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Résumé – Nous avons suivi la formation d’un biofilm sur l’acier inoxydable (AISI 316) im-
mergé dans un circuit d’eau potable pour deux températures (20 ◦C et 37 ◦C à pH = 8,25 –
8,5), à l’aide de techniques de caractérisation par spectroscopies : PM-IRAS (infrarouge de
surface), XPS (spectroscopie des photons électrons X) ; par une analyse élémentaire : EDX
(les rayons X à dispersion d’énergie) ; par microscopies : MEB (microscopie électronique à
balayage) et AFM (microscopie à force atomique) ; et enfin, par électrochimie : RDE (vol-
tammétrie sur électrode à disque tournant). Une étape de conditionnement de la surface
de l’acier inoxydable a été mise en évidence, que nous avons suivie en fonction de la durée
d’immersion et de l’influence de la température, et ce jusqu’à l’adhésion des premières co-
lonies de bactéries. En eau froide (20 ◦C), l’étape de conditionnement varie de 1 à 8 jours,
durant lesquels on détecte la présence de fonctions acides organiques superficielles adsor-
bées et ensuite viennent les liaisons peptidiques. À partir d’une dizaine de jours, on dénote
la présence de polymères à la surface, et enfin des bactéries dont les longueurs sont com-
prises entre 2–3 μm, au bout de 12 jours. En revanche, cette étape de conditionnement se
réduit à 2 jours en eau tiède (37 ◦C), durant lesquels des carbonates, des fonctions acides
superficielles et des fonctions peptidiques sont détectables. Une grande variété de bacté-
ries a été imagée dans le biofilm, incluant vraisemblablement des légionelles. Une épaisseur
limite de 4 μm a aussi été estimée pour une durée de 3 mois dans une eau froide. La combi-
naison de ces différentes techniques permet de mettre en évidence une succession d’étapes
avant l’adhésion bactérienne sur l’acier en eau potable.
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Drinking water; biofilm; legionella;
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Abstract – Microscopic, spectroscopic and electrochemical methods to investigate
development of potable water biofilms on stainless substrate. We studied biofilm
formation on stainless steel occurring in a drinking water distribution system which oper-
ated at two different temperature (20 ◦C and 37 ◦C at pH = 8.25 – 8.5), in order to isolate
the effect of temperature from water quality and operational parameters. A surface condi-
tioning step found to occur on this material was monitored as a function of time until adhe-
sion of bacterial colonies using microscopic methods: SEM (scanning electron microscopy),
AFM (atomic force microscopy); spectroscopic methods: PM-IRAS (polarization modulation
infrared reflection absorption spectroscopy), XPS (X-ray photoelectron spectroscopy), EDX
(Energy dispersive X-ray spectroscopy) and an electrochemical method: RDE (rotating disk
electrode). Correlation between surface analyses, the age of the sample and the influence
of temperature have been observed before bacterial adhesion. An initial conditioning step
of surface has been observed in cold water. During a period varying from 1 to 8 days, su-
perficial acidic functions are grafted on surface until proteins adsorption. After this period,
independent microcolonies of bacteria were attached on the substrate, reaching a 2–3 μm
in length which has been estimated after 12 days. On the other hand, the first step was
reduced down to 2 days in tepid water, during which carbonates, acidic functions, proteins
and polymers were detected. A greater richness of bacteria was imaged in the biofilm and
a limited spatial variation was deduced from the determination of its thickness. This latter
was found to be constant over a 3-month period and equals to 4 μm at 20 ◦C. The com-
bination of these different techniques allows to describe the successive steps in biofilms
formation on stainless steel in drinking water.
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D e nombreux travaux, ces dernières
années, ont contribué à caractériser
les biofilms et à collecter un grand

nombre d’informations par des techniques
variées sur les biomasses fixées, ainsi que
sur les étapes successives de formation d’un
biofilm [1, 2]. Mais la complexité structu-
rale et physiologique de la matrice ainsi
que les interférences du milieu environnant
rendent difficiles l’obtention de données glo-
bales et simples, surtout lorsqu’on choisit
de se placer dans des conditions naturelles
de formation du biofilm. Par conséquent,
force est de reconnaître qu’actuellementsub-
siste un réel besoin d’outils de caractérisa-
tion du biofilm, d’une part pour approfon-
dir les connaissances fondamentales sur les
biomasses fixées, d’autre part pour optimi-
ser l’efficacité de leur contrôle. Cette étude
a permis d’allier les compétences en analyse
de surface par spectroscopies électroniques
ou vibrationnelles du Laboratoire de Réac-
tivité de Surface et en microscopies et élec-
trochimie du Laboratoire des Interfaces et
Systèmes Électrochimiques, dans un même
but : le suivi et la caractérisation de biofilms
formés sur Acier inoxydable (AISI 316) et sur
un substrat modèle (or) en eau potable, avec
pour finalité d’aborder la problématique de
détérioration des matériaux par des micro-
organismes (biocorrosion). Les travaux sur
les biofilms et leurs impacts présentent aussi
un grand intérêt pour les questions d’envi-
ronnement et de santé publique. Les plus
courantes sont : pollutions des eaux [3, 4],
maladies nosocomiales et légionellose [5–7].
Dans ce dernier cas, qui nous intéresse plus
particulièrement, le biofilm intervient très
en amont. Il est de ce fait souvent impliqué
dans les troubles récurrents survenant dans
les circuits de distribution d’eau potable. Il
arrive que l’érosion suivie du détachement
partiel d’un biofilm de la canalisation soit le
point de départ d’une prolifération de micro-
organismes indésirables, affectant la qualité
de l’eau et conduisant à une contamina-
tion bactérienne plus ou moins sévère (Fig.
1). Parmi ces micro-organismes pathogènes
dont un grand nombre n’est pas encore iden-
tifié, les plus récurrents dans la flore aqua-
tique des eaux potables sont les espèces bac-
tériennes « Legionella Pneumophila » et « Pseu-
domonas Aeruginosa » [8, 9] dont la présence
dans le biofilm des circuits d’eau chaude et
de refroidissement est à l’origine d’épisodes
de légionellose. Cette contamination dépend
de la température de l’eau et de la présence
ou absence de nutriments indispensables

