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Introduction

Le changement climatique et les réserves limitées en pétrole et en gaz guident le monde de
la recherche vers I’'étude et le développement d’alternatives énergétiques. Les énergies fossiles
se raréfiant, leur prix ne cesse d’augmenter. Par conséquent, les énergies dites "renouvelables"
telles que I’énergie éolienne ou solaire sont de plus en plus compétitives. Afin d’optimiser les
colits énergétiques, des voies de valorisation des déchets ont également été développées par des

procédés comme le recyclage ou le compostage.

Les eaux usées industrielles, animales et domestiques, sont encore peu considérées dans
ces logiques de valorisation. Chaque jour, un frangais consomme entre 100 et 200 litres d’eau
potable. Ce volume important doit, bien entendu, étre traité avant d’étre rejeté dans la nature.
Ces traitements entrainent des colits énergétiques important. En 2012, les Etats-Unis ont
dépensé 3 % de leur puissance électrique dans le traitement des eaux usées [78|. Des études
montrent que ces déchets représentent une source d’énergie au moins équivalente & leur cotit
de purification [76]. La valorisation des eaux usées est notamment possible par l'utilisation de
micro-organismes. Récemment, le développement de piles microbiennes a permis de convertir
des déchets issus d’eaux usées en énergie électrique par 'action de micro-organismes dits
"électroactifs". Les principes de fonctionnement de ces dispositifs électrochimiques sont connus.
Cependant leur faible efficacité et leur temps de vie limité rendent les applications difficiles.
Aujourd’hui, les piles & bactéries fournissent typiquement des densités de puissance de I'ordre
de quelques W.m™2. Elles sont pour Iinstant 100 fois moins performantes que les piles a
hydrogéne.

Le développement de piles microbiennes performantes est en lien direct avec la découverte
de micro-organismes capables de convertir efficacement de la biomasse en énergie. Nous pensons
que 'immense diversité génétique et phénotypique des micro-organismes laisse entrevoir un
potentiel caché que les technologies classiques ne peuvent explorer. Nous nous sommes donc
orientés vers le développement d’un outil permettant d’isoler des bactéries et de sonder leur
efficacité dans la conversion de substrats organiques en électricité. Ces travaux de thése portent
sur la formulation et la caractérisation de cet outil de criblage ainsi que son application dans
I’étude de bactéries électroactives.

La premiére partie de ce manuscrit est consacrée a la description générale des piles a
bactéries et & leur principe de fonctionnement. Nous développons particuliérement les axes de
recherches permettant d’améliorer les performances des ces dispositifs microbiens. Enfin nous

exposons la fabrication de capsules a cceur liquide et & membrane d’hydrogel. Cette technologie
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développée au laboratoire depuis quelques années permet la création en série de bioréacteurs.
Ces capsules sont la base de notre outil de culture et d’étude.

Dans la suite, nous présentons la formulation et la caractérisation d’un hydrogel composite
conducteur. Cet hydrogel a pour but d’adapter les capsules & coeur liquide & 1’étude de
I’électroactivité des bactéries encapsulées. L’hydrogel est formulé en regard des contraintes
liées a la fabrication des capsules et de leur application en microbiologie. Sa conductivité est
ensuite caractérisée par impédancemétrie.

Le chapitre suivant traite de I’étude de I’hydrogel composite par voie électrochimique. Cette
approche permet d’utiliser notre matériau comme une électrode afin d’observer sa capacité a
faire transiter des électrons lorsqu’il est connecté électriquement et placé sous potentiel. La
microscopie électrochimique a ensuite été utilisée pour imager la conductivité de surface de ce
matériau composite.

Dans une derniére partie, nous exposons l'utilisation de notre hydrogel conducteur pour la
récupération d’électrons générés par une population bactérienne électroactive. L’hydrogel est
alors utilisé pour constituer la membrane d’une capsule a coeur liquide. Aprés avoir étudié
la croissance des bactéries dans ces bioréacteurs, nous présentons la preuve de concept de
notre outil d’étude de bactéries électroactives. Une capsule & membrane conductrice contenant
des bactéries est connectée électriquement. Nous montrons alors qu’il possible de récupérer le
courant généré par la population encapsulée afin d’estimer 'efficacité des bactéries électroactives

isolées.



Chapitre 1

L’essor des biotechnologies dans le

domaine des piles bactériennes

Sommaire
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1.3 La capsule a coeur liquide : un outil original pour 1’étude de

MICro-organisSmes . . . . . v v v v v v v v o o o o o o o v o o o v oo 21

1.3.1  Un outil a ’échelle millifluidique . . . . . . . . ... ... ... ... 21
1.3.2 La capsule a cceur liquide et & membrane d’hydrogel . . . . . . . .. 22
1.3.3  Vers une capsule & membrane conductrice . . . . . . .. .. ... .. 26

I4 Objectifs . . . . . . . . 0 i e e e 26

Les piles électrochimiques reposent sur le principe de conversion d’énergie chimique en
énergie électrique. Elles sont généralement composées de deux réservoirs connectés par une
membrane échangeuse d’ions. L’un des deux réservoirs constitue une source d’électrons. Il est
appelé anode. L’anode est le siége d’une oxydation génératrice d’électrons. L’autre réservoir,
accepteur d’électrons, est appelé cathode. La cathode est le siége d’'une réduction. Lorsque
la cathode et I’anode sont connectées électriquement, un débit d’électrons s’établit entre les
deux réservoirs. La pile génére alors du courant électrique. La libération d’électrons a ’anode
est le fruit de la réaction d’oxydation d’une espéce. Cette source d’électrons peut étre choisie

dans un large panel allant d’élements simples comme le zinc & des macromolécules comme
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les polymeéres red/ox [44]. L’oxydation de molécules complexes nécessite parfois I'action de
catalyseurs facilitant la libération d’électrons a ’anode. Lorsque ces catalyseurs sont ceux du
métabolisme de bactéries vivantes, on parle alors de pile & bactéries, communément appelée
MFC (Microbial Fuell Cell.

I.1 Les piles a bactéries

La premiére pile microbienne est créée en 1911 par M. Potter, professeur de botanique
a l'université de Durham [69]. Il démontre le passage d’un courant électrique entre deux
électrodes immergées respectivement dans un milieu bactérien et un milieu stérile. A partir des
années 60, la recherche sur les MFC s’accélére avec l'intérét grandissant de la conversion de
déchets organiques en énergie. Cependant les énergies produites restent limitées [69]. Au début
du XXIe siécle, les MFC apparaissent enfin comme une alternative possible pour la production
d’électricité, notamment grace & un travail considérable sur 'architecture des électrodes et
Iidentification de bactéries tels que G. sulfurreducens ou Shewanella. Aprés une présentation
du principe de fonctionnement des piles & bactéries, ces deux composants de la biopile seront
abordés dans la suite de ce chapitre introductif.

Il existe une grande diversité de MFC. Elles différent principalement par leur nombre de
chambres réactionnelles et I'ajout ou non de molécules médiatrices, parfois toxiques, facilitant
les transferts électroniques. Dans la suite de ces travaux, nous nous intéresserons aux piles
bactériennes constituées de deux chambres réactionnelles (anode et cathode séparées par une

membrane échangeuse d’ions (figure 1.1) et ne nécessitant pas l'ajout de médiateurs red/ox.

FIGURE 1.1 — Photo d’une pile & bactérie conventionnelle. A gauche ’anode reliée par une membrane
échangeuse de proton a la cathode a droite (Crédits : www.igem.org).

I.1.1 Principe de fonctionnement

Le principe général de fonctionnement d’une pile & bactéries (MFC) est exposé sur la figure
1.2. Elle est composée d'une anode abritant les micro-organismes et d’une cathode séparées

par une membrane échangeuse de protons.

10



I.1. Les piles a bactéries

——>—|e_ |—
External resistor
N Organic |_PEM
N matter |
N =
‘\_ ] y/ Central‘\ €63
1| J~ metabolism Fe(ll)
AN/ :
® . | — /e
e Bacteria
L Anode Fe(lll) |cathode
H+ B8 - >
Growth medium Buffer

F1GURE 1.2 — Fonctionnement schématique d’une pile a bactéries a deux chambres [104].

Certaines bactéries sont capables de catalyser 'oxydation d’un substrat organique. Une
fois passée la membrane cellulaire, le substrat est métabolisé par la bactérie via des cycles
d’oxydo-réduction propres & chaque espéce et a chaque substrat. Au cours de ces cycles, du
COg et des électrons sont produits. Une partie de ces électrons est évacuée hors de la bactérie

et transmise & une électrode par différents modes de transfert.

L’électron peut étre transmis directement de la bactérie a 1’électrode via des hémoprotéines
présentes & la surface de la cellule, les cytochromes C (Mehta et al. [88]). Les cytochromes C
possédent un ion fer au coeur de leur héme qui peut subir une oxydation ou une réduction.
C’est ce coeur métallique qui permet le transfert électronique. Lorsqu’elle n’est pas en contact
direct avec I’électrode, la bactérie peut également synthétiser des pilis conducteurs. Ces pilis
lui permettent d’adhérer a ’électrode et de transférer des électrons sur des distances pouvant
aller jusqu’a 20 pum [107]. Enfin, certaines espéces sont capables de secréter des médiateurs
électroniques. Ces molécules sont secrétées sous leur forme réduite. Elles diffusent jusqu’a

I'électrode pour y subir une oxydation et libérer un électron a 'anode (Marsili et al. [85]).

Une fois transmis a 1’électrode, les électrons circulent vers la cathode, générant du courant.
La molécule réduite a la cathode peut étre choisie parmi un nombre important d’espéces
oxydo-réductrices. La différence de potentiel entre 'anode et la cathode doit étre suffisante
pour permettre le transfert électronique entre la bactérie et ’anode. Dans la littérature, cette
différence est typiquement de l'ordre de 0,2 V - 0,4 V [16, 111]. Il convient donc de choisir
I'espéce red/ox de la cathode en fonction de son potentiel chimique. Dans les MFC, les couples
oxydant /réducteur de la cathode utilisés sont souvent Fe3*/Fe?* ou Og/H20 [133]. Pour
maintenir ’électro-neutralité, des protons diffusent a travers la membrane échangeuse de

protons.

Notons ici que le dioxygéne ne doit pas étre présent dans la chambre anodique. En effet,
si les électrons sécrétés par la bactérie participent a la réduction du dioxygéne dans milieu

le culture. Ils ne transitent plus dans le circuit et la production de courant est nulle [72]. La
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Chapitre I. L’essor des biotechnologies dans le domaine des piles bactériennes

chambre anodique doit donc étre en milieu anaérobie.

Le fonctionnement de la cathode restant relativement classique, nous nous focaliserons
dans la suite de ces travaux de thése, sur la partie anodique de la pile & bactéries.

Le fonctionnement des piles & bactéries repose donc sur I'activité métabolique de micro-
organismes. Parmi les micro-organismes utilisés dans les MFC, le genre Geobacter est le plus
étudié a I'heure actuelle car le plus prometteur. Afin de mieux comprendre les mécanismes mis
en jeu dans les MFC, il est intéressant de décrire en détails le fonctionnement de Geobacter

dans les piles a bactéries.

I.1.2 Le genre Geobacter

Geobacter metallirreducens a été découvert en 1987 par le professeur Derek Lovley a
Washington D.C, dans des sédiments du fleuve Potomac . Ces bactéries peuvent oxyder
des métaux ou de la matiére organique lorsqu’elles sont en milieu anaérobie. Geobacter
metallirreducens est le premier organisme découvert capable de réaliser la réduction d’oxydes de
métaux insolubles & partir de 'oxydation de l'acétate, un produit primaire de la fermentation
[80]. Dans un premier temps, Geobacter a représenté une solution possible pour la bio-
remédiation de contaminants de milieux souterrains.

En 2001, Reimers et al. [109] constatent la possibilité de construire un nouveau type de piles
& bactéries. En connectant une électrode immergée dans des sédiments marins & une électrode
similaire exposée & de I'oxygéne, ils observent la production durable d’énergie électrique. A la
suite de ces travaux, Bond, Tender et Lovley analysent les biofilms attachés aux anodes de
ce nouveau type de MFC [15]. Ils découvrent alors que les micro-organismes présents dans le
biofilm développé sur I’électrode appartiennent en majorité a la famille des Geobacteraceae. Des
recherches complémentaires sur des espéces de cette famille, comme Desulfuromonas acetozidans
et Geobacter metallireducens, permettent de suggérer que Geobacter est capable d’oxyder des
composés organiques et de transférer par contact direct a I’électrode les électrons issus de la
métabolisation oxydative [15]. Ce transfert électronique direct sans ajout de médiateur soluble

fait de Geobacter le genre le plus prometteur en terme d’efficacité au début des années 2000.

1.1.2.1 Le métabolisme de Geobacter sulfurreducens

En 2003, le séquencage du génome de 'espéce G. sulfurreducens marque le point de départ
d’avancées considérables dans la compréhension du métabolisme du genre Geobacter [90].
Aujourd’hui ses principaux cycles métaboliques sont compris [84].

La figure 1.3 expose schématiquement la métabolisation de 'acétate au cours du cycle
de Krebs ou cycle des acides tricarboxyliques. Ce cycle est utilisé par G. sulfurreducens
pour réduire des intermédiaires énergétiques permettant par la suite la production d’ATP.
Il donne lieu & une libération d’électrons. Dans un premier temps, 'acétate est internalisé
par la bactérie via ’acétate perméase. La molécule est ensuite intégrée dans le cycle sous
forme d’acétyl-coenzyme A. Il s’opére alors une suite de réactions de réductions libérant des
paires d’électrons a quatre reprises. Deux décarboxylations ont lieu lors des transformations de

I’isocitrate en a-cétoglutarate et de I'a-cétoglutarate en succinyl-coenzyme A. Ces réactions
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F1GURE 1.3 — Voie métabolique de G. sulfurreducens permettant la conversion de l’acétate en
électrons et en COy. Note : Les décarboxylations entrainant la libération de COs et les coenzymes
réduites NADH et FADH?2, porteuses des paires d’électrons, ne sont pas indiquées sur ce schéma [84].

libérent des atomes de carbones sous forme de COs. Le cycle de Krebs permet 1’oxydation
compléte en COy des deux atomes de carbone de l'acétyl, et la récupération de huit électrons
portés par des coenzymes réduites, la nicotinamide adénine dinucléotide (NAD) et la flavine
adénine dinucléotide (FAD).

I.1.2.2 Exemple d’une demi-pile bactérienne : anode en carbone graphite/ Geobacter

sulfurreducens

En 2003, Bond and Lovley [16] publient le premier exemple d’utilisation de Geobacter
sulfurreducens comme bactérie électroactive dans une pile a bactéries. On entend par élec-
troactivité la capacité d’un organisme a transférer un électron généré par son métabolisme
4 un accepteur extérieur (solide ou en solution) [124]. A partir d’un substrat d’acétate ou
de dihydrogene, les productions de courant obtenues par Bond and Lovley [16] sont les plus
importantes de '’époque (jusqu’a 1,143 A.m~2). Ces densités de courant sont 10 000 fois
plus élevées que des résultats obtenus dans les mémes conditions avec une autre bactérie
électroactive, Shewanella putrefaciens |62]. De plus, ces performances semblent pouvoir étre
maintenues pendant plusieurs semaines contre quelques jours dans d’autres études [63].

La figure [.4(a) montre I’évolution du courant dans la demi-pile étudiée par Bond et Lovley
[16]. G. sulfurreducens est mise en culture sous atmosphére anaérobie (No/COo : 80/20),
4 30° C avec 5 mmol.L~! d’acétate comme unique donneur d’électrons et 50 mmol.L~! de
fumarate comme unique accepteur d’électrons. La culture est ensuite inoculée dans une demi-
pile contenant une électrode de graphite soumise & un potentiel de 0,2 V par rapport a une
électrode de référence Ags)/AgCl). A partir de I'introduction de G. sulfurreducens dans le
milieu, ils observent une augmentation du courant mesuré par I’électrode de travail. Aprés 5

jours, le courant chute fortement pour retrouver son niveau de départ. En remplacant le milieu
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FIGURE 1.4 — Croissance et production de courant par G. sulfureducens sur une électrode de carbone
graphite sous potentiel (0,2 V par rapport a Ag)/AgCl))[16].

de culture par un tampon salin sans nutriments de croissance mais contenant de 1'acétate (0,5
mmol.L.~1), Bond et Lovley retrouvent immédiatement le courant mesuré avant la chute. Cette
observation montre que le courant observé a 1’électrode de travail provient uniquement des
bactéries en contact direct avec I’électrode de graphite. Au bout d’un jour, le courant chute
a nouveau. Une injection simple d’acétate (1 mmol.L~!) dans la chambre de culture suffit
alors a retrouver le courant de plateau. Les auteurs démontrent ici que ’acétate est, dans leur
expérience, le substrat unique permettant 1’électroactivité de G. sulfurreducens.

Dans cette méme étude, Bond et Lovley notent que I'augmentation du courant est exponen-
tielle avec un taux d’accroissement de 0,04 h™! et qu’elle dépend de la présence d’acétate dans
le milieu. Cette observation laisse & penser que I'oxydation de I'acétate est un facteur nécessaire
a la croissance de G. sulfurreducens. Notons enfin que les auteurs mettent en évidence ’absence
de médiateurs solubles sécrétés par la bactérie dans la demi-pile. G. sulfurreducens ne semble
donc pas utiliser ce mode de transfert pour externaliser ces électrons.

Les performances impressionnantes de G. sulfurreducens dans les piles & bactéries sont
attribuées & deux phénomeénes observés par Bond et Lovley. En effet 'oxydation compléte de
I’acétate en solution d’une part et 'adhésion des bactéries sur 'anode d’autre part, permettent
la récupération quasi-totale des électrons disponibles (95 %). Le cliché MEB 1.4(b) permet
d’observer 'adhésion de G. sulfurreducens a I'électrode de graphite. Selon les auteurs, la
compréhension de cette adhésion et I'amélioration de l'affinité bactérie/électrode sont des

éléments essentiels au développement déja prometteur des piles & bactéries.

1.1.2.3 Les interactions entre G.sulfurreducens et les électrodes

G. sulfurreducens est capable de transférer des électrons & des accepteurs solubles comme
du citrate de fer ou insolubles comme des oxydes de fer. En présence en présence d’accepteurs
insolubles, G. sulfurreducens synthétise des pilis , illustrés par la photo de la figure 1.5[107].
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FI1GURE 1.5 — Cliché de G. sulfurreducens en présence d’oxyde de fer en microscopie électronique a
transmission. Les fleches pointent les pilis. Echelles : 0,5 pm [107].

Dans le cas des piles bactériennes, ’accepteur d’électrons est une électrode solide. En 2006,
Reguera et al. [108] comparent deux MFCs en utilisant G. sulfurreducens et une souche G.
sulfurreducens génétiquement modifiée. Dans la premiére pile, ils inoculent G. sulfurreducens,
et observent le courant émis ainsi que la morphologie du biofilm sur I’électrode. Le courant
croit trés vite. Sa valeur maximale est atteinte en 4 jours et 'ensemble des bactéries du biofilm
semblent viables. Dans la seconde, un mutant de G. sulfurreducens ne fabricant pas de pili
est inoculé. Le courant croit alors beaucoup moins vite. Sa valeur maximale est atteinte en 8
jours. Le biofilm est alors moins épais que dans la premiére MFC et 60 % des bactéries y sont
mortes. Les auteurs notent que les bactéries vivantes se situent principalement & proximité de
I’électrode. Cette étude montre que G. sulfurreducens peut transférer un électron par contact
direct entre sa membrane et ’électrode via des cytochromes C. Cependant, ce sont les pilis
qui vont permettre un transfert électronique massifs sur de longues distances (jusqu’a 20 pm)

A l'intérieur du biofilm.

I.2 Les axes de recherche dans le domaine des piles & bactéries

Malgré les progrés significatifs de ces quinze derniéres années, les piles & bactéries ne
sont pas encore assez performantes pour alimenter durablement des dispositifs électriques. De
nombreux axes de recherche sont donc apparus pour tenter d’améliorer la compréhension de
ces piles et avec elles leurs performances.

Ces axes visent principalement & améliorer des points clés du fonctionnement des piles &

bactéries :
— Le transport des électrons dans 1’électrode en améliorant la conductivité de celle-ci.
— La surface de contact entre les bactéries et 1’électrode.
— La survie des micro-organismes, et donc le temps de vie de la pile a bactéries.

— Les performances des micro-organismes, en sélectionnant de nouveaux mutants ou en

utilisant plusieurs espéces en collaboration.
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La suite de ce chapitre expose les moyens mis en ceuvre pour améliorer ces différents points

clés.

I.2.1 Des électrodes innovantes

L’interaction entre ’anode et la bactérie est un facteur primordial dans le transfert électro-
nique. L’affinité de G. sulfurreducens pour le graphite a poussé la communauté scientifique
vers l'utilisation de matériaux carbonés aux architectures variées comme des maillages ou des
feutres de carbone [138]|. D’autres matériaux ont été testés avec succés comme l'or [111] ou
lacier inoxydable [33].

Un des facteurs les plus importants dans les performances d’une pile bactérienne est la
surface spécifique de 1'électrode [77]. Cette surface spécifique doit étre considérée a 1’échelle de
la bactérie, c’est a dire le micrométre. Pour étre performante, une électrode doit permettre
une adhésion maximale des bactéries et favoriser la formation d’un biofilm sur I’ensemble de sa
surface spécifique. Selon Palmer et al. [96], 'adhésion de bactéries sur une surface est guidée
par les transports de masse jusqu’a cette surface et les propriétés chimiques de celle-ci comme
sa charge électrique et son énergie de surface. De plus une rugosité de surface de 'ordre de
la taille de la bactérie favorise la formation de biofilms dans la mesure ou elle entraine la
capture et ’adhésion de bactéries dans des volumes morts de la surface [39]. Les matériaux
privilégiés pour les électrodes de MFC sont donc ceux présentant une grande conductivité
favorisant le transfert d’électrons, une macroporosité permettant la diffusion des bactéries au
sein de I’électrode et des propriétés de surface facilitant leur adhésion. Ils doivent également
étre biocompatibles et stables dans le temps.

Des matériaux comme les mousses d’acier inoxydable présentent ces caractéristiques et
permettent I'obtention des performances supérieures au graphite dans les MFC [61]. Il est
également possible de fabriquer des matériaux d’électrode a partir de mélanges polymeére /na-
notubes de carbone. Higgins et al. [50] exposent un procédé permettant de créer un matériau
conducteur avec une double porosité de 'ordre de 12 et 100 um. Les auteurs dispersent des
nanotubes de carbones (CNT) dans une matrice de chitosan. L’ensemble est ensuite réticulé
puis gelé & -20 ° C. La chute de température fait alors apparaitre une structure poreuse illustrée
par la figure 1.6(a) issue de travaux de la méme équipe [67]. Ce matériau présente alors une
porosité permettant la colonisation totale de la structure 3D par une bactérie électroactive.
L’état de surface permet ’adhésion des bactéries et la conductivité de la structure assure les
transferts électroniques.

Des matériaux conducteurs poreux peuvent étre obtenus par d’autres stratégies. Par
exemple, Xie et al. [142] recouvrent de CNT un tissu de fibres de polyester (20 pum de
diamétre). Ils obtiennent ainsi une structure conductrice (1250 S.cm™1), qui présente une
surface d’échange entre le biofilm et 1’électrode 10 fois plus grande que la surface projetée du
tissu. Les auteurs notent également que les CNT conférent & I’électrode une bonne interaction
avec le biofilm et facilitent le transfert électronique entre les bactéries et I’anode.

Les progrés du domaine des électrodes ont amené des équipes de recherche & repenser

la morphologie globale de la chambre anodique. En 2005, Rabaey et al. [106] utilisent une
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(a) Electrode poreuse composite Chitosan/Nanotubes  (b) Adhésion de micro-organismes sur
de carbone [67]. un textile conducteur CNT/polyester

Xie et al. [142].

F1GURE 1.6 — Structure d’électrodes poreuses utilisées comme anode dans les piles bactériennes

anode en graphite granulaire disposée dans une chambre tubulaire. Cette chambre anodique
peut étre traversée par de I'anolyte en flux continu. La pile n’est donc jamais limitée par
le substrat. Ces anodes dites en "flux continu" sont largement utilisées aujourd’hui. Elles
permettent la modification aisée de la composition de I'anolyte et I’obtention de densités de

courant supérieures aux chambres anodiques conventionnelles [22, 54].

I.2.2 Etude des interactions entre espéces

L’application principale des piles bactériennes est la production d’énergie & partir d’eaux
usées. Pour ces applications concrétes, c’est une communauté bactérienne électroactive qui est
utilisée pour dégrader les déchets jusqu’a la restitution d’électrons a une électrode |73]. Dans ces
mélanges, les bactéries sont en "collaboration". Elles assimilent des molécules présentes dans
le milieu originel mais également des substrats sécrétés par d’autres espéces de la coculture.
En bout de chaines, une ou plusieurs espéces transférent des électrons a une électrode solide
et générent du courant. Ces consortiums sont constitués de micro-organismes capables de
dégrader des macromolécules en produit de fermentation, et de micro-organismes utilisant ces
produits pour une transformation électroactive. Une meilleure connaissance de ces cocultures
est nécessaire. En effet, elle permettrait de créer volontairement des collaborations bactériennes
afin d’optimiser les transferts de substrats ou d’électrons entre les espéces et améliorer ainsi
les performances des piles bactériennes dans des applications concrétes.

En collaboration, des bactéries vont pouvoir s’échanger des électrons par deux voies
distinctes. La premiére est chimique et utilise une molécule oxydo-réductrice comme médiateur.
Une molécule sécrétée par une bactérie peut étre métabolisée par une autre pour donner un
nouveau produit de fermentation. Ce mécanisme se répétant plusieurs fois constitue une chaine
trophique conduisant & un accepteur d’électron final, soluble comme le fumarate, ou insoluble
comme une électrode. En 2007, Ren et al. [110] montrent qu’il est possible de convertir de
la cellulose en électricité. Aucun micro-organisme connu est capable a la fois de métaboliser
la cellulose et de transférer des électrons & un susbstrat solide. Cette conversion est rendue

possible par la collaboration de deux micro-organismes dans la chambre anodique d’une
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Bactéries Geobacter | Clostridium | Coculture | Coculture | MNB | MNB

(Substrat) (acétate) (CMC) (CMC) (CN) (CMC) | (CN)
Dégradation cellulose % - 42 5 64 49 41 40
Rendement % 51 0 47 39 27 22

Tableau 1.1 — Comparaison de piles a bactéries utilisant Geobacter et/ou Clostridium ou
un mélange naturel bactérien issu d’une boue (MNB). Les substrats utilisés sont 'acétate, la
carboxymethylcellulose de synthése (CMC) ou la cellulose naturelle (CN) [110]. Le rendement
correspond au courant total réellement obtenu divisé par le courant théorique pouvant étre
issu de la cellulose.

MFC : Clostridium cellulolyticum et G. sulfurreducens. En métabolisant de la cellulose, C.
cellulotycium relargue trois produits de fermentation : 'acétate, I’éthanol et I’hydrogéne. Ces
molécules sont ensuite oxydées par G. sulfurreducens. Les électrons issus de 'oxydation sont
transférés par la bactérie a 'anode. Idéale dans la théorie, cette coculture se révéle également
trés efficace en pratique. Dans les mémes conditions opérationnelles, la pile utilisant la coculture
de C. cellulolyticum et G. sulfurreducens affiche un rendement deux fois plus élevé qu’une
MFC conventionnelle utilisant un mélange naturel de bactéries issues d’une boue (tableau I.1).

En regard de ces transferts chimiques, Summers et al. [123] montrent qu'une coculture
de bactéries anaérobies peut également échanger des électrons par transfert direct. Pour
métaboliser de I’éthanol, G. metallireducens et G. sulfurreducens sont mis en coculture en
présence de fumarate comme accepteur final d’électron. G. metallireducens oxyde 1’éthanol en
acétate en transférant des électrons & G. sulfurreducens, permettant sa croissance. Pour croitre,
G. sulfurreducens peut également utiliser I’'oxydation de 'acétate produit par G. metallireducens.
Dans leur étude, Summers et al. [123] montrent que les bactéries se rassemblent sous forme
d’agrégats conducteurs. Dans ces agrégats, les électrons sont transférés de maniére directe a
l'aide de cytochromes et de pilis. Shrestha et al. [119] démontrent par la suite que le transfert
électronique direct est suffisant pour permettre la croissance des deux micro-organismes en

milieu anaérobie.

1.2.3 Sélection de nouveaux micro-organismes électroactifs

Les espéces électroactives connues aujourd’hui proviennent de mélanges bactériens prélevés
dans la nature. Les espéces présentes sur les électrodes de MFC ont pu étre identifiées [79]. Des
extraits bactériens issus de déchets et utilisés dans les MFC sont analysés par électrophorése
sur gel en gradient dénaturant. Cette technique sépare des molécules d’ARN par migration
au sein du gel. Un séquencgage des ARN principaux permet d’identifier des séquences propres
a certains groupes de bactéries. On obtient alors des informations générales sur les espéces
composant le mélange bactérien. Cette technique ne permet pas I'identification compléte des
bactéries, et ne sépare pas les micro-organismes suivant leur électroactivité.

En paralléle de cette démarche globale, il est possible d’adopter une approche plus spécifique
pour isoler des bactéries électroactives. Hou et al. [52] proposent un dispositif de 24 piles
microbiennes permettant I’étude de 24 souches bactériennes dans des conditions strictement

similaires. En partant d’un échantillon naturel, Hou et al. [52]| pré-sélectionne des bactéries
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F1GURE 1.7 — Illustration et étapes de montage de la plateforme de criblage pour bactéries élec-
troactives composée de 24 piles bacteriennes en paralléles [52]

électroactives potentielles. La pré-sélection consiste en la culture sur boite d’agar de bactéries en
présence d’un agent se décolorant lorsqu’il est réduit. Les colonies décolorant le gel environnant
présentent des capacités de réduction et sont pré-sélectionnées pour la suite de ’étude. Les
espéces isolées sont ensuite inoculées dans des MFC en paralélles (figure 1.7). Le suivi de la
production de courant permet alors de détecter la souche la plus efficace. Les auteurs isolent
ainsi une souche de la famille de Shewanella parmi plus de 1200 bactéries présentes dans
I’échantillon naturel. Cette souche est 2,6 fois plus de puissance que Shewanella oneidensis
utilisée comme référence. Cette étude ouvre la voie du criblage d’espéces électroactives.

Une derniére approche consiste & cultiver une espéce électroactive dans des conditions
particuliéres pour isoler un variant de 1’espéce plus performant. En 2009, Yi et al. [143] ont
mis en culture la souche sauvage de G. sulfurreducens pendant 5 mois. Ils prélévent ensuite
le biofilm formé et isolent sur boite d’agar les bactéries présentes. En testant les bactéries
isolés, les auteurs découvrent une souche variante de G. sulfurreducens (nommée KN4000).
Cette nouvelle souche plus performante permet d’atteindre des densités de courant 7 fois plus
élevées que la souche sauvage. Cette efficacité augmentée est notamment expliquée par une

plus grande densité de pilis & la surface de KN4000.

I.2.4 "Going small", les avantages des biopiles de taille milli et micromé-
trique

A leur découverte, les piles bactériennes étaient constituées de chambres anodiques et
cathodiques de volume important, pouvant aller jusqu’a plusieurs litres (figure 1.1). Les
études récentes ont tendance & s’orienter vers des piles de plus petits volumes de ’ordre du
millilitre (milliMFC) voir du microlitre (microMFC) (figure 1.8). La diminution du volume
des MFC permet notamment de diminuer la résistance interne entre les chambres anodique et
cathodique. Cette diminution engendre également une augmentation du rapport de la surface
d’électrode sur le volume de la chambre anodique. Ces phénoménes conférent aux milliMFC et
aux microMFC une densité de puissance augmentée par rapport aux MFC classiques. A ces
échelles, les systémes présentent une meilleure sensibilité de mesure pouvant descendre jusqu’au

nano-ampere pour les microMFC [28|. La précision de mesure permet donc une étude plus
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F1GURE 1.8 — Exemple d’une micro-pile bactérienne (1,5 uL) réalisée par microfabrication [104].

fine et rapide des interactions bactéries/électrode. Le challenge principal des microMFC est de
permettre ’étude de bactéries uniques. Elles offriraient alors un point de vue nouveau sur la
compréhension des processus biochimiques et électrochimiques a l'interface bactérie/électrode.
Elles permettraient également d’étudier la variabilité phénotypique de populations de bactéries
électroactives.

Les piles bactériennes de taille milli et micrométrique & cause de leur encombrement faible
et leur faible consommation en matériaux et milieux permettent d’envisager une parallélisation
des MFC. Cette parallélisation ouvre la voie de la sélection de micro-organismes. Comme évoqué
dans le paragraphe précédent, il est possible de paralléliser des biopiles pour sélectionner les
bactéries les plus performantes dans la conversion de matiére organique en courant électrique.
La parallélisation est également applicable & 1’échelle millimétrique et micrométrique. Par
exemple, Mukherjee et al. [89] a utilisé une approche similaire aux travaux de Hou et al. [52]
en développant une plateforme de parallélisation avec des piles bactériennes micrométriques
(1,5 pL).

1.2.5 Vers un nouvel outil de sélection de micro-organismes électroactifs

Etant donné leur encombrement et leur cott, il apparait évident que les piles microbiennes
conventionnelles ne sont pas adaptées a la parallélisation et & la sélection de nouveaux
micro-organismes électroactifs. La millifluidique et la microfluidique ouvrent des voies vers la
miniaturisation des systémes et la réduction des coiits de fabrication (diminution des volumes
de réactifs, diminution des surfaces d’électrodes). Dans la littérature, les études proposant une
parallélisation des systémes pour de la sélection d’organismes électroactifs sont rares.

L’objectif premier de cette thése est de réaliser un outil de sélection pour explorer la
biodiversité et sélectionner des micro-organismes électroactifs performants. Un outil de sélection
de micro-organismes se doit de comporter certaines caractéristiques primordiales. I doit entre

autres :

— étre facilement parallélisable pour comparer de maniére simple les micro-organismes

entre eux;

— étre adapté aux critéres de sélection choisis;
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micro-organismes

— permettre d’isoler et de récupérer les micro-organismes sélectionnés.

A partir de ce cahier des charges, il est possible de schématiser un tel outil (figure 1.9). Il
est composé de réservoirs parallélisables contenant les bactéries a étudier. Afin de ne pas étre
limité par le substrat, le réservoir devra permettre la diffusion du milieu de culture en son
coeur. Pour sonder I’électroactivité des populations isolées, chaque réservoir doit pouvoir étre
connecté électriquement. Enfin le réservoir doit étre congu pour permettre une récupération

facilitée des bactéries qu’il contient.

Milieu de culture + Milieu de
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FIGURE 1.9 — Schéma d’un outil de sélection adapté a la culture et au criblage de bactéries
électroactives suivant leur performances en production de courant.

Dans la suite de ce chapitre introductif, nous présentons la capsule & coeur liquide et &
membrane d’hydrogel. Cet objet réalisé par une technique millifluidique représente le point de

départ de 'outil de culture et de sélection développé durant cette thése.

I.3 La capsule a cceur liquide : un outil original pour I’étude de

micro-organismes

I.3.1 Un outil a I’échelle millifluidique

Aujourd’hui, la miniaturisation des piles bacteriennes repose sur la diminution des volumes
des chambres anodiques et cathodiques. Ces MFC comportent alors des réservoirs mono-
phasiques confinés dans une enceinte solide.

