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Introduction générale

Le biofilm est constitu¢ d’une biomasse microbienne englobée dans une matrice
extracellulaire riche en eau, en sucre et en protéines nommée EPS. Les EPS sont des polymeéres
naturels de masse moléculaire importante secrétés par les microorganismes dans leur
environnement. Le biofilm permet aux bactéries de se protéger des agressions chimiques ou
mécaniques extérieures. Dans I’environnement aquatique, le substrat immergé est enclin a étre
colonisé initialement par des bactéries créant des points d’ancrage pour d’autres micro-organismes,

puis les larves et ensuite les macroorganismes suivant le degré de maturation du biofilm.

Les biofilms peuvent étre nuisibles a la santé de I’homme, la santé des animaux ainsi qu’au
domaine industriel [1]. La formation de biofilms cause une bio-détérioration de la surface sur
laquelle ils se forment. Ils impliquent souvent des bactéries pathogenes telles que Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli ou Listeria
monocytogenes. Dans le milieu marin, le processus de colonisation d’une surface est appelé le

« biofouling » [2].

La majorité des études menées pour lutter contre la formation de biofilms s’intéressent
principalement au domaine médical. Les plus récentes sont basées sur 1’¢laboration de matériaux
dont la matrice est biosourcée (alginate, chitosan ou méme cellulose) incluant des agents
antibactériens tels que le cuivre [3] sous ses différentes formes ainsi que des nanoparticules (NPs)
d’Ag ou de ZnO [4-8]. Les NPs d’Ag ou de ZnO sont les plus utilisées et font partie des NPs
instables. Leur instabilité fait qu’elles sont considérées comme des réservoirs relargant en continu
et sans controle des ions. Les NPs générent aussi des ROS (Reactive oxygen species) qui sont
toxiques pour tous les organismes environnementaux qu’ils soient ciblés ou non. Leur instabilité
ainsi que leur accumulation les rendent toxiques pour les organismes unicellulaires. Les effets
toxiques des NPs sur les microorganismes a ¢t¢ étudié extensivement lors des quelques derniéres

annees [9-12].

Par contre, dans le milieu marin, nous trouvons des solutions commercialisées utilisées dans
le but de prévenir la formation du biofouling telles que des peintures antifouling incluant des

biocides. Elles ont été utilisées extensivement dans le passé [13,14,16] mais sont actuellement
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interdites a cause de leur haute toxicité sur les organismes marins non ciblés [16]. Le cuivre, sous
sa forme d’oxyde ou métallique, seul ou avec d’autres biocides a été intégré dans ces peintures
menant a la pollution de I’eau de mer, particulierement dans les marinas [ 14]. Dachne et al. en 2016
[14] ont montré que de grandes concentrations de cuivre ou de produits biocides, utilisés pour la
lutte contre le biofouling, sont présentes dans I’eau des marinas sur plusieurs sites en Allemagne.
En Suéde, des restrictions et interdictions régionales sur 1’utilisation de produits antifouling a base
de cuivre sont importantes pour réduire ’application et 1’émission de substances actives de
biocides. Des lois concernant la diminution de la quantité de cuivre dans les produits antifouling
ont été prévues, aux Etats Unis, la quantité de cuivre permise ne doit pas dépasser 0,5% [17]. En
Europe, la valeur limite a ne pas dépasser pour le cuivre est de 50 a 140 mg/Kg et de 150 a 300

mg/Kg pour le zinc.

Lors de la formation du biofilm, I’étape d’adhésion des organismes semble étre déterminante.
Il est primordial d’empécher 1’adhésion des organismes, considérés pionniers dans la formation de
biofilms, sur les surfaces afin de les protéger. Dans ce contexte, nous avons décidé d’élaborer des
matériaux dont 1’objectif est d’inhiber 1’adhésion des organismes aux surfaces. Pour ce faire, nous
avons choisi 1’alginate de sodium en tant que matrice de base. L’alginate ou acide alginique est
extrait des algues brunes ; il est biocompatible, biosourcé, peu colteux et trés abondant. Sous sa
forme d’alginate de sodium, il est soluble dans I’eau. L’ajout d’ions divalents tels que le Ca>*, Cu?",
Mg?*, Zn**... le rend insoluble. Durant cette étude, la matrice d’alginate sera couplée avec des ions
de cuivre ou de zinc connus pour leurs propriétés antimicrobiennes. L’effet antimicrobien des

matériaux ¢laborés a base de zinc sera comparé a ceux a base de cuivre.

Ce manuscrit est compos¢ de quatre chapitres. Le premier chapitre dresse un état de 1’art des
domaines affectés par la formation de biofilms ainsi que des solutions commercialisées de lutte
contre les biofilms. Il détaillera les différents matériaux antibactériens élaborés pour des
applications médicales ainsi que les agents antibactériens pouvant étre insérés dans des matrices

biosourcées tels que le chitosan, le cellulose et 1’alginate.

Le second chapitre est dédié aux techniques expérimentales de caractérisation physico-
chimiques utilisées lors de notre étude afin de déterminer les propriétés physiques et chimiques des

différents matériaux ¢laborés a base d’alginate. Ceci est suivi par une description des protocoles
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expérimentaux utilisés pour évaluer la croissance et I’adhésion des bactéries et des microalgues en

présence de nos matériaux.

Le troisieme chapitre présente les films d’alginate utilisés pour des applications médicales.
Des films d’alginate de taille centimétrique sont €laborés par la méthode de casting alors que des
films minces d’ordre micrométriques recouvrant de 1’acier inoxydable sont obtenus par la méthode
de déposition par électrophorése. La surface des films d’alginate est étudiée ainsi que leur
composition chimique. Des tests antibactériens ont été effectués sur des souches de bactéries
modeles : E.coli (Gram-) et S.aureus (Gram+) en présence de ces différents films. Pour le milieu
marin, milieu relativement plus agressif, des matériaux plus volumineux sont ¢laborés et testés dans

le but de supporter les contraintes environnementales de ce milieu.

Le quatrieme chapitre est consacré a I’étude en milieu salin des hydrogels en volume de forme
cubique. La surface de ces matériaux, leur composition chimique, ’homogénéité¢ et leur
dégradation sont étudiées. Ces matériaux sont ensuite testés sur des souches de microalgues et de
bactéries marines dans le but d’étudier leur effet sur la croissance de ces microorganismes mais

surtout sur leur adhésion sur une surface.

Dans une derniére partie, une étude en eau de mer naturelle filtrée est entreprise, simulant une
situation réelle d’application, dans le but de déterminer la capacité des matériaux ¢élaborés a lutter
contre la formation de biofilms marins en présence d’une multitude de microorganismes et non
seulement ceux testés en laboratoire. Cette étude permet de suivre en temps réel la différence de
potentiel entre des ¢électrodes plongées dans 1’eau de mer naturelle. Cette différence de potentiel
sera indicatrice de 1’évolution de 1’¢lectrode induite par les microorganismes présents dans le

milieu.



Etat de I’art

Chapitre I Etatde l'art

Le biofouling (ou encrassement biologique) est I’accumulation de microorganismes, bactéries,
algues, animaux ou plantes sur des surfaces immergées ou en contact périodiquement avec 1’eau.
Les différents organismes responsables de 1’encrassement, suivant leur dimension, peuvent étre
divisés en micro-organismes (dépot gluant, micro-fouling) et macro-fouling [18]. Dans le domaine
médical, 1’état de la surface est altéré instantanément par 1’adsorption de macromolécules. La
formation du biofilm s’effectue par le transport de bactéries vers le substrat. Une fois sur le substrat,
les bactéries adherent la surface par des récepteurs non spécifiques et/ou spécifique : mécanismes
d’adhésion via les ligands [19]. Au bout de quelques minutes, elles secrétent des polymeéres
extracellulaires. Les biofilms se développent alors en absorbant des nutriments solubles et en
recrutant par des signaux moléculaires d’autres especes bactériennes ou de cellules mammiféres
telles que les plaquettes [20]. La Figure I.1 présente le cycle de la formation d’un biofilm bactérien
qui est répétitif et considéré comme cycle fermé puisque les bactéries dispersées dans le milieu

migrent vers d’autres surfaces afin de les coloniser.

Figure 1.1 Cycle de la formation d'un biofilm bactérien
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Dans le milieu marin, la formation du biofilm débute par 1’adhésion de particules organiques
telles que les polysaccharides, les protéines, les lipides et les acides nucléides a la surface en contact
avec le milieu, ce mécanisme nécessitant quelques minutes [21]. De 1h a une semaine, la
colonisation de bactéries (Pseudomonas putrefaciens, Vibrio alginofyticus) et diatomées ou
microalgues (Achnantes brevipes, Amphiprora paludosa, Amphora coffeaeformis, Licmophora
abbreviata, Nifzschia pusilla) se produit simultanément ou successivement suivant les conditions
environnementales. C’est a partir de ce moment que le macrofouling peut débuter : il s’agit de la
colonisation par des macroalgues (Enteromorpha intestinalis, Ulothrix zonota) et des protozoaires
(Vaginicola sp., Vorticella sp., Zoolhamnium sp.), ce phénomene apparait aprés une semaine
d’immersion. A partir de 2-3 semaines, une colonisation tertiaire de larves des macrofoulers
(Balanus amphirite, Electra crustulenta, laomedia flexuosa, mytilus edulis, spirorbis borealis,
styela coriacea) est observée [13]. L’adhésion et la croissance de ces différents organismes sont
suivies par la dispersion des bactéries dans le milieu environnant. La Figure 1.2 présente un suivi

temporel de la formation de biofilm.

Macrofouling

Microfouling

1 min 1-24h 1 semaine 2-3 semaines
Adhésion de Colonisation Colonisation Colonisation
particules primaire de secondaire de tertiaire de
organiques bactéries et macroalgues et larves de

diatomés protozoaires macrofoulers

(microalgues)

Figure 1.2 Suivi temporel du microfouling et du macrofouling dans le milieu marin [13]

1. Définition des biofilms

Comme nous I’avons présenté, le phénomene de formation des biofilms dépend de 1’adhésion
et la croissance de bactéries et des microalgues. Ces organismes vont &tre détaillés dans les

paragraphes qui suivent.
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1.1. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants microscopiques présents dans tous les milieux :
alimentaire, médical, industriel, domestique, marin... Deux catégories de bactéries peuvent étre
distinguées : les Gram- et les Gram+. La différence entre les Gram- et Gram+ se situe au niveau de
la paroi. Les bactéries de Gram+ possedent une couche dite peptidoglycane qui est beaucoup plus
¢épaisse (20 a 80 nm) que celle des Gram- (7 a 8 nm). Les bactéries de Gram- possedent quant a
elles une membrane extérieure enveloppant un espace périplasmique incluant la couche
peptidoglycane. La Figure 1.3 compare une coupe transversale d’une bactérie de Gram+ a gauche

et une bactérie de Gram- a droite.

Gram positif Gram négatif
Membrane

extérieure

Paroi cgllulaire

Cytoplasme Cytoplasme

Espace périplasmique

a

Peptidoglycane

Figure 1.3 Schéma comparant une coupe transversale d'une bactérie de Gram+ (a gauche) a une bactérie de Gram- (a droite)

Dans le milieu médical, les bactéries sont adaptées a une température de 37°C (température

du corps humain). Les bactéries modéles de Gram- et Gram+ sont :
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E.coli est I’organisme infectant prédominant de la famille des bactéries pathogenes de Gram
négatif. Cette bactérie est présente dans I’environnement, la nourriture et les intestins d”humains et
d’animaux. Quelques souches d’E.coli peuvent causer des diarrhées mais aussi des infections

urinaires, des maladies respiratoires, pneumonie et d’autres maladies...[24,25].

S.aureus est une bactérie de Gram positif ayant une forme sphérique. Elle est le plus
fréquemment présente dans le nez, les voies respiratoires et sur la peau. Elle peut croitre sans
oxygene et peut causer des infections de la peau y compris les abces, des infections respiratoires

telles que la sinusite et des intoxications alimentaires [26,27].

Alors que dans le milieu marin, les bactéries présentent un taux de croissance optimal pour
des températures entre -2°C a 25°C [26]. Les bactéries marines sont majoritairement de Gram-.

Quelques bactéries marines néfastes et causant la formation de biofilms sont présentées ci-dessous :

Halomonas aquamarina est une bactérie marine. Elle croit dans des eaux salées de
concentration de NaCl allant de 5 a 25%. Elle a la capacité de croitre a différents températures et

pH [27].

La Vibrio aesturianus est une bactérie causant des maladies dans les huitres adultes en France
depuis 2001. Depuis 2011, I’augmentation récente de la mortalit¢ des huitres agées est
probablement liée a cette souche de bactéries et cause une préoccupation majeure dans

I’aquaculture. Elle a été par conséquent isolée en France, Irlande et en Ecosse [29-31].

Vibrio harveyi est une bactérie marine bioluminescente affectant I’élevage commercial des
crevettes. Elle ne croit pour des températures inférieures a 4°C. Cette souche est trouvée dans les

eaux tropicales [31].

Finalement, la Pseudoalteromonas elyakovii a été isolée des moules Crenomytilus grayanus

dans la baie de Troitsa en 1985 [32].

La courbe de croissance typique des bactéries est présentée a la Figure 1.4. La durée de chaque
phase représentée varie suivant le type de bactérie. La premicre phase est lente, elle est appelée
phase de latence. Elle est suivie par une phase de croissance ou les bactéries croissent le plus

rapidement. Ensuite, se produit une phase stationnaire (phase ou les bactéries atteignent un nombre



Etat de [’art

de cellules maximum). La derniére phase est la phase de décroissance pour lesquelles les bactéries

commencent a mourir a cause d’un manque de nourriture dans un milieu fermé.

Cette derniere phase se produit aprés 48h pour la plupart des bactéries. Il est alors important,
lors de tests antibactériens, de mesurer la concentration bactérienne durant la phase maximale

stationnaire ou le nombre de bactéries est stable.

Phase maximale 3
2 stationnaire

Log-Nombre de cellules

Phase de

latence 1 L 1 L 1 L

Temps

Figure 1.4 Courbe présentant la croissance des bactéries

1.2. Les microalgues

Dans le domaine marin, I’adhésion et la croissance des bactéries est suivie par 1’adhésion et
la croissance des microalgues. Les bactéries et les microalgues interagissent entre elles afin de

former un biofilm résistant.
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Ces algues microscopiques, de dimension allant de 2 a 50 um, sont présentes dans
I’environnement. Il existe plus de 100 000 especes de microalgues. Ces dernicres sont eucaryotes
puisque leur cellule contient un noyau renfermant son matériel génétique. Les microalgues sont des
organismes photosynthétiques, elles utilisent le CO2 du milieu pour leur métabolisme [33]. Elles
consomment des nutriments comme les nitrates, le phosphate, ... Les microalgues sont composées
de lipides sous forme de triglycérides [34]. Une microalgue est délimitée par une membrane
plasmique et contient au sein de son cytoplasme les chloroplastes, les amyloplastes, les oléoplastes,

les mitochondries et son noyau entouré¢ de son enveloppe comme le montre la Figure L.5.

: noyau
amidon y

cytoplasme

. . chloroplaste
mitochondrie P

paroi

chlorelle (algue verte unicellulaire)
diamétre cellulaire d'environ 5 pm

Figure 1.5 Schéma de la composition d'une microalgue
Les microalgues sont caractérisées par leur croissance rapide par division cellulaire (mitose)
si les conditions physico-chimiques et nutritives sont favorables. La Figure 1.6 présentent une vue

microscopique de quelques groupes de diatomées.
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Figure 1.6 Clichés MEB de trois groupes majeurs de diatomées : (a), (b) Coscinodiscophyceae, (c),(d) Mediophyceae et (e), (f),
(g) et (h) Bacillaryophyceae. Echelle : 30 um (g), 10 uym (a), 5 um (e, f, h), 3 um (c, d), I pym (b) [35]

Les microalgues sont utilisées dans divers pays industrialisés en tant que compléments
alimentaires pour lutter contre les carences alimentaires des poissons dans I’aquaculture. Les
microalgues sont considérées comme la base de la chaine alimentaire de I’homme. Les microalgues
peuvent aussi étre utilisées dans le domaine de I’énergie renouvelable (production d’hydrogene)
[36], en tant que biocarburants [37], dans le traitement des eaux usées [38] (conversion de la
biomasse en biogaz), dans le domaine pharmaceutique, nutraceutique (tout produit fabriqué a partir
de substance alimentaire rendu disponible sous forme de comprimé, poudre potions ou d’autres
formes médicinales), cosmétique et de la santé animale (pour la production de protéines

recombinantes) [39].

1.3. Le biofouling

Bixler et al. en 2012 [40] ont répertorié les domaines touchés par le biofouling ainsi que les

problémes qu’il engendre (Tableau I.1).

