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Editorial

Les biofilms:

Thomas Egli, microbiolo-
giste, dirige de maniére
intérimaire le département
de «Microbiologie environ-
nementale».

calamité ou providence?

Les dents déja rapeuses peu apres leur brossage, le réservoir d'eau
de la cafetiére expresso ou de I'humidificateur d'air constamment
visqueux, la pierre glissante qui nous a fait prendre un bain involon-
taire dans le ruisseau que nous voulions traverser: autant de situa-
tions qui nous ont tous agacés un jour ou l'autre. Nous devons tous
ces désagréments a la croissance des habitants les plus petits de
la Terre, les microorganismes. Il est établi que ceux-ci s'installent
sur toutes les surfaces possibles et imaginables, généralement
sous la forme de communautés appelées biofilms. Ces derniers
peuvent étre de taille tres variable, allant de la micro colonie formée
de quelques cellules a la couche de plusieurs millimetres ou méme
de plusieurs centimetres d'épaisseur dans laquelle les microorga-
nismes sont englobés dans une gangue visqueuse.

Ce qui fascine dans les biofilms, c’est qu'ils rassemblent sur
un espace des plus réduits et a leur bénéfice mutuel des organis-
mes appartenant aux groupes les plus différents sur le plan physio-
logique, comme les bactéries, les algues et les champignons. La
forme d'existence offerte par le biofilm est particulierement avan-
tageuse: les organismes se pourvoient souvent mutuellement en
nourriture et se protégent des prédateurs et des biocides tout en
tirant bénéfice de la gangue visqueuse qui leur permet de mieux
résister aux situations de stress comme le desseéchement. D'un
autre coté, le biofilm présente aussi des inconvénients comme
I'immobilisme ou la restriction des transports de nutriments.

La question de savoir si les microorganismes choisissent déli-
bérément cette vie sédentaire ou si cette sédentarisation est plu-
tot un processus imposé par les circonstances divise le monde
scientifigue en deux camps opposés. Cette querelle occupe les
scientifiqgues depuis déja plus de trente ans.

Mais quelle que soit la stratégie a I'origine du phénomeéne,
la différence entre le «bien» et le «mal» est bien souvent difficile
a distinguer. La formation de niches anaérobies dans lesquelles
s'amorce la corrosion des conduites métalliques, les problemes
d'hygiene dans le réseau de distribution d'eau potable, les pro-
blemes médicaux dus a la colonisation microbienne d'implants et
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cathéters, la réduction de I'efficacité des échangeurs thermiques
et I'augmentation de la résistance a I'avancement des bateaux
suite a la colonisation de leur coque ne sont que quelgues exem-
ples des effets indésirables des biofilms. A I'opposé, les biofilms
jouent un réle décisif dans |'auto-épuration des cours d'eau natu-
rels. Ils trouvent une application dans les stations d'épuration ou,
fixés sur des supports particuliers a grande surface de contact, ils
sont chargés d'éliminer les polluants dans les eaux usées. Les éco-
toxicologues cherchent a utiliser les biofilms pour évaluer le degré
de contamination des eaux par certains polluants. Les fabricants
de cosmétiques profitent de la capacité de certains constituants de
la matrice visqueuse a stocker I'eau pour augmenter la teneur en
eau des cremes de soin sans que celles-ci perdent en volume et en
onctuosité.

Les recherches tres actives menées au cours des dernieres
décennies nous ont beaucoup appris sur le comportement des
microorganismes au sein des biofilms. Mais ce mode d'existence
garde malgré tout une grande part de mystere et ne cesse de nous
étonner. Certains aspects et résultats de la recherche dans ce
domaine sont exposés dans ce nouveau numéro des Eawag News.
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Article thematique

Les biofilms sont
omniprésents

Oskar Wanner, spécialiste de I'analyse des systémes et
chercheur au département de«Gestion des eaux dans

les zones urbaines» et Martina Bauchrowitz, biologiste et
rédactrice de I'Eawag News.

La plaque dentaire que nous éliminons par le brossage des dents n’est

autre qu’'un biofilm bactérien. Si nous ne nous soumettons pas a ce

nettoyage quotidien, notre haleine se charge, nos gencives s'enflamment

et nos dents finissent par étre parsemées de caries. Tout cela est bien

connu. Mais savez-vous aussi que les biofilms jouent un role tout a fait

positif dans bien des domaines?

Les biofilms sont des assemblages de microorganismes colonisant
des supports solides en milieu humide ou aqueux [1]. On les ren-
contre dans les endroits les plus divers tels que les cours d'eau, les
réseaux de distribution d'eau potable, les stations d'épuration et
les nappes d’'eau souterraine mais ils interviennent aussi dans
certaines applications techniques et médicales. lls se présentent
également sous les formes les plus diverses, pouvant s'organiser
en minuscules colonies isolées ou au contraire en pellicules de plu-
sieurs millimétres d'épaisseur. Les biofilms sont en interaction
constante avec leur environnement. Ainsi, s'ils sont directement
influencés par les caractéristiques physico-chimiques du milieu,
ils sont également capables de le modifier de facon sensible. C'est
exactement ce qui se produit dans la cavité buccale: I'humidité et
|"apport régulier de substances nutritives constituent des condi-

Biofilm hétérotrophe issu de la Saale. En rouge = bactéries filamenteuses;
en vert = matrice du biofilm.
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tions idéales au développement de biofilms sur les dents. Ceux-ci
transforment les sucres en acides qui ne peuvent étre évacués
puisque le biofilm constitue en lui-méme un obstacle au transport
des matiéres. C'est ainsi que s'installe un milieu acide particuliére-
ment agressif pour I'émail des dents.

Les avantages de la vie en biofilm. Les microorganismes qui
adoptent un mode de vie sessile vivent et se reproduisent de pré-
férence la ou la nourriture est abondante. A I'inverse, les organis-
mes en suspension libre sont emportés facilement. C'est pourquoi
la densité de microorganismes est beaucoup plus élevée dans un
biofilm qu’en suspension. Mais le biofilm ne protége pas unique-
ment de la dérive mais également de I'action de biocides et autres
substances toxiques. Il semble en effet que ces toxiques soient
piégés dans la couche de mucus (dans laquelle sont englobés les
microorganismes) et ne puissent ainsi pénétrer dans les cellules.
D’un autre coté, le biofilm est le lieu privilégié de réactions de
synergie, c'est-a-dire d'action conjuguée de microorganismes d'es-
péces différentes: la nitrification est par exemple un processus tres
important pour I'épuration des eaux qui se déroule en deux étapes
correspondant tout d'abord a la production de nitrites a partir
d'ammonium par des Nitrosomonas, puis a la transformation de
ces nitrites en nitrates par Nitrospira. Le biofilm présente un grand
avantage pour Nitrospira en lui offrant une proximité immédiate
avec les producteurs de son substrat.

Constitution des biofilms. Au vu de tous ces avantages, il n'est
guére étonnant que les microorganismes affichent une préférence
nette pour la vie en communautés sessiles [2]. Celles-ci abritent
des bactéries, des algues, des amibes, des ciliés et des mycéetes
dans toutes les combinaisons possibles et imaginables. Les bio-
films éclairés par la lumiere du soleil sont en majeure partie domi-
nés par des organismes phototrophes tels que des algues ou des
cyanobactéries qui pratiquent la photosynthese et élaborent leur
biomasse a partir de substances minérales. Ils constituent de ce
fait un maillon de base tres important de la chaine alimentaire. Les
biofilms qui se forment en I'absence de lumiére abritent principale-
ment des bactéries hétérotrophes qui dégradent la matiere orga-
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Biofilm photoautotrophe d'eau douce. En fuchsia = autofluorescence des cyanobactéries;

en bleu = autofluorescence des algues vertes; en vert = matrice du biofilm.

nique, mais également des bactéries chimiotrophes capables de
transformer certaines substances minérales.

Dans les biofilms, les microorganismes sont englobés dans une
matrice visqueuse. Cette gangue constituée de polymeres extra-
cellulaires ou EPS («extrapolymeric substances») est sécrétée par
les organismes eux-mémes. Les EPS renferment en majorité des
polysaccharides macromoléculaires et en moindre mesure des pro-
téines, d'autres hydrates de carbone comme par exemple |'acide
uronigue ainsi que de petites quantités de lipides et d'acides nucléi-
ques.

Les biofilms sont parcourus d'une multitude de pores et canaux
et présentent une surface tres irréguliere formée de structures en
forme de tulipes, de champignons ou de coraux. Au sein des bio-
films, des gradients trés marqués peuvent également apparaitre.
Ces gradients d'oxygéne, de substrats, de pH ou autre, peuvent
conduire au développement et a la juxtaposition de communautés
microbiennes clairement délimitées et tres différentes sur le plan
physiologique. Le transport des substances au sein du biofilm se
fait par diffusion et par advection, c’est-a-dire par mouvement avec
|'eau dans le réseau de pores et canaux. Les biofilms sont enfin
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caractérisés par une grande dynamique interne. Les microorganis-
mes se développent, se déplacent au sein du biofilm, meurent,
sont consommés ou se détachent et sont entrainés. Ces proces-
sus induisent une alternance perpétuelle de phases d’'extension et
d’amincissement du biofilm.

Les biofilms: des structures complexes. La grande variabilité des
communautés microbiennes qui composent les biofiims et la
multitude des processus biologiques et physico-chimiques qui s'y
déroulent induisent une grande complexité structurelle. C'est cette
complexité qui rend leur étude expérimentale particulierement
difficile, celle-ci ne pouvant étre effectuée que sur des biofilms a la
structure parfaitement intacte. Face a ces difficultés, les modeles
mathématiques constituent alors des instruments de valeur per-
mettant d'exprimer de fagon quantitative la vision que nous avons
de ces systemes et d’en vérifier la validité par comparaison avec les
résultats expérimentaux disponibles. Des modeles et des program-
mes de simulation des biofilms ont été développés a I'Eawag et
sont aujourd’hui largement utilisés de par le monde (cf. I'article
d'Oskar Wanner, p. 8).

Les biofilms fluviaux: lieux privilégiés d’activité biologique.
Dans les cours d'eau, les biofilms autotrophes principalement
composés d'algues se développent sur le fond du lit tandis que
les biofilms hétérotrophes a dominante bactérienne occupent ma-
joritairement I'espace interstitiel sous la surface du lit [3]. En tant
que producteurs de biomasse et décomposeurs, ils constituent un
maillon vital de la chaine alimentaire. Dans le Tagliamento, I'un des
derniers fleuves sauvages et préservés d'Europe qui s'écoule au
nord-est de I'ltalie, Michael Doring a cherché a savoir quelle était

Biofilm photoautotrophe d’eau douce. En fuchsia = autofluorescence des cyano-
bactéries; en bleu = autofluorescence des algues vertes; en vert = matrice du
biofilm.
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I'influence des échanges d’eau entre la masse d’'eau en écoule-
ment et I'espace interstitiel sous-jacent sur le développement et
|"activité des biofilms (cf. article p. 11).

Au fond de nombreux lacs on trouve un dépét blanchéatre de car-
bonate de calcium communément appelé «craie lacustre». Sabine
Sibler et Maria Dittrich ont cherché a en déterminer I'origine (cf.
article p. 14), soupgonnant une implication des EPS des cyanobac-
téries dans le processus de précipitation du carbonate de calcium.
Ce groupe de bactéries constitue la majeure partie de la biomasse
phytoplanctonique des lacs et mers pauvres en éléments nutritifs.
Les résultats de I'étude indiquent que les bactéries jouent un réle
non négligeable dans le cycle des métaux dont elles sont en me-
sure de réduire les concentrations dans |'eau. Elles participent ainsi
de maniére décisive a l'activité d'auto-épuration des lacs.

Pres de 70% de I'eau potable que nous consommons provient
des réserves d'eau souterraine. Lors de son passage dans le sous-
sol, I'eau subit une épuration naturelle par I'action de biofilms avant
d'étre captée. Dans une certaine mesure, les biofilms peuvent
étre utilisés de fagon ciblée pour épurer les nappes d'eau souter-
raine contaminées, a la suite d'une pollution chimique accidentelle
par exemple. Quand les polluants sont biodégradables, il est pos-
sible d'injecter des microorganismes spécialisés dans l'aquifere
concerné dans le but de les faire s'y installer et utiliser les polluants
comme source d'énergie a défaut d'autre substrat.

Les biofilms comme indicateur de pollution. L'écotoxicologie fait
souvent appel aux microorganismes pour déterminer le degré de
pollution des cours d'eau ou le risque représenté par les substan-
ces toxiques. Dans ce contexte, les biofilms fluviaux constituent
des modeles trés intéressants: d'une part, parce qu'ils jouent un
réle central dans le bilan de matieres et qu'ils interagissent avec les
toxiques, d'autre part parce gu'en tant qu’éléments biologiques
fixés dans le milieu, ils ont la faculté d'accumuler les polluants
éventuels sur de longues périodes et donnent ainsi une indication
sur le degré de pollution chronique de leur habitat. Une équipe de
I'Eawag tente actuellement d'évaluer la capacité des biofilms a
servir d'indicateur de stress métallique.

L'article de Sébastien Meylan (p. 19) traite d'un projet de terrain
de I'Eawag. Les sédiments du Furtbach dans le canton de Zurich
présentent une contamination au cuivre et au zinc. Lorsque |I'écou-
lement s'amplifie sous I'effet de fortes pluies, les sédiments sont
agités par les remous et les métaux sont libérés dans les eaux. Les
biofilms réagissent trés rapidement a ces nouvelles conditions
environnementales. Peu apres le début de la pluie, leurs concentra-
tions en métaux augmentent déja de fagon significative. D'autres
études expérimentales montrent que les algues des biofilms réa-
gissent au stress métallique par la formation de phytochélatines,
des polypeptides qui neutralisent les métaux en les liant (cf. article
de Séverine Le Faucheur p. 22).

Les métaux provoquent donc des réactions au niveau cellulaire.
Mais les organismes entiers en sont-ils également affectés? C'est
a ce niveau qu'intervient I'étude amplective menée par Renata
Behra (cf. article p. 16). Son objectif est de mettre en évidence des
réactions secondaires au niveau de la communauté (modification



de la diversité spécifique, inhibition de la photosynthése, etc.) pour
tenter d’établir un rapport de causalité entre le stress par les mé-
taux et les effets au niveau écologique.