La microfluidique en gouttes permet la création en série de micro-réservoirs liquides dans
une matrice liquide [132]. Dans ces systémes bi-phasiques, il est possible d’isoler et cultiver
en paralléle des organismes biologiques individualisés [14] [87]. Ces cultures compartimentées

peuvent ensuite étre déplacées, modifiées et étudiées [24].
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Chapitre I. L’essor des biotechnologies dans le domaine des piles bactériennes

Cependant, a cette échelle, la réduction des volumes entraine généralement une diminution
de la quantité de nutriments et donc un développement moindre des organismes isolés. Un
systéme perfusé peut résoudre cette limitation, mais le volume des réservoirs impose une
nouvelle limite & la taille de la population étudiée. Le comportement observé & 1’échelle du
micrométre peut alors étre différent de celui observé dans des volumes macroscopiques. Dans
les MFCs, les effets collectifs comme la formation de biofilms sont importants et doivent
étre pris en compte dans une optique de sélection de micro-organismes performants. L’outil
que nous souhaitons réaliser doit donc permettre le développement et ’étude de populations
importantes afin de s’approcher au mieux de conditions rencontrées dans des applications
macroscopiques. Nous nous sommes donc tournés vers la millifluidique.

La millifluidique permet, elle aussi, la culture compartimentée et parallélisée de micro-
organismes. Comme en microfluidique, il est possible de créer en série des réservoirs dans une
phase porteuse non miscible. Au Laboratoire de Colloides et Matériaux Divisés, un outil de
millifluidique digitale permet d’isoler jusqu’a une bactérie par réservoir |7|. La croissance de ces
cultures monoclonales est suivie par des mesures d’absorbance automatisées. Cet outil autorise
I’analyse en paralléle de plus de mille bioréacteurs. Son utilisation récente a notamment permis
d’explorer la diversité phénotypique d’une population d’Escherichia coli [26].

Cette technologie nécessite le confinement des bioréacteurs dans un canal. Mais il est
également possible de créer des compartiments de taille millimétriques sans confinement. Le
laboratoire a développé une nouvelle technique de fabrication de capsules millimétriques de
structure ceeur-coque. Ces objets biocompatibles sont présentés dans la suite de ce chapitre. Ils
permettent notamment ’encapsulation de cellules vivantes tels que des cellules mammiféres,

des bactéries, ou encore des algues unicellulaires.

1.3.2 La capsule a cceur liquide et & membrane d’hydrogel

Les capsules & coeur liquide et membrane d’hydrogel ont été développées par Bremond
et al. [18] et étudiées de fagon plus approfondie par Leslie Rolland durant ses travaux de thése
[113]. Nous décrivons ici le procédé de fabrication de ces capsules ainsi que leurs propriétés

physico-chimiques.

1.3.2.1 Fabrication de la capsule a cceur liquide

Le procédé de fabrication des capsules & cceur liquide et & membrane d’hydrogel est exposé
sur la figure 1.10.

Il est initié par la création d’une bigoutte a I’aide de deux tubes coaxiaux. Cette bigoutte
est composée d’un fluide de coeur, correspondant & la solution que ’on veut encapsuler, et un
fluide de coque qui composera la membrane de la future capsule. Le fluide de coque est une
solution d’alginate de sodium. L’alginate est un polysaccharide hydrosoluble biocompatible
qui gélifie en présence d’ions divalents. Ses caractéristiques seront développées dans le chapitre
suivant. La bigoutte se détache de I'injecteur et chute dans un bain de chlorure de calcium.
Les ions Ca?* sont alors complexés par I'alginate, et le fluide de coque devient un gel. La

membrane d’hydrogel se forme et encapsule le coeur de la bigoutte.
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micro-organismes
Coaur :
| Huile ou eau

Coque :
solution d’alginate

Air

Solution de CaCl,

F1GURE I.10 — Schéma représentant le procédé de fabrication d’une capsule a coeur liquide et
a membrane d’hydrogel d’alginate. Une bigoutte est formée par coextrusion. Une fois détachée, la
bigoutte chute dans une bain de calcium qui entraine la gélification de la solution d’alginate.

La fabrication des capsules est réalisée en régime goutte a goutte en controlant les débits
des solutions de cceur et de coque par des pousse-seringues. Il est donc possible de faire varier
ces débits pour moduler ’épaisseur de la membrane d’hydrogel.

Si 'on note le @ le débit du fluide de coeur et Qe le débit du fluide de coque, I’épaisseur
de la couche d’alginate h s’exprime en fonction de Rq = Qi/Qe le rapport des débits et Ry le

rayon de la bigoutte comme suit :

R, \°
h_Rg<1_(HRq>)

Dans les conditions expérimentales de la thése de Leslie Rolland (le rayon de 'injecteur,R =

1 mm), le rayon de la bigoutte est égal & 1,7 mm. Le ratio des débits R, peut étre choisi
entre 1 et 12 pour obtenir des couches d’alginate variant entre 360 pm et 45 pm. Cette
technique d’encapsulation permet donc d’obtenir des épaisseurs de membrane comprises entre
3 % et 20 % du rayon total de la capsule. Notons que les épaisseurs h données ici sont des
épaisseurs moyennes. Comme le montre la figure 1.11, les capsules ont une forme de sphéroides,
et ’épaisseur de la membrane est inhomogéne. Elle est plus grande au niveau du point de
détachement de la bigoutte.

Dans leurs travaux, Bremond et al. [18] montrent qu’il n’est pas possible d’encapsuler un
coeur aqueux par une simple solution d’alginate avec des Ry élevés (Rq > 1). Dans le cas d’un
coeur aqueux, les deux fluides composant la bigoutte sont miscibles. Lors de I'impact dans le

bain de calcium, la bigoutte est soumise & des contraintes importantes et les fluides interne et
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Chapitre I. L’essor des biotechnologies dans le domaine des piles bactériennes

FIGURE I.11 — Photo de capsules a ceeur liquide aqueux et membrane d’alginate a 2 % en masse et
de 100 pm d’épaisseur. Pour une meilleure visualisation, I’hydrogel d’alginate a été colorée avec du
bleu alcian [114].

t=5 15 25 35 70 230

FIGURE 1.12 — Pénétration et gélification d’une bi-goutte dans un bain de CaCls. Les temps sont
indiqués en millisecondes. Echelle : 2 mm [18].

externe se mélangent. Pour éviter ce phénomeéne, Bremond et al. [18] ajoutent dans la solution
d’alginate un tensioactif anionique, le sodium dodécylsulfate (SDS). Le SDS, non soluble dans
le calcium, précipite lors de I'impact de la goutte dans le bain, et stabilise ainsi I'interface
goutte/bain pendant la gélification de l’alginate. Pour obtenir des membranes fines (~ 45— 100
pm), la concentration en SDS doit étre de I'ordre de 5 mmol.L~!. Pour améliorer le mouillage
de la bigoutte avec le bain de gélification, il est nécessaire d’ajouter une faible quantité de
tensioactif dans le bain. Par exemple, Bremond et al. [18] ajoutent 0,1 % en masse de Tween
20 dans la solution de chlorure de calcium.

Les photos de la figure 1.12 illustrent la pénétration de la capsule dans le bain de gélification
lors de 'utilisation du SDS et du Tween. Les interfaces sont stabilisées.

Aprés la pénétration de la bigoutte dans le bain, le calcium diffuse dans la couche extérieure
et entraine la gélification de l'alginate. Il est possible d’estimer le temps nécessaire a la
gélification de la membrane. Avec une membrane de 200 pm d’épaisseur, connaissant le
coefficient de diffusion du calcium dans l'alginate, D = 7.10~* mm?.s~! [102], on obtient :

2 ~ hg ~ 1 min

On peut donc considérer qu'une minute suffit a la gélification totale de 'alginate et donc a

la création de la capsule
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1.3. La capsule a cceur liquide : un outil original pour 1’étude de
micro-organismes

Remarque : Dans la suite de ce manuscript, les valeurs données en pourcentage correspondent

au pourcentage en masse sauf mention contraire.

1.3.2.2 Un outil adapté a la culture cellulaire

Le processus d’encapsulation a trouvé récemment de nombreuses applications dans le
domaine de la biologie. Différents types de capsules ou de billes ont déja été utilisées comme
bioréacteurs pour la culture de cellules [97, 131]. L’encapsulation de cellules uniques permet
le développement et 1’étude de colonies monoclonales [136]. Généralement, les méthodes
d’encapsulation sont largement parallélisables et ouvrent la voie vers le tri cellulaire et la
détection de substances actives [68]. Enfin, la culture en capsule offre aux organismes isolés
comme des cellules mammiféres ou des tissus, un environnement tri-dimensionnel se rapprochant
des conditions de culture in vivo. De telles conditions ne peuvent étre remplies par des méthodes
de culture conventionnelles comme les boites de pétri ou les plaques multi-puits.

La capsule & coeur liquide développée au LCMD est un outil adapté a la culture de
micro-organismes.

En utilisant une concentration adaptée en micro-organismes dans le fluide de ceeur, il est
possible d’injecter une unique cellule par bigoutte. Une fois formée, la capsule peut étre placée
dans le milieu de culture de 'organisme encapsulé.

La membrane d’hydrogel est semi-perméable. En mesurant la fuite de macromolécules, Leslie
Rolland a estimé la taille des pores de ce gel & 20 nm [113]. Cette taille permet aux nutriments
et & 'oxygéne de diffuser vers 'intérieur de la capsule pour contribuer au développement et &
la division de la cellule encapsulée. La semi-perméabilité de la membrane autorise uniquement
les échanges d’objets de taille inférieure & sa taille de coupure. Schématisée dans la figure
[.13(a) , la culture en capsule permet donc d’isoler physiquement la culture du milieu extérieur,
en conservant un lien chimique avec celui-ci.

La membrane d’alginate est une membrane solide présentant des propriétés viscoélastiques
aux faibles déformations puis plastiques au dela d’une déformation critique [114]. La capsule
peut donc étre manipulée manuellement, compressée légérement ou encore agitée sans étre
endommagée.

La structure de la membrane d’hydrogel est due aux points de réticulation du réseau
physique créés par les cations divalents. De maniére surprenante, si une capsule est plongée
dans un grand réservoir d’eau ultrapure, elle garde son intégrité. Ce phénomeéne indique la
complexation forte entre les cations divalents et les chaines d’alginate. Cependant Rolland
et al. [114] montrent que si 'on ajoute un cation monovalent dans la solution baignant la
capsule, celui-ci déstabilise le gel et détruit la membrane. Ce phénoméne est important a
prendre en compte dans le cas d’applications en biologie oul les capsules sont utilisées dans
des milieux & forte ionicité. Pour contrer cette déstabilisation, il est nécessaire de garder une
faible concentration de cations divalents (~ 1 mmol.L.~!) dans la solution baignant la capsule.
L’hydrogel physique est alors stable dans le temps dans les milieux biologiques.

Enfin, la fabrication au goutte & goutte permet la parallélisation des cultures en créant des

bioréacteurs avec une fréquence de 'ordre du hertz.
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(a) Représentation schématique de l'utilisa-  (b) Photo de capsule contenant des levures aprés 1’en-
tion des capsules comme bioréacteurs [30].  capsulation (0 h) et durant la croissance (17 h) [18].
Echelle : 1 mm.

FI1GURE 1.13 — La culture de cellules et micro-organismes en capsules

Aujourd’hui, ces capsules coeur-coque ont déja été utilisées pour la culture de cellules. Les
propriétés physico-chimiques de la membrane d’hydrogel conférent & la capsule une résistance
aux contraintes mécaniques et permettent l'agitation des cultures. Bremond et al. [18] montrent
qu’il est possible de cultiver des levures pendant plusieurs jours (figure 1.13(b)). Actuellement
cette technique d’encapsulation est utilisée au laboratoire pour étudier différents types de
cellules (fibroblastes, cellules souches, cellules tumorales...) ou de micro-organismes (bactéries,

algues unicellulaires...) |2].

1.3.3 Vers une capsule & membrane conductrice

Les capsules a cceur liquide et & membrane d’hydrogel présentent les caractéristiques
requises pour la création d’un outil de sélection. Comme défini dans notre cahier des charges,
la culture en capsule est parallélisable et permet de compartimenter les organismes cultivés. La
manipulation aisée des capsules facilite la récupération des micro-organismes aprés sélection.

Nous souhaitons sélectionner des micro-organismes suivant leur capacité & convertir de la
matiére organique en courant électrique, en transférant des électrons a une électrode solide.
Il est donc nécessaire de modifier les propriétés de la capsule pour adapter celle-ci a la
sélection de bactéries électroactives. Pour cela, nous avons choisi d’ajouter a la membrane
la propriété de conduction électrique. Connectée électriquement, elle pourrait se comporter
comme une électrode. Les bactéries encapsulées, en contact physique avec la membrane,
utiliseraient alors celle-ci pour transférer leur électrons hors de la capsule. La figure 1.14

représente schématiquement une telle capsule & membrane conductrice semi-perméable.

I.4 Objectifs

Dans ce chapitre introductif, nous avons vu que les piles a bactéries représentent une
voie de valorisation des déchets organiques. Elles reposent sur la conversion de la matiére
organique en courant électrique via I'activité métabolique de bactéries dites électroactives. Ces

bactéries sont capables de transférer des électrons issus de leur métabolisme a une électrode
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Hydrogel conducteur

Milieu de
culture

Milieu de culture +
bactéries électro-actives

F1GURE 1.14 — Schéma de principe d’une capsule & membrane conductrice et semi-perméable
permettant la culture de bactéries électroactives. Par connexion extérieure, il est possible de sonder
I'activité électrique de la population encapsulée.

solide. Des nombreux travaux ont permis le développement de piles bactériennes de plus en
plus performantes. La création d’électrodes innovantes et une meilleure compréhension des
métabolismes bactériens permettent aujourd’hui d’envisager les piles bactériennes comme une
alternative énergétique. Cependant leur puissance et leur durée de vie ne sont pas encore
suffisantes pour permettre I'alimentation de dispositifs électriques conventionnels.

La découverte de G. sulfurreducens et son utilisation dans une pile bactérienne constitue
une des plus grandes avancées du domaine des piles & bactéries. L'immense diversité des
micro-organismes, nous invite & penser qu’il existe des bactéries électroactives encore plus
performantes. Cependant les techniques conventionnelles ne peuvent étudier cette diversité.

Dans le but d’explorer la biodiversité, il est donc nécessaire de développer un nouvel
outil permettant d’isoler, cultiver, tester, et finalement sélectionner des bactéries suivant
leur électroactivité. Les capsules a coeur liquide et membrane d’hydrogel semi-perméable
développées utilisées au LCMD constituent un point de départ cohérent pour la réalisation
de cet outil. Ces capsules permettent I’échantillonnage et la culture parallélisée de cellules et
de micro-organismes. Il convient a présent d’adapter cet objet a la culture et la sélection de
bactéries électroactives. Pour cela, il est nécessaire de conférer & la membrane une nouvelle
propriété de conduction électrique. Une fois réalisée, cette membrane conductrice pourra étre
connectée électriquement pour nous permettre de sonder ’activité électrique de la population
bactérienne encapsulée et sélectionner ainsi la plus performante.

Un des challenges majeurs de ces travaux de thése est donc de formuler un hydrogel
satisfaisant toutes les contraintes imposées par notre systéme. Cet hydrogel doit évidemment
étre biocompatible et conducteur, mais il faut également que sa formulation permettent la
création de capsules & cceur liquide selon le procédé développé par le laboratoire. La formulation

et la caractérisation d’un tel hydrogel sont les objets du chapitre suivant.
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Chapitre II. Un hydrogel composite conducteur : formulation et propriétés

II.1 Un double réseau d’hydrogel et de charges dispersées

I1.1.1 Généralités sur les hydrogels

Un hydrogel est un réseau tri-dimensionnel capable d’absorber jusqu’a un millier de
fois sa masse séche en eau. Il existe deux grandes classes d’hydrogels. On parle d’hydrogels
"permanents" ou "chimiques" lorsque le réseau est réticulé de maniére permanente par des
liaisons covalentes. Ce réseau peut étre synthétisé entre autres par copolymeérisation [140] ou par
réticulation de polyméres hydrosolubles. Les hydrogels sont dits "réversibles" ou "physiques"
lorsque que le réseau est formé par I’enchevétrement moléculaire et des forces de nature ionique,
hydrophobe ou de type liaisons hydrogéne. Dans les hydrogels, les points de réticulations sont
parfois mal répartis et peuvent créer des inhomogénéités [51]. Le champ de formulation des
hydrogels est vaste et permet d’ajuster finement leurs propriétés. Les propriétés communes &

la plus part de hydrogels sont exposées ici :

Un matériau poreux

Composés en majorité d’eau, les hydrogels possédent un volume libre grand par rapport
a leur volume total. Le volume libre permet en général la définition d’une porosité de gel,
correspondant & la taille des pores (Rgspore) du réseau. Cette porosité permet la diffusion de
solutés a travers I'hydrogel. Suivant la taille du soluté (Rs), la diffusion peut étre libre pour
Ry << Rpore, limitée pour Ry ~ Rpore ou bloquée pour Ry >> Rpore. La porosité d'un hydrogel
peut étre modulée par les facteurs suivants : le degré de réticulation, la structure chimique
du polymeére et des stimuli externes comme la température, le pH ou encore la force ionique
[70]. Lors de la formulation, la taille des pores est généralement adaptée a I'application de
I’hydrogel. Par exemple, la taille des pores d’'un hydrogel biomédical est typiquement comprise
entre 5 nm et 100 nm [29, 86]. Cette taille permet la diffusion libre de molécules organiques et

ralentit la diffusion de molécules plus grandes comme les protéines ou les peptides [51].

Des propriétés mécaniques ajustables

En fonction de son application, les propriétés mécaniques d’un hydrogel se doivent également
d’étre ajustées. Le comportement mécanique du gel dépend en premier lieu des polymeéres
qui le constituent. On peut distinguer les gels mous comme 'alginate ou ’agar qui sont
viscoélastiques. Ils possédent un faible module d’Young de I'ordre de 100 kPa. Au dela d’une
certaine contrainte seuil, leur comportement devient plastique et leur déformation est alors
irréversible. Il existe également des gels plus rigides comme le polyéthyléne glycol diacrylate
au module d’Young plus élevé compris entre 1 et 10 MPa. Ces hydrogels durs sont moins
déformables et cassent au dela d’une contrainte seuil dite de rupture [41].

La rigidité d’un hydrogel dépend fortement de la densité de réticulation et de I’énergie de
liaison. Il est donc possible de moduler ses propriétés mécaniques en modifiant la concentration
en agent réticulant ou en polymére. D’autres facteurs permettent d’agir sur la structure de

I’hydrogel comme le temps de réaction, le solvant ou encore la température de mise en forme

3].
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II.1. Un double réseau d’hydrogel et de charges dispersées

Dans ce chapitre nous présentons la formulation d’un hydrogel conducteur pour créer a
terme une capsule a coeur liquide et & membrane d’hydrogel conductrice. Ce matériau doit
donc posséder I’ensemble des propriétés énoncées précédemment mais également des propriétés

de conduction électriques.

I1.1.2 Les hydrogels conducteurs

En 1995, Guisseppi-Elie décrit pour la premiére fois une nouvelle classe d’hydrogels conduc-
teurs. Ces hydrogels électroconducteurs sont des doubles réseaux qui combinent des polyméres
conducteurs et des hydrogels hautement hydratés [46]. Les polymeéres conducteurs regroupent
un ensemble de macromolécules possédant des domaines étendus de liaisons 7. Ces domaines
conférent aux polymeéres des propriétés électriques, électrochimiques et optiques uniques. On
trouve dans cette famille des molécules possédant des cycles aromatiques comme les polyani-
lines, le poly(paraphenylene) ot encore les polypyrroles. La synthése d’hydrogel conducteur
s’effectue généralement en deux étapes. Dans un premier temps, la matrice d’hydrogel est
synthétisée. Les monoméres conducteurs sont ensuite ajoutés puis polymérisés par oxydation
ou par électro-polymérisation. Cette polymérisation au coeur de la matrice d’hydrogel permet
I'obtention d’un double réseau hydrogel /polyméres conducteurs. Des hydrogels conducteurs
biocompatibles contenant du polypyrrole ont déja été utilisés en biologie avec des cellules de
mammiféres et des tissus [42]. Ces hydrogels constituent aujourd’hui une piste prometteuse

pour l'implantation de biocapteurs permettant la stimulation électrique de cellules in vivo.

Il existe peu d’exemples dans la littérature d’utilisation d’hydrogels conducteurs dans le
domaine des piles bactériennes. Les études menées utilisent généralement le polypyrrole pour
améliorer la conductivité d’électrodes de carbone en greffant le polyméres sur leur surface
[58, 125, 147]. Dans notre cas, 'utilisation de ce type polymére semble difficile & mettre en
place. En effet, la synthése de ces matériaux composites nécessite généralement plusieurs étapes

non compatibles avec notre procédé de mise en forme des capsules a coeur liquide.

Une autre voie existe pour conférer a un hydrogel des propriétés conductrices. Elle consiste
en l'intégration de particules solides conductrices dans la matrice d’hydrogel. Si elles sont
introduites en quantité suffisante, ces particules peuvent se connecter pour former un réseau.
Généralement, la connexion est déclenché par un stimulus (évaporation, changement brusque
de température [37, 47]). C’est la voie de formulation que nous avons choisi. Le défi majeur
de ces travaux de thése est donc la création d’un hydrogel conducteur électronique par
dispersion de particules solides conductrices. Ce type de formulation peut se révéler difficile
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, la création de ces matériaux nécessite la dispersion d’une
charge. Pour cela, on peut modifier chimiquement ou recouvrir la surface des particules pour
compatibiliser celles-ci avec la matrice. Ces modifications sont ensuite généralement néfastes
pour la conduction électronique car elle peuvent introduire des résistances de contact. De plus,
en milieu liquide et mou, les particules ne sont pas contraintes physiquement. Cette liberté
peut rendre difficile ’établissement de bons contacts électriques entre les particules. Nous

verrons dans la suite comment il est possible de résoudre ces problémes.
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La synthése de notre matériau repose sur la dispersion d’une charge conductrice dans une
matrice liquide. Ces charges peuvent étre choisies parmi un grand nombre de matériaux comme
des particules de graphite |71, 105], de zinc [43], des nanotubes de carbones [82], du graphéne
[146].

Afin de permettre un connexion homogéne au sein de ’hydrogel, la dispersion doit étre

stable le temps de la mise en forme du matériau.

11.1.3 Stabilité colloidale de dispersions de particules solides

Les forces de van der Waals

Lorsque des particules de petites tailles ( < pm) sont dispersées dans un solvant, I’agitation
thermique et les forces de van der Waals jouent un role important dans le comportement du
mélange. Le mouvement brownien est caractérisé par le déplacement aléatoire et la collision
des particules sous l'effet de 'agitation thermique. Les forces de van der Waals sont des forces
de faible intensité a longue portée. Elles sont la somme de trois interactions : les forces de
Keesom (interactions dipole-dipdle), les forces de Debye (interactions dipdle-dipole induit) et
les forces de London (interactions dipole induit-dipole induit).

Les forces de van der Waals entre deux particules s’exprime comme la somme des interactions
moléculaires entre toutes les paires de molécules composant chaque particule. La formule
obtenue dépend donc de la taille, la forme et la composition des particules.

A titre d’exemple, si I'on considére deux particules de rayon r, et distantes de h, avec

h << r les forces de van der Waals s’expriment alors :

Hr

o (IL.1)

Fypw = —

avec H une constante positive, dite de Hamaker, dont I'ordre de grandeur est 10719 — 10720,

Pour des particules similaires, les forces de van der Waals sont attractives et leur intensité

augmente & mesure que la distance entre les particules diminue. Dans une dispersion colloidale,

la combinaison de l'agitation thermique et des interactions de van der Waals conduit le

systéme vers l'agglomération. Il est donc nécessaire d’introduire des interactions répulsives
pour stabiliser la dispersion.

Entre autres, ces interactions peuvent étre de nature électrostatique ou stérique.

Stabilisation électrostatique Pour stabiliser électrostatiquement des particules, il faut
créer des charges a leur surface. Ces charges peuvent provenir d’une ionisation de la surface
dans un solvant, de ’adsorption ou du greffage d’entités chargées sur les particules. Aprés
modification, toutes les particules doivent présenter une charge de surface de méme signe. Il
apparait alors une double couche électrique. Celle-ci est constituée d’une couche de charges de
surfaces et d’une couche diffuse de contre-ions dans la solution face & la premiére couche. Ces
contre-ions font écran au champ électrique crée par la paroi chargée. Le profil de concentration
en contre-ions présente un maximum au niveau de la surface et décroit en fonction de la

distance a la surface avec une longueur caractéristique appelée longueur de Debye s~ 1. Elle
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s’exprime en fonction de la concentration des ions 7 en solution loin de la surface ¢;g :

1 eoerkT 1/2
Z — (I1.2)
ro \2i(zie)%cio

avec €g la permittivité diélectrique du vide et €, la permittivité relative du solvant, k la

constante de Boltzmann, T la température en Kelvin et ¢;o la concentration en ions de charge

zZi€.

La stabilité d’une dispersion par répulsion électrostatique est donc le résultat d’une
compétition entre les forces attractives de van der Waals et les forces de répulsion électrostatique.
La théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey et Overbeek) décrit cette compétition pour les

faibles potentiels de surface et les faibles concentrations en ions.

Considérons deux surfaces de méme charge, distantes de h. Le potentiel total d’interaction

s’écrit comme la somme du potentiel attractif V4 et du potentiel répulsif Vp :

V(h) = Va(h) + Vr(h) (11.3)

L’expression du potentiel peut étre obtenue par 'intégration des forces de van der Waals
et des forces de répulsion électrostatique a longue distance [36]. Il s’exprime alors en fonction

de constantes du systéme et de h :

V(h) ___H | 64kTel

Aire  127h? p(—rih) (IL.4)

avec H la constante de Hamaker, ¢y la concentration ionique en solution, I'g une constante
dépendant du potentiel de surface. Dans cette expression, la dépendance en h est modulée
par la valeur de la longueur de Debye. Plus la longueur de Debye est grande plus le potentiel
répulsif augmente. La figure I1.1 représente qualitativement 1’évolution de V(h) entre deux

plans chargés avec deux longueurs de Debye différentes.

Lorsque h est trés grand ou trés petit, le potentiel d’interaction est dominé par le terme
attractif. Pour des valeurs intermédiaires de h, le potentiel répulsif devient non négligeable
est forme une barriére de potentiel entre les conformations "dispersé" (h grand) et "agrégé"
(h = 0). La hauteur de la barriére est fixée par I'intensité de la répulsion électrostatique qui
elle méme dépend de la longueur de Debye. Comme on peut le voir sur la figure I1.1, lorsque
k1 est grand, la barriére de potentiel est importante, le systéme est typiquement stable d’un
point de vue cinétique. Pour des valeurs de k! faibles, la barriére est plus petite ou méme
non existante. Sans intervention extérieure, I’agitation thermique peut apporter de ’énergie
au systéme et permettre le passage de ’état "dispersé" a I’état "agrégé". Le systéme devient

alors instable.

Pour un systéme donnée, la valeur de x peut donc conditionner la stabilité de la dispersion.

Cette longueur est directement reliée a la concentration des ions en solution.

Pour les raisons évoquées ci-dessus, la stabilisation électrostatique est donc sensible aux

électrolytes, et applicable préférentiellement aux systémes dilués.
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Potentiel d’interaction (V)

F1GURE II.1 — Représentation du potentiel d’interaction, somme du potentiel de répulsion Vg et
du potentiel d’attraction V4, pour deux longueurs de Debye différentes, k1 et ko. /91_1>/<;2_ ! [36].

Stabilisation par répulsion stérique

La stabilisation par répulsion stérique repose sur le greffage ou I'adsorption de macromolé-
cules sur la surface des particules a disperser. Les macromolécules constituent alors une couche
stabilisatrice d’épaisseur L & la surface des particules. L’origine de la répulsion polymérique
est principalement entropique. La structure des polyméres est conditionnée par le solvant de la
dispersion. En bon solvant, les chaines sont gonflées afin de maximiser leur entropie. Lorsque
deux particules sont distantes de moins de 2L, les couches de polyméres interagissent suivant

deux cas :

— Dans le cas o la densité de polymeéres en surface est faible, les couches polymeéres auront
tendance a s’interpénétrer. Cette interpénétration diminue le nombre de degrés de liberté
des chaines et entraine une réduction de I'entropie. L’énergie libre du systéme augmente

donc, et les particules se repoussent.

— Dans le cas ol la densité de polyméres est importante, les couches de polyméres auront
tendance & se comprimer. Cette compression engendre également une augmentation de

I’énergie libre du systéme et une répulsion des deux particules.

En bon solvant, la stabilisation par répulsion stérique est donc insensible aux électrolytes,

et adaptée aux systémes concentrés. Si elle a lieu, 'agrégation est généralement réversible.

La stabilisation de dispersions de particules solides dans un liquide nécessite donc ’ajout
d’un composant a la surface de ces charges. Pour notre étude, nous avons décidé de nous
tourner vers les tensioactifs. Ces molécules, décrites plus loin, peuvent s’adsorber sur des

interfaces et les stabiliser par répulsions stériques et/ou électrostatiques.
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I1.1.4 Choix des matériaux

Il nous faut & présent sélectionner les composants de 'hydrogel conducteur c’est a dire
un polymeére constituant la matrice, une charge conductrice et un tensioactif stabilisant la
dispersion de la charge en solution.

Pour la matrice d’hydrogel, le choix de l'alginate de sodium est privilégié car il est
biocompatible et déja utilisé au laboratoire pour la mise en forme des capsules décrites au
chapitre précédent.

Parmi les charges envisageables, les nanotubes de carbone semblent particuliérement adaptés
a la création d’un hydrogel composite conducteur. En effet, ces particules anisotropes (diamétre
<< longueur) possédent un seuil de percolation bas. De plus, de nombreuses études démontrent
que les nanotubes de carbone peuvent servir de support & la croissance de bactéries électroactives
sous potentiel [74, 81, 125]. Certains nanotubes sont biocompatibles et les bactéries possédent
de bonnes propriétés d’adhésion sur les matériaux composites polymeéres/nanotubes de carbone
|1, 81]. Dans le cadre de notre étude, l'utilisation de nanotubes de carbone comme charges
conductrices semble donc intéressante.

Concernant le tensioactif, nous avons choisi de tester plusieurs molécules afin de trouver la
molécule adéquate a I’application finale de notre matériau.

Ces trois composants sont présentés plus en détails dans la suite de ce chapitre.

11.1.4.1 L’alginate, un polysaccharide biocompatible gélifiable

L’alginate est un polysaccharide naturel biocompatible issu de 'algue brune Phaeophycceae
dont il représente plus de 40 % de la masse séche. Un polysaccharide est une macromolécule
constituée de monosaccharides liés par une fonction glycosidique C-O-C. L’alginate est un
copolymeére de deux monomeéres différents : le S-D-mannuronate (M) et le a-L-guluronate (G)
(figure I11.2).

L’enchainement des monomeéres varie suivant le type d’alginate. Dans la chaine, il existe
des zones homopolymériques constituées uniquement de monoméres G ou de monomeéres M.
On parle alors de blocs G ot blocs M séparés par des séquences ou G et M alternent (bloc
MG).

La présence de groupements carboxyliques sur les cycles font de I'alginate un polyélec-
trolyte. Ces groupements lui permettent de gélifier en présence de cations divalents tels que
le Ca?*, Ba?", ou encore Mg?*. Un hydrogel formé d’un polyélectrolyte combiné avec des
ions multivalents de charge opposée est dit "ionotropique". Seuls les blocs G de la chaine
d’alginate possédent une conformation compatible avec la réticulation de deux blocs par un
cation divalent. La dimérisation de ces blocs forme une structure communément appellée "boite
d’oeufs". Cette complexation est illustrée sur la figure I1.3(a). Elle est non covalente et donne
lieu a la création d’un réseau rigide en trois dimensions rigide. L’hydrogel d’alginate est un gel
physique donc réversible. En effet il est possible de resolubiliser 'hydrogel en ajoutant par
exemple un chélatant du calcium.

L’alginate que nous utilisons est fourni par 'entreprise FMC' biopolymer, sous la référence

LF200FTS. Son contre ions est le sodium Na™. Au cours des ses travaux de theése [113], Leslie
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FI1GURE I1.2 — Structure et composition de l'alginate. (a) Monomeéres constituant Palginate. (b)
Exemple de conformation d’une chaine d’alginate. (¢) Enchainement des monoméres et distribution

des blocs M et G [113].
OOO0~Zad

—
/ \,\Q,\/\_>
Polymere d’alginate Hydrogel d’alginate
<~ @/
%ﬁ\/@ S
(a) Structure schématique de la dimérisation des blocs G~ (b) Hydrogel macroscopique dur
dite en "boite d’ceufs". d’alginate (2 % en polymere).

FI1GURE I1.3 — Gélification de 'alginate de sodium par du chlorure de calcium.
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Rolland a caractérisé cet alginate. En ’absence d’agent chélatant comme le citrate de sodium,
une solution d’alginate LF200F TS gélifie pour des concentrations de calcium supérieures ou
égales & 10 mmol.L~! [113] (voir figure I1.3(b)). En effectuant des mesures de diffusion statique
de la lumiére a différents angles et différentes concentrations, Leslie Rolland a déterminé les

grandeurs suivantes pour 'alginate LF200FTS :

— la masse molaire moyenne : My, = 150.10% g.mol~!
— le rayon de giration moyen : Ry = 90 nm
— la concentration de recouvrement : ¢* = 77 g.m™3 ~ 7,7.1072 % en masse
La concentration de recouvrement c* correspond a la concentration a partir de laquelle les

chaines de polymeéres commencent & interagir entre elles. Elle est calculée a partir de la masse

molaire moyenne, le rayon de giration moyen du polymeére et le nombre d’Avogadro Ny :

—_— MW
37 R3 Ny

k

Les concentrations d’alginate utilisées dans le cadre de notre étude sont comprises entre
1 % et 4 %. Ces pourcentages sont bien supérieurs a ¢* (~ 1.1072 %). Les mélanges étudiés
seront donc dans un régime dit "concentré". Avant gélification, une solution d’alginate est
une solution visqueuse dont on peut étudier la rhéologie. Durant ses travaux de thése, Hugo
Doméjean a effectué des mesures rhéologiques sur une solution d’alginate LF200FTS & 1,7 %
via un rhéométre avec une géométrie de type Couette. En mesurant la viscosité en fonction du
taux de cisaillement, il constate le comportement rhéofluidifiant de la solution de polymeére. A
faible taux de cisaillement, un plateau newtonien apparait et permet la détermination d’une
viscosité a taux de cisaillement nul (7,). Pour une solution d’alginate LF200FTS a 1,7 %,
No = 1.5 Pa.s a 23 ° C, soit 1500 fois la viscosité de l'eau [30].

Dans la suite cette thése, nous utiliserons le terme alginate et I’abréviation "Alg" pour
désigner I'alginate LF200FTS.

I1.1.4.2 Les nanotubes de carbone

Les nanotubes de carbone ont été précisément décrits par Sumio lijima en 1991 & partir
d’observations de microscopie électronique [56]. Dans des suies carbonnées issues d’une ex-
périence d’arc électrique, lijima constate la présence de longs filaments tubulaires. Il appelle
ces structures nanotubes en raison de leur diamétre de quelques nanométres. Les nanotubes
de carbone sont constitués de feuillets de graphéne enroulés sur eux-mémes. Un feuillet de
graphéne est un plan d’atomes de carbone répartis au sein d’un réseau hexagonal. Lorsque le
tube contient plusieurs feuillets, il est appelé nanotube multi-parois (multi-walled nanotube,
MWNT). S’il est composé d’un unique feuillet créant une seule paroi, on parle alors de na-
notube simple paroi (single-walled nanotube, SWNT). Ces objets illustrés sur la figure 11.4
sont fortement anisotropes. Leur diamétre est de I'ordre du nanométre et leur longueur peut

atteindre plusieurs dizaines de microns.
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SWNT MWNT

FIGURE I1.4 — Représentation de nanotubes de carbone simple paroi (gauche) et multi-parois
(droite).