10
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Tableau 1.1 Domaines concernés par le biofouling et problémes engendrés [40]

Type Problémes
Médical Implants orthopédiques Retrait di aux infections
Respirateur Pneumonie associée au ventilateur
Lentilles de contact Infection oculaire
Cathéter Infections urinaires
Hémodialyse Eclosion infectieuses
Dents / implants dentaires Maladies périodonties, gingivite
Biocapteurs Défaillances provenant de
I’encapsulation fibreuse
Marin Coque de bateaux Augmentation de la consommation
de carburant
Moteur de bateau Augmentation d’effort da a la trainée
supplémentaire
Plateforme marine Augmentation de la structure marine
Charge/ effort / fatigue
Meétal Biocorrosion et biodétérioration
Industriel Membrane Diminution du flux

Echangeur de chaleur

Ecoulement des fluides
Eau potable
Carburant

Nourriture, papiers et
peintures

Fluides pour coupure de
métaux

Diminution de [D’efficacité de

convection

Perte frictionnelle dans les tuyaux
Pathogénes dans I’eau potable
Contamination carburant/diesel

Détérioration de nourriture et risques
pour la santé des travailleurs

Blocage de filtres et risques pour la
santé des travailleurs

11
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Dans le milieu médical, 45% des infections contractées dans les hopitaux sont imputables a
des outils médicaux infectés par des biofilms. Des statistiques montrent que 10% des patients des
hopitaux vont contracter une infection provenant des implants cliniques, tels que les cathéters
urétraux, tubes trachéales ou cathéters vasculaires, avec plus de 5000 déces annuels dus aux
infections aux Etats Unis [41]. Des recherches ont montré que 9% des patients utilisant un
respirateur en 1998 ont contracté une pneumonie associée au biofilm développé sur le respirateur.
Cette dernic¢re augmente le cott du séjour hospitalier de 40 000 $, ce qui fait qu’elle est considérée
comme |’infection nosocomiale la plus cotiteuse dans les hopitaux aux Etats Unis [42]. De plus,

environ 8% des implants orthopédiques conduisent a des complications dues aux biofilms [43].

Le développement du biofilm sur la surface dépend de 1’adhésion des microorganismes a la

surface des métaux qui est influencé par différents facteurs Tableau 1.2.

12
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Tableau 1.2 Facteurs influencant l'adhésion initiale d'un microorganisme sur une surface solide immergée [44]

Facteurs

Propriété/caractéristique

Influence sur I’adhésion

Facteurs liés au
microorganisme

Hydrophobicité

Concentration

Espéce

Phase de croissance

Augmentation sur supports
hydrophobes

Augmentation avec la
concentration

Dépend de I’espéce

Généralement plus marquée
en phase stationnaire

Facteurs liés au support

Rugosité

Hydrophobicité

Nature et charge du support

Variable

Augmente quand la bactérie
est hydrophobe

Microorganisme dépendante

Facteurs environnementaux

Temps de contact
Température du fluide

Force ionique du fluide

pH du fluide

Contamination par
I’atmosphere

Présence de macromolécules
dans le fluide

Augmente
Dépend de I’espéce

Espece dépendante (une force
ionique élevée diminue les
répulsions électrostatiques)

Espece dépendante

Variable (présence de carbone
a la surface du support)

Variable (adsorption des
macromolécules sur le
support et changement de ses
propriétés de surface)

13
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2. Effet du biofilm sur les aciers inoxydables en eau

de mer

Les aciers inoxydables sont des alliages composés de plus de 10,5% de chrome. Cependant,
malgré leur caractére d’inoxydabilité, les aciers inox ne sont pas totalement immunisés contre la
corrosion [45]. A I’interface acier/biofilm, le développement bactérien induit une modification

¢lectrochimique de I’acier qui indique une évolution des propriétés de surface [46].

2.1. Corrosion influencée par microorganismes des aciers inoxydables

La présence importante de chrome dans les aciers inoxydables permet la formation d’une
couche d’oxyde de chrome protectrice appelée couche passive (ou film passif) d’une €épaisseur
généralement comprise entre 1 et 10 nm. Lors de la rupture du film passif protecteur, les aciers
inoxydables exposés a I’eau de mer sont sujets a de la corrosion. Ce processus est influencé par la

présence de microorganismes sur la surface [45].

La CIM (Corrosion Influencée par les Microorganismes) est provoquée par les bactéries
anaérobies qui sont des bactéries n’ayant pas besoin d’oxygene pour vivre. Le Bozec et al. en 2000

[45] proposent différents mécanismes pouvant expliquer les processus intervenant dans la CIM :

e Modification au niveau de la concentration de 1’oxygeéne dissous, des cations
métalliques et du pH
e Production de métabolites agressifs par les micro-organismes : acides organiques ou

inorganiques

Par contre, ces mécanismes ne sont pas entiérement connus. Liao er al. en 2010 [47]
confirment que le métabolisme des microorganismes, enfermés dans le biofilm, induit des
changements locaux physico-chimiques a I’interface entre les métaux et le biofilm qui par

conséquent, a une grande influence sur le processus de corrosion des métaux.

En 2013, Ntienoue et al. [44] ont étudié¢ que les procaryotes associés aux processus de CIM
des aciers sont impliqués dans les cycles du soufre et du fer. La réduction du sulfate et des formes

oxydés intermédiaires du soufre conduit a deux résultats : la génération d’ions sulfure nécessaires

14
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a ’anabolisme et la production d’énergie. Alors que le fer est I’'un des ¢léments essentiels a la
plupart des organismes : il joue un role vital dans de nombreux processus biologiques tels que la

photosynthese, la fixation de I’azote, le transport de I’oxygeéne ou méme la synthése d’ADN [44].

2.2. Suivi de la formation de biofilms par I’évolution du potentiel de

corrosion ou potentiel d’abandon

Le potentiel d’abandon ou potentiel de corrosion (Open Circuit Potential, OCP) caractérise
un métal en équilibre avec un milieu donné : il s’agit de la différence de potentiel entre la surface
choisie (acier inoxydable par exemple) et une électrode de référence (SCE) dans un milieu
¢lectrolyte. Cette grandeur peut étre utilisée dans le suivi de 1’évolution et de I’évaluation des
risques de corrosion des matériaux métalliques tels que les aciers inoxydables [44]. Les études
relatives a 1’évolution du potentiel d’abandon des aciers inoxydables en eau de mer naturelle sont
trés nombreuses [45-55]. La valeur initiale de I’OCP de ’acier inoxydable par rapport a une
électrode de référence Ag| AgCl est d’environ -200 mV. Une augmentation du potenticl a été
mesurée. Cette dernicre est supérieure a celle observée lors de la formation de la couche de
passivation. Il est admis que cette augmentation se produit lorsque les aciers inoxydables sont
immergés dans de I’eau de mer naturelle circulante [45]. Afin d’établir un lien entre cette
augmentation et la formation de biofilm, des expériences ont été¢ effectuées en eau de mer
artificielle, en eau de mer naturelle filtrée, en eau douce ainsi qu’en eau saumatre. Des hypothéses
sur I’augmentation du potentiel d’abandon des aciers ont été proposées. Elle pourrait résulter d’une
augmentation de la vitesse de la réaction cathodique ou de la formation de nouveaux oxydants
produis par les biofilms [47]. Dans I’eau de mer naturelle, le peroxyde d’hydrogene est souvent

trouvé dans les biofilms. Et ce nouvel oxydant favorise 1’anoblissement [46,47].

Les valeurs d’OCP en début d’immersion par rapport a I’électrode de référence sont négatives
et une augmentation claire est observée pour plusieurs types d’acier inoxydables [54]. Huttunen-
Saarivirta et al en 2018 [54] ont comparé I’OCP pour six aciers inoxydables : 304L, 316L, 444,
316 Plus, LDX2101 et 254 SMO dans des eaux saumatres. Des valeurs d’OCP allant de 0,2 a 0,45
V/ECS sont généralement mesurées en milieu naturel au bout de 60 jours d’immersion. La

différence des valeurs d’OCP observées peut étre due a la profondeur d’immersion, au cycle
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jour/nuit, a la présence de différents ions présents dans le milieu (nitrate, nitrite, ammonium et
chlore), a la température et la salinit¢é du milieu...[47]. L’anoblissement correspond a une
modification de la branche anodique correspondant a I’oxydation du métal ou a une évolution des
processus cathodiques de réduction de 1’oxygene [45]. Des caractérisations supplémentaires sont

nécessaires pour confirmer ces hypotheses.

3. Lutte contre les biofilms

Nous présentons, dans cette partie, différentes solutions pour lutter contre la formation de
biofilms. Ces solutions peuvent affecter la croissance de microorganismes, tels que les biocides
(tuent les bactéries) ou les biostatiques (inhibent la croissance des bactéries sans les tuer), ou méme
empécher leur adhésion aux surfaces a protéger tels que les produits antiadhésifs. Ces différents
produits de lutte contre la formation de biofilms peuvent étre classés en différentes catégories selon

la nature de 1’agent antimicrobien : physique ou chimique.

3.1. Les traitements physiques

3.1.1. Les ultra-violets (UV)

L’utilisation de traitements physiques telle que 1’application d’ultrasons ou de rayons ultra-

violets, peut affecter la croissance des bactéries.

La désinfection aux Ultra-violets a ét¢ développée principalement dans le milieu médical.
Cette méthode de désinfection utilise les rayons UV de courte longueur d’onde 260-270 nm pour
tuer ou désactiver des bactéries en détruisant les acides nucléiques et interrompre la chaine d’ADN
les laissant incapables d’exécuter les fonctions cellulaires vitales [55]. Les outils chirurgicaux ainsi
que le matériel utilisé dans les laboratoires de microbiologie sont soumis a des rayons UV afin de

les stériliser. C’est une méthode de stérilisation efficace dans des systémes fermés.

A titre d’exemple, la société Lenntech fournit des systémes complets de désinfection UV pour
diverses industries : haute technologie, pharmaceutiques, semi-conducteurs, boissons sans alcool,

organismes publiques de traitement des eaux, eau potable et plateformes offshore. Un des systémes
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créés par cette entreprise est un systéme de désinfection par UV de I’eau des piscines (Figure 1.7).
Ce systeme de désinfection [56] consiste a filtrer le sable présent initialement dans 1’eau, ensuite
’eau filtrée passe par un systeme de désinfection a base de rayons UV et sera chauffée avant d’étre

reversée dans la piscine.

Les avantages de ce systéme UV sont la réduction du taux général de bactéries ainsi que de
spores telles que Guardia et Cryptosporidium qui ne sont pas affectées par le chlore ou

I’hypochlorite, la réduction du taux de Legionella et I’oxydation d’organique dans 1’eau.

Piscine Réservoir de balance

Dosage de Chlore

Systeme d’UV
Chauffage de réservoir Filtre de sable

Figure 1.7 Systeme d'UV Lenntech pour la purification d'eau utilisée dans les piscines [70]

3.1.2. Les ultrasons

Le biofouling atteignant toute surface dans le milieu marin, des industriels ont recours aux
traitements physiques pour lutter contre ce phénomene. Gom’air par Harsonic® est un appareil a
ultrasons destiné a la marine professionnelle, a la navigation de plaisance, aux applications
industrielles, agricoles et domestiques. Il est utilisé pour nettoyer les coques de bateaux (Figure 1.8),
hélices, réservoirs, pipelines et matériels d’irrigation. Le nettoyage se fait en se basant sur le
principe d’anti-adhésion curatif : s’applique aprés la formation du biofilm afin de I’éliminer et
prévenir sa formation dans la suite. Cet appareil utilise le phénoméene physique de cavitation. Le
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générateur d’ultrasons émet des signaux électriques convertis en ondes sonores transmis par un
transducteur. La pression acoustique est marquée par des phases de dépressions qui alternent avec
des phases de surpression. C’est lors des phases de dépression que des bulles de cavitation se
forment. Les microbulles implosent alors sous la forme d’une multitude de micro-jets qui décollent

les salissures et les contaminations diverses des surfaces traitées [57].

Figure 1.8 Effet de l'application d'ultrasons par l'appareil Gom air sur le systeme de propulsion d'un bateau [71]

3.1.3. Les traitements mécaniques

Le brossage des dents est un traitement mécanique utilisé pour lutter contre le biofilm dans
le cas de plaque dentaire. Le dentifrice est formé d’agents polissant (abrasifs composés de silice,
bicarbonates de sodium ou phosphates de calcium) influencant sa valeur ARD (Abrasion Relative
de la Dentine), d’agents épaississants, de conservateurs, colorants, édulcorants, ardmes et de
principes actifs : anti-caries (a base de fluor), agents antibactériens (triclosan ou chlorhexidine),

agents de blanchiment et anti-tartre. Le triclosan en grandes concentrations est un biocide (en
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faibles concentrations considéré comme bactériostatique) attaquant le cytoplasme et la membrane
des organismes cibles et le chlorhexidine est un antiseptique luttant contre les bactéries de Gram+

[58].

3.2. Les traitements chimiques

3.2.1. Les traitements par oxydation

En tant qu’halogene, le chlore est un désinfectant trés efficace. Il est ajouté aux systémes de
distribution d’eau dans le but de tuer des pathogénes tels que les bactéries, les virus et les
protozoaires qui croissent sur les parois des canalisations et les réservoirs de stockage d’eau [59].
Le chlore est un fort agent d’oxydation : il tue par oxydation des molécules organiques. Lors de sa
dissolution dans 1’eau, nous pouvons le trouver sous une forme d’acide hypochloreux HCIO. Vu
que ce dernier n’est pas chargé, il est capable de pénétrer la paroi chargée négativement des
pathogénes, de désintégrer ensuite les lipides qui composent la membrane cellulaire et enfin de
réagir avec les enzymes intramoléculaires et les protéines les rendant non fonctionnelles. Les

microorganismes meurent alors ou sont incapables de se reproduire [60].

La désinfection par chloration peut étre problématique dans quelques circonstances. Le chlore
peut réagir avec des composé€s organiques naturels présents dans les systémes de distribution d’eau
conduisant a la formation des composés tels que les trihalogénométhanes (THM) et 1’acide
haloacétique (AHA). L’effet de ces composés dépend du temps d’exposition et de la quantité
ingérée par le corps humain. Pour des doses €levées, nous observons un ralentissement de I’activité
cérébrale réguliere manifesté par des symptomes comme ’envie de dormir ou la sédation. Une
exposition chronique a ses composés peut causer un cancer du foie ou des reins ainsi que des
maladies cardiaques. A cause de ces effets, les régulations d’eau potable dans les pays développés
exigent une surveillance réguliere des concentrations de ces composés dans les systémes de
distribution d’eau [61]. L effet antifouling du chlore nécessite de grandes concentrations dépassant

les normes acceptables environnementales [62,63].

La méthode de photocatalyse est utilisée pour combattre les biofilms contenant des bactéries

pathogénes dans le domaine d’industrie alimentaire [64]. L action antibactérienne d’un matériau
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photocatalytique, par exemple le TiO2, provient d’une génération de ROS (Reactive Oxygen
Species) par photocatalyse sous une illumination d’UV a une longueur d’onde inférieure a 385 nm.
Ces ROS générés sont de tres forts oxydants qui endommagent la membrane cellulaire des
bactéries, leur ADN, inhibent leur croissance ce qui aboutit au déces des bactéries et la

déstabilisation des biofilms [65].

Les Procédés d’Oxydation Avancée (AOP) sont utilisés dans le but d’éliminer les polluants
organiques et/ou les agents pathogenes. Cette technologie peut étre utilisée pour la dépollution de
I’eau, de I’air ou la mise au point de surfaces auto-nettoyantes. Cette méthode est efficace a des
températures et pressions proches des conditions ambiantes. Les techniques d’oxydation avancée
sont utilisées pour 1’élimination de composés issus des effluents industriels (papeteries,

imprimeries, textiles, savonneries). Les AOP se caractérisent par [’utilisation de radicaux OH [66].

3.2.2. Les biocides

Toute substance affectant la croissance d’organismes microscopiques nuisibles est appelée
biocide. Les biocides ont pour but d’arréter la croissance des microorganismes en les détruisant par
une action chimique ou biologique. Nous distinguons les substances actives biocides des produits
biocides. Les substances actives biocides sont des substances chimiques ou produites par des micro-
organismes exer¢ant une action sur ou contre les organismes nuisibles [67]. Par contre, les produits
biocides sont des préparations contenant plusieurs substances actives a usages domestiques ou
industriels destinées a détruire repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles par une
action chimique ou biologique. Les produits biocides sont classés en quatre catégories : les
désinfectants, les produits de protection, les produits de lutte contre les nuisibles (espeéces animales

endommageant I’agriculture) et les autres produits biocides. ..

3.2.2.1. Les désinfectants

Les désinfectants sont des agents antimicrobiens appliqués a la surface d’objets ou sur les
surfaces externes du corps dans le but de détruire les microorganismes présents. La désinfection ne

tue pas nécessairement tous les microorganismes surtout les spores bactériennes résistantes. Les
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désinfectants agissent en détruisant la membrane cellulaire des microbes ou en interférant avec leur
métabolisme. Nous citons les solutions hydro-alcooliques (SHA ou SHAL) qui sont utilisées afin
d’assurer I’hygi¢ne des mains, surtout lors des soins médicaux. Ces solutions sont composées du
propan-2-ol (alcool isopropylique) et d’un agent antibactérien. Ce produit possede des propriétés
bactéricides, virucides et fongicides ; il fonctionne grace au principe de la friction hydro-alcoolique
(contact direct et mécanique en friction sans usage d’eau). C’est alors un biocide qui agit par
traitement mécanique.

Le Surfanios® est un détergent-désinfectant pour sols et surfaces a base de trois principes
actifs antibactériens : un chlorohydrate d’aminoacides, un chlorure de didécyldiméthylammonium
et des chélateurs des ions calcium et potassium. Deux types de bionettoyage peuvent étre
distingués : en un temps et en trois temps. Le bionettoyage en un temps est utilisée en une seule
application, alors que le bionettoyage en trois temps impose une étape de nettoyage utilisant un
détergeant, une étape de ringage a I’eau suivie de I’application du désinfectant. Le Surfanios® est
utilis¢ dans les hopitaux pour le bionettoyage en un temps selon une dilution de 0,25%
recommandée par le fabriquant [68]. D’autres dilutions sont possibles selon le domaine

d’application.

