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1. INTROQODUCTI O N

Les egux superficielles continentales se trouvent conta-
mindes par des apports de micro-ocrganismes pathogenes, en prove=
nance des egux de ruissellement, d'effluents d'origine domestique,
urbains ou rurgux, plus ou moins complétement trgités par des
tachniques d'épuration, dont l'objet méme est 1'élimingtion des
matidres organigues biodégradables, et non celles des micro-orga-
nismes pathoganas.

La survie des micro-crgonismes pathogénes dans les milieux
rédcepteurs et leur maintien dons l'espace sont étroitement fonction
de leurs possibilités de fixagtion sur les surfaces solides
(particules en suspension, sédiments, matérigux constituant le lit
des cours d'eau). Si les bactdries présentes dans un courant d'eau
raopide ne pouvaient se fixer, alles seraient rapidement élimindes
du milieu, qui serait en grande partie stérile.

Des dénombrements effectués dans le laboratoire da l'Univer-
sité de CALGARY et 3 la station de LETHBRIDGE, dagns 1'Alberta, ont
montré gu'une surface de 1 em? fixeit jusqu'a 10 boctéries, alors
que 1 em3 d'equ, en regard, n'en contengit que 10°. En milieu
pollué, la fixation peut atteindre 1010 cellules par cm<.

Ceci est connu depuis fort longtemps, deés 1'année 1543 ; par
contre, le mécanisme responscble de la fixation des bactéries sur
les surfaces solides n'a 4té étudié que tout rdcemment, surtout
depuis 1969, dans le cas des boctéries vivant dans le milieu
aguatique. Il a 4té démontré que cette fixation résulte de lag for-
mation, par les bactéries, de fibres polysaccharidigues susceptible
de se fixer fortement aux surfoces solides. La découverte d'un tel
mécanisme, a posteriori evident, n'est relativement récsnte Gue
parce qu'il ne se manifeste pas toujours en culture pure, ol il
ne confére aucun agvantage sélectif aglors qu'il est énergdtiquement
colteux.

[}

La formation de ces polysaccharides 4 la surface des bacté-
ries dans certaines conditions de milieu, le fait qu'il ait été
démontré que ce phénomene était essentiel & lg survie et a la
prolifération des bactéries en général, et des pathogénes en
particulier, dans Jes milieux récepteurs, justifient une étude
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systémotique de 1'influence de paramétres tels que le pH, la
salinité, la température, la naturs et la concentration des
substrats nutritifs présents, sur la fixation des bactéries 3 des
motérioux supports de nature différente.

Si, dans cette dtude, le choix s'est porté sur le suivi
d'une bactérie indicatrice de pollution fécale, en l'oceurrence
€. coli, il est justifié en grande partie par le fait Gu'S. coli
intervient dans toutes les méthodes officielles de contrdle
sanitgire des milieux hydriques, sa numération indiquant le degré
de contamingtion fécale.

La mise gu point d'une méthode instrumentale par veoie
électrochimique pour dénombrer les E£. coli fixds sur supports
immergds peut trouver son agpplication pour quantifier les E. coli
fixds et suivre leur cindtigue de fixation. Las résultats obtenus
sont rapportés dans cette dtude.



I1I. SITUATION BIBLIOGRAPHIME

La facilité avec laguelle les micro-organismes s'accumulent
la surface de substrats est la cause de maints problémes

a
économiques et biologiques.

Les micro-organismes peuvent, par exemple, coloniser des
structures humaines immergées dans 1'anvirennement aguatique,
provoquant la corrosion et le fouling, tandis gue ds nombreuses
malacdies d'gnimaux et de plantes résultent de la croissance de

micro=organismes pathogénes associés a des structures cellulagires.

Toutafois, ces inconvénients ternissent les effats béndfiques
de l'cctivité des micro-organismes, leur croissance sur différentes
surfoces de l'environnement, avec en particulier leur rdle dans le
turn-cver des résidus organiques, est exploitée par l'homme pour
1q filtration et l'épuration de l'sau.

Vu cette diversité et la pluralitsé des phénomeénes rencontreés
dans la fixation des micro-organismes, il n'existe pas de théorie
déerivant tous les aspects de la fixagtion.

Les questions principalement posdes sont
- Quel est le mécanisme permettant aqux micro-organismes de se

fixer & la surface d'un solide 7

~ Paut-on en prévoir les mécanismes par certaines caractéristiques
des micro-organismes ?

- Cartains matériaux supports sont-ils meilleurs ou plus sélectifs

que d'autres ?

Les publications nombreuses, - environ un millier, -
démontrent la fixation des micro-organismes 4 différents substrots.



Les principales variables pouvant affecter les micro-orgc-
nismes guant & leur fixation sur des surfaces solides sont
énumérées par DANIELS (1580)

- Caractéres dus 3 l'organisme :

. Especs

. Milieu de culture
. Age

. Goncentration

- Caractares dus 3 l'adsorbant ou au substrat :

. Type

. Forme ionique R
. Taille

Possibilités d'interactions

Concentration

- Caractdres dus 3 l'environnement ou au milieu :

. Comcentration en ions nydrogéne
. Concentration saline
Composéds organiques
. Durde de contact
Température

Ces différents éléments seront tour 3 tour examinés.

II.1. Méconismes de la fixation.

L'accumulation des micro=-argcnismes sur une surface peut 8tre
décrite en trois dtapes. Dés 1948, ZoBELL - cité par de nombreuses
publicgtions - a décrit cette particularité, et depuis, celle-ci a
4t défendue par FLETCHER (1980), MARSHALL et al. (1971), CORPE
(1970).



18re Stgpe : Adsorption ou immobilisation des cellules a
1'approche du substrat (phase réversible) ;

28me Stgpe : Attachement ou fixation des micro-organismes qu
substrat (phase irréversible) ;

38me Jtgpe : Colonisation et croissance des micro-organismes sur
lq surface envahie.

11.1.1. Fixation réversible.

a)- Attraction électrostatique.

Quand un solide est immergé dans un milieu nydrique, il
ccquiert une charge électrique ; cette charge dépend an grande
partie de la composition de la phase agueuse. Dés qu'une surface
est chargde $lectriguement, elle est attirde vers les ions echargés
de signe contraire. Ce procassus est en opposition avec les mouve-=
ments thermiguas entourant les ions.

Ces affets d'attraction élactrostatigue et de mouvemants
thermigues ont pour résultot de crder des régions plus ou moins
denses en particules chargées, et de former une double couche
dlectrique entire une surface plane et une particule sphérique.

Figure 1.

Double coucha électrique entre
une surface plane et une
particule sphérijue.

Zn général, en milieu nydrique, la bactirie et la surface
de colonisation & la fois sont chargdes négativament, at 1'équa-
tion de POISSON ot 30LTZMANN permet de résoudre la déterminagtion
des forces électrostatiques. Les forces électrostatiques ne
peauvent 3 elles seules expliquer les interactions possibles entre
1o bactérie et les surfaces. Comme les bactéries ne sont pas des



particules idéales, elles n'ont pas une géométrie simple et une
composition moléculaire uniforme ; elles sont capgbles de déforma-
tions, de rdactions chimiques internes qui peuvent modifier la
composition interne st lg surface, et de nombreuses forces peuvent
déstabiliser les bactéries des surfaces, des forces de faible
amplitude et de forte spécificité ; elles ont été recensédes par
PETHICA (1961) en forces attractives et rédpulsives, ot alles sont
cit3es par DANIELS (1980) pgor ordre d'amplitude décroissante.

- Forces attraoctives

Ligisons chimiques (nydrogéne, liaison thio-umide et ester),
. Formation des doublets (- NHY ... COO™ ),
. Formation de triplets ( - COO™ ... Ga*tt... COO~ ),
. Liaisons interparticulaires,
. Charges attractives de signes opposés,
. Forces électrostatiques,
. Tension de surface,
. Forces de Van der WAALS attractives,
. Forces électromagnétiques,
. Forces hydrodynamiques,
. Forces diffusionnelles,
. Forces gravitaires,

Chimiotactisme positif.

- Forces répulsives :

. Chaorges rdpulsives entre cellules de méme charge,
. Forces de Van der WAALS répulsives,
. Exclusion stérique,

. Chimiotactisme négatif.

b)- Théorie de O.L.V.O. (DERJAGIUN 3 LANDLAU, 1941,
VERWEY 3 OVERBEEK, 1948).

5i les boctéries ne sont pas capables de dominer les barridre
électrostatiques répulsives, la fixation n'est possiole que par la
théorie de D.L.V.0. Ce modéle peut dtre utilisé pour expliquer
1'adhésion entre des cellules chargées négativement et des substrat
chargés négativement.



En accord avec catte théorie, la fixation dépaend de la balanc
entre les forces faibles attractives - forces de Van der wWAALS - et
des forces électrostatiques répulsives importantes.

Figure 2.2 : Diagramme de représentation des forces de Van der WAALS
at de la double couche ionigue d'apras MARSHALL (1980).

Erergie i \\
AN

répulsiv N p
ouls Sounle couche

ignique répulsive

résultante répulsive

Fapcas dan Jer wWAALS
. / acreaccives

Znargie
attractive

j
'

En grande partie intervient lg composition ionique du milieu
qinsi que la charge et le rayon de courbure des deux surfaces.

Ces forces mutuellas peuvent se définir sous forme d'énergie
libre : Gi = Gy + G
G, forces attroctives = forces de Van dar WAALS

Gg forces répulsives = double couche ionique.

A T 2a (h +a h + 2a 4]
A ®*7& L'n (h + 2a - in( n )J

A = constante de MAMAKER
a0 (atoat

A= (Ag° - a3 (Ay - a3%)

A1 = substrat, Ap = particule, A3 = milieu.



Pour évaluer la double couche ionique il est nécessaire de,

connaitre le potentiel électrique de chaque surface

e = § F=50 [ 2 ein (e e L 1 - ¥ 10 (-

€ = censtante dielectrique de l'esu

KH -
i

K = dépend de la concentration ionique du milieu

H

€
—

- distance séparant les deux particules

2 potentiel du substrat

Vo - potentiel de la bactérie.

tion ionique

ionique inter- tion ionique
médiaire

Figure 2.3.

Interaction entre
forces attractive
et forces répul-

sives en fonction
de la concentratio:

ionique

1= particule et
surface de
méme signe

2= particule et
surface de
signes opposés

d'aprés RUTTER
et VINCENT

Faible concentra-Concentraticn Forte concentra-
(1980)
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En prenaont comme modele idéal une surface plane et une
particule sphérique, RUTTER (1980) démontre, pour des bactéries et
des surfaces de méme signe dans un milisu électrolytiquement pauvre,
que les particules sont rejetdes de la surface quond 1'dnergie libre
est élevée ; par contre, dans un milieu fortement ionique, la
barridre d'énergie libre est dliminde, une attraction ferme se
produit.

Quand les particules et la surface sont de signes 0pPOsSEs,
1t'gttraction est forte, elle diminue avec 1aq concentration ionique
du milieu et, dans tous les cas, elle évolue vers une fixation irré-
versible et permanente.

MARSHALL et al (1971) utilisent cette théorie pour expliguer
la réaction réversible at suggerent gue cette étape initiale, durant
laquelle la cellule samble sttacher qu substrat, peut facilement se
déstabiliser par un simple lavage. i

Le modéle idéal d'une surface sphérigque et d'une surface
plone est clairement inadéquat dans des systames réels, et on parti-
culier dans les systémes biologiques, pour les raisons données par
TADROS (1980) \

- les particules et les substrats ne sont pas lisses, ce qui implique
que la zone de contact n'est pas un seul point mais plusieurs,

- la natures complexe de la surface cellulaire peut permettre g de
nombreuses interactions de se produire

* interactions hydrophobes et hydrophiles,
* ligisons hydrogéne ot élactrostatiques,

- possibilités de production, par les micro-organismes, de macro-
moldcules complexes.

PETHICA (1980) souligne également que cette stobilité
colloidale implique des calculs complexes, aucune de ces variables
ne peut bien se mesurer. La théorie de D.L.V.O. néglige la tension
de surface ; aussi propose-t-il le traitement donné par HALL (1672),
modéle thermodynamique d'un systéme interactif entre des particules
colloidales ayant une taille et une gdométrie arbitraires et autori-
sant des déformations.
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11.1.2. Fixotion irréversible.

La fixation la plus commune est le fait de polyméres axtra-
cellulaires formant une enveloppe autour de la cellule et permet-
tant une consolidation des micro-organismes a la surface du support.

La phose réversible est décrite qlors comme une étape néces-
sgire & la synthése de ces polysaccharides extracellulaires.
FLETCHER (1979) note qu'une fixation peut avoir lieu immédiatement,
sans cette phase réversible.

11.2. Place at nature das polysaccharides.

I1.2.1. Place des polysaccharides.

Lo microflore hétdrotrophe présente dans les eaux est suscep-
tible dea former des polysaccharides extracellulaires. Cette forma-
cion joua un rdls important, bien que non exclusif, dans la
floculation spontande des micro-organismes des bouss activées des
stations d'épuration biologique.

Zlle est également impliguée dans le phénoméne de "bulking”
ou gonflement des boues, qui intervient en milieu nutritionnel
déséquilibré.

La formgtion de solysaccharides semble &tre un phénoméne trés
général, quli ne se 1imite pas au cas des bactéries, mais se retrouv
chez la plupart des organismes cellulaires Procaryotes et Zucaryote
tels que les bactéries, les algues, les champignons, les amibes,
les cellules végétales ou animales (DUDMAN, 1977).

COSTERTON et al (1978) précisent que la formagtion des axo-
solysaccharides ast utile dans un milieu riche et énergétiquement
fovorable ; par contre, dans un environnement defavorable, ces
polyméres sont nécessaires a la survie. Dans un environnement
naturel, ol la compétition pour la vie est sévére, cette production
d'exopolyméras par les bactéries est un moyen de stocker des
d1éments nutritifs.

* Les bactéries constituent, au niveau cu site de fixation, une
zone d'adsorption et d'échange .

# Lo trame formée par les exopolyméres va permettre une agrégation
de particules en suspension, qui pourront 8tre utilisdes en fin
de lg phase de croissance traduisagnt souvent le manque de nutri-
ments dissous en quantité suffisante.

*» Ces exopolysacchcrides vont servir de point d'ancrage avec un
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support solide, ces supports pouvant dtre de toute nagture,

inerte ou vivante. FLETCHER et EFLOQDGATE (1973). La tixation en
milieu immergé permet aux bactéries d'étre baignées per un flux
l1eur assurcnt un renouvellement constant des matiéres nutritives.

I1.2.2. Nature des polysucchurides bactériens.

Les polysccchorides. que '1'on nomme également exopolysaccha~-
rides, peuvent orendre la forme d'une capsule discrate visible par
1a méthode de coloration a l'encre de Chine, DUGUID (1951), ou
peuvent sSe présenter sous un film extrccallulaire appuremment non
1ié & la surface bactérienne.

Les bactéries muqueuses sroduisent généralement des films,
comme E. coli, tandis que Streptococcus sneumonige ou Klebsiella
gerogenes formant des capsules discretes.

WILKINSON (1958), cité par SUTHERLAND (1977), remagracue que
le matériel capsulaire est trés hydraté, puisqu'il contient 98 %
d'equ. Ceci a pour conséquence de donner une consistance gélati-
neuse, ainsi Jqu'un indice de réfraction trés proche de calui de
1'equ.

Une visuaglisation exacte des intergctions des capsules et decs
films avec la paroi bactérienne est possible grace aux progres

récents (utilisation du microscope électronlque).

Histologiguement, 1tévidence est faite que la partie adhésiv:
de la bactdrie est un polymére acide, mais il n'y a aucune indica=-
tion positive pour que ce soit un polysac:huride. Catte adhdsivité
est toujours présente, que 19s bactéries soient libres ou fixdes.
L'existence de cette premiare pellicule est responsable de la
¢ixation initiale. FLETCHER ot FLCODGATE (1973) .

Une deuxieme pellicule apparalt dérivée de la premidre comme
une pellicule macromoléculaire, plus diffuse et plus réticulée,
alle a l'apparence d'un gel hydrcté. at cette deuxizme pellicule
provogue la fixation définitive.

I1.2.3. Composition des polysacchurides.

Les polysaccharides sont isolés par précipitation avec de
1'gcétone ou de 1'isopropanol, et purifiés par dialyse contre un
courant a'eau, puis reprécipités et séchés 3 l'air.

Les exopolyscccharides sont composés de nombreux monomérss,

que l'on rencontre également dans 1g commosition des lipopoly~
sagccharides, SUTHERLAND (1977) .
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- sont rencontrés avec une grande fréquence :

. hexoses neutres : D=glucose
D=galactose
D-mannose
. des méthylpentoses (6-déoxyhexoses) : fucose

rhqnnos- .

Les pentoses sont plus rarement rencontrés ; les heptoses st
les acides octéniques, fréquents dans les 1ipopolysaccharides,
sont absents.

Sont rencontrés avec une grande fréguence : les polyols
(ribitol et glycsrol) similaires a ceux trouvés dans les acides

teichoIques des parois cellulaires des bactéries Gram positives.

Les sucres aminds et les gcides uronigues sont largement

présents, en particulier :

N acétyl - D - glucosamine

N gcétyl - D = galactosamine

acide N-acétyl neuramigue

acide D-glucuronique

acide D-galacturonique

acide D-mannuronique

acide L-guluronique.

A c8té de ces composés sont également présents des phos=~
phates,

des groupements alkylés : = © acetyl
- formate
- succinate.

La grande variété des constituants possibles explique gque
1'on ne puisse pas prévoir & 1l'avance 1o composition des poly-
saccharides isolés d'une culture bactérienne, et encore moins
anticiper sur ses proprigdtés physiques ou gutres. La composition
des polysaccharides vorie en effet d'une aspace bactérienne 4 une
qutre.
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synthése_des polxsaccharides.

e Conditions.

Les exopolysaccharides se reconnaissent 4 l'apparence des
colonies et a la viscosité du milieu liquide et de culture.

peu d'études approfondies relatent les conditions physiolo=-
giques requises pour 1a formation des exopolysaccharides.

Ce plus, le probléme est de transposer des résultats expéri-
mentaux de laboratoire aux multiples interprétations possibles dans
1'environnement .

Les bactéries aérobies ou anaérobies facultatives sont celles
qui synthétisent le plus d‘exopolysaccharides, toutefois des bac-
téries anaérobies strictes sont capables d'en produire par exemple
les clostridium, COSTERTON (1975).

La composition des polyméres semble indépendante du substrat
et de la source d'énergie, WILKINSON et al 1975 cité par SUTHERLAND
1977,

La formation d'exopolysaccharides est favoriséé par un
certain nombre de conditions nutritionnelles en particulier un excés
de carbohydrate ou des déficiences en nutriments, WILKINSON (1975) -

L'environnement ionique requis pour une production maximale
de polysaccharides comprend des ions g+, Mg*tt et cat+. Les cations

pivalents sont bien connus pour étre des cofacteurs d'enzymes
impliqués dans 1a synthése des polysaccharides.

L'intégrité de la surface bactérienne est nécessaire & la
production d'exopolysaccharides. La perte d'enzymes clés par des
suspensions cellulaires lavées se traduit par un arrét de la
synthése des exopolysaccharides.

MARSHALL (1971) a montré que la formation des polyméres
peut étre inhibée par le chloramphenicol qui blogque les mécanismes
enzymatiques, par voie de conséquence, le nombre de bactéries
fixées diminue comme 1e montre la figure 2.4,

bactérias Fizées par aa?

Figure 2.4. 2000 O Temoin

@ Chioramphenical
Action du ¢hloramphenicol sur la
fixation des bactéries en nilieu 1588 o

marin sur du verre.

1000

500

G @ -—-—-—-—.—-——-—-—-—.‘

T T y
20 40 60 30
temps en heures




- 14 -

» Précurseurs.

Les Sucres nucléotides diphosphates (U.D.P.) sont des pré-
curseurs intervenant dans 1a synthase des exopolyscccharides :
U.D.P. = glucose
. U.D.P. - galactose
U.D.P. - acide glucuronigue.