En raison de la force de la double liaison carbone-carbone, les nanotubes sont considérés
comme des matériaux & fort potentiel pour des applications mécaniques. Des études ont permis
de mesurer des modules élastiques de l'ordre de 1000 GPa [101, 129] et des contraintes a
la rupture théoriquement comprises entre 15 et 55 GPa [135, 137, 144]. Les nanotubes sont
donc utilisés comme renfort dans des matériaux polyméres comme le PVA [20, 116] ou les
élastomeéres [31]. Une des applications porteuses pour les nanotubes est aujourd’hui le renfort

de fibres polymeéres [57].

En plus de leurs propriétés mécaniques remarquables, les nanotubes de carbone montrent
également une bonne conductivité électrique. Suivant 'arrangement des feuillets de graphéne,
plusieurs conformations peuvent apparaitre. En 1995, Saito montre théoriquement que la
conformation, le diamétre et ’hélicité déterminent le caractére métallique ou semi-conducteur
des nanotubes de carbone monoparois. Les nanotubes multiparois quant & eux présentent tous
un caractére métallique [115]. Les nanotubes de carbone métalliques présentent en théorie
une conductivité de type balistique. Dans la pratique, la présence de défauts rend difficile
I’observation de ce caractére. Typiquement, la résistivité ohmique de nanotubes multiparois de
10 nm de diamétre, est de ordre de 10~* Q.cm [34, 126]. La densité maximale de courant
qu’ils peuvent supporter est de 10° A.cm™? et est donc 10° fois supérieure a celle du cuivre.
Dans le cadre de la synthése d’un matériau composite conducteur, ’anisotropie des nanotubes
de carbone permet d’abaisser considérablement le seuil de percolation. Les nanotubes dans
une matrice polymére ont généralement un seuil de percolation électrique inférieur ou égal a
1% en masse [11]. Ce seuil de percolation bas est une des raisons majeures qui a guidé notre
choix vers 'utilisation de nanotubes plutét que d’autres matériaux carbonés comme le noire

de carbone au seuil de percolation plus élevé (~ 30 %).

Les nanotubes utilisés lors de ces travaux de thése ont été fourni par Arkema par l'inter-
meédiaire du laboratoire Nanotubes et Graphéne (NTG) du Centre de Recherche Paul Pascal
de l'université de Bordeaux. Il s’agit de nanotubes multi-parois de la marque Graphistrength
C100 (lot 6068). Ils comportent entre 5 et 15 parois. Ce lot de nanotubes a été caractérisé
dans le cadre de la thése d’Antoine Lucas au laboratoire NTG. Ils sont issus d’un procédé de

fabrication continu par dépot chimique en phase vapeur en présence de catalyseurs (C-CVD).
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Tensioactif ‘ M.y, (g/mol) ‘ Chaine lipophile | Téte hydrophile | Ionique
Sodium dodécyle sulfate 288,38 C12 sulfate oui
Brij 35 1198 C12 PEO non
Brij 58 1124 C16 PEO non
Brij 35 711 C18 PEO non

Tableau II.1 — Tableau descriptif des tensioactifs testés dans la formulation d’un hydrogel
composite "alginate/nanotubes de carbone". Cxx : chaine d’alcane de xx atome de carbone ,
PEO : polyéthylene oxyde.

Les catalyseurs utilisés sont le fer et des particules d’alumine et constituent & posteriori des
impuretés. Dans le lot 6068, ces impuretés sont présentes & hauteur de 7 %. Il est possible de
diminuer ce pourcentage en purifiant les nanotubes par un traitement acide sous reflux. Dans
nos travaux, nous avons décidé de ne pas purifier les nanotubes car ce traitement peut les
dégrader et altérer leurs propriétés. Antoine Lucas a déterminé la longueur et le diamétre des
nanotubes du lot 6068 par microscopie et diffusion dynamique de la lumiére. En moyenne, les
MWNT utilisés ont un diamétre de 10-15 nm et une longueur moyenne de 0,5 pm. Dans la suite
nous utiliserons I'abréviation MWNT pour désigner les nanotubes multi-parois Graphistrength
C100.

Aprés synthése, les MWNT sont hydrophobes et fortement enchevétrés. Ils apparaissent
sous la forme de grains d’environ 0,5 mm. Afin de pouvoir les disperser efficacement dans une
solution d’alginate, il faut dans un premier temps les individualiser. L’individualisation des
nanotubes dans ’eau s’effectue par sonication en présence de tensioactif. Nous verrons par
la suite que le choix de ce tensioactif est primordial dans la formulation de notre hydrogel

composite conducteur.

I1.1.4.3 TUn éventail de tensioactifs

Un tensioactif est une molécule amphiphile. Il est composé de deux parties de polarité
différente. L’une est hydrophobe et apolaire, 'autre est hydrophile et polaire. Cette classe de
molécules permet de compatibiliser deux phases non miscibles (liquides, gazeuses ou solides).
Dans notre cas, il s’agit de disperser et stabiliser une phase solide hydrophobe, les nanotubes
de carbones, dans une phase liquide : I'eau. Au début de notre étude, nous avons décidé de
tester plusieurs tensioactifs. Les molécules retenues ont des caractéristiques différentes en
termes d’hydrophobie, de charge ou encore de masse molaire. Ils permettront dans la suite
d’illustrer des phénoménes importants dans notre processus de formulation.

Les tensioactifs choisis pour cette étude sont décrits dans le tableau II.1. Leurs formules chi-
miques sont exposées sur la figure I1.5. Le sodium docécyle sulfate (SDS) est déja classiquement
utilisé au LCMD dans le procédé de formation des capsules. Sa chaine hydrophobe est composée
de 12 atomes carbones. Il est ionique. Les autres tensioactifs choisis sont non ioniques. Ils font
tous partie de la famille des Brij. Ils possédent donc une structure commune qui consiste en
une chaine carbonée faisant office de chaine lipophile et d’un oxyde de polyéthyléne hydrophile.

Leurs différences viennent principalement de la longueur de leur chaine hydrophobe qui varie
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FIGURE I1.5 — Représentation moléculaire semi-développée des tensioactifs testés pour la formulation
d’un hydrogel composite conducteur.

entre 12 et 18 carbones.

Dans la mesure ot nous voulons synthétiser un hydrogel biocompatible, le choix du
tensioactif ainsi que sa concentration sont des variables importantes. A terme, ’hydrogel
composite sera utilisé comme membrane dans une capsule enfermant des bactéries. Le processus
de formation des capsules étant réalisé en une seule étape, les bactéries seront en contact avec
I’hydrogel dés sa formation. Le tensioactif présent dans la membrane doit donc étre compatible
avec la culture de bactéries. Dans le cas contraire, il doit étre introduit en concentration
faible et éliminé rapidement pour ne pas perturber les métabolismes bactériens. En général,
les tensioactifs chargés interagissent plus facilement avec les bactéries. Par exemple, les sels
d’ammonium sont utilisés comme anti-septiques car ils se fixent aux groupements anioniques
la paroi bactérienne. Ils perturbent alors la respiration et la division de la cellule. Le SDS peut
donc étre inhibiteur de la croissance bactérienne s’il est en trop grande concentration dans le
milieux (C > 1 mM) [53].

Dans la suite de ce chapitre nous exposons les différentes étapes de la fabrication de
I’hydrogel composite "Alginate/Nanotube de carbone-tensioactif". Chaque étape est 'occasion

d’expliciter les phénoménes physico-chimiques mis en jeu dans cette synthése.

II.2 Etude du mélange Alginate/Nanotubes de carbone et mise

en forme de I’hydrogel

L’hydrogel d’alginate/nanotubes de carbone multiparois (Alg/MWNT-tensioactif) est
réalisé en 3 étapes. Les nanotubes sont d’abord dispersés dans 'eau par ultrasonication.
L’alginate solubilisé est ensuite ajouté a la dispersion par agitation magnétique. Enfin, le

mélange est gélifié par chute en goutte & goutte dans un bain de chlorure de baryum.

I1.2.1 La dispersion des nanotubes par ultrasonication en présence de ten-
sioactif

Sous leur forme commerciale, les nanotubes multi-parois Arkema 6068 sont enchevétrés
et agrégés sous la forme de grains millimétriques. Il faut dans un premier temps individua-
liser les MWNTT et les stabiliser en milieu aqueux. On utilise pour cela des tensioactifs et

I'ultrasonication.
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I1.2. Etude du mélange Alginate/Nanotubes de carbone et mise en forme de
Phydrogel
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F1GURE I1.6 — Individualisation d’un nanotubes depuis un faisceau via ’action combinée d’ultrasons
et de tensioactifs. Photos : (A) MWNTs non dispersés sous forme d’agrégats dans l'eau; (B) MWNTs
dispersés par sonication en présence de tensioactif.

Les éléments piezoélectriques convertissent une énergie électrique en énergie mécanique.
Dans un liquide, les ultrasons compressent et étirent localement le fluide. Cela entraine des
dépressions localisées. Lorsque que la pression devient localement inférieure a la pression de
vapeur du liquide, des bulles de gaz apparaissent. Ces bulles sont appelées bulles de cavitation.
Lorsqu’elles éclatent, leur environnement proche est soumis a un taux cisaillement élevé.
En 2002, O’Connell et al. [93] montrent que la sonication est une méthode appropriée pour
individualiser les nanotubes. Un an plus tard, Strano et al. [122] proposent un mécanisme pour
décrire le détachement d’un nanotube d’un faisceaux de nanotubes. Ce mécanisme est exposé
sur la figure I1.6. Le cisaillement provoqué par les bulles de cavitation détache un bout de
tube et crée une surface libre hydrophobe. Les tensioactifs en solution s’adsorbent alors sur le
nanotube wia leur partie lipophile et stabilisent Iinterface nanotube/eau. A la maniére d’une
fermeture éclair, le nanotube se détache ensuite petit & petit jusqu’a donner un nanotube
individualisé et stabilisé par une couche de tensioactif.

Cette technique s’avére étre une voie efficace pour disperser les MWNT en milieu aqueux.
Néanmoins, la dispersion par ultrasons peut entrainer une fragmentation des nanotubes
lorsque ’énergie apportée a I’échantillon est trop grande [6]. 11 faut donc choisir les conditions
expérimentales avec précaution afin de pas altérer les MWNT.

Au laboratoire, la dispersion de nanotubes dans ’eau est réalisée par un générateur
d’ultrasons VibraCell 750W. Les ultrasons sont appliqués en plongeant une sonde dans la
solution de MWN'T en présence de tensioactif. La sonde est un cylindre en alliage & base de
titane de diamétre 3 mm. Pour éviter la surchauffe du systéme, les ultrasons sont appliqués
par intervalles de 3 secondes d’application pour 1 seconde d’arrét et I’échantillon est refroidi
par un bain de glace.

Dans notre étude, un mélange de 10 mL de 2 % de MWNT avec 2 % de SDS est soumis
aux ultrasons a une puissance P,s = TW pendant 1h15. Ce protocole correspond & une énergie
totale par unité de volume de 3 kJ.mL~!. A la fin de la sonication, on obtient une dispersion

uniforme des MWNT comme en témoigne la figure 11.7(a). En solution, les nanotubes ont un
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(a) Cliché d’une dispersion de MWNT &  (b) Image MEB des MWNT individualisés
2 % avec 2 % de SDS. Echelle : 40pum. aprés sonication, dilution et séchage (Crédit :

Antoine Lucas).

F1GURE I1.7 — Solution de MWNT & 2 % sonifi¢ pendant 1h15 a P,s = 7TW en présence de 2 % de
SDS.

mouvement brownien, leurs dimensions sont donc inférieures au micron [48]. Antoine Lucas a
étudié la diminution de la longueur moyenne des MWNT Arkema 6068 en fonction de I’énergie
totale apportée par ultrasons a I’échantillon. D’aprés ses travaux, une énergie de 3 kJ.mL ™!
engendre une légére diminution de la taille des nanotubes. Leur longueur moyenne est alors de
350 nm.

La dispersion de MWNT peut étre observée par microscopie électronique a balayage (MEB).
La figure I1.7(b) est un cliché MEB réalisé par Antoine Lucas sur une dispersion similaire a la
notre, diluée 1000 fois. Cette photo permet de constater I'individualisation des nanotubes.

Pour tous les tensioactifs présentés précédemment, ce protocole a permis 'obtention de
dispersions similaires. L’état des dispersions est vérifié par une méthode optique via des clichés

de microscopie dans les méme conditions que la figure I1.7(a).

Pour des raisons de toxicité, la quantité de tensioactif introduite dans la formulation doit
étre minimisée. Il est donc nécessaire de 'ajuster & la quantité de nanotubes que 'on veut
disperser. Dans la suite, nous proposons d’optimiser la concentration de tensioactif par une

méthode de tensiométrie.

I1.2.2 Etude de I’adsorption des tensioactifs étudiée par tensiométrie
11.2.2.1 Effet des tensioactifs sur la tension de surface

En solution, un tensioactif est présent sous forme de molécules libres ou sous forme de
micelles. Une micelle est un agrégat souvent sphérique de plusieurs molécules de tensioactif
permettant de minimiser leur énergie de mélange dans le solvant. A température fixée, les
molécules amphiphiles s’organisent spontanément en micelles au deld d’une concentration seuil,

la concentration micellaire critique (CMC).
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Dans la suite, on considére une interface entre deux fluides. On définit la tension de surface
comme une variation d’énergie libre associée a une variation d’aire A entre ces deux fluides [19].

2

Elle s’exprime en J.m™2 ou en N.m~!. Son ordre de grandeur pour des liquides & température

ambiante est de plusieurs dizaines de mN.m™!. Par exemple la tension de surface de I'eau dans
air 4 20 ° C est de 72.8 mN.m™!.

De maniére générale, I'interface entre deux fluides non miscibles est minimisée. Les propriétés
de cette interface sont modifiées lorsque des tensioactifs sont ajoutés a 'une des deux phases.
En effet, ces molécules peuvent diminuer la tension superficielle par adsorption a 'interface.

Soit un volume d’eau présentant une interface avec de l'air. On ajoute dans ’eau un
tensio-actif (S) & une concentration inférieure a la CMC. Les molécules amphiphiles sont alors
libres en solution ou adsorbées a la surface air/eau. Cette adsorption est réversible et un

équilibre est atteint entre les deux états :

Seol 2 S
kost
avec Sgol le tensioactif en solution, S,qs le tensioactif adsorbé a la surface, et ko, et kopy
les constantes d’adsorption et de désorption du tensioactif & I'interface.
De nombreux modéles ont été proposés pour décrire 1’évolution de la quantité de tensioactif
sur une interface en fonction de sa concentration en solution C' [21]. Le plus communément

utilisé est 'isotherme de Langmuir :

K;C

I'=T'n—
ml—l—KLC

(I1.5)

avec I' la concentration surfacique de tensioactif adsorbé, I'y, la concentration surfacique
maximale en tensioactif adsorbés et K7, la constante de Langmuir d’équilibre d’adsorption
(L.mol™1).

Ce modeéle est applicable pour un tensioactif unique, dans le cas d’une adsorption mono-
couche et pour des concentrations inférieures a la CMC. Il indique que lorsque la concentration
en molécules amphiphiles augmente en solution, elle augmente également & l'interface. Cette
augmentation entraine la diminution de la tension de surface.

La concentration de tensioactif a la surface peut étre reliée a la tension de surface v via
I'isotherme d’adsorption de Gibbs. Dans le cas d’un systéme ne contenant qu’un seul tensioactif

a une concentration c inférieure a la CMC, elle s’écrit comme suit [32] :

L B
RT dlnc

(11.6)

avec R la constante des gaz parfaits et 7' la température en Kelvin. En combinant (I1.5) et

(I1.6), on retrouve alors I'expression de I’équation Szyszkowski [32] :
Y —7v=RTTyIn(Krc+ 1) (I1.7)
avec 7 la tension de surface du solvant sans tensioactif.
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(a) Image d’une goutte d’eau  (b) Evolution de la tension de surface d’une so-
dans lair réalisée pendant la  lution aqueuse de SDS en fonction de la concen-
mesure dans un tensiométre.  tration de SDS. La CMC est de 8 mmol.L~1.
Diamétre de l'injecteur : 1,82

mm.

F1GURE I1.8 — Méthode de la goutte pendante permettant la mesure tensions de surface et la
détection de la CMC d’un tensioactif.

Au dessus de la CMC, la concentration en tensioactif libre devient stable alors que la
concentration globale en tensioactif (libre + micelle) augmente. Ajouter des molécules revient
alors & augmenter le nombre de micelles. La dynamique d’adsorption des molécules amphiphiles
a l'interface est alors perturbée. Si I'on étudie I’évolution de la tension superficielle d’une
interface eau/air en fonction de la concentration en tensioactif, on constate un plateau lorsque
la CMC est atteinte [35]. Ce phénomeéne rend possible I’évaluation de la concentration micellaire

critique d’un tensioactif & partir d’'une mesure de tension superficielle.

11.2.2.2 Mesure de la CMC par la méthode de la goutte pendante

La méthode de la goutte pendante consiste & former une goutte au bout d’un injecteur au
diamétre défini. Cette goutte est immergée dans un fluide avec lequel elle est immiscible, ici
Iair. Sa forme résulte de 1’équilibre entre la force de pesanteur qui s’applique sur elle et les
forces capillaires qui la maintiennent attachée a I'injecteur. Dans le cas d’une goutte dans air,
on obtient la configuration de la figure I1.8(a).

Une analyse du profil de la goutte par un logiciel permet de remonter a la tension de
surface vy du fluide.

Au laboratoire, nous avons utilisé un tensiomeétre Kriiss DSA30 et son logiciel d’analyse
(Kriiss Sw3262) pour déterminer la tension de surface de solutions aqueuses de sodium
dodécyle sulfate. La concentration en SDS varie de 0 & 35 mmol.L~!. La goutte a un volume
voisin de 10 pl. L’évolution de la tension de surface est suivie dans le temps jusqu’a sa
stabilisation. L’équilibre est atteint rapidement au bout d’environ 30 secondes. Les tensions
de surface mesurées a t = 100 secondes sont reportées sur la figure 11.8(b) en fonction de la
concentration de SDS. Les mesures sont réalisées & 21 ° C. On peut déterminer la CMC. Elle

vaut 8 mmol.L 1. Cette valeur est en adéquation avec les valeurs données par la littérature.
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Les points expérimentaux sont ajustés via le logiciel Origin par I'expression (I1.7). La courbe
d’ajustement représentée en bleue sur la figure I11.8(b) donne une valeur de T',, de 4,1.1076

2 soit une aire par téte polaire de SDS d’environ 0,4 nm?.

mol.m™

Une expérience similaire effectuée avec le Brij35 permet de trouver une CMC de 0,1
mmol.L.~! pour ce tensioactif. L’ajustement de la courbe v = f([Brij35]) de la figure I1.9(b)
par I'expression (I1.7) donne une valeur de T, de 2,6.107% mol.m~2 soit une aire par téte

polaire de Brij35 d’environ 0,65 nm?.

11.2.2.3 Décalage de la CMC induit par les nanotubes de carbones

Comme on 'a vu, la dispersion des nanotubes dans ’eau s’effectue par sonication et
adsorption de tensioactifs a la surface des MWNT. La surface spécifique des nanotubes est
trés importante (Ssp = 250 m2.g™! pour les MWNT Arkema) et entraine 'immobilisation
d’un grand nombre de molécules amphiphiles. A concentration totale en tensioactif fixée, la
concentration en tensioactif libre est donc abaissée par ajout de nanotubes individualisés. La
concentration micellaire critique apparente se trouve par conséquent augmentée. Le décalage
entre la CMC et la CMC en présence de MWNT est noté ACMC. Il correspond a la quantité
de tensioactif nécessaire a la stabilisation des nanotubes.

Ce décalage dépend de la quantité de nanotubes en solution, de leur état de dispersion
(individualisés ou en agrégats) et du tensioactif utilisé.

Nous souhaitons connaitre la quantité de tensioactif nécessaire a la stabilisation des 1 %
de MWNT Arkema utilisés durant ces travaux de thése. Dans ce but, une solution contenant
de 1 % de nanotubes est soniquée pendant 1h15 en présence d’une concentration variable en
tensioactif. Les conditions de sonication sont identiques & celles utilisées dans le paragraphe
11.2.1. La concentration en tensioactif varie sur plusieurs décades. La dispersion est ensuite
centrifugée & 8000 g pendant 1 heure. Le surnageant est récupéré puis analysé par méthode de
la goutte pendante pour connaitre sa tension de surface.

Les figures 11.9(a) et 11.9(b) montrent les tensions de surface obtenues pour deux tensio-
actifs : le SDS et le Brij35. Dans les deux cas, on observe un décalage de la courbe vers des
concentrations plus élevées.

On estime que la nouvelle CMC vaut environ 20 mmol.L~! dans le cas du SDS et environ
4 mmol.L~! pour le Brij35. La valeur de ACMCgpg est alors de 10 mmol.L ™! et la valeur de
ACMCg;ij35 vaut 4 mmol.L L.

11.2.2.4 Calcul de ’aire par téte polaire a la surface des MWNT

A partir des mesures précédentes, il est possible d’estimer la surface occupée par une téte
polaire de tensioactif a la surface des MWNT Arkema graphicstrenghC100. Dans 'hypothése

d’une adsorption monocouche & la surface des nanotubes, on a :

avec Ay, la surface occupée par une molécule de tensioactif en m?, Aypwnr Daire totale

des MWNT en solution en m? et Ng,q le nombre de molécules amphiphiles adsorbées. Soit un
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F1GURE II.9 — Décalage des CMC pour le SDS (a) et le Brij35 (b) par ajout de 1 % de MWNT.

volume V' de dispersion, & la concentration massique Cywnt en MWNT, on a alors :

A _ Omwnr - Sep -V
"7 ACMC- N, -V

avec Sgp la surface spécifique des MWNT (250 m2.g™1) et N, le nombre d’Avogadro.

Le calcul donne :

Pour le SDS : Ay, = 0,4 nm?/molécule.

Pour le Brij35 : Ay = 1 nm?/molécule.

On retrouve des valeurs similaires a celles obtenues précédemment dans le cas de I’adsorption
des tensioactifs a 'interface eau/air. La valeur obtenue pour le SDS est en adéquation avec les
grandeurs obtenues dans une étude de Grossiord et al. [45]. Ils déterminent le taux minimum
de molécules de SDS nécessaire a I'obtention d’une suspension stable de SWNT, par analyse
thermogravimétrique, mesure de tension de surface et spectroscopie UV-visible. Ils évaluent

cette concentration & 2-3 molécules par nm?.

Cette étude nous a permis d’estimer la quantité minimale de tensioactif nécessaire a la
stabilisation de 1 % de MWNT. Dans la formulation de notre matériau nous devons donc fixer
la concentration en tensioactif au dessus de cette limite basse.

Dans la suite, nous choisissons d’utiliser 16 mmol.L.~! (~ 0,5 %) de SDS par % de MWNT
pour toutes nos dispersions utilisant le SDS. De méme, les dispersions de MWNT utilisant du
Brij35 seront réalisée avec 6.5 mmol.L™! (~ 0.75 %) de Brij35 par % de MWNT. La structure
similaire des différents Brij, nous a incité & utiliser les mémes rapports de concentrations que
celui du Brij35 lors de I'utilisation de ces tensioactifs.

Dans la suite de ce chapitre, les concentrations en tensioactif ne seront pas indiquées. Elles

dépendent des pourcentages de MWNT wia les rapports indiqués ci-dessus.
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Apreés avoir décrit et ajusté la formulation des dispersions de MWNT, il faut & présent

ajouter alginate de sodium pour obtenir un mélange gélifiable.

I1.2.3 Les mélanges Alginate/Nanotubes de carbone

Ajout de
l'alginate
solubilisé
—
| AR 8 3 '

(a) Image de microscopie optique de la dispersion de MWNT 2%-SDS avant (gauche) et
apres 'ajout d’alginate de sodium (droite). Le mélange de droite a la composition suivante :
Alg 1% / MWNT 1%-SDS.

Ajout de
I'alginate
solubilisé

—

(b) Image de microscopie optique de la dispersion de MWNT 2%-Brij35 avant (gauche) et
aprés lajout d’alginate de sodium (droite). Le mélange de droite a la composition suivante :
Alg 1% / MWNT 1%-Brij35.

F1GURE II.10 — Différents types de mélanges Alginate/ MWNT-tensioactif. (a) cas d’un tensioactif
ionique, (b) cas d’un tensioactif non ionique. Echelles : 400 pm.

L’alginate est solubilisé¢ dans de ’eau milliQ) a la concentration de 4 %. Cette solution et
une dispersion de MWNT & 2 % en nanotubes, constituent les deux composants principaux du
mélange gélifiable. Des mélanges sont formulés avec les proportions suivantes : 1 % d’alginate,
1 % de MWNT et différents tensioactifs : le SDS, le Brij35, le Brij58 et le Brij78. Tous les
composants sont mélangés par agitation magnétique pendant 12 heures a température ambiante
puis observés sous lame au microscope. On distingue alors deux types de mélanges illustrés
par les figures 11.10(a) et I11.10(b).

Les dispersions de MWNT utilisant le SDS sont fortement déstabilisées par 'ajout de
I’alginate de sodium. Des agrégats sont formés. Au contraire les dispersions utilisant les

différents Brij ne semblent pas déstabilisées. L’observation directe au microscope montre
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uniquement la disparition du mouvement brownien des nanotubes en raison de 'augmentation

de la viscosité du mélange par ajout d’alginate.

11.2.3.1 Déstabilisation d’une dispersion de nanotubes par ajout d’alginate de

sodium

Il est possible d’apporter des élements de réponse quant a la déstabilisation de la dispersion
de MWNT-SDS par ajout d’alginate. Nous avons tout d’abord interprété cette agrégation
comme un déplacement du tensioactif. En effet, I’ajout d’une macromolécule en solution
peut introduire une compétition d’adsorption entre le tensioactif et la chaine polymére a la
surface du nanotube. Si la chaine polymére s’adsorbe a la surface des MWNT en remplacant le
tensioactif, elle peut créer un pontage entre les nanotubes. Ce pontage entraine la floculation
du systéme et les nanotubes jouent alors le réle de point de réticulation des chaines de polymeére.
Par exemple, en mélangeant de I'alcool polyvinylique avec des dispersions de nanotubes, Jestin
et al. [57] ont constaté la destabilisation du mélange pour des tensioactifs & chaine carbonée
courte (C12). Le polymére semble déplacer le tensioactif et créer des ponts entre les nanotubes.
Dans leur étude, ce phénoméne est évité par I'utilisation d’un tensioactif a chaine carboné
plus longue (C18) et donc plus hydrophobe.

Nous avons donc remplacé le SDS dans notre formulation par de l'oléate de sodium, un
tensioactif ionique ayant une chaine carbonée C18. Cependant I’agrégation par ajout d’alginate
a encore été constatée. Le pontage ne semble donc pas étre ’explication premiére de ’agrégation
des MWNT.

Nous pensons que la déstabilisation des mélanges provient de la nature des répulsions
introduites pour effectuer la dispersion des nanotubes. L’utilisation de tensioactifs ioniques
introduit des répulsions électrostatiques alors que les tensioactifs de type Brij générent des
répulsions stériques. Ces deux répulsions sont opposées aux forces de van der Waals présentes
dans la dispersion.

Les répulsions électrostatiques entre deux particules dispersées peuvent étre modulées par
la concentration des ions en solutions. L’ajout d’ions en solution diminue la longueur de Debye
et par conséquent l'intensité des répulsions.

Nous avons étudié la stabilité d’une dispersion MWNT 1%-SDS 0,75 % en fonction de
la concentration de chlorure de sodium (NaCl) en solution. L’agrégation des nanotubes a
été constatée pour des concentrations en NaCl supérieures ou égale a 0,25 mol.L ™!, soit une
concentration en porteurs de charge de 0,5 mol.L~!. Il est donc possible de déstabiliser une
dispersion de nanotubes par simple ajout de sel dans le cas d’un stabilisation électrostatique.

Dans le cas des mélanges Alg/MWNT-SDS, un polyélectrolyte, 'alginate de sodium, est
incorporé & la dispersion de nanotube. Il est difficile de définir une concentration en ions dans
le cas de polymeéres chargés. On peut tout de méme estimer la concentration en porteurs de
charge dans une solution & 1 % (6,7.10° mol.L~!) d’alginate de sodium. La masse molaire de
l'alginate de sodium utilisé est de 150.10% g.mol~!. Chaque monomére de la macromolécule
posséde un groupe carboxylique chargé négativement et un ion sodium chargé positivement.

Connaissant la masse du monomére (195 g/.mol~1), il est possible d’estimer la concentration en
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porteurs de charges dans une solution d’alginate de sodium a 1 % en supposant une dissociation

totale :

M
[charges] = 2 % —2& Calg = 0,1 mol.L ™!

mono

La concentration en porteurs de charge dans une solution d’alginate & 1 % est de 0,1 mol.L ™.
Cette concentration est inférieure & la concentration de déstabilisation critique constatée par
ajout de NaCl. Elle est cependant du méme ordre de grandeur. Dans nos mélanges, cette
concentration semble suffisante pour abaisser significativement la barriére de potentiel répulsive
et générer I'agrégation du mélange. De plus, il est important de noter que les mélanges sont
réalisés a partir d’une solution d’alginate a 4 %. Lors du mélange, la concentration locale en

ions est donc supérieure a celle calculée ci-dessus.

contrairement au SDS, les Brij sont des tensioactifs neutres composés d’une chaine carbonée
hydrophobe et une chaine hydrophile. La chaine hydrophile est un oxyde de polyéthyléne
(PEO) de masse molaire voisine de 10® g.mol~!. Dans le cas des dispersions MWNT-Brij, Les
MWNT sont donc couverts d’'une couche de PEO en bon solvant. On est dans le cas d’une
stabilisation par répulsion stérique. L’ajout d’un polyélectrolyte ne perturbe pas la répulsion.
Les dispersions restent donc stables.

Il est important de garder & I’esprit que les propriétés mécaniques du mélange doivent étre
compatibles avec le processus de formation des capsules & cceur liquide. Il est donc cohérent
de s’intéresser a présent a 'effet de ’ajout de nanotubes sur les propriétés physiques de la

solution d’alginate.

I1.2.3.2 Propriétés rhéologiques des mélanges Alginate/ MWNT

L’incorporation de particules colloidales dans des solutions de polyméres peut modifier
significativement les propriétés d’un mélange [112]. Pour explorer I'impact de 1’addition des
MWNT a la solution d’alginate, des mesures rhéologiques ont été effectuées sur des solutions
Alg/MWNT-tensioactif. Deux mélanges utilisant soit le SDS soit le Brij78 sont comparés a
une solution d’alginate a 1 %. Les mesures sont réalisées avec un rhéomeétre TA Instruments
de modéle AR1000 en géométrie Couette.

Sur la figure 11.11, la viscosité des mélanges est tracée en fonction du taux de cisaillement.
La solution d’alginate simple posséde un caractére rhéofluidifiant pour les hauts taux de
cisaillement, puis newtonien pour les taux plus faibles. L’ajout de nanotubes de carbone
dispersés modifie la viscosité de la solution d’alginate. Dans le cas des mélanges Alg/MWNT-
Brij78, les solutions sont également rhéofluidifiantes. Leur viscosité a bas taux de cisaillement
semble tendre vers un comportement newtonien avec une valeur au plateau augmentée par
rapport a une solution d’alginate seul.

La viscosité des mélanges Alg/MWNT-SDS évolue différemment. Ces mélanges sont
rhéofluidifiants mais leurs viscosités ne tendent pas vers un plateau newtonien. Vers les faibles
taux de cisaillement, la viscosité apparente augmente fortement jusqu’a atteindre 10 voire 50

fois la viscosité de I'alginate seul.
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FIGURE II.11 — Evolution de la viscosité en fonction du taux de cisaillement pour des mélanges
Alg 1 %/MWNT 1% ou 0,5 %-tensioactif. Les tensioactifs sont le SDS et le Brij78. La courbe Alg 1 %
ne contient pas de nanotubes ni de tensioactif. Les lignes pleines représentent ’ajustement des points
expérimentaux par le modéle de Carreau-Yasuda.

Ces courbes peuvent étre ajustées par un modele de Carreau-Yasuda [83|[13]. Ce modéle
empirique décrit I’évolution de la viscosité d’une solution rhéofluidifiante en fonction du taux

de cisaillement :

n= 1o <1 + (3)) } ; 1 (IL.8)

avec 7 la viscosité, ng la viscosité a taux de cisaillement nul, 7 le taux de cisaillement, . le taux

de cisaillement critique marquant le passage du régime newtonien au régime rhéofluidifiant, n
est un exposant sans dimension décrivant la variation apparente de la viscosité en fonction du
taux de cisaillement dans le régime non-newtonien. Pour les matériaux rhéofluidifiants, n <1.
a est un autre paramétre sans dimension permettant de mieux décrire la transition entre les
deux régimes. L’expression ci-dessus est valable dans I’hypothése ol 19 >> 1o, 7o étant la
viscosité a taux de cisaillement infini.

La courbe "Alg 1 %" est ajustée par le modeéle de Carreau-Yasuda. Il nous donne la
viscosité a taux de cisaillement nul , 7y = 0,21 Pa.s. Dans le cas de nanotubes dipersés par
du Brij78, la viscosité augmente légérement en fonction du pourcentage de MWNT ajouté.
Les courbes Alg/MWNT-Brij78 sont toujours ajustables par le modeéle de Carreau-Yasuda qui
donne les viscosités 1y suivantes : 19(0,5% MW NT) = 0,30 Pa.s et no(1% MW NT) = 0,54
Pa.s.

Dans le cas du SDS, la viscosité est modifiée de maniére significative. Ces courbes ne sont

plus ajustables par le modéle de Carreau-Yasuda. Il est possible d’expliquer qualitativement
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ce phénoméne. Nous pensons que cette perturbation de la viscosité est due a la déstabilisation
des nanotubes dispersés avec du SDS par ajout d’alginate. Nous avons vu dans le paragraphe
précédent que 'ajout d’alginate dans une dispersions de MWNT-SDS engendre la déstabilisation
de celle-ci et 'agrégation des nanotubes sous forme d’agrégats micrométriques. L’augmentation
de la viscosité de solutions de polymeéres par ajout de particules colloidales a déja été étudiée
dans la littérature [59, 99]. La viscosité d’une suspension de sphéres dures peut étre décrite
par la loi de Doolittle [23, 55| :

P
S m

avec &, = 0,638, ® la fraction volumique des sphéres, et 15 la viscosité du solvant.

La floculation des nanotubes sous forme d’agrégats peu denses fait augmenter leur volume
apparent et donc leur fraction volumique effective dans le mélange. La viscosité a taux de
cisaillement nul s’en trouve augmentée. L’augmentation de la fraction volumique peut aboutir
a une transition de type sol-gel pour les mélanges contenant plus de 1,5 % de nanotubes. Dans
le cas des suspensions stabilisées par le Brij, les nanotubes sont encore individualisés et leur
fraction volumique est faible au sein du mélange Alginate/ MWNT. Ils modifient donc peu la
viscosité apparente.

L’utilisation du SDS modifie fortement les propriétés rhéologiques d’une solution Alginate/ MWNT-
tensioactif par rapport & une solution d’alginate simple. Ce phénomeéne risque de perturber
le processus de fabrication des capsules a coeur liquide. Nous avons tout de méme essayé
d’utiliser les mélanges Alg/MWNT-SDS pour créer des capsules mais sans succés. Ces mé-
langes ne permettent pas l'obtention de capsules & membrane fine. Le ratio des débits
(Rq = Qcocur/@membrane) Maximal atteignable est de l'ordre de 0,4. Ce ratio correspond
a des membranes finales d’environ 600 um d’épaisseur.