3.2.2.2. Les produits de protection

Ils sont généralement utilisés pour la protection du bois et pour la protection de matériaux de
construction contre les insectes, les champignons et d’autres organismes nuisibles. Le bois est traité
sous pression par 1’arsenic et le chrome (arséniate de cuivre chromé) [69]. Le chrome agit en tant
qu’agent chimique de fixation, il permet aux autres produits chimiques de se fixer au bois. Le cuivre
protége le bois contre la détérioration, les champignons et les bactéries alors que I’arsenic est
pesticide a utilisation limitée qui protége le bois contre les termites et les foreurs marins. Palanti
et al.en 2013 [70] ont élaboré un produit de protection du bois a base de cuivre et d’autres produits

comme les azoles, les composés organiques et 1’acide borique.
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3.2.2.3. Les produits de lutte contre les nuisibles

Les nuisibles sont des especes animales dont la présence est principalement préjudiciable a
I’agriculture en propageant des maladies, en attaquant les réserves alimentaires (en les dévorant ou
les souillant) [71]. La lutte contre les nuisibles est une partie essentielle dans le domaine
agroalimentaire d’un point de vue hygiénique, économique ou légal (action en justice des ouvriers
agricoles). Les nuisibles sont considérés comme moyen de transport pour de nombreux organismes
dont certains sont responsables de la production de biofilms. Ces produits de lutte sont utilisés pour
combattre les rongeurs, les insectes, les invertébrés.... IlIs présentent une toxicité primaire pour les
rats et une toxicité secondaire pour les mammiferes et I’environnement. Ces produits peuvent étre
des anticoagulants bloquant le cycle de vitamines K, ce qui conduit a I’incapacité de produire des

facteurs essentiels de coagulation sanguine II (le prothrombine) et VII (proconvertin).

3.2.2.4. Autres produits biocides

Ils comprennent les fluides utilisés pour I’embaumement (techniques visant a conserver les
cadavres humains ou animaux) et les produits antisalissures. Les produits antisalissures contiennent
des pesticides (biocides). Le traitement antisalissure rend la surface anti-adhérente, en donnant au
revétement des propriétés oléophobe et hydrophobe réduisant ainsi 1’adhérence des corps gras et
de I’eau les permettant de glisser sans laisser de traces. Ce traitement est utilisé pour la protection
des verres optiques antireflets. Ce revétement a base de composés chimiques contenant des chaines
fluorées ou hydrocarbonées peut étre déposé de deux fagons différentes : par un procédé de
trempage ou par évaporation sous vide. Le revétement ainsi constitué agit de deux fagons
complémentaires. En premier, le colmatage des porosités de la surface empéche la graisse de
s’infiltrer. Ensuite, la composition du revétement modifie la surface d’une goutte d’eau ou de
graisse en réduisant la surface de contact d’un facteur de 2 ou 5 ce qui facilite I’essuyage de la
surface [72]. Le traitement antisalissure est utilisé¢ pour empécher 1’adhésion de toute salissure (eau,

corps gras, microorganismes...) aux surfaces a protéger.
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3.2.3. Les biostatiques

Les produits biostatiques inhibent la croissance des microorganismes sans les détruire. Les
antibiotiques sont des produits biostatiques visant les bactéries [73]. Les antibiotiques peuvent étre
biocides ou bactéricides. Le mode d’action des antibiotiques consiste a interférer avec les activités
biologiques des bactéries : la production de protéines et la réplication d’ADN. Un exemple de
produit biostatique commercialisé visant les bactéries est I’eau bactériostatique pour injection

Figure 1.9). Ce produit contient du méthylparaben (0,12%) et du propylparaben (0,012%).
(Fig )- Cep ylp (0,12%) propylp 0, )

Figure 1.9 Produits biostatiques commercialisés pour combattre les bactéries

Un produit biocide en faible quantité est considéré comme biostatique et inversement, un

produit biostatique en grande quantité peut étre considéré comme biocide.

3.24. Les produits anti-adhésifs

Les produits anti-adhésifs sont des produits empéchant 1’adhésion des organismes sur les
surfaces a protéger. Drago et al. en 2014 [74] ont étudié I’effet anti-adhésif (apres 24h d’incubation)
et antibiofilm (aprés 48h d’incubation supplémentaires) de I’acide hyaluronique sur plusieurs
bactéries pathogeénes responsables des infections des voies respiratoires telles que Stresptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis et Staphylococcus aureus. La

croissance bactérienne n’étant pas affectée par la présence de cet acide, 1’adhésion de ces souches
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bactériennes ainsi que le taux de réduction de la formation du biofilm ont ét¢ mesurés pour deux
concentrations de 1’acide a 100% et 50% obtenant un effet plus important sur I’adhésion et la
formation de biofilm a 100% de I’acide. Les résultats présentés sur la Figure 1.10(a) montrent que
I’acide hyaluronique (HA) est caractérisé par des propriétés anti-adhésives importantes pour toutes
les bactéries, alors qu’il présente une activité modérée contre le biofilm bactérien (Figure 1.10(c)
et (d)) sauf dans le cas de la souche S.aureus (Figure 1.10(b)). Dans le cas de cette souche
bactérienne, les 10% de bactéries qui ont pu adhérer la surface (en présence de 100% de HA), ont
pu coloniser cette surface apres 48h d’incubation supplémentaires permettant une formation de

biofilm réduite de 50%. Puisque 1’adhésion est 1’étape initiale de la colonisation, ces résultats

supportent le réle de ’acide hyaluronique dans la prévention des infections des voies respiratoires.
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Figure 1.10 Effets anti-adhésif et anti-biofilm obtenus par les tests de Drago et al [74] (a) L'inhibition d'adhésion par rapport au
controle pour les quatre souches de bactéries pathogenes en noir pour 50% de HA et en blanc pour 100% de HA, pourcentages
de réduction de biofilm par rapport au contréle ligne continue pour 100% HA et ligne pointillée pour 50% de HA pour les
souches (b) S.aureus, (c) H.influenzae et (d) M.catarrhalis
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3.2.5. Les peintures antifouling

Le recouvrement par peintures antifouling est la solution la plus utilisée pour lutter contre la
formation de biofilms sur les coques de bateaux (Figure 1.12). L’effet de ces peintures est optimal
lorsque les bateaux sont en mouvement. Les peintures antifouling sont des produits anti-adhésifs
contenant des biocides. Elles peuvent alors étre classées sous les traitements chimiques et sous les
produits anti-adhésifs. Ces peintures peuvent étre a base de CuO, arsenic, oxyde de mercure ou

TBT (Tributyltin) [17,22].

Figure 1.11 Application de peinture antifouling sur la coque d'un bateau

Les biocides intégrés dans les peintures antifouling étant toxiques pour les organismes
environnementaux, les chercheurs se penchent, durant ces dernic¢res années, a étudier des produits
antifouling respectant les restrictions régionales établies [17]. De ce fait, le besoin d’élaboration de
revétements sans danger pour I’environnement marin a augmenté durant ces dernieres années. Il y
a alors un besoin urgent de développer de nouveau matériaux « eco-friendly » ayant des propriétés
« antifouling ». Les travaux de recherche ont été orientés pour remplacer ces matériaux antifouling
a base de biocides par des produits a base d’agents antibactériens tels que les nanoparticules ou

méme les ions.
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4. Agents antibactériens : Nanoparticules (NPs) et
ions

Dans la littérature, de nombreuses équipes de recherche ont intégré soit des NPs dans des

matrices biocompatibles pour des applications médicales [5—8], soit des ions [3,78-80].

4.1. Les nanoparticules (NPs)

Les NPs ont été fortement utilisées et étudiées lors de la derniére décennie [78]. Les NPs
d’Ag ou d’Au sont résistants a la corrosion et a I’oxydation [7,82]. L’effet antibactérien des NPs
dépend principalement de 3 parametres : leur forme, leur taille et la structure morphologique de la
matrice dans laquelle elles sont insérées. L’utilisation des NPs est justifiée par le rapport
surface/volume €levé, ce qui permet une meilleure interaction avec les bactéries. Les nanoparticules
les plus utilisées dans le domaine microbien sont les NPs d’argent. Raza et al. en 2016 [4] ont
conclu que les NPs d’argent de forme sphérique et de faible taille (15 a 50 nm) présentent la
propriété antibactérienne la plus importante. Le faible colt de fabrication ainsi que la propriété
antibactérienne permettent a ces NPs d’étre utilisées dans différents biens de consommation tels

que le plastique, les savons, les pates, les métaux et textiles pour leurs propriétés antimicrobiennes.

Dans ce paragraphe, nous donnerons des exemples de matrices contenant des NPs d’Ag testés
sur des bactéries de Gram- et Gram+ pathogenes pour des applications dans le domaine médical.
Les NPs peuvent étre intégrées dans différentes matrices biocompatibles telles que la cellulose,
I’alginate ou méme le chitosan. Elles ont été testées sur des souches pathogenes (E.coli et S.aureus)

en mesurant le diametre de la zone d’inhibition [5-7].

Kumar et al. [5] ont élaboré des nanocomposites d’hydrogel a base d’alginate de sodium et
de polyalcool vinylique PVA| incluant des NPs d’argent réduites par une solution d’extrait de Ficus
benghalensis (FB) et de diméthylsulfoxyde (DMSO). Ces nanocomposites d’hydrogels élaborés,
notés Film, ont été fabriqués en pulvérisant la solution polymérique et le CaCl, simultanément sur
une plaque de verre dans le but d’avoir des revétements pour couvrir des plaies. Ces matériaux ont
été testés sur les souches pathogenes E.coli (ATCCC-723) et S.aureus (MTCC-3160). Les résultats

antibactériens obtenus sont présentés dans la Figure I.13. A 24h d’incubation, la zone d’inhibition
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des films est bien visible (Figrue 1.13(E) et (F)). Le relargage des NPs d’Ag produit une zone
d’inhibition qui augmente en fonction des temps d’incubation 2, 6 et 12h (Figrue 1.13(G) et (H)).
IIs en concluent que les NPs d’argent sont plus efficaces sur S.aureus que sur E.coli. L’activité
antibactérienne observée a ¢été attribuée au fait que les NPs d’Ag peuvent interagir avec des
protéines contenant du soufre situées dans la membrane cellulaire ou a I’intérieur de la cellule. Les
NPs pourront ensuite attaquer d’avantage la chaine respiratoire entrainant la mort cellulaire lors de
la division cellulaire. Il faut tenir compte que I’activité antibactérienne des NPs d’Ag est

dépendante de leur concentration dans la matrice.

Figure 1.12 Figures (E et F) présentent les zones d'inhibition contre E.coli et S.aureus pour (C) la solution d’extrait FB + DMSO,
(E) la solution de DMSO en tant que contréle négatif, NPs d’Ag et les films SHD a 24h d’incubation. Les photos (G et H)
présentent les zones d’inhibition des NPs d’Ag relargués des SHD apres 2, 6, 12 et 24h respectivement [5]
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Ali et al. en 2017 [7] ont ¢élaboré des matériaux antibactériens a base de NPs d’Ag insérées
dans une matrice de cellulose. Ces matériaux ont été testés sur les souches de bactéries S.aureus et
E coli par deux méthodes : la premicre consistant a mesurer la zone d’inhibition et la seconde en
comptant le nombre de colonies par mL en fonction du temps (méthode quantitative effectuée sur
S.aureus seulement). Les résultats obtenus, présentés sur la Figure 1.14, ont montré que pour des
quantités de NPs d’Ag aussi élevées que 5 et 10 mg, la concentration bactérienne obtenue au bout
de 150 min est devenue nulle avec un effet antibactérien plus rapide pour ceux contenant 10 mg.
Donc, I’effet antibactériens de ces matériaux est directement li¢ a la concentration des NPs d’Ag.
De méme, les auteurs de cette étude montrent que la sensibilité est différente pour les souches de

Gram- et des souches de Gram+ [7].
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Figure 1.13 Effet antibactérien des NPs d'Ag + cellulose pour différentes quantités de NPs au bout de 2h30 pour S.aureus [7]

Torabfam et al. en 2016 [6] ont intégré les NPs d’Ag dans une solution de chitosan. Le
chitosan est souvent utilis€é pour ses propriétés antimicrobiennes a cause des groupes
hydrophobiques présents dans sa chaine moléculaire [80]. Ils ont pu démontrer ’activité
antibactérienne de ses matériaux sur E.coli (Figure 1.14(a)) et S.aureus (Figure 1.14(b)) par la
méthode de zone d’inhibition. De plus, ces matériaux ont été testés sur A.flavus (souche de
champignon). Ses matériaux ont présenté une activité antifongique importante due au chitosan et

une activité antibactérienne due aux NPs d’Ag.
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Figure 1.14 Zones d'inhibition crées pour S.aureus et E.coli incubés a 37°C pendant 24h pour (1) solution de chitosan contenant
des NPs d'Ag, (2) solution de chitosan et (3) eau distillée [6]

Les NPs d’Ag ne sont pas les seules NPs a avoir été testées. Récemment, des nanoparticules
d’oxyde de zinc ont été étudiées par Cordéro et al. [8]. Ces derniers, notés n- ZnO par ces auteurs,
ont ét¢ intégrées dans une matrice formée d’alginate et de bioactive glass (en tant que composé
inorganique) par dépdt sur acier par la méthode d’électrophorese [8]. Le recouvrement est obtenu
par I’application d’une différence de potentiel entre deux électrodes plongées dans une solution
polymérique. Les matériaux ¢élaborés ont été testés sur E.coli en mesurant la zone d’inhibition [8].
Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure I1.15. Nous observons sur la Figure 1.15(a) et (b)
que nous n’avons pas de réduction évidente des colonies bactériennes en présence de 1’inox ou
méme de I’alginate avec le BioGlass méme apres 4h. Par contre, sur la Figure 1.15(c), les colonies
bactériennes ont clairement disparu au bout d’1h ce qui indique I’effet antibactérien des particules
n-ZnO. Finalement sur la Figure 1.15(d), les colonies bactériennes ne disparaissent pas
compleétement mais sont significativement réduites apreés 3h et encore plus apres 4h. Les auteurs
expliquent que 1’effet antibactérien des n-ZnO n’est pas entieérement compris mais ils proposent
deux phénomeénes distincts pouvant I’expliquer : la génération de peroxyde d’hydrogene par des
especes actives d’oxygeéne (AOS) [81] et la liaison des nanoparticules a la cellule par des forces

¢lectrostatiques qui détériorent la membrane cellulaire entrainant la mort cellulaire [82].
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Figure 1.15 Résultats antibactériens de différents revétements contre E.coli (a) Inox, (b) Revétement de BioGlass/Alginate (1,5
g/L BG), (¢) Revétement de ZnO/Alginate et (d) Revétement de 25-ZBA. Les zones I, I, 111 et IV indiquent le nombre d'heures pour
lesquelles les tests ont été effectués (1, 2, 3 et 4h respectivement) [8]

4.2. Effet de la toxicité des nanoparticules sur les organismes marins

non ciblés

Le mode d’action des nanomatériaux n’est pas encore complétement compris mais peut

potentiellement s’expliquer par au moins trois mécanismes distincts [10,11] :

e Les particules formeraient un réservoir qui relarguerait en continu des ions dans le

milieu auquel elles sont exposées, par exemple des ions Ag" des NPs d’Ag.
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e La surface d’interaction entre les nanoparticules et le milieu d’exposition pourrait
produire des substances toxiques, par exemple des radicaux chimiques ou ROS.

e Les nanoparticules ou leur surface pourraient interagir directement avec les cibles
biologiques et les perturber [10]. Nous pouvons citer I’interaction toxique avec les

membranes ainsi que I’intercalation avec I’ADN.

Toutefois, leur usage génere potentiellement des risques sur la santé humaine et pour
I’environnement. On distingue deux genres de nanoparticules : des NPs stables et des NPs instables.
La stabilité¢ des nanoparticules est définie selon leur capacité a rester sous la méme composition
chimique, la méme taille et la méme forme. Les NPs stables comprennent par exemple les NPs
d’Au. Les NPs instables comptent les NPs d’Ag, les nZnO et les NPs de Cu. Le processus de
relargage de NPs et d’ions en parallele dans le milieu est étudi¢ afin de comprendre leur action

antibactérienne réciproque et les interactions possibles entre le produit relargué et le milieu.

Auffan et al. en 2016 [9] ont montré la présence d une interaction importante entre les cellules
algales et la surface des NPs. Les NPs affectent la croissance cellulaire des algues, la photosynthese

et la production de chlorophylle.

Pandiarajan et al. en 2017 [12] ont étudié 1’effet des NPs sur les algues. Ils ont examiné
I’accumulation des NPs dans les organismes marins. Cette accumulation est considérée toxique
méme pour de tres faibles concentrations puisque ces effets néfastes semblent étre explicites par la

suite.