à la croissance des légionelles. L’eau po-
table n’étant pas contrôlée pour cette bacté-
rie, sa croissance peut se faire dans toutes
les installations pouvant aider au déve-
loppement de ces micro-organismes : eau
tiède entre 25 et 45 ◦C, présence d’éléments
nutritifs (carbone assimilable, fer ferreux
Fe2+ ou fer ferrique Fe3+ indispensable à
la croissance, et la présence d’acides orga-
niques) [10, 11], environnement aérobie (pré-
sence d’oxygène) [12, 13], et existence éven-
tuelle d’hôtes (amibes. . . ) [14, 15]. Les lé-
gionelles se développent préférentiellement
dans des organismes hôtes au sein d’un dé-
pôt biologique : biofilm susceptible de se
fixer sur les matériaux. Cette adhésion est fa-
vorisée par : le matériau proprement dit (ru-
gosité de sa surface, toxicité des ions relar-
gués par le métal vis-à-vis du biofilm comme
par exemple le cuivre), la corrosion du ma-
tériau et l’évolution rapide de la rugosité de
la paroi. Cette corrosion peut aussi libérer
des ions favorables au développement des
légionelles (Fe2+, Fe3+, Zn2+ par exemple).
Une forte rugosité va favoriser l’adhésion
du biofilm et augmenter l’épaisseur de la
zone à très faible turbulence et l’entartrage
des parois [16–18]. Cet entartrage composé
essentiellement de carbonates va aussi fa-
voriser le développement du biofilm. Les re-
cherches entamées portent sur une meilleure
compréhension des premières étapes de for-
mation du biofilm jusqu’à l’adhésion des
micro-organismes sur l’acier inoxydable.

Procédures expérimentales

Des échantillons d’acier inoxydable AISI 316
et de coupons d’or ont été immergés pen-
dant 3 mois dans un circuit de distribution
d’eau potable au laboratoire (LRS, Univer-
sité Pierre et Marie Curie, Paris 6). Avant
immersion, les coupons de 1 cm2 sont dé-
capés et polis avec du papier de polissage
LAM PLAN grade P1200, puis rincés avec
l’éthanol puis l’acétone. Après colonisation
les coupons sont rincés à l’eau distillée. Les
électrodes d’or et de platine (∅ = 5 mm)
subissent un protocole de nettoyage iden-
tique à celui des coupons, avant et après
colonisation.

Spectroscopie PM-IRAS

L’analyse des modes de vibration par
spectrométrie infrarouge fournit des
informations sur la structure moléculaire
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1-conditionnement

Substrat solide

2-protéines 
et macromolécules

3-colonisation 

4-détachement, 
érosion

5-prolifération

Fig. 1. Présentation schématique des étapes de la formation et de la croissance du biofilm sur une surface solide.
(1) Conditionnement de la surface du substrat en minéraux et en fonctions acides superficielles. (2) Adhésion de
protéines et macromolécules. (3) Colonisation de la surface par des bactéries. (4) Détachement par érosion du biofilm.
(5) Prolifération et risque dans le milieu.
Fig. 1. Schematic representation of biofilm growth on a solid surface. (1) First conditioning step: deposition of minerals and acidic
function grafted on surface. (2) Adsorption of proteins and macromolecules. (3) Colonization by various bacteria. (4) Biofilm detaching
by erosion. (5) Proliferation and risk in the medium.

des matériaux et permet de caractériser
certaines des propriétés de surface des
matériaux des coupons d’acier inoxydable :
acidité, caractères cationique et métallique,
géométrie d’adsorption sur la surface.
[24 b, c] Le spectromètre Nicolet (FT-IR
5700) fonctionne entre 4000 et 650 cm−1

en mode de réflexion spéculaire avec mo-
dulation de la polarisation (PM-IRRAS). Il
permet l’analyse ex-situ à l’air de surfaces
métalliques planes nues ou modifiées
chimiquement.

Spectroscopie XPS

L’analyse par spectroscopie XPS permet,
sous ultra-vide, une analyse chimique de la
surface du substrat et des couches molécu-
laires adsorbées. Les analyses ont été réali-
sées sur un appareil SPECS (analyseur Phoi-
bos MCD 150), utilisant une source MgKα
à une puissance de 150 W. L’angle d’ana-
lyse était égal à 90◦ par rapport à la surface
de l’échantillon et les spectres C 1 s, O 1 s,
N 1 s enregistrés à une énergie de passage
de 10 eV. Les décompositions spectrales ont
été réalisées en utilisant le logiciel CASA.
Les échantillons étaient rincés à l’eau ultra
pure et séchés sous flux d’azote avant d’être
introduits dans la chambre ultra vide.