Nous décidons donc de ne pas utiliser le SDS pour stabiliser les dispersions de MWNT.
Cependant, nous avons vu qu’il est indispensable dans la formulation de la membrane d’hydrogel
de la capsule & coeur liquide. On ajoutera donc une faible concentration de SDS (1 mmol.L 1)
dans le mélange Alg/MWNT-tensioactif avant de 'utiliser pour fabriquer des capsules.

Les mélanges Alg/MWNT-Brij35 additionné de 1 mM de SDS permettent la fabrication
de capsules & membrane Alg/MWNT fines. L’épaisseur de la membrane peut étre abaissée
jusqu’a 180 pm (Rq = 2.5).

L’étude des mélanges Alginate/ MWNT-tensioactif nous a permis d’éliminer les tensioactifs
ioniques de la liste des tensioactifs possibles pour la formulation d’un hydrogel composite

conducteur.

I1.2.4 Protocole complet de fabrication de billes Alginate/ MWNT

I1 convient & présent de gélifier le mélange Alg/MWNT-tensioactif pour étudier sa conducti-
vité. Pour faciliter la caractérisation de I’hydrogel, nous avons choisi de le gélifier sous forme de

billes pleines. Les billes sont obtenues par stillation des mélanges gélifiables dans une solution
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FIGURE I1.12 — Protocole de synthése de 'hydrogel Alginate/ MWNT-tensioactif depuis la poudre
d’alginate et les agrégats de nanotubes jusqu’aux billes pleines d’hydrogel composite.

de chlorure de baryum & 100 mmol.L~!. Les billes sont laissées 1h sous agitation dans le bain

de baryum afin d’assurer la gélification compléte des sphéres.

Dans le but d’apporter une vision globale, le protocole complet de mise en forme de

I’hydrogel composite est illustré sur la figure I11.12.

D’une part les nanotubes multiparois sont individualisés et stabilisés dans ’eau par
sonication en présence de tensioactifs. D’autre part I’alginate est solubilisé dans de 1’eau MilliQ)
par agitation magnétique. Les deux solutions sont ensuite mélangées pendant 12 heures par
agitation magnétique. Le mélange homogéne Alg/MWNT-tensioactif est ensuite gélifié par

goutte-a-goutte dans un bain de BaCls.

Les billes obtenues sont ensuite dialysées dans un grand volume d’eau MilliQQ pendant 48h
puis conservées dans une solution & 5 mM de BaCly pour une utilisation ultérieure. Dans une
optique de biocompatibilité, la dialyse a pour but de diminuer fortement la concentration
en tensioactif dans le gel. Ce lavage permet au minimum ’élimination des tensioactifs non
adsorbés & la surface des MWNT.

Ce protocole permet d’obtenir des billes Alginate/ MWNT-tensioactif identiques de rayon
moyen 1,75 mm. Ces billes d’hydrogel millimétriques sont nos objets d’études pour la suite
de ce chapitre. Elles contiennent 1 % d’alginate et des pourcentages variables de nanotubes
de carbone allant de 0 & 2 %. Dans la suite on se propose de caractériser la conductivité des
billes Alginate/ MWNT-Brij35 par impédancemétrie.
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I1.3 Caractérisation de ’hydrogel Alginate/ MWNT-Brij35 par

impédancemeétrie

I1.3.1 Mesure de conductivité par impédancemétrie

L’impédancemétrie consiste en la mesure de I'impédance complexe d’un matériau sur une

plage de fréquences donnée. On obtient alors :
Z(w) =2Z"(w) +iZ” (w)

L’impédance mesure la conductivité des charges libres et des charges liées du matériau étudié.
Usuellement, la partie réelle de 'impédance Z'(w) représente la résistivité du matériau et
donc sa conductivité. La partie imaginaire Z” (w) représente les effets capacitifs et inductifs
du matériau. La partie réelle est généralement décomposée en deux contributions. La premiére
concerne la contribution des charges libres. Elle est en théorie indépendante de la fréquence.
La seconde concerne la contribution des charges liées, , on parle de pertes diélectriques. Cette
contribution dépend de la fréquence.

L’impédancemétrie permet I’étude de matériaux composites polyméres/ MWNT. Elle donne
accés aux constantes diélectriques et aux propriétés de conduction électrique de la matrice
isolante contenant des particules conductrices [127] [134]. Notre objectif principal est de
démontrer que le réseau de MWNT présente une conductivité électronique au sein de la
matrice ionique d’alginate gélifiée. Cette conductivité est critique pour 'utilisation de notre
matériau dans le domaine des piles bactériennes. L’impédancemétrie représente donc une voie

intéressante pour la caractérisation de notre hydrogel Alg/MWNT-Brij35.

Dans notre étude, 'impédance complexe des billes Alg/MWNT-tensioactif est mesurée
par un analyseur d’impédance Material Mates 7260. Pour chaque mesure, une bille est placée
entre deux électrodes métalliques reliées 4 I'impédancemétre. Les électrodes sont distantes de
3 mm. Cette longueur est inférieure au diamétre des billes (3,5 mm) afin de les compresser
légérement et permettre un bon contact entre les électrodes et le gel. L’électrode supérieure
est un disque de 1 mm de rayon. L’électrode inférieure est un disque de 3 cm de rayon. La

mesure est réalisée dans 'air et a température ambiante.

11.3.2 Mesures brutes d’impédancemeétrie

11.3.2.1 Influence des nanotubes sur I’impédance de I’hydrogel

Une série de billes d’alginate et nanotubes de carbones est étudiée par mesure d’impédance.
Les MWNT sont stabilisés par le Brij35. Les billes sont fabriquées suivant le protocole décrit
dans la partie I1.2.4. Le pourcentage de nanotubes varie de 0 & 2 %. Les billes étudiées sont
conservées dans une solution tampon de BaCly 4 5 mmol.L 1.

Avant d’étre placée dans la cellule de la mesure, la bille est prélevée de sa solution de
conservation et ’eau extérieure la recouvrant est 6tée par un papier absorbant. Une fois la

bille positionnée, 'impédancemétre mesure I'impédance complexe de ’hydrogel.
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F1GURE I1.13 — Mesures brutes de 'impédance complexe de billes d’alginate 1 % en fonction du
pourcentage de MWNT. (a) Partie réelle en fonction de w. (b) (-1)*Partie imaginaire en fonction de w.

La figure I1.13 présente I’évolution de la partie réelle et de la partie imaginaire de 'impé-
dance de billes Alg/MWNT en fonction de la fréquence. Plusieurs matériaux contenant des
pourcentages de MWNT différents ont été étudiés de cette maniére. Cependant, pour plus de
clarté, seulement cinq des courbes obtenues sont représentées ici.

On distingue deux comportements dans la plage de fréquences observée. Pour les pour-
centages de MWNT inférieurs & 0,5 %, la partie réelle est constante a haute fréquence et
décroit rapidement & basse fréquence. La partie imaginaire décroit en valeur absolue de maniére
rapidement en fonction de la fréquence. Pour les pourcentages en MWNT supérieurs a 0,75 %
I’évolution de I'impédance différe. Sa partie réelle semble constante & basse fréquence, puis elle
diminue pour atteindre un second plateau & haute fréquence. La partie imaginaire présente elle
aussi un comportement différent de celui des faibles pourcentages en MWNT vers les basses
fréquences.

Le systéme étudié est un réseau ionique, les ions en solution, couplé & un réseau solide : le
double réseau Alg/MWNT. L’impédancemeétre mesure donc a la fois la conductivité liée au
fond ionique et celle de la partie solide de I'hydrogel composite. Il est donc intéressant de faire
varier la concentration du fond d’ions afin d’évaluer 'impact de la conductivité des ions sur

notre mesure d’impédancemétrie.

11.3.3 Influence du fond ionique sur 'impédance de 1’hydrogel

Des séries de mesures complémentaires ont été effectuées sur des billes Alg/MWNT-Brij35
équilibrées dans deux solutions & concentrations en chlorure de baryum différentes : 0,05 mM,
50 mM. La figure I1.14 représente 1’évolution de la partie réelle de I'impédance mesurée dans
chacun des deux cas pour des matériaux contenant différents pourcentages en nanotubes.

Pour chaque concentration, on retrouve les deux comportements évoqués précédemment
pour les faibles pourcentages (% (MWNT) < 0,5 %) et les hauts pourcentages en MWNTs
(%(MWNT) = 0,75 %).
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F1GURE I1.14 — Tracés de la partie réelle de 'impédance complexe mesurée (Z’(w)) sur des matériaux
contenant différents pourcentages de MWNT & différentes concentrations ioniques.

A haute fréquence, I’évolution de Z'(w) est fortement dépendante de la concentration du
fond d’ions. A forte concentration ionique, quelque soit le pourcentage de MWNT, la valeur
de Z'(w) semble étre donnée par celle de la bille sans MWNT. A faible concentration ionique,
Z'(w) est élevée pour la bille sans MWNT. L’ajout de nanotubes fait diminuer fortement la
valeur de Z'(w).

Aux basses fréquences, la variation du fond d’ions ne semble pas avoir d’influence sur la
mesure.

En distinguant la partie ionique et la partie solide de notre systéme, il est possible de le
modéliser simplement afin d’expliciter qualitativement les dépendances fréquentielles observées

expérimentalement.

I1.3.4 Modéle équivalent du systéme Alginate/ MWNT /fond ionique.

Le systéme étudié par impédancemétrie peut étre séparé en deux réseaux paralléles. D’une
part, le fond ionique, dont 'impédance est caractérisée par une conductivité ionique. D’autre
part, le réseaux solide composé de I'alginate et des nanotubes dont I'impédance est caractérisée
par la conduction électronique des nanotubes.

La figure I1.15 propose une modélisation de ’échantillon mesuré. Les résistances R; et
Ry, représentent respectivement la résistance ionique du fond d’ions et la résistance de la
bille. La capacité C' a été introduite pour rendre compte des phénomeénes de polarisation aux
électrodes qui sont prépondérants a basse fréquence lors de mesures d’impédance dans les
milieux ioniques. Parmi d’autres, le modéle alliant une capacité et une résistance en série est
le modéle le plus simple étant utilisé pour rendre compte du comportement d’une électrode
sous potentiel dans un fond ionique [40]. Il a été proposé par Warburg en 1899 [10].

L’impédance totale de ce circuit est calculable par addition d’impédances en paralléle :

1
Zionique = Ri + m (H.IO)
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A

Réseau ionique Réseau solide

F1GURE II.15 — Schéma électrique équivalent au systéme Alg/MWNT /fond ionique. R; : résistance
du fond ionique, Ry : résistance de la bille. C' est la capacité générée par I’apparition d’une double

couche ionique aux électrodes aux basses fréquences.

Zsolide = Rb

1
Zeq = Zionique//Zsolide = 1 1

+
Z ionique Z solide

On obtient alors les expressions des parties imaginaires et des parties réelles :

1+ Ri(Rb + Ri)02w2

Z =
Re(Z) = Ry (Rp, + Ri)2C%w?

et

RyCw

Im(Z) = —
m(Z) 1+ (R, + R;)?C?%w?

avec les fréquences caractéristiques suivantes :

1
= _etwi=-—"
e @2 (Rb + Ri)RiCQ

(IL.11)

(IL.12)

(11.13)

(I1.14)

(11.15)

A valeur de C fixée, et dans la gamme de fréquences considérées, on peut observer trois

cas de figure suivant les valeurs relatives des résistances. La figure 11.16 présente 1’évolution

de la partie réelle et de la partie imaginaire de I'impédance dans ces trois cas. Dans le cas
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FIGURE I1.16 — Tracé de 'impédance du systéme modéle en fonction de la pulsation dans les trois
cas limites : R, >> R; , Ry, ~ R; et Ry, << R;. C est fixé & 1.1078F. (a) Partie réelle en fonction de
w. (b) (-1)*Partie imaginaire en fonction de w.

ou Ry, >> Rj, le circuit se comporte comme la branche "ionique" du circuit modéle. Lorsque
Ry, << Ry, le circuit est équivalent a la branche "solide", il n’y a alors plus de dépendance en
fréquence de la partie réelle dans la gamme observée. Enfin un dernier cas est a considérer
quand Ry, est de ordre de R;. A basse fréquence, le circuit est alors équivalent a la branche
"solide". Il évolue ensuite vers un circuit & R; en paralléle de R}, a mesure que la fréquence
augmente.

Il semblerait que notre systéme se comporte comme le cas R, >> R; pour les faibles
pourcentages en MWNT et comme le cas ot Ry, est de 'ordre de R; pour les pourcentages
supérieurs a 0,75 %. La résistance de la bille semble donc chuter fortement lorsque 1'on passe
de 0,5 4 0,75 %.

I1.3.5 Approximation des courbes réelles par le modéle théorique

Les courbes expérimentales sont ajustées par les formules obtenus & partir du modéle
décrit précédemment. Ce traitement a été effectué sur la partie réelle des impédances via
I'utilisation du logiciel Origin et son menu de simulation pour deux matériaux contenant
différents pourcentages en MWNT (voir figure I1.17). On obtient donc des valeurs de C, Ri
et Rb qui sont ensuite utilisées pour approximer la partie imaginaire de 'impédance. On
remarque que les coefficients trouvés avec la partie réelle approximent relativement bien
la partie imaginaire. Cependant I'approche n’est plus valable aux hautes fréquences. La
différence observée représente une limite du modéle simple utilisé. Il ne prend pas en compte
les effets capacitifs dus a I'ajout de MWN'T dans la bille. En effet, si le réseau de MWNT
n’est pas totalement percolé, les particules conductrices peuvent se comporter comme des
micro-condensateurs. Pour prendre en compte ce phénomeéne, le modéle pourrait étre modifié
par I'ajout d’un condensateur en paralléle de la résistance Ry,. De plus, le modéle ne prend
pas en compte les connexions entre I'impédancemétre et la cellule de mesures. Ces connexions

induisent des contributions résistives, capacitives et parfois inductives qui peuvent devenir non
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FI1GURE I1.17 — Tracé de I'impédance complexe mesurée (points) et de I'impédance complexe
calculée (ligne). En vert, une bille & 1,5 % de MWNT, en bleu, une bille a 0,3 % de MWNT. Le fond
ionique est de 5mM en BaCls. (a) Partie réelle en fonction de w. (b) (-1)*Partie imaginaire en fonction
de w. Le fond ionique est de 5mM en BaCls,.

négligeables dans certaines gammes de fréquence.

L’ensemble des mesures effectuées aux trois concentrations de fond ionique (0,05 mM, 5
mM et 50 mM) ont été ajustées par le modeéle présenté ci-dessus. Les trois graphiques de la
figure I1.18 représentent I’évolution des paramétres Ry, R; et C' en fonction du fond ionique et
du pourcentage de nanotubes.

Concernant I’évolution de R}, sa valeur chute d’un facteur 10 entre 0,5 % et 0,75 %. Ce
saut correspond a une percolation du réseau de nanotubes & l'intérieur de la bille. Ry, est
peu sensible a la modification du fond ionique. Il modélise donc bien la partie solide de notre
systéme. Le réseau percolé de nanotubes & une résistance de 'ordre de 10 k2. Compte tenu de
la cellule de mesure caractérisée par S, la surface de la bille en contact avec les électrodes de
mesures, et L, la distance entre les électrodes, la résistance de la bille, R}, correspond & la

conductivité suivante :

L
S*Rb

oy = (I1.16)
Dans notre cas, on a S ~ 4 mm? et L = 3 mm. Le réseau de nanotubes présente donc
une conductivité d’environ 0,1 S.m~!. Nous pouvons noter que cette valeur est certainement
sous-estimée car le réseau de nanotubes n’est pas connecté parfaitement aux électrodes. Il existe
donc trés probablement d’importantes résistances de contact qui minimisent la conductivité
mesurée.

Comme attendu, la résistance R; est d’autant plus faible que la concentration en ions
est élevée. A concentration ionique constante, on observe une diminution de la résistance R;
avec 'augmentation du pourcentage de MWNT. Cette diminution peut paraitre surprenante

4 premiére vue. La concentration ionique ne variant pas, la conductivité ionique est donc

o8



I1.3. Caractérisation de I’hydrogel Alginate/ MWNT-Brij35 par
impédancemeétrie

10° 5
I 50 mM
m 5mM
H 0,05mM
100{= " n 4
. jm@ = 3
S 0
"_’Q ]
o 1ot il | . .
3 ]
] - | |
w1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
% MWNT
(a) Ry = f(%WMWNT)
10° 3
5 | I 50 mM
10 3 - ®E 5mM
3 u - ® 0,05mM
10“—; -
— | I | | |
] im ] -
g u
o 104 n
! [ |
10”5
101 T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
% MWNT
(b) Ry = f(%AMWNT)
10° 5
I 50 mM
" 5mM
, ® 0,05 mM
107 4
| | ™ _
mny
- - m N
(@) " a = | =
108‘ u (] L |
| |
L n
| |
10-9 T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
% MWNT

(c) C = f(%MWNT)

F1GURE I1.18 — Evolution des paramétres d’ajustement en fonction du pourcentage de MWNT a
différents fonds ioniques.
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constante. Cependant, on mesure ici la résistance ionique. Cette grandeur est généralement

reliée & la conductivité ionique o; par ’expression :

1

B Ao

Ry

(11.17)

Avec A une grandeur caractéristique du systéme liée & la géométrie des électrodes. En I'absence

de MWNT, on peut considérer que :
A=— (I1.18)

Par ajout de MWNT qui se connectent électriquement aux électrodes, la géométrie effective
de mesure se trouve modifiée. Les nanotubes en contact avec 1’électrode auront tendance &
faire diminuer la distance L et faire augmenter la surface S. Il en résulte une augmentation de
A et donc une diminution de la résistance ionique.

Concernant la valeur de la capacité sans MWNT, on constate qu’elle augmente lorsque
la concentration du fond d’ions augmente. La capacité correspond ici aux phénoménes de
polarisation aux électrodes de mesure. D’aprés le modéle de Gouy, Chapman et Stern [8] [94],
la capacité entre une électrode et un liquide ionique est la somme de deux capacités paralléles :
une capacité en lien avec la double couche, dite de Helmholz Cp et une capacité liée a la
couche de diffusion, dite de Gouy-Chapman Cg :

1 1 1 d k1

- 4= II.1
C CH + CG €0Er + <2q¢0> ( 9)
€o€rcosh

2kT

Avec d I’épaisseur de la double couche, ¢y la permittivité du vide, €, la permittivité de la
double couche, z la charge des ions en solution, ¢g le potentiel appliqué & I’électrode, g la
charge d’un électron et ! la longueur de Debye.

D’aprés (I1.19), on comprend que l'augmentation de la concentration en ion va faire
diminuer x~!. La capacité totale de I’électrode est donc augmentée.

Enfin, ’évolution de la capacité en fonction du taux de nanotubes est, elle, plus difficile
a interpréter. Elle semble diminuer 1égérement avec ’ajout de nanotubes. Cette tendance
pourrait correspondre & la diminution la polarisation des électrodes par ’ajout de MWNT.

Cela pourrait provenir de I’adsorption de nanotubes & la surface des électrodes.

I1.3.6 Conductivité des autres hydrogels Alginate/ MWNT-Brij

Une mesure d’impédance a été effectuée sur une bille Alg/MWNT-Brij35 n’ayant pas subi
I’étape de dialyse du protocole de fabrication des billes. Les résultats obtenus est présentés sur
la figure I1.19. Les courbes se révélent similaires & celles obtenues sur une bille ne contenant
pas de nanotubes.

Des mesures similaires ont été réalisées sur des billes Alginate/ MWNT-Brij58 et Algi-
nate / MWNT- Brij78. Méme aprés I'étape de dialyse, I'impédance de ces billes ne présente pas

de différence notable par rapport aux billes d’alginate simples. Leur impédance est similaire &
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F1iGURE I1.19 — Comparaison de 'impédance complexe d’une bille Alg/MWNT-Brij dialysée (gris) et
non dialysée (rouge). L'impédance d’une bille sans MWNT est représentée comme référence (turquoise).
(a) Partie réelle en fonction de w. (b) (-1)*Partie imaginaire en fonction de w.

celle mesurée pour une bille Alg/MWNT-Brij35 "non dialysée". Le Brij58 et le Brij78 sont des
tensioactifs plus hydrophobes car ils possédent des chaines carbonées plus longues que celle du
Brij35. Leur adsorption sur les nanotubes est donc plus forte. Ce phénomeéne pourrait ralentir
ou bloquer leur dialyse et empécher les connexions entre les MWNTs.

Le choix du tensioactif ainsi que ’étape de dialyse semblent donc avoir des roles prépondé-
rants dans le création d’un réseau conducteur de nanotubes au sein de ’alginate. Cet aspect

sera abordé plus en profondeur dans le chapitre suivant.

11.3.7 Conclusion sur la mesure d’impédance

La modification de la conductivité de I’hydrogel par incorporation de nanotubes est
complexe. La mesure d’impédance révéle une forte dépendance fréquentielle des signaux obtenus.
Cependant nous avons montré que le systéme peut étre modélisé en premiére approximation
comme un circuit électrique simple. Cette approche nous a permis d’expliquer une partie
des variations fréquentielles observées. L’étude & basse fréquence du systéme se révéle étre
similaire a la mesure de la résistance du réseau solide. Cette considération permet d’estimer la
conductivité de I’hydrogel Alg/MWNT percolé 4 0,1 S.m~!. Cette valeur est en accord avec
des études précédentes sur la conductivité d’hydrogel contenant des nanotubes [82][37] ou du
graphite [105].

I1.4 Conclusion

Ce chapitre s’est axé sur la formulation, la mise en forme, et la caractérisation d’un
hydrogel composite Alginate/Nanotubes de carbones. En partant d’un choix large de molécules
amphiphiles pour la dispersion des MWNT, plusieurs observations nous ont permis d’optimiser
la formulation et le protocole de fabrication de I’hydrogel Alginate/MWNT. Dans un premier

temps, la quantité de tensioactif nécessaire a la dispersion de nanotubes a été ajustée via une
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Chapitre II. Un hydrogel composite conducteur : formulation et propriétés

mesure du décalage de la CMC par tensiométrie. Cette étude s’avére étre importante pour la
synthése d’un matériau biocompatible car elle permet de minimiser la fraction de tensioactif
dans la formulation. Des observations microscopiques et des mesures rhéologiques ont mis en
évidence la déstabilisation des mélanges Alginate/ MWNT utilisant des tensioactifs ioniques.
Non compatibles avec notre procédé de mise en forme des capsules, ces mélanges ont été
écartés des choix de formulations envisagés. Enfin les mesures d'impédance ont montré qu’il est
possible d’obtenir des hydrogels hybrides conducteurs électroniques pour des concentrations
en nanotubes supérieures ou égales a 0,75 %. Leur conductivité est de I'ordre de 0,1 S.m™!.
Cette étude d’impédancemétrie a également mis en évidence la nécessité de ’étape de dialyse
dans la création d’un réseau conducteur de nanotubes. La quantité de MWNT ainsi que la
capacité du tensioactif a se désorber de la surface des MWNT jouent donc un réle important
dans la conductivité finale de ’hydrogel.

En résumé, la formulation de notre matériau composite conducteur repose sur deux facteurs
importants permettant de résoudre les problémes énoncés au début de ce chapitre. Le paradoxe
entre dispersion et connexion des particules a été résolu par I'utilisation d’un tensioactif capable
de se désorber sous dialyse aprés la mise en forme du matériau. L’utilisation de particules
fortement hydrophobes comme les MWNT a permis d’établir de bons contacts électriques &

I'intérieur de I’hydrogel et donc la création du réseau conducteur souhaité.

Notre hydrogel composite conducteur électronique doit & terme composer la membrane
d’une capsule & coeur liquide contenant des bactéries électroactives. Il sera alors utilisé comme
une électrode permettant aux bactéries encapsulées de transférer des électrons hors de la
capsule. Il est donc intéressant de caractériser ce matériau comme une électrode. Le chapitre
suivant expose l'utilisation de billes d’hydrogel Alginate/ MWNT comme des électrodes qui

sont le siége de réactions d’oxydo-réduction.
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Chapitre 111

Caractérisation de I’hydrogel
composite conducteur par

électrochimie
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L’objectif principal de cette thése est la création d’'une capsule & membrane d’hydrogel
adaptée a la culture de bactéries électroactives. En ’absence d’accepteurs solubles d’électrons,
ces bactéries peuvent externaliser des électrons via un transfert a un substrat solide sous poten-
tiel. Dans le chapitre précédent, nous avons présenté la fabrication d’un hydrogel conducteur
alginate/nanotubes de carbone. Cet hydrogel est compatible avec le procédé de fabrication
des capsules & coeur liquide présenté dans le chapitre I. A terme, la membrane de la capsule
sera mise sous potentiel pour permettre aux bactéries encapsulées de transférer des électrons.

L’hydrogel sera donc utilisé comme une électrode capable d’accepter et de faire transiter des

électrons.



Chapitre III. Caractérisation de I’hydrogel composite conducteur par
électrochimie

Le couple bactérie/électrode peut étre modélisé comme un couple donneur/accepteur
d’électrons. Il est similaire & un systéme électrochimique comprenant une espéce oxydo-
réductrice (red/ox) et une électrode. Une espéce red/ox est capable de s’oxyder et de se réduire
suivant le potentiel chimique de son environnement proche. Lorsqu’une électrode est placée a
un potentiel supérieur au potentiel d’oxydation de I’espéce en solution, ’espéce est oxydée et
transfére un électron a 1’électrode.

Durant ce projet de thése, une collaboration a été initiée avec I’équipe de Frédéric Kanoufi,
Jean-Marc Noél et Catherine Combellas du laboratoire Interfaces, Traitements, Organisation
et Dynamique des Systémes & l'université Paris Diderot (ITODYS). Leur expertise dans le
domaine des processus électrochimiques et de la Microscopie Electrochimique (SECM) nous
a permis d’étudier la conductivité de 'hydrogel Alg/MWNT aux échelles macroscopique et
microscopique.

Dans ce chapitre, nous proposons donc de caractériser 'hydrogel Alg/MWNT par voie
électrochimique. Celui-ci sera utilisé dans un premier temps comme une électrode macroscopique.
Nous développerons ensuite une approche originale & I’échelle microscopique pour sonder et

imager la conductivité de notre matériau.

Tout au long de ce chapitre, les objets d’études sont des billes Alg/MWNT-Brij35 synthé-

tisées par le protocole exposé dans le paragraphe 11.2.4.

III.1 Une électrode a I’échelle macroscopique

II1.1.1 La mesure électrochimique par voltampérométrie

Cette partie expose les bases théoriques de la voltampérométrie. Nous traitons les cas
nécessaires a la compréhension de la caractérisation des hydrogels Alg/MWNT par cette
technique [17][130](8].

I11.1.1.1 La réaction électrochimique

Soit un couple oxydo-réducteur défini par ’équilibre :
Ox + ne” < Red

Le potentiel d’une solution d’un tel couple red/ox peut étre évalué grace a la loi de Nernst :

RT a
E—E0+ln< OX) (I11.1)
nkF Qred
avec EY le potentiel standard, R la constante des gaz parfaits, T la température en Kelvin,
n le nombre d’électrons échangés par le couple red/ox, F' la constante de Faraday, et aox et
ared les activités des espéces Ox et Red en solution. Pour des espéces diluées, le rapport des

activités est égales au rapport des concentrations (i.e. Gox/ared = Cox/Chred)-
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ITI.1. Une électrode a I’échelle macroscopique

Lorsqu’une électrode est introduite dans une solution contenant un couple red/ox solubilisé,

elle prend alors le potentiel d’équilibre de la solution. A 25 ° C, il s’exprime comme suit :

0,058 Cox
Eeoq = B + —In ( Cred> (I11.2)

En appliquant un potentiel différent de Feq a ’électrode F, il est possible d’induire une
réaction électrochimique. Imposer £ + F.q contraint le systéme a évoluer pour établir un

nouvel état d’équilibre. Cette évolution dépend du signe de la différence £ — E, :

— Si E—Eeq > 0, le rapport Coyx/Creq augmente afin de faire tendre Egq vers E. L’électrode

est alors le siége d’une oxydation. Dans ce cas, elle est appelée anode.

— Si B — Eeq <0, le rapport Cox/Chreq diminue afin de faire tendre Eqq vers E. L’électrode

est alors le siége d’une réduction. Dans ce cas, elle est appelée cathode.

La réaction électrochimique peut étre décomposée en deux étapes. Une étape de transfert
électronique entre les espéces chimiques et une électrode, alimentée par une étape de transfert
de masse permettant aux espéces d’arriver a 1’électrode. La suite de cette partie expose les

paramétres régissant ces deux étapes indispensables a la réaction électrochimique.

I11.1.1.2 Le transfert électronique

Lors d’une réaction électrochimique, le courant mesuré est lié au nombre de charges
transférées a ’électrode. Il s’exprime comme la somme de la vitesse de transfert de charge de

I'oxydation et de la réduction :

I J
nFS - ﬁ - ka fed - kCCOeX (IIIS)
avec S l'aire de I’électrode en cm?, I le courant mesuré a 1'électrode en A, j la densité de
courant en A.cm™? | k, et k. les constantes de vitesse caractéristiques du processus d’oxydation

et de réduction respectivement et C*

g €tCS, les concentrations en oxydants et réducteurs a la

surface de ’électrode.
Il est admis que les constantes de transfert de charges, k, et k., obéissent a la loi d’activation
d’Arrhénius en faisant intervenir un coefficient «, le coefficient de transfert de charges. Il est

strictement compris entre 0 et 5. Les constantes k, et k. s’expriment donc ainsi :

—anF

RT

(1 —a)nF
RT

ke = Kexp ( (E — E0)> et ko = klexp ( (E — E0)> (I11.4)

avec k¥ la constante de vitesse standard d’échange d’électrons.
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La vitesse de transfert de charge s’exprime alors comme suit :

J 0 (I—a)nF . e 1.0 —ank e
nF—k exp (RT (E—E") | Crgq — k'exp “RT (E—E") | Cg (IIL.5)

A l'équilibre j = 0, Coy = Cg;;’ et Creq = leé’é avec C*° les concentrations infiniment loin
de 'électrode. (II1.5) donne la loi de Nernst :

sol F
X n 0
ngé = exp (T(Eeq - F )) (IIL.6)

On peut également définir la densité de courant d’échange a ’équilibre, jo :

—a)nF
70 = nFEOCexp <(;‘)T”(Eeq - E0)> (I1L7)

Avec 7?7, (II1.7) devient :

0 = nFio (csgé)“ (cg;gl)l_a (111.8)

Imposer un surpotentiel n = E' — E,, induit une réaction électrochimique. La loi de Nernst

permet de relier n & Fy :

RT Osol
=F—-E"+—1 ox I11.
! TaE" (Cf§é> (LIL.9)

En introduisant (II1.9) dans (II1.5), il est possible de faire apparaitre la densité de courant
a I'équilibre j° sous la forme de 1’équation (II1.8). On obtient alors I’expression de j en fonction

du surpotentiel 7 :

R N O (1 —a)nF (@)% —ankF

_ ;0 d X

I = [C}dew ( RT ”) B nglexp (RT”)} (IIL.10)
Cette relation est appelée relation de Bulter-Volmer.

Au niveau de I'électrode, il existe donc une expression qui relie le potentiel appliqué et le
courant mesuré. Si les valeurs de a et C%% restent constantes, les concentrations a 1’électrode
Cr.q et G5, peuvent varier en fonction du temps. Il faut donc considérer les phénomeénes de

transport de masse jusqu’a 1’électrode.
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I11.1.1.3 Le transport de masse a I’électrode

Lors d’une réaction électrochimique, des espéces sont consommeées et produites localement.
Afin de permettre la réaction, ’espéce consommeée doit étre présente a 1’électrode. Dans ’analyse
d’une réaction électrochimique, la compréhension des phénomeénes de transports d’espéces
jusqu’a I’électrode est donc primordiale. De maniére générale, trois modes de transport sont

considérés :

— La diffusion : elle représente le mouvement des espéces provoqué par un gradient de

concentration entre la solution et le voisinage de ’électrode.

— La migration : elle représente le mouvement des espéces chargées généré par le gradient

de potentiel appliqué a solution.

— La convection : elle représente le mouvement des espéces induit par des forces mécaniques

comme de 'agitation.

Dans notre étude, seule la diffusion sera prise en compte. Les phénoménes de migration
peuvent étre négligés car les expériences sont menées en présence d'un large excés d’électrolyte.
La convection est négligée également car les mesures électrochimiques sont effectuées sans
agitation.

Dans le cadre d’'une diffusion naturelle, les concentrations des espéces CF; et C5, a

I’électrode peuvent étre obtenues par intégration des équations de Fick :

— La premiére équation de Fick

La premiére loi de Fick énonce que le flux de particules a travers une surface est
proportionnel au gradient de concentration. En régime permanent et & une dimension,

elle s’exprime comme suit :

¢ = —Dgrad(C) = —Dac&(f) (I11.11)

avec D le coefficient de diffusion de 'espéce et ¢ le flux de ’espéce a la concentration c.

En considérant une réaction électrochimique sur une surface donnée, la conservation des

masses et la production d’électrons donnent la relation suivante :

ace e ]
D o\ _p ed | _ I I11.12
. < Jz )elec o ( ox )elec nk’ ( )

— La seconde équation de Fick

Elle relie la variation temporelle et la variation spatiale des concentrations. Par un

bilan de matiére entre le temps ¢ et dt dans un volume unité, l'utilisation de (II1.11)
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permet 'obtention de la seconde équation de Fick. A une dimension, son expression est

la suivante :

oc 20

= =D75 (111.13)

L’intégration de cette équation différentielle nécessite la connaissance de conditions limites.
En général, les conditions connues sont les concentrations & ¢ = 0 et les concentrations a
tout instant ¢, loin de 1’électrode (x = o) et a I’électrode par la loi de Butler-Volmer. La

seconde équation de Fick peut étre résolue en utilisant la transformation de Laplace.

Dans le cas d’une diffusion , I’application d’un surpoteniel consomme les espéces a proximité
de I'électrode. Il s’établit alors une couche de diffusion dans laquelle les concentrations différent
de celles de la solution. Pour une oxydation générée par un potentiel suffisamment élevé,

Creq = 0 & I'électrode. j = f(t) s’exprime alors simplement :

nF D,eq Cfgé
VT Dyeqt

Le terme /7 Dyeqt correspond a I’épaisseur de la couche de diffusion des espéces consommées.

j(t) = (Loi de Cottrell) (I1.14)

II1.1.1.4 La voltampérométrie cyclique

La voltampérométrie consiste en la mesure du courant lors de ’application d’un potentiel

variable & une électrode en solution. La variation du potentiel est généralement linéaire :
) (t) =F;,+ vt

avec v la vitesse de balayage en potentiel (V.s™1).

En régime de diffusion pure, 'intégration des équations de Fick permet de connaitre la
concentration des espéces a 1’électrode de mesure. L’application de la loi de Butler-Volmer
permet alors I'obtention de 'expression de j = f(t) . Expérimentalement, une mesure de
voltampérométrie est représentée par une courbe I = f(E)

L’étude électrochimique de I’hydrogel composite est effectuée par voltampérométrie cyclique
(CV). Cette technique est basée sur I’enchainement d’un balayage "retour" a la suite du premier
balayage de voltampérométrie. L’expérimentateur choisit les limites du potentiel (E,,;, et
FEmaz) et la vitesse de balayage (v = dE/dt). A titre d’exemple, la figure I11.1 représente
une voltampérométrie cyclique effectuée en présence d’une espéce red/ox en solution sous sa
forme réduite. L’expérience a été réalisée en configuration de diffusion pure, c¢’est-a-dire sans
agitation, entre -0,1 Vet 0,4 V, & 10 mV.s™ 1.