Les substances toxiques dues aux NPs, telles que les ROS par exemple, sont bioaccumulées
dans les microalgues. Comme les algues forment la base de la chaine alimentaire, ces substances
toxiques seront accumulées dans les poissons herbivores par I’ingestion d’algues, suivie par une
accumulation dans les poissons carnivores pour arriver a I’humain. Il pourrait étre plus intéressant
d’utiliser des ions insérés dans une matrice biocompatible pour éviter la bioaccumulation des
substances toxiques en évitant le premier mécanisme cité par Ma et al. [10]. Ceci pourrait permettre
d’étudier seulement le relargage des ions au lieu de la dissolution des nanoparticules et le relargage

des ions dans le milieu d’exposition.
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4.3. Lesions

Dans ce paragraphe, nous nous intéressons aux matériaux contenant des ions et non plus des
nanoparticules. Plusieurs types d’ions ont été insérés dans des matrices : Ag", le Cu®* et le Zn*" [3],

[78-80].

Jung et al. en 2008 [75] ont étudié I’effet de solutions d’ions d’argent de différentes
concentrations sur deux bactéries pathogeénes E.coli et S.aureus par trois méthodes distinctes, le
comptage de CFU/mL en fonction du temps conventionnel, par analyse de cytométrie en flux (FC)
couplée avec Baclight (kit de viabilité bactérienne) et par analyse FC couplée avec une coloration

au diacétate carboxyfluorescéine (CFDA).

Une concentration d’ions d’argent de 0,2 ppm a été comparée au contrdle PBS (Phosphate
Buffer Solution) pour 30 min, lh, 1,5h, 2h et 3h de traitement. Les résultats obtenus, présentés sur
la Figure 1.17, montrent une efficacité similaire pour les tests effectués par les méthodes d’analyse
FC. Alors que les résultats obtenus par la méthode de comptage conventionnelle sont plutot
supérieurs aux deux autres. Les ions d’argent ont montré une efficacité antibactérienne plus
importante contre E.coli (Figrue 1.17(a)) que sur S.aureus (Figure 1.17(b)). Ils supposent que ceci
est dii a I’épaisseur de la couche de peptidoglycane qui peut empécher 1’action des ions d’argent a

travers la membrane cellulaire. Ce résultat est en accord avec les résultats d’autres études [86,87].
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Figure 1.16 Graphes montrant le pourcentage d'effet antibactérien en fonction du temps par trois méthodes d'analyse pour la
souche de bactérie (a) E.coli et (b) S.aureus [75]

Utilisant la méme méthode, Mikolajczyk et al. [3] ont comparé des fibres d’alginate a base
de cuivre avec des fibres d’alginate a base de zinc par la méthode de comptage du nombre de

CFU/mL apres 24h d’incubation. L’effet antibactérien de ces deux fibres est présenté dans le

Tableau 1.3.
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Tableau 1.3 Résultats des tests antibactériens des fibres d'alginate a base de cuivre ou a base de zinc dans des conditions
optimales [3]

Temps Qu?;emte Intervalle de Activité Activité Ziig:;n(iz
Echantillon p bactéries confidence | bacteriostatique | bactérienne
h log
cfu/mlL cfu/mL log(cfu/mL) log (cfu/mL) (cfu/mL)
6,7x10%
A 4 s _ _ _
Controle 0 9,1x10 12x10°
5,2x107-
A 7 9 _ _
Controle 24 6,5x10 8.8x107 2,8
Alginate de <1,2x10-
zinc 24 47 2,0x10? 6,1 3,3 )
Alginatede |, <20 . 6,5 3,7 :
cuivre

Nous remarquons d’apres les résultats présentés dans le Tableau 1.3, que les fibres d’alginate

de cuivre et de zinc ont un effet antibactérien important et a peu pres similaire.

Straccia et al. en 2015 [76] ont ¢laboré des hydrogels d’alginate intégrant du carbonate de
zinc de diverses concentrations afin d’obtenir des hydrogels de zinc. Ces hydrogels sont notés Algl,
Alg4 et Alg6 (le matériau contenant le plus d’ions Zn** étant le Alg6). Les ions Zn*" sont considérés
comme catalyseurs connus pour la cicatrisation de plaies et pour leur propriété anti-infectieuse [76].
Les hydrogels élaborés ont ét¢ mis en contact avec un tapis bactérien d’E.coli préparé dans des
boites de pétri pour 720 min de contact puis retirés avant d’étre incubés a 37°C pendant 24h

(Figure 1.18). L’effet antibactérien de ces hydrogels augmente avec la concentration de zinc [76].
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Figure 1.17 Effet antibactérien sur E.coli d'un hydrogel d'alginate de (a) calcium (b) zinc noté Alg6, (c) zinc noté Alg4 et (d) zinc
noté Algl apres 12h de contact [76]

Récemment, Malagurski et al. en 2018 [77] ont intégré des ions de Cu** et Zn?" dans des
nanocomposites d’alginate. Des billes d’alginate minéralisées par du carbone ou par du phosphate
ont été ¢laborés et comparés a des billes non minéralisées. Ces matériaux ont été testés sur des
souches de bactéries pathogenes : E.coli, S.aureus et une souche de levure C.albicans en comptant
le nombre de colonies/mL en fonction du temps. Les résultats obtenus en présence des matériaux
minéralisés par du carbone sont présentés sur la Figure 1.19(a), ceux minéralisés par du phosphate
sur la Figure 1.19(b) et ceux non minéralisés sur la Figure 1.19(c). L’ajout d’ions Cu®" et Zn**
diminue le nombre de colonies. Nous remarquons que la souche d’E.coli est la plus sensible aux
matériaux ¢élaborés, suivie par la souche de S.aureus et la souche C.albicans. Ceci est di au fait

que les micro-organismes ont une sensibilité différente pour différents métaux.
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Figure 1.18 Tests antibactériens obtenus par Malagurski et al. pour des billes d'alginate (a) minéralisées par C, (b) minéralisés
par P et (c) non minéralisées [77]

Les ions d’argent Ag®, de cuivre Cu?" et de zinc Zn?' possédent des propriétés
antibactériennes affectant les bactéries pathogenes de Gram- et Gram+. Ils peuvent remplacer les
nanoparticules pour des applications antibactériennes. Il faut tenir compte que pour de grandes
concentrations d’ions, les matériaux sont considérés comme biocides. Il est donc important
d’élaborer des matériaux ayant une faible concentration ionique de fagon a respecter les
réglementations des produits biocides (BPR, Regulation (EU) 528/2012) présentant toujours des

propriétés antimicrobiennes dont le pourcentage d’inhibition de croissance ne dépasse pas les 50%.

36



Etat de [’art

Ces différents agents antimicrobiens doivent étre insérés dans une matrice biocompatible afin
, . . , , . . .
d’obtenir un matériau dont I’ensemble n’est pas toxique pour I’environnement. Cette matrice peut

étre un biopolymere tel que la cellulose, le chitosan ou 1’alginate.

5. Biomatériaux

5.1. La cellulose

La cellulose est un composé organique de formule (CsH100s)n (Figure 1.20). Il s’agit d’un
polysaccharide constitué¢ de chaines lin€aires allant de plusieurs centaines a plusieurs milliers de

molécules de D-glucose.

OH
OH

[Ho O o
OH
i OH Jn

Figure 1.19 Composition chimique d'une chaine de cellulose

Ce biopolymeére est le constituant principal de la paroi des cellules végétales, plusieurs formes
d’algues et oomycetes (organismes eucaryotes filamenteux). De ce fait, il est le polymere le plus
abondant sur terre. La cellulose est utilisée dans différents domaines d’application : fabrication de
produits de papier, fibres, consommables (excipients inactifs dans les tablettes de médicaments),
cultures énergétiques, biocarburant et fabrication de matériaux. Ce biopolymere biodégradable est
insoluble dans 1’eau et la plupart des solvants organiques.

La cellulose est inodore, sans gott, hydrophile avec un angle de contact de 20-30°. Ces
propriétés dépendent de la longueur des chaines et du degré de polymérisation [85]. La cellulose
provenant de la pulpe de bois a des chaines de longueur entre 300 et 1700 molécules. Celle qui
provient du coton et d’autres fibres végétales a des chaines de longueur allant de 800 a 10000

molécules.
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Les liaisons hydroxyles de la cellulose avec I’eau produisent un matériau pulvérisable,
modulable en tant qu’alternatif au plastique et a la résine. Ce matériau recyclable peut étre produit
sous forme de matériau résistant a I’eau et au feu de haute résistance et rigidité [86]. La cellulose
et ses dérivatifs sont utilisés dans le domaine pharmaceutique, couverture de plaies, cosmétiques,
revétements, filtration d’eau et différents hybrides [90-92].

Ali et al. en 2016 [7] ont utilisé la cellulose en tant que matrice contenant des NPs d’Ag.
Capanema et al. en 2017 [90] ont ¢laboré¢ des biocomposites hybrides a base de
carboxyméthylcellulose incluant des nanoparticules d’Ag pour la couverture de plaies et la
réparation épidermique. Ces matériaux notés CMC, de deux degrés de substitution (DS) 0,77 et
1,22, ont été testés sur les souches pathogénes E.coli (G), P.aeruginosa (G) et S.aureus (G"). Les
propriétés du polymere dépendent du degré de substitution. Ce dernier est le nombre moyen de
groupes substituants attachés par chaines. Les résultats antibactériens obtenus dans ces travaux sont
présentés dans le Tableau 1.4 sous forme de zones d’inhibition en mm. Nous remarquons que les
zones d’inhibition sont plus importantes en augmentant la concentration des NPs et le degré de

substitution.

Tableau 1.4 Résultats antibactériens des zones d'inhibition (mm) de croissance des matériaux élaborés par Capanema et al. [90
p p

CMC DS =0.77 CMCDS=122
Bacteria strain [AgNP| = 0.6% [AgNP] = 1.2% [AgNP] = 0.6% [AgNA =1.2%
E coli (G) 100=0.7 120=35 110zx42 11507
P. geruginosa (G) 110=x14 13014 14535 14014
S. aureus (G7) 13521 18535 18507 165x0.7

5.2. Le chitosan

Le chitosan est un polysaccharide linéaire composé de molécules D-glucosamine liée en f3-
(1-4) et N-acétyl-D-glucosamine distribuées aléatoirement. Sa composition chimique est présentée

sur la Figure 1.21.
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Figure 1.20 Composition chimique du chitosan

Il est produit par le traitement de la chitine provenant des crevettes et autres crustacées
possédant une substance alkaline comme I’hydroxyde de sodium. Due a sa biocompatibilité,
biodégradabilité, non toxicité, mucoadhésion, activité antimicrobienne, son origine naturelle et son
faible colt, ce biopolymére a été étudi¢ extensivement afin d’étre utilisé dans les domaines
biomédical et pharmaceutique [91]. La présence des groupes fonctionnels tels que le NH> et OH
dans sa structure fournit la base de I’interaction avec d’autres polymeéres et les molécules
biologiques. L’introduction des groupes hydrophobiques dans la chaine moléculaire du chitosan
peut aussi fournir de meilleures propriétés antimicrobiennes pour les composés modifiés. Sa
propriété antibactérienne et sa biotoxicité dépendent de plusieurs facteurs incluant sa masse
moléculaire et son degré de déacétylation [92]. Li et al. en 2018 [92] ont préparé des couches de
microgel a base de chitosan sur des membranes de PCU (Polycarbonate uréthane) pour des
applications d’implants biomédicaux. Ces matériaux ont été testés sur des souches de bactéries
pathogenes d’E.coli et de S.aureus en comptant le nombre de CFU/mL pour une incubation a 37°C
pendant 4h (Figure 1.22). De plus, 1’adhésion de ces souches bactériennes a ét¢ étudiée en présence

de ces matériaux.
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Figure 1.21 Taux d'inhibition bactérienne des différents matériaux contre les souches E.coli et S.aureus apres incubation a 37C
pendant 4h. [92]

Les résultats de Li et al. [92], présentés sur la Figure .22, comparent le taux d’inhibition de
croissance pour le PCU, le PCU avec le chitosan naturel (CS), le PCU avec le chitosan-g-eugenol
(CE), le PCU avec le copolymer poly(sulfobetaine methylacrylate-co-2-aminoethyl methacrylate)
(PSA) et finalement le mélange de couches contenant le PCU, CE et PSA. Les membranes PCU/CS,
PCU/CE et PCU/CE/PSA manifestent une activité antibactérienne plus importante qu’en présence
de la membrane de PCU, PCU/CS ou PCU/PSA avec un taux d’inhibition supérieur a 90% pour
les 2 souches de bactéries testées. Ces résultats montrent que I’activité antibactérienne provient du
chitosan sous sa forme naturelle CS ou méme sous sa forme modifiée CE. Le mode d’action
antimicrobien du chitosan n’est pas un mécanisme simple mais un processus complexe. Ce
processus résulte d’une séquence d’éveénements moléculaires non ciblés qui prennent place
simultanément et successivement. La propriété antimicrobienne que présente le chitosan peut étre
due a I’interaction électrostatique entre la structure polycationique (chitosan) et les composés

anioniques de la surface des microorganismes. De méme, la propriété antimicrobienne du chitosan
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peut dépendre de sa masse moléculaire ainsi que de sa possibilité a varier entre ses caractéristiques

hydrophiles et hydrophobes [95-97].

5.3. L’alginate

L’alginate est un polymere naturel, biosourcé et biocompatible. 11 posséde une matrice
chargée négativement Alg™ facilitant des liaisons avec les ions positifs. L’alginate ou acide
alginique est un polysaccharide linéaire extrait d’algues brunes. Comme les autres phycocolloides
(colloide issu des algues, un colloide étant une substance composée de micro particules dispersées
dans un liquide), il s'agit d'un polymere : ceci signifie que sa molécule est constituée d’éléments
tous semblables (les monomeres) reliés entre eux. Les monomeres dans ce cas posseédent des

structures chimiques de I’acide guluronnique et de I’acide mannuronique.

H
HOOC
OH
HO 0 OH
HOQC O
HO OH OH
HO

f-d-mannuronique (M) a-l-guluronique (G)

Figure 1.22 Monoméres de la chaine d'alginate

Les alginates sont des copolymeéres a blocs composés de régions homopolymeéres de M (blocs
MM) et G (blocs GG) séparées par des zones aux structures alternées (blocs MG) [96] comme le
montre la Figure 1.23. Le parametre M/G détermine la qualité et la structure de ’alginate [97].
Celui-ci varie en fonction de deux facteurs importants : la saison et le type d’algues brunes.

Les algues brunes récoltées pour la fabrication d’alginate sont rincées, macérées et subissent
une extraction en utilisant du carbonate de sodium [98]. Aprés filtration de 1’extrait, du chlorure de
sodium ou de calcium est ajouté au filtrat afin de former un précipité d’alginate de sodium ou
d’alginate de calcium respectivement. A I’aide d’un traitement a 1’acide chlorhydrique dilué, ce sel
d’alginate peut étre transformé en acide alginique.

Ce processus d’extraction permet d’obtenir de I’alginate de sodium en poudre. L’extraction
donnant le meilleur rendement possible est celle effectuée en utilisant le carbonate de sodium [99].
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L’alginate de sodium est soluble dans 1’eau pure pour des valeurs de forces ioniques faibles.
Lorsque la salinité du milieu augmente, la solubilisation est plus lente. Le pH de la solution joue
aussi un role dans la solubilisation de I’alginate. Si le pH de ’alginate est inférieur au pKa de 1’acide
mannuronique (pKa= 3,38) et de I’acide guluronique (pKa= 3,65), alors la formation d’hydrogel
est possible. Chaque type d’alginate a une valeur de pK. différente et dépendante de la répartition
des blocs G et M sur la chaine, la concentration en alginate et de la force ionique de la solution
aqueuse. Il est préférable de diluer 1’alginate dans un premier temps dans I’eau pure sous agitation
[100]. La propriété la plus intéressante que possede 1’alginate est sa capacité a se lier a différents
cations divalents afin de former une matrice insoluble dans I’eau. L’alginate présente une affinité
sélective envers ces cations en fonction de leur nature. Cette affinit¢é dépend des forces
¢lectrostatiques, de 1’encombrement stérique et de la composition de I’alginate [101]. L’ajout
d’ions divalents tels que le Ca**, Cu?" ou Zn** a la matrice d’alginate de sodium est généralement

représenté par le modele « egg-box » (Figure 1.24).

Figure 1.23 Matrice d'alginate liée aux ions divalents

Lee et al. en 2012 [102] ont étudié les différentes propriétés des alginates telles que sa
structure, sa masse moléculaire, sa solubilité, sa biocompatibilité, ses dérivées et sa gélification.
Ces auteurs ont énuméré les différentes applications biomédicales telles que les applications
pharmaceutiques, la couverture de plaies, culture cellulaire, régénération de tissus par des protéines
et la livraison cellulaire.

Due a la diversité d’applications, son faible cofit et sa biocompatibilité, 1’alginate a été utilisé
ces derniéres années en tant que matrice contenant des agents antibactériens comme les
nanoparticules et les ions [3,79,103—107]. Méme si 1’alginate ne posséde pas de propriétés
antimicrobiennes, contrairement au chitosan, sa matrice chargée négativement Alg™ favorise les

liaisons ioniques avec des ions divalents.
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6. Conclusion

Le but de ce travail est d’¢élaborer différents matériaux antibactériens biocompatibles, peu
colteux et non toxiques pour I’environnement. Nous choisissons alors une matrice a base d’alginate
pour sa biocompatibilité, son faible cofit et sa capacité a se lier a des ions divalents tels que le Cu**
et le Zn>*, présentant des propriétés antibactériennes. Ces ions sont choisis afin d’éviter la toxicité
que peut produire les NPs. Nous obtiendrons ainsi des matériaux d’alginate de zinc qui vont étre
comparés aux matériaux d’alginate de cuivre, I’effet du cuivre étant déja prouvé.