Microscopie électronique à balayage,
analyse EDX

Les coupons sont rincés et séchés à l’ar-
gon pour réaliser un dépôt conducteur d’or
de 7 nm par évaporation plasma de façon
à imager le biofilm. Le microscope électro-
nique à balayage numérique utilisé est un
LEICA avec filament de tungstène. Les ana-
lyses EDX sont réalisées suite à la microsco-
pie avec un spectromètre à sélection en éner-
gie de la marque PGT de type Spirit avec une
diode en silicium dopé lithium.

Microscopie AFM

Les observations de la population bacté-
rienne par AFM ont été réalisées à l’air en
utilisant le mode acoustique résonnant (en-
core appelé mode tapping). Précisons ici
que l’imagerie de bactérie requiert effective-
ment l’utilisation du mode tapping puisque
ce dernier permet de minimiser les inter-
actions pointe/bactéries grâce à l’utilisation
d’un contact intermittent et donc d’épargner
dans ce cas précis la déformation de la bacté-
rie sous l’effet du contact. L’imagerie de bac-
téries par AFM est de surcroît plus facile à
mettre en œuvre à l’air que dans l’eau. Ce se-
cond milieu nécessite effectivement de mul-
tiples précautions telles qu’une immobilisa-
tion efficace des bactéries sans conséquences
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pour leur survie et leur morphologie sur les
substrats retenus et une prise en compte du
caractère très mou de leur enveloppe.

L’équipement AFM utilisé dans ce tra-
vail était un instrument fourni par Molecular
Imaging composé d’une base Pico-LE équi-
pée d’un dispositif de micro-positionnement
destinée au positionnement précis de la
pointe AFM dans le plan x − y de l’échan-
tillon, d’un scanner large zone (100 μm ×
100 μm) comportant un photo-détecteur et
le nez AFM adéquat pour des expériences
d’AFM en mode tapping. Dans ce but, des
cantilevers rectangulaires en silicium por-
tant des pointes elles aussi en silicium furent
utilisés. Leur fréquence de résonance varie
de 280 à 365 kHz et leur constante de rai-
deur se situe dans la gamme 25–50 N.m−1.
À l’inverse des images de phase, toutes les
images de topographie montrées ont subi
une procédure de correction d’horizontalité.

Mesures électrochimiques

Les électrodes sont transférées dans une
cellule électrolytique à 3 électrodes pour
des mesures à température ambiante. La
procédure consiste à coloniser des élec-
trodes (Ø= 5 mm) à différents inter-
valles temps, puis à les transférer dans
une cellule électrolytique comprenant :
un traceur rédox, ferricyanure/ferrocyanure
[Fe(CN)6]3−/[Fe(CN)6]4− respectivement à
10 mM ; l’électrolyte support : le chlorure
de potassium, KCl à 0,5 M ; l’électrode de
référence : en calomel saturé et une contre-
électrode : une grille de platine. Le potentio-
stat utilisé est un Autolab PGSTAT 30/FRA 2
(Eco Chemie). Les voltammogrammes cou-
rant/tension sont enregistrés à différentes
vitesses de rotation de l’électrode (100 à
3000 tours/min) avec une vitesse de balayage
du potentiel appliqué de 10 mV/s permettant
de se placer en régime stationnaire.

Résultats et discussion

Analyse des surfaces par XPS après
rinçage à l’eau ultra-pure et séchage
sous azote

Des mesures en spectroscopie XPS espa-
cées dans le temps ont été menées sur des
coupons d’acier inoxydable. Le spectre de
la figure 2a pour un coupon de 2 jours à
20 ◦C, montre un pic 1 s qui peut être re-
composé en trois contributions à 289,0, 286,4

et 285,0 eV pour le carbone impliqué dans
les liaisons C=O, COO− ; C-O, C-N et C-C
ou C-H respectivement. Sur le spectre C 1 s
du coupon analysé après 25 jours dans l’eau
à 20 ◦C, on note la croissance du pic des
groupements C-O et C-N, évolution qui met
en évidence l’augmentation de la teneur en
carbone organique caractéristique de la bio-
masse fixée sur les coupons d’acier inoxy-
dable (Figs. 1a, d). Sur le pic 1 s de l’oxy-
gène, (spectre de la Fig. 2b) à la surface
d’un coupon après 2 jours à 20 ◦C, appa-
raissent trois contributions. Les deux pre-
mières, aux plus fortes énergies de liaison,
533,2 eV et 531,8 eV, correspondent respecti-
vement aux O-H seuls dans les molécules de
H2O, ou à de l’oxygène O2− adsorbé sur le
métal (Métal-O)ads, et aux liaisons présentes
dans les hydroxydes ou les oxyhydroxydes ;
enfin, un pic à 530 eV est attribué aux atomes
d’oxygène dans les couches superficielles de
l’oxyde. Après 25 jours à 20 ◦C, l’analyse
XPS des échantillons montre que le pic cor-
respondant aux oxydes à 530 eV diminue
fortement au profit du pic à 533,2 eV qui lui
croît (Figs. 2b, e). Enfin, très peu d’azote a été
détecté à 2 heures tandis qu’après 25 jours un
pic intense d’azote est observé (Figs. 2c, f).
Les mesures en XPS sur les coupons d’acier
inoxydable permettent de confirmer les ré-
sultats précédents. Sur les échantillons ayant
séjourné 2 heures à 20 ◦C et 25 jours à 20 ◦C,
les résultats démontrent la croissance d’un
film de matière organique. En résumé, après
25 jours à 20 ◦C, on note la croissance du
pic des groupements C-O et C-N, et du pic
de l’azote, évolution qui met en évidence
l’augmentation de la teneur en matière or-
ganique caractéristique de la biomasse fixée
sur les coupons d’acier inoxydable (Fig. 2d).
On peut rappeler que l’acier inoxydable aus-
ténitique utilisé a pour base l’alliage de 18 %
chrome et de 8% nickel, teneur présente sous
forme d’oxydes, censée améliorer la résis-
tance à la corrosion.

