré étre une
approche efficace pour lI'analyse d'échantillons de petit volume ; cela a été démontré dans des études de
spectroscopie et d'imagerie en chimie [15], en biologie [16], et dans des études de flux dans des
dispositifs manipulant des volumes de I'ordre du microlitre [17-19]. La réalisation de ces bobines
nécessite un dimensionnement approprié et l'utilisation de techniques de microfabrication spécifiques,
notamment la gravure sur des substrats rigides tels que le CuFlon® [20,21] ou sur des substrats flexibles
tels que les films de polyimide [22-25].
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Les deux applications présentées dans cet article concernent 1’écoulement de fluides dans les sous-sols
et sont liées a 1’énergie géothermique. La premiére application est I'étude de la croissance d'un biofilm
dans un capillaire de dimensions submillimétriques, et la caractérisation de I'hydrodynamique de
I'écoulement en présence du biofilm tandis que la seconde concerne le suivi du développement d'un
biofilm dans un milieu poreux modele. Le protocole consiste a injecter un milieu nutritif a travers un lit
de billes colonisé par des bactéries et a déterminer des marqueurs RMN afin de déterminer la distribution
spatiale du biofilm formé ainsi que son effet sur I’écoulement.

2  Protocole expérimental

Nous avons d'abord mis en place une méthodologie consistant a cultiver un biofilm bactérien dans un
tube capillaire de section millimétrique et dans un milieu poreux modéle. Nous détectons ensuite sa
présence par une modification du contraste de relaxation IRM et des propriétés hydrodynamiques de
I'écoulement.

2.1 Culture du biofilm

Des bactéries Shewanella oneidensis sont cultivées dans un milieu nutritif a 31°C. Le nombre de
bactéries augmente exponentiellement avec le temps jusqu'a une concentration denviron 10°
bactéries/ml. Le conditionnement de la surface du capillaire a été réalisé en faisant circuler la solution
nutritive pendant 1h30min avant d'accueillir la culture bactérienne. L'ensemencement du capillaire
(1 x 1 x 100 mm) a éte réalisé sous circulation en boucle fermée de la culture bactérienne pendant 4h
a température ambiante. Les bactéries retenues sur les parois du capillaire sont alimentées en continu
avec le milieu nutritif dilué au dixiéme a température ambiante. Le débit d'alimentation imposé par la
pompe est de 1.2 ml/min (correspondant a une vitesse moyenne d'environ 2 cm/s dans le capillaire).

2.2 Mesures IRM

Dans le cas du capillaire, une sonde de mesure commerciale Bruker MicWB40 est utilisée pour avoir
acces a un large champ de vue et pouvoir suivre I'évolution de la croissance au cours du temps (Fig. 2a)
tandis que qu’une sonde radiofréquence réalisée sur mesure est utilisée pour mesurer plus finement le
champ de vitesse local (Fig. 3a). Les cartes des trois composantes du champ de vitesse dans le capillaire
sont d'abord réalisées avec la bobine commerciale MicWB40 en utilisant le protocole Flowmap de la
bibliotheque Bruker sous Paravision 5.1. Les cartes axiales sont mesurées avec une résolution de
40 x 40 um? /pixel dans un plan situé prés de I'entrée du capillaire (Fig. 2f). Le champ de vitesse est
moyenné sur une épaisseur de 1 mm. Les mesures sont effectuées sur un spectrométre RMN Bruker 600
MHz WB.

Dans le cas du milieux poreux, I’instrumentation RMN est commerciale. Le schéma simplifié de la
configuration expérimental est donné Fig. 1. Les expériences d’écoulement en milieu poreux sont
réalisées dans un bioréacteur a lit fixe, composé d’une colonne en poly(méthacrylate de méthyle)
(PMMA) de 3 cm de diameétre interne remplie de billes en polystyrene polydisperses (400 — 600 pm
de diametre, Styrochem). La surface du milieu poreux accessible a la colonisation bactérienne est
évaluée 2 0.1018 m2. Le volume de travail du bioréacteur (colonne et circuit inclus) est de 300 mL. Le
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bioréacteur est alimenté au moyen d’une pompe péristaltique (Ismatec). Un capteur de pression
différentiel est disposé en amont de la colonne. Les mesures sont effectuées sur un imageur Bruker
Biospec 24/40 100 MHz. Quel que soit le protocole utilisé, les images acquises sont axiales
(perpendiculaires a la veine de mesure et a I’écoulement). Le champ de vue est de 5¢cm X 5¢m, avec

une matrice de 256 x 256 points. La largeur de coupe est de 2mm. Les voxels ont donc une dimension
de 0.195 x 0.195 X 2 mm.
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Figure 1. Configuration expérimentale de I’expérience de suivi par IRM de la croissance de biofilm
en milieu poreux synthétique.