Ces matériaux ¢laborés vont €tre caractérisés physico chimiquement et vont étre testés sur
des souches de bactéries marines (Gram-) et des souches de microalgues pour des applications dans
le domaine marin et sur des souches de bactéries pathogénes (Gram- et Gram+) pour des

applications dans le domaine médical.
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Chapitre II Techniques de caracteérisation
et protocoles expérimentaux

Différentes techniques expérimentales ont été utilisées durant cette thése afin de caractériser
les matériaux élaborés. Les caractérisations physico-chimiques, les protocoles expérimentaux

utilisés pour les tests antimicrobiens sont décrits dans ce chapitre.

1. Techniques de caractérisation

1.1.Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) est une méthode physico-chimique utilisée
pour étudier la morphologie des matériaux élaborés. Cette technique est basée sur le principe des
interactions électrons-maticre. Elle consiste a utiliser un faisceau d’¢lectrons pour balayer la
surface d’un échantillon, ou se produisent des interactions ¢lastiques et inélastiques entre le
faisceau incident et 1’échantillon, qui réémet différents types de particules : des électrons

rétrodiffusés, des électrons secondaires et un rayonnement X.

Les électrons rétrodiffusés : ¢lectrons primaires renvoyés vers la source aprés avoir subis
des interactions ¢€lastiques avec les noyaux atomiques et inélastiques avec les électrons orbitaux du
solide. Leur énergie est proche de celle du faisceau incident. L’émission rétrodiffusée provient

d’une zone de quelques centaines de nanometres de profondeur.

Les électrons secondaires : électrons résultant principalement de 1’ionisation des atomes du
solide étudié. Ces électrons de faible énergie (< 50 eV) proviennent des couches situées a proximité

de la surface (épaisseur d’échappement entre 1 et 10 nm)
Le rayonnement X : provient de la désexcitation des atomes.

Les ¢lectrons rétrodiffusés sont détectés par un capteur qui contrdle la brillance d’un
oscilloscope cathodique dont le balayage est synchronisé avec celui du faisceau. Ainsi, I’intensité

du rayonnement émis en chaque point de I’échantillon est détectée. L’interaction entre 1’¢lectron
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et la surface de I’échantillon produit des ¢électrons secondaires de plus faible énergie, ce signal sera
amplifié¢ avant d’étre détecté et converti en un signal électrique. L’ensemble des signaux regus par

le détecteur permettent de construire une image en relief de I’échantillon.

L’analyseur est constitué d’une électrode réceptrice et d’un scintillateur, porté a un potentiel
de 300kV, couplé optiquement a un multiplicateur au moyen d’un guide de lumicre. Par contre,
afin d’écouler les charges superficielles perturbant 1’émission et déformant I’image, les
¢échantillons doivent étre conducteurs. Pour ce fait, les matériaux ont été métallisés par évaporation
sous vide d’alliage Or-Palladium pendant 30s d’épaisseur nanométrique. Le principal avantage de
ce dispositif est son pouvoir de résolution. En effet, la résolution est directement liée a la longueur
d’onde des particules incidentes allant de 1 a 10nm. Le MEB permet d’avoir des images a

différentes échelles selon le grossissement appliqué (Figure I1.1).

Figure I1.1 Clichés MEB obtenus d'une méme zone d’'un matériau d’alginate poreux pour différents grossissements obtenant des
images a une échelle de (a) 200um, (b) 50um et (c) 10um
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Les clichés MEB ont été effectués a ’UBO dans la Plateforme d’Imagerie, de Mesures en

Microscopie (PIMM) sur un appareil de type Hitachi S800 (Figure 11.2).

Figure I1.2 Microscope électronique a balayage présent a 'UBO

1.2.Analyse élémentaire par énergie dispersive a rayons X (EDX)

L’appareil Hitashi S800 permet aussi d’effectuer des microanalyses ¢élémentaires.
L’interaction entre le faisceau d’électrons incident et les atomes présents a la surface de

I’échantillon génére des photons X qui peuvent étre détectés.

Chaque ¢élément émet des photons X d’énergie bien définie correspondant a une transition
¢lectronique entre les niveaux de cceur de I’atome. Le traitement des signaux détectés permet
d’obtenir une analyse semi-quantitative des ¢léments présents en fonction de 1’énergie et de
I’intensité des raies X détectées. Il est donc possible d’effectuer une analyse chimique quantitative

localisée de la surface de 1’objet sur une profondeur de I’ordre du micrometre [108].

1.3.Microscope a force atomique (AFM)

La microscopie a force atomique (AFM : Atomic Force Microscopy) permet d’obtenir des

images en trois dimensions obtenus par balayage d’une surface a I’aide d’une sonde. Le premier
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microscope a champ proche a vu le jour en 1982 développé par Binnig et Rohrer [109], c’est le
microscope a effet tunnel (STM). Dans ce cas, la sonde est une pointe conductrice placée a quelques
angstroms de la surface. L inconvénient majeur de ce microscope est qu’il n’est pas adapté a I’étude
de matériaux non conducteurs tels que les polymeres. En 1986, Binnig, Quate et Berger ont inventé
le microscope a force atomique en mode contact afin de remédier a cet inconvénient. L’échantillon
peut ainsi €tre isolant et I’image est obtenue par détection des forces d’interactions inter-atomiques

entre la pointe et la surface [110].

Principe de fonctionnement de PAFM

Le principe de I’AFM est de balayer la surface de 1’échantillon a 1’aide d’un levier muni d’une
pointe afin d’avoir une image 3D (X, y et z) avec une résolution spatiale allant de quelques dizaines

de microns au dixiéme de nanometre (Figure I1.3)

Photodiode

h /_Levier

Figure 11.3 Schéma de structure d'un microscope a force atomique
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La troisieme dimension correspond au déplacement vertical (z) de la cale piézoélectrique, si
la hauteur (h) entre le support fixe du levier et le point de contact M est constant. Or, h dépend de
la déflexion (f) mesurée par le systéme photodiode-laser. L’ensemble de tous ces éléments permet

de balayer la surface a h constant en asservissant z.

Le microscope utilisé lors de cette ¢tude est un microscope a force atomique AFM Bruker
multimode 8 équipé d’un module PeakForce. Il permet d’obtenir une topographie de la surface en
mode contact (invasif) avec lequel nous pouvons obtenir une cartographie de la conductance,
I’adhésion, la déformation, la dissipation et la rugosité ; en mode tapping (contact intermittent)
avec la possibilité d’avoir une cartographie magnétique ou électrique ; et également en mode peak
force qui permet d’avoir une cartographie des propriétés mécaniques. Il est possible de méme de
travailler suivant les modes dans des conditions particuliéres : mesure en mode torsion, mesure en
mode force, mesure en atmosphere controlé, mesure en cellule liquide, mesure en goutte d’eau,
mesure en chauffant 1’échantillon jusqu’a 200°C et mesure en refroidissant 1’échantillon jusqu’a -
30°C. Lors de cette thése, nous avons utilisé le microscope a force atomique pour étudier la rugosité

et éventuelle porosité de nos échantillons.

1.4.Spectroscopie de photoélectrons X (XPS)

La spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (XPS) est une méthode physique
d’analyse physico-chimique. Elle repose sur I’effet photoélectrique découvert par Hertz en 1887 et
expliqué par Einstein en 1905. L’échantillon est irradié par des rayons X monochromatiques, ce
qui provoque I’ionisation des atomes par effet photoélectrique. L’énergie cinétique des électrons
émis (ou photoélectrons) est mesurée, on obtient alors le spectre électronique en fonction de
I’énergie. En considérant la conservation de 1’énergie, il est possible de déterminer 1’énergie de
liaison des ¢électrons émis [ 108]. Cette méthode de caractérisation est non destructive et elle permet
de sonder les premiéres couches atomiques du matériau étudié. La valeur des énergies de liaisons
dépend de I’environnement chimique des éléments photoionisés ainsi que de leur degré

d’ionisation.
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1.4.1. Processus mis en jeu en XPS

En considérant I’énergie du photon incident hv, E; I’énergie de liaison, 1’énergie cinétique du
photoélectron Ep et @ la fonction de travail de I’échantillon, le bilan énergétique du processus de

photoémission s’écrit alors :
hY = E; + &4 + E, (2.1)

Dans les conditions expérimentales, 1’énergie cinétique du photoélectron E¢ est définie en
fonction du niveau de vide du spectrométre (Figure 11.4). Cependant, ce dernier étant en contact
¢lectrique avec 1’échantillon, leurs niveaux de Fermi s’égalisent et le bilan énergétique s’écrit

finalement :
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Figure I1.4 Diagramme d'énergie en XPS, cas d'un échantillon métallique en équilibre thermodynamique avec le spectrométre

h9 = E; + pspec + Ec (2.2)
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ou Dgpec correspond au travail de sortie du spectromeétre. Afin de déterminer I’énergie de liaison, il
faut alors de procéder a une calibration des énergies de liaison utilisant par exemple la raie de

carbone C(1s) a284,6 eV [111].

1.4.2. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental XPS a été développé au laboratoire Lab-STICC (Figure I1.5). 1l est
constitué d’une source de photoélectrons X, d’un porte échantillon, d’un systéme de focalisation
¢lectronique, d’un spectrométre, d’un détecteur d’électrons et d’un dispositif d’abrasion ionique.
La source X utilisée pour ces travaux est non monochromatique : Al Ka 1486,6 eV. L’émission des
photons X est obtenue par bombardement de I’anode d’aluminium Al par des électrons
énergétiques. Le spectre d’émission est constitué d’un fond continu en énergie constituant le
rayonnement de freinage de Bremsstrahlung, ainsi que de raies d’émissions caractéristiques de

I’anode d’Al utilisée.

Figure I1.5 Dispositif expérimental de spectroscopie de photoélectrons X au Lab-STICC
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La source n’étant pas compleétement monochromatique, elle émet une raie principale Ko, mais
aussi des raies moins intenses. Ceci provoque 1’apparition de pics satellites qui peuvent interférer
avec le pic principal sur le spectre XPS. Le Tableau II.1 présente les caractéristiques des différentes
raies d’émission pour la source d’aluminium. L’axe central de la source X est fixé a 5° par rapport

a la normale a 1’échantillon et le faisceau X irradie une surface de 1 cm?

Tableau I1.1 Caractéristiques de la source X d'aluminium

Elément Raie d’excitation o2 03 04 o5 o6
Energie (eV) 1486,6 | 14953 | 1496,9 | 1503,9 | 1506,9
Al Intensité relative 100 8 4 0,5 0,5
Largeur mi-hauteur (eV) 0,85

Le systeme de focalisation ¢lectronique est constitué d’un ensemble de lentilles
¢lectrostatiques focalisant les ¢€lectrons émis de 1’échantillon sur I’entrée du spectrometre. Ce
dernier est un analyseur dispersif de type cylindrique miroir (CMA). Il est constitué de deux
cylindres coaxiaux de rayon R; et Ry. En établissant une différence de potentiel AV entre les deux
secteurs cylindriques, un champ électrique est formé qui disperse la trajectoire des ¢€lectrons
incidents en fonction de I’énergie cinétique par rapport a une énergie caractéristique de I’analyseur :
I’énergie d’analyse Eq, ou énergie de passage. En fonction de la constante de ’analyseur K, cette
énergie peut s’exprimer de la fagon suivante :

E, _ K

AV T pRa
lnR2

(2.3)

Ainsi, seuls les électrons ayant une énergie de E, traversent I’analyseur et atteignent la fente de
sortie ou un détecteur d’¢lectrons est placé. Ce dernier est un channeltron qui joue un rdle de
multiplicateur d’électrons. Le dispositif est ensuite relié¢ a un dispositif d’acquisition piloté par

LabView®.
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La technique XPS requiert un dispositif sous ultravide, correspondant a une pression
résiduelle de 10°-107'° mbar. Dans le but d’atteindre cette pression, deux étapes de pompages sont
nécessaires. Le pompage primaire est assuré par des pompes mécaniques garantissant un vide de
I’ordre de 102 mbar. Ce dernier est couplé a un pompage secondaire. Trois types de pompes sont
utilisées : une pompe turbomoléculaire, une pompe ionique ainsi qu’une pompe a sublimation de
titane. Un étuvage de ’enceinte permet préalablement de dégazer les parois de la chambre
d’analyse et d’en extraire I’eau résiduelle. Par ailleurs, un systéme de vannes et le sas d'introduction

garantissent une mise en place de 1'échantillon sans remise a l'air de la chambre d'analyse.

2.Protocoles expérimentaux pour I'évaluation anti-

microbienne

Afin d’évaluer la bioactivité contre les organismes responsables du microfouling (bactéries
en milieu médical, bactéries marines et microalgues), il est important d’évaluer 1’inhibition
d’adhésion cellulaire aux puits ainsi que I’inhibition de croissance. Dans cette partie, nous
détaillerons les différents protocoles expérimentaux entrepris pour 1’étude de 1’activité bactérienne

et microalgale en présence de nos matériaux.

2.1.Test antibactérien (bactéries pathogenes)

Ce protocole expérimental est utilis¢ dans les travaux pour déterminer la zone d’inhibition en
présence des matériaux élaborés avec des souches de bactéries ATCC présentes dans le milieu

médical E.coli et S.aureus. Ces expériences ont été effectués au Liban.

Cette expérience consiste a étaler une suspension bactérienne a 1’aide d’un écouvillon stérile
sur un milieu de culture agar TSA (TSA : Tryptic Soy Agar). Ce milieu de culture est constitué de :
peptone de caséine (17 g/L), peptone de farine de soja (3 g/L), D(+)-glucose (2,5 g/L), chlorure de
sodium (5 g/L) et de phosphate dipotassique (2,5 g/L). Le matériau solide a tester est ensuite placé

dans la boite de pétri contenant le milieu de culture ainsi que la suspension bactérienne étalée. La
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boite de pétri est alors incubée pendant 48h a 37°C. Une fois la période d’incubation terminée, nous
mesurons a 1’aide d’une regle graduée le diametre de la zone d’inhibition de croissance des

bactéries. Un exemple de zone d’inhibition est présenté dans la Figure I1.6.

Figure I1.6 Zone d'inhibition obtenue en présence d'un film d'alginate de zinc déposé sur acier pour la souche S.aureus

2.2.Test antimicroalgues marines

Les matériaux ¢laborés ont été testés sur deux souches de microalgues (Halamphora
Coffeaeformis AC 713 et Cylindrotheca Closterium AC 170) a Biodimar — Université de Bretagne
Occidentale, Brest dans le but d’évaluer leurs croissance et adhésion. Ces souches sont utilisées
dans les études d’antifouling puisqu’elles forment une couche visqueuse résistante sur les surfaces
marines [15,112]. Ces souches de microalgues sont considérées comme pouvant faire partie des

souches pionniéres du biofouling.

Nous avons placé les matériaux préparés dans une plaque de 24 puits (4 lignes et 6 colonnes)
de facon a avoir une ligne de 6 réplicas pour chaque matériau. Chaque plaque est utilisée pour une
souche donnée afin d’éviter toute contamination. La plaque incluant les matériaux est stérilisée

sous rayonnement UV pendant 30 min avant 1’expérience.
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Un milieu de culture f/2-Guillard est préparé [114]. Ce milieu consiste a ajouter a de I’eau de
mer filtrée et stérilisée par autoclave des solutions de nitrate NaNOs3, de phosphate NaH>POs, des
traces de métaux (FeClz, Na;EDTA, CuSOs, NaxMoO4, ZnSO4, CoCly et MnCl,), du silicate
NaxSiO; et une solution de vitamines : Thiamine HCIl (vitamine Bi), biotin (vitamine H) et
cyanocobalamin (vitamine Bi2). Le volume de 1’eau de mer utilis¢ étant de 1L, les solutions
d’oligo-¢léments et vitamines sont ajoutés avec des volumes de 1mL de chaque solution

(Tableau I1.2).

Tableau I1.2 Composition du milieu de culture préparé f/2 pour microalgues marines

Composant Quantité | Concentration molaire dans la solution finale
NaNQO3 1 mL 8,82 x 10* mol/L
NaH>POs H20 I mL 3,62 x 10° mol/L
NazSiOs 9H20 1 mL 1,06 x 10* mol/L
Traces de métaux I mL
FeCl; 6H2O 3,15¢ 1,17 x 10” mol/L
Na;EDTA 2H>0 4,36 g 1,17 x 10°° mol/L
CuSO4 5SH,0 1 mL 3,93 x 10 mol/L
Na;MoO4 2H>0 1 mL 2,6 x 108 mol/L
ZnSO4 TH20 1 mL 7,65 x 10® mol/L
Vitamines I mL
Thiamine HCI (vitamine By) 200 mg 2,96 x 107 mol/L
Biotin (vitamine H) 1 mL 2,05x 10 mol/L
Cyanocobalamin (vitamine Bi2) I'mL 3,69 x 107" mol/L

La souche de microalgues a tester est ajoutée au milieu de culture f/2 avec un ratio de 1%
(ImL de la souche de microalgues dans 100mL de milieu de culture). 1mL de cette solution est

placée dans chaque puit de la plaque (0,1 mg/mL chlorophylle a.).
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La plaque de 24 puits, contenant la solution de microalgues ainsi que les matériaux a tester,
est ensuite placée sur une feuille blanche, afin de bien réfléchir la lumiére (irradiance :
140 pmol.m™ s!) pendant une semaine a température ambiante sous une exposition de lumiére
constante. La Figure II.7 présente la plaque de 24 puits aprés une semaine d’incubation pour une

souche de microalgues.