Spectrométrie infrarouge PM-IRRAS :
suivi et conditionnement
de la surface jusqu’à l’adhésion

La spectrométrie infrarouge en mode ré-
flexion présente un intérêt particulier pour
le suivi des premières étapes de la forma-
tion du biofilm, en particulier pour l’étape de
conditionnement sur une surface métallique
après immersion dans un milieu naturel.
Les spectres obtenus sur Acier inoxydable
AISI 316 (Figs. 3a, b), après immersion
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Fig. 2. Analyses XPS sur des coupons d’acier inoxydable à 2 heures puis à 25 jours dans l’eau du
robinet à 20 ◦C. a) Spectre du niveau 1 s du carbone et déconvolution du signal pour un biofilm
de 2 jours sur acier inoxydable. b) Spectre du niveau 1 s de l’oxygène et déconvolution du signal
pour un biofilm de 2 jours sur acier inoxydable. c) Spectre du niveau 1 s de l’azote pour un biofilm
de 2 jours sur acier inoxydable. d) Spectre du niveau 1 s du carbone pour un biofilm de 25 jours
sur acier inoxydable. e) Spectre du niveau 1 s de l’oxygène pour un biofilm de 25 jours sur acier
inoxydable. f) Spectre du niveau 1 s de l’azote organique détectable pour un biofilm de 25 jours
sur acier inoxydable.
Fig. 2. XPS analysis of stainless steel samples after 2 hours then after 25 days of immersion in drinking water,
20 ◦C. a) C, 1 s signal and deconvolution spectrum after 2 hours. b) O, 1 s signal and deconvolution after 2
hours. c) N, 1 s signal after 2 hours. d) C, 1 s signal and deconvolution spectrum after 25 days. e) O, 1 s signal
and deconvolution after 25 days. (f) N, 1 s signal after 25 days.
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Fig. 3. Suivi en PM-IRAS du conditionnement de la surface jusqu’à l’adhésion de cellules bactériennes à la surface de
l’acier inoxydable AISI 316. a) Coupons ayant séjourné de 0 à 3 jours dans un circuit d’eau à 20 ◦C. b) Coupons ayant
séjourné de 6 à 18 jours dans un circuit d’eau à 20 ◦C. c) Coupons ayant séjourné de 0 à 3 jours dans un circuit d’eau à
37 ◦C. d) Coupons ayant séjourné de 3 à 18 jours dans un circuit d’eau à 37 ◦C.
Fig. 3. PM-IRRAS spectra during the surface conditioning step until bacteria adsorption on stainless steel AISI 316 at different
colonization times and water temperature distribution. a) Samples immersed during 0 to 3 days, 20 ◦C. b) Samples immersed during 6
to 18 days, 20 ◦C. c) Samples immersed during 0 to 3 days, 37 ◦C. d) Samples immersed during 3 to 18 days, 37 ◦C.

dans l’eau de robinet à 20 ◦C et rinçage
en eau ultra-pure, indiquent dès les pre-
mières heures la présence de pics à 1400,
1494 et 1616 cm−1. Ceux-ci correspondent
aux vibrations d’élongation symétriques et
antisymétriques des groupements COO− de
carbonates et carbohydrates. Puis, après
immersion de 1 à 8 jours apparaissent des
bandes à 1730, 1294, 1124 cm−1, caractéris-
tiques de fonctions acides superficielles. En-
fin, à partir de 12 jours, une multitude de
pics apparaît. Ils correspondent à la pré-
sence de protéines, de polymères et de bacté-
ries comme le confirmeront les observations
microscopiques. Les cellules bactériennes
rencontrent alors un milieu facilitant leur
croissance et forment des amas hétérogènes.
On peut noter la relative décroissance des
bandes ci-dessus identifiées comme celles
de fonctions acides, probablement parce que

des composés de surfaces sont déplacés lors
de l’adhésion cellulaire. En ce qui concerne
les spectres obtenus sur un coupon d’acier
inoxydable (Figs. 3c, d) après deux jours
dans l’eau de robinet à 37 ◦C, ils sont do-
minés par une bande large et intense à
1500–1600 cm−1 ; cette bande croît à par-
tir de 2 jours et apparaît alors une autre
bande large à 100–1100 cm−1. La combinai-
son des résultats des analyses PM-IRRAS
et XPS nous amène à dire que la première
étape de formation du biofilm est le dépôt
d’une couche de minéraux (carbonates, car-
bohydrates, . . . ) et de molécules organiques
à fonctions acides. Celles-ci conditionnent
et favorisent l’adhésion de protéines. Cette
première étape n’est pas discernable après
immersion à 37 ◦C car la cinétique d’adhé-
sion bactérienne est trop rapide. Ces ré-
sultats montrent clairement que l’interface
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Fig. 4. Images MEB de coupons d’Acier inoxydables avec un dépôt d’or sous vide de 7 nm. a) Coupon ayant séjourné
pendant 15 jours dans un circuit d’eau chaude, où l’on voit un dépôt mixte minéral/biologique composé de cristaux
analysés correspondant à de la calcite, entourés de cercles. b) Coupon d’acier ayant séjourné pendant 90 jours dans
un circuit d’eau froide, où l’on voit un dépôt mixte minéral/biologique entouré et composé de nombreuses bactéries
longues de 2–3 μm, quelques-unes sont fléchées.
Fig. 4. SEM micrographs on stainless steel samples for different colonization times and water temperature distributions. a): Day 15 at
20 ◦C. b): Day 90 at 20 ◦C. c): Day 15 at 37 ◦C. d): Day 90 at 37 ◦C.

métal/milieu a été conditionnée pour l’adhé-
sion des bactéries au bout de 12 jours à 20 ◦C
et à peine quelques heures à 37 ◦C.