Jes précurseurs existent oussi pour 1es groupements alkyls
ginsi l'acétyl Co A d $té raeconnu comme précurseur des groupements
O - ccétyl.

Lo régulotion das synthéses de polysaccharides & lieu par
l'intarmédiuire de la concentration initiole ces précurseurs.

Deux mécanismes de synthése sont possibles ;i les exopoly=-
saccharides peuvent 3tre produits par 1g membrane cytoplasnique en
utilisont des précurseurs formés intrccellulcirement, ou par des
précurseurs spécifiques formds dans i'environnement extracellu~-
lgire. Toutefols il n'est pas possible ce prévoir la nature des
exopolysaccharides synthétisés ; begucoup de bgctéries comprennent
des unitss répétitives contenant deux a six monosaccharides
souvent accompagnés de groupements alkylés.

La synthése des exooolyscccharides est qpparamment dépendant:
de la disppnibilité de transporteurs lipidigues isoprénoides. La
synthése peut &tre gpbaissée par une réduction des lipides utilisa-
oles, tandis cu'au contraire elle peut atre accélérée en présance
de beaucoup de lipides libres.

11.3. Paragmétres influengant la fixation ces bactéries et 1la
formation de Tilm biologigue.

Les pcramétres en rapport avec 1g fixation sont

- la bgctérie et son état physiologique,
- le substrat ou matériel suppert,

~ le milieu séparant la surface et les facteurs externes.

11.3.1. Facteurs impliqués dans 1o fixation dépendant
des micro-orgcnismes.

* Nagture des bactéries.

Toutes les especes pactériennes ne sont pas adsorbcbles |
déja ZOBELL en 1943 q notd cette pcrticulorité.

ZVYAGINTSEV (1959), LARSEN (1964), Z08ELL (1943), ¢cités par
MARSHALL (1971), affirment qu'il n'y a pas de lien étroit dans la
position systémotique des micro-organismes, jeur réaction Gram,
Jeur morphologie, jeur mobilité et 1'agptitude des bactéries a se
fixer sur un support, en contradiction avec des observations
ultérieures.
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Les bAtonnets ou bacilles petits (€0,8 p de long) Gram
négatifs adhérent en premier et sont initiateursde film aprés une
heure d'immersion en milieu marin ces bactéries appartiennent au
genre Pseudomonas, Flavobacterium et Achromobacter.

Les formes pédonculées et filamenteuses comme les Caulobacter
et nghobacterium apparaissent seulement aprés 24 heures.

£n dernier, se fixent les diatomées et les protozoaires.

Bactéries isolées sur du verre eén milieu marin d'aprés 3
auteurs

FLOODGATE (1971) O'NEIL et WILCOX (1971) CORPE (1973)

Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
Vibrio - Vibrio Achromobacter
Spirillum Achromobacter Flavobacterium
Arthrobacter Flavobacterium Caulobacter
Bacillus Bacillus Hyphobacterium
Sarcina Micrococcus

Corynebacterium

Caulobacter

L'extension des films avec augmentation d'épaisseur peut
inclure dans la matrice des microorganismes non viables.

LA MOTTA cité par MARSHALL (1971) a mesuré la viabilité des
organismes constituants un film en mesurant la concentration en ATP
au cours de 1'augmentation de 1'épaisseur du film formé sur un
filtre d'eau potable figure 2.5.

Figure 2.3. 10% a1p (ag/ca?)

La concentration en ATP augmente paral-
lolement 3 l'épaisseur du Film jusqu'd

une épaisseur de 320 p.Au-deld la con- ks
centration en ATP deseure constante
indiquant une présence d'organisaes
non viables cu de constituants abjo-
tiques dans la matrice.

Ll L., 500
ipaisseur du tila
(=m)
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Les cultures nétérogénes ont une supériorité sur les cultures
puraes ; REID cité par FLETCHZR (1977) .

Les bactéries adrobies ou angérobies facultatives sont géné-
raglement les premiares qui colonisent un support.

Un environnement aérobie produit plus de film gqu'un environ-
nement anaérobie | HEUKELZKIAN (1938).

Une adaptation morphologique peut se produire, = citd par
MARSHALL (1973) - permettant une meilleure approche des supports.
Chez Vibrio olginolyticus, cette bactérie ne produit qu'un seul
flagelle polaira en milieu agqueuXx, tandis que proche d'un milieu
solide, elle produit de nombreux flagelles ; ie flagelle monotrichs=
permet une mobilité accrue en milieu aqueux, tandis que des
flagelles péritriches psrmettent une meilleure adhésion S un
support. N

Catte faculté d'adaptation morphologigue permet ainsi aux
bactéries d'évoluer dans des milieux différents, leur assurant
toutes les chances de survie duns'l‘environnement.

# Caractéristiques en rapport avec le métabolisme et la
physiologie des bactéries.

MARSHALL (1971) observe que les bactéries chimiorganotrophes,
ot particulidrement les bactéries zymogénes, adnhérent plus facile=-
ment qux surfaces. Les bactéries zymoganes, cargctérisées paor des
coafficients pmgx 2% Kg $levés, montrent une réponse rapide & un
niveau élevé de nutriments ; elles se multiplient lantement si le
nivequ en nutriments est faible, dans le cas contragira elles se
multiplient rapidement.

MARSHALL (1979) : 1la pramiére colonisation des surfaces est
fgite par les pactéries zymogeénes naines ; en effet, la croissance
en milieu gquatique est souvent carencéde d'un Autriment ou méme
de plusieurs. Cette privation constitue un stress qui se rgpercute
sur leur géveloppement, et si l'activité métabolique est diminuée,
il en est de méme de lo taille qui passe de 1 uaQ,suy. Apras 12
4 24 heures, elles peuvent dtre remplacées par des formes de
tagille normale.

L'outre condition indispensable 3 la fixgtion est l'inté-
grité de la paroi cellulaire, MEADOWS (1971).

Des bactéries tudes por la chaleur ou la formaline ont moins
de facilité de se fixer sur des supports, cor lo synthése enzyma-
tique ne doit pas stre oltérée pour qu'il puisse y avoir formatior
de polysacchorides‘

FLETCHER (1977) a Studié la fixation des Pseudomonas au
polystyréne en milieu marin en examinant successivement la concen:
tration et l'age des cultures. Le nombre de bactéries fixées est
maximum pencdaent la phase exponentielle, puis décroit successivemer
pendant la phcse stqtionngire et la phase ce déclin, comme l'in-
dique la figure 2.6.
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L'influence de 1'3ge de la culturs cellulagire sur les possi-
bilités de fixatioen est due d deux facteurs :

. des changements de mobilité,

_ des changements dans la quantité de polyméres produits.

La mobilité callulaire peut faciliter la fixation en augmen-
tant les rencontres entre les micro-arganismes avec 1e substrat,
de sorte gue statistiquement, la probabilité de fixation est plus
élevée. Les différences rencontrées dans la mobilité cellulaire
lides a l'dge de la culture expliguent l1as différences d'aptitude

a lag fixation.

La production et 1g sécrétion des polyméres adhgsifs sont
plus importantes en phase exponentielle cu'en phase de déeclin, et
srovogquent par conséquent une aptitude de fixation plus élevée
pendant la phase exponentielle.

11.3.2. Facteurs influengant 1g fixgtion en ralgtion avec
la nature du support.

Les propriétés physico-chimiques de surface.

Sur une surface solide, il existe de nombreuses liaisons
libres, et la quantité de liaisons représents 1'énercie libre de
surface.

Las solides minéraux 3 points de fusion &levés, comme les
métaux, le verre, ont tendance a avoir une surface ¢'énergie
dlevée (5 OO0 & 500 erg/cm?), comparativement aux solides orga- R
nigues & point de fusion bas, avec une énergie libre de 100 erg/ecm”

La tendance est de combler les ligisons libres pour en fait
diminuar l'énergie ce surface par le biqis d'une adsoerption de
substance & la surface du substrat.

La fixation sur des matdriaux par les bactéries est en fait
déterminde par

- 1'énergie liore de surface et

- 1a tension critique interfaciale du milieu liquide, ou
mouillabilité. OEXTER (1973).

La mesure de lc mouillabilité peut Stre apprécide en plagant
une goutte de liquide sur une surface solide plane. L'étolement
de lag goutte est déerit par l'angle de contact (figure 2.8,
technique de la goutte de ZISMaN.
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Figure 2.8 : Diggromme montrant l'cangle de contact formé par
une goutte de liguide (L) sur une surface solide (S)
dans une atmosphére de vapeur (V).

L'équation de YOUNG exprime :
Vv = YSL + YLV cos ©

ol YV = tension solide/vapeur
FSL = " solide/liquide
Y = " liquicde/vepeur

L'angle de contact, ou tension critique ge surface, se défi-
nit comme dtant l'angle formé par le plan du solide et le plan
tangent aQu liquide, la ligne de contact entre l'air, le liquide et
1g¢ solide, angle situg du c8té du liquide.

Tension critique de surfagce pour Guelaues oolyméras organiqu
d'aprés SHAFRIN (19686)
tension critigue de surface

) Poly(tétrcfluoroéthyléne) 18,5 Ye (mN/m)
Polyéthyléne 31
Polystyréne 33 - 235
Poly(vinylchloride) 39
Poly(éthylane téréphtalate) 49

FLETCHER et LOEB {(1979) montrent gue das substrats hydro-
phobes comme le polystyréne. le teflon, permettent un maximum de
bactéries fixées. Lo ¢ixation & des substrats nhydrophiles est plus
rare at plus complexe.

Le nombre de bactéries est faible sur un substrat de tensior
de surface slevéde et chargé négativement, comme le verre et le
mica, et les plastiques oxydés .

Sur des substrats de tension de surface élevée, mais chargé:
positivement ou neutres, le nombre de bactéries est relativement
plus élevé, suggérant Gue la charge de surface influence le degré
de fixation sur des surfaces a tension de surface élevée.

Le faible nombre ce bactéries fixdes sur des surfgoces char-
gdes négotivement est 1ié 3 la présence de charges négatives sur
les bactéries. La répulsion dlectrostatique intervient comme
facteur d'innibition.
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La possibilité d'interactions hydrophobes est responsable
d'une grande variété de mécanismes de fixation. La littérature
contisnt un nombre élevé d'exemples ; celle-ci inclut les bactéries
fixées & du germanium siliconisé, MARSHALL (1976), & du verrs
recouvert par du triméthylehlorosilicate, ZVYAGINTSEV (1967),
polystyrane, LOEB (1977), RUTTER et ABBOTT (1978), FLETCHER et
LOEB (1979).

MARSHALL et CRULCKSHANK (1973) ont observé chez Flexibgcter
gurantiacus CWy et Hyphomicrobium vulggre ZV S80 l'orientation par
des portions de surfaces cellulaires plus hydrophobes que le reste
de la surface cellulgire.

Les polyméres adsorbés sur un substrat peuvent contribuer &
une inhibition de la fixation des bactéries, en transformant une
surface hydrophobe, favorable & la fixation, en une surface hydro-
phile non favorable. '

DEXTER en 197% montre que beaucoup de bactéries se fixent sur
des surfoces hydrophiles ; de méme, d'autres auteurs cités par
BAIER (1979) rappellent les dtudes de GARTER (1967), HARRIS (1973)
et MAROUDAS (1975), indiquant une tendance des bactéries chargées
négativement & la fixation sur des surfaces hydrophiles, en contra-
diction aveec 1'étude de FLETCHER (1979), et contrairement & ce qui
pourrait se passer si les forces élsctrostatiques répulsives sont
des facteurs prépondérants dans l'adhésion de cellules.

Des liaisons supplémentaires sont possibles :

. liaisons hydrophobes,
. interactions stdériques,

. réactions spécifiques entre les groupements
fonctionnels de surface.

11 est tras difficile de prévoir lg fixation des populations
bactérisnnes des eaux naturslles, car l'application de critéres se
heurte & la complexité des phénomdnes dus & :

- l'influence des composés dissous sur l'état de surface du substrat
et des bactéries,

- l'existence de bactéries différentes qui peuvent posséder des
caractéristiques de surface différentes, .

- lg multiplicité des types d'interactions possibles.

FLETCHER et LOEB (1979) notent que dans des conditions
expérimentales en laboratoire, la préférence des bactéries a lieu
pour des surfaces hydrophobes, alors qu'in situ la meilleure fixa-
tion peut avoir lieu sur des surfaces nydrophiles.

Pour comprendre la fixation préférentielle des micro-orga-
nismes, il faout avoir des informations détaillées sur :



- le substrat,
- les composés dissous,
- la population bactérienne concernée.

1] semble souhaoitable de privilégier 1'étude de l'influence
de la mouillabilité du substrat sur la fixation.

11.3.3. Caractéristiques physico-chimigues du milieu
Tntervenant dans la fixgtion.

*» Rdle du pH.

La fixotion des bactéries est maximale lorsque ls pH est
maintenu vers lg neutralité ; REID (196C) cité par MARSHALL (1979).

L'électronégativité des boctéries décroit lorsgue le niveau
de leur pH dépasse leur point iscélectrique; 3 des valeurs de pH
ou-dessous de leur pl, la charge totale des bactéries davient
positive.

Dans beaqucoup de cas, 1'adsorption peut étre réversible

simplement en altérant le pH ; DANIELS (198Q) . Le meximum d'adsorp-
tion a lieu a pH 3 - 6.

% 28le de l'ionicitéd du miliey.

La présence de cations -influence lg fixation de olusieurs
maniéres

- indirectement en influengant lq physiologie celluloire ot la
permécbilité membrenaire,

- directement pcr leur gecumulgtion a la surface at en formant une
double couche électrique,

- en contribuant & maintenir l'intégrité structurale des polyméres
adhésifs.

MARSHALL (1971) o étudié l'adhésion de Pseudomonas, souche
R3, at Achromobgcter, souche Rg, en milieu marin, et a montré
1'importance de la composition ionique cu milieu.

Fendant la phcse réversible de 1q fixgtion, le comportement

de Pseudomonas R3 n'est pas affecté par l'absence de cations
divaglents.



Les bactéries sont fixées rdéversiblement & de plus faibles
concentrations en électrolyte bivalent (Mg50,4) qu'en électrolyte
monovalent (NaCl), conformément & ce qu'on peut attendre ce
1'effet de ces ions sur la double couche ionigue.

Dans les deux cas, toutes les bactéries seraient repoussées
de 1g surface das que l'épaisseur de la double couche dépasse
200 A .

L'attraction initiale réversible des bactéries aux surfaces
dépend donc de l'importance des forces répulsives de la double
couche par rapport aux forces gttractives de Van der WAALS, selon
un mécanisme identique & celui de la coagulation des colloides.

Pendant la phase irréversible chez Pseudomonas R3, l'absence
d'ions Ca** et/ou Mg*™® entrave la fixation des bactéries qux
supports solides:

Les observations montrent qu'interviennent successivement
dans la fixation deux phénoménes obéissant & des lois différentes,
ol la concentration aen calcium et magnésium semble jousr en sens
inverse.

£ aeffat, ces éléments peuvent favoriser la fixation réver-
sible par un effet purement physico-chimique de neutralisation de
charge et coagulation, tandis que leur absence joue défavorablement
en inhibant la formation de polymares susceptibles de rdaliser
l'accrochage irrdversible entrs les bactéries et le support, suivan
un mécanisme analogue 3 celui de la floculation des colloIdes par
les polydliectrolytes. . '

Des agents complexants sont également utilisés pour inhiser
et déstabiliser la fixation, comme 1'EDTA.

Si 1'influence d'dlectrolytes dissous laisse suggérer gue
l'adsorption obdit & des lois chimiques, elle peut également
s'expliquer en termes onysiologiques. La croissance peut’étre
innibde par 1l'absence de Ca¥™™ et Mg*™. MARSHALL (1971).

* R3la de la températurs.

Le plus souvent, les températures propices d la fixation des
bactéries et celles requises pour la croissance en film sont
confondues.

Plusieurs températures optimales & la croissance des films
ont été indiquées
Citdes par MARSHALL (1979)
REID (1960) : 27° C
GREEN (1965) : 20 & 30° C
SANDERS (1966) 20 & 40° C
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HEUKELEKI4N (1945) montre que la quantité de bactéries fixées
décroit quand la température croit.

FARREL (1967), cité por MARSHALL (1979), @ 4tudié la synthese
des polysaccharides. Lo température optimale peut atre différente
de celle observée pour 1g ¢roissance des micro-organismes considérsé:

Ainsi £. coli & 15 et 20° C produit 25 fois plus ce poly-
saccharides Gqu'a sa tampérature optimale de croissance, 37° c.

FLETCHER (1977), dans son expérimentation sur Pseudomonas et
sa cgpocité de fixation en milieu marin au polystyréne, revele qu'd
3+ 99 C, la fixation est inférieure comparativement a 20° C.

~ Figure 2.9. Nombre de bactéries fixdes en fonction de la

LD

Nombre do bacteies {1ntes par lOO/um

o 26 30 4C

Concantration cellulaire (x 108 acteries;mi)

b
wm
[

La baisse de fixation aux températures dasses peut 3tre due
g trois caquses
- la fixation demeurs réduite & 3 * 1° ¢ par rapport a3 20 +1° o]

par suite 4'une cugmentation de 1g viscosité du milieu,

~ des températures $lavées favorisent 1'adsorption chimigue et
certains types d'adsorotion physigue,

- la température peut affectar la physiologie des organismes.

* RGle des éléments nutritifs.

HEUKELEKIAN et HELLER (1940) démontrent que 1q fixagtion
bactérienne a lieu plus particuliérement lorsgue la concentragtion
des éléments autritifs est trop faible pour permettre aux micro-
organismes de se multiplier en milieu agqueux.
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ZoBELL (1943), cité por de nombreux auteurs, confirme expéri-
mentalement cette hyoothése. Quand les conditions deviennent drasti-
ques, il est plus facile et plus agvantageux pour les micro-organisme:
attachés de concentrer les substrats macromoléculaires dans les
interstices du film, ol se trouvent localisds les anzymes extra-
cellulaires nécessaires a la dégradation et 1'ingestion des substrat:
nutritifs. ZoSELL a pu mesurar un film bactérien, méme lorsque la
quantité de substrat orgaonigue dtgit comprise entre 0,05 mg et
25 mg/l.

La nature du substrat nutritif et sa capacité d'étre oxydé
revétent une grande importance dans 1'extension des films.
HEUKELEKLAN (1958) notz 1'accroissement des films dans les eaux
usées apreés addition de glucose et/ou de peptone. Le glucose procure

une source d'énergle rapide facilement convertinle en éléments
corbonés nécessaires 4y lg syntheése de polysaccharides.

ATKINSON et SwiILLEY (1967), cités par SUTHERLAND (1977),
indiquent la présence de motérigux mindraux colloldaux innhibe
1'gssimilation des autriments par des films microbiens. Il existe
une relation entre la solubilité, lao taille des molécules nutritives
organiques et les phénomenes d'odsorption de ces moldcules & la
surface des films.

» RSle de l'oxygéne dissous.

SANDERS (1971) confirme des obsarvations antérisures, a
savoir que 1'activité d'un film bactérien fixé est indépendante de
1a concentration en oxygéne dissous i Ses mesures d'oxygéne sur tout
le profil d'un film ont montré due 1'oxygéne dissous existe toujours
sous la couche active de cellules ; des films de 200 um d'épaisseur
sont toujours en qérobiose dans un milieu contenant 7 a 8 mg 02/1.

Pourtant, dés dque 1'épaisseur du film ne permet plus la
diffusion ae 1'oxygaéne, il peut y avoir un décrochage du film formé,
observations fréquentes faites in situ.

»* Agitction.

Des flux slevés retardent la fixgtion initigle des bactéries,
mais une fois celle-ci réalisde, des flux importants ne compromette
pas la croissance des films bactériens adhérant & des supports |
HEUKELEK AN (1939) .

Les résultats expérimentaux de SANDERS, en 1965, montrent des
dépandances 4troites entre le flux, la température, la consommation

d'oxygéne sur la production de films microbiens dans une culture
continue.