Figure I1.7 Plaque de 24 puits en présence des films déposés sur acier pour une souche de microalgues apres une semaine
d'incubation

Apres une semaine de culture, les matériaux sont retirés de chaque puit. Les inhibitions de
croissance et d’adhésion de la souche de microalgues sont mesurées. Les microalgues présentes au
fond de chaque puit sont aspirées et déposées dans une nouvelle plaque dans laquelle sont ajoutées
2mL de méthanol. Pour I’étude de I’adhésion des microalgues aux puits, la plaque initiale est rincée
a I’eau désionisée et ImL de méthanol est ajouté dans chaque puit. Les deux plaques ainsi obtenues
(plaque de croissance et plaque d’adhésion) sont enveloppées dans du papier aluminium et placées
au réfrigérateur pendant 30 min. La croissance de microalgues est estimée par une quantification
de chlorophylle a. en utilisant une méthode fluorimétrique avec une longueur d’onde d’excitation
A = 485 nm et d’émission A = 645 nm. L’adhésion des microalgues est déterminée d’une fagon

identique.
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La premiere ligne de la plaque correspondant au contrdle (solution de microalgues sans
matériau), nous présentons les valeurs obtenues sous forme d’un pourcentage d’inhibition par
rapport a ce controle. Un pourcentage d’inhibition de 0% par rapport au controle signifie que la
concentration algale n’a pas ¢té affectée par le matériau testé (taux de chlorophylle a. similaire a
celui du contrdle). Par contre, un pourcentage d’inhibition de 100% signifie que la concentration

algale est désormais nulle. Le matériau testé aurait inhibé la totalité des microalgues.

En ce qui concerne I’adhésion des microalgues, un pourcentage d’inhibition de 0% par
rapport au contrdle signifie que I’adhésion des microalgues n’a pas été affectée par le matériau
présent dans le puit. Alors qu’un pourcentage d’inhibition d’adhésion de 100% révele que les

microalgues n’ont pas adhérées au puit.

2.3.Test antibactérien (bactéries marines)

Le protocole expérimental utilisé afin d’évaluer 1’adhésion et la croissance des bactéries
marines est décrit dans ce qui suit. Les souches de bactéries marines utilisées lors de cette étude
sont : Halomonas aquamarina ATCC 14400 (HA), Vibrio aesturianus ATCC 35048 (VA), Vibrio
harveyi ATCC 14126 (VH) et la Pseudoalteromonas elyakovii ATCC 700519 (PE). Ce sont les

souches bactériennes marines représentatives des especes responsables du fouling marin [112].

De manicre similaire aux tests sur les microalgues, nous stérilisons sous rayonnement UV la
plaque de 24 puits contenant les matériaux. Nous controlons la concentration initiale des bactéries
en mesurant la densité optique (DO) de la solution a une longueur d’onde A = 620 nm. En effet, la
DO de la solution bactérienne obtenue par spectrophotomeétre est directement liée a la concentration
(CFU/mL) de cette dernicre d’apres la table d’Amsterdam. Une remise en suspension spécifique
pour chaque valeur obtenue de DO est effectuée dans le but d’aboutir a une concentration de 2.108
CFU/mL. Le milieu de culture est préparé en ajoutant de la peptone bactériologique neutralisé a
0,5% dans de I’eau de mer stérile. ImL de la solution ainsi préparée (bactéries + milieu de culture)

est versé dans chaque puit de la plaque stérilisée contenant les matériaux. La plaque est ainsi laissée
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sous lumiere naturelle pendant 48 h d’incubation avant analyse. La Figure 11.8 présente une plaque

de 24 puits contenant les matériaux a tester apres incubation.

Figure I1.8 Plaque de 24 puits en présence des matériaux a tester pour une souche de bactéries marines aprés 24h d'incubation

Aprés 48 h de culture a température ambiante (20°C), il est alors possible d’évaluer la
croissance et 1’adhésion des bactéries. Pour étudier la croissance, il faut extraire de chaque puit
100uL a deux reprises (afin d’obtenir 12 réplicas pour chaque matériau testé) et mettre chaque
extraction dans un puit d’une plaque de 96 puits. La plaque de 96 puits (plaque de croissance) est
étudiée au spectrophotomeétre pour une longueur d’onde d’absorbance de A=620 nm par mesure de

la densité optique.

Afin d’étudier 1’adhésion des bactéries a la surface du puit, la plaque de culture initiale est
rincée a I’eau désionisée. Une solution de crystal violet est préparée avec une concentration de
0,1%. 1 mL de crystal violet est ajouté a chaque puit afin de teindre les bactéries toujours en vie
adhérant aux parois des puits. Aprés 20 min, la solution de crystal violet est retirée et la plaque est
rincée a I’eau désionisée. Apres un temps de séchage suffisant (20 min), ImL d’éthanol est ajouté
a chaque puit afin de diluer les bactéries toujours présentes teintées au crystal violet et d’obtenir
une solution homogene qui est ensuite examinée au spectrophotomeétre. L’absorbance est alors
mesurée a 595 nm. Nous présentons les résultats ainsi obtenus en fonction de pourcentage

d’inhibition de croissance et d’adhésion en comparant au contrdle.
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3. Evolution du potentiel d’abandon (OCP : Open Circuit
Potential)

Comme nous I’avons déja expliqué, I’OCP est une technique expérimentale permettant de
mesurer la différence de potentiel entre une ¢électrode de travail et une électrode de référence en
I’absence de courant. Cette technique simple permet de déterminer le potentiel de corrosion d’un
matériau. Dans notre ¢tude, nous avons mesuré 1’évolution du potentiel d’aciers inoxydables en
milieu marin naturel [45-55]. Les mesures de potentiel ont été¢ enregistrées de facon continue

durant I’expérience : le montage expérimental a été reli¢ a un systéme d’acquisition automatique.

L’expérience simule un cas réel a 1’aide d’une alimentation en eau de mer naturelle
renouvelée a 1L/h grace aux pompes hydrostatiques. 11 s’agit de mettre en évidence 1’effet de nos

matériaux sur la croissance et I’adhésion des microorganismes marins présents dans 1’océan.

Figure I1.9 Montage expérimental d’OCP monté par [’Institut de corrosion afin d observer la montée du
biofilm sur [’électrode d’Inox dans un systeme ouvert

Pour ce faire, trois bacs ont été utilisés. Le premier dit témoin ne contient que 1’eau naturelle

sans matériau. Il nous renseigne par conséquent sur le comportement réel de I’acier inoxydable en
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immersion dans I’eau de mer. Deux autres bacs contenant chacun quatre cubes d’hydrogels de
nature différente sont aussi remplis d’eau naturelle. Ils devraient nous renseigner sur leur

comportement vis a vis des microorganismes marins (bactéries et microalgues). Le montage

expérimental est présenté sur la Figure 11.9.

L’eau de mer est pompée dans la rade de Brest puis filtrée. Elle alimente les trois bacs
simultanément. Chaque bac contient un systéme a trois électrodes : deux électrodes d’Inox 2205 et
une ¢lectrode de référence ECS. L’inox 2205 (inox poli miroir) est choisi dans cette expérience
puisqu’il est plus résistant a la corrosion que I’inox 316L. La différence de potentiel est mesurée
pour chaque bac pendant 30 jours. Cette expérience a été effectuée au mois de Décembre a Brest.

Un schéma explicatif de chaque bac est présenté dans la Figure 11.10.

Cubes d’hydrogel

Robinet de sortie

Inox 2205 <

Figure 11.10 Montage expérimental montrant le contenu de chaque bac
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Chapitre III Matériaux a base d’alginate
testés sur des bactéries pathogenes

Dans le milieu médical, la présence de bactéries pathogenes entraine la formation de biofilms
bactériens sur les implants orthopédiques ou dentaires et sur les outils médicaux tels que les

cathéters, les outils chirurgicaux, les biocapteurs...

Nous nous proposons alors, dans ce chapitre, d’¢élaborer des films antibactériens a base
d’alginate. La propriété antibactérienne de ces matériaux provient de 1’intégration de cuivre et de
zinc dans la matrice d’alginate. Ces matériaux sont des hydrogels de différentes porosités ou des
revétements. IIs pourront étre utilisés dans diverses applications. Ainsi, pour recouvrir une surface
non métallique telle que des plaies, il est intéressant d’utiliser des films d’alginate. Alors que, pour
des surfaces métalliques telles que le titane ou I’acier inoxydable, il est alors préférable d’utiliser

des films minces déposés sur ces métaux.

Les films ¢€laborés dans ce chapitre sont caractérisés par des techniques physico-chimiques
avant d’étre testés sur des souches pathogenes répandues dans le milieu médical telles que I’E.coli

et S.aureus.

1. Méthodes d’élaboration et caractérisations

physico-chimiques

L’alginate de sodium utilis¢ pour tous les matériaux provient de Sigma Aldrich 71238. Ce
dernier présent sous forme de poudre jaunatre posséde un rapport M/G = 0,85. Le rapport M/G
définit le ratio entre les blocs d’acide mannuroniques et les blocs d’acide guluronniques. Pour un
rapport inférieur a 1, comme dans I’alginate utilis¢ dans ces travaux, les blocs d’acide
guluronniques sont les plus abondants. Ces blocs sont considérés responsables des liaisons
intermoléculaires avec les ions divalents [102]. Pour ce fait, 1’alginate 71238 choisi présente une
forte gélification avec les ions divalents.
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1.1.Films d’hydrogels

1.1.1. Méthode d’élaboration

Les films d’hydrogels ont été élaborés par la méthode dite casting. Nous avons procédé a
verser dans un moule une solution d’alginate de sodium préparée de concentration de 50 g/L et la
laisser sécher a température ambiante pendant 48h. Lorsque la solution versée est seche, le film
d’alginate de sodium produit est épilé. Ce film soluble dans I’eau devient insoluble aprés un
trempage dans des solutions ioniques possédants des ions divalents pendant 24h. Les solutions
ioniques choisies dans ces travaux sont du chlorure de calcium (C = 0,36 mol/L, du sulfate de cuivre
(C =0,1 mol/L) et de I’acétate de zinc (C = 0,1 mol/L). Nous obtenons ainsi des films d’alginate
de calcium, d’alginate de cuivre et d’alginate de zinc respectivement. Les films sont ensuite retirés
et rincés a I’eau déionisée dans le but de se débarrasser des exces d’ions. Un schéma explicatif de

la méthode d’¢élaboration de ces films est représenté dans la Figure I11.1.
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Moule en plastique

l Séchage

Epiler le film

!

Ringage

v

Figure I11.1 Schéma explicatif de la méthode d'élaboration des films d'hydrogels

L’épaisseur des films fabriqués dépend de la quantité de la solution d’alginate de sodium
versée, de sa concentration et de la dimension du moule. Les films élaborés durant nos travaux ont
une épaisseur millimétrique (e = 0,6 mm) en lien avec la concentration de la solution utilisée
(50 g/L), la quantité versée de cette derniere (m = 8 g) et la taille du récipient (boite de pétri de
diamétre d = 55 mm). Les films d’hydrogel insolubles élaborés peuvent étre utilisés sous forme

humide ou sec (Figure I11.2) suivant I’application.
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Figure I11.2 Films d'hydrogel alginate de calcium élaborés par la méthode de casting sous aspect (a) humide et (b) sec

La surface des films d’hydrogel ¢laborés est étudiée a I’aide d’un microscope électronique a
balayage (MEB). Cette étude est complétée par la détermination de la composition chimique des

matériaux effectuée par analyse ¢lémentaire.

1.1.2. Microscope électronique a balayage (MEB) et analyse élémentaire

par énergie dispersive aux rayons X (EDX)

Plusieurs films d’hydrogel ont été¢ étudiés a 1’aide du MEB. Nous présentons sur la

Figure II1.3, les films d’hydrogel d’alginate de sodium (a), de calcium (b), de cuivre (c) et de zinc

(d).
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Figure I11.3 Clichés MEB des films d'hydrogel non poreux élaborés a base de (a) sodium, (b) calcium, (c) cuivre et (d) zinc pour
une échelle de Sum

Comme le montre la Figure I11.3, pour une échelle de Sum, les différents films d’hydrogel
présentent une surface lisse non poreuse. Une analyse élémentaire par énergie dispersive a rayons
X a éteé effectuée sur les différents films présentés dans la figure ci-dessus. Les résultats d’EDX

obtenus sont regroupés dans le Tableau III.1.
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Tableau I11.1 Tableau de composition atomique des films d'hydrogel a base de sodium, calcium, cuivre et zinc

Matériaux C (0] Na Ca Cu Zn Cl

Alginate de sodium
70,7 17,9 11,4 - - - -

A(Na)
Alginate de calcium

74,4 15,4 8,7 0,5 - - 1,0

A(Ca)

Alginate de cuivre

69,5 27,6 0,9 - 2,0 - -

A(Cu)

Alginate de zinc

71,7 243 - - - 4,0 -

A(Zn)

Nous remarquons, d’aprés les données du Tableau III.1, un pourcentage atomique important
de carbone et d’oxygene ceci est dii aux chaines polymériques de ’alginate constituées de C et O.
De plus, nous observons une présence de sodium trés importante dans les films d’alginate de
sodium et de calcium. Alors que pour le film d’alginate de cuivre, nous observons des traces de
sodium. Le sodium est présent dans tous les matériaux a I’exception de celui a base de zinc. Ceci
prouve qu’en trempant les films d’hydrogels de sodium dans les diverses solutions, les atomes de
Ca, Cu et Zn viennent se substituer en partie ou totalement au Na dans la matrice d’alginate. La
substitution de ces ions divalents au Na est plus ou moins efficace en accord avec la littérature

[79,96,101].

1.1.3. Spectroscopie des photoélectrons X (XPS)

Les résultats EDX présentés dans le paragraphe précédent prouve I’existence des ions
divalents mais pas leur état ionique. Jiao et al. [115] en 2017 ont étudié I’effet antibactérien du
cuivre et du zinc sous leur forme ionique. Ils concluent que I’effet antibactérien de ces ions est dii
a Dattraction par forces électrostatiques de la membrane des bactéries chargée négativement aux

ions chargée positivement.
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Dans le but de confirmer la présence du cuivre et du zinc sous leur forme ionique, des mesures
XPS ont été effectuées sur I’alginate de cuivre et I’alginate de zinc et ont été comparées a ’alginate
de sodium. Les résultats sont présentés sur les Figures I11.4, I11.5, II1.6, II1.7 et II1.8. Les spectres
C(1s), observés sur la Figure I11.4, présentent une structure large qui peut étre décomposée en trois
parties : C-C (284,8 eV), C-O (286,4 eV) et C=0 (288,2 eV) [115,116]. Les spectres ne sont pas
identiques ce qui révele un changement dans le taux de chaque liaison de carbone par rapport aux
ions ajoutés dans la matrice d’alginate. Les trois courbes présentent un pic principal a 284,8 eV
attribu¢ aux liaisons C-C ainsi qu’un épaulement a 286,4 eV correspondant aux liaisons C-O. La
courbe de I’alginate de zinc présente un épaulement secondaire plus accentué a 288,2 eV désignant
les liaisons C=0 carbonyles (Figure II1.4). Nous considérons alors que les liaisons C-C et C=0
sont plus abondantes dans le cas du zinc alors que les liaisons C-O sont plus abondantes pour les
matériaux a base de sodium et de cuivre. Cette différence de spectres peut €tre attribuée a la

présence d’¢léments différents (Na, Cu et Zn) dans chaque matériau.

Cc-C C(1s)

—— Alg(Na)
—Alg(Zn)
——Alg(Cu)

Intensité (u.a)

T T
286 284

Energie de liaison (eV)

T T
290 288

Figure I11.4 Spectres XPS de C(1s) pour les matériaux d’alginate de sodium (noir), de cuivre (bleu) et zinc (rouge)
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La Figure IIL.5 présente le spectre de ’oxygéne 1s pour I’alginate de sodium, de cuivre et de
zinc. Pour les trois matériaux, les spectres O(1s) présentent une structure unique et large a 532,0 eV
attribuée aux groupes hydroxyle / carboxyle en accord avec la composition de 1’alginate [117,118].

Le pic correspondant a 1I’oxyde métal (530,0 eV) n’existe pas ce qui montre 1’absence de métaux

oxydés.