Microscopies MEB et AFM

MEB : complexité du biofilm
en milieu naturel

Les techniques microscopiques : Microscope
Électronique à Balayage MEB et Microscope
à Force Atomique AFM, ont été employées
pour une caractérisation et visualisation du
biofilm formé à différents intervalles de
temps sur des coupons d’or et d’acier inoxy-
dable exposés dans des circuits alimentés en
continu d’eau froide et chaude du robinet
dont les températures mesurées sont respec-
tivement autour de 20–21 ◦C et de 35–37 ◦C.
Les premiers résultats montrent un dépôt
mixte minéral/biologique sur les coupons
(acier inoxydable : Figs. 4a, b). Le biofilm
n’est pas composé uniquement de bacté-
ries englobées dans une matrice, mais égale-
ment d’un environnement complexe à l’in-
térieur duquel ont vraisemblablement lieu
de nombreuses réactions physico-chimiques
et un ensemble de processus métaboliques.
Comme on peut le voir dans la figure 4a,
une forte proportion de minéraux observée
principalement à la surface de l’acier inox
peut influencer le développement du bio-
film et la corrosion de l’acier. Des mesures de
caractérisation de surface XPS et d’analyse
élémentaire EDX permettent d’identifier des

cristaux de calcites et d’aluminosilicates sur
l’acier inox, les dépôts étant plus abondants
sur des échantillons ayant séjourné dans le
circuit d’eau chaude.

AFM : morphologie du biofilm
en milieu naturel

Des bactéries s’adsorbant sur des substrats
d’or en eau chaude sur une période de
15 jours ont été imagées par AFM en mode
tapping à l’air. L’image de topographie re-
présentée sur la figure 5A montre qu’une
dizaine de bactéries est immobilisée sur une
zone de 400 μm2. Il apparaît que certaines
seulement présentent des flagelles (voir bac-
téries Y1 et Y2 sur la figure 5A, voir aussi
figure 6B (focalisée sur la bactérie Y2 de
la figure 5A, longueur : 1,55 μm, largeur :
760 nm, hauteur : 190 nm, longueur de la
flagelle : 1,5 μm), indiquant ainsi que ces
bactéries sont de divers types. Certaines ap-
paraissent dans une phase de division (voir
bactérie Y3 sur Fig. 5A et coupe verticale
prise selon le trait, Fig. 5C) alors que d’autres
sont éventuellement en cours de croissance
(voir bactéries Y4 et Y5). Il est intéressant
de constater que ces bactéries sont situées à
proximité ou directement sur des crêtes li-
néaires clairement révélées sur l’image de
topographie (voir Fig. 5A) et probablement
constitutives du substrat de verre d’origine.

À l’inverse des images de topographie
de bactéries qui sont fréquemment montrées
dans la littérature, les images de phase de
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Fig. 5. Images AFM prises sur un substrat de verre recouvert d’or d’une population bactérienne : A) Topographie, B)
Phase, C) Coupe verticale prise selon le trait apparaissant sur les figures 5A, B.
Fig. 5. AFM images obtained simultaneously on a gold coated glass substrate covered with a bacterial population resulting from an
exposure to tap water: A) topography, B) Phase, C) vertical profile taken along the green line appearing in Figures 5A, B.

bactéries (Figs. 5B et 6B) résultant de l’uti-
lisation du mode tapping ne sont que ra-
rement commentées. Elles apportent pour-
tant une quantité importante d’informations
supplémentaires. En effet, une image de
phase résulte de la mesure en chaque pixel
de l’image de la différence entre l’angle de
phase de l’oscillateur de contrôle et celui ca-
ractérisant la réponse du cantilever. Lorsque
la pointe est au contact de l’échantillon, cette
différence d’angle de phase reflète notam-
ment une contribution élastique issue d’ef-
fets topographiques et/ou des contributions
inélastiques comme la dissipation d’énergie.
Dans ce second cas, ce déphasage donne
à l’AFM une sensibilité aux variations de
l’interaction de la pointe AFM avec l’échan-
tillon qui résultent de variations d’élasticité,
de visco-élasticité, ou d’interactions adhé-
sive/répulsive. Il apparaît donc que l’image
de phase produite par le mode tapping est
tout à fait complémentaire de l’image de to-
pographie pour l’analyse d’hétérogénéités
en surface comme en volume d’échantillons
divers (polymères par exemple) et donc, en

particulier, de bactéries enfermées dans une
enveloppe de substance extracellulaire po-
lymérique (SEP).