Les biofilms dans les stations d’épuration. Les microorganismes
jouent un role essentiel dans I'épuration des eaux de par leur capa-
cité a dégrader les polluants véhiculés par les effluents. En Suisse,
cette activité est principalement mise a profit dans le procédé des
boues activées dans lequel les bactéries forment des flocs de
jusqu’a 2 mm de diametre maintenus en suspension dans des bas-
sins d'aération. Ces flocs peuvent contenir des millions de bac-
téries. Etant donné qu'ils présentent des structures et processus
typiques des biofilms, ils sont souvent qualifiés de «biofilms en
suspension». Dans son projet, Reto Manser a cherché a savoir si la
taille des flocs avait une influence sur les communautés bacté-
riennes formées et donc sur le degré d'élimination des polluants
(cf. article p. 28).

Mais la Suisse met également en ceuvre de véritables réacteurs
a biofilms pour I'épuration des eaux. Dans ces bioréacteurs, les
microorganismes viennent se fixer sur des supports mis a leur dis-
position. Adriano Joss s'est attaché a caractériser la dégradation
des micropolluants dans la station d'épuration d’Altenrhein (cf. arti-
cle p. 24). Dans cette station, la moitié des effluents est traitée
dans un systeme a boues activées classique tandis que l'autre
moitié est épurée dans un réacteur a biofilms nettement moins
encombrant. La question était alors de savoir si les deux systemes
présentaient la méme efficacité d'épuration.

Biofilms indésirables. A c6té de ces aspects utiles, les biofilms
peuvent aussi avoir des effets trés désagréables. Ainsi, les biofilms
se développant dans les réseaux d'alimentation en eau potable et
dans les systemes de climatisation peuvent abriter des légionelles
agents de la trés redoutée légionellose. Dans le domaine médical,
les biofilms peuvent se former dans les appareils, les canules ou
les implants comme les pacemakers et provoquer des infections ou
réactions de rejet chez les patients. On tente d’empécher la coloni-
sation par les bactéries en intervenant sur les propriétés des sur-
faces, par modification de leur rugosité ou par traitement préalable
des cathéters avec des antibiotiques par exemple.

Les équipements techniques et les batiments ne sont pas épar-
gnés non plus. Les attaques d'algues et de champignons imposent
des mesures fort coliteuses de rénovation et de restauration des
fagades et monuments. Les biofilms qui se fixent sur la coque des
bateaux augmentent la résistance a I'avancement et induisent une
consommation supplémentaire de carburant. Les bactéries sulfato-
réductrices sont al'origine de la corrosion perforante des matériaux
meétalliques qui occasionne des dommages considérables. On es-
time que tous ces phénomenes regroupés sous les termes de bio-
fouling et de biocorrosion occasionnent ne serait-ce qu'aux Etats-
Unis des dégats d’'un colt annuel de 200 milliards de dollars [4].

Les biofilms qui se développent sur les échangeurs de chaleur
en limitent fortement I'efficacité. Les appareils installés dans les
égouts afin de récupérer la chaleur des eaux usées sont particu-
lierement exposés a ce risque, la grande richesse de ces eaux en
nutriments étant particulierement favorable a la croissance micro-

Biofilm chimioautotrophe de boues activées. En rouge = bactéries; en vert =
matrice du biofilm.

bienne. Une étude a donc été menée a I'Eawag pour tenter de dé-
terminer une technique de régulation du développement des bio-
films sur ce type d'échangeurs thermiques (cf. article de O. Wan-
ner, p. 31). Les résultats ont montré que le biofilm pouvait étre en
grande partie éliminé grace a une amplification du cisaillement
provoqué par une augmentation de la vitesse d'écoulement des
effluents. Le nettoyage mécanique reste donc I'un des moyens
les plus efficaces de lutter contre les biofilms indésirables, comme
celui qui se développe sur nos dents. 00O

Les photos prises au microscope confocal a balayage laser ont été
gracieusement mises a notre disposition par Thomas Neu de I'UFZ
de Leipzig [5].
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Recherches actuelles

La modeélisation des bio- |

films: un outil de recherche

Oskar Wanner, spécialiste
de l'analyse des systemes
et chercheur au départe-
ment de«Gestion des
eaux dans les zones urbai-
nes».

Les modeles mathématiques sont des outils tres précieux de la recherche scientifique. Ils

facilitent I'exploitation des données et livrent une représentation quantitative des hypo-

theses de travail qui permet ensuite de les confirmer ou infirmer par voie expérimentale. Les

ingénieurs se servent des modeles pour simuler et optimiser le comportement de systemes

complexes comme les stations d’épuration ou pour dimensionner de nouvelles installations.

Un seul millimetre cube de biofilm renferme déja des millions de
microorganismes. Ceux-ci prélévent de 'oxygene, du carbone et
de I'azote sous différentes formes dans I'eau environnante et uti-
lisent ces substances, que nous appellerons ici «substrats», pour
leur croissance. Selon la nature et la concentration des substrats
disponibles, certains microorganismes peuvent se développer tres
rapidement au sein du biofilm tandis que d'autres ne font que
végéter. Il existe donc des interactions tres fortes entre la dispo-
nibilité en substrats et les microorganismes. Ces interactions
définissent la distribution spatiale et I'évolution temporelle des po-
pulations microbiennes et sont a 'origine d’'une trés grande hété-
rogénéité spatiale des conditions physico-chimiques qui peuvent
changer de maniere radicale sur quelques dixiemes de millimetres
a peine. Cet état de fait est bien illustré par les microorganismes
aérobies qui vivent prés de la surface du biofilm ou ils peuvent
consommer la totalité de I'oxygene diffusant & travers celui-ci. Ce
prélevement crée a l'intérieur du biofilm des conditions favorables
au développement de microorganismes anaérobies. Les biofilms
sont donc des structures tres intéressantes et particulierement
complexes dont le comportement résulte d'une multitude de pro-
cessus biologiques et physico-chimiques qui se déroulent simul-
tanément.

Les derniéres décennies ont vu se développer des méthodes
expérimentales de caractérisation des biofilms de plus en plus
fines qui nous livrent aujourd'hui des informations trés détaillées
sur leur structure. Dans le méme temps, des modeles mathémati-
ques ont été élaborés pour analyser et simuler les processus qui se
déroulent au sein des biofilms. Ces recherches et développements
ont été menés de concert, se stimulant et s’enrichissant mutuelle-
ment.

Tout a commencé par un simple modéle de lit bactérien. Le pre-
mier lit bactérien destiné au traitement des eaux résiduelles a été
mis en service a Saint-Gall en 1912. Les effluents s'écoulaient alors
par percolation a travers un réservoir rempli de pierres. En I'espace
de peu de temps, les pierres étaient colonisées par des microorga-
nismes qui utilisaient les polluants comme substrat et épuraient

Eawag News 60f/Juillet 2006

ainsi les eaux usées. Cette technique s'est rapidement répandue,
faisant augmenter la demande d'outils pour le dimensionnement
des nouvelles installations. Les instruments alors développés
étaient de simples équations mathématiques permettant de cal-
culer le rendement des lits bactériens pour différentes valeurs de
la charge polluante, du débit d'effluents et du volume du lit. Ces
équations correspondaient a ce que I'on appelle des modéles em-
piriques ou boite-noire c'est-a-dire qu’elles n'étaient basées que
sur les mesures de charge polluante en entrée et en sortie des ins-
tallations existantes. Les processus qui se déroulaient a l'intérieur
des lits bactériens étaient alors encore inconnus et n'étaient donc
absolument pas pris en compte.

Les modéles s’affinent. C'est vers 1970 qu'il a été possible pour
la premiére fois de mesurer les concentrations de substrat au sein
méme des biofilms en utilisant des microélectrodes. C'est alors
que I'on constata que ces concentrations pouvaient varier trés for-
tement sur de trés courtes distances (Fig. 1). Les premiers mode-
les de biofilm mécanistes, c'est-a-dire basés sur les lois physiques,
ont alors été développés. Ils considérent la concentration en subs-
trat comme étant le résultat des interactions entre les processus
de «transport des substrats» et de «consommation des substrats
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Fig. 2: Observation d'un biofilm au microscope électronique a balayage.
Longueur du trait blanc = 10 pm.

par les microorganismesn. lls partent cependant encore du principe
simplificateur selon lequel les différentes espéces microbiennes
sont réparties de maniere homogéne au sein du biofilm. C'est seu-
lement a partir de la confirmation par la microscopie de la réalité
d'une répartition potentiellement trés hétérogéne en fonction de la
distribution des substrats (Fig. 2) qu’il a été possible d'élaborer des
modeles figurant la composition microbienne des biofilms. Le pre-
mier de ces modeles a vu le jour a I'Eawag en 1984. Il permet dés
lors de représenter la distribution spatiale et I'évolution temporelle
des différentes espéces microbiennes sur I'épaisseur du biofilm
ainsi que de simuler la croissance du film (Fig. 3). A partir de la, le
modele a été constamment perfectionné en y intégrant systémati-
guement tous les résultats expérimentaux porteurs d'informations
nouvelles obtenus par la suite.

Les modeles actuels refletent la complexité des biofilms. A
I'heure actuelle, le modéle de I'Eawag intégre tous les processus
de transformation et de transport des substances reconnus d'im-
portance pour le comportement des biofilms [1]. On compte au
nombre des processus de transformation:

> |la consommation et la production de substrats,

> la croissance, I'inactivation et la dégradation des microorganis-
mes.

Les processus de transport décrivent (Fig. 4):

> Le mouvement des substrats par advection et par diffusion de
|"'eau environnante jusqu'a la surface du biofilm et de la, dans les
pores grossiers et les espaces intercellulaires du biofilm,

> |'adsorption et le détachement des microorganismes a la sur-
face du biofilm,

> le déplacement actif ou passif des microorganismes a I'inté-
rieur du biofilm,

> les variations de volume de la matrice suite a la multiplication et
a la mort de microorganismes a l'intérieur du biofilm.

Ce modele s'intégre dans le programme de simulation Aquasim
mis en place a I'Eawag (cf. encadré) et peut étre assez facilement
appliqué a la résolution de problemes concrets. Il a cependant un
défaut: il considére en effet que les biofilms sont formés de cou-
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Fig. 3: Croissance du biofilm et évolution temporelle de la part relative des
différents types de microorganismes de la surface du support (en bas) a la sur-
face du biofilm (en haut).

ches homogenes et compactes de microorganismes et donc que
les gradients de microorganismes et de substrats s'expriment prin-
cipalement perpendiculairement a la surface du support, les autres
dimensions pouvant étre négligées. Or on sait depuis les années
90 que les biofilms présentent des structures spatiales des plus
diverses: ils peuvent par exemple étre traversés de pores de grande
dimension ou présenter en surface des structures en forme de

Fig. 4: Différents processus de transport des microorganismes et des substrats
pris en compte dans le modéle de I'Eawag.
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Le programme de simulation Aquasim

Aquasim est un logiciel développé a |'Eawag et aujourd’hui
utilisé dans le monde entier pour l'identification et la simulation
des systemes aquatiques [2]. Le programme est également
doté de fonctions mathématiques permettant une analyse
statistigue des données. Par la fonction «estimation des para-
metres», le programme cherche les valeurs inconnues des para-
metres du modele étudié par une mise en adéquation itérative
des séries chronologiques de grandeurs calculées avec celles
de grandeurs mesurées. Par la fonction «analyse de sensibilité»,
il évalue dans quelle mesure les séries chronologiques des gran-
deurs calculées sont influencées par les variations de la valeur
d'un des parametres du modele. Si cette influence est notable,
il est possible de déterminer les valeurs du parameétre sur la
base des séries chronologiques des grandeurs mesurées. Aqua-
sim intégre différents modeles de systémes environnementaux

tulipe ou de champignon (Fig. 5, en haut a droite). Suite a ces nou-
velles observations, de nouveaux modeles multidimensionnels
capables d'imiter cette diversité de structures ont été élaborés
(Fig. 5, au milieu et en bas) [3]. Ils ont cependant I'inconvénient
d'étre tres complexes, ce qui limite leur applicabilité pratique.

Le probléme du choix du modéle. Maintenant, quel est le modele
qui convient le mieux a la résolution d'un probléme donné? Pour
répondre a cette question, une étude d’envergure impliquant des
chercheurs de six nations a été menée. Le but était de résoudre

Fig. b5: Différents types de structure tridimensionnelle de biofilms de Pseudo-
monas aeruginosa observés par Seren Molin (UT du Danemark, Lyngby) au
microscope confocal a balayage laser (en haut) ou figurés par modélisation
(au milieu et en bas) [4].

Observation au microscope

Simulation: vue transversale

Simulation: vue superficielle
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200 pm
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Recherches actuelles

tels les lacs et les riviéres, dont certains ont été développés a
|'Eawag, et notamment un modeéle permettant la simulation de
biofilms a especes microbiennes et substrats multiples [1]. Une
fois que les données biologiques et physico-chimiques dont il

a besoin lui ont été fournies, Aquasim est en mesure de calculer
le rendement d'un réacteur a biofilm donné ou encore la
consommation en substrat d’un biofilm intégré dans un éco-
systeme aquatique. Il peut en outre simuler la croissance du
biofilm ainsi que la distribution spatiale des microorganismes et
des substrats sur |'épaisseur du biofilm. Il décrit également
|"évolution temporelle de ces grandeurs dans la phase aqueuse
a l'intérieur et a I'extérieur du biofilm ainsi que les échanges de
substrats, de microorganismes et de particules entre le biofilm
et I'eau environnante.

une série de problémes typiques a l'aide des différents modeles
aujourd'hui disponibles et de comparer les résultats livrés par les
simulations [5]. Lexercice a montré que le choix du modele adéquat
dépendait en premiére ligne de la nature du probléme posé: ainsi,
si I'on souhaite décrire I'évolution d'un petit cluster de microorga-
nismes d'une espece bien définie immergé dans un biofilm ainsi
que les concentrations de substrats autour de ce cluster, le choix
se portera sur un modele bi ou tridimensionnel. Par contre, pour
calculer la concentration en sortie d'un réacteur a biofilm constitué
de microorganismes autotrophes et hétérotrophes, le modeéle uni-
dimensionnel de I'Eawag reste encore le mieux adapté. Enfin, si on
cherche uniquement a décrire un biofilm dont I'activité est dominée
par une seule espece et un seul type de substrat, bien souvent des
modeles encore plus simples suffisent. Lenseignement majeur de
cette étude est qu'il existe dans la pratique bon nombre de problé-
mes pour lesquels les modeles simples de longue tradition livrent
des résultats au moins aussi bons que les nouveaux modeéles com-
plexes. 00O

[1] Wanner O., Reichert P (1996): Mathematical modeling of
mixed-culture biofilms. Biotechnology and Bioengineering 49,
172-184.

[2] Reichert P (1998): Aquasim 2.0 — User Manual. Eawag,
Dibendorf.

[3] Wanner O. (2002): Modeling of biofilms. In: Encyclopedia of
Environmental Microbiology (ed. G. Bitton). John Wiley &
Sons, New York, pp. 2083-2094.