0O (1s)
——Alg(Na)
— Alg(Zn)
—Alg(Cu)

OH

Intensité (u.a)

T
526 524

T T T T T T
540 538 536 534 530 528

Energie de liaison (eV)

T
532

Figure I11.5 Spectre XPS de O(1s) de l'alginate de sodium (noir), alginate de cuivre (bleu) et alginate de zinc (rouge)

Sur la Figure II1.6, nous observons une structure du Na(1s) a 1071,2 eV, que nous pouvons
attribuer aux espéces Na" [120] liés aux groupes fonctionnels négatifs de 1’alginate. De plus, nous
remarquons que le taux de sodium est plus faible dans 1’alginate de zinc que dans 1’alginate de
cuivre. Ces résultats confirment ceux obtenus en EDX. Les ions de sodium sont remplacés plus

efficacement par les ions de zinc que par les ions de cuivre.
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| Na (1s)

i —— Alg(Na)
—Alg(Zn)
——Alg(Cu)

Intensité (u.a)

1080 1078 1076 1074 1072 1070 1068 1066 1064 1062
Energie de liaison (eV)

Figure I11.6 Spectre XPS de Na(ls) de l'alginate de sodium (noir), alginate de cuivre (bleu) et alginate de zinc (rouge)

La Figure II1.7 présente la structure Cu(2p) de I’alginate de cuivre : les pics correspondants
au 2psn2 (933,5 eV), 2pi2 (953,0 eV) et les satellites associés (943,6 / 962,7 eV) sont observés
clairement. Ces positions sont en accord avec les données de Ertl et al [121] pour 1’aluminate de
cuivre. La présence de ces satellites prouve que les ions de cuivre sont présents sous la forme Cu?*
[121,122]. La forte largeur des pics 2p peut étre expliquée par la présence de différents
environnements chimiques telles que les espeéces hydroxyles ou carboxylate [122,123]. Nos

résultats prouvent la présence de liaisons de coordination Cu?" suivant le model egg-box présenté

dans le chapitre 2.
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i 2p,, Cu(2p)

Satellite

Intensité (u.a)

T v T T T v T v T T T
970 960 950 940 930 920

Energie de liaison (eV)

Figure I11.7 Spectre XPS de Cu(2p) de l’alginate de cuivre

La Figure I11.8(a) montre le spectre de Zn(2p32) de ’alginate de zinc qui présente un pic
principal symétrique a 1022,3 eV. Compte tenu de la faible énergie qui sépare les différentes
contributions de zinc possibles, la position de ce pic n’est pas suffisante pour déterminer
I’environnement chimique du Zn. Il est alors nécessaire de mesurer le spectre d’Auger LMM du
Zn (Figure II1.8(b)). Un épaulement est clairement visible a 990,1 eV. Ceci peut étre attribué au
pic d’Auger du Na(KLL). La position du pic d’Auger du Zn est a 987,6 eV. Pour s’affranchir
d’éventuels effets de charge, il est important de calculer le paramétre a. Il est obtenu en additionnant
la position du pic du photoélectron et celle du pic d’Auger (Ea = Ephotostectron + ELvm). Dans notre
cas, le paramétre alpha est de 2009,9 eV. Cette valeur est en accord avec une liaison entre le Zn**

et les especes d’hydroxyle et/ou carboxylate [124].
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Figure I11.8 Spectres XPS de (a) Zn(2p) en fonction des énergies de liaison et (b) Auger Zn(LMM) en fonction des énergies
cinétiques d'alginate de zinc

Les données XPS montrent la présence d’ions Cu?*/Zn?" dans les matériaux sans contribution
d’oxyde. La présence d’ions Zn?>* est considérée comme un avantage par rapport a la plupart des
travaux de recherche qui eux utilisent des oxydes de zinc tel que le ZnO en tant qu’agent

antibactérien [8,124—127].

1.2.Films d’hydrogels poreux

1.2.1. Méthode d’élaboration

Oxley et al. en 1993 [129] ont étudié différentes techniques afin d’obtenir des polymeres
poreux. L’une d’elle consiste a polymériser des monomeéres autour d’une matrice polymérique
cristalline qui est ensuite retirée afin de retrouver finalement un réseau polymérique interconnecté.
En se basant sur la technique décrite par Oxley et al. [129], le PVA; (polyvinyle alcool) étant la
matrice polymérique cristalline qui va étre retirée par dissolution (lors de 1’ajout des solutions
ioniques) et I’alginate la solution de monomeres utilisé, nous obtenons alors une solution a verser
dans le moule contenant de I’alginate de sodium a une concentration massique de 5%, du PVA; a
2,5% et du glycérol a 1%. A I’exception de I’ajout du PVA; et du glycérol, la méthode d’élaboration
des films d’hydrogel poreux est similaire a celle des films d’hydrogel non poreux expliquée dans

le paragraphe 1.1.1. de ce chapitre obtenant ainsi des matériaux que nous noterons APG.
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1.2.2. Microscope électronique a balayage (MEB) et analyse élémentaire

par énergie dispersive aux rayons X (EDX)

Une étude de morphologie a été effectuée sur les films d’hydrogel avec plastifiants
(Figure I11.9). Nous observons une surface poreuse pour les films d’hydrogel de calcium, de cuivre
et de zinc en ajoutant les plastifiants a une échelle de 10um. La forme et la taille des pores n’est

pas identique d’un matériau a un autre.

Figure I11.9 Clichés MEB des films d'hydrogel poreux de (a) calcium, (b) cuivre et (d) zinc avec plastifiants

Nous observons d’apres les clichés MEB présentés dans la Figure I11.9, que 1’ajout de PVA
et de glycérol a la solution d’alginate produit un réseau polymérique interconnecté poreux. La

différence de porosité observée est due a la nature de la solution ionique utilisée donc a la nature

71



Matériaux a base d’alginate testés sur des bactéries pathogenes

du matériau élaboré : alginate de calcium, alginate de cuivre ou alginate de zinc L’alginate de
calcium poreux présente des pores de largeur environ égale a 2 pm, 1’alginate de cuivre poreux
quant a lui d’a peu preés 6 pum et le zinc de largeur inférieure a 1 um. Les solutions ioniques ajoutés
aux films d’hydrogel poreux jouent probablement le role de dissolvant pour la matrice cristalline
en accord avec la littérature [129]. La dissolution de la matrice cristalline lors de I’ajout des
solutions ioniques pourrait étre prouvée par une caractérisation du matériau en DRX obtenant un

matériau amorphe. La différence de pores serait due a la nature de la solution de dissolution.

1.2.3. Microscope a force atomique (AFM)

L’étude fine des pores observées dans les films d’hydrogel poreux a base d’alginate de
calcium a été entreprise a I’aide d’un microscope a force atomique AFM. La Figure III.10
représente une zone de 100 um? qui est en accord avec le cliché obtenu en MEB du méme matériau
(Figure II1.9(a)). La pointe de I’AFM oscille tout le long de 1’acquisition de I’image. Le relief est
représenté par une couleur qui devient plus claire alors que les creux sont reliés a une couleur qui
devient plus sombre. Ainsi, nous étudions la largeur et la profondeur de quelques pores observés
dans la Figure I11.10. La pointe de I’AFM parcourra la distance représentée par une ligne blanche
sur la figure dans le but d’obtenir la coupe transversale. Les résultats obtenus sont présentés dans

la Figure II1.11.
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Figure I11.10 Relief du film d'alginate de calcium avec plastifiants étudié a I'AFM

Nous pouvons noter que le premier pore étudié a une largeur de 1,08 um et une profondeur
de 400 nm. Le deuxieme pore étudi¢ a une largeur de 0,64 um et une profondeur de 200 nm. Ces
résultats montrent que nous avons un matériau poreux dont les pores ont une largeur d’ordre
micrométrique et une profondeur d’une centaine de nm au moins. Cependant, il existe un doute sur

la profondeur maximale des pores du fait que la pointe n’atteint pas probablement le fond des pores.

Figure I11.11 Etude des pores présents dans le film d'hydrogel de calcium par AFM
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1.3.Films déposés sur aciers

1.3.1. Méthode d’élaboration

Dans le but d’obtenir une seconde méthode de protection pour des surfaces métalliques, des
films minces a base d’alginate ont été déposés sur de I’acier inoxydable par la méthode
d’¢lectrophorese. Cette méthode facile et rapide consiste a appliquer une différence de potentiel
entre deux électrodes plongées dans une solution polymérique [8,129-132]. L’anode, substrat a
revétir (dans notre cas Stainless Steel 316 L), est plongée dans une solution d’alginate de sodium
de faible concentration (C = 10 g/L) obtenant ainsi de I’acide alginique déposé sur I’anode en
appliquant une différence de potentiel négative. Les revé€tements obtenus sont ensuite trempés dans
des solutions de CaCl, de 0,36 mol/L, CuSO4 de 0,1 mol/L et Zn(O2CCHj3)2(H20)2 de 0,1 mol/L
ou des mélanges de solutions de calcium/cuivre et calcium/zinc, afin d’obtenir des dépdts d’alginate
de calcium, de cuivre, de zinc, de calcium/cuivre et calcium/zinc respectivement. L’épaisseur du
dépot dépend de trois parametres : la valeur de la différence de potentiel, la durée de son application

ainsi que de la concentration de la solution d’alginate de sodium.
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Figure I11.12 Schéma explicatif de 1’élaboration des films minces déposés sur acier par électrophoreése

1.3.2. Principes chimiques du dépot par électrophoreése de 1’alginate

La dissociation de I’alginate de sodium Na-Alg dans une solution aqueuse aboutit a la

formation d’espéces anioniques Alg™[129,132]:

Na — Alg —» Na* + Alg~ (1)

La décomposition ¢électrochimique de 1’eau conduit a une diminution du pH a la surface de
I’anode :

2H,0 - 0, + 4H* + 4e~ (2)
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D’apres les travaux de Santacruz et al. en 2002 [134], les solutions d’alginate forment des
gels pour des pH inférieurs a 3. Par conséquent, 1’électrophorese et la neutralisation des espéces
Alg chargées négativement dans les régions acidiques a la surface de 1’anode (de charge positive
d’apres la polarisation) conduisent a la formation de dépots d’acide alginique (H-Alg) comme
démontré dans les travaux de Yokohama et al. en 1998 [135] :

Alg~ + H* > H — Alg 3)

En utilisant cette méthode d’élaboration, nous avons rencontré deux problémes. Le premier
est I’adhésion du dépot au substrat. Le revétement n’adhére pas fortement au substrat lorsque
I’¢lectrode est lisse. Afin de résoudre ce probléme, Garcia-Torres et al. en 2015 [136] ont démontré
I’intérét d’utiliser un substrat rugueux. Pour ce faire, I’inox utilisé dans nos travaux a subi une
abrasion de surface par papier abrasif ainsi qu’un trempage dans une solution d’acide phosphorique
H3POs4. Les plaques d’inox trempées dans une solution de H3PO4 de concentration de 1 mol/L
pendant 10 min présentent un changement de surface évident par rapport a I’inox non traité.

L’altération de la surface, présentée dans la Figure I11.13, a été observée en MEB.

ey

Leb Univ - EDST Fanar Leb Univ - EDST Fanar

Figure I11.13 Clichés MEB de la surface de l'inox non traitée (a) et traitée a l'acide phosphorique (1 mol/L) pendant 10 min
apreés abrasion au papier abrasif

Le deuxieme probléme est que 1’¢lectrolyse de 1’eau produit de 1’hydrogéne conduisant a la
formation de bulles emprisonnées a la surface des dépots. Cordéro et al. en 2015 [8] ont proposé
de diluer I’alginate de sodium avec un mélange de 60% d’eau désionisée et 40% d’éthanol. Les

pourcentages présentés sont des pourcentages volumiques. L’ajout d’éthanol comme solvant
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contribue a éviter la formation de 1’évolution d’hydrogeéne lors de la déposition [137]. La
concentration d’alginate utilisée dans nos travaux ne permet pas 1’ajout d’éthanol qui produit une
solution hétérogene, d’ou un revétement hétérogeéne.

Dans le but d’avoir un dépot homogene et éviter 1’évolution d’hydrogene, nous avons décidé
de revétir I’inox en appliquant des dépots pulsés de courte durée [131]. Pour un pulse de 5 secondes,
I¢lectrolyse de 1’eau est faible et les bulles ne sont plus emprisonnées a la surface du dépot. La
différence de surface entre un revétement par dépdt non pulsé et pulsé est présentée sur la
Figure II1.14. La Figure III.14 (a) présente un dépdt pour une différence de potentiel de 10 V
pendant 30 s et la Figure I11.14 (b) un dépdt pulsé pour une différence de potentiel de 5 V appliquée

pendant deux pulses de 5 secondes chacun.

Figure I11.14 Clichés MEB des dépots d'acide alginique pour une différence de potentiel (a) non pulsée et (b) pulsée

Les films déposés sur acier sont caractérisés physico chimiquement dans le paragraphe

suivant. Une étude surfacique des différents matériaux élaborés est effectuée.

1.3.3. Microscope électronique a balayage (MEB) et analyse élémentaire

par énergie dispersive aux rayons X (EDX)

Afin que D’étude des différents revétements soit précise, il est essentiel d’étudier

préalablement la surface du substrat ainsi que sa composition. Pour ce faire, I’inox 316L utilisé
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dans nos travaux est étudi¢ en MEB (Figure III.15) et sa composition en EDX est présente dans le

Tableau I11.2.

Figure I11.15 Clichés MEB de la surface de l'inox 316L

D’apres la Figure I11.15, nous observons que la surface de ’acier traité par papier abrasif et
par la solution d’acide phosphorique présente une surface désormais rugueuse qui devrait faciliter
I’adhésion du dépdt d’alginate au substrat. Le Tableau III.2 présente I’analyse EDX effectuée sur

cet acier donnant ainsi la composition chimique de ce dernier.

Tableau I11.2 Composition chimique de l'inox 316L utilisé

Elément
C (0) Fe Cr Ni | Mo | Si | Al | Mn P S N
chimique
At% 39,2 14,6 | 37,6 9,8 4619 | 1,0 | 1,3 | - - - -
Wt % 0,03 | - Bal 17 121 2 0,8 - 2 0,05 { 0,03 |0,1

L’inox 316L est composé majoritairement de fer, chrome et nickel avec des traces de

molybdene, silicium et aluminium (Tableau II1.2). Cette composition chimique n’est pas en accord
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avec la littérature puisque nous observons un pourcentage atomique important de carbone. Cet

¢lément est majoré a cause d’une couche de pollution sur la surface.

Dans la suite, nous étudions les dépdts d’acide alginique, d’alginate de calcium, de cuivre, de
zinc, de calcium/cuivre et de calcium/zinc. La Figure II1.16 regroupe les clichés MEB obtenus pour
le dépdt d’acide alginique. Nous présentons deux clichés I’un a une échelle de 500 pum et I’autre de

20 pm.

Figure I11.16 Clichés en MEB du dépét d'acide alginique sur inox

En comparant a une échelle de 500 um la Figure II1.15 et la Figure III.16, la surface revétue
parait étre lisse. Par contre, a une échelle de 20um, nous n’observons pas de différence significative
entre les deux matériaux. Ceci montre que le dépdt d’acide alginique suit le relief de 1’acier

inoxydable.
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Figure I11.17 Clichés en MEB du dépot d'alginate de calcium sur inox

La Figure III.17, présente les clichés MEB du dépot d’alginate de calcium. Le revétement
d’alginate de calcium observé ne présente pas de différence significative par rapport au revétement

d’acide alginique.

Le reste des dépots étudiés ont le méme aspect de surface (surface lisse) que les deux autres

présentés ci-dessus.

Une étude a été effectuée sur un dépot décollé par MEB en vue transversale afin d’estimer
I’épaisseur du revétement. La Figure III.18 représente la vue transversale d’un dépot sur inox

décollé.
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Figure I11.18 Clichés MEB en vue transversale d'un revétement décollé de l'inox

D’apres 1’échelle du cliché MEB, 1’épaisseur du dépot peut étre estimée a 2,9 um. Ceci nous

permet de déterminer que les revétements élaborés sont des films d’alginate d’épaisseur

micrométrique.

En étudiant les dépots d’alginate de sodium, calcium, cuivre et zinc en analyse élémentaire,

nous avons déterminé la composition chimique des revétements (Tableau II1.3). Les proportions

présentées sont des pourcentages atomiques.

Tableau I11.3 Composition chimique des dépdts d’acide alginique, d’alginate de calcium, cuivre et zinc sur I’acier inoxydable

316L
Matériau | C (0) Fe | Cr | Ni [ Mo | Si [Al|[ Na |Ca|Cu|Zn | Cl
Inox 3921 46 [ 37698 |46 | 19 | 1,0 |13 - - - - -
Ac(H) 73311401 79 | 21 (09| 04 |02 - | 1,1 ]| - - - -
Ac(Ca) |[674 1243 3,7 (1,203 ] 04 ]02]| - - 19| - - 107
Ac(Cu) | 66,0 [ 285 20 1] 07|02 04 |0, ]| - - - 122 - -
Ac(Zn) (7131195 45 (13104 ] 0502 - - - - 123 -
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En comparant les résultats présentés Tableau I1I.3, nous observons une composition chimique
formée majoritairement de carbone et d’oxygene. La présence de ces deux ¢éléments est due a la
composition chimique de I’inox utilisé ainsi qu’aux chaines polymériques de 1’alginate. La
présence de fer, chrome, nickel, molybdene et silicium est attribuée a la composition de 1’acier qui
est toujours visible en dessous des dépots micrométriques. La rapport Fe/Cr est de 3 dans tous les
matériaux. Les revétements d’acide alginique étant insolubles dans I’eau, nous pouvons considérer
la présence de sodium dans ces matériaux sous forme de traces. De plus, nous confirmons d’apres
les résultats d’EDX du Tableau I11.3, qu’en trempant les films d’acide alginique déposés sur acier
dans les solutions ioniques contenant du calcium, cuivre ou zinc, nous remplacons le Na présent
dans le revétement initial par les éléments Ca, Cu et Zn respectivement. Les traces de Cl dans le
dépot d’alginate de calcium sont dues a la solution ionique de CaCl» utilisée pour rendre insoluble

le dépat.

Les différentes plaques d’inox revétues par les différents dépots d’acide alginique, cuivre et
zinc ont été étudié en spectroscopie des photoé¢lectrons X (XPS) dans le but de déterminer sous
quelle forme les différents éléments sont présents et leur environnement chimique. Les résultats

sont présentés dans le paragraphe 1.3.4. qui suit.