Pourtant 1'agitation favorise les in;eroctions possibles
entre les bactéries et le substrat.



L'intensité du flux a une importcnce, mais son seuil limite,
compromettant la fixation initiale, n'a pas été mentionné.

II. 4. Cinétique de fixgtion.

FLETCHER (1977) a montré la similitude formelle entre les
modéles décrivant 1'adsorption moléculaire et 1'adhésion bacté-
rienne.

Dans les deux cas, le processus est contrdlé par la concen-
tration de la solution ou la culture dactdrienne, le temps et la
température.

La relation entre la concentragtion de la solution at
1'aqdsorption a température constante est décrite sous le terme
d'isotherme d'adsorption. FLETCHER a appligqué les dquations de
LANGHUIR au cas des bactéries morines adsorbses sur du polystyréne.

Le degré dtadsorption des boctéries est proportioncel 2 la
concentration de la culture, IXlg. ainsi, la probcbilité pour
qu'une bactérie vienne en contact avec un site vacant paut &tre
écrite :

(1) R = Kixj (1-8)

& est la fraction de la surface recouverte par les pactéries. Le
nombre de bactiries odsoroées [X[ggs est directemsnt proportionnel

3 la fraction de la surface recouverte.

(2) Lxlclds = K'@
on simplifiant l'équation (1) et {2). _

X lads

(3) R=K$_xjs(1-‘—-‘—K,_)
ou, sous forme linédaire
(4) iXis 1Xlads R
Ks= Py ]

Le degré d'adsorption est en rapport avec K, la concentratic

de la culture, et le nombre de sites d'adsorption vacants.

K!' ast en rapport avec le nombre de bactéries requises pour
couvrir complétement une unité de surface.

1ci, K indique 1'intensi:é de ] 'adsorption, et K' ast une
constante dépendant de la capacité d'adsorption 3 1la surface.

Elle n'ast pas liée & 1'intensité de 1tadsorption.
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Les graphes reproduisant 1'adsorption des bactéries a diffé-
rents &ges de leur culture permettent la détermination des valeurs
K' et R/K & partir de la pente et de 1'opdonnée a l'crigine des
courbes. Figure 2.10.

Figure 2.1C Isotherme d'adsorption en fonction de lidge des cactéries

8
(%] 4-10
10CO 1
o phase axponencielle
750 o phase scacionnaire
; 2 phase de déclin
500, T
250 | X
q .
10000 20000 30900
[x)g [XTa0s ¢ % 10186y
Culture baccdrienne R/% pente [ k!
: z 108 R (x 107 | < 108
ohase expomencielle I 25, 0,035 28,6
phase stcationmaire 85,7 0,038 26,3
phase de déelin 116,7 0,064 22,7

. 11 est important de souligner cette possibilité
ge décrire 1'adhésion bactérienne avec un modéle mathématique
établi pour 1'adsorption physico-chimique. Ceci laisse supposer
que la fixation initiale des bactéries puisse &tre contrdlée par
des phénoménes non biologiques tels que l'adsorption.
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* Extension d'un biofilm ; cinétique de croissance.

KORNEGAY et ANDREW (1967), cités par WMARSHALL (1979), distin-
guent trois phases distinctes :

- Lg premiére phase est une phase de croissance exponentielle du fils
et elle dure jusqu'a agtteinte d'une certaine épaisseur du film
dite "active". Ourant cette pnase, l'utilisation des éléments
nutritifs n'est pas perturbde par 1'aceroissement du film. Ourant
1a deuxiéme phase, la croissance du film est linéagire, mais qu-dell
d'une certaine épaisseur critique débute la troisiéme phase, au
cours de laquelle 1'gccumulation est Aulle et les nouvelles cellu-
les formées se détachent.

SANDERS (1967) distingue également trois phases

- La premi2re phase, oU croissance exponentielle, débute par la
fixation initiale jusqu'a ce qu'une couche de micro-organismes
couvre la surface support (épaisseur d'environ 1Q p). Durant catte
période, chaque micro—-organisme est en contact direct avec le
milieu liquide, et il y a assez d'éléments nutritifs et dtoxygéne
pour maintenir un état de croissance. Comrme tous les organismes
sont dans le méme stat de croissance, les consommationsd'oxygéne et
d'éléments nutritifs sont proportionnelles & l'aqugmentation de la
masse des arganismes. La consommation d'éléments Autritifs est
supérieure a la quantité immédiatement ossimilée, une partie de
ces éléments étant stockde. .

- Une deuxiame phase, la phose stgtionnagire, débute au moment oU les
micro=-orgonismes ayant formé une couche compléte se multiplient
jusau'a atteincdre une épaisseur de film limitante & la diffusion
de l'oxygens. La couche externe st constamment en contact avec
l'oxygene et les $léments nutritifs et continue 3 se développer,
tandis gue les couches en profondeur regoivent uniguement 1'oxygéne
et les dléments nutritifs pouvant diffuser jusqu'a elles. Les
couches profondes entrent par conséguent en dtat de croissance
ralentie ou endogéne.

- La troisieme phase commence lorsque l'épaisseur du film ne permet
plus lo diffusion de l'oxygene, le film se détachant aglors de lo
surfgce de son support.

CHARACKLIS (1973), BRYERS et CHARACKLIS (1981), CHARACKLIS
(1981) proposent un schéma d'extension et une application d'un model
mathématique décrivent les différentes phases. Figure 2.11.

S.2570a

Figure 2.11 = Schéma
dlextension d'un
piofilm d'aprés 2
CHARACKLIS (1981). UL
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T1I. OBJECTIFS DU TrAVAIL

I1 n‘entre pas dans nos intentions d'étudier en détail le
mécanisme de la tfixgtion des pactéries, en particulier la compo-
sition des polysaccharides extracellulaires secrétés par les
bactéries, ces points fagisgnt l'objet de. recherches intensives

par des dquipes nautement spécialisées.

Par contre, nous avons abordé le sujet par l1e bigis de
1'étude expérimentale de la fixation des bactéries, notamment
d'€. coli, sur des matériaux supports immergés en fonction des
conditions du milieu.

Nous avons tout d'abord recherché la possibilité de quanti-
fier les E. coli fixds aux surfaces solides, et nous gvons examiné
en prioritsé l'utilisation de 1o détection §lectrochimigue ce
1'hydrogéne dégagé par les £. coli. Cette méthode a été mise au
point par WILKINS at al. (19745 pour dénombrar les E. coli en

suspension dans un milieu hydrique.

La premisre dtape a consisté & vérifier la validité de la
méthode électrochimigue de WILKINS et al. (1974) pour numérer les

Z. coli en suspension dans l'eau.

La deuxiéme étape a consisté & modifier la méthode pour la
rendre apte & numérer les E. coli jorsqu'ils se trouvent fixés
sur un support solide immergé.

Cette méthode mise au point a permis 1'étude, en leboratoire.
de la cinétigue de fixation des E. coli en culture pure, et
d'observer 1'influence de différents parameétres du milieu et
également le comportement des matériqux supports. Les supports
solides ont été choisis pour couvrir la gamme de ceux que nous
pouvons rencontrer le plus fréguemment dans 1'environnement, a
sgvoir : le bois, le cagoutchouc, le verre, le P.V.C. et l'acier.



Nous avons §tudié lo fixation des €. coli in situ, dans des
effluents et dons des eaux continentales superficiellss, par
immersion des différents types de matérigux cités précédemment.

Les résultats obtenus ont permis d'gboutir a des conclusions
relatives & l'influence des conditions de milieu sur 1a fixetion
des £. coli aux surfgces solides.
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Iv. MATERIEL

IV.1. Equx_de travail.

Six types d'egux ont §té utilisés dans l'étude expérimentalse
(solutions synthétiques ou eaqux naturelles), correspondant 3 des
charges variables en matidres organiques.

IV.1.1. Liguide de Ringer :

La solution isotonique de Ringer, diluée au 1/4 dans de l'eau
distillée, avait la composition suivante avant dilution :

NGCl ceavees 9 g
KCL ceseeses 0,42 g
CaCly «..... O.42 g
NaHCO3...... 0,20 g
Eau distillée : 1000 ml

Elle o été stérilisde a 120° C pendant 20 minutes et stockée

a + 4° C.

IV.1.2. Egux synthétiques chargées en matidres organiques
biodégradables :

Une egu chargée en matidres organiques biodégradables et sen
minéraux a été réalisée en ajoutant, 4 de l'equ du robinet du District
de NANCY, différents composés, dont les quantitds sont rapportées
dans le tableau 4.1.
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Tableou 4.1.

Composition de l'eau synthetique chargée on
motiere orggnique viodégradacle.

KHPOg «onvenes e fereeees 11,15 mg
(NHg)g S04 +orrereresseneness 20,30m9
CaCly covrenvosnenssmrrneres s 84,00 mg
Peptone (Bactopeptone DIFCC) . 0,75 mg
Caséine .aessoen et ieasecenes 24,00 mg

Amidon SOlublse ....isasaaccne 63,00 mg

SACCRGroSe ..cearosentsassces 63,CC mg
C8lluloS@ sevcrssonsannaenes 25,CC mg
Huile Babrafil M 1944 CS ... ©,045 ml

NHOH 25 % NH3 ceveevessecss 0,039 ML

Détargent (laurylsulfcte),
solution & 40 mg/l eeccane Q0,050 ml

Solution d'oligoéléments
do Winogradsky «ecescesenn 0,5 ml

Zou de distrioution publique. 1000 ml

Molybdate de potassium ... 0,05 g
Sorate de sodium ..ceeeene 0,05 g
Witrate de cobalt ... . 0,03 g
Sulfaote de codmium seececsees 0,05 g
gulfate de CUIVFe «een-ovuers 0,05 g
Sulfate de ZiNC evecenrvemnes 0,05 g
Sulfate de mMaNQanN@se «.scsso 0,05 g
Perchlorure de fer «....e.o-- 1 goutte

Sgu distillée ......- ereeses  1CCO ml



Cette solution a dté stdriliséde 3 120° C pendant 20 minutes et
stockde 3 + 4° C.

Les caractéristiques physico—chimiques de cette solution sont
données dens le teoleau 4.2,

Taoleau 4.2.

Coractéiristigues de 1'equ synthétigue ~nargée
en mgtiere organique oiodégradable.

PBOG .oeereen 2CC mg/1
DCU vuenvraons 300 "
MeST .o eveenn 250 “
oH ... PN 7.2

N 2otal «eoees 56 mg/l
POLTTT e 12,3 mg/l
S04 ereennns 70,8 "
Cl™ ssennanss 120,00 "
HCOg= +..venee 350,07
[ hun JNNE 170,00 "
ME™* aeearene 5,0 "
Na¥™ ... .- ‘s 78,4 "
KT venencassns <0,4 "

Le carbone total, l'azote total 2t le snosphore total sont cans
les aroportions suivantas

N C
- = S -~ = 5,81

Cette solution synthétique ¢ 4+4 utilisde telle quelle ou cdilude
au dixizme cans de 1l'=au cistillde pour obtenir une w8ug de 20 mg C,/1.

Ces deux equx syntheétigues corraspondent respectivement au niveau
de contamination en maotidres organiaues dégraodables

_ d'une eau usée brute,

.= d'une ecu usde épurée.
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IV.1.3. Eaux synthétigues a pH contrdlé.

Une eau synthétigue,

de UBOg = 2CO

- pH 5,3
- pH 8,5
- pH 7,0

—-es eaux

a té contrdld aprds stérilisation et r

chargée en matiére orgaonique biodégradable,

mg C, /1, a $té maintenue % trois pH

1'qide d'acide acétigue dilué au 1/3,

£

1'aide de soude N,

3 1l'oide de soude N.

~
(o

3 120° pendant 20 minutes. Le
éajusté si nécessaire.

ont 4t4 stérilisdes pH

IV.1.4., Equx minéralisées.

Trois eaux de minéralisation fondamentalement différente et

d'origine naturelle ont étd utilisées.

Leur composition est donnée

dans le tableau 4.3.

Tableau 4.3.

Caractéristiques des eguXx minéraolisées.

fesmrsams==SamSsazsssasSsmpSSssSI=sSSe Smzcomz=sz=cs=ssasSTsaSasEassssaSss
- Zau dure W .£°U dure‘ E
Zau douce picarbonatée DLccrb?ncEee
et sulfatée
~ésistivité, ohms.cm ... 8 390 2 535 1 395
Suretd {T.H.), °frangais 4,2 23,9 42,7
catt (mg/Ll) eeeecenn e 15 90,5 125,0
Na* " Ceeenan 7.4 2 27,5
K* " .. eaaas 2,3 0,25 2
HEO3= " aeeesnes 48,8 201,30 299,0
cl- " Cesareane e 11,0 16,00 15,0
047 s U 18,9 26,90 220,0
O e e e 7,40 l 7,75 7,65

Zlles ont 4té stérilisées & 1

20° C pendant 20 minutes.



IV.1.5. Eaux usées.
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Les equx usées brutes et épurées ont 4té choisies dans les @ssais
in situ, d'une part & l'entrde (aprés dégrillage)., et d'autre part &
1g sortis de la station d*épuration biologique de 1'agglomération

NANCY - MAXEVILLE.

Laes caractéristiques physico-chimiques sont présentées dans le
tableau 4.4. Les caractéristiques corrgspondent 3 la moyenne des valeurs

relavées pendant la durée de l'expérimentation.

Tableau 4.4.

Caragctéristiques des eaux usées

Utilisees dons l'expérimentation.

rét;::mgzt Station d'épura= |Station d'épura= |

P tion de NANCY- tion de NANCY- ~
MAXEVILLE. Eau MAXEVILLE. Eau
brute aprds épurée aprds trai-!

Paramatres dégrillage tement biologique

P I R 7,3 7,2

0805 (mg O/1) +vevereosesnces 148 20

pleel - Cieceasnseasann 232 36

Numération totale & 37° C

apras 24 h dtincubation, 3 4

par ML cecassssoons 17 .« 1Q 3 .10
E. coli par Ml ceoecasrencaanen 12 . 103 93
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IV.1.6. Equx de riviares.

Les egux des rividres Meurthe et Moselle ont &té utilisdes au
cours de nos essais in situ. Les caractéristiques physico-chimiques
moyennes de ces saux sont présentdes dans le tableau 4.5.

Tablagu 4.5-

Caractéristiques ph sico-chimigques moyennes_des

equx de rivieres utilisees au cours de 1'experimentation.

mmemman e
Lieu de
prélévement Meurthe ! Moselle
Paramétres
DBOs (mg O/1) wecereesnrorareonss 18 < 4
00 - R 48 8
T LR ELEETEE: 7,7 7,6
Résistivitd, ONMS.CM +eeceoarsvens 1 700 4 630
c1- (ML) ceeovnnnnanasnnsnnces 980 11,5
S04~ - T R R R 69 61
HCO3~ T T T 116 70,5
Dureté (T.H.) (degrés frongais) ... 89 12
Ca*™  (M@/L) seceeenanorannananens 345 30
Mgt " 7,5 11,9
Na* - 295 9,5
Numération totale & 37° C aprés
24 h d'incubgtion, par Ml ceves 30 OQ0 3 500
E. coli, PAr ML sessanaavsvecsanes 4 600 46
AT P., MG/Ll cenrecenesansnnsnass’ 0,05 0,00




IV.2. Microorgenismes testés.

Oans tous les cas, les essais ont été réalisés avec des
échantillons contenant des Escherichig coli indigénes ou de labo-
ratoire.

Dans ce dernier cas, Escherichiag coli (souche de 1tInstitut
Pasteur N° 54 117) a ét$ utilisé sous forme d'une suspension bacté-~
. rienne provenant d'uns culture asynchrone de 18 heures incubde &
379 C dans S5O ml de bouillon nutritif ordinaire (Institut Pasteur
production, $ 6 406). Cette suspension bactérienne a §té centrifugée
3 5 000 g pendant 10 minutes ot remise en suspension dans 50 ml de
liquids de Ringer stérile.

L'opération a été renouvelée trois fois afin d'éliminer au
maximum le milieu de culture. La concentration de cette suspension
bactdrienne a été apprécide par la méthode d'inclusion en gélose
(norme AFNOR T 90-401). Elle titrait environ 109 E. coli par
millilitre. -

IV.3. Matériels supports.

$ix matériaux solides ont étd retenus pour l'expérimenta-
tion. Ils ont été choisis en fonction de leurs propriétés de surface
présumées nettement différentes, et de leur inertie chimique et
biologique. Ce sont :

IV.3.1. le platine :

_ sous forme d'un fil de diamétre 0,5 mm, de lon-
gueur utile 10 cm. Sa surface utile développée
était de 1,57 em? ;

- sous forme d'une grille comportant 12,5 mailles
par em?, de longueur 3 cm et de largeur 3 cm. Les
mailles avaient un diamétre de 0210 mm. La surface
totale développée dtait de 15 cm<.

IV.3.2. l'gcier :

Acier inox ATSJ 304 L,
norme AFNOR Z 2 CN 18:10.
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IV.3.3. le bois :
Sopin non verni, provenant de lattes utilisdes en
menuiserie.

IV.3.4. le caoutchouc
Caoutchouc naturel (N.R.) référence 1412, provenant
d'un manufgcturisr caoutchoutiaer.

IV.3.5. ls P.V.C.:

Polychlorure de vinyls de norme alimentaire,
plastifid.

IV.3.6. le verre :

Lame de verre borosilicatée utilisde en micro-
scopie.

Les cing derniers matérigux ont été utilisés sous forme de
plaquettes dont les dimensions at les surfaces sont indiquédes
dans le tableau 4.6.

Tableau 4.6,

R

Dimensions externas des plagquettes.

i\

Ces différents matérigux ont été préparéds avec soin a
chaque expérimentation.

Matériaux Dimensions (cmz . Surface totale
Longueur X largeur X d&pagisseur calculde (cm?)
Acier 6,60 X 3,18 x 0,10 43,9
Bois 4,90 x 1,93 x 0,50 25,8 |
Caoutchouc 4,89 x 2,9 x 0,15 ) 30,7
P.V.C. 4,76 X 2,95 x 0,20 31,1
Verre 5,96 b3 2,54 X 0,09 3,8



L'acier ot le verre ont &té tavés avac un détaergent 4ilué
au 1/10 (D.D.N. SO}, puis cdgraissés sous ultra-sons 3 l'aide d'un
cepareil ALCATEL type 20 200 muni <¢'une sanotrode T 20 dissipant
une pulssance de 200 watts et une fréauence voisine de 20 kHz dans
un pain de benzine pendant deux minutes, et enfin rincés plusieurs
fois & l'eau distillée et sdchés a 105° C.

Le P.V.C., le caoutchouc, le platine et l=2 bois ont subi le
méme traitement, hormis la pnase de cdégraissage, et sont séchés

3 une température de 60° C.

Lors des expérimenzations, qussi dien en lab:oratoire qu'in
situ, des ploguettes neuves des différents matirigux oni été
employdes ; sont récupérés et rédutilisés uniquement les fils de
‘plctine.

En conséquence, le nombre de ploguettes de chague type de
matérigu a été prévu 2=n fonction du nombre gde déterminations et
de la fréquence des prélévements.

Pour les aexpériences de laboratoire, les diffsérents matériaqux
sont fixés, en évitont un chevauchemen<, per un fil de nylon a une
tringle de bois reposant sur un cristallisoir en verra borosilicats
stdrilisable, d'une contenance de 2 1i-res, de forme basse (diamétre
26 cm, hautsur 10 em). une plogue de verre servait ce couvercle et
dvitait les contaminations avec l'extérisur.

Pour las expérimentstions in situ, les différents matériagux
ont été fixés a un cnassis 2 immerger dans 1'equ, et pouvant &tre
fgcilement manoeuvré pour recueillir les différents matérigux. Les
olagguettes des divars matérigux sont maintenues au chassis par des
fils de nylon.

Lg figure 4.7. indique le schéma de montage.



Figure 4.7. Schéma mprésentant le dispositif expérimental, chassis
d'immersion des matériaux supports in situ.
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IV.4. Uispositif expérimental utilisé pour l'étude cde la
mesure dlectrochimigue des coliformes.