[4] Picioreanu C., van Loosdrecht M.C.M., Heijnen J.J. (1998):
Mathematical modeling of biofilm structure with a hybrid dif-
ferential-discrete cellular automaton approach. Biotechnology
and Bioengineering 58, 101-116.

[5] Wanner O., Eberl H.J., Morgenroth E., Noguera D.R., Picio-
reanu C., Rittmann B.E., van Loosdrecht, M.C.M. (2006):
Mathematical modeling of biofilms. Scientific and Technical
Report 78, IWA Publishing, London, 179 p.



Les biofilms
du Tagliamento

Michael Déring, géographe en these de doctorat et
Urs Uehlinger, biologiste et chercheur au département de
«Ecologie aquatiquen».

Les biofilms occupent une position centrale dans le métabolisme des cours d’'eau.

Dans le Tagliamento, leur croissance et leur activité dépendent de maniere décisive

des échanges d’eau entre I'écoulement de surface et les sédiments du fond du lit.

Dans les cours d'eau, les biofilms se forment aussi bien sur les pier-
res et rochers du fond du lit que dans les sédiments sous-jacents,
dans la zone dite hyporhéique. Leur développement dépend de
toute une série de facteurs tels que I'ombrage, la pression de pré-
dation, la teneur en nutriments dans I'eau, la morphologie du lit ou
le régime d’écoulement. Un autre facteur important est I'échange
d'eau entre I'écoulement de surface et I'eau interstitielle de la zone
hyporhéique.

De facon générale, cet échange est d'autant plus intense que
la variabilité morphologique du cours d’eau est grande, c'est-a-dire
quand les zones a fort et a faible courant s'alternent (séquences
radier-mouille) et quand I'écoulement entraine régulierement un
remaniement du fond du lit. Mais que se passe-t-il si I'écoulement
de surface disparait dans sa totalité dans la zone hyporhéique pour
ne réapparaitre que bien plus loin en aval? Cette situation se pré-
sente par exemple dans le Tagliamento. Quelle est son influence
sur les biofilms?

Le Tagliamento, I'un des derniers fleuves sauvages d’Europe.

Le dernier grand fleuve alpin a étre encore naturel prend sa source
dans les Alpes vénitiennes et se jette dans la mer Adriatique entre

Fig. 1: Débit du Tagliamento dans les zones de perte et de résurgence.
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Venise et Trieste aprés avoir parcouru quelque 170 km [1, 2]. Le
débit du Tagliamento est en moyenne de 110 m? par seconde dans
son cours moyen mais peu atteindre plus de 4000 m? par seconde
aprés de fortes pluies d’automne. Entre les kilometres 92 et 114, il
présente un troncon dans lequel, par temps sec, I'eau ne s'écoule
qu’en sous-sol.

Nous avons mesuré le débit du fleuve entre les kilométres
85 et 125 pendant une année et demie (Fig. 1). Les résultats mon-
trent que dans la zone dite de perte qui s'étend jusqu'au kilométre
114, le Tagliamento livre entre 1,6 et 4,5 m® par seconde et par
kilométre a la zone hyporhéique. La fin de cette zone de perte est
définie par une bande de sédiments imperméables appelée «linea
delle risorgive» qui suit I'ancien tracé cotier. Dans la zone de résur-
gence qui fait suite, I'écoulement de surface augmente de 0,2 a
0,4 m® par seconde et par kilométre. La quantité d’eau infiltrée et
la longueur du troncon a sec dépendent du débit d"écoulement du
fleuve. Lors de sécheresses prolongées, comme en juillet—aoUt
2003, le Tagliamento disparaft sur plus de 20 km alors qu'il peut
maintenir un écoulement de surface sur toute sa longueur lorsque
le niveau de I'eau est élevé, comme ce fut le cas en octobre 2004
(Fig. 1).

Fig. 2: Gradient hydraulique vertical (GHV) dans les zones de perte et de
résurgence.
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Dimitry van der Nat, Eawag

-

La zone de perte du Tagliamento. Au premier plan: I'eau est en train de s'infiltrer; a I'arriere-plan: le fleuve est a sec.

Début de la zone de résurgence du Tagliamento.
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Caractérisation des zones de perte et de résurgence. Le gra-
dient hydraulique vertical (GHV) vient souligner les résultats des
mesures de débit (Fig. 2). Pour mesurer ce gradient, on utilise des
cylindres de PVC enfoncés jusqu’a une profondeur d'environ 50 cm
dans les sédiments. Les 10 centimétres inférieurs de ces cylindres
sont perforés de trous au travers desquels I'eau peut circuler libre-
ment dans un sens et dans |'autre. Au bout d’un certain temps, on
compare le niveau de I'eau a l'intérieur et a I'extérieur du cylindre:
si l'eau est plus basse dans le cylindre qu'a I'extérieur, cela signifie
que I'écoulement de surface enregistre des pertes vers la zone
hyporhéique (GHV négatif); dans le cas inverse, c'est-a-dire si le
niveau est plus élevé a l'intérieur du cylindre, de I'eau résurge de
I'nyporhéos (GHV positif).

Les conditions habitationnelles différent selon le sens des
échanges d'eau. Ainsi, les fluctuations de température journalieres
et saisonniéres sont plus faibles dans la zone de résurgence que
dans la zone de perte. On observe également des différences au
niveau des concentrations en nutriments: ainsi, la concentration
en nitrates était plus faible dans la zone de perte que dans la zone
de résurgence, leurs valeurs moyennes étant respectivement de
0,75 et 1,1 mg par litre. Cette différence est notamment due au fait
que le biofilm hyporhéique abrite des bactéries nitrificatrices qui
transforment I'ammonium en nitrates.

Davantage de biofilm dans la zone de résurgence que dans la
zone de perte. Pour quantifier les biofilms, on a procédé a I'échan-
tillonnage de 5 pierres dans quatre stations de prélevement défi-
nies dans chacune des deux zones de perte et de résurgence. Le
biofilm développé sur chacune des pierres a été raclé a l'aide d'une
brosse métallique avant d'étre pesé, calciné puis quantifié par sa
masse séche sans cendre («ash-free dry mass» AFDM) par m® de
support (Fig. 3A). La quantité moyenne de biofilm était de 25,3 g/m?3
dans la zone de résurgence et de la moitié seulement (12,2 g/m?9)
dans la zone de perte. Cette différence s'explique probablement par
la plus grande abondance en nutriments dans la zone de résur-
gence. Les fluctuations saisonniéres de la biomasse globale de bio-
film s’expliquent par les variations des conditions environnementa-
les. Les biomasses élevées de juillet et aolt sont probablement
dues aux bonnes conditions d’'éclairement et de température qui
regnent alors. A l'inverse, les crues d'aolt et d'octobre (Fig. 3C) ré-
duisent la biomasse des biofilms suite au charriage qu’elles entrai-
nent. Le développement des biofilms reprend dés I'hiver qui suit.

Un biofilm actif dans la zone de perte. L'activité du biofilm hypo-
rhéique est quantifiée a |'aide de mesures de respiration consistant
a déterminer la quantité d'oxygene consommeée par les microorga-
nismes pour effectuer la dégradation de la matiére organique. Pour
ce faire, nous avons utilisé des cylindres de plexiglas de dimensions
connues comblés a moitié de sédiment extrait du lit naturel puis
remplis d'eau du fleuve. La teneur initiale en oxygene est ensuite
mesurée a l'aide d'un analyseur d'oxygene. Les cylindres sont alors
fermés hermétiquement avant d'étre enfouis dans les sédiments
fluviaux. Au bout d'environ quatre heures, un nouveau dosage
d'oxygene est effectué (voir photo de couverture). La différence
entre les concentrations initiale et finale permet de calculer la
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Fig. 3: Biomasse de biofilm au fond du lit (A), respiration du biofilm hyporhéique
exprimée par la consommation en oxygéne par kg de sédiment <8 mm et par
heure a 20 °C (B) et niveau de I'eau dans le Tagliamento de juin 2003 & avril
2004 (C). Barre d'erreur = écart-type, AFDM = «ash-free dry mass» (masse
seche sans cendres).

consommation en oxygéne des microorganismes. La respiration
était en moyenne de 0,4 mg d'oxygéene par kg de sédiments et par
heure dans la zone de perte, ce qui était a peu pres deux fois plus
important que dans la zone de résurgence (Fig. 3). Leau de la zone
de perte est probablement plus riche en matiére organique de qua-
lité supérieure (algues p. ex.) ensuite transportée dans la zone hy-
porhéique.

Notre étude a démontré que les échanges d'eau a grande
échelle et leurs effets sur les conditions habitationnelles ont une in-
fluence décisive sur le développement des biofilms. Cette consta-
tation permet d’'extrapoler les relations mises en évidence a petite
échelle (effet des séquences radier/mouille) a la situation de rivie-
res naturelles de grande échelle. Nos travaux soulignent encore
toute I'importance de la zone hyporhéique pour les cours d'eau
naturels. Cette zone se trouve malheureusement souvent altérée
dans son fonctionnement dans les fleuves et rivieres généralement
aménagés qui composent les paysages actuels. 00O

[11 Tockner K., Ward J.V., Arscott D.B., Edwards PJ., Kollmann J.,
Gurnell A.M., Petts G.E., Maiolini B. (2003): The Tagliamento
River: a model ecosystem of European importance. Aquatic
Sciences 65, 239-253.

[2] Tockner K., Ward J.V., Edwards PJ., Kollmann J., Gurnell A.M.,
Petts G.E. (2001): Der Tagliamento (Norditalien): Eine Wild-
flussaue als Modellékosystem fir den Alpenraum. In: Laufe-
ner Seminarbeitrag, Laufen/Salzach: Bayerische Akadademie
fur Naturschutz und Landschaftspflege, S. 25-34.
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Recherches actuelles

Précipitation de

calcite a 1a surface

Sabine Sibler, ingénieur en protection de I'environnement
et collaboratrice scientifique, et Maria Dittrich, physicienne
et chef de I'équipe de «Biominéralisation» au sein du dé-
partement «Eaux de surface».

des cyanobactéries

La calcite, ou carbonate de calcium CaCOj3, est un produit naturel présent dans tous les
lacs riches en calcium de la Terre. Précipitée dans la colonne d'eau, elle vient se déposer
dans les sédiments lacustres. Mais quel est I'initiateur de la formation de calcite?

Les lacs suisses produisent eux aussi de grandes quantités de cal-
cite. Cette production est ainsi estimée a environ 8000 t par an dans
le lac de Lugano et a env. 2500 t par an dans le lac de Sempach [1].
La quantité de calcite précipitée est particulierement importante
lors de la principale période de «floraison» des cyanobactéries
photosynthétiques (voir encadré) [2]. D'autre part, nous avons ob-
servé dans le lac des Quatre-Cantons des particules entierement
recouvertes de cristaux de calcite (Fig. 1) dont nous supposons
qu'il s'agit de cyanobactéries. Ces deux observations semblaient
montrer un rapport entre la précipitation de calcite et I'activité
photosynthétique responsable d'une absorption de HCO3 par les
cellules. Les essais que nous avons alors conduits avec des cyano-
bactéries dont la fonction de photosynthése était soit intacte, soit
inhibée, ont cependant infirmé cette hypothése, les deux types
de cellules se recouvrant pareillement de cristaux de calcite. Selon
notre nouvelle hypothese, la précipitation de calcite serait favorisée
par des substances présentes a la surface des cyanobactéries.
Les cyanobactéries peuvent étre planctoniques, c'est-a-dire en
suspension libre dans I'eau ou fixées sur un substrat solide (parti-
cules en suspension, végétaux...) sous la forme de biofiims [2].
Comme beaucoup d'autres microorganismes, elles portent a leur
surface ce que I'on appelle des substances polymériques extra-
cellulaires (EPS = «extrapolymeric substances», cf. article théma-
tique). Lexcrétion d'EPS est particulierement importante lorsque
les cyanobactéries ou autres microorganismes s'organisent en bio-
films, ces exopolymeéres formant alors une sorte de ciment entre

Fig. 1: Particules en
forme de batonnets en-
tierement recouvertes
de calcite issues du lac
des Quatre-Cantons. Il
s'agit tres probablement
de cyanobactéries.
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les cellules [3]. Dans notre étude, nous avons tout particulierement
cherché a savoir si les EPS des cyanobactéries induisaient une pré-
cipitation de calcite tout en visant une meilleure caractérisation de
la surface des cyanobactéries et des propriétés de leurs EPS.

Des EPS de deux souches différentes. Nous avons utilisé pour
notre étude deux souches de Synechococcus elongatus de pigmen-
tation différente: I'une rouge suite a la présence de phycoérythrine
(Syn-rouge), I'autre verte suite a la présence de phycocyanine (Syn-
verte). Syn-rouge a été isolée dans le lac Majeur tandis que Syn-
verte provient du Plénersee au nord de I'Allemagne. Les EPS ont
été séparées des cyanobactéries par extraction phénolique puis
lyophilisées pour étre par la suite réhydratées avant utilisation.
Les échantillons d'EPS ont ensuite été séparés par électro-
phorése sur gel d'agarose en vue de leur caractérisation. Cette
séparation a permis de mettre en évidence deux séries de bandes
bien distinctes, indiquant une différence de taille moléculaire entre
les exopolyméres des deux souches de Synechococcus elongatus.

Cyanobactéries et précipitation de calcite

Les cyanobactéries appartiennent au groupe d’organismes
constituant ce qu’on appelle le picoplancton [2]. Bien que ce
groupe domine généralement la biomasse phytoplanctonique
des lacs oligotrophes et des océans, il n'a été découvert qu'il y
a une vingtaine d'années [4]. La raison en est la taille extréme-
ment réduite de ces organismes qui mesurent entre 0,5 et

3 um de long. Contrairement au phytoplancton classique qui
peut atteindre 100 pm de long, les cyanobactéries ne sont pas
des algues mais des bactéries. Comme les algues, elles assu-
rent la production primaire et se situent a la base de la chaine
alimentaire, c'est-a-dire qu’elles pratiquent la photosynthese
qui consiste a utiliser I'énergie solaire pour transformer le gaz
carbonique, I'eau et les sels minéraux en sucres et autres
substances organiques, fournissant ainsi la nourriture néces-
saire a tous les organismes aquatiques.



Fig. 2: Des cristaux de calcite se forment a la surface de billes d'agarose recou-
vertes d'EPS (photo de gauche) mais restent absents des billes d'agarose nues
(photo de droite).