3 Caractérisation de la croissance du biofilm

3.1 Cas du capillaire

Avant de réaliser les expériences de RMN, des observations ont été faites a I'aide d'un microscope
optique. Elles ont montré que le biofilm se forme aprés environ 24 heures a partir du début de
I'alimentation. Les structures observées sont épaisses et distribuées le long du capillaire, principalement
sur le premier tiers de I'entrée. Ces structures se développent et occupent la section du capillaire (Fig.
2b). Elles ne sont pas stables ni fixes et se détachent parfois au passage du flux d'alimentation. Il a été
observé que le flux d'alimentation a un double réle : il crée une contrainte qui conduit les bactéries a se
coller aux parois et favorise ainsi leur adhésion, mais il contribue ensuite au détachement du biofilm
lorsqu'il devient plus épais et réduit la section hydraulique [26,27]. L'écoulement le transporte alors et
lui fait coloniser une autre surface en aval. C'est typiquement ce qui est observeé sur les cartes de temps
de relaxation T, (Fig. 2c) ou I'on voit des amas de biofilms se former aprés environ 30 h sur une longueur
capillaire d'environ 1.5 cm. Certains amas grandissent légérement avec le temps (t3) tandis que d'autres
disparaissent, emportés par le flux. La présence du biofilm est révélée dans les images par une
diminution significative du temps de relaxation transversale, qui passe de T,~150 ms pour la solution
nutritive a t, & une valeur moyenne de T,~100 ms pour les protons dans le biofilm (Fig. 2d).
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Figure 2 : Suivi de la croissance du biofilm dans un capillaire par microscopie optique (b) et par IRM
avec la sonde commerciale (a, c, d, e, f, g). Les axes sont gradués en millimétres.
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millimétres.

3.2 Cas du milieu poreux

Un exemple de mesure de carte IRM mesurées dans le cas du milieu poreux synthétique est donnée Fig.
4. Les mesures ont été réalisées 7 jours apres 1’inoculation en bactéries et mettent en relief I’effet de la
présence d’un biofilm bactérien sur la valeur des temps de relaxation T; (Fig. 4b) et T, (Fig. 4c) et de la
composante axiale de la vitesse de 1’écoulement (Fig. 4a). Les temps de relaxation RMN T, et T, sont
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des parametres caractérisant le retour a 1’équilibre de 1’aimantation nucléaire aprés une excitation du
systéme par I’onde radiofréquence produite par la bobine radiofréquence. Leurs valeurs reflétent d’une
part la dynamique des porteurs de 1’aimantation, ¢’est-a-dire ici des molécules d’eau, et d’autre part les
interactions de ces porteurs avec leur environement, c’est-a-dire ici les protons des autres molécules
d’eau a I’intérieur ou a ’extérieur du biofilm. La diminution de la valeur moyenne des deux temps de
relaxation indique un ralentissement de la dynamique moléculaire de 1’eau dans la microstructure du
biofilm. Le résultat indique que les temps de relaxation peuvent étre utilisés comme des parametres
indicatifs de la présence de biofilm dans le milieu poreux. lls pourront donc, dans nos futures études,
étre mesurés de fagon systématique afin d’obtenir une cartographie 3D compléte et résolue en temps de
la croissance du biofilm.

(@) (b) (©)

axial velovity Vz [mm/s] NMR relaxation time T1 (ms) NMR relaxation time T2 (ms)
02 01 o 01 02 025 0 500 1000 15100 2000 25100 3000 3500 0 200 400 600 800 1000

D e

Ty(ms) | 3038 2215 T,(ms) 533 425

00 01
axial velocity Vz (mm/s)

Figure 4. Images IRM axiales enregistrées a la méme position a travers un lit de billes de polymére
colonisé par des bactéries 7 jours aprés l'injection de nutriments. (a) champ de vitesse axial mesuré
par vélocimétrie IRM. (b) et (c) : cartes de relaxation T; et T,. Les deux temps de relaxation diminuent
de ~ 20 a 25% dans le biofilm.

4  Impact sur I’écoulement

4.1 Cas du capillaire

Au temps t,, les cartes de vitesse mesurées indiquent la présence d'une composante axiale v,
correspondant & un écoulement de Poiseuille sur toute la longueur visible du capillaire. Les composantes
transversales v, et vy, présentent toutes deux une distribution étroite centree sur 0 (Fig. 2g). Au fur et a
mesure que le temps de culture augmente, le profil de vitesse devient non uniforme et non symétrique
sur la longueur du capillaire, contrairement a I'écoulement purement axial dans le capillaire a I’état initial
(Fig. 2e, t, et t,). Dans les zones ou le biofilm est présent, la section transversale est réduite, ce qui
entraine des vitesses axiales plus élevées, tandis que des flux secondaires apparaissent dans le plan
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transversal (Fig. 2f et encadrés dans la Fig. 2g). Ces flux secondaires modifient localement I'équilibre
des forces et I'équilibre entre un régime de mélange dominé par la diffusion et par I'advection.