La dispositif expérimentagl se composalt :

- d'un bain <hermostats pouvant contenir six cellules de mesure,
~ -

avec régulation de la température 3+ C,5° C

_ d'un millivoltmétre enregistraur, ¢'impédcance dtantrie supérieurs
4 1 mégohm (FOERTL type SERVCEOR 460), & 6 voies drentrde,
parmattant de faire fonctionner en caralléle, =% de fagon indé-
sendanta, sSix dispositif de mesure identiques ; il peut mesurer
une gomme étendue de potentiel l'ajustemant a ité réalisé
antre - 1250 mV et + 1250 =V avec une vitesse de déroulement

du papier de 2 cm/neure

- de six cellules de mesure en pyrex, stérilisables, d'un volume
unitagire total de 150 ml, comprengnt chacune :

. deux dlectrodes fixdes sur un bouchon en cgoutchouc
obturant l'ouverture supsrieure de la cellule. Les deux
électrodes sont reliées au millivoltmezre enregistreur et
sant respectivement :

* pour le ctthode, un £i1 de platine tel gu'il a été
déerit précédemment, mais d'une longueur uytile dans
la cellule de S cm,

* pour l'anode, une slectrode de référence INGOLD
360 K1 (argent/chlorure d'argent), stérilisable 3 1a
vapeur. Cette dlectroge peut dtre alimentde sous )
pression jusgu'd 2 bars par un réservoir de KCl
srassuriss.

L'ensemble du dispositif exoérimental est schématisé oar
1g figure 4.8.



Figure 4.8. : Schéma du dispositif expérimental.
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IV.5. Appgreil pour le dosage de 1'A.T.P.

Le dosage de l'extrait d'A.T.P. par la réaction de biolumi=-
nescence nécessite un appareillage pour mesurer lg quantité de
lumiére émise.

Un biomdtre & luminescence modéle 760, fabriqué par Du PONT
Instruments, a $té utilisé. Outre 1'gppareil, cette firme commsr-
cialise les réactifs nécessaires au dosage de 1'A.T.P., notamment
la luciférine-luciférose lyophilisée, référence 760 145 9Q2.

Les caoractéristiques principales de cet appareil sont :

- 1g possibilité de travailler sous S décades, minimisant ainsi
les dilutions ;

- sq sensibilité de 10-13 grammss d'A.T.P. pour une injection de
10 yl

- calibration gisée de 1'appareil avec des solutions standardisées
d'A.T.P.
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V.1. Analysas physico-chimigues des egqux.

Sur les eaux synthétigues, les eaux superficielles ot les

squx usées, plusieurs paramétres ont été mesurés

pH viveass ¢ il 0 été mesuré & l'aide d'un oH-matra ORION SO1
(précision 0,01), muni d'une électrode da verre
combinée ORION pH référence 91.05.

Résistivité : elle a été mesurde avec un conductivimatre TACUSSEL

selon la

norme AFNCOR T 90-031, févriar 1973.

Oureté .....: elle a été détarminée selon la norme AFNCR T 90-003,
avril 1978.

Alcalinité. : elle a ét

é mesurde selon le protocole de la norme

AFNOR T 50-036.

Chlorures.. : ils ont ité dosds par le nitrate d'argent en présence
de chromate de potassium comme indicateur, selon la
norme AFNOR T 90-014.

Sulfgtes... : ils ont été dosés par gravimétrie seion lg norme
AFNCR T 90-C09.

Calcium ... : il a été

masuré par dosage complexométrique d

1'E.0.T.A.

La demande chimigue en
la norme
consommé
matiéres

Lc demande biochimidue

oxygéne, ou 2CO : elle a it mesurée selon
AFNOR T 90-101 et exprimée en mg d'oxygene
dans les conditions de 1'essai par les
oxydables présentes dans un litre d'eau.

en oxygene en S5 jours, ou 0805 : elle a été

mesurée selon la norme AFNOR T 90-103 et oxprimée en
mg d'oxygéne nécessaire pour assurer la dégradation

par voie

biochimique et la métabolisation a une

température de 20° C, & l'abri de la lumiare, pendant

5 jours,

des matiéres organigues présentes dans un

litre d'eou.
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V.2. Masure de lo mouillobilitd des matérigux.

La mouillabilitd des différents matériaux supports retenus
a été apprécide par la détarmination de leur tension interfaciale
avec l'eau, les matérigux étant d'autant plus mouillgbles que leur
tension interfaciale est faible. Cetts méthode internationale est
connue sous le nom ds 1°' "Union Carbide Wetting Test TaPPI, juin
1970% .

Un mélange de cellosolve (CaHs0-CH3, §ther monoéthylique
de 1'éthylane glycol) et de Formamide (H=CO-NHs) o été préparsé
dans des proportions croissantes de formamide %C a 99 %) pour
correspondre 3 22 étalons de nivegu en tension interfaciale connu
allant respectivement de 30 & 56 dynes par cm (tableau 5.1).

Tgbleou 5-1.

Préparations respectives des
22 étalons.

ctalon Formamide ) Cellosolve Niveau T
= en % | en % en dynes/cm
!

1 ) ' 100 30

2 2,5 97,5 31

3 10,5 i 89,5 32

4 19,0 | 81,0 33
s 26,5 i 73,5 34

6 35,0 i 55,0 35
7 42,5 i 57,5 36

8 48,5 i 51,5 37

9 54,0 46,0 ) 38
10 39,0 41,0 39
11 83,5 36,5 40
12 67,5 32,5 41
13 71,3 28,5 42
14 74,7 25,3 43
15 78,0 22,0 44
16 80,3 19,7 a5
17 83,0 17,0 46
18 87,0 13,0 48
19 90,7 9,3 50
20 93,7 6,3 2
21 96,5 3,5 54
L 22 99,0 1,0 56




Le test o consisté 3 imbiber un coton hydrophile de
solution & 40 dynes/cm et 3 étaler la solution sur toute la
longueur du matériau. La solution a réagi de deux manidras :

- en restant dtablie, donc bonne adhérence, pendant
plus de 2 sscondes : tast positif,

- an se cassant et se rétractant, donc mouvaise
adhérence : test négatif.

Si le test était positif, il a fallu procéder de méme avec
un étalon de valeur supérisure, et Aainsi de suite jusqu'a ce
qu'il devienne ndgatif. Le dernier test positif corraspond & la
valeur d'adhérence du matériau. Au contraire, si le test dtait
négatif, il follait procéder de méme avec un étalon de valeur
inférieure, et ainsi de suite jusqu'a ce qu'il devienne positif.
Le premier test positif était celui de l'adhérence du matériau.

Caeci o permis de classer les différents matérigux du plus
mouillable au moins mouillable

Tension intarfaciale

dynes/cm
D018 escccrencrsennnanras 30
Caoutchoue svveeseracnnse 31
PWeCo tennacanessns N 34
Acier inoxydable ....... 35
VOrre «cesetscssaossssvacs 50

V.3. Numération des microorggnismes.

V.3.1. Dénombrement totgl des bagctéries.

Les bactéries ont été numérées & partir des échantillons
d'eaqu, ou & partir des supports oréalablement lavés par trois

jets successifs d'eau distillée stérile, puis grattés & l'aide

d'une lamelle de verre stérile, dans un volume déterminé de
liquide de Ringer.



La numération a été conduite selon la méthode d'ingorpora-
tion en gélose, norme AFNOR 90-401 .

Un millilitre de l'échantillon, ou ses dilutions au dixieme,
ont été incorporés & de la gélose (gélose standard pour dénombre-
ment, Institut Pastegur Paris 64 477), maintenue en surfusion &

.

42° C dans des boites de Petri stériles de 90 mm de diamétre.

Deux bolites ont Até ensamencées pour chague dilution et
incubédes a 37° C pendant 24 heures.

Les colonias ont 4té comptées et ont été aexprimées en nombre
de microorganismes par millilitre d'eau de l'échantillon initial
et par em? de surfcce du matériau analysé.

V.3.2. Dénombrament des Escherichia coli.

Les cultures pures d'Eschericnia coli ont &t numérdes par
la méthode d'incorporation en gélose décrite en V.3.1.

Pour les eagux de riviéres et les saux usées contenant des
populations bactériennes mixtes, deux méthodes de dérombrament
ont été utilisées

- la techniguas de dénombrement des coliformes fécoux en milieu
liquide

Les rdsultats ont §td exprimés en nombre le plus probable
(N.P.P.) d'E. coli par 100 ml selon la norme AFNOR T 90-d13.

Les eagux et les échantillons obtenus par grattaoge et lavage
des surfaces, selon la technique énoncée précédemment, ont été
inoculés dans des tubes de milisu lactosé au pourpre de bromo-
crésol avec une cloche de Durham (Institut Pasteur riférence
64 041), & raison de trois tubes par dilution.

Aprés incubation & 37° C pendant 48 heures, tous les tubes
farmentant le lactose, avec production de gaz, ont 4ts confirmés
par repiquege dons du bouillon Dilié gu vert brillant {(Institut
Pasteur réfirence 64 O57) et de l'eau peptonée (Institut Pasteur
référence 64 337), et incubation & 44° C pendant 48 heures.



- Méthode dlectrochimique de numération des £. coli

La méthode électrochimigue, mise au point par WILKINS et al.
en 1974, est basée sur la relation linéaire entre la concentra-
tion initiale en bactéries coliformes et le dégogement d'nydro-
géne lors d'une culture sur milieu nutritif. Cette méthode
permet de déterminer l1a concentration initiale en coliformes.

La méthodologie consistas a introduire un volums déterminé
de l'ecu étudise dans un milieu sélectif favorable 3 la crois-
sance des coliformes, comme le milieu lactosé au pourpre de
promocrésol (Institut Pasteur réfdrance 64 041), ou se trouvent
olongdes une électrode de slatine et une électrode de réfaérence,
8t 3 incuber le tout 3 une température choisie ; un affet
sélectif peut s'exercer par la température du milisu, qui, &
44° C, fgvorise lo croissance des E., coli au détriment des
autres coliformaes non thermotolérants.

Les coliformes se multiplient en produisant de 1'hydrogéne,
qui peut &tre détecté par l'électrode de platine agissant comma
électrode & hydrogene :

\

Hy Platine 2 H" + 2 o

e ]
————

Le potential électrigue de 1'4iectrode de platine par
raoport a une 3lectrode de réfdérance varisra en fonction de la
quantité d'hydrogéne présente. Le dégagement d'hydrogéne donne
lieu 3 une variation mesurgble du potentiel de 1'électrode a
hydrogéne, que l'on peut suivre sur un enregistreur.

Le délai au bout duquel le potentiel 3 hydrogéne varie est
an relation avec la concentration initiale des bcetéries produc-
trices d'hydrogsne. Les courbes de rédponse lues sur l'enregis~
treur, et schématisées 3 la figure 5.2, révalent trois parties
correspondant a :

. une période de latence,

. une période d'aceroissement rapide du potantiel,

. une psriode de déclin du notantiel.

Pour chaoque diminution d'un facteur de 10 de la concentra-
tion en coliformes de 1'ensamencement, selon WILKINS et al. 1974
17 période de latence augmente de 80 & 70 minutaes. -



Figure 5.2.
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2t gl. en 1974 nécessitait d'étre

vérifise et adaptse au dénombremant des £.

support solide.

coli fixés sur

V.4. Dosage de l'Adénosine-tri-phosphate (A.T.P.).

Le dosage de l'adénosine-tri-phosphate a permis d'évaluer
la quantité de biomasse vivante dans un milieu hydrogéne. Sa
détermination consiste en deux phases bien distinctes :

l'extraction de 1'A.T.P.

et le dosage de l'extrait obtenu.
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= L'extraction de 1'A.T.P. a été réalisée par une lyse chimique
des cellules par le diméthylsulfoxide a 90 X (D.M.S.0., CoHLOH
art., 2951 Merck).

Trois millilitres de D.M.S.0. sont mis en contact pendant
60 secondes avec les plaquettes supports recueillies dans une
boite de Petri stérile, en ayant soin que toutes les surfaces
du matériau soient imprégndes par le D.M.S.0.

Pour éviter toute dénaturotion de 1'A.T.P., 12 ml de solution
tamponnée MOPS 0,01 M (3-morpholinopropane, CHqgNQ4S Merck
art. 6229) sont agjoutds et mis en contact pendant une durde de
120 secondes. Durant toute cette phase d'extraction, la meilleure
homogénéisation entre les plaquettes supports et les liquides en
contact est favorisée par un raclage de toutes les surfagces du
matériau & l'aide d'une lamelle stérile et conservation, au sein
du liquide d'extraction, de toutes les parties susceptibles de
décrochement.

L'extrait obtenu est conservé dans un bain de glace, ou
congelé & - 18° C si son dosage est différé, le temps de conser-
vation ne ddpassant en aucun cas 15 jours. '

- Le dosage de l'extrait d'A.T.P. par la réaction de biolumi-
nescence.

Le principe du dosage utilisé repose sur l'excitation du
systdme luciférine-luciférase (provenant de la luciole Photinus
pyralis, et l'émission de photons proportionnellement & la
quantité d'A.T.P. prdsente dans 1l'échantillon.

Cotte rdaction de bioluminescence utilise trois réagctifs :

« une solution de luciférine-luciférase : cette solution est
reconstitude 3 partir de lyophilisats de luciférine
(C,71 mM),luciférase > 100 unitds, & raison de 3 ml d'equ
bidistillde stérile, permettant l'obtention de 25 cuvettes
de réaction de 100 pl,

. l'extrait microbien contenant 1'A.T.P. & doser ; aucun
traitement n'a eu lieu pour dliminer les autres molécules
présentes. 10 uyl sont injectés dans choque cuvetts de
réaction au moment de la mesure ; l'opération est répdtde
trois fois.

Les solutions standardisées d'A.T.P. sont utilisdes pour
calibrer l'oppareillege, ce qui permet un étalonnage
interne et des lectures directes des quantitds d'A.T.P.
présentas dans l'extrgit injectd.



V.S5. Méthode d'gnglyse des rdsultgts.

Lorsgue l'expérimentation a donné lieu a un coupls de deux
variagbles, les soints ont £td représentds dans un repére cartésien.
Cheque fois qu'il g été possible de déceler un nuage de points
dans une direc:ion rectiligne, l'étude quantitative de la
corrélation linéaire entre les deux variagbles q §té recherchée.

L'équation de la droite de régression par ajustement des
moindres carrds est donnée par la formule :

Y = aX + b,
Les constantes a et b sont les solutions du systame

SY = bN +a X
IXY 2 b X+ aX X2

N xy - (2 X) (2 Y)

e ND X2 (L x)?
L L LE () - (2 x)(ZZxY)
NS X2 o (Dx)2

Le degré de dépendance des deux variables, ou coefficient
de corrélation lindairs r, est obtenu :

N XY - (2 X2 Y)

T V INS X2 - (Zx2] . [NnEvZ o (D¢
1L

Le coefficient de corrélation permet uniquement de vérifier
s'il existe une corrélation linéaire entre deux variables. Les
limites de confiance du coefficient de corrélation permettent de
discuter sur la validité des résultats. L'utilisation d'un ordi-
nateur de poche CASIQ FX702P, a permis les calculs rapides des
coefficients de l'analyse de corrélation lindagirse.



Dans tous les autres cags ou des analyses statistiques
n'étaient pas possibles, des représentations graphiques et le
report des résultots sous forme de tablegux ont permis une
interprétation des rdsultats expérimentaux.



VI. PROTOCOLE EXPZRIMENTAL

Lo mise au point de lc méthode dlectrochimique dévelopnde
par WILKINS et al., 1974, pour des dénombrements d'E. coli libres
en milieu aqueux, a étéd étendue et son adaptation gux dénombre-
ments d'E. coli fixds sur supports s'est déroulde en plusieurs
étapes.

VI.1. Adaptation de la méthode de WILKINS & l'étude des E. coli
fixds.

VI.1.1. Utilisation et sensibilitg de la méthode de WILKINS
a l'étude des E. coli libras.

Utilisgqtion du dispositif expdrimental décrit dans le
chapitre "Matériel" pour 1l'étude de lo mesure électrochimique des
coliformes, at répondant aux spécifications décrites dans las
trovaux de WILKIN3S et ql. 1974, Six concentraotions en €. coli
provenant de culture purs, et titrées aqu départ, ont 4t soumises
4 loc méthode édlectrochimique. L'enregistrement des potentiels
d'hydrogéne o permis de mesurer lo périoce de latence avant la
dérive du potentiel.

Dix millilitres de cette série de six concentrations en
E. coli de 2/ml & 1 . 10%/ml, sont ensemencés dons $0 ml de
bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol contenus dans lg cellule
de mesure.

Chaque essai, réalisé en double, a permis de mettre en rela-
tion lo concentration initiale de bactéries et le temps nécessaire
4 lg dérive de potentiel de l'électrcde indicatrice, et de tracer

une courbe de référence pour une incubation & 44° C.



V1.1.2. Adeptution de lg méthode dlectrochimique & la
mesure des E. coli fixés sur platine.

- Etalonnage sur fils de platine

Dénombrer les Z. coli fixds sur un support par voie dlectro-
chimique peut avoir un interat non négligeable. Dans un premier
temps, on a envisagé la possibilité d'utiliser simultanément
1télectrode de platine comme matériau support de fixation et
comme électrode indicatrice d'hydrogéne.

On utilise le méme dispositif décrit dans le chapitra
miatériel” pour numérer les E. coli en phase aqueusae. Dans ce <as,
le milieu de culture était stérile, et il suffisagit d'immerger
les fils de plotine & la surface desquels étaient fixés les
E. coli.

La croissance des E. coli génércteurs d'hydrogeéne devant se
faire gu voisinage immédiat de 1'électrode, la viscositsé du milieu
de culture a été augmentée par addition de gel de xanthcne
Rhodopol R 23 (Rhéne-Poulenc) 3 une concentration de 7,5 g/l.

Le cellule était initiclement remplie avec 1CO ml de
bouillon au pourpre de bromocrésol, et la température d'incubation
était de 44° C.

L'étalonnage proprement dit s'est opéré comme suit : des
fils de platine stériles, d'une surface utile identique et de
longueur 10 cm, sont immergés pendant des durédes croissantes dans
des suspensions de cultures pures d'E. coli de différentes concen-
trations, afin de couvrir une gamme Stendue d'S. coli fixdés sur
ces fils de platine.

La numérotion des bactéries fixées a eu lieu en double, &
la fois par les méthodes conventionnelles de microbiologie et par
1o méthode élactrochimique. Cn ne prenait chague fois an compte
que les E£. coli adhérant au fil de platine. Un triple ringage
par écoulement rapide de 10 ml d'egu distillde stérile a été
effectué.

Le relation graphique entre le nombre d'E. coli fixés sur
1e fil de platine, en fonction du temps de latence avant la
dérive du potentiel de l'électrode indicatrica, a été déterminée.



VI.1.3. Adaptation de la méthode dlactrochimigue & la
mesure des E. coli fixds sur supports solides.

Il dtait indispensable d'adapter la méthode dlectrochimique,
de fagon & pouvoir effectuer des numérations d'E. coli fixés sur
des matériaux de natures diverses.

Le principe a consisté & accoler, au moment de la mesure

dlectrochimique, le matériagu 4 une dlectrode plane de platine de
dimensions voisines, comme ddcrit ou chapitre "Matériel".

Il dtait nédcessaire de mettre en relation le temps de latence
avant la dérive du potentiel, avec le nombre d'E. coli fixés sur
le matériau.

Des plaquettes de P.V.C., ddcrites dans le chapitre "Matériel
sont immergdes pendant des durdes croissantes dans des suspensions
d'€E. coli de concentrgtions diffdrentes. Les E, ¢coli fixds sont
quantifiés simultandment par lo méthode utilisant le nombre le plus
probable en milieu liquide et par mesure électrochimique, an les
introduisont dans la cellule électrochimique contenant 100 ml de
milieu de culture de méme composition que dans le cas des fils de
platine, et en ayant soin de les accoler & 1'dlectrode de plotine

plane. L'incubation a lieu & 44° C.