Caractérisation des groupes fonctionnels présents a la surface
des bactéries. On appelle groupes fonctionnels les fonctions chi-
miques réactives situées en position terminale dans une molécule
(Tab. 1). Ces groupes sont souvent responsables du comportement
chimique dans I'environnement de la substance qui les porte; c'est-
a-dire les groupes fonctionnels déterminent la nature des groupes
avec lesquels la substance réagit de préférence, la vitesse de cette
réaction et la nature des liaisons dans lesquelles elle peut s'en-
gager. Un titrage acide-base suivi d'une analyse informatique des
résultats a I'aide du programme de modélisation des surfaces bac-
tériennes FiteQL nous a permis de calculer le pourcentage relatif
des différents groupes fonctionnels a la surface des deux souches
Syn-rouge et Syn-verte (Tab. 1). Dans les deux cas, les fonctions
acide carboxylique étaient les plus largement représentées, suivies
des fonctions amine et des fonctions phosphate [5].

Notre méthode n'a cependant pas uniquement mis en évidence
les groupes fonctionnels des EPS mais aussi ceux de la paroi cel-
lulaire des bactéries. Pour tenter de déterminer les fonctions spé-
cifiguement portées par les exopolymeres, nous avons répété la
manipulation de titrage acide-base avec des EPS isolées a partir
de Syn-vertes. Les résultats ont montré que les polymeéres extra-
cellulaires comportaient des groupes carboxyle et que 90% des
fonctions acide carboxylique mises en évidence a la surface des
cyanobactéries étaient fournies par les EPS contre seulement 10 %
par la paroi cellulaire elle-méme.

Les EPS sont-elles effectivement impliquées dans la précipita-
tion de la calcite? Pour répondre a cette question, nous avons fixé
les EPS isolées sur des billes d'agarose de 50 a 150 um de diame-
tre qui ont ensuite été placées en incubation pendant 5 jours dans
un bain de NaCO4/CaCl,. La méme manipulation a été effectuée en

Tab. 1: Part relative des différents groupes fonctionnels a la surface des
souches de Synechococcus étudiées Syn-rouge et Syn-verte.

Groupe fonctionnel Formule Syn-rouge Syn-verte
carboxyle —-COOH 44 % 37%
amine -NH 26 % 36 %
phosphate -PO%- 26 % 27 %

Photos: Maria Dittrich, Eawag

Réacteurs de culture contenant des cyanobactéries pigmentées en vert et en
rouge.

paralléle avec des billes non porteuses d’'EPS. Si les exopolymeéres
sont effectivement responsables de la précipitation de la calcite,
des cristaux doivent se former a la surface des billes «enrobées».
C'est en effet ce que nous avons pu constater: Les billes d’agarose
observées au microscope électronique a balayage étaient effective-
ment recouvertes de cristaux de calcite quand elles avaient été en-
robées d'EPS extraites de Syn-rouges ou Syn-vertes alors qu’elles
restaient nues si elles n'étaient pas porteuses d'EPS (Fig. 2).

Nos études [4] ont permis de démontrer que les substances
polymériques extracellulaires présentes a la surface des cyano-
bactéries servent effectivement de noyaux de cristallisation pour
la précipitation de la calcite. Nos résultats viennent d‘autre part
appuyer I'hypothése selon laquelle les cyanobactéries ne jouent
pas uniguement un réle important dans le cycle du calcium des
écosystemes aquatiques mais que leur grande surface de contact
encore augmentée par les cristaux favorise la précipitation d'autres
métaux, notamment de métaux lourds toxiques, a la surface des
cristaux de calcite. Les cyanobactéries joueraient alors un réle ma-
jeur dans les processus d'autoépuration des eaux. 00O

[1] Ramisch F, Dittrich M., Mattenberger C., Wehrli B., Wiest A.
(1999): Calcite dissolution in two deep eutrophic lakes.
Geochimica et Cosmochimica Acta 63, 3349-3356.

Dittrich M., Kurz P, Wehrli B. (2004): The role of autotrophic
picocyanobacteria in calcite precipitation in an oligotrophic
lake. Geomicrobiology Journal 27, 45-53.

Sutherland I.W. (2001): Biofilm exopolysayccharides: a strong
and sticky framework. Microbiology 747 3-9.

Weisse T. (1993): Dynamics of autotrophic picoplancton in
marine and freshwater ecosystems. In: J.G. Jones (Ed.),
Advances in microbial ecology 13. Plenum Press, p. 328-370.
Dittrich M., Sibler S. (2005): Cell surface groups of two pico-
cyanobacteria strains studied by zeta potential investigations,
potentiometric titration, and infrared spectoroscopy. Journal
of Colloid and Interface Science 286, 487-495.

[2]

[3]

[4]

[5]
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Influence des métaux sur
les biofilms d’algues

ATheure actuelle, les rejets de métaux dans I'environnement sont beaucoup moins impor-
tants que par le passé. Toutefois, méme de faibles concentrations de métaux peuvent porter
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atteinte aux organismes aquatiques et donc perturber I'ensemble de I'écosysteme concerné.

Cest la qu'interviennent les écotoxicologues. Leur mission est de développer des approches

conceptuelles et méthodologiques permettant d’évaluer les impacts écologiques.

Les biofilms algaux réagissent trés vite a des concentrations de
métaux élevées en milieu aquatique. Nous savons que les biofilms
filtrent et accumulent les métaux présents dans I'eau et qu'ils met-
tent en ceuvre des mécanismes de détoxication pour les neutrali-
ser (voir aussi les articles de S. Meylan p. 19 et de S. Le Faucheur
p. 22). Au vu de ces deux phénomenes, il n'est cependant pas pos-
sible de conclure a un effet délétére des métaux sur les algues ou
d'estimer si les effets éventuels se ressentent également au niveau
communautaire.

Les microcosmes: un outil de recherche
expérimentale sur les biofilms

Un microcosme est un dispositif permettant de
cultiver et d'étudier les biofilms d'algues dans des
conditions relativement naturelles. lls sont consti-
tués de bacs ou de canaux expérimentaux (Fig. 1)
dans lesquels les biofilms se développent sur des
supports, dans notre cas des lames de verre. Les
microcosmes sont alimentés par des eaux tirées
du milieu naturel en conditions soit statiques (I'eau
n‘est pas renouvelée), soit semi-statiques (I’'eau
est renouvelée au bout d'un certain temps), soit en
continu (apport continu d'eau fraiche). Les micro-
organismes contenus dans |'eau viennent coloniser
les surfaces support disposées dans les microcos-
mes. Dans ces systémes, les biofilms formés sont
plurispécifiques, leur composition en espéces cor-
respondant a celle du cours d’'eau d'origine. Ceci
permet de comparer les effets observés dans des
essais portant sur une espéce spécifique avec les
réactions d'une communauté mixte et donc d'éva-
luer leur pertinence au niveau écologique. Dans
notre étude, nous avons utilisé des microcosmes
semi-statiques alimentés par de I'eau de la riviere
Glatt.

16 Eawag News 60f/Juillet 2006

Notre objectif est donc de développer une approche de recher-
che en plusieurs étapes permettant a la fois de mettre en évidence
les effets secondaires et d'identifier les relations de cause a effet
[1]. Cette démarche doit alors permettre d'établir un lien entre le
stress provoqué par les métaux et les effets écologiques observés.

Pour les besoins de notre étude, nous avons cultivé des bio-
films d'algues dans des systémes appelés microcosmes (cf. enca-
dré) avant de les exposer a des concentrations élevées de cuivre
(Cu) et de cadmium (Cd), deux métaux lourds souvent impliqués
dans la pollution métallique des cours d’eau.

Impacts au niveau cellulaire: accumulation de métaux et pro-
duction de phytochélatines. Contrairement a ce qu'ils subissaient
par le passé, les cours d'eau sont aujourd'hui confrontés a une
pollution par les métaux a faible concentration mais diffusée en
continu. Nous avons donc cherché a savoir si une pollution conti-
nue a faible concentration avait des effets au niveau cellulaire, tout

Fig. 1: Dispositif de microcosmes pour la culture de biofilms d'algues et
leur exposition a des concentration élevées de métaux.




comme une pollution temporaire a concentration élevée. Pour cela,
les biofilms algaux cultivés en microcosme ont été exposés pen-
dant six semaines a deux concentrations différentes de cuivre et
de cadmium (Cu-1 = 0,1 uM, Cu-2 = 0,5 pM, Cd-1 = 5 nM et Cd-2
=50 nM). Les concentrations de cuivre et de cadmium employées
étaient respectivement de 3 a 15 fois et de 5 a 50 fois plus élevées
que les objectifs de qualité fixés par I'Ordonnance sur la protec-
tion des eaux (2 pug Cu /I soit env. 30 nM et 0,05 pg Cd /I soit env.
0,5 nM). A l'inverse, les biofilms témoins ont été exposés a de
|'eau de la riviere Glatt dont les teneurs en cuivre et en cadmium
sont légerement inférieures aux objectifs de qualité (25 nM Cu et
0,2 nM Cd).

Pour que les métaux aient 'opportunité d'affecter les biofilms
d'algues au niveau cellulaire, il faut tout d'abord qu'ils soient absor-
bés. En effet, les teneurs en Cu et Cd des biofilms augmentent
aprés une exposition aux métaux alors qu'elles restent inchangées
dans les biofilms témoins (Tab. 1).

Nous avons d'autre part déterminé les teneurs en phytochéla-
tines, des peptides intervenant dans les processus de détoxifica-
tion des métaux et synthétisés en présence de concentration en
métaux élevée. Nos résultats indiquent une surproduction de phy-
tochélatines dans les biofilms exposés aux métaux. Par contre, ces
peptides ont également été mis en évidence dans les biofilms
témoins (Tab. 1). Ainsi, il est clair que les phytochelatines ne peu-
vent pas étre utilisés comme indicateur spécifique de stress par les
meétaux.

Impacts au niveau des communautés: effectif des populations
de difféerentes espéces d’algues et diversité d’espéces. La na-
ture et le nombre des especes d'algues qui peuplent un biofilm
dépendent a la fois des conditions environnementales et des carac-
téristiques physiologiques des différentes especes. Il importe donc
de connaitre les effets de faibles concentrations continues sur la
taille des populations des différentes especes et sur la diversité

Fig. 2: Diversité spécifique des biofilms algaux étudiés mesurée par l'indice de
Shannon-Wiener au bout de 6 semaines d'exposition a différentes concentra-
tions de métaux lourds.
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des différentes especes 1,—ou | T, —ou

Diversité spécifique 1ou toul

Tolérance aux métaux 1 par rapport au Cu et 1 par rapport au Cd
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Tab. 1: Différentes réactions des biofilms étudiés au stress par les métaux.
1 = augmentation, — = stagnation, | = diminution.

spécifique au sein du biofilm. Pour tenter de répondre a cette ques-
tion, nous avons procédé a un examen microscopique des biofilms
au bout de six semaines d’exposition, ceci de maniére a enregistrer
les especes présentes et a évaluer leur fréquence.

Les communautés des biofilms étudiés ont réagi de fagon tres
sensible aux variations des concentrations en métaux, aussi faibles
soient-elles. Nous avons constaté que le stress par les métaux
influait sur la taille des différentes populations, provoquant la ré-
gression ou méme la disparition de certaines espéces tandis que
d'autres espéces devenaient plus abondantes. D'un autre coté, ce
stress affectait également la diversité spécifique, exprimée ici par
I'indice de Shannon-Wiener (Fig. 2). Plus la valeur de cet indice est
élevée, plus la diversité est grande. Nous avons constaté une perte
de diversité pour la concentration de cuivre la plus forte (Cu-2). Il
est probable que les espéces les plus sensibles se trouvent alors
exclues de la communauté de biofilm. A l'inverse, la diversité spé-
cifique des biofilms exposés a la concentration Cd-2 était similaire
a celle des biofilms témoins, et ce, bien que les deux types de com-
munautés soient composées d'espéces différentes. Lexposition
aux concentrations Cu-1 et Cd-1 a méme induit une diversification
des communautés qui s'explique probablement par une régression
des especes dominantes en |'absence de stress par les métaux et
par une dominance des espéces qui s'imposent en présence de
meétaux.

Pour tenter de savoir si les modifications observées au niveau
de la distribution des especes étaient effectivement dues au stress
par les métaux, nous avons procédé a une analyse statistique des
données. Les résultats ont alors montré que certaines especes
d'algues présentaient une corrélation positive, d'autres une corré-
lation négative avec la teneur en cuivre du milieu et avec I'accu-
mulation de cuivre dans le biofilm. Les résultats concernant le cad-
mium étaient moins probants.

Impacts au niveau physiologique: tolérance aux métaux. Les
algues disposent de différentes stratégies pour faire face aux ex-
ces de métaux [2] et réagissent en outre de maniére plus ou moins
sensible au stress qu'ils représentent. Limpact des métaux sur les
communautés de biofilms composées de plusieurs espéces est
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donc particulierement variable: les especes sensibles manifestent
des dysfonctionnements physiologiques ou sont méme éliminées
tandis que les espéces tolérantes se voient favorisées. Le stress
métallique instaure donc une succession d'especes au sein du bio-
film. On considére que la nouvelle communauté algale est dans son
ensemble plus tolérante au métal a I'origine de sa restructuration
[3]. Nous avons tenté de vérifier le bien fondé de cette hypothese.

Des biofilms algaux ayant été exposés pendant 1 a 6 semaines
aux concentrations Cu-2 et Cd-2 ont ensuite été soumis pendant
3 heures a des concentrations beaucoup plus élevées de métal
(20 uM de Cu et 25 uM de Cd). Nous avons ensuite déterminé leur
activité photosynthétique et évalué dans quelle mesure la photo-
synthése avait été inhibée par rapport aux biofilms témoins. Alors
que, au bout de 1 a 3 semaines d'exposition aux métaux, I'inhibi-
tion de la photosynthese était encore comparable a celle des bio-
films témoins (env. 60% par le Cd et 80% par le Cu), nous avons
observé une tolérance nettement accrue au bout de 6 semaines
(Fig. 3). Les deux communautés sont effectivement devenues plus
tolérantes vis-a-vis du métal ayant induit la succession. De plus, les
biofilms initialement exposés au cuivre étaient également mieux
protégés contre les effets du cadmium. Nous en concluons que les
biofilms initialement exposés au cuivre et au cadmium ont des
mécanismes de défense différents. Ainsi, les processus de dé-
fense efficaces dans les communautés exposées au cuivre sem-
blent aider aussi contre le stress di au cadmium.