On observe une augmentation du courant de 0 V a 0,2 V et 'apparition d’un pic de
courant appelé pic d’oxydation. Cette augmentation correspond a I'accélération du processus
d’oxydation de 'espéce au niveau de I’électrode. Sur le retour du cycle, un pic négatif témoigne

de la réduction de 'espéce oxydée dans la premiére partie du cycle. Suivant la forme du
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Courant (MA)

Potentiel vs Ag(s)/AgCI(S) V)

F1GURE III.1 — Voltampérométrie cyclique réalisée dans une solution de ferrocéne méthanol sous
sa forme réduite 4 1 mmol.L™! & v = 10 mV.s~! par un fil de platine de 250 um de diamétre et 15
mm de long. Pour chaque CV, on peut généralement obtenir, I;,(oy), le courant de pic d’oxydation, et
AFE, la différence de potentiel entre le pic d’oxydation et le pic de réduction.

voltampérogramme, on peut obtenir trois grandeurs qui nous informent sur les caractéristiques

de I'électrode utilisée (voir figure I11.1) :

— I

p(ox)» 1€ courant de pic d’oxydation.

Il représente le courant maximum mesuré. Il est déterminé graphiquement & ’aide de la
tangente a la courbe en E = 0 V et la hauteur issue de pic d’oxydation (voir figure I11.1).
Il est relié a 'aire efficace de I’électrode. Dans le cas d’une électrode plane, il permet

d’évaluer précisément cette aire via la relation de Randles-Sevcik [145] :

(I11.15)

nFvD 1/2
RT

Ip(ox) = (),4463nFSC’ (

avec Ij(ox) exprimé en A, n le nombre d’électrons échangés dans la réaction d’oxydo-
réduction, S l'aire de 1’électrode en cm?, C' la concentration en mol.m™3, v la vitesse
de balayage en V.s~!, D le coefficient de diffusion de I’espéce red/ox en cm?.s7!, R la

constante des gaz parfaits et T la température en K.

La relation de Randles-Sevcik est obtenue par intégration de la seconde équation de Fick
et application de la loi de Butler-Volmer dans le cas d’un systéme rapide en diffusion
naturelle. Dans une expérience de voltampérométrie cyclique la charge extraite de la
solution est indépendante de la vitesse. Cependant le courant représente une charge par
unité de temps. Lorsque la vitesse de balayage augmente, le nombre de charge extraite
par unité de temps augmente. Par conséquent le courant augmente. Expérimentalement

1/2

'évolution linéaire de I;,(oy) en fonction de v/ témoigne du caractere diffusif de la
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réaction a 1’électrode.

Au dela de I;,(oy), les espeéces présentes a proximité de I'électrode ont été majoritairement
consommeées. On observe alors une diminution du courant. Cette décroissance est due
au ralentissement de 'oxydation lorsque les phénoménes de transports des espéces
deviennent prépondérants.

— AE,, la différence de potentiel entre le pic d’oxydation et le pic de réduction.

Il refléte la limitation cinétique au transfert de charges. Si le transfert de charge est
rapide, la théorie prévoit une valeur de AE, égale a 0,06V a 25 °C, et des valeurs
plus grandes lorsque le transfert d’électrons est limitant [17]. Il peut aussi refléter une
limitation liée & la chute ohmique du systéme, c’est-a-dire la résistance de 1’électrolyte

ou de 'électrode.

Dans le cadre de I'exemple de la figure I11.1, I,y vaut 7,7 pA. A partir de cette valeur,
la relation de Randles-Sevcik donne une estimation de la surface active de I’électrode. En
considérant la valeur du coefficient de diffusion du ferrocéne méthanol dans I’eau (7,8.107°
cm?.s71), la surface active de ’électrode est de 9,5 mm?2, AE, vaut 0,08 V, on retrouve ici

une valeur proche du cas idéal (0,06 V)

Pour étudier ’hydrogel Alginate/ MWNT-tensioactif, nous 'utilisons comme une électrode
macroscopique dans une solution d’espéces red/ox. La suite de ce chapitre présente le dispo-
sitif expérimental permettant la connexion d’un hydrogel ainsi que I'analyse de mesures de

voltampérométrie cyclique obtenues avec cette électrode d’hydrogel conducteur.

I11.1.2 Présentation du dispositif expérimental et exemple d’une voltam-
pérométrie cyclique effectuée via un hydrogel conducteur

I11.1.2.1 Un systéme a trois électrodes

Le dispositif utilisé pour connecter les billes d’hydrogel est schématisé sur la figure I11.2(a).
Un fil de platine de 250 pum de diamétre est planté dans une bille Alg/MWNT. L’ensemble est
ensuite plongé dans une solution contenant une substance red/ox. La taille d’une espéce red/ox
est typiquement inférieure au nanomeétre. Cette espéce peut donc diffuser dans ’hydrogel dont
la porosité est de 20 nm. Les transferts d’électrons s’effectuent alors par deux voies différentes :
par un transfert direct & 1’électrode, ou par un transfert au réseau conducteur de nanotubes
connectés. La deuxiéme voie est accessible uniquement pour les domaines de ’hydrogel reliés
électriquement au fil de platine.

Le systéme complet de mesure est composé de trois électrodes représentées sur la figure
[T1.2(b). 11 comporte :

— Une électrode de travail

Cette électrode est utilisée pour connecter les billes d’hydrogel composite conducteur.
Dans notre étude, elle est constituée d’un fil de platine de la marque Goodfellow de
diameétre 250 pum et de pureté 99,99 %.

— Une électrode de référence
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Référence
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FI1GURE III.2 — Schéma (a) et photo (b) du systéme d’électrodes permettant la connexion et 'étude
de 'hydrogel Alg/MWNT comme une électrode macroscopique. Le systéme comprend : une électrode
de travail en Pt (avec une bille connectée), une référence en Ag,)/AgCl) et une contre électrode en
grille de Pt.

Contre électrode |

Red
Ox* Red

Le potentiel appliqué & I’électrode de travail est toujours pris par rapport a une électrode
de référence qui posséde un potentiel fixe. Nous utilisons une électrode au chlorure
d’argent (Ags)/AgCly,)). Elle est composée d’un fil d’argent recouvert d’un précipité de

chlorure d’argent.

— Une contre-électrode
La contre-électrode permet le retour des charges dans la solution. Sa surface est choisie
largement supérieure a celle de I’électrode de travail. Nous utilisons une grille de platine
Goodfellow composée de fils de platine de 60 ym avec une surface ouverte de 65 %. Sa

surface est de lordre de 5 cm?.

Ces trois électrodes sont reliées & un potentiostat CH Instruments 62A03 controlant la
différence de potentiel entre 1’électrode de travail et celle de référence. Il mesure également le

courant qui passe entre 1’électrode de travail et la contre-électrode.

I11.1.2.2 Le ferrocéne méthanol

Le ferrocéne méthanol est 'espéce red/ox utilisée dans notre étude électrochimique (figure
I11.3.

Le ferrocéne méthanol (FcMeOH) est un organo-métallique ayant une structure de type
"sandwich". Un ion Fell/Felll est localisé entre deux cycles cyclopentadiényle. La fonction
alcool d’un des cycles confére & ’espéce une bonne solubilité dans 'eau. Le coefficient de

diffusion du FcMeOH dans I'eau est de 7,8.1075 cm?.s~!. Par mesures électrochimiques, il est
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FI1GURE III.3 — Structure du ferrocéne méthanol, C11 Hy1 FeO.

possible de mesurer le coefficient de diffusion du FeMeOH dans I'hydrogel d’alginate. Cette
étude est présentée en Annexe A. Le coefficient de diffusion du FcMeOH dans un gel d’alginate
a2 % est de 3.107% cm?.s7!. Sa diffusion dans ’hydrogel semble étre légérement génée. Cette
étude permet également 1’obtention du coefficient de partition du FcMeOH entre 'hydrogel et
I'eau. Dans une solution de KCI & 0,1 mol.L ™!, le rapport des concentrations, Clginate/ CH,0
vaut 1,6.

La solution utilisée pour les mesures électrochimiques est composée de 1 mmol.L ™! de
FcMeOH, 0,1 mol.L~! de KCI comme fond ionique et 1 mmol.L=! de BaCly, pour assurer la
stabilité des hydrogels. Le couple FeMeOH(IT)/FcMeOH(III) posséde un potentiel standard
E° égal 4 0,154 V.

Dans la suite de ce chapitre, toutes les billes étudiées sont équilibrées dans la solution de

mesure pendant 30 minutes sous agitation orbitale avant d’étre utilisées comme électrode.

I11.1.2.3 Une mesure voltampérometrique sur une bille Alginate/MWNT

Une bille alginate 1%/MWNT 1,5% est connectée au fil de platine du systéme de 3
électrodes présenté précédemment . Une mesure de voltampérométrie cyclique est effectuée
avec une vitesse de balayage de 10 mV.s~! entre -0,1 V et 0,5 V par rapport a Ags)/AgClyy).
On obtient alors le voltampérogramme présenté en figure I11.4.

En partant de -0,3 V, le potentiel augmente jusqu’a 0,6 V. On constate une augmentation
forte du courant & partir de 0 V. Cette augmentation témoigne de 'oxydation du FcMeOH
en solution. Ici, Ijox) vaut 2, 8.107*A. Il est bien supérieur au courant mesuré sans bille (~
7.1076A4). Au dela du pic d’oxydation, on constate une forte chute du courant. Cette diminution
différe de celle observée précédemment dans le cas d’un courant de transport. Pendant la
décroissance du potentiel, on observe un pic de réduction similaire au pic d’oxydation. Le AE,
de la CV est de 0,3 V. Cette valeur est bien supérieure a la valeur de 0,06 V prévue pour une
électrode en diffusion pure.

Il est possible d’expliciter les différences constatées entre la voltampérométrie modéle de la
figure I11.1 et celle de 'hydrogel Alg/MWNT présentée ci-dessus.

Dans cette exemple, 'oxydation s’effectue soit directement sur le fil de platine, soit via le
réseau de nanotubes inter-connectés au sein de lalginate (figure I11.2(a)). L’ajout de la bille
fait augmenter le courant de pic d’oxydation de deux ordres de grandeurs. La bille connectée
augmente donc considérablement 'aire effective de I’électrode de travail. On peut affirmer que
le réseau de nanotubes est le support principal de 'oxydation du FcMeOH. 1l est ici difficile

d’estimer une surface effective d’électrode, car la bille Alg/MWNT constitue une électrode
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FiGURE III.4 — Voltampérometrie cyclique effectué avec une bille Alg 1%/MWNT 1,5% connectée.
Ce type de CV permet l'obtention de : Ij,(4y), le courant de pic d’oxydation, Qo la charge totale issue
de 'oxydation, et AE, la différence de potentiel entre le pic d’oxydation et le pic de réduction. Les
fleche indiquent le sens de balayage du potentiel.

poreuse. La relation de Randles-Sevcik (I11.15) ne peut donc pas s’appliquer.

La chute forte du courant au dela du pic d’oxydation peut étre expliquée par le calcul de :
Qoz, la charge totale issue de 1'oxydation, en Coulomb (C).

Elle représente la quantité totale d’électrons extraits de la solution au court de la rampe de
potentiel. Elle est liée au nombre de molécules oxydées pendant un cycle. Géométriquement,
elle est égale a 1’aire sous le pic d’oxydation. Dans cet exemple, une mesure de I’aire du pic
d’oxydation donne Q,; = 3,5.1073 C. On peut donc estimer le nombre de moles de FeMeOH
oxydées durant 'oxydation, n(FeMeOH )y, :

G

F

On obtient alors n(FeMeOH )y, = 3,6.1078 mol . On peut également estimer la quantité

n(FeMeOH),, =n(e™)

de FcMeOH présente dans la bille au début du cycle de voltampérométrie. Le rayon de la bille
est égal & 1,75 mm. Son volume vaut donc 22 ul. Les billes sont équilibrées dans une solution
a1 mmol.L~! en FcMeOH. D’aprés le coefficient de partition du FcMeOH entre 1’hydrogel
et 'eau. La concentration de FeMeOH dans I’hydrogel est d’environ 1,6 mmol.L=!. Il y a
donc 3,5.1078 mole de FcMeOH dans la bille au début du cycle. On peut donc affirmer que la
totalité des espéces présentes dans la bille sont oxydées durant le cycle.

Ce calcul explique I’allure de la courbe de voltampérométrie au dela du pic d’oxydation.
L’électrode poreuse que constitue la bille permet d’oxyder le FcMeOH sur la totalité de
son volume. A la fin de ce pic d’oxydation, les espéces oxydables ne peuvent arriver que
par diffusion depuis l'extérieur de la bille. On passe donc d’une configuration utilisant une

électrode volumique (la bille poreuse) a une électrode surfacique (la surface extérieure de la
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FIGURE III.5 — Evolution de I,(ox) en fonction de la racine carrée de la vitesse de balayage du
potentiel V/2. La ligne pleine représente I’ajustement linéaire entre Iyox) €t V12,

bille) d’environ 40 mm?. Cette surface est du méme ordre de grandeur que celle du fil de platine

seul. Il est donc normal d’observer une décroissance importante du courant d’oxydation.

Enfin, la valeur de AE,, (0,3 V) est trés supérieure a la valeur prévue dans le cas d’'une
électrode parfaitement conductrice. Cette différence nous indique que ’hydrogel posséde une
résistivité importante. La voltampérométrie est une technique dynamique. Une vitesse de
balayage élevée est équivalent a un débit de charges élevé. Dans un matériau résistif ce
débit est limité. 11 est donc nécessaire d’imposer une surtension pour observer 1’oxydation
au sein de I’hydrogel. Pour éviter ce phénoméne, il faut diminuer la vitesse de balayage.
Expérimentalement, en diminuant la vitesse, nous avons constaté une diminution de AE;, (non
présenté ici).

La figure IIL.5 représente la variation de Iy en fonction de la vitesse de balayage
du potientiel. Comme prévu dans la relation de Randles-Sevcik (II1.15), le courant varie
linéairement en fonction de la racine carrée de la vitesse. Cette variation nous indique que
les réactions d’oxydo-réduction ayant lieu durant la CV sont controlées par la diffusion des

espéces.

Afin d’évaluer la variabilité des mesures de voltampérométrie cyclique, des CV ont été
effectuées sur 10 billes issues d’'une méme fabrication. La détermination de la valeur de I;(oy)
posséde un écart type de 8 %. Dans la suite, ’écart-type sur les valeurs de I (ox) sera toujours

considéré comme étant égal a 8 %.

Cet exemple montre que I’électrochimie est adaptée & la caractérisation macroscopique de
notre matériau. Elle permet notamment ’observation de phénoménes de partage et de transport
ainsi que la mesure de grandeurs en lien avec la porosité, la surface active et la résistance
de I’hydrogel conducteur. Ces avantages sont donc mis a profit dans quelques illustrations

présentées ci-dessous.
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FIGURE IIL.6 — Evolution du courant de pic d’oxydation en fonction du temps de dialyse des billes
Alg/MWNT-tensioactif. Le point noir & t = 10 minutes représente le courant obtenu pour le fil de
platine seul sans bille connectée. Les trois courbes correspondent aux trois tensioactifs différents utilisés
dans la formulation.

II1.1.3 Dialyse du tensioactif et connexion interne de ’hydrogel

Nous avons vu dans le chapitre précédent que ’étape de dialyse et le choix du tensioactif sont
primordiaux pour la création d’un réseau conducteur au sein de I’hydrogel. On se propose ici
de suivre I'état de ce réseau conducteur en fonction du temps de dialyse et du tensioactif utilisé.
Pour cela, on considére trois types de billes Agl/ MWNT-tensioactif utilisant trois tensioactifs
différents : le Brij35, le Brijb8 et le Brij78. Les billes sont fabriquées via le protocole présenté
dans le paragraphe 11.2.4. Elles sont dialysées dans un volume d’eau milliQ (+ 1mM BaCly)
1000 fois supérieur a leur volume. Pendant la dialyse, des billes sont prélevées réguliérement et
équilibrées pendant 30 minutes dans la solution de FeMeOH & 1 mmol.L~!. Elles sont ensuite
connectées & un fil de platine puis analysées par voltampérométrie cyclique a 10 mV.s™.
L’évolution du courant maximum d’oxydation ainsi que la forme des voltampérogrammes nous

donnent des informations sur la création du réseau conducteur.

I11.1.3.1 Evolution du courant de pic d’oxydation

Le courant de pic d’oxydation des billes connectées est mesuré en fonction de leur temps
de dialyse. Les résultats sont reportés sur la figure I11.6.

Au début de la dialyse, on constate que le courant de pic d’oxydation obtenu est du méme
ordre de grandeur pour toutes les formulations. Il est également comparable au courant obtenu

lors de I'utilisation du fil de platine seul comme électrode de travail. La différence entre ces
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valeurs est liée & la légére variation de la longueur du fil immergé dans la solution de ferrocéne
méthanol. Pour toutes les formulations, le courant observé provient donc de 'oxydation de
I’espéce red/ox au niveau du fil de platine.

A partir de 200 minutes de dialyse, le courant de pic d’oxydation augmente considérablement
pour les billes contenant le Brij35 comme tensioactif. Il reste globalement constant pour les
autres formulations. Les nanotubes de carbones contenus dans les billes Alginate/MWNT-
Brij35 semblent donc se connecter augmentant l'aire de 1’électrode |[fil de Pt + bille]. La
croissance du courant ralentit au dela de 2000 minutes.

D’apreés la figure I11.6, on peut estimer que la percolation du réseau de nanotubes s’effectue
entre 200 et 2000 minutes de dialyse. Nous avons émis ’hypothése que la désorption du Brij35
de la surface des nanotubes permet des connexions électriques entre les MWNT. Si c’est le cas,
la percolation du systéme doit étre reliée a la fuite du tensioactif hors de la bille par diffusion.
11 est possible d’estimer 1'ordre de grandeur du temps de diffusion t4;¢ d’une molécule de Brij35

du centre de la bille jusqu’a 'extérieur de celle-ci sur la distance d’un rayon Ry;je :
taig = —2le (I11.16)

avec Dpyij35 le coefficient de diffusion du Brij35 dans 'hydrogel.
Le coefficient de diffusion du Brij35 peut étre évalué a partir de la relation de Stokes

Einstein :

_ RT
- 67T17Rh

(111.17)

avec kp la constante de Boltzmann, T' la température en K, n la viscosité de 'eau et Ry, le
rayon hydrodynamique de la molécule considérée.

Considérons une molécule de Brij35 seule en solution aqueuse, on estime que son rayon
hydrodynamique est équivalent au rayon hydrodynamique de sa chaine hydrophile, un oxyde
de polyéthyléne de masse molaire 1029 g.mol~!. D’aprés Armstrong et al. [4], celui-ci vaut 0,9
nm.

Le calcul donne :
DBrij35 =2, 3.10710m2 s 1 et tair ~ 200 min

En utilisant la valeur de Dgyij3s, il est possible de calculer le temps exact de diffusion du
Brij35 sur une distance équivalente au rayon de la bille R. On considére pour cela une bille
contenant une concentration Cy de Brij 35, plongée a t = 0 dans un réservoir homogénéisé.
Pour connaitre I’évolution de la concentration en Brij 35 dans le volume homogénéisé (Cext),

il faut résoudre I’équation de diffusion en coordonnées sphériques :

oC 10 (. ,oC

avec les conditions initiales suivantes :

— At=0,0<r<R,C=0Cy
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— At =0,Cet =0
La solution de ce probléme a été calculée par Crank en 1975 [27]. Elle s’exprime comme
suit :

1 A(t)

Cext(t) = Tt (I11.19)

avec « le rapport entre le volume du réservoir homogénéisé et le volume de la bille et A(t) une
somme infinie [139][27].

Le calcul numérique de cette solution avec o = 1000, nous indique que 1’équilibre des
concentrations entre la bille et le réservoir est atteint au bout de 60 minutes.

On trouve ici un temps environ 30 fois moins grand que le temps final de connexion
du réseau de nanotubes. Cette différence n’est pas surprenante. En effet, le Brij35 etant un
tensioactif, il peut interagir avec les MWN'T hydrophobes pour qui il a une affinité. Sa diffusion
a travers ’hydrogel composite est donc ralentie. Plutoét qu'une diffusion pure, le parcours d’une
molécule de Brij est certainement une succession d’adsorptions et de désorptions & la surface
des nanotubes.

On remarque que le courant de la formulation utilisant le Brij58 augmente trés légérement
a partir de 4000 minutes. Cette augmentation témoigne peut-étre du début de connexion
des nanotubes. Ce temps plus long pourrait étre lié au caractére plus hydrophobe du Brij58
par rapport au Brij35. La désorption du Brij58 est donc plus lente. Le Brij78, encore plus

hydrophobe ne se semble pas se désorber.

I11.1.3.2 Evolution des voltampérogrammes durant la dialyse

Durant la dialyse du Brij35, la forme des cycles de voltampérométrie évolue. L’analyse
qualitative et quantitative de cette évolution nous renseigne sur I’état du réseau conducteur
au sein de la bille Alg/MWNT. Les voltampérogrammes présentés dans les figures I11.7(a) et

IT1.7(b) illustrent la transformation du réseau.

Avant la connexion globale du réseau conducteur

Des CV effectuées au début de la dialyse et avant la connexion macroscopique du réseau
de nanotubes sont présentées dans la figure I11.7(a). A t = 0 minute, la CV du systéme [fil +
bille| a une forme similaire a la CV obtenue pour un fil de platine simple (voir figure II1.1).
La dialyse n’a pas débuté, les MWNTs sont dispersés et non connectés. Aprés 630 minutes,
la forme de la CV a changé. Cette déformation peut étre interprétée comme le début de la

connexion des nanotubes au niveau du fil de platine.

Aprés la connexion globale du réseau conducteur

Des CV effectuées apreés la connexion macroscopique du réseau de nanotubes sont présentées
dans la figure I11.7(b). On observe dés 1300 minutes une vague d’oxydation importante qui
diminue lorsque la totalité des espéces présentes dans la bille ont été oxydées. Le méme type de
CV est obtenu au bout de 10000 minutes. Cependant, I,y augmente et AE;, diminue entre

1300 et 10000 minutes. Aprés la connexion macroscopique des nanotubes, on observe donc un
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F1GURE II1.7 — Evolution des voltampérométries obtenues par 1'utilisation d’une bille Alg/MWNT-
Brij35 connectée par un fil de platine en fonction du temps de dialyse : 0 et 630 minutes (a), 1300 et

10000 minutes (b). Les mesures sont réalisées dans une solution de FeMeOH a 1 mmol.L 1. Vitesse de
balayage : 10 mV.s™!.
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FIGURE III.8 — Evolution des grandeurs AE, (a) et Q.. (b) de CV effectuées avec un bille Alg
1%/MWNT 1,5%-Brij35 connectée par un fil de platine en fonction du temps de dialyse aprés la
connexion globale du réseau conducteur.

murissement du réseau durant lequel de nouvelles connexions entre les MWNT se créent. Elles
entrainent la diminution de la résistance de I'hydrogel et donc la diminution de AE,,.
L’évolution de AE), en fonction du temps est représentée par la figure I11.8(a). On constate
bien la diminution progressive de ’écart entre le pic d’oxydation et le pic de réduction. La
figure I11.8(b) représente 1’évolution de la charge totale @), issue de 'oxydation en fonction du
temps. La charge semble osciller autour d’un valeur moyenne 3,6 mC. Cette valeur stable est &
priori logique. En effet, bien que la conductivité du réseau de MWNT augmente, la quantité
totale de FcMeOH oxydable dans la bille de gel, qui fonctionne comme une électrode poreuse,
reste constante. La connectivité de la partie conductrice de la bille est suffisante pour adresser

la totalité de son volume.

I11.1.3.3 Vers un suivi cinétique de la désorption du tensioactif

Afin de compléter 'observation faite par voltampérométrie, il serait intéressant de suivre
par dosage la fuite du tensioactif.

Dans les formulations que nous utilisons, une bille & 1,5 % en MWNT contient 1,125%
de Brij35. Le tensioactif dans la bille peut se trouver sous différents états : adsorbé sur les
MWNT ( >~ 70 %) ou en solution (~ 30 %) sous la forme de micelles et libres. En connaissant
la concentration de Brij35 dans 'eau de dialyse, le volume du réservoir de dialyse, le nombre
de billes dialysées et leur masse avant gélification, il est possible de savoir si la totalité du
Brij35 (adsorbé et en solution) a été éliminée de I’hydrogel.

Pour cela, on fait gélifier une goutte de mélange alginate 1 %/MWNT 1,5 %-Brij35 1,125
% dans 50 mL de BaCly a4 20 mmol.L~!. La bille est ensuite laissée sous agitation dans le bain
pendant 24 heures. Le poids d’une goutte, 36 mg, est obtenue en faisant une moyenne sur
28 gouttes. On a donc 0,40 mg de Brij dans une bille. Aprés 24 heures, la tension de surface
du bain extérieur est mesurée par méthode de la goutte pendante (voir 11.2.2). Elle vaut 59

mN.m~! & 23° C. La tension de surface d’une solution de BaCly & 20 mmol.L! est mesurée
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FIGURE IIL.9 — Evolution du courant de pic d’oxydation en fonction du pourcentage massique de
nanotubes dans des billes Alg/MWNT. Une percolation du réseau de nanotubes est détectée entre 0,5
et 0,75 % massique. La ligne pleine représente 1’ajustement des points de pourcentage supérieur a 0,5%
par la loi de puissance (III.20).

comme étant identique a celle de I'eau pure (72 mN.m~1). D’aprés la courbe de la figure I1.9(b),
la tension superficielle du bain correspond & une concentration en solution de 6.107% mmol.L*
soit 0,36 mg de Brij éliminé dans une bille. Environ 90 % du Brij initialement présent dans la
bille a donc été dialysé. Cette expérience a été reproduite 2 fois. Des pourcentages de dialyse
de 126 % et 70 % ont été obtenus. Toutes ces valeurs attestent de la désorption d’au moins
une partie du Brij adsorbé sur les MWNT. Cependant elles sont trés disparates. La variabilité
de ces mesures provient certainement de la courbe d’étalonnage (I1.9(b)). Une incertitude de
0,5 mN.m ™! sur la tension de surface peut engendrer une incertitude de Iordre de 50 % sur la
concentration.

Une autre voie de dosage devrait donc étre envisagée pour connaitre la concentration du
Brij en solution avec plus de précision. Il serait également intéressant de suivre la fuite du
tensioactif afin de savoir si la concentration dans ’eau de dialyse peut étre rapprochée des
mesures de courant de pic d’oxydation. L’observation d’une dynamique similaire confirmerait

la corrélation entre la désorption du tensioactif et la connexion du réseau de nanotubes.

I111.1.4 Augmentation du courant de pic d’oxydation en fonction du pour-
centage MWNT

Outre le de temps de dialyse, la quantité de MWNT présente dans la formulation joue
également un réle primordial dans la création d’un réseau conducteur. Nous avons vu dans

le chapitre précédent que le réseau de nanotubes semble se connecter macroscopiquement &
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F1GURE II1.10 — Evolution des voltampérométries de billes Alg/MWNT connectées par un fil de
platine en fonction du pourcentage MWNT. Les mesures sont réalisées dans une solution de FeMeOH
4 1 mmol.L~!. Vitesse de balayage : 10 mV.s™! .

partir de 0,75 % de MWNT. Il est possible de retrouver ce seuil de percolation & partir d’une
mesure électrochimique. Dans ce but, des billes Alg/MWNT-Brij35 dialysées, contenant un
pourcentage croissant en MWN'T, sont connectées par un fil de platine et utilisées comme
électrode. On mesure alors le I,y par CV a 10 mV.s—1, pour chaque pourcentage. Les
résultats sont présentés sur la figure I11.9. Une augmentation importante du courant est
constatée entre 0,3 et 0,75 % de MWNT. Elle correspond au changement de comportement
entre une électrode similaire au fil de platine de surface de I'ordre du mm? et une électrode
poreuse de surface supérieur au cm? On retrouve donc le seuil de percolation détecté par les

mesures d’impédance.

La figure I11.10 expose des CV a différents pourcentages de MWNT contenu dans I’hydrogel.
Aux bas pourcentages, la CV est similaire & celle obtenue par un fil de platine seul. A 1% de
MWNT, le signal obtenu correspond a une électrode macroscopique. le réseau de nanotube
est connecté sur ’ensemble de la bille. La vague d’oxydation large témoigne d’une grande
résistivité de I’hydrogel. A 1,5% de MWNT, on observe une augmentation de la valeur de Iox)
et un affinement de pic d’oxydation. L’ajout de MWNT supplémentaires permet d’augmenter

la surface de ’électrode et d’améliorer la conductivité du réseau a l'intérieur de la bille.

Dans le cas d’un systéme présentant un seuil de percolation, il est généralement possible

d’ajuster les points expérimentaux par une loi de puissance caractéristique des systémes
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percolés [66] :
Ip(ox) = AIO(J) - xc)o‘ (11120)

avec Alp un paramétre d’ajustement, o un exposant positif, et x. la fraction critique de
percolation.

L’ajustement des mesures pour les pourcentages supérieurs ou égaux a 0,5% est représenté
par la ligne bleue de la figure I11.9. Elle donne une fraction critique de 0,58 %. La valeur de
I’exposant « est de 1. Cette valeur est similaire aux exposant trouvés dans les cas de percolations
électriques dans des composites polymeéres/nanotubes. Leur valeurs sont généralement compris
entre 1 et 4 [11].

La connexion électrique de I'hydrogel composite Alg/MWNT a permis d’étudier son utilisa-
tion en tant qu’électrode macroscopique. Nous avons observé par électrochimie la cinétique de
connexion du réseau conducteur. Nous savons & présent qu'une bille conductrice sous potentiel
peut étre le siége d’une réaction électrochimique. La seconde partie de ce chapitre rapporte I'uti-
lisation d’une méthode originale dans la caractérisation de billes d’hydrogel Alg/MWNT-Brij35,
la microscopie électrochimique. Cette technique permet notamment d’imager la conductivité

d’un substrat plat en deux dimensions.

II1.2 Etude de I’hydrogel par microscopie électrochimique

L’introduction de particules solides tels que les nanotubes de carbone permet la création
d’hydrogels composites conducteurs. Les matériaux hybrides contenant des MWNT sont diffi-
cilement observables par microscopie classique. En effet, les nanotubes absorbent les longueurs
d’ondes du visible et ne permettent pas I'observation en transmission ou réflexion. D’autres
techniques comme la microscopie a force atomique (AFM) ou la microscopie électronique a
balayage (MEB) pourraient étre envisagées pour imager le gel d’alginate/ MWNT. Cependant,
ces techniques sont difficilement utilisables en conditions environnementales. L’imagerie MEB
non-environnementale nécessite la déshydratation de I’échantillon. Cette déshydratation du
matériau entrainerait une modification de sa structure.

La microscopie électrochimique (Scanning electrochemical microscopy, SECM) permet la
caractérisation d’objets complexes comme des vésicules [25|[128] ou des microbilles [65] sans
perturbation physique et in situ. Cette technique peut quantifier les transferts ioniques a
travers des matériaux perméables [118] et localiser des sites conducteurs sur une interface [5].
En 2010, Kim et al. [64] rapportent la détection d’un nanotube isolé par imagerie SECM. Il
est également possible d’analyser un réseau de nanotubes par cette méthode [141]. Ce réseau
peut éventuellement étre inclus dans une matrice polymeére [120][98].

La microscopie électrochimique semble donc adaptée pour 'observation et I'identification de
sites actifs de la conduction dans notre matériau composite alginate/MWNT. Nous présentons

dans la suite le principe général de la SECM ainsi que les spécificités liées & I’étude d’un
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hydrogel perméable par cette technique.

II1.2.1 La microscopie électrochimique (SECM)
I111.2.1.1 Principe de fonctionnement

La microscopie électrochimique repose sur la mesure de courants électrochimiques a 1’aide
d’ultramicroélectrodes (UME). Les UME sont des électrodes dont le rayon est compris entre
quelques nanomeétres et 25 um. Elles sont généralement constituées d’un fil de platine scellé
dans un capillaire en verre. Le fil est ensuite poli afin d’obtenir une électrode en forme de
disque plan. On peut définir Ry, le rapport entre le diameétre du capillaire H et le diameétre
de I'électrode r. Dans le cadre d’une voltampérométrie cyclique, le faible diamétre de 'UME
permet I'obtention d'un régime stationnaire en un temps trés court : t ~ r2/D ~ 0,55 avec D
le coefficient de diffusion de I'espéce red/ox (D = 107° ¢cm?/s) et r = 25 um. Si un potentiel
adapté a la réduction ou a 'oxydation immédiate d’une espéce en solution est appliqué a

I'UME, le courant stationnaire vaut alors :
istat = 47’LFDCSOIT'

avec n le nombre d’électrons impliqués, F' la constante de Faraday et Cy, sa concentration en
solution.

Lors d’'une mesure SECM, 'UME est placée dans une solution électrolytique contenant
une espéce red/ox. Un potentiel constant est appliqué a ’électrode de mesure par rapport a
une électrode de référence immergée dans la méme solution. Si le courant mesuré est assez
faible, il n’altére pas le potentiel de 1’électrode de référence. Celle-ci peut alors jouer le role de
contre-électrode. Sinon une troisiéme électrode est ajoutée au systéme. Le courant traversant
I’électrode de mesure est suivi grace & un potentiostat. Loin de tout substrat ou interface,
le courant mesuré vaut igas. A proximité d’un échantillon, la diffusion de Iespéce red/ox
jusqu’a I’électrode est perturbée. La modification du courant mesuré donne des informations
sur la nature du matériau a proximité de 'UME. Il existe plusieurs modes d’utilisation de la
SECM. Dans ces travaux, nous avons utilisé un mode permettant ’étude de la conductivité

des interfaces, le mode "régénération" (feedback) |9][12].

I11.2.1.2 Le mode Feedback

Le mode Feedback est basé sur la mesure de variations du courant & 'UME en fonction de
la distance d entre 'UME et I’échantillon. L’électrode est placée dans une solution contenant
une espéce électroactive sous sa forme réduite. Un potentiel correspondant au courant de
plateau d’oxydation de cette espéce est appliqué a I’électrode de mesure. Loin de ’échantillon
(d > 10*r), lespéce red/ox diffuse librement jusqu’a l'électrode et le courant mesuré est égal a
istat- L'UME est ensuite approchée de I’échantillon. On distingue alors deux situations limites
dépendant de la nature du substrat analysé. Elles sont illustrées par les cas B et C de la figure
III.11.

Lors de 'approche d’un échantillon isolant, la diffusion des espéces est progressivement

génée et le courant mesuré diminue. On obtient alors une régénération négative.
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F1GURE III.11 — Schéma de principe du mode "régénération" en fonction du positionnement de
I'UME et de la nature du substrat. (A) Loin de tout substrat; (B) Proche d’un substrat isolant;
(C) Proche d’un substrat conducteur parfait; (D) Proche d’un substrat conducteur non parfait, la
régénération de I'espéce dépend alors de la constante de transfert électronique apparente (kapp)-

Lors de I'approche d’un échantillon conducteur, la diffusion est également génée mais
I’espéce oxydée a I’électrode peut immédiatement étre réduite via le substrat. Il y a alors
régénération de 'espéce de départ, d’otl le nom de la méthode Feedback. Le courant observé
dépend alors de la distance entre 'UME et le substrat et de la capacité de I’échantillon a
produire une réduction rapide de I'espéce oxydée. Si la réduction est assez rapide, on observe

une augmentation de courant appelée régénération positive.

I11.2.1.3 Les courbes d’approche

Le tracé de i en fonction de la distance a ’échantillon d est appelé courbe d’approche. En
général, 'approche se réalise selon un axe z perpendiculaire & la surface que 'on veut étudier.
Ces courbes sont représentées avec des grandeurs normalisées : le courant normalisé (I = i /iq
avec io = istq¢ ) en fonction d’'une distance normalisée ( L = d/r o r est le rayon de 'UME).
La figure I11.12 expose deux courbes d’approche correspondant aux deux cas limites explicités
précédemment. La courbe verte décrit 'approche d’un substrat parfaitement conducteur. Une
fois 'espéce red /ox oxydée a 1’électrode elle est immédiatement réduite a la surface du substrat.
Un cycle d’oxydation-réduction se met alors en place (voir I11.11 (C)). La vitesse du cycle est
controlée par la diffusion des espéces entre 'UME et le substrat. La réaction est donc d’autant
plus rapide que la distance entre I’électrode et le substrat est faible. Le courant diverge vers
I'infini lorsque L tend vers zéro. La courbe rouge décrit I’approche d’une surface parfaitement
isolante. La diffusion des espéces est de plus en plus génée & mesure que ’électrode s’approche
de la surface. Le courant diminue jusqu’a zéro lorsque la diffusion des espéces est stoppée.