Avant introduction dans la cellule de mesure, un triple
ringage par écoulement rapide de 10 ml d'eou cdistillée stérile
a été fait, comme pour les fils de platine, avant de mesurer
uniquement les E. coli fixds.

Une corrélation graphique entre ls nombre d'E. coli fixés
sur les plaques de P.V.C. et le temps de latence avant lao dérive
du potentiel de l'électrode de platine indicgtrice d'hydrogéne,
Q pu étre dressde.

VI.2. Influence du milieu et du matérigu sur la fixation
des E. coli (souche de lagboratoira).

La méthode chimique pour quantifier les Z. coli fixds aux
différents supports a été appliquée au suivi de lg cinétique de
lag fixation des £. coli au cours du temps, en fonction des
caragctéristiques physico-chimiques du milieu.



Les plaquettes des cing matériaux supports décrits qu
chapitre "Matériel"™ sont immergédes en nombre suffisant pour
permettre leur prélévement au bout de temps croissants, chaque
mesure étant destructive.

Le volume total d'eau d'immersion a été dans tous les cas
de deux litres.

La guantité d'E. coli de départ, ainsi que les paramétres
variagbles, sont indiquds dons le développement des essais ci-aprés,
ol sont cheque fois précisés

. le but des essais,
. le type d'eau,
. la population initicle en E. coli libres,

. les matériaux supports mis en contact, la durée
globale de leur immersion, ainsi que le nombre
de prélavements.

VI.2.1. Svaluction de l'influence de la concentration
initiole en ensemencemant d'E. coli sur la guontité
d'E. coli fixés sur les cing matériaux supports au
cours de temps d'immersion croissants.

- Milieu synthétique de contact ; le liguide de
Ringer dilué ou 1/4 a été utilisé.

- Tempéraoture de l'sau : 20 + 1° C.
- pH 7:O,1.
- Deux concentrations initiales en . coli

4 _ .
.1 x 107 E. coli/ml
. 1 % 10% E. coli, ml
- Zssais stqtiques\

-~ pMgotérigux utilisés : bois, caoutchouc, P.V.C.,
acier et verre.

- Durde totale d'immersion : 360 heures. Prélévement
de chague matériau aprés 8, 14, 48, 190 et 360
heures d'immersion.



VI.2.2. Evaluotion de l1'influence de la concentration en
matidres organiques biodégrcdables sur la quantité
d'E. coli fixés sur les cing matériaux supports.

- Milieu de contact : equ d'dgout synthétique & deux
concentrations :
. DBOg = 200 mg Oz/1
. DBOs = 20 mg 0,/1

- Température de l'eau : 20 + 1° C.
- pH = 7 + 0,1

. P . 4
- Population initiale en E. ¢oli : 1 x 10 /ml
- Matériaux supports testés :
bois, caoutchouc, P.V.C., verre, acier.

- Essais statiques et agitds par mouvement giratoire
a 300 tours par minute ; agitation uniquement appli-
quée au bois et agu cgoutchouc, at ce pour une DBOg

de 200 mg 02/1.
- Durde totale d'immersion : 324 heures.

- Prdlévement de chaque matériau aprés des durdes
d'immersion croissantes correspondant a des durdes
moyennes de 24, 72, 112 et 316 heures de contact.

VI.2.3. Influence de la minédralisgtion sur la guantitd
d'E. coli fixas sur les cing matérioux su cours

du temps.

.

- Milieu de contuct : eaux naturslles correspondant &
des eaqux de mindralisations fondamentalement diffd-
rentes

. Egu douce & faible mindralisation, pH = 7,40

. Egu dure de minéralisation bicarbonatée
calcique, pH = 7,75

Fau ure de minéralisation sulfatée
calcique, oH = 7,65

- Température de l'eau : 20 + 1° C.

- Abserc2 .'oiitation.



. PN . 5
Population initicle en . coli : 2,5 x 107 /ml.
- Matérigux supports testés :

bois, caoutchouc, P.V.C,, verre et acier.
- Préldvement de chaque matériau aprés des durses

d'immersion corrsspondants gux temps : 8, 24, 48;
124, 192 et 288 heures de c¢ontact.

VI.2.4. Influsnce du pH sur la quantitd g'E. coli fixds
sur les cing matdriaux supports au cours du temps.

- Milieu de contact : eau d'dgout synthétique,
DBOs = 200 mg 0p/1

- Température de l'eau : 20 + 1° C.
- Absence d'agitation.

Population initiale en E. coli : 1,5 x 10°/ml

- Trois séries d'essais :

+

. pH = 0,1 aau synthdtique

. pH =5,5+ 0,1 & 1l'aide d'acide acétique dilué
au 1/3

. pH = 8,5 + 0,7 & l'aide de souds N.
- Matériaux supports testés
bois, caoutcnouc, P.V.C., verre et aciar.

- Prélévements de chaque matériou. aprds des durées
d'immersion correspondant qux temps de 8, 24, 48, 72,
192 et 360 heures de contact

V1.2.5. Influence de la température sur la quantité d'E. coli
fixés sur les cing matériqux supports au cours du
teamps.
zamps

~ Milieu de contact : eau d'édgout synthétique,
0BO5 = 200 mg 0,/1

- .absence d'agitation.
-pH-7:O,1

- Population initiale en £. coli : 1,5 X 10ﬁ/ml



- Dans une premidra série d'essais, la températurs de
1'equ est mgintenue & 20 + 1° C pendant 3 jours
consdcutifs, puis refroidie et conservde a 15 +1° C.

- Dans une deuxiéme série d'essais, la tempsérature de
l'equ est maintenue a 10 + 1° C pendant 8 jours
consécutifs, puis réchauffée et conservée & 15 + 1° C.

- Matériaux supports tastds

bois, caoutchouc, P.V.C., verre, acier.

Prélavements de chaque matériau cprés des durdes
d'immersion correspondant :
pour la 127® gérie d'essais : & 8, 24, 48, 72, 7S,
85, 96, 120 et 264 heures de contact ;
st pour la 28me s4rie d'essais : & 8, 24, 48, 72,
192, 200, 216, 250 et 386 heures de contact.

V1.3. Evaluagtion des paragmétres gouvernant la fixagtion des E. coli:
Essais in situ avec bactéries indiganes.

Les cing matérigux, sous forme de plaguettes an nombre
suffisant, sont fixdes & des chassis immergds dans quatre types
d'equx

~ EQux superficielles continentales :

. Equ de rividre peu pollude (Moselle) dans son cours
supérieur,

'« Equ de rividre plus pollude (Meurthe) au niveau de
l'agglomération nancdienne.
- Eaux de station urbaine :

. A l'entréde de la station urbaine de NANCY-MAXEVILLE,
aprés le dédgrilleur,

. A la sortie du décanteur secondaire, eau épurée aprés
traitement biologique.

Les caractéristiques propres 3 ces types d'eaux sont donnédes
dans le chapitre "Matériel”.



lLes prélevements ont eu lieu :

- pour la premidre série d'eaqux : aprés 8, 24, 48, 72 heures,
8 jours, 15, 30 et 55 jours ;

~ et pour la deuxidme série d'eaux : aprads 8, 24, 48, 72 heures
et 8 jours.

La quantité d'E. coli fixés a été dvalude par la méthode
électrochimique ; de plus, des prélévements en double ont &té
entrepris pour évaluer la quantité de biomasse vivontae, par l'in-
termédigire du dosage de 1'A.T.P.



Les résultats obtenus gu cours de cetta <tude sont présentsds
en trois parties :

- d'une port, les essais d'adaptation de lg méthode de

«ILKINS qu dénombrement ces Z. coli fixés,

- d'autre part, l'étude en laboratoire de l'effet ces caruc-
téristiques du milieu et du matériau sur lg cindtique da
fixation des €. coli,

- enfin, l'dtude de la fixation des £. coli dans diffdrents
milieux racepteurs.

VIl.1. Adaptation de la méthode de WILKINS & 1l'stude de la
fixation des . coli en culture purs.

Lc méthode £lactrochimigue dévelooode sar 4ILLKINS 2t aql.
(1971) mat en relation le temps de latence <e la dérive du sotentiel
d'hydrogéne avec le nomore 4' coli initialement présents dans une
susoension licuide.

Son adapi- tlon 3 1'4tude des . coli fixis sur supports

i
nécessite d'en virifiar les principales caroctdristiques, 3 savoir

x

- le temps de lotence,
- la dérive du potentiel,

-~ sa valeur obtenue comparativement X une gutre méthode
conventionnelle, utilisde en microziologie pour
dénombrer les £. coli.

VII.1.1. £tude du_tsmps de latence.

Les résultgts cds comparcison ertre lec tamps de latance
avant le sgut de ootentiel de l'flecirode indicetrice de olatine

et ls nombre d'S. coli fixds sur suoport sont rcssemblsds dans le
tablegu 7.1.




FABLEAU 7.1.: RESULTALS DE TEMPS DE LATLNCE CN +ONCIION DU NUMBRE [.coli FIXES INETIALEMENS

} C\.\rrél..niun El-llrE. If v‘mmhre d‘l.cu.li_. } Forréluliun tnfrf* le uuullare d'[.cu-li l.lu.rrélallun e'f‘“? e nowbre d'f.coli )
I Libres lnlrodulfsAlnlluleuenl-en l.lllltu | nntmlt:nlent fixés sur.fll.de ph.tme | nullal?u?n( finés sur-plan.]ue de %xlanne
I aqueux et la der?ve du porentiel iacu i et la dérive du pf’”"‘"“ incubation et la dérive du p‘utenl?ﬂ incubation
i bation 3 4s°C I 3 haoc 3 440¢
: Nowbee t. coli par mlI lewps de latence ! Nombre I’A.L_oli fixés { teaps Jde latence | Nowbre E.coli Fixés : Tewps de latence
: 2 ! S5 h 3% ! 2 } I b33 5 I 7n 00
| 2 | 54 30 | 2 | Ih 26 | 5 | & h 50
5 : 5 h 00 : 3 { 7h ey = 50 : 5 h 50
{ 5 | Sholo | 4 | 6 h 22 | 70 | 5 h 45
} 50 : 3 h S0 I 40 : S houg l 300 { 5h 00
| 40 | 4 h 00 { 100 | 5h 33 | 300 { 5 h 05
{ 200 : 3hly : 110 : 5h 28 : 3000 : 3 h 55
| 200 { 3h0 | 1000 | Cah 1 | 30000 | 2 h s
I 2000 } 2 h 00 { 2000 } 3 ho4S = 30000 : 2 h 5
{ 2000 i 7 b 00 t 50000 | 2n 20 ] 200000 | 2 h 00
{ 10000 : 1h 10 : 500000 I i 1o } 200000 ! 1 h %
II 10000 : Lhoto ; 300000 } L ho20 : :

19



Les mesures obtenues correspondent aux trois situgtions sui-
vantes :

a)~ L'électrode de platine, sous forme de fil, est utilisée comme
dans le mode opératoire ce WILKINS et sert d'dlectrcde indica-
trice d'hydrogéne produit por les E. coli, et permet ce dénom~
brer les £. coli libres dans un milieu liguide ;

b)- L'électrode de platine, sous forme de fil, sert & lo fois de
support et d'édlectrode de mesure ;

¢)- L'électrode de platine est de forme plane pour permettrs un
' contact étroit avec le matériau dtudié servant de support de
fixation aux &. coli.

Dans les trois cas citds, la température d'incubation de la
cellule était de 44° C,

Comme le montre la figure 7.2, construite & partir des résul-
tats du tableau 7.1, le temps de latence est une fonction logarith-
mique du nombre d'E. coli introduits dans lo cellule de mesure, que
ceux=ci soient initialement libres ou fixés sur l'électrode de pla-
tine ou sur le matériel support.

Dans le cas oU les E. coli sont fixds, la oériode de latence
diminue de 60 minutes pour chaque augmentation d'une puissance de 10
de la concentration en E. coli. Ce délai est plus long pour les

E. coli libres et atteint 75 minutes.
. s

Pour obtenir une dérive immédiate du potentiel & hydrogéne, une
présence de 107 S. coli libres por millilitre est suffisante, tandis
Ggu'il faut 3,6 . 1G8 E. coli fixds. Cette variation laisse supposer
une différence de caopacité de production ou de diffusion de l'hydro-
géne entre ces deux états, libre et fixé, d'S. coli.

Las pentes des droites obtenues en mesurant les E. coli sur
fil de platine et sur support en contact étroit avec l'électrode de
platine sous forme plane, sont respectivement de - Q,830 et - 0,913.

Ce faible écart, en rapport avec la surface développée des
électrodes, variant elle de 1 & 12, montre que la surface ou la
configuration de l'électrode de platine n'intervient quasiment pas
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Figure 7.2. RELATION ENTRE LE TEMPS DE LATENCE ET LA QUANTITE 0'E.coli INTRODUITS DANS LA CELLULE
DE MESURE ELECTROCHIMIQUE

Log 10 concentration
E.coli

coefficient
de corrélation

ordonnée &

pente A
1torigine

E.coli libres/mi selon -0,850 l,OO.lOS/ll

!

!

!

[

| 0,999
aéthode de WILKINS |

|

i

|

|

{

|

E.coli Fixés sur support 0,913

sesures par électrode de
platine de forme plane

@ rem E.coli Fixés sur Fil de 0,830
platine

*

3,65.108 0,997

|
|
!
1
|
|
7
1,091.10 | 0,999
|
[
|
i

1 2 3 4 5 8 7 P

temps de latence en heures



seule lg quartitd d'I. coli présents intervient d'une maniére
prépondérante.

Les droites obtenues vont servir ce courbes d'dtzlonnage
dans les essais ultérieurs, et permettront ce mettre en relction
le temps de latence age lo dérive du potentiel enragistrd avec le
nombre d'Z. coli initiolement fixés sur sugports.

VII.1.2. Stude de la dérive du potentiel.

Les essgis visant & déterminer lz nombre G'E. coli fixds
sur fil de platine cu moment ce lo dirive cdu szotenticsl, par une
méthode classicue de numération bactérienne, sont rassemblds sous
forme de tablegu 7.3.

Taclegu 7.3.

dsultats de numération d'Z. coli fixds sur fil de
gletine au moment de la dérive du potentiel.

m==zmEazasssssSEcSacsziossSSasasSEsasSmaSSsSagScSSSssmsssssssessgssss
Numération des Z.coli) Pdériode ce latence 1 fwumérction des . col:i
fixds sur fil ae | avant la dérive du fixds au moment ce
olatine potentiel la dérive du potentiel
2 7 h 26 mn 6,5 . 105
2 7 h 33 mn 7,3 . 106
3 7 h 46 mn 6,4 . 10°
14 5 h 22 mn 8,3 . 106
40 3 h 48 mn 5,2 105
100 S h 33 mn 7,5 . 10°
140 35 h 28 on 7.1 106
300 000 1 h 20 mn 6,6 . 108
SOYeNNa i ... 5,6 . 106
Zcart-type .... 8,18
R ESszSSsSmE =S oss===sSSoSSSCcs=mSSSSSS=So=zam=So-




Le tamps ce latencs enregistré avant lo dérive du potentiel,
en fonction du nombre d'Z. coli fixéds sur fil cde platine, confirme
les résultats observds préalablement.

de potentiel est toujours enregistré ocour

Le déout du sa
1 coli fixés sur l'édlectrode indicatrice.

une valeur de 6,6 .

Ceci correspond sensidlament I la valeur ce l'ordonnds &
l'origine ce 1,091 . 10’ obtenue 2an mettant an relation le temps
de latance et lao guantitd d'E. coli fixds sur fil de platine
(courbe c'dtalonnage figure 7.2).

Il existe une interddpencance entre ls nivenu en E. coli et
le démarrage de la dérive du potentisl.

Y11.1.3. Comparaison entre lo méthode électrochimique et la
méthode de numération bactirienne an culture mixte.

Les résultats obtenus en guantifiant les Z. coli fixds sur
P.VM.C. per la méthode électrochimique et paor le méthode classique=-
ment employde en bactérioloqie pour le cénombrement ces coliformes
fécoux en milieu liguide sont rassemblds acns le taoblecu 7.4.

Jans le cas de l'évoluation car la méthode électrochimique,
le nombrs d'z. coli fixds est obtenu greopnicuement gores enregistre-
ment cu temps de latence de la adrive cu potentiel.



Tableau 7.4.

rRésultats de numération de £. coli fixés sur P.V.C. et
évalués par la méthode Glectrochimique et la méthode
utilisant le nombre le pluc probable en milieu liquide.

Hombre d'L. coli évalué

par méthode électro- 3 5 6 6
chimique : 7,9 . 10 1,2 .10 1,0 . 10 2,0 . 10

Limites de confiance 3 4 5 5
a 95 % : 3,9 . 10 - 8,4 . 10" - 5 6,4 . 10U - 6 7,4 . 11U - 6
1,1 . 1V 4,8 . 10 4,6 . 10 5,6 1e

Nombre d'zZ. coli dvalué
par la technigue du : 3 4 5 5
N.P.P. en milieu liquide 9,1 « 10 9,1 . 10 9,4 . 10 8,5 . 11U

Limites de confiance
& 95w




3i, par l2s deux méthodes, les résultets obtenus ne sont
pas significativement Jifférents et lgissent préjuger favorsblement
de l'adecptation de lc méthocde 4lactrochimicue au oreclime de
guartification des =. coli fix€s, il fout néanmoins soulianer gue
l'-mplitude des intervzlles de confiance 3 95 % est tres importaonte
et limite les comparaoisons.

&

La méthode du N.F.r., en utilisant trois ensemencements par
ilution, estime une Guantité <'Z. coli ; comparativement, la
dthode électrochimigue peut 3trs entachde de l'erreur cue 3
'azpréciation du cdbut ce le cérive du potentiel, et son dtalonna
tilise une méthode elle oussi discutable.

c
m

1
u

VII1.2. Influence du milieu et cde lg nature du supocort sur lg
cingtigue de fixotion des . coli fixas (essais de
laboratoire).

La méthode électrochimigue se rdvilant adaptée pour permetire
de multiples observations sur le comportement ces différents maté-
ricux solides choisis (ocier, obois, cagoutchouc, ~.V.C., verre), ell-
a €été retenue pour dtudier 1'influence des poramétres intarvenant
dans le milieu, particulidrement

- la concentration initiale en Z. coli,
. _=o-2

- la concentration en metidrss erganicues viodégra-~
dables,

- la minéralisgtion du milieu,
- le pH,

- la température.

VII.2.1. Influence de la concaniration en £. coli et de
lg nature des supports sur. la fixEtion.

Le nomdre J!' coli fixés sur les diffirents suooorts, e
fonction Zu temps -'immersion et de l'ensemencement initiagl f70
et 10% sar ml) dans un milieu synthédtiqus exemni Je matidre orgs-

nique biozédgrazedle, est nrésenté cans la “ablsay 7.5.

[X3e)
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TABLEAU 7.5.: INFLUENCE DE LA CONCENTRATION INTTIALE SUR LA FIXATION DES E.coli SUR
OIFFERENTS SUPPORTS AU COURS DE TEMPS CROISSANTS DE CONTACT.

Résultats exprisés en nombre d'E.coli Fixés par cuz.