Des pollutions par les métaux sont clairement décelables. Nos
études ont montré que |'exposition chronique des biofilms a des
concentrations modérément élevées de cuivre et de cadmium
induisait des effets a tous les niveaux d'organisation biologique
(Tab. 1). Le parameétre le plus sensible s'est avéré étre la diversité
spécifique. Les essais de tolérance indiquent trés nettement chez

Fig. 3: Evolution dans le temps de la tolérance aux métaux des biofilms
témoins et des biofilms exposés aux concentrations Cu-2 et Cd-2. Les chiffres
correspondent au nombre de semaines pendant lesquelles les biofilms ont été
exposés aux faibles doses Cu-2 et Cd-2 avant de subir pendant 3 heures des
concentrations beaucoup plus élevées de Cu ou de Cd. Plus l'inhibition de la
photosynthese est faible, plus la tolérance est grande.
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Biofilms d'algues cultivés en microcosmes.

les biofilms exposés a une pollution par le cuivre un rapport de cau-
salité entre les modifications de la diversité spécifique et le stress
par les métaux. Si on considere d'autre part les données relatives
a I'accumulation des métaux dans les biofilms, il est alors possible
d'attribuer clairement les modifications structurales des commu-
nautés des biofilms exposés au cuivre a la présence de ce métal.
Dans le cas des biofilms exposés au cadmium, la tolérance accrue
a ce métal est clairement attribuable au contact avec celui-ci, ce
qui est confirmé par les données d'accumulation. Les analyses de
tolérance s'averent donc étre des outils trés utiles pour la mise en
évidence d'impacts dus aux modifications des communautés de
biofilms induites par les contaminations métalliques. 00O

[11 Eggen R.l.L., Behra R., Burkhardt-Holm P, Escher B.I., Schwei-
gert N. (2004): Challenges in ecotoxicology. Environmental
Science & Technology 38, 58A-64A.

Soldo D., Hari R., Sigg L., Behra R. (2005): Tolerance of
Oocystis nephrocytioides to copper: intracellular distribution
and extracellular complexation of copper. Aquatic Toxicology
71,307-317.

Soldo D., Behra R. (2000): Long-term effects of copper on
the structure of freshwater periphyton communities and their
tolerance to copper, zinc, nickel and silver. Aquatic Toxicology
47 181-189.
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L’accumulation des méetaux =
dans les biofilms d’algues

Lors d’événements pluvieux, la concentration en métaux dissous dans les cours d’eau peut
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augmenter brutalement. Les biofilms d’algues réagissent de maniere particulierement

sensible a ce type de modifications du milieu. Ils ont en effet tendance a accumuler les

meétaux. Mais le degré d’absorption des métaux par les algues dépend de la forme, libre

ou liée, sous laquelle ils sont présents dans le milieu.

Les métaux tels que le cuivre et le zinc sont des éléments traces
essentiels pour les organismes aquatiques. A trop forte concentra-
tion, ils peuvent cependant se révéler toxiques. Les effets de leur
action toxique dépendent toutefois en premier lieu de leur bio-
disponibilité pour les microorganismes. Cette biodisponibilité est a
son tour influencée par la spéciation des métaux qui décrit sous
quelle forme ils sont présents dans le milieu. Ainsi, les métaux sont
aisément disponibles s'ils sont présents sous leur forme libre,
c'est-a-dire si les ions (Cu?* ou Zn?*, par exemple) ne sont com-

Prélevements dans le Furtbach.

Eawag

plexés que par des molécules d'eau. Leur disponibilité est plus fai-
ble s'ils sont complexés avec des ligands organiques ou inorgani-
ques faibles. Enfin, les métaux ne seront pas du tout disponibles
s'ils sont liés a des ligands organiques forts.

Ainsi, les expériences conduites en laboratoire montrent que
les métaux s'accumulent d'autant plus dans les algues que la
concentration d'ions métalliques libres dans le milieu est élevée
[1, 2]. Jusqu'a présent, cet aspect a été peu étudié dans les cours
d'eau naturels a cause de la complexité de ces systemes. Nous
avons voulu combler cette lacune en réalisant une étude de terrain
visant a évaluer si des biofilms d'algues établis dans un ruisseau ac-
cumulent davantage de métaux lorsque la concentration en métaux
du cours d'eau augmente provisoirement suite a un événement
pluvieux.

Un ruisseau, cadre de I'étude. Nous avons réalisé notre étude
expérimentale dans le Furtbach, un ruisseau du canton de Zurich.
Le Furtbach traverse une région a caractére agricole puis la zone
industrielle de Regensdorf avant de se jeter dans la Limmat. Ce
ruisseau a longtemps servi de récepteur aux eaux traitées de la sta-
tion d’épuration de Regensdorf. Etant donné que dans les années
1980, la capacité de cette station était insuffisante pour assurer une
épuration efficace des effluents qu’elle recevait, les sédiments du
ruisseau présentent une forte contamination en métaux lourds en
aval du point de rejet. Depuis la construction de la nouvelle station
d'épuration en 2000, la pollution du cours d'eau a régressé. Les
sédiments contaminés continuent cependant de libérer des mé-
taux dans l'eau du ruisseau. Cette contamination secondaire est
particulierement forte lorsque des pluies viennent gonfler I'écoule-
ment, induisant une remobilisation des sédiments dans |'eau.
Nous avons effectué un suivi dans le Furtbach pour savoir si
les événements pluvieux avaient une influence sur la concentration
en cuivre et en zinc dans I'eau du ruisseau, et en particulier sur la
spéciation de ces métaux. Parallelement, nous avons suivi l'accu-
mulation des métaux dans les biofilms d'algues naturels [3]. Les
biofilms étudiés ont été obtenus par colonisation naturelle de pla-
ques de verre installées par nos soins dans le courant. Le calendrier
d'échantillonnage n'était pas fixé a I'avance, de nouveaux préléve-
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Fig. 1: Les concentrations en cuivre et en zinc dans le Furtbach varient avec
I'intensité des événements pluvieux.

ments étant planifiés dés I'annonce d'un événement pluvieux par
Meteo-Swiss.

Influence des pluies sur la spéciation des métaux. Nos résultats
montrent que la concentration totale en cuivre et en zinc dissous
augmente dans le Furtbach au cours d'un événement pluvieux
(Fig. 1). Les figures 2A et 2B indiquent la contribution des différen-
tes espéces métalliques biodisponibles ainsi que la concentration
totale. Les especes biodisponibles représentées sont les ions
libres Cu?* et Zn2+ ainsi que les espéces métalliques labiles (= ions
libres + ions liés aux ligands faibles). De maniéere générale, les es-
péces étudiées augmentent constamment leur concentration tout
au long de I'événement pluvieux, ce qui s'explique par la libération
de métaux par les sédiments. La seule exception est constituée par
les ions libres Cu?* dont la concentration commence par augmen-
ter avant de rechuter alors que la pluie se poursuit. Contrairement
aux ions Zn%*, une grande partie des ions Cu?* désorbés se lie pro-
bablement aux ligands présents dans I'eau du ruisseau. Les ions
Cu?* ont sans doute une affinité plus grande que les ions Zn%* pour
les ligands. Il est également pensable que I'eau du Furtbach ren-
ferme davantage de ligands ne pouvant se complexer qu'avec les
jons Cu?*.

Accumulation du cuivre et du zinc dans les biofilms. Les bio-
films d'algues réagissent trés rapidement aux changements de
concentration en métaux provoqués par les événements pluvieux.
Deés le début de la pluie, les teneurs en cuivre et en zinc des bio-
films affichent une augmentation qui se poursuit tout au long de
I"événement pluvieux (Fig. 2A + B). A la suite de la perturbation, ces
concentrations baissent alors lentement pour retrouver leur niveau
initial au bout d'environ 2 jours. La teneur totale correspond aux
métaux intracellulairement accumulés et a ceux adsorbés a la sur-
face du biofilm. Une part assez grande des deux métaux est en
effet adsorbée a la surface des biofilms au cours de I'événement
pluvieux. La part accumulée a l'intérieur des cellules algales est
beaucoup plus faible (Fig. 2A + B), cette accumulation étant contro6-
|ée par un systéme actif de régulation.

La biodisponibilité est déterminée par les différentes espéces
meétalliques. Quelles sont les especes métalliques présentes dans
le ruisseau qui influencent de maniere décisive la biodisponibilité et
donc I'accumulation des métaux dans les biofilms d'algues? Pour
répondre a cette question, nous avons étudié les relations entre les
teneurs intracellulaires en métaux et les teneurs en différentes es-
péces des métaux dans I'eau (Fig. 3). Cette approche a montré qu'’il
existait une corrélation positive entre la teneur intracellulaire en
zinc et celle en ions Zn?* libres dans I'eau. C'est en revanche avec
la teneur en especes labiles du cuivre qu’est corrélée la concentra-
tion intracellulaire de ce métal. Il s'agit la d'une observation entie-
rement nouvelle. Cette situation est probablement due a la trés
faible présence des ions libres Cu?+ dans I'eau: pour que les algues
puissent couvrir leurs besoins élémentaires en cuivre, elles se
voient contraintes d'utiliser également du cuivre issu d'espéces
faiblement complexées. La biodisponibilité du cuivre et du zinc, et
donc le risque potentiel qu'ils représentent, ne dépendent donc pas
du méme type d'espéces métallique. Ces résultats ont été par la
suite confirmés par des essais en microcosme [4].

Intérét des résultats pour l’évaluation de I'état des cours
d’eau. Une augmentation momentanée des concentrations en
cuivre et en zinc dans les cours d'eau, causée par de fortes pluies

Fig. 2: Concentrations des différentes espéces de cuivre (A) et de zinc (B) dans I'eau du Furtbach et dans les biofilms d'algues.
Avant la pluie, la concentration en ions Cu?* dans |'eau était tellement faible qu’elle n'a pu étre représentée.
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Le dispositif expérimental installé dans le Furtbach: Les biofilms d'algues se développent sur des plaques de verre.

par exemple, a donc un impact mesurable sur les biofilms d'algues
naturels. Le cuivre et le zinc sont accumulés rapidement et ne sont
relibérés que lentement. Nous avons pu montrer dans notre étude
de terrain que la spéciation des métaux jouait un réle important
dans le processus de bioaccumulation. Cet aspect devrait étre
dorénavant pris en compte dans |I'évaluation de la qualité des cours
d'eau. Jusqu'a présent, le parameétre pris en compte pour évaluer
le degré de contamination est la teneur totale en métaux. Mais
c'est oublier que la biodisponibilité des métaux pour les microorga-
nismes et donc leur danger potentiel dépendent de la nature des
especes de métaux présentes. De plus, la capacité de complexa-

Fig. 3: Les teneurs intracellulaires en cuivre (A) et en zinc (B) sont respective-
ment régulées par les concentrations en especes labiles du cuivre et en ions

libres du zinc.
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tion de I'eau joue un réle non négligeable: la nature et I'abondance
des ligands présents définissent la part relative des especes com-
plexées. Si la capacité de complexation est faible, la majeure partie
des métaux est présente sous la forme d'ions libres facilement
disponibles. Des effets négatifs sur les organismes aquatiques
peuvent alors se produire méme si la teneur totale en métaux est
relativement faible. Sil'on souhaite a I'avenir assurer une évaluation
plus exacte de la contamination des cours d'eau par les métaux, il
serait judicieux de développer des méthodes compactes et robus-
tes pour l'analyse de la spéciation des métaux sur le terrain.
00O

[1] Knauer K., Behra R., Sigg L. (1997): Effects of free Cu?* and
Zn?* jons on growth and metal accumulation in freshwater
algae. Environmental Toxicology and Chemistry 76, 220-229.

[2] Campbell RG.C., Errécalde O., Fortin C., Hiriart-Baer V.P,
Vigneault B. (2002): Metal bioavailability to phytoplankton-
applicability of the biotic ligand model. Comparative Bio-
chemistry and Physiology, C-Toxicology & Pharmacology 733,
189-206.

[3]1 Meylan S., Behra R., Sigg L. (2003): Accumulation of copper
and zinc in periphyton in response to dynamic variations of
metal speciation in freshwater. Environmental Science & Tech-
nology 37 5204-5212.

[4] Meylan S., Behra R., Sigg L. (2004): Influence of metal specia-
tion in natural freshwater on bioaccumulation of copper and
zinc in periphyton: a microcosm study. Environmental Science
& Technology 38, 3104-3111.
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Recherches actuelles

Les phytochélatines:
indicateur d’expo-
sition aux métaux?

|, -

Séverine Le Faucheur, chimiste, a effectué une these sur ce
sujet au département de «Toxicologie de I'environnement».
Laura Sigg, chimiste, dirige I'équipe de «Biogéochimie des
métaux».

Coauteur: R. Behra

Les algues utilisent les phytochélatines pour se prémunir de la toxicité des meétaux. Elles

synthétisent ces petits polypeptides lorsque les concentrations en métaux augmentent

dans leur environnement. Est-il possible d'utiliser les phytochélatines comme bioindicateur

de stress par les métaux? Les réponses que nous avons trouvées sont surprenantes.

Les métaux sont des composés naturels de I'environnement qui
sont apportés aux écosystemes aquatiques par différents proces-
sus (érosion des sols, précipitations, émission volcanique...). Mais
ils sont également présents dans certains produits industriels,
matériaux de construction et produits agrochimiques, tels que les
engrais, qui génerent des apports supplémentaires dans le milieu
naturel et aquatique.

Si certains métaux sont essentiels a la vie a des concentra-
tions traces, des concentrations plus élevées peuvent les rendre
toxiques, au méme titre que les métaux non essentiels [1]. Pour se
prémunir de cette toxicité, les algues ont développé plusieurs
mécanismes de détoxification, dont la production de molécules
intracellulaires, les phytochélatines (PC,, voir encadré). Leur role
est de lier les métaux accumulés en excés dans les cellules. La
synthése de phytochélatines est induite chez les algues par une
augmentation de la concentration en métaux dans leur environne-
ment. Nous avons cherché a savoir si, a l'inverse, il était possible
d’évaluer la contamination par les métaux du milieu aquatique a
partir de la teneur des algues en phytochélatines et donc d'utiliser
la concentration en phytochélatines comme bioindicateur.

La production de phytochélatines est-elle stimulée lors d'un
stress par les métaux? Il nous importait d'étudier le comporte-
ment des algues non pas en culture pure et en conditions artificiel-
les de laboratoire mais dans un systeme naturel. Nous avons alors
utilisé des biofilms d'algues naturels [2] développés en micro-
cosmes sur le terrain (cf. I'article de R. Behra p. 17) pour étudier les
effets de trois métaux: le cuivre, le zinc et le cadmium. Les micro-
cosmes ont été exposés pendant cing semaines a |'eau en circula-
tion de la riviere Glatt qui présente elle-méme de faibles concen-
trations des métaux étudiés: 25 nM de cuivre, 34 nM de zinc et
0,2 nM de cadmium.