Les courbes expérimentales de ces deux cas limites peuvent étre ajustées par des courbes
issues de simulations numériques. En résolvant les équations de diffusions pour une géométrie
d’électrode de type disque plan, on peut trouver dans la littérature des expressions analytiques
de courbes d’approche pour les cas limites de substrats isolants et parfaitement conducteurs [9].

Ces expressions donnent I’évolution du courant en fonction de L et Ry4[9]. Elles supposent que
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FiGURE III1.12 — Courbe d’approche d’'une UME sur une surface parfaitement conductrice (rouge)
et parfaitement isolante (vert) [91].

les surfaces présentent une réactivité uniforme et sont parfaitement isolantes ou conductrices.

Les coeflicients de diffusion des espéces réduites ou oxydées sont supposées égaux.
Cas intermédiaire

L’approche expérimentale d’une surface se situe entre les deux cas limites décrits précé-
demment (voir la figure II1.11 (D)). Le courant mesuré & I'UME est en réalité limité par la
cinétique de régénération du médiateur red/ox a la surface. A Dapproche de la surface, I'espéce

électroactive est partiellement régénérée.

Au substrat, le flux de régénération de ’espéce électroactive sous sa forme réduite s’écrit :

0|Red
D[az]hnterface = kapp [OX]interface (IH~21)
avec D le coefficient de diffusion de I’espéce red/ox dans 'eau pure, kapp, la constante de
transfert de charges apparente.
En premiére approche, lorsque 'UME est proche du substrat, le flux de régénération au
substrat est égal au flux de régénération détecté par le microélectrode. La régénération est

alors est gouvernée par un paramétre adimensionnel K :

r

K= kappﬁ

(111.22)

avec 7 le rayon de 'UME.

La résolution numérique exacte des équations de diffusion/réaction est modulée par une

valeur K. La détermination de K permet d’ajuster la courbe simulée & la courbe expérimentale.

Pour un isolant, kapp, = 0, et pour un conducteur parfait ka,, = 0. Les valeurs de kapp
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permettent donc de comparer des échantillons en fonction leur vitesse de réduction (kapp) ou

leur conductivité apparente.

I11.2.1.4 Le mode Feedback sur un substrat non connecté

Il est possible d’effectuer des mesures de SECM sur des substrats non connectés électrique-
ment.

En l'absence de connexion, le potentiel du substrat est identique & celui de la solution. Il
est donc fixé par la concentration des espéces électroactives.

Dans le cas ou seule la forme réduite est mise en solution, [Oz] en solution est trés faible
(~ 0). Lors d'une mesure SECM, 'UME est portée au potentiel d’oxydation et approchée
d’un substrat. Localement, la concentration [Ox] augmente fortement. Pour rééquilibrer les
concentrations, la substrat agit alors comme une source de charge et réduit I’espéce oxydée.
L’aire du substrat étant bien supérieure a celle de 'UME, les charges circulent dans le matériau
pour oxyder une espéce en dehors du champ d’action de 1’électrode. En général, le volume
expérimental est trés grand devant les dimensions de 1’électrode et les expériences sont limitées
dans le temps. Ces conditions permettent de maintenir les concentrations des espéces en

solution globalement constante. Le potentiel de la solution reste donc stable.

La SECM est un outil électrochimique adapté & I’étude des surfaces. En mode Feedback, il
est possible de quantifier les transferts électroniques ayant lieu sur des substrats. De plus des
modéles théoriques permettent 1’évaluation des constantes apparentes de transfert de charges.
Nous allons & présent utiliser cette technique pour étudier la conductivité des billes d’hydrogel
composite présentées dans le chapitre précédent.

Dans la suite de ce chapitre, les mesures de SECM ont été effectuées sur des billes non

connectées électriquement.

I11.2.2 Approche de ’hydrogel Alginate/ MWNT-Brij35 par SECM
II1.2.2.1 Protocole et dispositif de mesure SECM

Les approches de microscopie électrochimiques ont été effectuées au sein du laboratoire
ITODYS a I'université Paris Diderot en collaboration avec Jean-Marc Noél. Le dispositif utilisé
est illustré sur la photo de la figure I11.13. Une cuve contenant la solution d’espéce red/ox et
la bille & étudier est placée sous un systéme d’électrodes : une UME de platine de diamétre 25
pm centrée au dessus de la bille (R, = 3,5) et un fil de platine de 250 pym de diamétre, placé
dans la solution d’espéce redox & 1 cm de 'UME. Le fil de platine est a la fois une électrode
de référence et une contre-électrode. Ces électrodes sont fixées sur une plateforme mobile selon
trois axes et controlée par ordinateur. Lors d'une approche de mesure SECM, la plateforme
est déplacée verticalement. La vitesse de déplacement est fixée a 1 pum.s~! pour éviter tout
phénoméne de convection pouvant perturber la mesure. L’électrochimie aux électrodes est
controlée par un potentiostat (CH Instrument, CH660A).

Dans la suite, la solution utilisée pour les mesures SECM est composée de 1 mmol.L~! de
FcMeOH, 0,1 mol.L=! de KCI et 1 mmol.L~! de BaCly. Avant chaque mesure, les billes sont
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F1GURE III.13 — Photo du dispositif de mesure permettant des approches SECM. Il comprend une
cuve contenant la solution d’espéces red/ox et la bille d’hydrogel étudiée, une UME positionnée au
dessus de la bille (droite) et une électrode de référence/contre-électrode (gauche).

équilibrées 30 minutes dans cette solution d’étude.

111.2.2.2 La mesure de SECM sur des hydrogels perméables

L’étude des hydrogels par SECM différe de I’étude classique de surfaces pleines. En effet,
la perméabilité des hydrogels modifie I’évolution du courant mesuré par une UME. La courbe
d’approche enregistrée sur un hydrogel non conducteur est différente de celle mesurée sur un
substrat isolant classique. Ces approches sont présentées sur la figure I11.14. Au voisinage
d’une bille d’alginate a 1%, le courant ne chute pas jusqu’a zero. Ce phénoméne est dii a la
partition de I'espéce red/ox entre 'eau et le gel et a sa diffusion au sein des deux phases. Le
courant enregistré & L = 0 est non nul, car I'espéce sous sa forme réduite est présente dans le
gel et peut encore diffuser du gel a I’électrode et y subir un oxydation.

Ce phénoméne de perméation doit étre pris en compte via la définition d’un paramétre
caractérisant le coefficient de partage de I’espéce red/ox entre les 2 phases. Pour la détermination
de kapp, Frédéric Kanoufi a développé un modeéle afin d’adapter la résolution numérique a
I’étude des hydrogels. Le modéle est schématisé sur la figure I11.15. A tout instant, 1’équilibre
des concentrations en espéce red/ox entre I'eau et le gel est défini par le coefficient de partition

P:
eq
gel

PAlg/HQO = Ccl
H20

A proximité de I'électrode, 'oxydation de ’espéce red/ox est considérée comme immédiate

. Les conditions limites en coordonnées cylindriques sont donc :

JRed 0Red
=0et =

~ En solution, loin de l'él : - -
n solution, loin de I’électrode : [Red] = Cy, [Ox] = 0, R 3,

— En solution, D = Dya0=D(Red)m,0 = D(Ox)n,0

0
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FiGURE IIl.14 — Approches SECM d’une électrode sur un substrat isolant (courbe noire) et
sur une bille d’alginate & 1 %(courbe rouge) dans une solution contenant 1 mmol.L=! de FeMeOH.
Les points représentent les mesures expérimentales. Les lignes pleines représentent les expressions
analytiques incluants les phénomeénes de perméation (rouge) et sans perméation (grise). Vitesse

d’approche 1 pm.s™1.
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gel Si hydrogel conducteur
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FIGURE III.15 — Modéle de perméation de ’espéce red/ox lors d’une approche SECM. Cadre en
pointillés noirs : ajout au modéle en présence d’un réseau conducteur dans I’hydrogel. Cette modification
du modele tient compte de la régénération de ’espéce sous sa forme réduite par le réseau conducteur
avec une constante apparente k,pp.
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— Dans I'hydrogel, Dajg—D(Red)als = D(Ox)alg
— A D’électrode en z = d : [Red] = 0 et [Ox] = Cy
Dans le cas d’un hydrogel non conducteur, la régénération de I’espéce oxydée en espéce
réduite n’a pas lieu.
Ces conditions permettent la résolution des équations de diffusion pour chacune des espéces

et dans chacune des phases en coordonnées cylindrique :

(111.23)

oRed _D 0°Red N lﬁRed N 0°Red
ot 0R? ' R OR 022

La résolution est effectuée par la méthode des éléments finis via le logiciel COMSOL.

Le flux d’espéces réduites et le courant & électrode s’expriment alors comme suit :

d
Jelec = FDHZOala{eLeleC et I = _JelecS (111.24)
z

avec I la constante de Faraday et S l'aire de 'UME.

Sur la figure I11.14, la ligne pleine rouge représente le courant correspondant & la résolution
numérique utilisant Pyg/p,0, Dayg et Dp,o du ferrocéne méthanol (voir Annexe A). Le
modéle théorique reproduit convenablement la courbe d’approche sur une bille d’alginate.

Dans le cas ou I’hydrogel est conducteur, ce modéle est complété par ’ajout d’une régéné-
ration de 'espéce réduite via ’hydrogel conducteur, source d’électrons. Cette régénération est
effectuée avec une constante de transfert k,pp. En premiére approximation, on suppose que la
régénération s’effectue uniquement en surface de ’hydrogel. Cette hypothése engendre une
condition supplémentaire a l'interface solution/hydrogel (z = 0) similaire a (II1.21) :

0| Red
DHQO[aZ]|z—0 = kapp[ox]z:ﬁ (HI.25)

La courbe d’approche sur un hydrogel non conducteur correspond alors au cas limite de

régénération négative avec kap, = 0.

I11.2.2.3 Evolution du feedback en fonction du pourcentage de MWNT

Plusieurs séries de billes Alg/MWNT-Brij35 sont fabriquées par le protocole présenté au
chapitre précédent (I1.2.4). Le pourcentage d’alginate est fixé a 1% pour toutes les formulations.
Suivant les séries, la quantité de MWNT varie entre 0 et 2%. Une fois les billes dialysées, elles
sont approchées par SECM. Les courbes expérimentales sont présentées sur la figure I11.16.

[’ajout de nanotubes dans la bille d’hydrogel induit une régénération positive dés le plus
bas pourcentage de MWNT (0,13%). L’augmentation du courant est d’autant plus grande que
la quantité de nanotubes est importante dans I’hydrogel. La régénération positive témoigne de
la régénération du FcMeOH wia les nanotubes a l'interface eau/bille.

Les constantes de transfert de charges adimensionnelles K correspondantes aux courbes
d’approche expérimentales sont estimées analytiquement par le modéle de perméation exposé en
II1.2.2.2 avec le coefficient de partition P = 1,6 et les coefficients de diffusion Dy,0 = 7, 8.1076
cm?.s7! et Dyl = 3.107% cm?.s7! (voir Annexe A).
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F1GURE I11.16 — Courbes d’approche SECM sur des billes Alg/MWNT contenant des taux variables
de MWNT : 0% (noir), 0,13% (vert fluo), 0,3% (bleu), 0,5% (violet), 0,75% (orange), 1% (marron), 2%

(vert). Les ligne pleines représentent la simulation avec les valeurs de K reportées dans le graphique en

encart. Vitesse d’approche 1 ym.s™?.

En ajustant la valeur de K, les courants calculés semblent approcher raisonnablement les
valeurs expérimentales. Les hypothéses du modéle semblent donc en accord avec ’expérience.

Les K obtenus rendent compte de la régénération du FcMeOH par le réseau de nanotubes
et de la diffusion de I'espéce red/ox depuis 'hydrogel vers I’électrode. L’augmentation de K
en fonction du % de MWNT indique que le réseau est de plus en plus connecté et conducteur.
Cette connexion des nanotubes est suffisante pour évacuer les charges issues du cycle de 'UME
vers la bille ou la solution, sur des distances au moins supérieures & la taille de I’électrode.

On remarque que I'augmentation de K ne présente pas de saut de valeur marqué qui
témoignerait de la percolation du réseau de nanotubes. Ce phénomeéne s’explique par la nature
de la mesure. Une approche SECM permet I'observation de propriétés locales de conduction
électrique. Méme a faible quantité de MWNT une connexion locale est observable par SECM.
A 'opposée, une mesure électrochimique macroscopique permet I'observation de la connexion

globale de électrode (paragraphe II1.1.4).

111.2.2.4 Suivi de la dialyse du tensioactif par SECM

Comme pour la mesure macroscopique (paragraphe I11.1.3), il est possible de suivre la
connexion locale du réseau de MWNT en fonction du temps de dialyse par mesure de SECM.
Pour cela, une bille Alg 1%/MWNT 1,5%-Brij35 est gélifiée dans rmBaCl, sans étape de
dialyse. Elle est placée dans la solution de mesure et approchée par une UME a différents
temps. Entre deux manipulations, la bille est laissée dans la solution sans agitation. En fonction
du temps, les courbes d’approches (figure I11.17) montrent une régénération de plus en plus

positive. Les valeurs de K évoluent en conséquence. On observe ici la connexion du réseau de
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I11.2. Etude de I’hydrogel par microscopie électrochimique
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FiGURE II1.17 — Courant d’oxydation en fonction de L pour une bille Alg/MWNT-Brij35 non
dialysée. La bille est laissée dans la solution de mesure et approchée par 'UME a plusieurs temps.

nanotubes au fur et & mesure de la désorption du Brij35.

Aprés 180 minutes de dialyse, les courbes d’approches n’évoluent plus. Elles sont similaires
a une mesure faite sur une bille de méme formulation dialysée 24h et approchée immédiatement
aprés immersion dans la solution de mesure.

Ici, le temps caractéristique de la connexion du réseau de MWNT est donc de 180 minutes.
Ce temps est bien inférieur a celui obtenu par mesure macroscopique (~ 2000 minutes). La
désorption du tensioactif s’effectue en priorité a la surface de la bille car c’est la partie la plus
proche du réservoir de dialyse. La mesure de SECM étant une mesure de surface, il est donc
logique d’observer une connexion plus rapide sur l'extérieur de la bille que sur ’ensemble de
I'objet.

Une UME de rayon r permet typiquement de sonder un matériau dans une demi-sphére
de rayon de 'ordre de 5r. Une molécule de Brij35 diffuse sur cette distance, soit 60 um, en
20 secondes. Microscopiquement, le temps de connexion du réseau est supérieur au temps de
diffusion du tensio-actif. D’autres phénomeénes physico-chimiques sont donc limitant dans la

connexion du réseau, comme par exemple la cinétique de désorption du tensio-actif.

II1.2.3 Imager la conductivité de surface

Jusqu’a présent, la mesure SECM nous a permis de sonder la conductivité électrique des
billes Alg/MWNT en un point. En pratique, il est possible d’analyser 1’ensemble d’une surface.
Pour cela, I’électrode est placée & proximité de la surface afin d’enregistrer une régénération
positive. Une fois 'approche effectuée, 'UME est balayée dans le plan xy, au dessus de la
surface & hauteur constante. Le courant d’oxydation est alors enregistré pour chaque position.

Par ce procédé on peut au choix : cartographier la conductivité d’un substrat plat, ou imager
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FIGURE III1.18 — Images SECM enregistrées sur des billes Alg/MWNT 1%. Le courant est normalisé
par le courant d’oxydation mesuré dans la solution, loin de la bille. (A) Bille Alg/MWNT-Brij35. (B)
Bille Alg/MWNT-SDS. Images réalisées par Jean-Marc Noél.

la rugosité de surface d’'un échantillon uniformement conducteur. La résolution de I'image
obtenue dépend du diamétre de 1’électrode utilisée [12]. Dans notre cas, L’électrode de mesure
est un fil de platine de 500 nm de rayon, elle est déplacée a 10 ym.s~'. La taille de I’électrode
permet ici d’obtenir des images de précisions sub-micrométriques, c¢’est-a-dire comparable &
une image optique.

La figure I11.18 (A) représente une image SECM effectuée sur une bille conductrice Alg
1%/MWNT 1%-Brij35. En accord avec la morphologie du mélange non gélifié, on retrouve
une homogénéité globale de la réponse en courant. Des structures linéaires apparaissent. Elle
correspondent ici a la topologie de la surface de la bille. Ces stries sont créées par la contraction
de 'hydrogel lors de sa formation. Elles ont déja été observées lors de la fabrication de capsules
a ceeur liquide [18] (voir la figure 1.12).

A titre de comparaison, cette image de surface peut étre comparée a une surface hétérogéne
en conductivité. Durant ces travaux de thése, un premiére étude a été effectuée sur des hydrogels
Alg/MWNT-SDS par SECM. Elle a fait I'objet d’un article présenté en annexe B [92]. Dans
cette étude, des billes Alg/MWNT-SDS sont approchées et imagées par une UME.

Avant la gélification, les mélanges Alg/MWNT-SDS sont fortement agrégés. Cependant les
billes d’hydrogel composite qui en résultent présentent une régénération positive. Une image
SECM effectuée sur un bille Alg/MWNT 1%-SDS est représentée par la figure I11.18 (B) Elle

révéle une forte hétérogénéité de réponse en courant liée & la mauvaise dispersion des charges.

I11.3 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié la conductivité des hydrogels Alg/MWNT par voie
électrochimique. Dans un premier temps, nous avons montré qu’'une bille d’hydrogel composite
peut étre connectée par contact avec un fil de platine. Une fois dialysée, la bille se comporte
comme une électrode macroscopique résistive. Le réseau de nanotubes est le support de
réactions d’oxydo-réduction, et permet le transport d’électrons sur des distances de 'ordre de

la centaine de microns.
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I11.3. Conclusion

Microscopiquement, des phénoménes similaires sont observés. L’ajout de nanotubes dans la
formulation augmente la conductivité de I’hydrogel. Ce phénoméne, constaté méme aux plus
faibles pourcentages, témoigne d’une connexion du réseau de MWNT. Ce réseau permet le
déplacement de charges sur une distance supérieure au diamétre de 1’électrode. L’observation
de la connexion des MWNT en fonction du temps de dialyse nous permet d’affirmer que la
diffusion du tensioactif dans la solution n’est pas le facteur limitant cinétiquement. Le temps
de connexion semble étre conditionné par la forte affinité entre le tensio-actif et les nanotubes.
La technique de SECM nous a enfin permis d’imager la conductivité des billes d’hydrogel
Alg/MWNT. Le tensioactif utilisé pour la stabilisation des nanotubes avant gélification a une
influence sur le réseau final obtenu aprés dialyse. En effet, des réseaux bien plus uniformes
sont obtenus en choisissant le Brij35 plutot que le SDS.

A la lumiére des observations faites dans ce chapitre, il semble & présent raisonnable
d’encapsuler des bactéries dans une membrane d’hydrogel composite Alg/MWNT. La capsule
pourra étre ensuite connectée par contact électrique. Sa membrane, sous potentiel, sera le
support de la croissance des bactéries et permettra I'extraction des électrons générés par la
population encapsulée.

Cette application biologique de I’hydrogel composite conducteur fait 'objet du dernier

chapitre de cette thése.
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Chapitre IV

Une capsule "anode" de piles

bactérienne.
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Nous avons jusqu’a présent formulé un hydrogel composite conducteur. Nous I’avons ensuite
utilisé comme électrode dans le cadre d’une réaction d’oxydo-réduction. La derniére étape de ces
travaux de thése consiste en 'application de 'hydrogel Alg/MWNT dans le domaine des piles
A bactéries. Notre matériau doit & terme constituer la membrane d’une capsule & cceur liquide
contenant des bactéries électroactives. Dans un premier temps, nous caractérisons la croissance
bactérienne dans ces bioréacteurs. Cette étude permettra de valider la biocompatibilité du

procédé d’encapsulation par une membrane Alg/MWNT conductrice.
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Chapitre I'V. Une capsule "anode" de piles bactérienne.

IV.1 Etude de la croissance bactérienne compartimentée

Comme présenté dans le chapitre I, les capsules a cceur liquide et & membrane d’alginate
peuvent constituer des compartiments biocompatibles. Dans ces réservoirs, les croissances
différent des croissances classiques car elles s’effectuent & potentiel chimique constant. En
effet la membrane étant semi-perméable, les petites molécules peuvent diffuser librement
entre l'intérieur et 'extérieur de la capsule. En plagant la capsule dans un grand volume,
les concentrations en nutriments et déchets peuvent étre considérées comme constantes. Le
potentiel chimique du milieu ne varie donc pas, ou trés peu. Par conséquent, il est intéressant
d’étudier en détails la dynamique de ces croissances compartimentées.

Pour cela, nous avons étudié la croissance encapsulée d’une bactérie modéle, Escherichia

coli.

IV.1.1 Etude de la croissance d’une bactérie modéle encapsulée, Escheri-
chia coli

IV.1.1.1 La bactérie Escherichia coli, culture et croissance

E. coli est une bactérie & Gram négatif du tube digestif de nombreux mammiféres dont
I’homme. Se présentant sous la forme de batonnets, elle mesure entre 0,5 et 3 pum suivant
sa dynamique de croissance et de division. F.coli est aujourd’hui le micro-organisme le plus
étudié et utilisé en recherche. L’accumulation des connaissances et des techniques & son sujet

font de E.coli un organisme modéle.

La souche de laboratoire utilisée dans cette étude est la souche MC4100 (CGSC# : 6152).
Elle n’a pas de flagelle et ne développe pas de pili [100]. Son utilisation a été facilitée par
les ajouts a son chromosome d’un géne de fluorescence (yellow fluorescent protein, YFP) et
d’un geéne de résistance a ampiciline [49]. Ces ajouts permettent d’identifier la bactérie par
imagerie fluorescente, et de diminuer le risque de contamination par 'utilisation d’ampiciline

dans les milieux de culture.

FI1GURE IV.1 — Cliché de bactéries MC4100 YFP par microscopie de fluorescence. Crédits : Denis
Cottinet [26].
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IV.1. Etude de la croissance bactérienne compartimentée

Les conditions de culture de E. coli

La culture de E.coli est simple. Cette bactérie est capable de survivre et de se développer
rapidement dans des environnements variés. Fn conditions optimales, son temps de division
est de l'ordre de 20 minutes. Dans notre étude, le milieu de culture choisi est le Lysogeny
Broth (LB). Le LB est un milieu nutritif contenant les composants nécessaires a la croissance
de micro-organismes : des peptides, des vitamines, des oligo-éléments et des minéraux. Le LB
utilisé au laboratoire contient également une concentration en NaCl de 5 g.L—1.

Pour initier une culture, une souche de FE.coli MC4100 est sortie du stock & -80° C et
décongelée. 2 pL de la culture sont inoculés dans 5 mL de LB et placés dans une étuve 4 37° C
sous agitation. Aprés 12 heures d’incubation, la population est repiquée & nouveau dans du
LB avec un facteur de dilution variant suivant ’expérience.

Cette nouvelle culture permet 1’étude de la croissance bactérienne.

Suivi de la croissance de FE. colt

La bactérie E. coli se divise de maniére binaire en deux cellules filles & la suite d’une phase
de croissance. Si le temps de division Tg;y est constant, la concentration bactérienne c(t) évolue

via la dynamique suivante :
c(t) = 2V 4 ¢ (IV.1)

avec ¢ la concentration initiale en bactéries a ¢ = 0 et N(¢) le nombre de divisions en fonction

du temps.

Comme N (t) = t/Tgiy, 'équation(IV.1) devient :
ct) = 24T & ¢ (IV.2)
D’ou :
c(t) = co * exp(in2 = t/Tyiy) (IV.3)

L’équation (IV.3) montre que si le temps de division est constant, alors la croissance de la
population de bactéries est exponentielle.

La concentration de F. coli est suivie grace & un spectromeétre par des mesures de densité
optique & 600 nm. La turbidité du milieu peut étre reliée a la concentration en bactéries par

millilitre (Bac.mL 1) ¢ par la relation suivante :
¢ =B A(d.o) = 4.10% # (d.0oculture — d-Omilicu) (IV.4)

avec d.Oculture 1a densité optique mesurée sur 1’échantillon et d.opiien la densité optique
mesurée sur le milieu sans bactérie. Cette relation est valable dans le domaine de linéarité
du spectrométre, situé entre 0 et 1 de densité optique. Les cultures présentant une turbidité
trop élevées sont donc diluées pour la mesure de la concentration bactérienne. Le facteur

multiplicatif B est une grandeur standard utilisée en microbiologie, elle permet d’estimer la
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Chapitre I'V. Une capsule "anode" de piles bactérienne.
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F1GURE IV.2 — Courbe de croissance d’une culture de E. coli inoculée a la concentration initiale de
4,5.103 Bac.mL~!. Encadré : Concentration en fonction du temps tracée en échelle log/linéaire faisant
apparaitre la phase exponentielle.

concentration en bactéries en solution. Sa valeur est de 4.108 Bac.mL™! par unité de d.o

((u.d.0)). Cependant elle peut varier d’un facteur 2 & 10 suivant le type de bactéries, leur taille

et I’age de la culture. Il est important de garder cette variation a ’esprit dans la suite

La figure IV.2 représente la croissance d’une culture de E. coli dans du LB & 37° C sous

agitation. Cette croissance peut se décomposer en plusieurs étapes :
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— La phase de latence

Cette premiére phase est caractérisée par un taux de croissance nul. Lorsqu’une culture
est repiquée, le temps de latence correspond au temps nécessaire & la population pour
synthétiser les enzymes adaptées au nouveau substrat. Lors d’une repique dans un milieu

identique & la culture souche, le temps de latence est trés faible, voir nul.
La phase de croissance exponentielle

Lors de cette phase, les bactéries se divisent & temps de division constant. Le taux de
croissance est alors maximum. Sur la figure V.2, la phase exponentielle s’étend de 0 4 5
heures. Sur cette période, la courbe peut étre approchée par 'équation (IV.3). L’exposant
de 'exponentielle permet alors d’évaluer le temps de division. Dans notre cas, le temps

de division de E. coli est de 22 minutes.

La phase de ralentissement

Elle correspond & une diminution du taux de croissance. Ce ralentissement peut étre lié
a I’épuisement du milieu de culture et/ou a "accumulation de déchets. Elle peut donner

lieu & un début d’autolyse des bactéries. Sur la figure IV.2, la phase de ralentissement



IV.1. Etude de la croissance bactérienne compartimentée

s’étend de 5 & 7 heures.

— La phase stationnaire Cette phase est caractérisée par un taux de croissance nul. La
division des bactéries compense la mortalité de la population. En état de déprivation, les
bactéries synthétisent des protéines de manque qui les rendent plus résistantes. Lors de
la phase stationnaire, la concentration en bactéries est de I'ordre de 2.10° Bacterie.mL™!.
Lorsque les ressources nutritives sont épuisées, cette phase peut étre suivie d’'une phase

de déclin ou le taux de croissance devient négatif.

Notons ici que la variabilité du facteur multiplicatif B n’influe pas sur I’évaluation des
temps de division.
Aprés avoir exposé la croissance classique de F. coli en solution dans le LB, nous allons

étudier la croissance de la bactérie dans des capsules a coeur liquide & membrane d’alginate.

Note : Pour ces applications en microbiologie, l'alginate est stérilisé (étuve a 70 ° C pendant
5 heures). Cette étape entraine une diminution de 15 % de la viscosité a tauz de cisaillement
nul de la solution d’alginate. Cette diminution est certainement due a la réduction de la taille

des chaines macromoléculaires lors de ’élévation de la température.

IV.1.1.2 Protocole d’encapsulation et de culture de E. coli

L’encapsulation de E. coli consiste a isoler une ou plusieurs bactéries dans le coeur d’'une
capsule & membrane d’hydrogel. Le protocole de fabrication des capsules est décrit dans la
partie 1.3.2.1. Celui décrivant ’encapsulation de bactéries est illustré par la figure 1V.3.

La solution de coque est composée d’alginate & 2 % et de 1 mmol.L~! de SDS. La solution
de cceur est formulée par dilution au tiers d’une solution de milieu nutritif LB contenant une
concentration connue de bactéries dans une solution de polyéthyléne glycol (PEG, M = 3200
gmol™!) 4 10 %. L’ajout de PEG permet d’augmenter la viscosité de la solution de coeur
favorisant I'obtention de capsules & membrane fine d’épaisseur inférieure & 200 ym. Le PEG
choisi est de faible masse molaire. Son rayon hydrodynamique est donc petit et inférieur a la
taille des pores de I’hydrogel d’alginate. Aprés la gélification, il pourra diffuser librement hors
de la capsule. Des mesures de fuites menées par réfractométrie ont permis d’estimer le temps
de la fuite totale du PEG & 45 minutes.

Les vitesses d’injection des fluides sont controlées par des pousse-seringues. Le débit du
coeur est fixée & 5 mL.h~! et celui de la coque & 2 mL.h~%.

En sortie d’injecteur, les bi-gouttes tombent dans un bain de BaCly a 20 mmol.L~*
contenant quelques gouttes de Tween (0,1 % en volume). Une fois formées, les capsules sont
laissées dans le bain pendant 1 minute. Elles sont ensuite transférées dans un milieu nutritif
LB contenant 0,5 mmol.L~! de BaCly et mises en culture & 37 ° C. Le BaCly permet ici le
maintien physique de I’hydrogel. En effet, les ions sodium monovalents sont trés présents
dans le LB (5 g.L7!) et peuvent déstabiliser les points de réticulation alginate/baryum, en
remplagant les ions baryum dans I’hydrogel [113]. La présence de baryum en solution permet
d’empécher ce phénoméne.

Pour déterminer des concentrations bactériennes dans les capsules, il est important de
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Chapitre I'V. Une capsule "anode" de piles bactérienne.

Coque : Cozur:
Alginate a 2% PEG +
+ 1mM SDS Bactéries
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Air

Solution de BaCl, (20mM) + € Tween

FIGURE IV.3 — Schéma représentant le procédé de fabrication de capsules a coeur liquide et a
membrane d’hydrogel d’alginate contenant des bactéries. Une fois détachée, la bigoutte chute dans un
bain de baryum qui entraine la gélification de la solution d’alginate et I’encapsulation physique des
bactéries. R = 1 mm.

connaitre le volume du coeur de nos bioréacteurs. Pour cela, le poids d’'une bi-gouttes non-
gélifiées est déterminé par pesée. Connaissant les débits et les densités des solutions utilisées, le
volume du cceur de la bi-goutte peut alors étre calculé. Dans les conditions présentées ci-dessus,
il est estimé & 20 uL. La gélification de la membrane entraine une contraction du fluide de
coque. Nous considérons cependant que le volume du cceur n’est pas affecté par ce phénoméne.
A titre de comparaison, les volumes des milieux nutritifs baignant les capsules lors des cultures
sont de 'ordre de 10 & 30 mL.

Les photos de la figure 1V.4 illustrent le développement et la division des bactéries &
I'intérieur de la capsule. En 12 heures, les bactéries colonisent la totalité de I'espace présent
dans le coeur du réservoir sans contamination extérieure (voir photo IV.4 B). Une image de
microscopie de fluorescence permet de constater la fluorescence du cceur liée a I'expression du

géne YFP.

IV.1.1.3 Encapsulation monoclonale

La technique de fabrication par coextrusion permet l’encapsulation d’un nombre contrélé
de bactéries par capsule. Ce nombre peut étre abaissé jusqu’a une seule bactérie pour des
dilutions importantes dans la solution de coeur lors de I’encapsulation. Pour une concentration

moyenne A en bactéries par capsule, la loi de Poisson prévoit la probabilité P(k) d’avoir k
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IV.1. Etude de la croissance bactérienne compartimentée

FIGURE IV.4 — Capsules & membrane d’alginate contenant E. coli. (B) Photo d’une flasque de
culture contenant des capsules aprés 12 heures de culture. (A,C) Clichés de microscopie optique aprés
I'encapsulation, et & t = 12 heures. (D) Cliché de microscopie a fluorescence d’une capsule pleine de E.
coli 2t = 12 heures. Emission & 490 nm. Echelles (A)(C)(D) : 2 mm.

bactéries par capsules :
(IV.5)

Par exemple pour A =0,14 on a :

k 0 1 2 3
Pk) | 869% | 122 % | 0,85 % | 0,04 %

Trois expériences d’encapsulation monoclonale ont été réalisées. Les résultats sont consignés

dans le tableau suivant :

Concentration
Concentration moyenne de Nombre total | % théorique | % expérimental
du coeur bactéries par de capsules de capsules de capsules
(Bac/mL) capsule (Bac/cap) étudiées occupées occupées
97 1,95 30 86 93
5 0,1 113 10 16
5,5 0,11 155 11 17

La concentration moyenne de bactéries par capsule est calculée en utilisant le volume
du cceur de la bigoutte déterminé plus haut (20 uL). Le pourcentage théorique de capsules
occupées est calculé simplement par différence : 1 — P(k = 0). Aprés 12 heures de culture, les

capsules contenant initialement des bactéries sont remplies. Le pourcentage expérimental de
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Chapitre I'V. Une capsule "anode" de piles bactérienne.

FIGURE IV.5 — Flasque de LB contenant des capsules issues d’une encapsulation monoclonale de
E. coli. aprés 12 h de culture.

capsules occupées est donc obtenu par simple décompte des capsules troubles dans les flasques
de culture (voir la figure IV.5).

Les résultats de ’encapsulation monoclonale sont accords avec les prévisions données par
la loi de Poisson.

Cependant, pour toutes les encapsulations, le pourcentage expérimental est supérieur au
pourcentage attendu par la loi de Poisson. Selon nous, cette différence provient probablement
de la valeur du facteur multiplicatif B.

A partir des résultats de l'encapsulation, on peut calculer une valeur expérimentale
de B. Le pourcentage d’occupation observé pour 'encapsulation a 0,11 Bac/capsule est
de 17 %. Il correspond a une concentration moyenne réelle de 0,19 Bac/capsule. Cette
concentration correspond a un facteur de proportionnalité entre le Ad.o. et la concentration de
7.108 Bac.mL~!.(u.d.0)~!. La valeur de B (4.10°® Bac.mL~!.(u.d.0o)~!) utilisée précédemment
semble donc étre sous estimée.

En complément de cette observation, des tests de correspondance entre le Ad.o mesuré
et le nombre de colonies développées sur boite d’agar ont été effectués. Ces tests permettent
d’évaluer B 4 6.10% Bac.mL~!.(u.d.o)~! par unité de densité optique.

Dans la suite nous conservons la valeur de 4.10%® Bac.mL~!.(u.d.o)~! pour B, cependant
nous garderons ces résultats en mémoire lors des futures interprétations.

Nous pouvons tout de méme affirmer qu’il est possible d’encapsuler jusqu’a une bactérie
par capsule afin d’observer le développement d’une colonie monoclonale dans un réservoir
semi-confiné.

L’incertitude sur cette affirmation peut étre évaluée. La loi de Poisson nous permet de
calculer le pourcentage de colonies réellement issues de ’encapsulation d’une unique bactérie,
Jomono

Pour A = 0,19 , o1 & %mono = <o’ = 4 100 = 91 % (IV.6)
Zj:l P(j)
Parmi les cultures des capsules occupées, 91 % sont donc des cultures monoclonales.