I } Enseaencenent } Temps de contact en heures %
Matériau initial
| | [ i | | |
| | €.coli/nl I ] | 16 | 4“8 190 i 350 |
’ f 102 { f 0,58 { 0.15 | 0,68 } 0,15 f
| | 04 | 0s | | 4,80 | .50 | 20 |
S
SRS A T S S N
{ { 102 } } 0.13 } 0,13 |' 0,49 { 0,49 }
4
;cmurcnouc]l 10 } 0,16 { : 1,30 } 21 } 2,20 :
| | 104 | 'I | 10 | 428 | LS
I S S RN SR N
} } 102 } } 0,13 { 8,10 I 70,7 } 0,96 }
lpye | 1o booaz | b o7e0 | 70,7 | 810 |
[ | 4 | | | [ | |
10 1,20 1 6.30
| | - | | | | | |
| | 102 | [ | | | |
| | | | | | ! |
| ! 102 [ l 0,09 l 0,3 ' 0,91 ' 9,3 ‘
| | . | | | | | |
lACIER | 10 | 0,00 | | 2,50 | 9,10 | 0,3 |
| | 104 | | | 7.10 1o . |
R A A
10 | |
| i | | | | i |
{ { 102 } I 0,47 } 0,53 { 1,25 i 0,18 }
lge | 10* | o7 | | 2,20 | 820 | 3.0 |
[ | 4 | | | ! | |
10 6,10 4,90 18,30
| | - ] | | | | |
SR S AR SN SN R
}E'”“ { 2 } I 3 { 3 } 3 } 3 {
|Bactéries | 10 | | 012107 | 0,8.10 { 0:6:107 1 0.9.10 |
|Libres v ol | vl | o
jpar al | 10 | 0,36.10 | I 4,5.10 | 3,1.10% | 8ib10 |




Jans le cas le clus défavor.uble, aor2s 48 heures da contact,
C,15 £. coli £tait fixé par cm< sur un support ze tois et, dans le

meilleur ces cas, 7.4 2. coli fixds par cm* sur un supsport de
P.V.C.

Influence <e l'ensamzncement.

L3z rapports des guantités d'S. coli fix3s en fonction des
ensemencements initigux (107 at 104 osar ml) monirant, aprés un
contact de 48 heures, des valeurs netzemsnt supdrisures 3 1, sauf
pour le P.V.C., traduisant une quantits de bactdries 4 3 30 fois
olus importante pour un ensemencement initial 100 fois supdrieur.

Cette remaerque est encore justifide pour 190 heures at
350 heuras de contact.

Les variations aprés 190 heures vont ce 1 & 42 pour le P.V.C.

et le caoutchouc respectivement, et aprds 350 neures, de 1 & 28 pou-
l'acier et la bois.

€n parall®lz, il faut relever une multiplication des bacté-
ries dans le milieu synthétique pour les deux concen:rations ini-
tiales en Z. coli (102 ot 104 sar ml) : aprés 48 nsures de contact,
les taux dtaient respactivement de 8 3 4,5 fois supérisurs aux
gucntitds 3'S. coll presents darns le milieu liquide.

Oe ce fait, il n'est pas possible de montrer gSue les dacté-
rlies retrouveas sur les supports sont bien lss bactéries initiales
libres, ou les bactéries gui 3¢ 3ont muliinlides sur ls support,
ou <es bactéries libres qui se sont multiplides puis fixdes.

Influence du temps de contact.

Au vu tableau 7.5., il apparalt une variastion dés quantitds
:n fonction du temps.

Un maximum 2'Z. coli fTixds esi relevi las Zeux ccncaen-
trations an <. 2oli initiagles aprés 90 hsuras de contsct, avee
respactivoment 70,7 Z. coli par em< sur P.V.2. et 1, Z. coli
par cmé sur lz verre.
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Les vcriations peuvent 8trs exprimdes .n calculant le rapport
des populations mesurses d 48 at 190 heures, d'une part, et 150 ot
350 heures, d'autre part.

les valeurs obtenues sont rassemblées dans le tableau 7.6.
ci-dessus.

Entre 48 et 190 heures, la quantitd d'E. coli fixés augmente
dans tous les cas, quels gue soient l'ansemencement initial et le
type de support considérs.

Cette quantité est 11,6 fois plus importante pour le P.V.C.
(avec 102 Z. coli initigux) et 16,2 st 9,5 fois plus importante
respectivement pour le caoutchouc et le P.V.C. (avec 10% E. coli
initiaqux).

Pour des temps de contact plus longs de 350 neures, et par
ragnort & 190 heures, les rapports sont dans tous les cas inférieurs
& 1.

Ceci met en 3vidence une diminution apparente des £. coli
fixés, pouvant provenir d'un décrochage des Z. coli et/ou d'une
lyse ou d'une inactivation des £. coli fixés.

Influence des matériaux supports.

Un classement des matéricux supports, en fonction de la
quantité d'E. coli fixds au cours des différents temps d'immersion,
est dtabli dons le tableau 7.7.



Tablegu 7.6.

Quantité d’E. coli fixds en fonction du temps de contact.

e mm =anga= i e e T T U
Ensemencement Temps d'immersion Matériaux
initial en E. coli comparés
r ml en heures : Caout~ .
pa Bois ch:uc P.vV.C. Acier Verre
90
143 4,4 3,8 11,6 2,7 2,4
‘lO2
350
756 0,22 1,0 0,01 0,37 0,14
132 1,40 16,2 9,50 3,60 2,80
'IO4
350
190 0,64 0,10 0,08 0,03 0,55
ke cranansisnessaznssas= socsmSmsascssmcsscsdesczsasesbasascsanndoos - =xosazad

1L -



Tablegu 7.7.

Classement des matériaux en fonction des
durédes d'immersion.

Classement des
supports suivant
leur mouillabi-~
1ité décroissante

Classement des supports suivant la_quantité d'E. coli fixds
par cm

102 E. coli initiaux par ml

104 E. coli initiaux par ml

Durde d'immersion

Durée d'immersion

48 heures 190 heures 48 heures 190 heures
Bois P.V.C. 6,10 P.V.C. 70,7 P.v.C. 7,40 P.V.C. 70
Caoutchouc Verre 0,53 Verre 1,25 Bois 4,60 Caoutchouc 21
P.Vv.C. Acier 0,34 Acier 0,91] Acier 2,50 Acier 9,1
Acier Bois 0,15 Bois 0,66 Verre 2,20 Bois 6,50
Verre Caoutchouc 0,13 Caoutchouc 0,49l Caoutchouc 1,30 Verre 6,20

cL -
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Les classemants des motérigux supports suivant la
quantité d'E. coli fixés, et le classement des supports suivant
leur mouillabilité ne reflétent aucune analogie ; d'autre part,
les quantités d'E. coli ne sont pas similaires et le classement
différe selon la quantité initiale en E. coli et selon les durédes
d'immersion.

“iais dans tous les cas, la quontité d'E. coli fixds est
la plus importante sur le P.V.C. et atteint 70,7 £. coli par cm
dan3 le meilleur des cas gprés 190 heures de contact.

2

Le P.V.C. peut fixer jusqu'a 144 fois plus d'E. coli aprés
190 heures de-contact par rgpport qu caoutchouc, matériau le moins

apte, et ce pour un ensemancement initial de 10€ Z. coli par ml.

Cette différence est moins prononcée pour un ensemencement
initial de 10% E. coli par ml, le P.V.C. fixant plus de 3 fois
mieux E. coli que le caoutchouc et 11 fois plus gue le verre, pour
une durde d'immersion comparable de 190 heuras.

Par affinité décroissante des £. coli aux différents matd-
riqux, outre la P.V.C., l'ordre de classement est

. la verre,
. l'qgcier,
le bois et

. le caoutchouc

pour un ensamencemant initial en £. coli de 102 par ml et quel gue
soit le temps de contact. Pour un ensemencement initial supérieur,
cet ordrae n'ast pags identique et subit des modifications selon le
temps d'immersion. Toutefois, les différences entre les quantités
d'E, coli fixés entre ces quatre derniers matériaux sont moins
marquées gue pour le P.V.C., et oscillent antre 3 et 4 fois plus
d'Z. coli fixés.
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VII.2.2. Influence de la concentration en matidres
organigues du milieu.

Les résultats des essgis de fixagtion des . coli sur les
diffédrents supports, en fonction d'un apport de matieres organiques
biodégradables (20 et 200 mg/l de DBOs), sont reportss sous forme
de graphes {figure 7.3).

Avec une eau contenant 200 mg/l de mati&res organiques
biodégradagbles et un ensemencement identigque voisin de 1 . 1
E. coli por ml, un support bois fixe 276 E. coli par cm2, alors
que le support acier n'en fixe que 1,80 nar cm? dans les mémes
conditions.

- Dans tous les cas, l'allure des courbes £. coli fixés est en
forme de cloche avec un optimum vers 72 heures. L'augmentation
est trés rapide entre O heures et 24 heures, particulidrement
pour le bois et le caoutchouc, et voisine de 3 E. coli/h/em

La diminution est plus lente pour le bois et le caoutchouc,
mais morque une rupture brutale pour le P.V.C. 2t le verre entre
80 et 120 heures.

- L'influence de l'agitation du milieu, testée pour les supports
bois et caoutchouc, montrs que la cindtique de fixation reste
identique entre O heure et 72 heures, que le milieu soit non
agité ou agité ; par contre, l'agitation du milieu ralentit la
diminution apparente du nombre des E. coli fix$s, comparativement
& l'essai non agité. Aprds 320 haures de contcct. pour le bois et
la caoutchouc, respectivement, + 11 % et + 15 % de E. E. coli fixds
sont retrouvés entre le milieu agité et non agitsé

- La diminution de la concentraotion en matiéres organiques biodé-
gradables (0BOs = 20 mg/l) entraine, dans quelgues cas, un retard
& la colonisation du matériagu, comparativeament aux essais &
200 mg/l, notomment pour le caocutchouc et le verre. Ainsi, une
quantité plus faible d'E. coli est fixde aprés 72 heures de
contact. Le nombre des E. coli fixés sur bois, caoutchouc, P.V.C.,
verre, est respectivement 1,8 .7 _4 et 3,5 fois moins important.

Cependant l'allure générale des courbes reste le plus souven"
identique, sauf dans le cas du caoutchouc et du P.V.C. oU la
diminution suivant le maximum de fixation (72 heures) est plus
importante de 73 et 23 fois moins, respectivement.
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Le classement des matériaux supports en fonction de la
quantité d'E. coli fix4s ou cours des diffdérents teraps d'immersion
est établi dons le tableau 7.9. (voir page suivante).

Les différents matériaux ne permettent pas la fixation de
quantités similaires en bactéries. Le tablecu 7.9. montre que leur
clgssification en fonction du degré de colonisation ne suit pas la
classificotion basée sur 1'indice de mouillabilitd, et diffare selon
lo quantité de matidres organiques ajoutée et selon le temps
d'immersion.

VII.2.3. Influence de lg mindralisation.

Trois eaux de mindralisation diffsérente, correspondant aux
caractéristiques d'une equ douce, d'une equ dure bicarbonatée ot
d'une equ dure bicarbonique sulfatde, ont &té testdes. Las résule
tats des essais de fixation d'E. coli sur les différents supports,
en fonction de la minéralisation, sont reportds dans le tableau 7.1C
et sous forme de graphes (figures 7.1let 7.12).

Avec une eaqu dure bicorbongtéde et un ensemencament de
1. 10° g. coli par ml, le support bois a fixd 19 379 £. coli par
em? aprés 48 heures d'immersion, alors que le support acier n'en a
fixé que 31,9 par cm?.

Mais dans tous les ccs, l'allure des courbes d'c. coli fixds
est en forme de cloche, avec le méme optimum déjd noté précédemment
vers 72 heures. L'augmentation est trés rapide entre O et 24 heures,
particulidrement pour le bois, le caoutchouc, le P.V.C. at le verrae,
et varie entrs 2 et 200 £. coli/h/cm2.

La diminution est plus lente pour le bois ; les Quatre autres
matériaux supports accusent une rupture plus marquée, qui sae situe
entre 80 et 150 heuras.

L'allure générale des courbes reste le plus souvent identique
pour les trois mindralisation d'equ testdes, sauf pour l'acier, ou
l'optimum de colonisation des £. coli est nettement décalée pour
une eau bicarbonatée calcique par rapport & l'equ douce et 1'ecu
dure sulfatée.



Tableau 7.9.

Classement des matériaux immergés dans une eau contenant des
mati&res orgoniques biodégradables (20 et 200 mg/l de DBOsg) .

Classement des
supports suivant
leur mouillabi-
lité décroissante

R S A AN s S N AR S PR s s S A G Se Al eE NS O C e S S S S As S S iR S EECasEA D o E o

Classement des matériaux suivant la quantité d'E.

fixés par cm?

coli

Quantité de matiéres organiques biodégradables

20 mg/1

200 mg/1

Durde d'immersion

Durée d'immersion

3 jours 5 jours 3 jours 5 jours
Bois Bois 154 Bois 96 P.vV.C. 289 Bois 270
Caoutchouc P.v,C. 70 P.v.C. 3,5 Bois 276 F.V.C. 80,3
P.Vv,C. Verre 22 Verre 2,2 | Caoutchouc 146 Caoutchouc 71,6
Acier Caoutchouc 21 Caoutchouc 0,98 Verre 53 Verre 6,3
Verre Acier 2 Acier 0,68 Acier 1,6 Acier 2,5

Le



SUPPORTS ARTIFICIELS.

TABLEAU 7.10 . [NFLUENCE OE LA MINERALISATION SUR LA FIXATION D£5

. L. v Z
Résultats 2xprimés 2n nomore 3'E.coli Fixés sar ca”,

C.coli

T T T
Temps de | " i fau dure ;
conktact ; Yatériaux | Eau douce | bicarbona‘r"-ﬁl
en heures i | ; T
| i !
e ! ! R ! B
j ois | 857, sse 1937,38
 Souichoug 13,33 27,83 27,58
3 AN (27,3 ) 20,30 27.33
jAcier L 258 | 3,82 ! 2,50
ieeee | 24 w1 28,73
I [ | R !
 Jois [ 197,38 4 sl | 4851,158
"Caoutcl’muct 7,68 55,37 | 27,38
2 AN | 5,43 ‘ 30,58 21,3
%Acier | 3,62 | 2,58 | 1,80
| verre | B3 w02 4,92
iiois | w6si,6 | 193798 [ esL,i5
[Caoutenouc 8,51 | 5.5 55,57
48 [Pv- | a8 82,95 30.38
icier [oLs .8 2,50
jverre | 26,73 ! 78,61 i 4,02
H i
:Bais [ 1937,98 E 13379,86 2325,53
Eaoutchove) 3,58 7,88 ) 0
I [Pv.g ;s 36,38 27,33
peise ! 0,91 2.5¢ 2,50
JVerre | 6,29 i 20,0 ! 5.2%
[ M igs I i R
liols ; 1937,38 | 3173,34 | 831,13
iCaautchouci 2,50 | 13,33 i 4,38
132 PLC -5 T 7.3 5,43
(Acier ‘ 2,91 1,30 ! .30
Verre | 2,51 { 4,72 z -2
— T T T
Bois i 1937,98 | g 2325,98
iCaoutchouc, 3,58 ! ) 3
298 (PLuC. “ 153 ;
Acier | 33 |
LSt !
| |

!Verﬂa

SUR
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Pour tous les matériaux, l'aptitude de colonisation des
E. coli est plus importante avec une eau bicarbonatée calcique,
puis viennent, par ordre décroissant, l'eau durs sulfatée et 1'eau
douce. Cette différence est trads nette pour ls P.V.C., le caoutchouc
et 1l'acier : aprds 48 heures de contact, le P.V.C., dans une eau
bicarbonatée calcique, fixe 48,9 fois plus d'E. coli par ¢m® qu'une
eau doucs, et 3,5 fois plus d'E. coli par ¢ qu'une equ dure
sulfatde.

Pour des délais d'immersion plus longs, la différence des
trois types de mindralisations est moins importonte, comme le
montre l'aptitude & fixer ou 3 maintenir les E. coli, en particulier
pour le verre, le bois et l'acier. Ainsi, apres 288 heures d'immer-
sion, le verre, immergé dans une equ douce, fixe 2,5 €. coli par
em? ; dans l'eaqu dure bicarbonatée et dans l'eau dure bicarbonatse
sulfatée, 4.7 E. coli par cm2.

Par contre, pour ls P.V.C. et le cagoutchouc, les diffdrences
entre les trois types d'eaux subsistent agvec une plus fortes varia-
tion : dans une ecu dure bicarbonatde, le caocutchouc fixe 4,2 fois
plus d'E. coli per c¢cm? que dans une equ dure sulfatéde, ot 7,7 fois
plus d'E. coli par cm* que dans une eau douce.

L'cllure des courbes (figure 7.12) permet de classer les
matériqux pour les trois types d'saux envisagés. Le chevauchement
des courbes montre que la classificgtion des matériqux n'est pas
uniforme tout au long de la période d'immersion. Pour les trois
types d'eaqux, le bois marque une nette supédrioritd de fixation sur
les qutres matdriaux, et ce tout au long des essais.

Les particularités entre les diffdrents types de matériaux
sont trés nettes pendant les premiares heures d'immersion, et ce
jusqu'd 72 heures de contact. Cependant, en fin d'immersion,
l'allure des courbes est voisine, en particulier pour 1l'eau douce
et 1'sau dure sulfatde, plus variable dans le cas d'une sgu bicar-
bonatdée calcique. Aprés 192 heures d'immersion dans une eau bicar-
bonatée calcique, le nombre d'E. coli fixds par cm* est deux fois
plus important pour le P.V.C. que pour le caoutchouc, lui-méme
4 fois plus important que pour le verre et 15 fois plus élevé Qque pour
l'acier. i



Tableau 7.13.

Classement des matériaux dans des eaux de minéralisations

Femaasczms=sssR=mas

Classement des
matériaux
suivant leur

différentes.

Classement des matériaux supports suivant lo quantitéd
d'E. coli fixés par cm?

Eau bicarbonotde
Eau douce

Eau dure sulfatée

mouillabilité calcique
décroissante
Durée d'immersion Durde d'immersion Durée d'immersion
24 heures 72 heures 24 heures 72 heures 24 heures 72 heures
Bois Bois 1937,9] Bois 1937,9| Bois 4651,1 |Bois 19379,8 Bois 4651,1| Bois 2325,5
Caoutchouc Caout- 27,6]| Verre 6,29 PvC 55,3 |PVC 80,3 Verre 44,0| PVC 27,3
chouc
P.v.C. Verre 26,7| Caout- 3,5 Caout- 80,3 |Caout- 27,6 | Caout- 27,6} Caout- 21,1
chouc chouc chouc chouc chouc
Acier PVC 6,41 PVC 3,5 | Verre 44,0 |Vorre 20,4 | PvC 27,3| Verre 6,2
Verre Acier 3,4| Acier 0,9 Acier 2,5 jAcier 2,5 Aciar 1,8} Acier 2,5
kuoncc=sassassusssabsassssasasaz=beaa=ea P | S

4]



VII.2.4. Influence du pH des egux.

Trois eaqux a différents pH, respectivement de 5, 7 et 8.5,
ont $té testées. Les résultats de fixation de E. coli sur les
différents matérioux supports, en fonction du pH, sont reportés
dons le tableau 7.14 et les figures 7.15 et 7.15.

Avec une eau & pH 7 et un ensemencement de 1,3 X 105 €. ¢coli
par ml, le support bois a fixé 1 937 €. coli par cm® ogprés
48 heures d'immersion, et le support acier n'a fixé que 69,1
E. coli par cm“.

L'allure des courbes E. coli fixds présente une forme
ascendanta rgpide, suivie d'un platecu. L'optimum est noté, comme
dans les sxpériences précédentes, vers 72 heures. L'augmentation
est tres rapide entre C et 24 heures, carticuliérement pour le
bois et le P.V.C., et varie entre 20 et 11 E, coli/h/cm<.

Mais dans une eau & pH 8.5, le caoutchouc, aprés 48 heures
dtimmersion, montre un maintien ou une fixation plus édlavée
d'€., coli par em?, 11 fois plus importante par rapport 3 une
immersion de 24 heures. La colonisgtion est encore plus tardive,
toujours & ce pH de 8.5., pour l'acier et ne s'établit qu'aprés
72 heures d'immersion. )

Pour tous les matérioux supports testés, l'aptitude de
colonisation des £. coli est plus importante avec une sau a pH 7,
puis viennent, par ordre décroissant, l'eau 3 pH 5 ot l'equ & pH
8,5. Cetts différence est trés marqués pour l'acier st le verre
dés 48 heurss de contact : l'acier, dans une eau a pH 7, fixe
67,2 fois plus d'E. coli par c¢m€ que dans une equ a pH 8.5, et
2,6 fois plus d'E. coli par c¢cm® que dgns une eagu a pH S.