Dans les microcosmes, les biofilms d'algues sont colonisés
sur des lames de verre maintenues sur des portants. Pour notre
étude, les lames colonisées ont été extraites du milieu de contréle
pour étre exposées pendant 24 heures a un stress par les métaux.
Le milieu d'exposition était constitué d’'eau de la riviere Glatt addi-
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tionnée de quantités connues de cuivre, de zinc et de cadmium
pour obtenir les concentrations suivantes: 500 et 1500 nM de cui-
vre, 250 et 1000 nM de zinc et 1000 nM de cadmium. Les biofilms
témoins ont été exposés a I'eau de la riviere Glatt sans ajout de
métal. Apres exposition, les biofilms ont été collectés et analysés
pour déterminer leur teneur en phytochélatines.

Des résultats inattendus. Curieusement, les biofilms témoins
ne contiennent pas uniqguement du glutathion, précurseur des phy-
tochélatines, mais également de la phytochélatine PC2 (Fig. 1, bar-
res grises). Autre élément surprenant, les biofilms exposés a des
concentrations accrues de cuivre (barres bleues) ne présentent ni
diminution de la concentration en glutathion ni augmentation de la
teneur en phytochélatines. Par contre, I'augmentation des concen-
trations en zinc et en cadmium (barres orange et vertes) dans le
milieu provoque une légére diminution du glutathion et une aug-
mentation significative de la production de PC2. Le cadmium induit
également une synthése de phytochélatines PC3 et PC4 (barres

Les métaux -
indispensables a la vie mais toxiques a forte dose

Tous les étres vivants ont besoin pour vivre de certains métaux

dits essentiels (cuivre, zinc, fer, nickel etc.). Ces oligo-éléments

servent en quantités infimes de cofacteurs pour les enzymes

ou les protéines [1]. Il existe aussi des métaux non essentiels

comme le cadmium, le mercure et le plomb. Suivant leur

concentration, les métaux qu'ils soient essentiels ou non peu-

vent étre cytotoxiques. Cette toxicité est due a leur capacité a

se fixer de fagon non spécifique sur certaines biomolécules et

se traduit par:

> un blocage de groupes fonctionnels,

P> un évincement de métaux essentiels

> ou une modification de la forme active (configuration) des
biomolécules touchées.
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Fig. 1: Concentrations en glutathion, en phytochélatines (PC2-4) et en thiols non identifiés (P1-3)

dans des biofilms d'algues exposés a un stress par les métaux.

vertes). Nous avons d'autre part observé dans tous les biofilms la
formation des deux thiols non identifiés P1 et P3 a I'exception des
biofilms témoins qui restaient exempts de P3.

Influence d’autres facteurs. Contrairement a nos attentes, les
phytochélatines sont déja présentes dans les biofilms d'algues aux
faibles concentrations environnementales en métaux. D'autres fac-
teurs de stress semblent donc étre responsables de leur produc-
tion. Tout d'abord, les nutriments, la lumiére et la température sont
connus pour influencer le contenu en thiols intracellulaires. De
plus, les phytochélatines sont formées a partir du glutathion et sont

Que sont les phytochélatines?

Les phytochélatines sont de petits polypeptides intracellulaires
possédant la séquence d'acides aminés (y-Glu-Cys),-Gly, ou
n=2-11, et une trés grande affinité pour les métaux grace a
leurs fonctions thiol (SH) et carboxyle (COOH). lIs sont enzy-
matiquement produits par les plantes, les champignons et les
algues a partir du glutathion, thiol prédominant dans les cellu-
les de tout organisme, en réponse a une augmentation de la
concentration en métaux dans leur environnement. Une de nos
études en laboratoire a clairement mis en évidence une induc-
tion de phytochélatines dans une algue verte unicellulaire Sce-
nedesmus vacuolatus exposée a un milieu de culture enrichi

en cadmium [2]. Dans les algues exposées, les phytochélatines
étaient alors produites a différents degrés de polymérisation
selon la concentration en cadmium. Dans la littérature, le cad-
mium est souvent cité comme étant I'inducteur le plus fort,
mais |'exposition a d'autres métaux comme le cuivre, le zinc
ou le plomb peut également dans une moindre mesure induire
leur production. La production de phytochélatines est d'autre
part spécifiqgue a chaque espece d'algues.
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donc dépendantes de la concentration de celui-ci. Or le glutathion
remplit plusieurs fonctions dans la cellule en plus de celle de
précurseur des phytochélatines. Il intervient par exemple dans les
mécanismes de lutte contre le stress oxydatif et les xénobiotiques.
Ces derniers peuvent ainsi faire varier le contenu en glutathion de
la cellule et influencer indirectement la production en phytochéla-
tines.

D’un autre c6té, la composition en algues d'un biofilm affecte
aussi sa réponse vis-a-vis des métaux. Ainsi, un biofilm constitué
en majorité d'especes d'algues produisant des phytochélatines a
de faibles concentrations en métaux contiendra plus de phyto-
chélatines qu'un biofilm contenant des espéeces d’algues moins
sensibles (en induction) en métaux. Dans nos biofilms naturels, la
production de phytochélatines ne semble pas étre significative-
ment stimulée par une augmentation de la teneur en cuivre dans
le milieu aquatique. Par contre, cette production augmente suite a
une exposition a des concentrations accrues en zinc et en cad-
mium. Lidée de se servir des phytochélatines comme bioindicateur
de stress au zinc et au cadmium semble donc intéressante.

Une autre molécule mérite cependant toute notre attention
dans ce contexte: le thiol P3. Absent des biofilms témoins, il n"ap-
parait dans notre étude qu'en présence de contamination par les
métaux, sa production étant stimulée aussi bien par le cuivre que
le zinc et le cadmium (Fig. 1). Il est donc bien possible que ce thiol
P3 s'avere étre un meilleur bioindicateur de stress par les métaux
que les phytochélatines étudiées. D'autres études sont néces-
saires pour tenter de le vérifier, et en particulier pour déterminer la
structure de P3. O 00

[11 Mason A.Z., Jenkins K.D. (1995): Metal detoxification in
aquatic organisms. In: Tessier A., Turner D.R. (Eds.) Metal
speciation and bioavailability in aguatic systems. John Wiley
& Sons: Chichester, p. 479-608.

[2] Le Faucheur S., Behra R., Sigg L. (2005): Thiol and metal
content in periphyton exposed to elevated copper and zinc
concentrations: a field and microcosm study. Environmental
Science and Technology 39, 8099-8107.

[3] Le Faucheur S., Behra R., Sigg L. (2005): Phytochelatin in-
duction, cadmium accumulation and algal sensitivity to free
cadmium ion in Scenedesmus vacuolatus. Environmental
Toxicology and Chemistry 24, 1731-1737.
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Les biofiltres
au banc d’essai

Adriano Joss, microbiologiste, et Max Maurer, ingénieur
chimist et technologique, au département de «Génie de
I"'environnement».

Coauteur: H. Siegrist

Les biofiltres reviennent en force dans le domaine du traitement des

eaux. Ces systemes fonctionnent a I'aide de biofilms développés sur

un matériau solide comme par exemple des billes de polystyrene ex-

pansé. Leur atout principal est la faible emprise au sol obtenue grace

a un temps de séjour tres bref des effluents dans le réacteur. Mais

quel est leur rendement d’épuration? Permettent-ils une élimination

efficace des substances indésirables?

La biofiltration demande nettement moins d’espace que le sys-
teme des boues activées classique (cf. photo p. 26) grace a un
temps de séjour réduit des eaux usées dans les biofiltres. Nous
avons cherché a savoir si le rendement d’épuration atteignait mal-
gré cela le niveau de celui des boues activées. Lexpérience mon-
tre que c'est effectivement le cas pour l'azote et le phosphore.
Mais qu’en est-il des micropolluants organiques (cf. encadré) répu-
tés difficilement dégradables? C'est a ce niveau qu'intervient notre
projet.

Comparaison biofiltration/boues activées classiques. C'est a la
station de traitement des eaux polluées (STEP) dAltenrhein (cf.
photo p. 26) que nous avons trouvé les conditions d'étude idéales.

Micropolluants organiques

Le terme de «Micropolluants organiques» désigne
les polluants que I'on rencontre dans le milieu aqua-
tique a des concentrations tres faibles (de |'ordre
du microgramme ou du nanogramme par litre). Par-
ticulierement toxiques, ces substances peuvent
déja étre nocives aux organismes aquatiques a ces
concentrations infinitésimales. Les micropolluants
organiques peuvent étre d'origine industrielle
(dégraissants, additifs des plastiques, ...), agricole
(pesticides, ...) ou hospitaliere et domestique (médi-
caments, hormones naturelles et synthétiques,
produits cosmétiques, ...). De nombreux micropol-
luants organiques ne sont que partiellement dégra-
dés dans les stations d’épuration ou, comme les
pesticides, sont directement déversés dans le
milieu naturel sans passer par un traitement quel-
conque.
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Cette station traite en effet les eaux usées pour moitié par un sys-
téme des boues activées classique et pour moitié par biofiltration.
Les caractéristiques hydrauliques des deux systemes différent de
maniere fondamentale: alors que les eaux demeurent entre 6 et
20 heures au contact des boues activées dans le traitement biolo-
gigue du dispositif classique (9000 m3), leur temps de séjour n'est
que de 0,5 & 1,4 heures dans les biofiltres (env. 450 m3 = volume
traversé minus volume du matériau solide). La STEP dAltenrhein
est concue pour une charge polluante de 90 000 équivalent-habi-
tants (somme des personnes physiques et de la charge polluante
convertie des industries du secteur drainé) et traite un débit par
temps sec de 400 | d’eaux usées par seconde.

Dégradation de 18 micropolluants organiques différents. Notre
projet avait pour objectif de quantifier le taux de dégradation de 18
micropolluants organiques différents (cf. tableau de la Fig. 1). Pour
ce faire, nous avons effectué trois prélévements automatiques
chaque fois pendant une semaine a l'aide d'échantillonneurs placés
respectivement en entrée et en sortie de chacun des deux disposi-
tifs. Etant donné les fortes fluctuations journaliéres de la quantité
et de la charge polluante des effluents a traiter, nous avons utilisé
un programme d'échantillonnage pondéré sur le débit: au cours
d'une semaine, les échantillons sont pris dés qu'un certain volume
d'eau s'est écoulé au niveau de I'appareil. Cette précaution nous
a permis une évaluation réaliste des charges polluantes hebdo-
madaires d’entrée et de sortie, et donc le calcul des quantités de
micropolluants réellement dégradés dans le dispositif de biofiltra-
tion d'une part, et dans le systeme de boues activées d'autre part.

Des rendements d’épuration similaires. La figure 1 présente les
résultats de notre étude [1]. Chaque point correspond a un micro-
polluant et indique le pourcentage de dégradation de la substance
par les boues activées (en abscisse) et par la biofiltration (en ordon-
née). La plupart des polluants est aussi bien éliminé par les bio-
filtres que par les boues activées. Les points qui leurs correspon-



Les biofilms: un retour réussi
dans le traitement des eaux usées

Les premiers systemes de traitement bio-
logique des eaux usées ressemblaient a
des lits de cours d'eau mis a la verticale.
Les effluents a traiter ruisselaient le long
de galets empilés cependant que leurs
polluants se trouvaient transformés et
dégradés. L'épuration de I'eau est assurée
par les biofilms formés a la surface des
pierres. Ces systemes de biofilm ont été
constamment développés et perfection-
nés et connaissent depuis quelgues an-
nées une renaissance inattendue dans le
domaine du traitement des eaux usées.

Les biofilms s’épanouissent aussi bien
en lit fixe qu’en lit fluidisé. Une des rai-
sons majeures en est certainement que
les galets des débuts ont été remplacés
par des matériaux filtrants plus perfor-
mants offrant aux microorganismes une
surface de contact nettement plus impor-
tante par unité de volume. Deux procédés
principaux ont actuellement recours aux
biofilms: I'épuration biologique a lit fixe et
celle a lit fluidisé [1, 2]. Dans ces deux
techniques, les bioréacteurs permettent
en leur sein le développement de biofilms
de 0,02 a 1 mm d'épaisseur.

Dans le bioréacteur a lit fixe ou bio-
filtre, le matériau solide le plus souvent
choisi est le polystyrene expansé sous

forme de billes ou de granulés. Ces billes
sont versées dans une sorte de cage en-
suite immergée dans |'effluent a traiter.
Sous l'effet de la poussée dArchimede,
les billes de polystyrene s'agglutinent
dans la partie supérieure de la cage. La
structure qu'elles composent est alors
qualifiée de lit fixe étant donné leur liberté
de mouvement trés limitée. Les lits fixes
peuvent également faire appel a d'autres
matériaux comme par exemple |'argile ex-
pansée ou des plastiques a surface struc-
turée.

Les systémes a lit fluidisé sont compo-
sés d'éléments et de plaquettes de plas-
tique de taille et de forme différentes. Ces
médias présentent un poids volumique
comparable a celui de I'eau et sont main-
tenus en suspension par aération ou par
agitation mécanique. Les lits fluidisés ne
nécessitent donc pas de forme de réac-
teur particuliere et sont souvent utilisés
pour |'extension d'installations classiques
de boues activées.

Les systemes combinés: a la fois bio-
films et boues activées. La derniere inno-
vation dans ce domaine est un systeme
combiné associant la technologie des lits
fluidisés a celle des boues activées. Les
spécialistes a croissance lente (bactéries

Photos: Eawag

nitrificatrices) colonisent alors principale-
ment les biofilms formés sur les éléments
de plastique cependant que les généra-
listes a croissance rapide occupent majo-
ritairement les boues en suspension. Les
deux populations de bactéries ne se font
ainsi aucune concurrence, ce qui devrait
permettre de tirer profit des deux syste-
mes a la fois pour produire des réacteurs
particulierement performants. De nom-
breuses agglomérations se sont étendues
ces dernieres décennies autour des sta-
tion d’épuration, celle-ci ne disposant sou-
vent pas d’espace pour les extensions
nécessaires. Des constructions compac-
tes sont alors demandées. Lexpérience
de terrain montrera si les systemes com-
binés sont a la hauteur des attentes de la
profession.

[11 Tschui M., Boller M. (1997): Abwasser-
reinigung mit submersen Festbettreaktoren.
GWA Gas Wasser Abwasser 77 796-781.

[2] Maurer M., Siegrist H. (1999): Nitrifikation
und Denitrifikation im Wirbelbett. Mittei-
lungen zum Gewasserschutz Nr. 36, Buwal,
Bern

Billes de polystyrene expansé et éléments de plastique comme supports de biofilms pour les lits fixes et les lits fluidisés.
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dent se situent soit sur la diagonale soit dans la zone bleue des
10% d'écart. Les rendements d'épuration ne différent que dans
le cas de 3 micropolluants. Lestrone est mieux dégradée dans les
biofiltres (85 %) que dans les boues activées (50 %). C'est I'inverse
pour l'azithromycine et la sulfapyridine dont respectivement 50 %
et 70% sont dégradés dans les boues activées contre seulement
20% et 35% dans les biofiltres. Dans une deuxiéme campagne de
mesures, la sulfapyridine était cependant aussi bien dégradée dans
les deux types d'installations.