Les images de phase des figures 5B et 6B
ainsi que les images de topographies des fi-
gures 5A et 6A montrent des contours quasi-
identiques résultant notamment de la déshy-
dratation. De cela, il faut déduire que les
bactéries imagées sont libérées de l’enve-
loppe à base de SEP dont elles sont gé-
néralement revêtues. En conséquence, ces
images montrent des caractéristiques struc-
turales plutôt relatives à la paroi bactérienne
qu’à une enveloppe à base de SEP. Cette dis-
parition de l’enveloppe de SEP est proba-
blement le résultat du rinçage à l’eau réalisé
avant le séchage à l’azote lors de la prépa-
ration des échantillons destinés à l’imagerie
par AFM, en accord avec les observations
révélées dans la littérature. Il est néanmoins
probable que les auréoles noires observées
au pied de pratiquement chacune des bacté-
ries représentent des résidus de cette enve-
loppe de SEP plus ou moins fortement ad-
sorbés sur la surface. Rappelons ici que ces
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Fig. 6. Images AFM prises sur un substrat de verre recouvert d’or de la bactérie Y2 visible sur la figure 5 : A) Topographie,
B) Phase, C) Coupe verticale prise selon le trait apparaissant sur les figures 6A, B.
Fig. 6. AFM images obtained simultaneously on a gold coated glass substrate and focused on the bacterium Y2 observed on Figure 5:
A) topography, B) Phase, C) vertical profile taken along the green line appearing on Figures 6A, B.

SEP participent à l’immobilisation des bacté-
ries sur la surface des substrats utilisés. Il est
donc probable que la partie de l’enveloppe
de SEP servant de tapis adhérent aux bac-
téries soit toujours présente sur les images
représentées.

Analyse élémentaire par EDX

Les mesures en EDX permettent de complé-
ter l’analyse spectroscopique et l’observa-
tion microscopique des dépôts de matières
organiques et minérales dans les biofilms
formés à partir de l’eau du robinet. Ces don-
nées confirment la présence de nombreux
éléments tels que le calcium (sous forme car-
bohydrate, Fig. 7b), le fer, le silicium présent
sous forme de silicates et silice ou encore
de l’aluminium (Fig. 7c), alors que ces élé-
ments ne sont généralement présents dans
l’eau du robinet qu’à l’état de traces (moins
de 0,2 μg/L pour le fer par exemple). La pré-
sence des éléments (C, N, O, P) est consta-
tée lorsque l’analyse EDX cible les bactéries

(Fig. 7a), confirmant les observations pré-
cédentes en microscopie. En revanche, la
présence d’aluminium sur certains cristaux
participerait à la constitution de minéraux
argileux au sein de la matrice, tels que les
aluminosilicates (Fig. 7c).

Capteur électrochimique de mesure
de l’épaisseur d’un biofilm

La structure du biofilm est complexe et hé-
térogène d’un point de vue microbiologique
et chimique. Cependant, à l’échelle macro-
scopique, celui-ci peut être vu comme un
dépôt uniforme et une épaisseur moyenne
doit pouvoir être déterminée. Les estima-
tions de l’épaisseur du biofilm sont faites et
suivies par électrochimie en milieu aqueux
à la surface d’une électrode. Le biofilm est
assimilé à une couche poreuse très hydra-
tée dont l’épaisseur sera égale à l’augmen-
tation de la couche diffuse avant et après
colonisation de l’électrode [19]. Le dispo-
sitif à électrode à disque tournant permet
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Fig. 7. a) EDX ciblant une colonie de bactéries sur l’acier
inoxydable ayant séjourné pendant 90 jours dans une
eau à 20 ◦C. On trouve plusieurs éléments analysés de
la matrice organique et du support indiqués sur la fi-
gure. b) EDX ciblant un amas de cristaux de carbonates
et silicates sur l’acier inoxydable ayant séjourné pendant
15 jours dans une eau à 35 ◦C. c) EDX ciblant un cristal
d’aluminosilicate sur l’acier inoxydable ayant séjourné
pendant 15 jours dans une eau à 35 ◦C.
Fig. 7. X-ray dispersive energy on stainless steel samples at dif-
ferent colonization times and water temperature distributions.
a) Analysis focusing on a biological drift at day 90 and 20 ◦C. b)
Analysis focusing on a mineral drift (carbonates and/ or carbo-
hydrates) at day 15 and 35 ◦C. c) Analysis focusing on a mineral
drift (containing alumina) at 15 and 35 ◦C.

de mesurer le transport de matière au voi-
sinage de l’électrode de travail (or et pla-
tine) dans lequel s’est développé le biofilm
en eau à température ambiante et à 37 ◦C
(Fig. 8). Compte tenu du rôle et de la na-
ture du matériau d’électrode, les résultats
ne seront pas directement corrélables avec
ceux obtenus précédemment avec l’acier in-
oxydable. Cependant, les résultats obtenus
sur un métal noble comme l’or où la colo-
nisation est présente, montrent la possibi-
lité de suivre l’évolution de l’épaisseur du
film créé qui peut se révéler être un premier
diagnostic pour la veille sanitaire. Des vol-
tammogrammes courant/tension sont enre-
gistrés à différentes vitesses de rotation de
l’électrode (100 à 3000 tours/min) avec une
vitesse de balayage du potentiel appliqué de
10 mV/s permettant de se placer en régime
stationnaire. Comme on peut le voir dans
la figure 9a, l’oxydation puis la réduction
du traceur suivent un processus de trans-
fert d’électron réversible, dont le potentiel
d’équilibre Eeq � E0

[Fe(CN)6]3−/[Fe(CN)6 ]4− = 0,21
V/ECS dépend des rapports des concentra-
tions. On peut observer qu’il n’y a pas de
blocage à la surface de l’électrode, même
après des temps de colonisation longs où
le potentiel d’équilibre reste identique à la
valeur trouvée avant colonisation (Fig. 9b).
La seule évolution observée pour une élec-
trode donnée est la diminution de l’intensité
du courant au plateau de diffusion. On peut
donc affirmer en toute certitude que le bio-
film ne constitue pas une barrière physique à
l’électrode mais une barrière diffusionnelle.
Ce résultat n’est guère surprenant puisque
nous avons mis en évidence l’hétérogénéité
du biofilm par la présence d’interstices lais-
sant la surface accessible au traceur. En ef-
fet, à la surface de l’électrode, le passage du
courant peut être limité par le transport du
traceur à partir du cœur de la solution vers la
surface de l’électrode (Fig. 8). Pour traduire
mathématiquement cette observation et sé-
parer les différents processus à l’électrode,
nous extrayons la contribution du biofilm
au courant de diffusion suivant une équa-
tion totale du courant dans la cellule électro-
chimique (Éq. (1)).