Le lien entre la présence du biofilm, la taille des amas, sa distribution spatiale d'une part et
I'nydrodynamique de I'écoulement d'autre part est donc particulierement important a étudier afin de
mieux comprendre comment un biofilm se développe et comment les agents biocides peuvent interagir
avec lui lors d’opérations de remédiation. Il est intéressant de noter, comme l'ont déja fait Seymour et
al. [28], que les flux secondaires semblent évoluer périodiquement le long de I'axe du capillaire, avec
une périodicité qui semble ici proche de la dimension de la section carrée du tube capillaire (1 mm).
Cette périodicité semble également correspondre a la fagon dont les amas de biofilm sont distribués le
long du capillaire (comparer les Fig. 2c et Fig. 2e a t,), ce qui tendrait a dire que la fagon dont le dépot
se produit pourrait étre liée a la taille latérale du capillaire. Cette observation pourrait étre importante
pour comprendre la croissance des biofilms dans les milieux poreux et devra étre étendue a d'autres
tailles et géométries de capillaires.

Des mesures locales plus détaillées sont ensuite effectuées a l'aide de la bobine millimétrique fabriquée
pour I’étude. Les figures 3a et 3b présentent le dispositif expérimental. Comme la zone d'homogénéité
de la bobine est trés petite, un systéme de déplacement a été réalisé afin de déplacer le capillaire le long
de son axe dans la bobine. Comme prévu, la qualité des cartes de vitesse est nettement améliorée. Les
observations faites précédemment avec le systéme commercial sont vérifiées. Les flux secondaires,
absentsat = 0, sont clairement visibles a partir de t = 10h et des structures périodiques sont a nouveau
observées (t = 18h). L'image axiale de la figure 3e présente une vue détaillée de I'écoulement dans l'une
de ces structures. Les composantes v, et vy, présentent des signes alternatifs, démontrant la présence
d'un tourbillon tournant dans le sens inverse des aiguilles d'une montre (voir les fleches noires montrant
le vecteur vyy,). La composante axiale v, présente également des valeurs négatives, typiques des
écoulements a contre-courant.

4.2 Cas du milieu poreux

Les zones (a) et (b) sur la carte de vitesse Fig.4a représentent respectivement des zones de sous-vitesse
et de survitesse dues a la présence du biofilm. La distribution des vitesses axiales dans ces zones (voir
histogramme) indique clairement un ralentissement lorsque du biofilm se trouve en amont de la coupe
considerée. Les cartes de vitesse apportent donc une information supplémentaire sur 1’écoulement que
ne peuvent donner les cartes de temps de relaxation. La cartographie 3D du champ de vitesse pendant
la croissance du biofilm pourra donc étre utilisée en complément afin de quantifier I’impact du biofilm
sur I’écoulement global. Les données du capteur de pression différentielle serviront quant a elles a faire
le lien entre la mesure macroscopique standard et les cartographie a 1’échelle centimétrique. La
vélocimétrie par IRM sera également utilisée lors des prochaines campagnes de mesure afin de quantifier
I’effet de I’injection de biocides dans le milieu poreux.

Conclusion

Les méthodes de résonance magnétique nucléaire sont bien adaptées a I’étude et le suivi de la croissance
de biofilms. Lorsque la taille du systeme est petite (millimétrique), les méthodes standards doivent étre
adaptées pour augmenter le rapport signal/bruit et améliorer la qualité de la mesure. C’est ce qui a été
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fait dans cette étude pour caractériser I’hydrodynamique de I’écoulement dans un capillaire servant de
modeéle de pore. A I’échelle du milieu poreux (plusieurs centimétres), I’appareillage commercial peut
étre utilisé afin de mesurer des cartes bidimensionnelles des temps de relaxation RMN, qui fournissent
un contraste suffisant pour pouvoir détecter la présence du biofilm. La vélocimétrie par IRM compléte
alors le tableau, en fournissant une donnée supplémentaire pour faire le lien entre la distribution spatiale
du biofilm et I’hydrodynamique de I’écoulement. Cet ensemble de méthodes peut étre utilisé pour
effectuer des études dans le domaine de la géothermie, ou la présence de biofilms dans les sous-sols est
préjudiciable sur les installations en raison de phénomeénes d’obstruction qui impactent les écoulements.
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