Pour cdes délais d'immersion plus longs, la différence entre
las trois valeurs de pH s'estompe quelaue peu, comme le montre
1'aptitude 3 fixer ou & maintenir E. coli, en particulier pour
le P.V.C., le cacutchouc et le Dois. Ainsi, apres 360 heures
d'immersion, le P.V.C. immergé dans une eau & pH 7 fixe 4,8 fois
plus d'E. coli par em? que dans une eau a pH 8,5 et 1,3 fois plus
que dans une eau a pH 5.

Par contre, pour l'acier et le verre, les différences entre
les trois eagux testées subsistent avec une plus grande varigtion
au cours d'une duréde prolongée d'immersion. Dans une eau & pH 7,



TABLEAU 7.16.: INFLUENCE DU pH SUR LA FIXATION DES €.coli SUR SUPPORTS ART[FICIELS

Résultats exprimés 2a nompre d'f.coli par ol

H T |
t Temps de i { ; I :
I contact | ﬂatér‘.aux‘i L T oH 7 \ o# 3.5 ;
: en heures | | i i ;
T —T T :
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: S | TR 5,50
; 3 P 23 45,00 .
; | 2,50 3.7 | 5,10 ‘
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INFLUENCE OU gH SUR LA FIXATION OES €.coli SUR SUPPORTS ARTIFICIELS IMMERGES EN MILIEY SYNTHETTIQUE
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l'acier fixe 8,5 fois plus d'E. coli par cm2 que dans une equ

& pH 5, et 26,5 fois plus dans une eau 3 pH 8,5.

L'qllure des courbes (figure 7.18) permet de classer, pour les
trois types d'eaux & pH différents testés, les matériaux supports.
La classification est quasiment uniforme tout au long de la curée
d'immersion ; seuls sont notds quelques chevguchements pour les
equx & pH 7 et 8,5. Pour les trois types d'eaux, le bois marque
une tras nette supériorité de fixgtion par rappert aux autres
matériaux.

Les particularités entre les différents types de matériaux
supports sont toujours tréds nettes, en particulier dés 24 heures
d'immersion, et se conservent tout ou long de lg durde d'immer-
sion, notamment pour l'egu & pH 5.

Apras 48 heures d'immersion dons une equ a@ pH 5, le nombre
d'E, coli fixés par cm? ost 4,6 fois plus important pour le P.V.C.
que pour ls cacutchouc, lui-méme 20,4 fois plus élevé gque le
verre et 45 fois plus élevé que l'acier. Aprés 192 heures d'immer-
sion, les proportions d'E. coli fixés ou maintenus par cm? sont
respectivement 3,1 fois plus importantes pour le P.V.C. que pour
le caoutchouc, lui-méme 40,8 fois plus important gque le verrs at
75,4 fois plus élevé gue l'acier.



Classement des

matériagux
par ordre de

Tablequ 7.17.

Classement des matériaux immergés dans

des eaux G pH 5 - 7 et B,5.

fixds par cm

Classement des matéricux supports suivant la quantité d*€. coli

T L L L e L L e e T

mouillabilité Eau & pH 5 Eau a pH 7 Eau & pH 8,5
décroissante
Duréde d'immersion Durée d’'immersion Durée d'immersion

24 heures 72 heures 24 heures 72 heures 24 heures 72 heures
Bois Bois 310,0 Bois 465,1 Bois 465,1 Bois 1937,0 Bois 96,8 Bois 341,0
Caoutchouc P.v.C. 80,3 P.V.C. 257,2 P.vV.C. 282,9 P.V.C. 578,7 P.V.C. 70,7 P.V.C. 80,3
P.v.C. * Caout- 55,3 Caout- 81,4 Caout- 162,8 Caout- 286,6 Caout- 6,5 Caocut- 71,6

chouc chouc chouc chouc chouc chouc
Acier Verre 20,4 Verre 12,5 Verre 69,1 Acier 50,1 Verre 3,46{ Verre 6,29
Verre Acier 2,5 Acier 5,6 Acier 4,5 Verre 45,7 Acier 0,91] Acier 2,50

Q
[¢ )



Vv1I.2.5. Influence de lo température.

L'influence de lg température sur la cindtigue de fixation
des E. coli sur les différents matériaux supports o été cherchée
a 209 at 10° C. Les résultets sont représentés sous forme de
de graphe figure 7.18.

Dans le premier cas, cette température est maintenue a 20° C
pendant trois jours, durée corraspondant au maximum de fixation
constaté dans les essaqis antérisurs, puis l'ensemble a été refroidi
et mgintenu & 15° C.

Dans le deuxiéme cas, la température de 10° C a été maintenu:
jusqu'd obtention d'un optimum de fixation, puis l'ensemble a subi
un réchguffement et maintenu & 15° C.

Les résultats de fixation des E. coli sur les différents
matériqux supports, dés les premiers jours d'immersion, montrent
que la fixation des £. coli est plus élevée a une tempéroture de
20° C qu'a une température de 1C° C. Avec une eau a 10° C, le
support bois, oprés 48 heures d'immersion, fixe 697,56 E. coli par
em?, soit 2,7 fois moins que dans une eau a 20° C. !

Cette différence entre les deux températures d'incubation
est encore plus sansible avec le support acier : celui-ci ne fixe
que 4,55 E. coli par em€ & 10° C, alors gqu'd 20° C, le nombre
d'E. coli fixés atteint 14,8 per cm*®,

Sour tous les matériaux supports testéds, la fixation est
moins importante & 10° gu'd 20° C ; néanmoins l'allure des courbes
ne présente pas de parallélisme rigoureux. Cette faiblesse de
colonisation n'est pas constante curant toutes les périodes
4d'immersion compardes. Cet écart de colonisation joue plus parti-
culidrement sur le verre, le P.V.C. ot l'acier et, & un degré
moindre, sur le bois at le caoutchouc.

A 10° C, le moximum d'E. coli fixés par cm2 est dgalement

atteint apras trois jours d'immersion.

- Influence d'un refroidissement de l'eau sur la fixation aux
différents matérioux supports.

Le passage d'une température de 20° a 15° C se traoduit, dans
le jour qui suit, par une réduction notable du nombre d'€. coli
fixés sur les matérigux, cette réduction pouvant provenir d'un
décrochage des bactéries initialement fixées ou/et d'une inhibi-
tion de leur multiplicaotion au sein méme du support.
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Le nombre d'E. coli fixds peut étre de 6 & 2 fois moins
important, comparativement aqux valeurs obtenues a 20° C., pour le
P.V.C. at l'acier ; par c¢ontre, pour le bois, le caoutchouc, le
verra, cette réduction n'est pas dvidenta, et n'intervient que sur
une durde d'une journée.

Le méme niveau en E. coli fixds par cm2 avant refroidissement
est qtteint pour le bois et le verre ; par contre, pour l'acier,
le verre at le caoutchouc, la répercussion de la diminution des
E. coli fixds par cm? agprés refroidissement du milieu d'immersion
se manifeste sur une plus longue durée.

- Influence d'un réchauffement de 1'sau sur la fixgtion des
E. coli aux différents supports.

Le passage de 10 3 15° C de la température de l'equ d'immer-
sion se maonifesta trés différemment suivant les matériaux.

. Pour le bois et l'acier, ce réchouffement se traduit par
une brusque augmentation du nombre d'S. coli fixds par cm€,
suivie d'un palier plus ou moins stationngire ; ainsi le
bois, 48 heures aprés ce changement de température, voit le
nombre d'E. coli fixés par cme passer de 697,56 a 3 488,4
par em?, Soit un gain de 58 £. coli par heure.

. Pour le verre, légére diminution pour gttsindre le méme
nivequ observé avant ce réchauffement.

. Pour le caoutchouc at le P.V.C., la légére augmentation du
nombre d'E. coli semble tréds minime ; il est hasardeux de
l'imputer au seul fait du changement de température.

Bien que lg duréde des essqis soit sans doute insuffisante
pour cboutir & une concentration d'E. coli fixds I l'état d'équi-
libre & 15° C, il est important de remarquer que quel que soit le
support, le nombre d'E. coli fixés par cm® est plus important
lorsque la températurs de base de 10° C a subi un léger échauffemen
de 5° C, comparativement & une température de base de 20° C ayant
subi un léger refroidissement de 5° C.



V11.3. Applicgtion de lg mesure électrochimigue agu dénombrement
des £. coli fixds & des mgtérigux supports immergés dans
des milieux hydrigues. Essais in situ.

Les différents supports : bois, ceoutchouc, P.V.C., acier,
verre, sont immergés dans quatre eaux de caractéristiques trés
différentes, tant sur le plan de leur composition chimique que
sur le plan de leur degré de contamingtion.

Ces gquatre egux sont respectivement : une eagu d'entrée de
station urbaine, sag sortie, et deux eaqux superficielles (Meurthe
et Moselle).

Le degré de peuplement en E. coli libres dans la phase
agqueuse varie dans un rapport de 260 entre l'eau & l'entrée de la
station et l'eau de Moselle ; le nombre d'E. coli par ml atteint
12 x 103 contre 43 pour l'eau de Moselle.

Comporativement, le cénombrement des E. coli fixds sur bois
aprés 192 heures d'immersion atteint 155 038 E. coli par cm®, soit
179 fois plus que pour le bois immergé dans l'equ de Mosells
pendant la méme duréde.

Les différentes valeurs relevées en E. coli fixds et an
A.T.P. sur les matériaqux supports en fonction du temps d'immersion
dans les quatre types d'egqux, sont regroupges sous forme de
tableau 7.1¢ et de figures 7.20 =2t 7.21.

L'allure des courbes montre que les matériaux peuvent 3tre
classés suivant leur gptitude & fixer les E. coli : des différences
tras nettes apparaissent entre certains matériaux supports comme le
bois et l'acier. Aprés 192 heures d'immersion dans l'eau de Moselle
le bois fixe 357 fois plus d'Z. coli par cm® gque l'ccier, avec
respectivement 891,4 . coli fixés par cm® sur le bois contre
2,5 seulement par cm? sur l'acier.

L'allure générale des courbes montre une colonisation rgpide
des matérigux supports dés les trois premisrs jours de contgct
avec le milieu hydrique, suivie par une phase stationnaire, avec
des cas particuliers comme celui des matériaux supports immergés
en sortie de station d'dpuration, oU la phase stationncire est
moins nette. '



TABLEAU 7.19 :

[MMERGES IN SITU.
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RESULTATS OES QUANTITES E.coli FIXES ET D'ATP FIXES SUR DIFFERENTS SUPPORTS

801Ls
! E.coli par cal I atp 10-3 2
ll . | #g par ca .
I Entrie Ir Sortis } } } } Entrie } Sertie }
| ‘!tlti?n ! station | Noselle | Neurthe 1 station I station | Moselle | Meurthe
| dpuration i dpuration | | épucation | dpuration | |
| T
| 3 19 379,8 | I { 6§20 : | }
! ] 1 1B
R 1 18 759,86 3 488 290,7 485 !
| | i N .l 1 7 380 | 48,0 5,8 i 93,0
i [ ]
| “3 58 139,5 | L 182,7 | +65,1 465,! : I 5 038 { 0 | 19.7 } 263
| T
| n 18 279,0 | 19379 ! 897.6 |1 162.8 } I 8 140 II 65,0 ] 23,0 { %8
| I i
| 192 155 038,7 | 19 379,8 891,46 IIJ 100.8 ! i3 180 } 1 042 143 } & 651
| |
i tL | L Tes,l }5 813.9 ! } 176 : 5 038
|
1 120 I 2 558.1 1& 51,1 | r : 182 U es
| | I ol
| 1320 i i | 1472,8 |3 100 | II 160 S 456
cAQuUTCHOUC
| T i - i
| Qéterwing- | E.coli par cal ‘I T 1P 1075 g par cu? '
| Ourée tions | , I R 1 11 | |
[dviasersion | Entrt’n | Sort_xe ) I Entr"t i Surt.ic : -t' ‘
[en heures | ’stant:n | .stanan | Moselle ! Meurthe . station I station I Noselle i Meyrthe
I épuration | éouration l |1 épuration | dpuration |
| ] !
i 3 62,8 | ! "lf } 3] } lr ;
| I
| % 586,3 | $5.3 22,8 35,3 : { 156 : 2,0 : 4,2 | 17,2
| ]
“8 586,13 2,2 15,3 7,6 o 406 ! 80,0 ! .7 ! 133,
| | : [ | A ! | :
|
| n | 8516,6 L3 8.8 130,3 } b 2608 } 35,0 { w2 | 192,0
| ! ;
| 192 1 828,68 1,4 45,6 1.6 { 1 600 l 40,0 } 2,6 13,0
|
1 350 | 55,3 7.6 ! ‘ s 293,0
1 i A e
1
\ 720 i | 45,8 | 76,7 i 11 3,2 } 0,0
| | [ ! ] 1
| 1320 i i f oS3 | 18T g | 2.8 { 315,0




TABLEAU 7.19 suite | :

PV, Co
€.coli par ca? i are 1073 ug par ce?
_ |
Entrée ! Sortie || ‘l : I| €ntrée : Sortis ]l
station station | Moselle i Neurthe | ] station f station | Nosalle i Meurthe
| épuration | épuration i | | épuration \ fpuration i
l T T T l T
| 1 507 | | ] 190] | |
| " | | 1 ] T
1 1 286 | 282,9 | 12,8 | 2.5 270 i 57 | 1,6 5,1
|
| 8 § 430,8 —Jr Sb.6 Il 22,5 : 45,0 nz } 154 : 2,9 13,9
!
i 7 128 617,3 T‘ 3.53 : 35,8 ll 80,4 | 3180 { 13 i e | 1%
|
| 192 128 617,3 ; 10,7 I 45,0 : 90,0 ! 4 530 l 268 ‘| L3 } 128,68
= 160 i : 56,6 : 128,6 | : 18,8 ‘{ 196,1
1 i ] l 1 [ 1
720
l 2 | | n,? | 10,7 1| | | 15,1 ) 156
|
I‘ 1320 | } | 45,0 } 45,0 { |r !l l 14,6 ll 164
ACIER
I T
I Ditersina- | £.coli par cal ]l { atp 10-3 ng par ca?
| Ourée tiang | L | ) T -
14" iamarsion | Entrlee | Snrt.u | } { { Entrée { Sortie } —{
Jen heures | 'sun?n | 'Stltx?n I Mosalle | Meurthe | station i station i Mosaile I Meurthe
i épuration i épuration | | | dpuration \ épuration |
i . I ! i
8 “s i ! !
| S BT T T
| X% | 1e,8 0,91 | 0,91 | 1,3 | } 9,1 } 2,4 } 0,20 i 2,7
i ] { IR |
| ALl ] 38,7 4,59 ! 4,55 1,82 | : 9.1 } 3,4 } 0,68 } 4,3
! T T T
| n 182,2 | 5,38 4,55 4,55 | { 88,8 I 19,1 : 2,08 : 21,2
| T
| 192 91,1 ] 1,6 2,50 27,33 l : 102 { S,6 2,96 l 25,1
! ! | |
{ 360 | i | 3,61 27,33 | | | 3,19 2,7
1 1 i |
720 i I
{ } i | 3,87 3,16 || | | 2,96 | 18,7
| | w 1 |
1320 T ]
| | | | 3,87 | 15,95 | | | 2,5 | 43,3




TABLEAU 7.19 suite 2 :

verat

| | . 2 1 -5 2
| Ditersina- | E.coli gar co || ATP 1077 ug par ca
{g‘: ""“:“M l Entrée : Sortis : v ]l' } : Entrée : Sartis {
[en heures i station | station i Moselle | Reurthe | station | station | Moselle ] Meurthe
| dpuration i épuration | | | épuration | épuration !
! | 1 | 1 ] i

8
|| $3.4 | { | 8,8 |
| 13 i 251,5 ]‘ 1,25 l 1,88 12,58 |[ 84,9 } 3.9 0,63 1,5
|
i 43 , 1572, ! 4,7 12,5 12,58 } i 660 ! 1.3 | 1,57 15,6
} n |[ &7 169,81 : 1,25 ] 20.6 | 1,86 L 503 13,0 I 1o 0.8
' 192 rla 867,9 ! 3,66 i 20,6 ! 12,58 10 6,7 7.8 v 53,5
| | | ! | |
: 0 | | D owas |z | I
% 1720 ]l ! b e 8.2 | ' | 1. T as
: 1320 } 12,8 ws || o 182
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DTEPURATION.
96

Figure 7.20. Matériaux supports :
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COLONISATION EN E.coli ET BIOMASSE TOTALE SUR DIFFZRENTS SUPPORTS ARTIFICIELS [MMERGES EN EAUX SUPERFICIELLES

Figure 7.21.
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Les variotions aentre les différents motériaux sont plus ou
moins accentudes suivant les durédes d'immersion : ainsi, aprés
192 heures d'immersion & l'entrée d'une station d'épuration, le
bois fixe 155 038,7 £. coli par cm2, alors que l'acier n'en fixe
que 91,1. Un classement des matériaux supoorts en fonction de la
quantité d'E. coli fixés au cours des différentes pédriodes
d'immersion est fourni dans le tableou 7.22.

Les classements des matdriqux supports suivant les quantités
d'E. coli fixds et le classement des supports suivant leur mouilla-
bilits ne reflitent aucune analogie. D'autre part, les quantités
d'E. coli fixés ne sont pas similaires, et le classement des
materioux différe légérement suivant la nature du milieu d'immer-
sion.

Pour les quatre types d'eagux, c'est sur le bois que la
quantité d'E. coli fixés est la plus importante.

Un classement des Juatre eaux d'immersion, en fonction des
quantités d'T. coli fixds oour une méme durde d'immersion, peut
dtre fait pour les matéricux supports testds. Adinsi, apras 192
heures, le classement est donné dans le tableau 7.23.

L'agptitude a la plus forte colonisation des différents
supports se manifsste toujours en antrée de station d'dpuration.
Le classement pour les trois autres types d'eaux n'est pas toujour.
analogue, et varie suivant les supports considérés.

La quantitdé d'S. coli fixds par em? sur le bois, & l'sntrée
de la station d'épurgtion, est de 155 038 £. coli par cm<,
quantité 8, SO et 173,9 fois supérieurs par rapport, respectivemen
5 la sortie de la staotion d'dpuration, & l'eau de lg Meurthe st

a l'eau de la Moselle.
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Classement
des matériaux
par ordre de
mouillabilité
ddcroissante

Tablegu 7.22.

Classement das matdriaux immergés in situ dans quatre types

d'equx,

en fonction des durées d'immersion.
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Classement des motériaux supports suivant la quantité d°*E. coli fixés por cm

2

Entrée station
d'épurction

Sortie station
d'épuration

Meur the

Moselle

Durée d'immersion

Durée d'immersion

Durée d'immersion

Durde d*immersion

24 heures] 192 heures] 24 heures 192 heures|| 24 heuras 192 heures|i 24 heures 192 heures
Boi Bois Bois Bois Bois Bois Bois Bois Bois

ois 38 759,6 155 038,7 3 488 19 379 465,1 3 100,8 290,7 891,4

c feh P.v.C. P.V.C. P.V.C. Caoutchouc_[ICaoutchouc P.V.C. Caoutchouc |Caoutchouc
aoutchouc 1 286,1 128 617,3 282,9 81,4 35,8 90,0 22,8 45,6
e.V.C Caoutchouc Verre Caoutchouc P.V.C. P.v.C. Caoutchouc P.V.C. P.V.C.
sV (586;3) 16 867,9 55,3 70,4 22,8 71,6 12,8 45,0
Aci Verre Caoutchouc Verre Verre Verre Acier Verre Verre
cler 251,5 1 628,6 1,2 3,4 12,5 27,3 1.8 20,4
v Acier Acier Acier Aciar Acier Varre Acier Acier
erre 2,4 91,1 0,9 1,6 1,3 12,5 0,9 2,5

I RO —— [N [ = ix ez cazm=znki: sssss .= Bagsssmasszsheascszzoo=a:d
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Tableau 7.23.

Classement des esaux en ronction de la quantité

sur les

sam=2

Caoutchouc

P.v.C.