Le courant global mesuré i est une combi-
naison de trois contributions, suivant l’équa-
tion suivante :

1
i
=

1
ik
+

1
id
+

1
ib f

(1)

avec ik le courant cinétique, id le courant de
diffusion dans l’électrolyte et ib f le courant à
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Fig. 8. Profil de concentration du traceur consommé à la surface d’une électrode recouverte d’un
biofilm en fonction de la coordonnée axiale x (distance à l’électrode).
Fig. 8. Variation of tracer concentration versus axial coordinate, x (distance to electrode) which decreases from
the bulk solution to the electrode/ biofilm interface.

travers le biofilm. L’électrolyte support (KCl)
étant en très grande concentration par rap-
port au traceur, la participation de ce dernier
à la migration est négligeable. Dans ce cas,
le transport de matière vers la surface est le
résultat de la convection et de la diffusion.
Dans la figure 8, on considère que la couche
poreuse d’épaisseur δb f , représente le bio-
film recouvrant la surface de l’électrode et
agit comme une barrière de diffusion. δd, re-
présente alors l’épaisseur de la couche de
diffusion ; C∞ : la concentration du traceur
au cœur de la solution et C0 : la concentra-
tion à l’interface biofilm/électrode. Briève-
ment, la calibration de l’électrode est faite
avant colonisation c’est-à-dire à t = 0. On
utilise l’équation de Levich [20] (Éqs. 2a-c)
dans ce cas, le courant global est égal au cou-
rant limite de diffusion lorsque C0 = 0, sur
une électrode tournante :

ilimd = nFS
D
σd

C∞ (2a)

avec
σd = 1,61D

1
3 ν

1
6Ω−

1
2 (2b)

ilimd = 0,62nFD
2
3 ν−

1
6 C∞Ω−

1
2 = K · C∞Ω− 1

2

(2c)
avec n, le nombre d’électron, F la constante
de Faraday, S la surface de l’électrode d’or
(∅ = 5 mm), D le coefficient de diffusion de
l’espèce, ν la viscosité cinématique de l’eau
et Ω, la vitesse de rotation de l’électrode.
En présence du biofilm, le courant de diffu-
sion limite diminue alors que l’épaisseur de
la couche de diffusion augmente (Éq. (2a)).
Mathématiquement, on adapte l’équation

de Levich en tenant compte du terme sup-
plémentaire introduit précédemment, ib f , à
t � 0, de façon à estimer par différence de
courant la valeur de l’épaisseur de la couche
poreuse, δb f . (Éq. 3a, b).

ilimb f = nFS
D
σb f

C∞ σb f = nFSDC∞
⎛
⎜⎜⎜⎜⎜⎝

1
ilimd,t

1
ilimd,t=0

⎞
⎟⎟⎟⎟⎟⎠

(3a)
avec ilimd,t , le courant de diffusion limite après
colonisation et ilimd,t=0, le courant de diffusion
limite avant colonisation.

Les suivis courant-vitesse de rotation,
tracés selon la représentation de Levich
(Éq. (2c)) sont superposés sans et avec bio-
film de 15 jours sur une électrode d’or.
La suite de la procédure consiste à cal-
culer à partir de la pente, un coefficient
de diffusion de l’oxydant. On trouve :
D[Fe(CN)6]3−�0.7×10−5 cm2s−1. Puis en utilisant la
relation simplifiée (ilimreduction = K · C∞[Fe(CN)6]3− ×
Ω

1
2 ), on trace l’écart entre les droites de Le-

vich en oxydation et en réduction avant et
après colonisation (Fig. 9c). On peut remar-
quer qu’il n’y a pas de différence significa-
tive en utilisant l’un ou l’autre des écarts
(oxydation ou réduction du traceur) par rap-
port à la droite de référence « témoin ». L’es-
timation de l’épaisseur est ainsi déterminée
par différence à la valeur de référence « té-
moin » pour chacune des vitesses de rotation
(Tab. 1).