Nous avons d'autre part constaté que, quel que soit le systeme
d'épuration choisi, les micropolluants organiques n'étaient que
partiellement biodégradés (Fig. 1). Seules 3 des 18 substances
étudiées étaient dégradées a plus de 80%. A l'inverse, 10 sur 18
|"étaient &8 moins de 50 %.

Les biofiltres: compacts et efficaces. Malgré une taille 10 fois
moins importante et un temps de séjour de 10 a 20 fois plus court,
le systeme de biofiltration de la STEP d’Altenrhein présente donc

un rendement comparable a celui d'un systéme classique. Com-
ment est-ce possible?

> |l est probable qu'une dégradation séquentielle se produise au
sein du biofiltre au fur et a mesure du ruissellement. Les matieres
organiques facilement biodégradables sont dégradées dans les
premiers niveaux du filtre. La charge polluante diminue donc au
cours de I'écoulement. On peut ainsi supposer que les différentes
couches du biofiltre sont occupées par différents microorganismes
spécialistes de certains types de dégradation, I'installation étant
alors caractérisée par une forte diversité de la flore microbienne.
> Le rincage quotidien assure d'autre part une élimination régu-
liere des généralistes a croissance trés rapide. Ces bactéries qui se
nourrissent de substances facilement dégradables coloniseraient
autrement les biofiltres en trés peu de temps. Le biofiltre se voit
alors doté d'un biofilm trés efficace formé de spécialistes a crois-
sance lente dont notamment des nitrificateurs qui transforment
|'urée en nitrates et des bactéries a croissance lente qui métaboli-
sent les substances organiques plus difficlement biodégradables.

Vue aérienne de la STEP d’Altenrhein: Le batiment de biofiltration (entouré) a une emprise au sol huit fois plus faible
que le systéme a boues activées classique comprenant 3 bassins d'aération rectangulaires et 3 clarificateurs circulaires;
chacune des deux installations traite cependant la moitié des effluents recus par la station.
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Fig. 1: Comparaison du taux de dégradation de 18 micropolluants organiques obtenu par biofiltration d'une part
et par la technique classique des boues activées d'autre part. Etant donné que certaines substances ont été
dosées plusieurs fois, la figure compte plus de 18 points. Les traits horizontaux et verticaux indiquent les domai-
nes d'incertitude approximatifs correspondant aux mesures des taux de dégradation [1]. Les 18 micropolluants

étudiés sont présentés dans le tableau.

Dans les biofiltres, ces spécialistes forment des biofilms tres fins
et sont en contact direct avec les effluents a traiter. lls peuvent
donc absorber et éliminer les polluants beaucoup plus facilement
que dans un floc de boues activées dont la surface est dominée par
des bactéries a croissance rapide.

Inconvénients des biofiltres. A coté des avantages déja mention-
nés, la biofiltration présente aussi un certain nombre d'inconvé-
nients par rapport au procédé des boues activées:

> Le temps de séjour hydraulique tres bref dans les réacteurs
de biofiltration implique une moindre capacité d'absorption des
pointes de charge.

> Les réacteurs de biofiltration doivent étre rincés quotidienne-
ment. 30% de I'eau épurée est utilisée pour ce rincage. Néces-
sitant des conditions de turbulence, ce rincage est effectué en
écoulement accéléré et sous insufflation dair.

> La consommation d'énergie d'une installation de biofiltration
est de 0,4 4 0,6 KWh par m? d'effluent a traiter [2, 3] contre 0,2 a
0,5 KWh par m? pour une installation classique [4].

» Etant donné la forte charge particulaire en aval des biofiltres, les
installations de biofiltration doivent souvent étre dotées de filtres a
sable placés en fin de chaine. Cet équipement est nécessaire dés
que le seuil de 15 mg/l de particules en suspension défini par la loi
est dépassé dans I'eau épurée dans un cinquieme des échantillons

prélevés en 24 heures. Le biofiltre de la STEP d’Altenrhein est ainsi
lui aussi équipé d'un filtre a sable.

Sur les sites ou une extension de la station d'épuration est
nécessaire, la préférence va souvent aux systémes de biofiltration,
|'avantage de la faible emprise au sol I'emportant alors sur les
inconvénients. 00O

[1]1 Joss A., Keller E., Alder A.C., Gobel A., McArdell C.S.,
Ternes T., Siegrist H. (2005): Removal of pharmaceuticals
and fragrances in biological wastewater treatment. \Water
Research 39, 3139-3152.

[2] Keller U. (2005): Communication personnelle, Abwasser-
verband Altenrhein.

[3] Kunz H. (2005): Communication personnelle, ARA Region
Bern AG.

[4] Mdller E.A., Thommen R., Stéhli P (1994): Energie in ARA.
BUWAL, Bern.
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Les boues activées:
biofilms en flocons

Reto Manser, ingénieur environnementaliste, vient de
terminer une thése de doctorat au département de «Génie
de I'environnement», Hansruedi Siegrist, ingénieur, dirige
ce département.

Les flocs de boues activées intervenant dans I'épuration des eaux polluées sont des

biofilms bien particuliers. Il leur manque en effet le support solide. Suivant le type de

traitement biologique choisi, les flocs sont de taille plus ou moins grande, étant par

exemple plus petits dans les bioréacteurs a membrane que dans les dispositifs tradi-

tionnels. Ce parametre a-t-il une influence sur le rendement de I'épuration?

Les phénomenes d'agglomération des bactéries jouent un role
primordial dans le traitement biologique des eaux polluées. Dans
les procédés faisant appel a des biofilms, elles forment une pelli-
cule fixée sur des surfaces solides (cf. I'article de A. Joss, p. 26).
Dans celui des boues activées, elles s'organisent a I'inverse en
flocs de 0,1 a 2 mm de diamétre maintenus en suspension par agi-
tation mécanique ou par insufflation d'air. De par leur structure, ces
flocs de boues activées sont similaires aux biofilms classiques a la
différence qu'ils ne disposent pas de support solide.

Clarification: décantation contre membranes immergées. Jus-
qu'a ces dernieres années, les flocs issus de la technique des
boues activées étaient séparés de |'eau épurée par décantation
dans des bassins appelés décanteurs secondaires ou clarificateurs.
Ces derniers temps, il est de plus en plus question d’effectuer cette
séparation par le biais de membranes immergées dans le bassin
de boues activées. Ces bioréacteurs a membranes immergées
semblent constituer une alternative prometteuse aux techniques
traditionnelles [1 p. ex.]. Leurs atouts sont la rétention totale de la

biomasse, ceci impliquant une qualité supérieure de I'eau épurée
ainsi qu'un encombrement réduit.

Les travaux exposés dans la littérature indiquent cependant que
les flocs produits dans les systémes a membranes sont nettement
plus petits que ceux des installations a décantation secondaire clas-
sigue. La taille des flocs a une influence directe sur I'approvision-
nement en oxygene et en éléments nutritifs des bactéries vivant en
leur coeur et donc sur l'activité de celles-ci. C’'est pour cette raison
que nous avons cherché a savoir si la taille réduite des flocs avait
un effet négatif sur le rendement d'épuration des stations faisant
appel au procédé membranaire.

Deux stations pilotes au banc d’essai. Pour répondre a cette
question, nous avons mené une étude comparative entre deux
stations pilotes installées a I'Eawag. La premiére est une station
d'épuration a clarification classique, la seconde fait appel a la tech-
nologie des membranes. Les deux stations sont rattachées au sys-
teme d'assainissement communal et sont donc alimentées par
des eaux usées de la région de Dibendorf. Leau épurée qu'elles

Fig. 1: Flocs de boues activées issus du traitement biologique classique a boues activées et clarificateur

(A) et du bioréacteur a membranes (B) observés au microscope a contraste de phase.

A) Systeme classique a boues activées
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B) Bioréacteur a membranes
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produisent est renvoyée dans les égouts. Les réglages de base des
deux stations pilotes sont identiques. Des échantillons ont été
prélevés hebdomadairement sur une période de deux ans et demi.
Les parametres étudiés sont le débit et la qualité de I'eau épurée,
la composition bactérienne des boues activées, la taille des flocs
formés et les taux de biodégradation.

Taille des flocs de boues activées. Conformément aux résultats
reportés dans la littérature, les flocs de notre bioréacteur a mem-
brane étaient systématiquement plus petits que ceux de la station
classique (Fig. 1A et 1B). Les flocs du systéme traditionnel présen-
taient un diametre compris entre 200 et 500 pm, leur taille variant
fortement en fonction des saisons. Les boues du bioréacteur a
membrane étaient constituées de flocs d’environ 100 um de dia-
metre au début du projet, cette taille n'atteignant plus que 40 um
au bout de deux ans de fonctionnement.

Mais pourquoi les flocs sont-ils plus grands dans les systemes
classiques? L'une des raisons est probablement que la capacité de
sédimentation des petits flocs dans le clarificateur est trop faible et
qu'ils sont donc emportés avec I'eau épurée. La sélection induite
par la clarification favorise donc les bactéries se trouvant dans les
flocs de taille moyenne a forte (>100 pm). A l'inverse, la séparation
membranaire oppose un obstacle infranchissable a I'ensemble des
bactéries et ne favorise donc pas les flocs de grande taille. Il est de
plus possible que les forces de cisaillement dues a |I'aération a gros-
ses bulles des modules membranaires empéchent la croissance
des flocs. Enfin, les flocs de petite taille correspondent peut-étre
pour les bactéries au meilleur compromis entre alimentation en
oxygene et en éléments nutritifs d'une part et protection contre la
prédation d'autre part.

Les nitrificateurs des flocs de boues activées. Les bactéries
nitrifiantes comptent parmi les bactéries les plus importantes pour
I'épuration biologique des eaux usées communales bien qu'elles
ne représentent que moins de 5% de la biomasse bactérienne
totale. On distingue parmi les nitrificateurs les bactéries nitrosan-
tes qui oxydent I'ammonium contenu dans les urines en nitrites et
les bactéries nitratantes qui oxydent ensuite les nitrites en nitrates.
Ces deux groupes bactériens sont a la fois autotrophes, c’est-a-dire
qu'ils élaborent leur propre substance organique a partir de subs-
tances anorganiques de leur environnement, et aérobies stricts,
c'est-a-dire qu'ils sont absolument dépendants de la présence
d'oxygéne.

Nous avons cherché a savoir s'il existait une différence entre les
communautés de bactéries nitrifiantes des deux stations pilotes et
avons pour cela utilisé I'hybridation in situ en fluorescence (FISH).
Cette technique d'analyse de biologie moléculaire permet d'identi-
fier les bactéries dans leur habitat propre [2].

Les résultats ont montré que la composition des communautés
de bactéries nitrosantes était sensiblement la méme dans les deux
stations pilotes, les flocs y étant dominés par I'espéce Nitrosomo-
nas oligotropha. Les stations pilotes sont en majeure partie alimen-
tées par des eaux faiblement chargées particulierement favorables
a N. oligotropha. A c6té de cette espece, nous avons également
mis en évidence des représentants des groupes Nitrosomonas

communis et Nitrosomonas eutropha dans les flocs des deux sta-
tions pilotes, alors que ces especes affectionnent clairement les
habitats donc trés riches en éléments nutritifs. Leur présence pour-
rait notamment s’expliquer par la grande variabilité de la charge pol-
luante présentant des pics tres nets en substances nutritives et
éventuellement provenir d'une inoculation par des bactéries issues
du réseau d'assainissement. Nous partons du principe que I'hété-
rogénéité de la communauté bactérienne est plutét favorable a la
stabilité de la nitrification.

Dans les deux stations pilotes, la nitratation était assurée par
des bactéries du genre Nitrospira. D'apres un certain nombre de
publications [3 p. ex.], Nitrospira serait responsable de |'oxydation
des nitrites en nitrates dans la plupart des stations d'épuration et
non pas Nitrobacter comme on le pensait jusqu’a présent. Nitro-
spira est en effet bien mieux adaptée que Nitrobacter aux milieux
peu concentrés.

Les bactéries nitrifiantes forment généralement des agrégats
de 10 a 10000 cellules appelés «clusters» et ne se développent
qu'a l'intérieur des flocs (Fig. 2, marquées en jaune). Elles se font
probablement recouvrir suite a la prolifération des bactéries hété-

Modéle de transport des substances dans les flocs de
boues activées

Le modele que nous avons développé pour représenter les
processus de transport au sein des flocs de boues activées
considere ceux-ci comme des sphéres parfaites [4, 5]. Il sup-
pose d'autre part que le transport des éléments nutritifs et

de I'oxygene dans la couche limite entre floc et phase liquide
se fait uniguement par diffusion, ce qui induit I'apparition de
gradients de concentration trés marqués au sein des flocs de
boues activées. Les teneurs en oxygene (0,) et en ammonium
diminuent lorsque I'on se rapproche du cceur du floc étant
donné que la consommation des ces deux substrats est plus
élevée que leur transport. A l'inverse, les nitrites sont produits
a l'intérieur du floc et leur concentration est donc peu influen-
cée par la diffusion. Bien que les résultats soient accompagnés
d'une certaine incertitude, ce modeéle permet de visualiser les
processus de transport et facilite leur compréhension.

Couche
limite
laminaire

Le modele de
simulation des
flocs repré-

Concentration

0,

Bactéries
nitrifiantes +
hétérotrophes

Rayon du floc

sente ceux-Ci
comme des
sphéres parfai-
tes. Il indique
la localisation
des différents
groupes de
bactéries et la
distribution de
|"oxygene et
des éléments
nutritifs.
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Fig. 2: Coupe de floc de boues activées observée au microscope confocal a
balayage laser aprés marquage par des sondes nucléigues fluorescentes.

En vert: sonde non spécifique marquant toutes les bactéries. En jaune: sonde
spécifigue des bactéries nitrosantes. Le floc a été légérement écrasé pour les
besoins de la préparation.

rotrophes strictement dépendantes de la présence de matiere
organique.