Apreés ces considérations liées au processus d’encapsulation, il est intéressant d’étudier la

dynamique de croissance de ces cultures compartimentées.
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IV.1. Etude de la croissance bactérienne compartimentée

IV.1.1.4 Suivi de la croissance de bactéries encapsulées

Il est possible de suivre la croissance en capsule par une mesure similaire & celle effectuée
en solution. Pour cela, une trentaine de capsules sont fabriquées avec une concentration initiale
en bactéries de 7.10° Bac.mL~! soit 1,4.10* Bac/capsule. A intervalles réguliers, une capsule
est prélevée du milieu de culture et détruite par compression & I'aide d’une spatule dans 1
mL de milieu LB. L’échantillon de mesure est passé au vortex pour redisperser la totalité des
bactéries de la capsule dans la solution. Une mesure de d.o. permet alors de remonter & la

concentration dans la capsule.

La figure IV.6 compare la croissance dans une capsule et en solution. Au début de la
croissance, la dynamique est similaire dans les deux cas. Le temps de division en phase
exponentielle dans les capsules est de 27 minutes. Cette phase est ensuite suivie d’une phase
de ralentissement puis d’une phase stationnaire. La concentration en bactéries durant la phase
stationnaire vaut 1.10'© Bac.mL~'. On remarque que le temps de division de E. coli dans les
capsules est similaire au temps de division de la bactérie en solution. La culture en capsule ne
semble donc pas perturber la croissance de E. coli. La concentration en phase stationnaire
est plus élevée que la concentration en solution. Cette différence est liée au confinement des
bactéries dans la capsule.

Cependant nous ne pouvons pas discuter plus de la concentration en phase stationnaire
car lors de ces expériences, les bains extérieurs ont été contaminés par E.coli. On constate
ici une limite de la technique d’encapsulation. Lors de la création des capsules, la zone de
détachement de la bigoutte et la création d’une goutte satellite offrent la possibilité aux
bactéries de contaminer le bain de gélification. Dans le cas de concentrations bactériennes
élevées dans le cceur de la bi-goutte, la probabilité de contamination du bain est grande. Cette
contamination peut ensuite se propager dans le milieu de culture lors du transfert des capsules.
Pour des bactéries a temps de division court comme FE. coli, une seule bactérie suffit alors pour
coloniser la totalité du milieu de culture en quelques heures et perturber la croissance dans les
capsules.

Pour suivre la croissance, la concentration initiale utilisée est 10° fois plus élevée que celle
de I'encapsulation monoclonale. Cette différence explique ’apparition de contamination dans
les milieux de culture. Afin d’évaluer la concentration limite dans les capsules nous avons
étudié des capsules monoclonales ne présentant pas de contamination extérieures. Au bout
de 120 heures de culture, la concentration interne de la capsule atteint une valeur limite de
I'ordre de 2.10™ Bac.mL™".

A de telles concentrations, nous pouvons nous interroger sur la viabilité des bactéries
encapsulées. Le principal inconvénient de la mesure de concentration par turbidité est la
comptabilisation des bactéries mortes. Afin de connaitre la quantité réelle de bactéries vivantes,
des bactéries issues de capsules en phase stationnaire sont étalées sur des boites d’agar de
milieu LB. En comparant le nombre de colonies formées au nombre de bactéries étalées sur le
gel, on obtient le pourcentage de bactéries capables de se diviser pour former une colonie. On

parle alors d’unité formant une colonie (UFC).

Un comptage a été effectué sur 7 capsules provenant de 4 encapsulations non monoclonales
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FI1GURE IV.6 — Courbe de croissance d’une culture encapsulée de E. coli, inoculée a la concentration
initiale de 7.10° Bac.mL~! (bleu). A titre de comparaison la courbe de croissance en solution est
reportée en rouge.

différentes. Ces capsules, mises en culture pendant des temps compris entre 19 et 26 heures,
contiennent en moyenne 93 % d’UFC. Un décompte similaire effectué sur des capsules mo-
noclonales en culture depuis 120 heures a révélé une moyenne de 119 % d’UFC. Ces hauts
pourcentages nous informent de la viabilité des bactéries encapsulées méme & hautes concentra-
tions. Ces chiffres doivent cependant étre considérés avec précaution car ils ne prennent pas en
compte la variabilité de B. En effet, durant la phase stationnaire, la taille des bactéries diminue
et entraine une variation de la valeur de B. Pour étudier plus précisément la proportion de
bactéries vivantes en solution, il faudrait procéder & un marquage de type "live/dead" et

compter les bactéries par cytométrie de flux.

Malgré une réserve presque infinie de nutriments, la concentration dans les capsules semble
étre limitée a des valeurs proches de 1.10"! Bac.mL™!. Le paragraphe suivant explicite les

facteurs pouvant limiter la croissance en capsules

IV.1.1.5 Les limites possibles de la croissance encapsulée

La loi de tolérance de Shelford énonce qu’il existe des limites dans les facteurs environne-
mentaux au-dessous ou au-dessus desquelles un organisme ne peut pas survivre et se développer
[117]. De maniére générale, la croissance et la division bactérienne sont stoppées par le manque
d’un nutriment essentiel au développement ou ’accumulation de déchets ou d’une molécule
excrétée [103]. Ces facteurs sont des effets de concentration dans le milieu. Dans notre cas, les
capsules sont des réservoirs de 20 pL baignants dans un volume de milieu 200 & 1000 fois plus
important. Dans ces réservoirs infinis, les limites liées a la concentration d’espéces ne semblent
pas prépondérantes dans le cas de la culture de E. coli encapsulée dans le LB, milieu nutritif

riche.
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IV.1. Etude de la croissance bactérienne compartimentée

FIGURE IV.7 — Evolution de la morphologie de capsules contenant E. coli en fonction du nombre
de jours de culture. Echelle : 1,5 mm.

Un facteur important a prendre en compte est la diffusion des nutriments au coeur de la
capsule. Au concentrations bactériennes élevées, la diffusion des nutriments jusqu’au centre
du réservoir peut étre ralentie. Ce phénomeéne entrainerait alors un arrét de la croissance au
centre de la capsule, voir une décroissance de la population. Ce probléme de diffusion a déja
été reporté par Alessandri et al. [2], lors de la culture de cellules de tumeurs dans des capsules
similaires. Ils constatent aprés plusieurs jours de croissance, une augmentation du taux de
cellules mortes au centre de la capsule.

Cependant ce probléme de diffusion ne concerne pas les bactéries en périphérie du cceur.
Elles continuent donc leur croissance et leur division. Cette croissance peut entrainer une
pression sur la membrane d’alginate et la déformer [2]|. La figure IV.7 montre I’évolution d’une
capsule contenant des bactéries E. coli entre 0 et 8 jours de culture. La membrane s’affine au

fur et & mesure du temps sous la pression interne exercée par la culture en développement.

Dans leur étude sur 'encapsulation de cellules tumorales, Alessandri et al. [2] observent
la pression de la tumeur en expansion sur la membrane, jusqu’a la rupture de celle-ci. Dans
notre cas, la pression peut étre constatée par la mesure du diamétre des capsules de la figure
IV.7. Entre 0 et 8 jours de culture, le diamétre augmente de 10 %. Malgré cette pression, la
rupture de la membrane n’a pas été observée lors de cultures de E. coli en capsule.

Afin d’étudier en détail les limites de la croissance de E. coli, 'utilisation d’un milieu
différent du LB pourrait s’avérer intéressante. Un milieu controlé en nutriments permettrait de
corréler la croissance avec I'apport en substrat. L’influence de la quantité de substrats et des

déchets pourrait alors étre explorée. Il serait également intéressant de marquer les bactéries
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Chapitre I'V. Une capsule "anode" de piles bactérienne.

vivantes et mortes et d’imager la capsule en 3 dimensions afin de connaitre la répartition
spatiale des bactéries suivant leur état. Des premiéres mesures en microscopie confocale ont été
entreprises dans ce but, mais la densité bactérienne ne permet que ’observation des couches

extérieures du coeur de la capsule.

La technique de fabrication de capsule a cceur liquide développée au LCMD permet donc
I’encapsulation et la culture de micro-organismes. Elle permet d’isoler de maniére controlée
jusqu’a une bactérie par réservoir. La croissance dans ces compartiments suit une dynamique
similaire a celle de la croissance en solution. Pour E. coli, la culture encapsulée & potentiel
chimique constant permet I'obtention de concentrations bactériennes en phase stationnaire 10
a 100 fois supérieures a celle obtenue en solution.

Aprés 'étude de cette bactérie modeéle, ous allons nous intéresser & la culture d’un organisme

électroactif Geobacter sulfurreducens. Nous présentons ici sa culture en solution et en capsule.

IV.1.2 Etude de la croissance encapsulée de Geobacter sulfurreducens

Geobacter sulfurreducens est la bactérie électroactive présentée au chapitre 1. Elle est
capable de convertir un substrat organique en courant électrique par l'intermédiaire d’une

électrode solide sous potentiel.

IV.1.2.1 La culture de G. sulfurreducens

Dans notre étude, la souche de G. sulfurreducens utilisée est la souche PCA fournie par
DMSZ (référencée DSM 12127). Son milieu nutritif est réalisé selon le protocole 826 Geobacter
medium de DMSZ (milieu 826) dont la formulation est détaillée en Annexe C. Ce milieu
comporte les éléments essentiels & la croissance et a la division bactérienne. La source de
carbone utilisée est 'acétate de sodium. Le fumarate de sodium est ’accepteur soluble qui
permet l'externalisation des électrons générés par G. sulfurreducens. Le milieu est formulé
a pH 7. Une culture est initiée par dilution d’une culture mére dans du milieu vierge. G.
sulfurreducens étant une bactérie anaérobie, les cultures sont effectuées dans des tubes de
type hungate, fermés par un septum en caoutchouc butyle étanche au gaz. Avant incubation,
Poxygéne est chassé des milieux par bullage d’'un mélange de No + CO2 (80 %/20 %). La
culture est incubée & 30 ° C sous agitation orbitale.

La bactérie G. sulfurreducens est identifiable par sa couleur rouge caractéristique. La figure
IV.8 A présente une culture sur une boite d’agar/milieu 826. Les colonies sont rondes et
d’une teinte rouge visible a I'ceil, et détectable par spectroscopie UV-visible. La figure IV.8
compare le spectre d’absorption du milieu 826 et celui de G. sulfurreducens. La couleur rouge
de la culture se distingue par un pic d’absorption autour de 400 nm. Cette teinte est liée a la

présence de cytochromes C contenant des ions Fe(III) sur la membrane des bactéries.

IV.1.2.2 Croissance de G. sulfurreducens en solution

Comme pour E. coli, on suit la croissance de G. Suffurreducens. La concentration en

solution de G. Suffurreducens est estimée & partir du A(d.o) mesuré & 600 nm et du facteur B
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FI1GURE IV.8 — (A) Colonies de G. sulfurreducens sur une boite d’agar/milieu 826. Echelle : 1 cm.
(B) Spectre d’absorption de G. sulfurreducens entre 350 et 800 nm.

présenté précédemment.

La figure 1V.9 représente la croissance d’une culture de G. sulfurreducens sous atmosphére
anaérobie dans le milieu 826, & 30 ° C sous agitation (courbe rouge). Comme pour E. coli, une
phase de croissance exponentielle est observée. Le temps de division durant cette phase est
estimé a 10 heures. La culture atteint ensuite une phase stationnaire. La concentration est
alors de I'ordre de 6.10” Bac.mL .

IV.1.2.3 Encapsulation et croissance de G. sulfurreducens

Par un protocole similaire & celui utilisé pour E. coli, G. sulfurreducens est encapsulée
dans une capsule & membrane d’alginate. G. sulfurreducens étant moins robuste que E. coli,
I’encapsulation est suivie d’une étape de lavage d’une heure dans du milieu 826 afin d’éliminer
le PEG et le SDS présents dans la formulation de la capsule. Les capsules sont ensuite mises
en culture & 30 ° C dans un volume 50 fois supérieur & leur propre volume dans du milieu 826
dégazé additionné de 0,1 mmol.L~! de BaCl,. On a donc :

Viniliew = 50 * 1 = chaspule (IV7)

avec n le nombre de capsules mises en culture, Viaspule le volume du coeur d'une capsule
(20 uL), et Viilien le volume de milieu baignant les capsules.

La figure IV.9 représente la croissance d’une culture de G. sulfurreducens encapsulée
(courbe orange). Le temps de division en phase exponentielle est estimé a 11 heures entre
0 et 2,5 jours. La croissance en capsule suit donc la méme dynamique que la croissance en
solution. La concentration atteinte en phase stationnaire est de 3,5.10° Bac.mL~!. Comme
pour E.coli, la concentration en capsule est donc plus élevée que lors d’une culture en solution.

Cependant la concentration reste inférieure a la concentration mesurée pour les cultures de F.
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FiGURE IV.9 — Courbe de croissance d’une culture de G. sulfurreducens en solution (rouge,
Cy, = 4.10° Bac.mL™!) et encapsulées (orange, Cy, = 4.6.10° Bac.mL~1). Les points noirs représentent
les concentrations obtenues pour des cultures dans des capsules & membrane Alg/MWNT-Brij35.

coli encapsulées. Pour 'encapsulation de G. sulfurreducens, nous n’avons pas observé de cas
de contaminations du milieu de culture.

La comparaison entre les concentrations en solution et en capsule donne un rapport de
l'ordre de 60. Cet ordre de grandeur est similaire au facteur de dilution des capsules dans leur
milieu de culture. Cela nous invite & penser que le plateau observé pour la culture en capsule
est lié & une carence en acétate, la source carbonée du milieu. Ce constat peut étre vérifié par
un renouvellement du milieu de culture. Les photos de la figure IV.10 montrent les capsules
a deux stades de culture différents. La figure IV.10 (A) est une photo de capsules en phase
stationnaire & 8 jours de culture. On peut remarquer 'adhésion des bactéries & la membrane
d’hydrogel. Ce phénomeéne est encourageant dans I'optique de notre application. Cette adhésion
devrait améliorer le contact électrique entre la bactérie et la membrane d’hydrogel conducteur.
La figure IV.10 (B) est une photo de capsules & 20 jours de culture dans un milieu renouvelé
au dixiéme jour. Elle permet de constater visuellement ’augmentation de la concentration
en bactéries lors du renouvellement du milieu de culture. La concentration dans la capsule
augmente alors pour atteindre des concentrations autour de 1.10'° Bac.mL~!. Ici, la carence

en acétate était donc bien le facteur limitant la croissance.

IV.1.2.4 Encapsulation et croissance de G. sulfurreducens dans une capsule a

membrane conductrice

Le mélange utilisé pour ’encapsulation par une membrane conductrice est composé de 1,5
% d’alginate, 1,5 % de MWNT-Brij35 et 1 mmol.L.~! de SDS. Le protocole d’encapsulation et
de culture de G. sulfurreducens est le méme que dans le cas d’une capsule sans MWNT. Les
capsules sont réalisées avec un débit de coeur de 5 mL.h~! et un débit de coque de 3 mL.h~!.

Le volume du cceur des capsules vaut alors 18 ul.. Afin d’optimiser la dialyse du Brij35 et la
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FIGURE IV.10 — Capsules a cceur liquide et & membrane d’alginate contenant G. sulfurreducens
en culture. (A) Culture aprés 8 jours d’incubation. (B) Culture aprés 20 jours d’incubation et un
renouvellement de milieu au bout de 10 jours. Echelle : 1 cm.

connexion des nanotubes dans la membrane, le milieu 826 baignant les capsules est renouvelé

aprés 12 heures de culture.

La croissance dans les capsules & membrane conductrice est similaire & celle observée
dans les capsules simples. Les points noirs du graphique V.9 représentent la concentration
bactérienne dans des capsules & membrane conductrice. A méme concentration initiale, la
concentration en phase stationnaire est identique pour toutes les capsules, conductrices ou

non, au bout de 10 jours d’incubation.

Il est donc possible d’encapsuler et faire croitre G. sulfurreducens dans des capsules & cceur
liquide et membrane conductrice. Ce résultat est une preuve de la biocompatibilité de notre

procédé d’encapsulation par une membrane conductrice.

Il faut & présent vérifier que ’hydrogel formulé peut étre le support de 'activité électrique
de bactéries. Lorsqu’il est connecté électriquement, ’hydrogel conducteur doit permettre
I’adhésion des bactéries et doit pouvoir faire transiter les électrons externalisés par les bactéries

électroactives.

Pour des raisons pratiques liées & la manipulation et I'observation, des billes pleines ont
été utilisées dans un premier temps pour validercette étape. Ces billes sont fabriquées selon le

protocole présenté a la partie 11.2.4.
Dans la suite nous étudions donc le cas de billes Alg/MWNT sous potentiel en présence

de bactéries électroactives G. sulfurreducens en solution. Cette étude peut étre comparée aux

travaux publiés par Bond et Lovley [16] et présentés dans le chapitre introductif (I1.1.2.2).
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FI1GURE IV.11 — Schéma (a) et photo (b) du systéme d’électrodes permettant la connexion et
létude de I’hydrogel Alg/MWNT comme une électrode macroscopique support de l'oxydation de
lacétate par G. sulfurreducens. Le milieu de culture ne contient pas de fumarate. L’ensemble du
dispositif est enfermé dans une tube hermétique aux gaz.

IV.2 Production d’un courant électrique par G. sulfurreducens
attachée a une électrode composite Alg/MWNT

IV.2.1 Dispositif de connexion électrique et de mesure de courant

Nous souhaitons mesurer 'activité électrique de G. sulfurreducens wia une électrode
d’hydrogel Alg/MWNT connectée. Cette mesure s’effectue a I’aide d’un systéme de trois
électrodes : une bille conductrice connectée par un fil de platine (électrode de travail), une
contre électrode en grille de platine et une électrode de référence au chlorure d’argent (figure
IV.11(b)). Ces trois électrodes sont reliées & un potentiostat permettant d’effectuer des mesures
de voltampérométrie cyclique et de chronoampérométrie.

L’expérience de mesure d’électroactivité bactérienne est schématisée sur la figure IV.11(a).
L’électrode d’hydrogel est utilisée comme accepteur d’électron lors de 'oxydation de ’acétate
en CO9 par les bactéries. Pour pouvoir récupérer des électrons wvia 1’électrode, il est nécessaire
d’éliminer le fumarate du milieu de culture. Pour cela, une culture de G. sulfurreducens est
centrifugée a 2700 g pendant 45 minutes. Le surnageant est alors remplacé par du milieu de
culture ne contenant pas de fumarate (milieu 826(-)). L’échantillon est agité puis centrifugé a
nouveau dans les mémes conditions. Les bactéries du culot sont ensuite injectées dans le milieu
826(-) baignant les trois électrodes. Ces lavages successifs permettent d’éliminer efficacement
le fumarate de la solution de bactéries injectée dans le tube de ’expérience.

Afin de conserver une atmosphére anaérobie, 'expérience est effectuée dans un tube hungate
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FIGURE IV.12 — Evolution temporelle du courant généré par un biofilm de G. sulfurreducens sur une
bille connectée Alg 1%/ MWNT 2%. Encadré : Evolution du courant en représentation logarithmique.

(figure IV.11(b)). Les électrodes sont connectées a travers le septum du tube. Le tube est plongé
dans un bain & 25 ° C et placé sous agitation magnétique légére afin d’éviter la sédimentation
des bactéries.

Apreés l'inoculation des bactéries dans le milieu, I’électrode de travail est portée & un
potentiel fixe de 0,4 V. Le courant mesuré a 1’électrode de travail est suivi en fonction du

temps.

IV.2.2 Courant généré par G. sulfurreducens

La figure IV.12 présente le courant mesuré en fonction du temps avec une bille Alg
1%/MWNT 2% en présence de G. sulfurreducens.

Le courant initialement trés bas (~ 0,5 pA) augmente jusqu’a 0,2 mA au bout de 5 jours
d’incubation. Le courant obtenu résulte de ’activité métabolique des bactéries. En oxydant
I’acétate, elles externalisent des électrons qui sont récupérés par la bille conductrice. La courbe
obtenue sur les 5 premiers jours est comparable & 1’évolution du courant obtenue par Bond
et Lovley [16]| présentée dans le premier chapitre de ce manuscrit (voir figure I.4(a)). Dans
notre expérience, on peut constater au bout de plusieurs jours le développement d’un biofilm
a la surface de la bille connectée. Ce biofilm résulte de I’adhésion et du développement des
bactéries sur I’hydrogel. Ce biofilm est assez épais pour étre observé a I'ceil comme le montrent
les photos de la figure IV.13 A. Sur les photos, on retrouve la couleur rouge caractéristique de

G. sulfurreducens.
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»

Fi1GURE IV.13 — (A) Biofilm de G. sulfurreducens développé sur une bille Alg 1%/ MWNT 2%
mise sous potentiel pendant 10 jours. (B) Biofilm de G. sulfurreducens développé sur une bille Alg
1%/MWNT 1,5% mise sous potentiel pendant 5 jours. Echelles : 1 mm.

Au bout de 5 jours et demi, le courant décroit fortement. En renouvelant le milieu de
culture, le courant ré-augmente immeédiatement. Sa valeur est du méme ordre de grandeur
que celle mesurée avant la chute (voir figure I1V.12). La différence de courant observée au
moment du remplacement du milieu est certainement liée a une destruction partielle du biofilm.
Le changement du milieu nécessite un bullage afin de remettre le dispositif de mesure sous
atmosphére anaérobie. Durant ce bullage, nous avons constaté un détachement de morceaux
de biofilms par impact des bulles sur la bille. Comme on peut 'observer sur la figure [V.13 A,
certaines zones de la bille ne sont alors plus recouvertes de biofilm.

Compte tenu de cette observation, nous pouvons affirmer que le courant observé, avant
et aprés la chute, est uniquement généré par le biofilm bactérien développé sur la bille. Les
bactéries non adsorbées n’ont pas de contribution électroactive. La ré-augmentation du courant
est en accord avec les travaux de Bond et Lovley [16]. G. sulfurreducens ne sécréte pas de
médiateur red/ox soluble. Le transfert d’électrons s’effectue donc uniquement par contact
physique.

Sur la figure 1V.12, la représentation logarithmique du courant révéle une croissance
exponentielle en fonction du temps. Cette évolution témoigne de la division & temps constant
des bactéries électroactives du biofilm adsorbé & la surface de la bille. Si 'on admet que le
courant est proportionnel au nombre de bactéries, on peut calculer un temps de division dans
le biofilm. Il est de l'ordre de 14 heures entre 1 et 4 jours d’incubation. On trouve ici un temps
légérement plus élevé que le temps de division observé en solution en présence de fumarate (10
heures).

Les densités de courant mesurées peuvent étre obtenues par simple division du courant
mesuré par la surface de la bille (38 mm?).

La connexion d’une bille Alg 1%/MWNT 2% en présence de G. sulfurreducens a été réalisée
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IV.2. Production d’un courant électrique par G. sulfurreducens attachée a une
électrode composite Alg/MWNT
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FiGURE IV.14 — Voltampérométries cycliques effectuées sur un biofilm de G. sulfurreducens
développé sur une bille Alg 1%/MWNT 1,5% au bout de 9 jours d’incubation (rouge). Pour comparaison
des CV effectuées a t = 0 et sans la bille connectée sont présentées respectivement en orange et gris.
Vitesse de balayage 2 mV.s~!.

deux fois. Les densités de courant maximales obtenues sont 5 A.m~2 et 7 A.m~2.

La connexion d'une bille Alg 1%/MWNT 1,5% a permis l'obtention d’une densité de
courant de 4,4 A.m~2. Le biofilm obtenu & la fin de I'expérience couvre la totalité de I'hydrogel
comme le montre la photo IV.13 B.

Enfin nous avons utilisé une bille Alg 1,5%/MWNT 1,5% dont la composition est celle
de la membrane conductrice des capsules utilisées précédemment pour ’encapsulation de G.
sulfurreducens. Cette bille a permis 1'obtention d’une densité de courant de 2,4 A.m™2.

Les densités de courant obtenues sont similaires les valeurs obtenues dans des études
utilisant du papier carbone comme électrode support de 1’électroactivité de G. sulfurreducens
[95]. On observe logiquement que la densité de courant maximale obtenue diminue lorsque le
pourcentage de nanotubes diminue et lorsque le pourcentage d’alginate augmente. Malgré une
conductivité trés inférieure au papier carbone (2,4.10* S.m~! contre 0,1 S.m~!), I’hydrogel
composite conducteur est donc aussi performant en terme de récupération d’électrons.

I1 est également possible de sonder 1’électroactivité du biofilm par voltampérométrie cyclique
[121][38][75]. La figure IV.14 présente une CV effectuée sur un biofilm développé sur une bille
Alg 1% /MWNT 1,5% au bout de 9 jours de culture. La forme sigmoide du cycle indique
une transition de type red/ox. Elle correspond certainement au signal électrochimique des
cytochromes C du biofilm [60][85]. Le cycle comporte un plateau en courant pour les potentiels
supérieurs & 0,4 V. Ce plateau indique que le transfert électronique n’est pas limité par le
contact entre les bactéries et I’hydrogel mais par les processus électrochimiques internes de la

bactérie.

Les résultats présentés ici démontrent que I’hydrogel Alg/MWNT permet 1’adhésion des

bactéries électroactives sous forme d’un biofilm et 'extraction des électrons générés. De plus,
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Chapitre IV. Une capsule "anode" de piles bactérienne.

PDMS permettant la compression
mécanique de la capsule

Capsule a membrane
conductrice connectée

Contre électrode :
Grille de Platine

Electrode de mesure: fil de
platine

Electrode de référence :

FIGURE IV.15 — Photo du systéme de 3 électrodes dans un tube hermétique au gaz permettant la
connexion électrique d’une capsule.

il est possible de véhiculer des électrons dans le réseau de MWN'T sur une distance avoisinant
le rayon d’un bille Alg/MWNT soit environ 1 millimétres.

Il convient & présent de connecter une capsule & membrane conductrice contenant des
bactéries électroactives afin d’utiliser la membrane comme une anode et sonder l'activité

électrique de la population encapsulée.

IV.3 La capsule "anode", un outil compartimenté pour sonder

I’électroactivité bactérienne

IV.3.1 Dispositif de connexion d’une capsule & membrane conductrice

Pour mettre la membrane de la capsule sous potentiel, il est nécessaire de la connecter
électriquement & un fil de platine.

Contrairement & une bille, la capsule ne peut pas étre traversée par un fil. Elle n’est pas
assez résistante mécaniquement et serait détruite. La membrane est trop fine (~ 200 pm) pour
envisager raisonnablement de planter un fil dans la coque de la capsule.

Nous avons donc choisi de connecter la capsule par un contact extérieur entre la membrane
et un fil de platine sous potentiel par une légére compression mécanique. La photo de la figure
IV.15 présente le systéme de connexion. Une cale en PDMS permet garder la capsule en contact

intime avec le fil de platine.
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IV.3. La capsule "anode", un outil compartimenté pour sonder ’électroactivité
bactérienne

Electrode de
référence

Electrode
de travail POTENTIOSTAT Contre-
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Bactéric @D

FI1GURE IV.16 — Schéma d’une capsule sous potentiel contenant G. Sulfurreducens. La capsule est
connectée par contact avec un fil de platine. L’ensemble est plongé dans un milieu de culture contenant
de 'acétate de sodium.

Le schéma de la figure IV.16 expose le principe de mesure de l'électroactivité d’une
population bactérienne encapsulée. En oxydant de 'acétate, les bactéries générent des électrons.
Elles peuvent ensuite transférer ces électrons & un substrat solide sous potentiel : la membrane
de la capsule. Avec 'aide d’un potentiostat, il est possible de suivre I’activité électrique de la

population encapsulée en fonction du temps.

IV.3.2 Mesure de ’électroactivité d’une population de G. sulfurreducens
encapsulée

G. sulfurreducens est encapsulée a la concentration de 3.10° Bac/capsule par un mélange
Alg 1,5%/MWNT 1,5%-Brij35/SDS 1mM. Les débits utilisés sont 5 mL.h~! pour le fluide
de coeur et de 4 mL.h™! pour le fluide de coque. Le volume du cceur des capsules vaut alors
16 pL. Les capsules sont mises en culture dans du milieu 826 complet afin de permettre la
dialyse des tensioactifs et la connexion du réseau de MWNT dans la membrane. Aprés 7 jours,
une capsule est prélevée et lavée pendant 2 heures dans 15 mL de milieu 826(-) afin de dialyser
le fumarate présent dans la capsule. Elle est ensuite positionnée dans le systéme de connexion.
L’ensemble est mis sous atmosphére anaérobie dans du milieu 826(-) a 25 ° C. L’électrode de
mesure est mise sous potentiel & 0,4 V et le courant est suivi en fonction du temps grace au
potentiostat.

La figure IV.17 montre I’évolution de I’électroactivité de la population G. sulfurreducens
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Chapitre I'V. Une capsule "anode" de piles bactérienne.

Courant (uA)

Connexion de la capsule a membrane
conductrice contenant G. sulfurreducens

0 2 4 6 8 10 12 14
Temps (jours)

FIGURE IV.17 — Evolution temporelle de la densité de courant générée par G. sulfurreducens dans
une capsule & membrane conductrice connectée.

encapsulée.

Sans capsule, la densité de courant mesurée est de 2,7.1078 A. A la connexion, le courant
se stabilise rapidement a 8,1.1076 A. Cette augmentation témoigne certainement de ’adhésion
préalable des bactéries sur la surface intérieure de la membrane. La mise sous potentiel de la
capsule permet immédiatement aux bactéries adsorbées de transférer des électrons & 1’électrode
via le réseau de nanotubes de carbone. Le courant augmente ensuite pendant 11 jours jusqu’a
21,6.107% A. Afin de comparer le courant obtenu aux expériences précédentes, on peut convertir
le courant en densité de courant. La surface utilisée pour cette conversion est une estimation
de la surface intérieure de la membrane obtenue & partir du volume du coeur (31 mm?). La
densité de courant maximale obtenue est de 0,7 A.m™2. On peut constater que la densité de
courant observée est moindre par rapport celle mesurée avec des biofilms développés sur une
billes Alg 1,5%/MWNT 1,5% (2,4 A.m~2). Cette différence provient peut étre du type de
connexion utilisé dans les deux cas. Ici nous utilisons une connexion par contact que 1’on peut
comparer & la connexion d’un fil "planté" utilisée dans le paragraphe précédent. La qualité de
la connexion peut étre estimée par voltampérométrie cyclique dans une solution de ferrocéne
méthanol. Deux CV sont effectuées avec une méme bille Alg 1,5%/MWNT 1,5% dans les deux
configurations, "contact" ou "plantée". Le courant maximum d’oxydation obtenu en connexion
"plantée" se révéle 2,5 fois plus élevé que celui de la connexion par "contact". La connexion par
"contact" utilisée ici est moins efficace que celle des billes "plantées" du paragraphe précédent.

En conséquence, la surface mise sous potentiel est certainement plus faible dans le cas d’une
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IV.4. Conclusion

connexion par "contact". On peut donc affirmer que la différence observée est principalement
due au systéme de connexion. Le contact que nous utilisons pour connecter les capsules est
perfectible. Il faudrait pour cela utiliser une surface de connexion plus large qu'un simple fil

de platine.

IV.4 Conclusion

Dans ce chapitre, une étude de la croissance de bactéries dans les capsules a montré
que ces objets permettent la culture compartimentée et parallélisée de micro-organismes. En
s’appuyant au départ sur une bactérie modéle, nous avons ensuite montré que cette technique
est applicable a la culture d’autres bactéries et micro-organismes comme G. sulfurreducens.
Enfin, 'ajout d’une propriété de conduction électrique & la membrane ne semble pas perturber
la croissance des micro-organismes. Nous prouvons par cette étude, la biocompatibilité de
notre procédé d’encapsulation par une membrane d’hydrogel conducteur.

Nous avons ensuite montré que I’hydrogel conducteur Alg/MWNT peut étre utilisé comme
électrode dans des applications de microbiologie. Connecté électriquement, il permet la récupé-
ration d’électrons produits par un biofilm bactérien développé a sa surface. Ses performances
en courant sont similaires au papier carbone communément utilisé dans le domaine des piles a
bactéries.

Enfin la mise sous potentiel de capsules contenant G. sulfurreducens a prouvé qu’il est
possible de sonder I’électroactivité de bactéries isolées dans ces compartiments semi-perméables.
Certes le systéme de mesure est perfectible, mais cette étude ouvre la voie & de nombreuses pers-
pectives portant sur le développement et ’amélioration des piles & bactéries. Ces perspectives

sont développées dans la conclusion générale de ces travaux de théses.
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Conclusion générale et perspectives
d’utilisation de la capsule a membrane

conductrice

Il est reconnu aujourd’hui par la communauté scientifique que la production d’énergie par
des micro-organismes est une voie d’avenir qu’il est nécessaire d’explorer avec les technologies
les plus avancées. Les piles bactériennes constituent une solution prometteuse pour la conversion
de matiéres organiques en électricité.

Dans le chapitre introductif de ce manuscrit nous avons vu que le développement de cette
technologie s’articule autour de plusieurs axes majeurs. L’amélioration des rendements de piles
microbiennes est possible grace au développement de structures d’électrodes innovantes et de
nouvelles architectures de chambres anodique et cathodique. D’un point de vue biologique,
la compréhension des métabolismes bactériens et des effets de collaboration, ainsi que la
découverte de nouveaux micro-organismes électroactifs représentent les voies de progrés des
MFC.

Afin d’explorer ces voies d’amélioration, il est nécessaire de développer de nouveaux
dispositifs d’étude. Durant ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a créer un outil
permettant de compartimenter et d’étudier I’électroactivité de bactéries. En s’appuyant sur
une technologie présente au laboratoire, cette outil peut étre fabriqué en série sous la forme
d’une capsule & cceur liquide et & membrane d’hydrogel possédant des propriétés de conduction
électrique.

Le challenge principal de ces travaux de thése reposait donc sur la formulation d’un hydrogel
biocompatible conducteur permettant de créer des capsules a coeur liquide.

Le deuxiéme chapitre de ce manuscrit détaille la formulation d’un tel matériau. Ce dernier
se compose de deux phases : I’hydrogel d’alginate et une phase solide de nanotubes de carbone,
dispersés a l'aide un tensio-actif. Par impédancemétrie, nous avons constaté un seuil de
percolation électrique & 0,6% en masse de nanotubes. Le matériau composite posséde alors
une conductivité de l'ordre de 0,1 S.m~!. Nous avons également montré que 'étape de dialyse
du tensio-actif permet la connexion électrique entre les nanotubes.

Le chapitre suivant présente la caractérisation de notre hydrogel composite conducteur
par des mesures électrochimiques. Nous avons montré que cette hydrogel peut étre connecté
électriquement et se comporter comme une électrode macroscopique poreuse.Nous avons

suivi dans le temps la création du réseau de nanotubes dans ’hydrogel en le connectant
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Conclusion Générale

électriquement. Cette étude macroscopique a été complétée par I’analyse de I’hydrogel aux
petites échelles grace a la microscopie électrochimique. Nous avons observé microscopiquement
la cinétique de connexion du réseau conducteur. Méme localement, le temps caractéristique de
connexion des nanotubes est plus long que le temps de diffusion du tensio-actif sur une distance
caractéristique du systéme. D’autres phénoménes comme la dynamique d’adsorption /désorption
du tensio-actif sur les nanotubes sont donc limitants dans création du réseau conducteur.

Dans une derniére partie, nous démontrons enfin que la capsule & coeur liquide permet
I’échantillonnage et ’étude de la croissance de populations bactériennes. Dans ces réservoirs,
les vitesses de croissance sont similaires & celles observées en solution mais les concentrations
en phase stationnaire obtenues sont plus élevées. Cette différence est liée a la suppression des
effets de concentration par l'imposition d’un potentiel chimique constant. La technique de
fabrication des capsules autorise I’encapsulation d’un nombre contrélé de bactéries par capsule.
Nous démontrons dans cette étude que ce nombre peut étre abaissé jusqu’a une bactérie par
capsule afin d’observer la croissance de colonies monoclonales. La modification de la membrane
pour lui conférer la propriété de conduction électrique ne semble pas perturber la croissance
des bactéries dans ces réservoirs biocompatibles.