Comme on peut le voir dans le tableau 1,
lorsque l’hydrodynamique augmente, ce qui
se traduit par l’augmentation de la vitesse de
rotation, l’épaisseur δb f diminue de manière
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Fig. 9. a) Courbe voltampérométrique du traceur [Fe(CN)6]3−/[Fe(CN)6]4− à 10 mM dans l’électrolyte support KCl à 0,5
M à une vitesse de rotationΩ = 3000 tours min−1 de l’électrode d’or (∅ = 5 mm) à température ambiante. b) Évolution
du courant limite de diffusion du traceur avant colonisation (en clair) et après une colonisation de 15 jours sur la même
électrode « témoin » en eau de robinet à 37 ◦C. c) Variation de type « Loi de Levich » du courant limite de réduction et
d’oxydation en fonction de la vitesse de rotation de l’électrode d’or (108, 331, 704, 1114, 1505, 2014, 2558, 3000 tours min−1).
Fig. 9. a) Polarization curves taken at a gold disk electrode (∅ = 5 mm) at a rotation speed close to Ω = 3000 rpm with
[Fe(CN)6]3− /[Fe(CN)6]4− (10 mM) in KCl à 0.5 M at room temperature. b) Diffusion limited current for blank (before coloniza-
tion, day 0) and biofilm (after colonization, day 15) samples. Evolution of the diffusion limited current, iL with respect to the electrode
speeds (108, 331, 704, 1114, 1505, 2014, 2558, 3000 rpm) according to Levich’s law in the oxidation and reduction domains.
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Tableau 1. Récapitulatif des épaisseurs du biofilm sur une électrode de platine et sur une électrode
d’or pendant 15 et 35 jours de colonisation à 20 ◦C et 85 jours et 95 jours à 20 ◦C.
Table 1. Biofilm thickness on gold and platinum electrodes at day 15, 35, 85 and 95 at 20 ◦C.

Ω (tours min−1) 108 331 704 1114 1505 2014 2558 3000
Pt, 37 ◦C, 15 jours, δbf(μm) 2,70 1,47 0,88 0,72 0,62 0,55 0,47 0,47
Or, 37 ◦C, 15 jours, δbf(μm) 2,80 2,20 1,27 1,04 0,94 0,83 0,80 0,75
Pt, 37 ◦C, 36 jours, δbf(μm) 3,55 2,05 1,44 1,17 1,05 0,95 0,77 0,82

Pt, 20 ◦C, 85 jours, δbf(μm) 3,95 3,20 2,70 2,45 2,35 2,30 2,15 2,00
Or, 20 ◦C, 85 jours, δbf(μm) 3,90 3,50 2,55 2,25 2,12 1,97 1,85 1,80
Pt, 20 ◦C, 95 jours, δbf(μm) 4,15 2,80 2,35 1,63 1,95 1,85 1,80 1,70

réversible sans décrochage de la biomasse
fixée à l’électrode. L’électrode tournante met
donc en évidence un caractère élastique du
biofilm, qui s’écrase à la surface de l’élec-
trode à très grande vitesse de rotation (pas-
sant respectivement de 2,8 à 0,75 μm pour
des vitesses de 108 à 3000 tours min−1). Par
ailleurs, quand les temps d’immersion aug-
mentent, la loi de Levich est toujours véri-
fiée, on peut donc suivre l’âge du biofilm,
l’épaisseur ainsi que l’élasticité, confirmant
que ce mode de détection est reproductible et
vient en complément des observations spec-
troscopiques et microscopiques.

Conclusion, bilan et perspectives

Il a été mis en évidence que l’adhésion de
micro-organismes, vraisemblablement du
type légionelle, bactéries connues pour être
majoritaires dans la flore des eaux de distri-
bution, s’adsorbent sur les surfaces étudiées :
or, acier inoxydable. Dans le cas d’une étude
plus complète sur l’acier inoxydable (AISI
316), il a été observé une adhésion micro-
bienne qui peut être l’amorce d’une biocor-
rosion ultérieure de l’acier. Le pH de l’eau
du robinet étant de 8,25 - 8,5, la première
étape est le conditionnement de la surface
par un dépôt de carbonates et silicates sur-
tout dans un milieu d’eau chaude, condition
qui initie une corrosion plus rapide de la
surface de l’acier, générant à la surface des
éléments : fer et/ou nickel, assimilés par l’en-
tremise de protéines dites « sidérophores »
dans le cas de l’assimilation du fer. Les bac-
téries trouvent dans le conditionnement de
la surface un lieu qui favorise leur adhé-
sion et leur développement. Une concentra-
tion en minéraux serait surtout due à la ca-
pacité de la surface fortement hydratée et
polyanionique pour l’acier dont la surface
a été conditionnée, à favoriser la précipi-
tation des cations métalliques. Les images

AFM montrent des caractéristiques structu-
rales relatives aux parois bactériennes assez
révélatrices. Les bactéries sèches présentent
des résidus à leurs contours, il est probable
que cela correspond à l’enveloppe de SEP
plus ou moins fortement adsorbée sur la
surface et participant à l’immobilisation des
bactéries sur la surface des substrats utili-
sés. Une altération de l’enveloppe de SEP
est probablement due aux effets du rinçage
à l’eau réalisé avant le séchage à l’azote lors
de la préparation des échantillons destinés
à l’imagerie AFM, en accord avec les obser-
vations révélées dans la littérature. Des me-
sures d’épaisseur de la couche diffuse consti-
tuant le biofilm ont été estimées par RDE
et corroborent le fait que la croissance du
biofilm est rapide durant les premières se-
maines puis se stabilise. À une vitesse de ro-
tation de 108 tours min−1 pour une électrode
colonisée, une épaisseur moyenne de 2,8μm
est déterminée pour 15 jours en eau chaude,
et 4 μm en 3 mois dans le cas d’une élec-
trode colonisée en eau froide. Dans une évo-
lution des études, il est envisagé de conce-
voir des sondes pour cibler principalement
les bactéries legionelles présentes dans la
flore aquatique, en fonctionnalisant la sur-
face de l’acier inox comme peuvent l’être les
surfaces d’or (puces à ADN, immunocap-
teurs). Les cas de légionellose répertoriés ne
concernent que 20 espèces alors que la fa-
mille des légionelles comprend à peu près
43 espèces et 63 groupes sérologiques. Il est
à noter que 80 % des cas d’infections l’ont été
par Legionella pneumophila de sérogroup 1.
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