Influence de la taille des flocs sur le taux de nitrification. Nous
avons d’autre part cherché a savoir si la taille des flocs avait une
influence sur l'activité des bactéries nitrifiantes. Pour cela nous
avons déterminé le taux de nitrification de deux facons différentes:
par mesure directe et par calcul a I'aide d'un modéle de transport
des substances développé par notre équipe (voir encadré et Fig. 2
et 3). Les résultats révelent une bonne concordance entre les don-
nées mesurées et les données calculées, ce qui semble indiquer

Fig. 3: Valeurs mesurées et modélisées du taux de nitrification en fonction de
la concentration en oxygene en conditions de surabondance de substances
nutritives.
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que notre simulation donne une représentation correcte de la dis-
tribution des substances au sein des flocs. Les données indiquent
d'autre part des différences trés nettes entre les deux techniques
d'épuration. Ainsi le taux de nitrification est déja presque maximal
pour 1 g d'oxygéne par m® dans les flocs de petite taille du réacteur
membranaire alors que cette concentration est encore insuffisante
pour oxygéner les flocs de grande taille du systéeme classique
dont les nitrificateurs ne sont encore que partiellement actifs. Ces
flocs de grande taille ne sont totalement aérobies qu'a partir de 3 g
d’oxygéne par mS.

Par contre, les flocs sont bien alimentés en ammonium quelle
que soit leur taille. [l ne semble pas exister de limitation a son trans-
port. La raison en est sans doute que la nitrification nécessite deux
molécules d’oxygéne pour oxyder une seule molécule d’ammo-
nium.

Implications pour la gestion des stations. La taille des flocs
dépend fortement de la technique choisie pour la séparation des
boues activées: décantation ou filtration sur membrane. D'un autre
coté, cette taille a une influence sur I'approvisionnement en oxy-
gene des bactéries situées au coeur des flocs et donc sur la capa-
cité de nitrification: le bioréacteur a membranes atteint déja 90 %
du taux de nitrification maximal pour une concentration en oxygéne
de 1 g/m?3.

Il est donc conseillé de réduire les apports d'oxygéne dans le

bassin d'aération du bioréacteur a membranes a une valeur de 1 g
par m3 pour les deux raisons suivantes:
> La puissance des ventilateurs peut étre réduite puisque la
quantité d'oxygene a insuffler est plus faible que dans le systéme
conventionnel. Les besoins énergétiques de I'unité d'aération peu-
vent alors étre réduits de 10 a 20%.
» La moindre oxygénation du milieu permet un meilleur rende-
ment de la dénitrification. En effet, la quantité d’oxygéne transpor-
tée de la zone aérobie a la zone anaérobie de dénitrification s'en
trouve de fait limitée. La dénitrification correspond a la transforma-
tion des nitrates en azote moléculaire.

Conclusion: Notre étude a permis de mettre en évidence le role
primordial de la taille des flocs sur le rendement de I'épuration et
|'efficacité des stations d'épuration des eaux polluées. O 00

[1] Stephenson T, Judd S., Jefferson B., Brindle K. (2000): Mem-
brane bioreactors for wastewater treatment. IWA Publishing,
London.

[2] Amann R., Fuchs B.M., Behrens S. (2001): The identification of
microorganisms by fluorescence in situ hybridisation. Current
Opinions in Biotechnoogy 72, 231-236.

[3] Daims H., Nielsen J.L., Nielsen PH., Schleifer K.H., Wagner M.
(2001): In situ characterization of Nitrospira-like nitrite oxidiz-
ing bacteria active in wastewater treatment plants. Applied
and Environmental Microbiology 67 5273-5284.

[4] Manser R., Gujer W., Siegrist H. (2005): Consequences of
mass transfer on the kinetics of nitrifiers. Water Research 39,
4633-4642.

[5] Schwarzenbach R., Gschwend P, Imboden D. (2003): Environ-
mental organic chemistry. John Wiley & Sons, Inc., New Jer-
sey.




Les biofilms s’opposent a la
récuperation de chaleur

-

Oskar Wanner, spécialiste
de I'analyse des systemes
et chercheur au départe-
ment de«Gestion des
eaux dans les zones urbai-
nes».

Il devient de plus en plus important d'utiliser avec efficacité I'énergie dont nous dépendons

au quotidien. Dans un tel contexte d’économie des ressources, il devient alors intéressant

de récupérer une partie de la chaleur véhiculée par les eaux usées a I'aide d'échangeurs de

chaleur installés dans les égouts. Or 'efficacité de ces échangeurs thermiques se voit limitée

par le développement de biofilms. Existe-t-il un moyen de remédier a ce probleme?

Les eaux usées sont un réservoir d'énergie thermique. Elles sont
en effet parfois déversées dans les égouts a des températures
relativement élevées. Un simple calcul permet de voir a quel point
il est intéressant de récupérer cette chaleur: Une station de récu-
pération de chaleur qui refroidirait d'un degré Celsius la totalité des
eaux usées de la ville de Zurich développerait une puissance théo-
rique d’environ 8000 kW, ce qui correspond a la consommation de
80 000 ampoules de 100 Watt. Les eaux usées constituent donc
une source d'énergie intéressante et surtout perpétuellement dis-
ponible. Nous pouvons exploiter cette énergie au lieu de la dis-
perser dans la nature. C'est ce que fait déja la Suisse sur plus de
50 sites. Un systéme de pompes a chaleur et d'échangeurs ther-
miques installés dans le flux d’eaux usées y permet le chauffage de
batiments et la production d’eau chaude. C'est par exemple le cas
a Zurich-Wipkingen ou un échangeur de chaleur installé dans les
égouts (Fig. 1) permet de chauffer plus de 900 logements.

Mais ces systéemes de récupération de chaleur sont confrontés
a un probléeme de taille: le développement de biofilms. Favorisés
par la richesse nutritive des effluents, ils se forment a la surface des
échangeurs thermiques dont ils peuvent considérablement réduire
I'efficacité. Nous avons cherché un moyen de lutter contre la forma-
tion de ces biofilms.

Fig. 1: Echangeur de chaleur de 200 m de long installé dans les égouts.

EWZ

Un échangeur de chaleur testé au laboratoire. Nous avons déve-
loppé dans notre laboratoire un banc d’'essai permettant de tester
|'efficacité de différentes mesures sur le développement des bio-
films (Fig. 2). Ce dispositif est constitué d'un canal en plexiglas dont
le fond est équipé d'un petit échangeur thermique de 1 m de long
présentant une surface d'acier inoxydable laminée a froid. De plus,
quatre petites plaques constituées du méme acier et pouvant étre
facilement échangées ont été intégrées au fond du conduit. Ces
plaquettes permettent d'observer l'influence des caractéristiques
de surface sur la formation des biofilms. Le canal expérimental est
alors parcouru d'eaux usées communales prétraitées. L'échangeur
thermique fonctionne quant a lui avec de I'eau déminéralisée. Les
températures en entrée et en sortie de I'échangeur sont mesurées
et enregistrées en continu. Un groupe frigorifique simule un
consommateur utilisant la chaleur récupérée par I'échangeur.

Récupération de chaleur dans les eaux usées et gestion
des stations d’épuration

Dans le cadre d'un projet de recherche financé par I'Office
fédéral de I'énergie, nous avons cherché a évaluer la quantité
de chaleur pouvant étre extraite des eaux usées sans que le
rendement de la station d'épuration placée en aval s'en trouve
affecté [1]. Nos résultats ont montré que le refroidissement
naturel des effluents dans les égouts est de |'ordre de 1 °C et
que les aléas météorologiques font fluctuer la température des
eaux usées avec une amplitude de plusieurs degrés Celsius. Si
|'abaissement de la température des effluents provoquée par
un échangeur de chaleur reste dans une certaine limite et si le
dimensionnement de la station d'épuration dispose de certai-
nes réserves, c'est-a-dire si la station ne fonctionne pas au
maximum de sa capacité, les effets de la récupération de cha-
leur sur le fonctionnement de la station d'épuration sont mini-
mes [2, 3]. D'autre part, ce prélevement de chaleur est méme
bénéfique aux cours d'eau récepteurs qui subissent de ce fait
un réchauffement moindre avec les apports d'eau épurée.
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Fig. 2: Banc d'essai aménagé au laboratoire pour tester les effets du développe-
ment des biofilms sur I'efficacité d'un échangeur thermique.

Le développement du biofilm peut étre limité. Lorsque I'eau
usée s'écoule au-dessus de |'échangeur de chaleur, la surface de ce
dernier commence a étre colonisée au bout de quelques heures
seulement. Au bout de quelques jours, un biofilm dont I'épaisseur
peut atteindre plusieurs centaines de microns est déja observable
(Fig. 3). Ce biofilm oppose une résistance au flux de chaleur de
|'eau usée vers I'échangeur thermique dont il réduit ainsi I'effica-
cité. Cette efficacité se calcule a partir de la différence entre les
températures des flux d'entrée et de sortie de I'échangeur ainsi que
de son flux volumique. La figure 4 montre comment |'efficacité de
|"échangeur thermique diminue avec le temps suite a la formation
du biofilm pour ne plus représenter que 50% du rendement de
|"échangeur propre au bout de 18 jours.

Nous avons alors fait varier la vitesse d'écoulement dans le
systeme, la faisant passer a 1,0 m/s au lieu de 0,4 m/s pendant
20 minutes. Lintensification des forces de frottement exercées par
|"eau sur le biofilm a alors induit I'arrachement d'une partie du bio-

Fig. 4: Evolution dans le temps du rendement de I'échangeur de chaleur sous
|'effet du développement de biofilm (en pourcentage du rendement de I'échan-
geur propre). Les fleches indiquent les augmentations ponctuelles de la vitesse
d'écoulement des eaux usées.
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Fig. 3: Formation de biofilm sur des plaquettes d'acier présentant différentes
propriétés de surface au bout de 0 (a gauche), 2 (au milieu) et 7 jours d'exposi-
tion au flux d'eaux usées (a droite).

film et permis une reprise de |'efficacité de I'échangeur de chaleur.
A chacun de ces ringages, répétés régulierement, une partie du
rendement d'origine a pu étre reconquise [4]. Un maintien de la
vitesse d’'écoulement a la valeur élevée de 1,0 m/s a permis de
limiter la perte de rendement qui, au bout de deux mois, n'avait
jamais dépassé 20%.

Les essais sur les surfaces ont livré des résultats variables. Que
les plaquettes aient été travaillées a la peau de chamois ou a la toile
émeri fine ou grossiére, qu'elles aient subi un polissage électrique
ou diamanté, aucune limitation significative du développement de
biofilm n'a pu étre constatée. Seules les surfaces a revétement de
téflon semblaient moins propices a la colonisation. Les résultats les
meilleurs ont été obtenus en combinant le revétement de téflon et
la forte vitesse d'écoulement. Ce type de revétement est cepen-
dant trés sensible aux sables et graviers véhiculés par les eaux
usées et ne saurait étre utilisé dans les égouts. Il pourrait toute-
fois trouver une application judicieuse dans d'autres systemes
d'échange de chaleur également confrontés au probléme des bio-
films.

Conclusion. Les études menées au banc d'essai ont montré qu'il
n'était pas possible d'empécher totalement la formation de biofilms
sur les échangeurs thermiques installés dans les égouts. Elle peut
cependant étre maintenue a un niveau limitant la perte de rende-
ment a une valeur maximale de 20% par le biais d'augmenta-
tions ponctuelles ou permanentes de la vitesse d'écoulement des
effluents qui peuvent étre obtenues par des aménagements produi-
sant une chasse d'eau ou des interventions directes par nettoyage
mécanique. 00O
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Janet Hering prend la direction
de I’Eawag

Le 26 juin dernier, sur proposition du
Conseil des EPF, le Conseil fédéral
a nommé Janet Hering a la téte de
|'Eawag. La scientifique américaine de
48 ans est actuellement professeur de
sciences et technologies de I'environ-
nement au California Institute of Tech-
nology. Janet Hering est une spécia-
liste des méthodes de potabilisation
des eaux polluées ainsi que du com-
portement biochimique des métaux traces. Elle assurera la direc-
tion de I'Eawag a partir du 1°" janvier 2007, prenant ainsi le relais
d'Ueli Bundi qui dirige I'institut et ses 400 personnes de maniere
intérimaire depuis le 1¢" juillet 2004. 000

Compostage global — «decomp
database»

Vous avez dit compost? Dans beaucoup de pays en développe-
ment, il ny a méme pas de mot qui lui corresponde. Dans les zones
urbaines, ou I'évacuation des déchets représente pourtant un pro-
bleme crucial, la possibilité de composter les déchets organiques
reste trés méconnue. Et ce, bien que certains pays fassent déja
figure de pionniers en lancant des programmes de promotion du
compostage a I'échelle du quartier. Ces activités sont cependant
rarement coordonnées et se heurtent souvent aux mémes pro-
blémes. Pour faciliter les échanges et la coordination, le départe-
ment Sandec de |I'Eawag (Eau et assainissement dans les pays
en développement) a mis en place une plateforme d'information:
«decomp database». Cette banque de données basée sur I'inter-
net rassemble des données sur des installations de compostage
situées partout dans le monde. Son objectif est de centraliser I'ex-
périence acquise dans les différents pays ou régions et de la faire
partager a tous les intéressés. 000

Les déchets organiques sont distribués sur une pile de compost (Mumbai, India).

Emmeénagement dans le Forum
Chriesbach

L'Eawag a enfin pu occuper son nouveau batiment principal a
Dibendorf. Le batiment abritant les services administratifs et des
groupes de recherche ainsi que la bibliotheque commune a I'Eawag
et I'Empa, un restaurant pour le personnel et des locaux destinés
a la formation servira de nouvelle référence en matiére de déve-
loppement durable. Les constructions et développements techni-
ques utilisés poussent jusqu'a la limite du possible. D'apres les
calculs, le batiment destiné a recueillir quelque 120 personnes
devrait consommer quatre fois moins d'énergie qu'un batiment de
construction traditionnelle. En effet, le Forum Chriesbach est concu
comme un batiment zéro-énergie, c'est-a-dire sans aucun chauf-
fage ni climatisation. Linauguration officielle aura lieu les 1°" et
2 septembre prochains. 00O

Biosenseur pour l’arsenic recoit
un prix

Une équipe de chercheurs de I'Eawag et des universités de Hanoi
(Viet Nam) et de Lausanne ont réussi la premiére mondiale d'utili-
ser sur le terrain un biosenseur pour la détection de I'arsenic. Le
nouveau test permet a faible colt I'analyse rapide d'un grand nom-
bre d'échantillons et peut
étre utilisé directement dans
les régions touchées. Larti-
cle paru a ce sujet dans la re-
vue «Environmental Science
and Technology, ES&T» a ob-
tenu le prix de la meilleure
publication ES&T de I'année
2005. Il ne s'agit pas unique-
ment d'un grand succes
pour la publication mais sur-
tout pour une méthode dans
le développement de la-
quelle I'Eawag s’est engagé
en premiere ligne. O O O

Workshop a Hanoi: Comment fonctionne
le nouveau test de détection de I'arsenic?

Eawag

M. Berg, Eawag
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