Des billes d’hydrogel Alg/MWNT ont ensuite été utilisées comme électrodes support de
lactivité électrique de bactéries. Nous avons démontré a cette occasion la biocompatiblité
de notre matériau et surtout sa capacité a faire transiter des électrons externalisés par une
bactérie. Malgré une conductivité faible, ’hydrogel composite alginate/nanotube de carbone
se réveéle aussi efficace que du papier carbone en terme de récupération d’électrons. Cette
hydrogel modifié est donc parfaitement adapté & la réalisation de notre outil : une capsule a
ceeur liquide et & membrane conductrice.

Enfin nous avons présenté la preuve de concept de notre outil en encapsulant des bactéries
électroactives dans une capsule & membrane conductrice. Cette capsule a ensuite été connectée
électriquement afin de sonder 1’électroactivité de la population encapsulée.

Cette capsule biocompatible & membrane conductrice constitue la brique élémentaire de
projets futurs. La création au goutte a goutte de ces compartiments permet une fabrication en

série a une fréquence de l'ordre 0,1 Hz. Ces réservoirs pourront étre utilisé dans divers buts :

— Explorer la biodiversité et sélectionner

La capsule & membrane conductrice ouvre la voie vers la sélection de micro-organismes
suivant leur électroactivité. A partir d’une population bactérienne initiale, elle permet
la culture parallélisée de sous populations issues de I’échantillon de départ. L’électroac-
tivité des bactéries peut ensuite étre sondée par connexion électrique de la membrane
conductrice des capsules. La parallélisation du dispositif de mesure pourrait permettre
la sélection de la population la plus efficace. On peut expliciter ici deux pistes pouvant
permettre d’isoler de nouveaux micro-organismes électroactifs performants. Le premiére
consiste en I'encapsulation a faible concentration de bactéries électroactives connues
comme G. sulfurreducens. Fn diminuant I'inoculum, ’apparition de diversité au sein
d’une espéce est favorisée. Cette diminution de concentration pourrait étre poussée

jusqu’a la création de capsules hébergeant des colonies monoclonales. En s’inspirant de
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Conclusion Générale

I'étude de Yi et al. [143], on pourrait également penser & imposer un stress a la population
étudiée afin de favoriser I'apparition de variants de I’espéce plus performants. Une autre
approche serait d’isoler les espéces électroactives les plus performantes présentes au
sein de biofilms naturels de piles a bactéries. La culture compartimentée monoclonale
permet & chaque organisme de se développer sans stress physique lié a la coculture
comme le manque d’espace notamment. Cette approche permettrait par exemple d’isoler
des micro-organismes hautement électroactifs mais au temps de division long donc peu

représentés dans les biofilms naturels.

Un outil pour I’étude des interactions entre espéces

Dans les piles microbiennes, une communauté bactérienne électroactive effectue des
réactions en chaines pour convertir des molécules complexes en électrons. Les bactéries
sont donc en "collaboration". La compréhension des interactions entre les espéces
permettrait d’optimiser la conversion de molécules complexes en substrat et en courant
électrique.

L’encapsulation permet de séparer physiquement les micro-organismes en conservant la
communication chimique entre les capsules. En utilisant les capsules a coeur liquide, il
est donc possible d’étudier simplement les collaborations entre espéces sans avoir a les
mélanger en solution. On peut par exemple penser a utiliser une capsule & membrane
conductrice dans ’étude des collaborations consacrées a la conversion de substrat en
électricité. Encapsulées séparément, les espéces peuvent s’échanger des produits de
dégradations. La capsule "anode" connectée électriquement contenant des bactéries
électroactives représenterait alors le dernier maillon de la chaine et permettrait une

mesure électrique caractérisant les performances de la collaboration.

Production d’électricité en flux continu

Enfin, la culture compartimentée pourrait étre mise au profit d’'une production d’électri-
cité efficace et facilitée. Comme nous ’avons vu dans le chapitre introductif, la perfusion
de la chambre anodique de MFC par un flux continu de substrat permet I'obtention de
meilleurs performances. Dans notre cas, la méthode de fabrication autorise la création
d’un grand nombre de réservoirs en paralléle. Avec ces capsules, il est possible de créer
un empilement compact traversé par un flux de milieu. Intégré dans un systéme de
connexion adapté, cette empilement permettrait d’extraire le courant généré par chaque

capsule et donc 'obtention de courants importants.

Parmi ces différents axes, ’encapsulation pour explorer la biodiversité représente notre

projet futur principal. Le criblage de micro-organismes nécessite un échantillonnage a haut

débit. La technique de fabrication que nous utilisons pourrait alors représenter une limite pour

la création d’un grand nombre réservoirs dans un temps raisonnable. En effet, en régime goutte

a goutte, 'augmentation des débits est limitée par la transition vers la formation d’un jet. En

2014, les travaux de Hugo Doméjean [30] ont montré qu’il était possible de créer des capsules

& coeur liquide et & membrane d’hydrogel de taille contrélée & haut débit a partir de ce jet.

Cette technique permet la création de capsules de 400 pm de diamétre & une fréquence de

I’ordre du kHz. Dans le futur, la création de capsules & membrane conductrice par formation
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d’un jet représente une amélioration technique envisageable.
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Annexe A

Calcul du coeflicient de partage
HoO/Alginate et du coefficient de
diffusion du Ferrocéne méthanol dans

I’alginate

L’étude suivante présente la détermination du coefficient de partage du ferrocéne méthanol
(FcMeOH) entre une phase aqueuse et une phase hydrogel. Menée par électrochimie, elle
permet également d’estimer la valeur du coefficient de diffusion du FeMEOH dans ’hydrogel
d’alginate a 2 %.

Dans le fond d’un pilulier, on place 1 mL d’une solution d’alginate de sodium a 2%. On
ajoute ensuite 0,5 mL de BaCly a 5% sans mélanger et 1 mL d’une solution de FeMeOH
(FcMeOH 1 mmol.L~!; KCI 0,1 mol.L~!). L’alginate gélifie alors dans le fond du pilulier
par 'action du baryum. L’ensemble est laissé & équilibrer sans agitation pendant 24 heures.
En gélifiant, I’hydrogel se contracte. Le volume de solution d’alginate initialement introduit
n’est donc pas égale au volume d’hydrogel obtenu. Le gel est donc pesé. La masse séche est
également mesurée afin d’évaluer la densité de 'hydrogel (~ 1,03). Sa masse et sa densité
permettent de remonter au volume de I’hydrogel, ici Vajz = 1,23 cm?®. Par conservation du
volume : Vi1 = Vo — Vale = 1,27 cm?

En résumé :

Vo = 2,5 cm?,

Co = 0,4 mmol.L~1,

Viol = 1,27 cm?,

Valg = 1,23 cm?.

L’échantillon est analysé a ’aide d’une micro-électrode (UME) de diamétre 12,5 um. Des
voltampéromeétries cycliques sont effectuées en solution et & l'intérieur du gel. Les configurations

des mesures sont décrites schématiquement sur la figure A.1(a).
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Annexe A. Calcul du coefficient de partage HoO/Alginate et du coefficient de
diffusion du Ferrocéne méthanol dans 1’alginate

1.2
Csol » Vsal
Ox* HZO
Red e 0.8 \
! <
Red 5 0 4 \
VD == s :
Red  OX' Alginate 2%
Red 00‘
fed ox* T T T T 1
ox Cot Vi -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
E (V vs Pt)
(a) Schéma de léchantillon bi- (b) CV enregistrées dans le gel d’alginate a 2 % et en
phasique eau/gel analysé par volt-  solution en présence de 1 mmol.L=! de FcMeOH. Vitesse
ampérométrie cyclique a I'aide d’une  de balayage : 50 mV.s~!
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FIGURE A.1 — Voltampérométrie cyclique dans ’hydrogel d’alginate

Dans le cadre d’une voltampérométrie cyclique, une UME permet I'obtention d’un régime
stationnaire en un temps trés court : ¢ ~ 72/D ~ 0,16 s avec D = 1075 cm?/s et r = 12,5 pum.
Si un potentiel adapté a la réduction ou a l'oxydation immédiate d’une espéce en solution est

appliqué a ’'UME, le courant stationnaire vaut :
lstat = 4nrFDC

avec n le nombre d’électrons impliqués, r le rayon de 'UME (12,5 um, F' la constante de
Faraday, D le coefficient de diffusion de I'espéce redox, et C' sa concentration en solution.
Les courbes de voltampérométries cycliques réalisées dans 1’eau et 1'alginate sont exposées
sur la figure A.1(b). Les courants stationnaires (Igat) sont différents suivant le milieu testé lors
de la CV. Cette différence témoigne d’une variation du coefficient de diffusion du FcMeOH et

de sa concentration suivant la phase considérée.

Dans l'eau, le coefficient de diffusion du FcMeOH vaut, Dy,0 = 7, 8.1076 cm?/s et la CV
donne I,0 = 1.1072 A, or :

It1,0 = 4nrF Dy,0Csol
donc : Cso; = 0,3 mmol.L ™!
Par conservation de la matiére :

COVE) = Csolvéol + C'AlerAlg
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donc : Cpjg = 0,5 mmol. L1
Dans le gel d’alginate, la CV donne Iy,o = 0,67.107%A :
Ihig = 4nrFDp1gCalg

donc : Dpje = 2,8.1076 cm?.s7 L.

En conclusion, les voltampérométries cycliques ont permis ’obtention des valeurs suivantes :

— Le coefficient de diffusion du FcMeOH dans D'alginate a 2% :
Dplg = 2,8.107% cm?.s7!

— Le coefficient de partage du FcMeOH entre ’eau et 'hydrogel d’alginate :

Coe®™?
Prig/m,0 = Cg% =1,6

H20
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Article : Multiscale electrochemistry
of hydrogels embedding conductive

nanotubes
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The local functionalities of biocompatible objects can be characterized under conditions similar to the
operating ones, using scanning electrochemical microscopy (SECM). In the case of alginate beads
entrapping carbon nanotubes (CNTs), SECM allows evidencing of the local conductivity, organization,
and communication between the CNTs. It shows that the CNT network is active enough to allow long
range charge evacuation, enabling the use of alginate/CNT beads as soft 3D electrodes. Direct
connection or local interrogation by a microelectrode allows visualization of their communication as a
network and eventually the study of them individually at the nanoscale.

Introduction

Hydrogels are soft materials mainly composed of water
embedded in a polymeric matrix. Their wide range of applica-
tions, from the food industry and drug delivery' to tissue
engineering,” and their rich physicochemical features make
them appealing from both fundamental and applied view-
points. Most hydrogels are biocompatible by nature and are
thus well suited for biotechnology uses. As for other polymer
based materials, mixing two kinds of macromolecule charges
offers extra properties to the final composite such as stretch-
ability® or electrical conductivity.*

In a different way, conductive hybrid hydrogels can be
obtained by dispersing mineral charges, such as carbon nano-
tubes.® Moreover, incorporating conductive particles opens the
way to advanced conducting materials for energy storage,*’
biosensors® or synthetic tissues.” In the design of such smart
functional materials, it is then important to assess the avail-
ability of their functionalities, particularly in situ while they are
operated. Owing to the various shapes, softness and
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composition (>90% of water) of hydrogels, SEM or AFM are
much less well adapted for imaging their structure without
physical disturbance than Scanning Electrochemical Micros-
copy, SECM, since for SEM, water has to be removed, whilst for
AFM, there is contact between the tip and the surface.
Conversely, SECM is an in situ local (electro) chemical probe
technique that is well adapted to smart soft object imaging.
SECM successfully allows the characterization of soft spherical
objects, such as polymeric microbeads' or vesicles."" ™
Regarding permeable materials, SECM is able (i) to reveal ion
transport through a nanoporous membrane,** with capability
for preferential transport path imaging,' or (ii) to quantify local
conductive sites at an interface.'®'” Local electrochemical probe
microscopy techniques, such as SECM or scanning electro-
chemical cell microscopy (SECCM), are ideal to characterize in
situ the conductive properties of materials such as CNT based
materials going from single CNTs"'”*® to CNT networks."*' Only
a few approaches have been reported to study the electro-
chemical activity of CNTs, or other graphene-like materials,
mixed with polymers,*?* even though CNTs offer promising
strategies for the development of novel methodologies for the
formulation of energy storage materials.

Herein, we have focused on auto-organized spherical soft
objects engineered from carbon nanotubes (CNTs) and an
alginate biopolymer, owing to a millifluidic dropping method.
We have quantified and imaged in situ the active sites of such
as-formed functional permeable objects using SECM. The
ultramicroelectrode (UME) tip of the SECM will be especially
used to (i) probe the actuable hydrogel beads under the opera-
tion conditions, (ii) quantify the increase in conductivity upon
CNT incorporation, (iii) characterize the organization of the
conductive network, and (iv) show how it can be used to directly
address or connect the conductive network.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Results and discussion
SECM approach toward a conductive permeable hydrogel

As described in the ESI (Fig. S171), multi-walled carbon nano-
tubes are sonicated with sodium dodecylsulfate then mixed
with alginate. This solution is dropped into a calcium bath to
create alginate/CNT beads. Such 3 mm diameter alginate beads,
modified with different percentages of CNTs (0 to 1 wt%), were
characterized using SECM in the feedback mode in a solution
containing a redox mediator, namely ferrocene methanol
(FcMeOH) (Fig. 1A). In this mode, an UME tip oxidizes the redox
mediator while it is approaching the alginate bead. Far from the
object, it produces a steady-state current (i) that is limited by
redox mediator diffusion. In the vicinity of the object and if the
latter has conductive properties, the redox mediator is regen-
erated to its pristine state, yielding a feedback current at the
UME tip. The evolution of the normalized tip current, I = i/ij,s,
with the tip-object separation distance, d (also in a normalized
form L = d/a with a as the UME tip radius), gives the so-called
approach curve. As alginate beads are biocompatible and
mostly used in aqueous media, the analysis of their conductive
properties is performed in water. Indeed, SECM approach
curves for the beads were obtained in a KCl medium containing
FcMeOH as the redox mediator.

The approach curve recorded for an alginate bead free of
CNTs (Fig. 1B, thick light green curve, o) is different from the
one corresponding to classical insulating behavior.” This
difference is attributed to the partition of FeMeOH between the
aqueous phase and the hydrogel, and its transport in both
phases. Indeed, an approach curve recorded for a hydrogel bead
from a water-immiscible solvent (benzonitrile, BZN), with a
hydrophobic redox mediator (decamethylferrocene, DcFc,
Fig. S2t), presents insulating behavior (negative feedback),
which means that the redox mediator does not permeate the
alginate bead and no charge transfer occurs at the alginate/BZN
interface. Thus, as proposed in earlier work,** the partition
process can be quantitatively described through finite element
methods modeling (Comsol) of the approach curve. In the

H,0 A

FcMeOH FcMeOH

FcMeOH,

FcMeOH \

Alginate/CNT Bead FeMeOH

FcMeOH

FcMeOH’ FcMeOH

2 3
L=da

Fig.1 (A) Principle of the SECM approach curves for a 2 mm diameter
alginate/CNT bead in a 0.1 M KCl + 1 mM CaCl, aqueous solution
containing 1 mM FcMeOH. (B) Approach curves recorded with a
12.5 um Pt UME tip toward alginate beads containing CNTs: 0 (0), 0.13
(0), 0.3 (@), 0.55 (O), and 1 (O) wt%. Lines are the simulated curves for
irreversible electron transfer kinetics. ko, = 0, 1.82, 3.65, 6.08 and 12.2
%1073 cm™~* for, respectively, 0, 0.13, 0.3, 0.55 and 1 wt%, using D = 7.8
x 107® cm s~ for the diffusion coefficient of FcMeOH in water.
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absence of CNTs, the experimental curve fits well to a theoret-
ical insulating porous behavior (Fig. 1B, black line).

When CNTs are added inside the hydrogel beads (from 0.13
to 1 wt%), the approach curves show higher feedback currents
than in the former insulating case, as the redox mediator is
regenerated at the alginate/CNT bead surface (Fig. 1B). A feed-
back current is detected at the tip for a CNT concentration as
low as 0.13 wt%, and this feedback increases with the CNT
concentration.

A quantitative estimate of the feedback and therefore of the
apparent interfacial charge transfer for each bead composition
is provided by modelling the data for the permeation of the
redox species in the alginate bead phase and the interfacial
electron transfer process (regeneration of FcMeOH) at the
water/bead interface. The permeation takes into account the
higher reservoir of the redox mediator provided by the bead.
The apparent interfacial ET reasonably averages the contribu-
tion from regeneration within the volume of the bead. As a first
approach, we believe that this model is sufficient. Indeed, owing
to the size of the UME (25 pm diameter) and the diffusion
coefficient of the redox mediator within the hydrogel, which is
about 3 times lower than in aqueous media, the redox mediator
will be regenerated from within 10 pm deep inside the hydrogel
and could be considered as a weak contribution to the homo-
geneous phase. This simple theoretical framework yields a
reasonable fit of the experimental approach curves, as shown in
Fig. 1B. It is noteworthy that some deviation between the
experimental and the fitted approach curve can be observed, in
Fig. 1B, for the bead containing 0.3% CNTs. This could suggest
that the regeneration of the redox mediator outside the area of
the UME is limited. This imbalance could be created in the case
of inhomogeneous repartition or accessibility of the CNTs at the
surface (as attested later by the SECM image provided in Fig. 24A)
or inside the bead. This could be paralleled to systems for which
the probed conductor is not much larger than the tip.*®
However, this interpretation is at this point speculative and
probably true only for a low percentage of CNTs since at 1%
CNTs the accessibility of the CNTs is homogeneous (as also
confirmed by the SECM image discussed later, Fig. 2B).

Even if a more refined model considering homogeneous
charge transfer within the bead phase and requiring at least 2
other adjustable parameters would be more complete, the fit
provided by the simplest model is reasonable, as was also sug-
gested in other related systems combining layers of polymers
embedding CNTs. Moreover, in the literature, the irreversible
charge transfer model appeared to be a well adapted approach
to study nanoparticles or carbon nanotubes trapped at various
interfaces.'*?** More notably, the apparent charge transfer rate
constant determined from the approach curve fitting increases
linearly with the percentage of CNTs trapped inside the hydro-
gel. Moreover, the increase of FcMeOH concentration does not
increase the charge transfer rate (not shown). These observa-
tions on the charge transfer process at the bead surface upon
CNT incorporation suggest that conductive sites, likely CNTs
arranged in a nanoelectrode network, are now exposed and
available at the bead surface to the solution phase. As the bead
is not connected to any electrical source, the observation of a
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Fig.2 SECMimages of alginate/CNT beads containing (A) 0.3 and (B) 1
wt% CNTs recorded in a 0.1 M KCl + 1 mM CaCl, aqueous solution
containing 1 mM FcMeOH. Using a 400-500 nm radius Pt nanotip at a
10 um s~* velocity. The nanotip was kept less than 1 um from the
surface. The current scale was normalized using the steady state
current recorded in the bulk solution. In (A), the arrows point to the 10
most conductive spots and the inset shows the current profile along
the black line of one spot.

steady-state charge transfer at the bead surface also indicates
that upon redox mediator regeneration (reduction of FeMeOH"
by the CNTs), charges (electrons and ions) are readily propa-
gated within the bead to be evacuated toward the solution or
deeper into the bead (by the oxidation of FcMeOH, see Fig. 1A)
at distances larger than the UME tip size.

2D SECM conductivity images

SECM also allows imaging of the distribution of the reactive
sites responsible for the surface conductivity of the outer
membrane of the alginate/CNT beads. Using the same 12.5 pm
radius UME tip, an image from the apex of a bead containing
0.55 wt% CNTs (Fig. S3At), recorded in a FcMeOH aqueous
medium, presents a homogeneous conductivity (in line with the
reproducibility of the approach curves performed at different
locations). With a nanoelectrode (nanotip, 400-500 nm
radius),*** a higher resolution is expected for the electro-
chemical image of the bead. Few individual small conductive
spots with 5-10 um FWHM diameter (~6 pm, in inset) are
revealed for beads containing 0.3 wt% of CNTs, as shown in
Fig. 2A, whereas the density of these active regions significantly
increases when the CNT wt% entrapped inside the gel increases
to 0.55 (Fig. S3Bt) and 1 wt% (Fig. 2B).

At low concentrations of CNTs, the SECM images show that
only a few agglomerates are exposed directly to the external
solution and work as a network of individual microelectrodes.
Assuming each spot acts as an individual microelectrode, their
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size can be estimated from the maximum feedback they sustain
(measured from Fig. 2A),*® and can be compared to the theo-
retical values obtained from finite element methods modeling
(Comsol). Typically, the ten intense spots resolved in Fig. 2A
with i/iin¢ values in the 1.03-1.09 range (see arrows) correspond
to feedback responses of individual microelectrodes separated
by 1 pm from a 1 pm diameter nanotip with an apparent
diameter in the 1-1.5 pm range. This is in reasonable agree-
ment with Fig. 2A since, due to convolution with the tip size, the
SECM image of these individual microelectrodes would ideally
be of 2-3 pm diameter active spots.

It is noteworthy that the density of these active sites
(40-50 pm?® over a 10* pm* image) is within the 0.3% density of
the CNTs incorporated in the bead. The spacing between each of
these active spots is higher than the nanotip dimension used for
their imaging in Fig. 2A. This strongly suggests that if these spots
are detected electrochemically with both 1 and 12.5 um radius
tips, they are connected to each other for charge evacuation.

The contrast and density of the apparent active sites revealed
in the SECM images also reflect the overlapping of the diffusion
layers generated by the network of microelectrodes formed by
the CNT assemblies. It allows imaging of the individual location
of the spots and also their range of cross-talk. For a low
concentration of CNTs, overlapping of the diffusion layers of the
microelectrode network is evidenced and limited to the upper
part of Fig. 2A. The increase of the CNT concentration results in
an apparent increase of the number of conductive spots and
significant overlapping of the diffusion cross-talk, as shown in
Fig. S3Bt and 2B for 0.55 and 1 wt% CNT beads respectively.
The feedback (1.09 < i/ij,s < 1.37) recorded over the whole
imaged surface is significant and compares to the maximum
expected current for a positive feedback for tip-to-bead separa-
tion distance d = 1 or 0.5 pm (/¢ = 1.25 or 1.57, respectively).
The full regeneration of the redox mediator at the bead is then
detected by the SECM nanotip over regions expanding over
several tens of um?, showing the large interpenetration of the
active spots’ fields of action. This then suggests that the bead
with 1 wt% CNTs is comparable to an array of nanoelectrodes,
which behave as a “macroelectrode”, owing to the overlapping
of the individual diffusion layers.***® These features, which are
shown in Fig. 2B, could then reveal the topography of the
macroelectrode and therefore the topography of the bead
surface, where the regions of higher current are overhanging by
as much as 1 um in the lower current regions. The differences
between Fig. 2A and B further suggest that the CNT assembly is
homogeneously distributed at high CNT concentrations and
more segregated at lower concentrations. Finally, both SECM
images and approach curves show that the CNTs entrapped in
an alginate bead behave as macro- or micro-electrode arrays.
Definitely, such an observation requires that charge evacuation
occurs efficiently within the bead, certainly through a perco-
lated CNT network entrapped within the hydrogel. If micro- or
nano-electrochemical probes allow evidencing and imaging of
the structure of the CNT percolation in the hydrogel beads, the
macroscopic range of the charge transfer (or percolation) within
the bead can be explored by direct electrical connection of the
bead.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
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Connection to a conductive network

Penetrating the UME tip inside the bead allows inspection of
the extent of the conductive network within the alginate bead.
The approach curve from the solution to the bead interior is
depicted in Fig. S47 where the solution/bead interface is indi-
cated as a red vertical line; the deeper the penetration into the
bead, the higher the feedback current. At ~50 um penetration
inside the bead, the tip current increases by several orders of
magnitude (from 2 nA in the solution to several pA), suggesting
that the UME tip has electrically connected the CNT percolated
network. It is then no longer possible to interrogate the micro-
environment of the tip, only the entire range of the percolated
network functioning as a macroelectrode.

One benefit of using a UME for this connection is the large
increase of current from the transition between microelectrode
and macroelectrode behaviour. Another is the ability to revers-
ibly connect the percolated network without too much physical
perturbation of the object (Experimental details in ESI{).

It is interesting to note here that no significant increase in
the current was detected during the connection to 0.13, 0.3 and
0.5 wt% CNT beads, traducing the efficient percolation detected
between 0.5 and 1 wt%.

The principle behind the connection between the UME tip
and the CNT network in a 1 wt% CNT bead is illustrated in
Fig. 3A together with the resulting cyclic voltammogram (CV) of
the FcMeOH oxidation (Fig. 3B). It would be interesting to
compare the charge transfer capacities of the beads obtained
using the probe approach curves, Fig. 1, at different concen-
trations of CNTs with CVs recorded at different CNT content;
unfortunately it was not possible to properly connect the con-
ducting network with the UME for a concentration below 1%,
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Fig. 3 (A and C) Principle of the direct connection of an alginate bead
with a 12.5 pm radius UME tip. (B and D) Cyclic voltammograms
recorded at a scan rate of v = 100 mV s~ * for a 3 mm diameter alginate
bead containing 1 wt’% CNTs: (B) in a 0.1 M KCl + 1 mM FcMeOH
aqueous solution (inset: peak current, /,, as a function of vi/2); (D)
equilibrated with an aqueous solution of 1 mM hydroquinone (HQ) and
immersed into a 1 mM DcFc + 0.1 M NBu4BF4 BZN solution.
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probably because of the limited accessibility of the CNT network
at a low percentage of CNTs and a higher resistance of the bead.
This particularly highlights the unique potentiality of SECM to
address the electrochemical activity of such soft objects with
low conductivity.

The CV of a bead containing 1 wt% CNT (Fig. 3B) shows the
classical response expected for a macroelectrode, except that the
peak to peak separation potential, AE, = 536 mV at v = 100 mV
s~', is much higher than the theoretical value obtained at a
classical metallic electrode for a diffusion process (AE, = 60
mV). This behavior illustrates a large charge transfer resistance
probably due to a limited accessibility of the deeper regions of
the CNT network. However, this experiment clearly shows the
possibility to connect the CNT network trapped inside the
hydrogel. The peak current (I,) also varies linearly with v** (inset
in Fig. 3B). Even if the electrochemical response shows consid-
erable ohmic contribution, the I, — v response may suggest a
diffusion-controlled limitation. From this experiment and using
a FcMeOH diffusion coefficient in alginate of Dyepeoryalg = 2.9 X
10~° em?® s %, both the equivalent resistance and surface area of
the connected 1 wt% CNT network can be estimated from
simulation of the CVs (see ESI{). The UME-bead electrical
contact is equivalent to a 3.3 mm? electrode of 80 kQ resistance.
This means that by coming into contact with the bead, the active
area of the UME tip used as a connector is multiplied by 6.7 x
10%. Such a significant increase shows a volumetric percolation
of the CNT network through the bead. Of course, since the cyclic
voltammetry was conducted in an aqueous medium and due to
the high permeability of the bead, the CV may result from the
response of a volume fraction of the bead.

A further picture of the electrochemical characteristics for
the alginate/CNT bead was obtained by separating the outer
surface and the bulk bead contributions. For this purpose, a
bead was equilibrated in a hydroquinone (HQ) solution and
then immersed into a BZN electrolyte containing DcFc as a
redox mediator (Fig. 3C). The CV obtained by the same electrical
connection to an UME tip (Fig. 3D) shows two reversible waves
corresponding to the response of both the redox mediator (DcFc
in the BZN phase) and HQ (inside the hydrogel). This clearly
shows that it is possible to connect the outer surface of the bead
with its interior (the electrode was inserted <100 pm inside the
bead), showing a long distance percolation range of the CNT
network. A more quantitative estimate of the equivalent elec-
troactive surface area is obtained for the outer surface (from the
DcFc CV) and the volumetric network (from the HQ CV) of the
bead from the respective peak current analysis. This ensures
that 0.3 mm? of the external surface of the bead is active (using
Dperepzny = 4.6 x 107% em?® s for DcFe diffusion in BZN),
which corresponds to 1% of the surface of the bead. Due to the
large overlapping of the active nanodomains formed by the CNT
network evidenced by SECM, this value suggests that the elec-
trical connection is effective for electrochemical measurements
over the 1% area in the vicinity of the electrical connection.
Typically, the UME tip addresses here an electrically connected
region equivalent to a 0.3 mm radius disk electrode. Conversely,
the part of the CNT network connected within the interior of the
bead has an active area of 0.8 mm? (considering Dyqalg =
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Dremeonyaly = 2.9 x 107° em® s™7). The electrically connected
alginate/CNT bead then behaves as a macroscopic porous
electrode. From the area connected at the outer surface, it is
anticipated that the electrical connection inside the bead
expands only over a hemisphere of similar radius (0.3 mm).
Such a percolated porous electrode then behaves as a 0.3 mm
hemisphere electrode, leading to a 2-fold increase of the inside
electroactive area, in reasonable agreement with the 2.6-fold
increase observed.

Conclusions

These preliminary investigations show the ability of SECM to
characterize the availability of physical or chemical function-
alities of smart, soft, biocompatible objects, under conditions
similar to their operating ones, without physical perturbation,
which is very important for maintaining the structure of the
composite. Thus, approach curves obtained with an UME tip at
the surface of a hydrogel bead entrapping CNTs allow easy
characterization of their local conductivity. High resolution
SECM imaging clearly evidences the local availability, organi-
zation, and communication of the functional objects entrapped
within the composite (here CNT modified hydrogel beads). At
low content, the CNTs assemble in individual segregated
bundles of approx. 5 um in diameter. The bead is then not
conductive enough to be addressed electrochemically by cyclic
voltammetry, which highlights the unique proficiency of SECM
for the electrochemical characterization of such poorly
conductive soft objects. At higher concentrations, the CNT
distribution is more homogeneous and the bead is a dense
overlapping network of nanoelectrodes, which behaves as a
rough macroelectrode. In all cases, the CNT network is active
enough to allow long range charge evacuation, enabling the use
of alginate/CNT beads as soft 3D electrodes. This is confirmed
from the direct connection of the CNT network to the UME tip.
It is then possible to address, with a 12.5 um radius UME
inserted inside the bead, the whole electrical volume or surface
in a liquid/liquid environment within a range of 300 pm from
the tip-bead contact. The use of this 3D biocompatible hydrogel
can be extended to the trapping and further electrochemical
addressing of many other kinds of objects, such as nano-
particles, electroactive molecules or biological entities. The
direct connection or local interrogation by microelectrodes
allows visualization of their communication as a network and
eventually the study of them individually at the nanoscale. The
potentiality of such hydrogels in a liquid/liquid environment
was also demonstrated, which is appealing in the development
of soft materials for energy storage/release.
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Annexe C

Milieu de culture 826

Durant ces travaux de thése, la culture de G. sulfurreducens a été effectuée dans un milieu
spécifique. Nous décrivons dans cette annexe la composition et le protocole de fabrication
du milieu 826. Ce milieu est ensuite modifié suivant la nécessité ou non de la présence d’un

accepteur soluble d’électron.

Composition du milieu 826 (1 L) :

NH,CI 1,50 g
NagHPO, 0,60 g
KCl 0,10 g
Acétate de sodium 0,82 ¢g
Eau distillée 930 mL
NaHCO; 2,50 g
Minéraux (Trace mineral Supplement ATCC MD-TMS) 10 mL
Vitamines (Vitamin Supplement ATCC MD-VS) 10 mL
Fumarate de sodium (solution a 16 % en masse) 50 mL

Protocole de fabrication :

Dissoudre dans ’eau distillée le NH4Cl, le NagHPOy, le KCI et 'acétate de sodium. Porter
I’ensmble & ébullition pendant 5 minutes. Refroidir la solution a température ambiante sous
bullage de N + 20 %CO,. Ajouter le bicarbonate de sodium. Par bullage de Ny + 20 %COs,
équilibrer le milieu & pH 6,8. Autoclaver le milieu. Ajouter ensuite les minéraux et les vitamines
a température ambiante. Vérifier le pH, il doit étre de 8,6.

Si 'expérience nécessite un accepteur d’électron soluble , ajouter le fumarate de sodium.
On obtient ainsi le milieu 826.

Sinon, ajouter 10 mmol.L~! d’acétate de sodium a la place du fumarate de sodium.
L’acétate peut étre ajouté a partir d’une solution mére & 200 mmol.L~!. On obtient ainsi le
milieu 826(-).

Dans le cas d’une culture de G. sulfurreducens en caspule, ajouter un 0,1 mmol.L ™! de

BaCl, sous bullage de N + 20 %CO5 avant I’ajout des capsules dans le milieu.
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Hydrogel composite conducteur pour ’encapsulation de bactéries électroactives

Ce travail de thése concerne la création d’un nouveau réacteur biocompatible permettant I’en-
capsulation et I’étude de bactéries électroactives. Ce compartiment, réalisé par millifluidique,
est une capsule & coeur liquide possédant une membrane d’hydrogel conducteur. Pour cela, nous
avons formulé un hydrogel composite alginate/nanotube de carbone en deux étapes. Une pre-
miére étape rapide crée la matrice d’hydrogel par diffusion d’ions divalents dans un mélange
alginate /nanotubes de carbone. Une seconde étape, plus lente, permet la dialyse du tensioactif
stabilisant les nanotubes et la création d’un réseau conducteur au sein de I’hydrogel pour des
pourcentages massiques supérieurs a 0,5 %. Ce matériau composite présente alors une conductivité
macroscopique de 0,1 S.m™!. Une étude du matériau par voie électrochimique permet entre autres
de suivre cinétiquement connexion des nanotubes de carbone dans I'hydrogel. Cette hydrogel
conducteur se comporte & terme comme une électrode poreuse et autorise le développement de
biofilms bactériens électroactifs a sa surface. Il est ensuite utilisé pour la création de capsules
a4 membrane conductrice biocompatibles. Nous démontrons qu’il est alors possible de mesurer
I’électroactivité d’un biofilm de bactéries développé sur la paroi interne de la capsule. Ce nouveau
compartiment ouvre la voie vers le développement d’un outil de criblage et la sélection de bactéries

électroactives mais offre également des perspectives innovantes dans la fabrication des biopiles.

Mots clefs : Hydrogel - Composite - Conducteur - Nanotubes de carbone - Tensioactifs - Alginate

- Encapsulation - Bactéries - Piles microbiennes

Conducting composite hydrogel for the encapsulation of electroactive bacteria

This work focuses on the creation of a new biocompatible reactor allowing the encapsulaion
and the study of electroactive bacteria. Made by millifluidic, this bioreactor is shaped as a
liquid core capsule with a conducting hydrogel membrane. For this purpose, we formulated a
composite hydrogel of alginate/carbon nanotubes in two steps. The first step is rapid and creates
the hydrogel matrix by diffusion of divalent ions inside the alginate/carbon nanotube mix. The
second step is slower and deals with the dialysis of the surfactant used to stabilised the nanotubes.
This step triggers the creation of a conducting network in the hydrogel for weight percentage
above 0.5%. This composite material has a mascrocopic conductivity around 0.1 S.m~!. An
electrochemical study of this material allows to follow the nanotube connection in the hydrogel.
This conducting hydrogel behaved like a porous electrode and authorize the developpement of
a bacterial electroactive biofilm on its surface. Then, it is used to create biocompatible capsule
with conducting membrane. We demonstrate that the electroactivity of a biofilm developped on
the inner part of the capsule shell can be measured. This new reactor opens the way toward
the development of a screening tool and the selection of electroactive bacteria but also brings

innovative outlooks in the biofuel cells fabrication.

Key words : Hydrogel - Composite - Carbon nanotubes - Surfactant - Alginate - Encapsulation

- Bacteria - Microbial fuel cells - Alginate
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