~&5 par cm? aprds une immersion de 192 heures
cifférents supports testés,

Smman

Verre

Entréde station
155 038,7

Sortie station
19 379,8

Meurthe
3100,8

Entrée station

Entrée station

Entrée station

| 628,b 128 617.3

Sortie station Meurthe Maurthe
81,4 99,0 27,9
Meurthe Sortie station Moselle
.6 10,/ 2,5

Moselle Moselle Sortie station
49,8 45,0 1.6

L= czvmszascnccssndesacasinuisaasyasds cac s s s aaasan g

Entrés station
18 667,9
Moselle

20,4
Meurthe
12,5
Sortie station
3,46

CasEESSRSaS S =

001



- Corrélation entre le nombre d'E. coli fixés par em? et la
quantits d'A.T1.r. fixée par cm<.

La compargison des mesures d'E. coli fixds par cmz et de lo
quantité d'A.T.P. fixéde par em@ sur les différents matérigux
supports est effectuée & chaque prélavement.

L'analyse de corrélations susceptibles d'exister entre ces
deux variagbles peut &tre faite

- d'une part, en fonction du type de matériau support
considéré, indépendomment du lieu d'immersion,

- d'agutre part, en fonction des quatre types d'equx d'immer-
sion envisagés, qual que soit le type de matdériou support
considérsé.

Elle donne lieu aqux représentations graphiques reportées
qux figures 7.24 et 7.25.

L'observation grophique des nugges de points obtenus montre
que la dispersion des points suit une direction rectiligne.

L'analyse des corrdlations linéagires obtenues entre le nombr
d'E. coli fixés par cm? et la quantité d'A.T.P, par cm?, en tengnt
compte, dans un premier c¢ags, de la nature du matériau support
guel que soit le lieu de prélévement et, dans un second c¢as, du
type d'egu d'immersion quelle que soit la nature du matériau,
est reproduite dans le tableau 7.26.

Une corrélotion linéaire existe dans tous les cas examinés.
Suivant les différents matériaux, elle est variable ; il existe
une plus forte corrédlation entre le nombre d'S. coli fixés par cm
et la quantité d'A.T.P. fixde par cm< pour l'acier et ls P.V.C.:
par contre, elle est plus faible pour le bois et le ccoutchouc.

Si 1'on considére les quatre types d'saux d'immersion, il
existe une corrélotion plus intense dans les ecux de riviédres
Meurthe et Moselle que dans les edux usées.




Figure 7.26 : E.coli Fixés en Fanction d'ATP Fixés sur les différents supports iamergés dans les

4 ailieux hydrigues.
ydrieu - 102 -
| " 1
| Matériaux supports : |
| e bois |
| = caoutchouc |
| g P.v.C. |
E & acier {
® verre
| ! |
E.coli Fixés par ca? E.coli Fixés par cal
. Hosellel l Meurthe |
| |
1000 | 1000 J
100 J 100
10 10
.
»
o Y y
1000 10 100 100
Concentration en ATP 10-5 ug
par cal
100000 E.coli fixés par cal E.coli fixéds par cnl
goaQe
a
Entrée station e | Sortie stati
d'épurati a ortie station a
10000 j_o feuration | 100004 d'épuratian
g i I
.
* a
1000 4 10004 a
aQ
1004 1004
* a
10 104
- L)
. . [m]
-
- _a * s i
v Y y v r
10 100 1000 10 100 1000

Concentration en ATP 105 ]
par cm?



Figure 7.25 : E.coli Fixés en fonction de L'ATP Fixé sur les différents matériaux supports iamergés dans les

quatre milieux hydriques
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Tableau 7.26.

Analyse des coefficients de corrélations
linégires entre le nombre d'E.

par sz

coli fixéds
= . cos1

at la quantité d'A.T.P. fixée par

cmz, en fonction de la nature du matéricu
support et du type d'eau d!immersion.

- 104 -

Ordonnée a Coefficient Limite de
Pente l'origine de corrdélation confiance
i 3 95 %

!
Bois 0,825 - 0,327 0,596 0,461
Caoutchouc 0,582 0,808 0,663 . 0,461
P.V.C. 0,639 Q0,408 Q,772 0,461
Verre 0,449 0,641 0,739 | 0,461
Acier 0,796 0,195 0,774 % 0,461

Entrée station é :

d'dpuration 0,582 0,508 0,773 i 0,438

!

Sortie station i
d'épuration 0,416 0,931 0,670 | 0,506
Meurthe 0,844 0,484 0,903 ; 0,357
Moselle 0,687 - 0,124 0,853 . 0,357

moaw zmk
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VIII. OISCUSSIONS

Lo méthode électrochimique développée par WILKINS et al.
(1974) pour dénombrer les E. coli a été adaptée pour quantifier
les £. coli fixés sur supports immergés. Les résultats obtenus
peuvent amener trois types de commentagires relatifs

- & lg méthode instrumentale mise en oeuvre,

- 4 1'influence des caractéristiques du milisu et des diffdédrents
matérioux supports choisis, en laboratoire et en culture pure.
Les possibilitds de contrdler les paramétres indépendamment les
uns des autres sont facilitées et permettent de dégager leur
importance,

- & la possibilité d'employer cette technique instrumentale pour
dénombrer les E. coli fixés in situ parmi une population hétéro-
géne ol les fluctuations du milieu sont multiples.

VIII. 1. Utilisation d'une méthode instrumentale pour guantifier

les =. coli fixés sur supports.

VIII. 1.1. Le temps de latence.

Les résultats ootenus en culture pure montrent gue le temps
de latence avant le saut du potentiel est une fonction linéaire
du nombre d'S. coli introduits dans la cellule de mesure, soit :

- libres dans le milieu agueux,

_ fixds & l'électrode indicatrice d'hydrogéne ou fil de
platine,

- fixés a d'autres éléments supports ; cette utilisgtion est
moins restrictive et plus représentative de situctions
envisageables dans les milieux récepteurs.

Les résultats, comparctivement a ceux obtenus par WILKINS et
al. en 1974, 1976, 1978 et 198U, montrent ¢certagines divergences
dans les valeurs de temps de latence, de pente et d'ordonnde
l'origine.

I1 semble hasardeux de comparer des résultats ou les tempé-
ratures d'incubation sont différentes ; les valeurs citées par
#ILKINS et al. mentionnent les résultats d'expériences faites -1
37° C.
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Les expérimentations successives de WILKINS et al. mettent
1'gccent sur la nécessité de contrdler les conditions opératoires;
des courbes d'étalonnage dissemblables peuvent étre obtenues avec

des eaux ce minéralisations différentes.
11 semble indispensable, pour une vulgarisation de cette

méthodologie, de standardiser l'appareillage et les conditions
opératoires.

VIII. 1.2, Lo dérive du.potentiel.

Les expériences de WILKINS et al. ne donnent pas d'informa-
tion sur le saut de potentiel de 1'slectrode indicatrice.

Il est apparu indispensable de vérifier si le saut de
potentiel est en relagtion $troite avec le nombre d'E. coli présents
dans la cellule de mesure.

Les résultats obtenus indiquent une dépendance entre le nom-
bre d'E. coli présents dans la cellule et le début de la dérive du
potentiel ; la valeur obtenue de 6 . 109 £. coli/ml correspond
sensiblement 3 la valeur de 1'ordonnée a l'origine de la droite

de régression tracée dans le cas d'une expérimentation & 44° C.

L'hypothése peut stre formuléde, le temps de latence exprime
la temps nécessaire pour attaindre, par multiplication cellulaire,
la gquantité d'E. coli ndcessaire aqu sout du potentiel. Les dis-
gressions obtenuss dans les résultats peuvent srovenir de paramétre
affectant la vitesse de multiplication cellulaire.

VIII. 1.3. Comparaison de la méthode électrochimigus avec
d'autres mathodes de denombrement des E. coli.

Les résultats, entre la métnode électrochimique et la techni-
jque utilisant le nombre le plus probable, montrent qu'il ast trés
maladroit de corréler des résultats ou les limites de confiaonce
sont amples ; wILKIN3ON et BOYKIN, en 1980, font les mémes remar-
gques en comparant 3 la fois ces deux méthodologies, mais également
1o méthode de filtration sur membrane.

La méthode dlectrochimique subit également les erreurs cues
3 1l'appréciation du saut de potentiel ; dans le cas de catte 3tuce
l'utilisation d'un enregistreur 5 déroulement minimum de 2 cm par

heure o permis de mieux contrdler ce pargmétre.

ViII. 2. Influence du milieu 2t ce 1a nature du support sur 1la
cinstique de fixation des . Coli. £SSais en lgboratoire.

VIII. 2.1. Influence de la concentration en . coli.

Un ensemencement initial 10C fois supérieur est traduit pour
ltensemble des supports, gorés 48 heures d'immersion, par une
quantité pripondérante en E£. coli fixés de 4 & 30 fois plus
importante.
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FLETCHER (1$77), sur Pseudomongs en milieu marin avec un
ensemencement 50 fois supérieur, aprés deux heures d'immersion,
note gue le polystyréne fixe trois fois plus de Pseudomongs.

De méme CHARACKLI3Z (1981), FLETIHER {1980), mARSHALL (1971),
HEUKELEKIAN et CRUSBY (1956), ont montré une augmentation de la
fixation des boctéries, en relation avec une quantité de baoctéries
libres au départ plus grande. CAARACKLIS (158C) souligne que cette
différence est significative et sensible aans les premiéres heures
de mise en contact, mais pour des durédes d'immersion bsaucoup plus
longues cette différence s'estompe.

L'agttribution de cette supériorité a coloniser des plaquet-
tes support, dans un milieu ricne en bactéries, résulte des possi-
bilités accrues de contact, en particulier pour les bactéries

mobiles.

Les Daoctéries libres & long terme se multiplient ; il est
tres difficile de démontrer la part réelle des bactéries libres
se fixant et la part des boctdries fixdes se multipliant. De plus,
Qu cours du temps, des lyses et des décrochements de bactéries
peuvent avaoir lieu.

Tres certainament, la concentration 2n E. coli est prépondé-
rante dans la phase initicle de fixation, mais au cours de temps
d'immersion plus longs, il convient d'utiliser prudemment ce
paramétre.

VIII. 2.2. Influence de la concentration an matiéres
arganigues du milieu.

Plusisurs thsdories ont été émises, dont l'une rejoint les
rdsultats obtanus : l'aougmentation du toux de mgtiéres organiques
de 20 & 20C mg/l se traduit, gprés 72 hesures d'immersion, par une
quantité d'S. coli fixés de 1,8 & 73 fois plus importante.
HEUKELEKIAN et CROSBY (1956) notent une constatation similaire
dans le cas d'addition de glucose et de peptone, éléments facile-
ment hydrolysadbles.

MARSHALL (1971) émet certaines restrictions au-deld d'une
certaine limite ; dans le cas d'une augmentation supérieure &
30 mg de carbone, on constate une inhibition de la fixation des
bactéries.

Las rédsultats sont en contradiction avec la thdorie selon
laquelle la fixation des pactéries & des supports est favorisée
par des milieux corencés et pauvres en éléments nutritifs.

L'attribution d'une fixation plus forte en 2. coli lors d'une
augmentation en matidres organigues peut 3tre due agu Tait que les
£. coli dégradent facilement ces matidres organigues en favorisant
Jeur croissance, st rejoint 1'hypothése émise dans le paragraphe
précédent : un plus grand nombre de bactéries =5t favorable 3 la
fixatien.



VIII. 2.3. Influence de la mindralisation.

L'aptitude : la colonisation des supports est favorisée
pour les . coli dans une eau bicarbonatde calcique : aprés 48
heures d'immersion, la quantité d'E. coli fixds est 3,5 fois supé-
rieure par rapport a une eau dure sulfatée, et 48,9 fois plus
importante gque dans une eaqu douce. ’

Lo présence de cations bivalents dans le milieu, en parti-
culier de Ca¥™™", a un effet bénéfique sur la fixation irrédversible
(1971), l'intégrité de la paroi cellulagire n'est pas modifide,
mais il n'est pas certain gue les ecctions bivalents soient néces-

saires a4 la biosynthédse des polyméres.

MARSHALL {1971) souligne l'effet nul des cations bivalents,
en particulier Ca**, dons la phase réversible. Les mesures des
essais expérimentagux ont commencé aprés 8 heures de contact, délai
certainement trop long pour vérifier ce point.

Pourtant ces cations peuvent servir comme éléments favorisant
une diminution de l'époisseur de la double couche ionique, et peu-
vent contribuer & diminuer les forces répulsives entre la surface
du solide et la surface des bactéries.

L'association de cations at d'anions divalents en nombre
élevé est moins favorable gu'une présence de cations seuls ; les
résultats expérimentaux mentionnent ces différences entre une eau

dure calcique et une egu dure bicarbonatdée sulfatéde.

Une eaou douce faiblement ionique ne favorise pas la fixaotion
des €. coli ; l'incidence principcle peut en &tre une déficience
daens la synthéese des polysaccharides ou une déstabilisation de la
paroi cellulcire, 1'énergie libre de surface demeure trop grande
et ne permet pas a la cellule bactérienne d'étaclir des liaisons
stacles ou agutre possibilité, ce sont des modifications dans la
composition membranaire impliquée dans lo fixation.

ViII. 2.4. Influence du on.

L'optimum, pour la fixation des €. coli aux supports, se
situe & pH 7, puis viennent, par ordre decroissart, l'ecu 3 pH 3,
et 1'eqgu a pH 8,5, Les quantités d'E. coli fixdes pour l'acier,
aprés 48 heures d'immersion, sont 3 pH 7, 67,2 fois plus importan—
tes que pour une eau g pH 8,9 et 2,6 fois plus importantes gue
dans une eau a pH 5.

MARSHALL (1971) souligne ce fait : une meilleure fixation de:
bactéries ou voisinage de la neutralité du pH.

DANIELS (1980) démontre une meilleure fixation & un pH entre
3 et 6 ; les résultats sont guelqgue peu différents, mais une bonne
fixation est possible 3 un pH plus acide qu'alcalin ; les résultat
expérimentaux confirment ces constatations.

L'influence du pH intervient particulidrement dans le degré
de ligison des ions et dans 1'intégrité de la paroi cellulaire.
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VIII. 2.5. Influence de la température.’

Les résultots obtenus démontrent une meilleure fixation &
20° C qu'd 10° C. FLETCHER (1977) constate une fixation optimale
3 des températures élavédes voisines des conditions idéales de
croissance ; le nombre d'£. coli a 1C° C est de 4,55 Z. coli par .
em?, glors qu'a 2C° C le nombre d'Z. coli fixés atteint 14,8 par em=
Une £ldvation de température se traduit par une acugmentation de
capacité et de vitesse de fixgtion, une chute ce température o un
effet inverse. La rdversibiliti de la fixotion en fonction de la
température ne semble toutefois pas totale ; la capacité de fixa-
tion, & une température déterminde, est quelque peu fonction de
" J'nistoire thermique " du milieu, dans la gamme de température
prospectée de 10 a 20° C.

L'influence de la température a un effet particulier sur la
viscosité du milieu, diminuant l'efficacité de fixotion des bacté-'
ries aux matérigux supports. L'affet le plus positif d'une éléva-
tion de température st l'augmentation des adsorptions chimiques,
mais aussi physiques ; d'aoutre part, la température a un effet
bénéfigue sur la physiologie des bactéries en favorisant leur
croissance.

VIII. 2.6. Influence de la nature des matérigux.

Dans la majorité des expérimentations, les différents matériat
dtudids : PVC, bois, caoutchouc, verre, acier inoxydable, ont des
comportements similaires.

teilleure fixation pour le bois, support le plus mouillable.
Les controverses enregistrées par différents aguteurs, concernant
1'hydrophobicité et l'aptitude 4 la fixgtion, montrent qu'outre la
mouillabilité, il faut tenir compte ce la charge des matdriaux.
D'autre part, l'état de surface des matédriaux est modifié par les
conditions expérimentales.

Pour juger des propridtés des différents matérigux, il faut
dégalement considérer les conditions nutritionnelles du milieu ; la
présence de matidres organiques peut également modifier les pro-
pridtés de surface des différents matérigux.

VIII. 3. £s30is in situ.

La compargison du nombre d'E. coli fixés par unité de surface
dans l'eau de riviere non pollude et dans le milieu le plus conta-
miné dtudid, - entrde de stotion d'épurgtion urbaine, - montre dsas
valeurs 10 fois plus faibles pour l'acier, 1.0 & 1LU fois plus
faibles pour le verre et le bois, 1000 fois plus faibles pour le
PVC et le caoutchouc, en milieu peu contamine qu'en milieu forte-
ment contaminé bactériologigquement.
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L'importance des motidres organiques bioddgracables semble,
tout comme dans les essais de laoborgtoire, avoir une importance
primorciagle.

Lag multitude des autres poramétres gui s'interconnectent ne
permet pas de tirer des informgtions suffisantes pour attribuer
une importance particuliére & l'un ou 3 l'agutre.

Le peu de rédsultats expérimentaux obtenus in situ n'aqutorise
pas de conclusicns géndrales. Les conditions de laboratoire ne
peuvent &tre transposdes intégralement & un milieu hétdrogéne
complexe.
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IX - CONLCLUSIONS

Lo détection slectrochimique pour quantifier les £. coli,
et plus particuli@rement ceux fixés & des supports solides immer-
gés, a été mise Qu point et a permis de dégager les conclusions
suiventes :

Le saut du potentiel de l'dlectrode indicatrice correspond
3 une quantité bien précise de 6 . 10° E. coli, qui doivent &tre
nécessairamant présents dans la cellule.

La fixagtion des E. coli & des supports, Guelle que soit leur
nature, obéit @ une cindtique relagtivement bien définie et gui se
caractérise par une fixation rapide du nombre des £. coli pendant
la période de 24 & 72 heures. Les maxima observés qtteignent
4651 2. coli par e¢m? dans le meilleur des cas, contre 4,5 €. coli
dans le cas le plus défavorable.

L'influence des caractéristiques suivantes, relatives gux
supports solides, a été mise en dvidence

Les différents matérigux solides &tudids : PVC, bois,
caoutchouc, verre et acier inoxydatle, ont des comportements rela-
tifs identiques dans les diverses conditions expérimentales. Il
gpparait aginsi que le cacutchouc, le PVC, et polus sarticulidrement
le bois, ont une grande aptitude 3 fixer ces bactéries, contraire-
ment au cas du verre et de l'acier inoxydable, oU la fixagtion est
nettement moindre.

La fixation des £. coli dans des conditions expérimentales
. - Ze o3 ; s
et in situ s'effectue d'autant mieux Gue le matédriau est plus
mouillable, comme dans le cas du bois, mais pour les agutres maté-
rigux supoorts, il n'y a pas de relation dirscts avec l'indice
de mouillabilité.

L'influence des caractéristigues du milieu hydrigue montre
que :

. La concentration en bactiries, dans le milieu aqueux mis en
contact avec l=5 solices, intervient de fagon imoortante sur le
nombre de bactdriss fixdes.

. Lo pr<sence de matiéres organiaues diodégracables en solution
Qugmente le nombre de bactéries fixdes.

. La présence d'autres micro-orgonismes due =. ¢oli semble jouar
un rdle positif sur le fixst:on d2s oactéries.
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. La fixation est influencde par le pH. L'optimum de fixation en
culture pure se situe au voisinage de lg neutrglité. Un écart-
par rapport 3 la neutralité se manifesta par une moindre fixa-
tion des €. coli '; le phdnoméne est plus marqué en milieu alcalin

Le protocole expérimental 4tabli ne permet pas de classer
les diffdrants paramétres par ordre d'importance.

Il convient de souligner qu'il est toujours trés hasardeux
de transposer les conclusions obtenues dans des conditions expéri-
mentales de laboragtoire G l'échelle du milieu hydrigue. Lss
résultats obtenus sont fragmentaires et ne permettent pas de
conclure sur des situations générales ou méme particuliéres. Dans
la perspective d'une recherche appliquéde, seuls les essais de
terragins peuvent &tre proposés pour permettre de dégager des
connaissances plus précises sur les cindtiques de fixation des
E. coli sur supports.
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