1.3.4. Spectroscopie des photoélectrons X (XPS)

Des mesures XPS ont été effectuées sur les alginates de cuivre Ac(Cu) et de zinc Ac(Zn) et
comparées avec les résultats de 1’inox non revétu et celui revétu par de 1’acide alginique. Les
spectres complets des différents matériaux étudiés sont présentés sur la Figure II1.19. Nous
observons clairement des pics communs de C(1s) et O(1s) dans les différents matériaux et des

différences au niveau du Fe(2p), Fe(3p), du cuivre et du zinc.
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Figure I11.19 Spectres XPS des différents matériaux étudiés

Les pics de fer ne sont observables que sur la courbe noire qui correspond a I’acier inoxydable

316L non revétu. Ces pics correspondent au Fe(2p) et Fe(3p).

83



Matériaux a base d’alginate testés sur des bactéries pathogenes

2200 7241 eV 7100 eV Fe(2p)
- Fe2p (Fe') Fe2p, __(Fe'.')
2000 - Fe2p (Fe")
©
S5 1800
© ]
£ o
5 1600 — 705.5 eV
= Fe2p, (Fe")
1400
12004 Acier
T I T I T I T I T I T
750 740 730 720 710 700 690

Energie de liaison (eV)

Figure I11.20 Spectre XPS de Fe(2p) de [’acier 316L non revétu

Sur la Figure I11.20, nous présentons le spectre XPS pour le fer Le spectre Fe(2p) présente
une structure large correspondant aux états 2pin et 2p3n pour lesquels coexistent différents
environnements chimiques. Le pic a 710,0 eV présente une structure large pour le Fe(2p32) qui
correspond au Fe?" et a 705,5 eV qui correspond au Fer sous sa forme métallique [137,138]. Nous
pouvons conclure que le fer est présent sous sa forme ionique Fe** et Fe*" (FeO et Fe2Os ou Fe;0q4
de ’ordre de 2-3 nm) ainsi que sous sa forme métallique Fe’. Le spectre du fer n’étant visible que
dans I’acier non revétu, ceci montre que les dépdts d’acide alginique, d’alginate de cuivre et zinc

recouvrent totalement I’acier d’un dépot supérieur a Snm.

Nous observons sur la Figure II11.21(a) les spectres C(1s) présentant une structure large vers
285 eV qui peut étre décomposée en trois parties : C-C (284,8 eV), C-O (286,4 eV) et C=0 (288,2
eV) [116,139]. De méme, nous observons dans la Figure I11.21(a) vers 288,2 eV une différence
légeére mais réelle entre les deux courbes noire et rouge et les deux courbes bleue et verte. Cette
différence peut étre attribuée aux liaisons organiques C=0 présentes surtout dans le cas des dépots

d’alginate de cuivre et de zinc.
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Figure I11.21 Spectres XPS de (a) C(1s) et (b) O(Is) de I’acier 316L non revétu (noir), le dépot d’alginate de sodium (rouge),
cuivre (vert) et zinc (bleu)

Le spectre de 1I’oxygene (Figure I11.21(b)) dans le cas de I’acier 316L non revétu présente une
structure différente de celle de 1’acier recouvert par les différents matériaux. Cette structure
supplémentaire observée a 530 eV est attribuée a I’oxyde de métal. Ce dernier est absent dans les
spectres correspondants aux autres matériaux, nous observons par contre une structure unique dans

le cas des autres matériaux a 532,0 eV attribuée aux groupes hydroxyle/carboxyle en accord avec
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la composition de I’alginate. Ceci montre que I’acier inoxydable 316L est composé d’oxygene sous

forme d’oxyde et d’hydroxyde OH" et qu’il est totalement recouvert par 1’alginate.
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Figure I11.22 Spectres XPS de (a) Na(ls), (b) Cu(2p), (c) Zn(2p) et (d) Auger Zn

La structure a 1071,2 eV observée sur le spectre de 1’acier revétu d’acide alginique
(Figure I11.22(a)) peut étre attribuée a 1’état ionique Na* [120]. Les traces d’ions de sodium sont

absentes dans les revétements de cuivre et de zinc. Les résultats XPS du sodium confirment ceux

obtenus a ce sujet en EDX.

La Figure I11.22(b) présente le spectre du cuivre présent pour le revétement d’alginate de

cuivre. La structure Cu(2p) de I’alginate de cuivre peut étre décomposée en trois parties ; le pic
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correspondant au 2p3» (933,5 eV), 2pi12 (953,0 eV) et le satellite associé (943,6 / 962,7 eV) qui
sont observés clairement. La présence de ces satellites prouve que les ions de cuivre sont présents
sous la forme Cu®*[124], comme ce que nous observons généralement dans des biomatériaux tels
que le polyéthylénimine [123]. Ces positions sont en accord avec les données de Ertl ef al [121]
obtenues pour 1’aluminate de cuivre. La largeur des pics 2p peut étre expliquée par la présence de
différents environnements chimiques telles que les especes hydroxyles ou carboxylate [121,140]
en accord avec les données de C(1s). Les données présentées confirment la présence de liaisons de

coordination Cu®" suivant le model egg-box présenté dans le chapitre 1.

Le spectre de Zn(2p3») de Dalginate de zinc présente un pic symétrique a 1022,3 eV.
Cependant, plusieurs especes chimiques de zinc (Zn, ZnO, Zn(OH)....) possédent des énergies de
liaisons trés proches. Il est alors nécessaire de mesurer le spectre Auger afin d’identifier I’état
chimique du zinc. Diler et al. en 2014 [108] ont montré que pour un parametre o égal a 2014,1 eV,
la position du pic d’Auger du Zn° (métallique) est a 992,4 eV, du ZnO (Zn*") 32 988,4 eV et du
Zn(OH)z (Zn>") 2 986,4 eV. En tenant compte du paramétre o dans notre étude (2009,9 eV), de la
position du pic d’Auger du Zn(LMM) a 987,6 eV ainsi que de celle du Zn(2p32) a 1022,3 eV nous

pouvons en conclure que le zinc est li¢ aux especes d’hydroxyle et/ou carboxylate [124].

Par conséquent, les données XPS montrent la réussite du recouvrement de ’acier 316L par
les différents films. De méme, ces résultats confirment la présence d’ions Cu?"/Zn*" dans les

matériaux sans aucune contribution d’oxyde.

Les différents films ¢laborés par la méthode de casting ainsi que ceux par la méthode de
déposition par électrophorese ont été ainsi caractérisés. Dans la partie suivante, nous présentons les

résultats des tests antibactériens en présence de ces matériaux.

2. Evaluations antibactériennes

Le protocole expérimental utilisé pour évaluer la propriété¢ antibactérienne des matériaux a
été expliqué dans le paragraphe 2.1 du chapitre 2. Le but des matériaux antibactériens est de détruire
ou d’empécher la multiplication des bactéries. L’effet de nos matériaux est alors étudié en mesurant

la zone d’inhibition des bactéries pour les souches pathogenes E.coli (Gram-) et S.aureus (Gram+).
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Cependant, 1’extraction des données n’est pas toujours évidente puisque les photos prises ne
montrent pas toujours ce qui observé a I’ceil nu. Nous rencontrons alors quatre résultats possibles :
a) Une zone d’inhibition claire dépassant le matériau
b) Une zone d’inhibition en dessous du matériau qui ne le dépasse pas
¢) Une accumulation de bactéries autour du matériau
d) Une absence de la zone d’inhibition
Ces quatre différentes possibilités sont présentées Figure 111.23. Dans la Figure I11.23(b), le
matériau a été déplacé afin de voir la zone d’inhibition présente en dessous de celui-ci mais qui ne

le dépasse pas.
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Figure I11.23 Quatre cas de zone d'inhibition que nous pouvons avoir lors de l'évaluation antibactérienne (a) zone d'inhibition
dépassant le matériau, (b) zone d'inhibition ne dépassant pas le matériau, (c) accumulation des bactéries E.coli autour du
matériau et (d) pas de zone d’inhibition

Puisque le cuivre et le zinc utilisés a de grandes concentrations sont considérés comme
toxiques pour le corps humain et ’environnement, les matériaux testés sont ¢laborés en utilisant
une faible concentration ionique de 0,05 mol/L (inférieure a 0,3 mol/L limite de concentration en

cuivre pour les produits antifouling aux Etats Unis). Cette concentration ionique utilisée étant
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insuffisante pour le remplacement total du sodium, du calcium a été ajouté a ces films d’hydrogel
a une concentration de 0,27 mol/L. Nous obtenons ainsi des films d’hydrogel de mélange Ca/Cu et
Ca/Zn.

Le diametre des films d’hydrogel a été fixé a 12 mm alors que ceux des films déposés sur

acier sont de 14 mm.

2.1.Films d’hydrogel

Nous présentons les résultats obtenus pour E.coli en présence de films d’hydrogel A(Cao.¢),
A(Cap27Cuo,05) et A(Cao27Zno0s5) apres 48h d’incubation a 37°C. Les tests ont été effectués en

quatre réplicas. Les résultats de deux réplicas de chaque matériau sont présentés sur la Figure I11.24.

Les films d’hydrogel d’alginate de calcium notés A(Cao36) ne présentent pas de zone
d’inhibition méme en dessous du film (Figure 111.24 (a) et (b)). Nous observons dans le cas des
films A(Cao,27Cuo,05) une zone d’inhibition qui ne dépasse pas le film (Figure I11.24 (¢) et (d)). Ceci
est aussi vrai en présence des films d’hydrogel A(Cao27Zno,05) (Figure 111.24 (e) et (f)).

La zone d’inhibition moyenne sur les quatre réplicas atteint 14,75 mm pour les films de cuivre
et 14,25 mm pour ceux de zinc. Ceci montre que dans le cas d’E.coli, nous n’avons pas de
différence significative entre le cuivre et le zinc insérés dans les films a la méme concentration
(0,05 mol/L). Une activité antibactérienne est observée en présence de ces deux matériaux
A(Cap27Cuo,05) et A(Cao27Zno,05). Le film d’hydrogel A(Cao,27Cuo,05) perd sa couleur initialement
verte. Nous supposons donc que les ions Cu®* sont relargués du matériau et qu’il en est de méme

pour les ions Zn>" contenus dans les films d’hydrogel A(Cao27Zno0s).

Dans le cas de la souche de bactéries pathogénes S.aureus, des photos des zones d’inhibitions
sont présentées Figure I11.25. Nous n’observons pas de zone d’inhibition dans le cas des films
d’hydrogel A(Caozs) (Figure II1.25 (a) et (b)). Par contre, nous observons en présence des
A(Cap,27Cuo,05) une zone d’inhibition bien visible qui dépasse le matériau (Figure II1.25 (c) et (d)).
La zone d’inhibition observée dépasse faiblement le film A(Cao27Zno,05) dans le cas d’un contact
uniforme (Figure I11.25 (e)). Nous obtenons alors une zone d’inhibition de 15 mm pour le zinc et
une moyenne sur quatre réplicas de 17,25 mm pour le cuivre. A noter que les A(Cao,27Cuo,05)

perdent tous leur couleur verte comme dans le cas de I’E.coli.
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Figure I11.24 Résultats des tests antibactériens effectués sur la souche E.coli en présence de films d’hydrogel d'alginate de
calcium, calcium/cuivre et calcium/zinc
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Figure I11.25 Résultats des tests antibactériens effectués sur la souche S.aureus en présence de films d’hydrogel d'alginate de
calcium, calcium/cuivre et calcium/zinc
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En comparant les résultats obtenus pour E.coli et ceux pour S.aureus, nous pouvons en
conclure que les films d’hydrogel a base de calcium n’affectent pas la croissance bactérienne. Alors
que ceux a base de cuivre et de zinc agissent similairement sur E.coli obtenant des zones
d’inhibition de diameétre a peu prés identiques. De plus, les matériaux de cuivre inhibent plus
efficacement les bactéries de la souche S.aureus que les matériaux de zinc a une méme

concentration ionique.

2.2.Films d’hydrogel poreux

Dans le but d’¢étudier I’'influence de la porosit¢ de la matrice sur les propriétés
antibactériennes, nous étudions dans cette partie les films d’hydrogels contenant des plastifiants.
Ces matériaux ont été testés sur la souche E.coli. Les photos prises apres la période d’incubation
sont présentées Figure 111.26. Les films d’hydrogel poreux a base de calcium notés APG(Cao36) ne
présentent pas de zone d’inhibition (Figure I11.26 (a) et (b)). Dans le cas des films poreux de cuivre
APG(Cao,27Cu0,05) et de zinc APG(Cao,27Zno,05) (Figure I11.26 (c), (d), (e) et (f) respectivement), la
zone d’inhibition dépasse faiblement les matériaux pour les deux souches de bactéries. En présence
des APG(Cap27Cuo,0s5) et des APG(Cao27Znops), nous mesurons respectivement une zone
d’inhibition de diametre de 15,5 mm et de 14,25 mm en moyenne. Les films poreux a base de cuivre
sont donc Iégerement plus inhibiteurs que ceux a base de zinc. Comme observé précédemment, les

APG(Cao,27Cuo,05) perdent aussi leur couleur verte.
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Figure I11.26 Résultats des tests antibactériens effectués sur la souche E.coli en présence de films poreux d'alginate de calcium,
cuivre et zinc
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Les résultats obtenus pour S.aureus en présence de films poreux sont présentés sur la
Figure I11.27. Nous observons en présence des APG(Cao,36) une accumulation de bactéries autour
du matériau. Ceci a ¢été observé sur la Figure III. 23 (c¢). Cette accumulation encerclée dans la
Figure I11.27(a), (b) peut vraisemblablement étre expliquée par le fait que le calcium contenu dans
nos matériaux serait une source de nourriture pour ces bactéries ; ces derniéres migreraient vers le
matériau et s’accumuleraient autour de ce dernier.

L’importance du calcium dans les organismes eucaryotes a été étudié¢ [141,142]. 11 a été
montré que le calcium est impliqué dans la maintenance de la structure cellulaire des organismes,
leur motilité, leur transport et les procédés de différenciation tels que la sporulation, la formation
d’hétérocystes et leur développement fruitif. Ce phénomene n’est pas observé en présence des films
d’alginate non poreux. Ceci peut étre relié¢ a la porosité du matériau.

En présence des matériaux a base de cuivre APG(Cap,27Cuo,5), nous observons une zone
d’inhibition d’un diamétre de 16,5 mm en moyenne alors qu’en présence de ceux a base de zinc

APG(Cao,27Zno,05) nous mesurons une zone d’inhibition de diamétre de 14 mm en moyenne.
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Figure I11.27 Résultats des tests antibactériens effectués sur la souche S.aureus en présence de films poreux d'alginate de
calcium, cuivre et zinc
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Les films d’hydrogel et les films d’hydrogel poreux ayant le méme diamétre (12 mm) et étant
¢laborés avec les mémes concentrations de solutions ioniques, nous pouvons comparer les résultats

des tests antibactériens en présence de ces deux types d’hydrogel (Tableau I11.4).

Tableau I11.4 Récapitulatif des résultats de l'évaluation antibactérienne sur les souches E.coli et S.aureus en présence des films
d’hydrogel et des film d’hydrogel poreux (0 pas de zone d’inhibition et + accumulation des bactéries autour du matériau)

E.coli S.aureus
Matériau 1|2 (3|4 |Moyenne | 1|2 | 3 | 4 [Moyenne
A(Cao,36Cuo,0s) - 115116 - 15,5 17(17|16| 16 16,5
A(CaozeZnogs) |14 |15 14| 14 14,25 4 -1-1- 14

APG(Cao36Cuops) | 14 | 15| 15| 15 14,75 16 11918 | 16 17,25

APG(Cao36Znoys) | 14 [ 14 | 14 | 15 14,25 -l - 115 - 15

Les résultats listés dans le tableau montrent que la porosité¢ de la matrice n’affecte pas
significativement I’effet antibactérien observé.

Par contre, les films poreux a base de calcium améliorent la croissance bactérienne autour
du matériau dans le cas de la souche Gram+.

En comparant les résultats obtenus pour le méme matériau, nous remarquons que les zones
d’inhibition sont l1égerement plus larges dans le cas de S.aureus que dans le cas de E.coli sauf pour
A(Capj36Znops) ou la différence n’est pas significative. Il semble que les matériaux élaborés
affectent plus les bactéries de Gram+ ayant une couche de peptidoglycane plus épaisse. Plusieurs
matériaux a base de cuivre et de zinc ont été testés sur E.coli et S.aureus dans la littérature
[3,80,143] en présentant leurs résultats sous forme de concentrations de colonies bactériennes et
non sous forme de zones d’inhibition. Safaei er al. [145] mesurent des zones d’inhibition en
présence de nanocomposites d’alginate contenant des NPs de CuO (sans donner le diameétre de leur
matériaux) atteignant pour S.aureus 19.33 mm et pour E.coli 17,33 mm. Ils obtiennent des zones
d’inhibition plus importantes pour la bactérie de Gram+. Visurraga et al. [ 146] comparent plusieurs
concentrations de NPs de Cu insérés dans des matrices d’alginate ; la différence de concentration
n’affecte pas vraiment le diamétre de la zone d’inhibition. Ils obtiennent pour S.aureus 11 mm en
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moyenne alors que pour E.coli 9,75 mm en moyenne. La faible différence observée par Safaei et
Visurraga est en accord avec nos observations. Les ions divalents Cu®" et Zn** sembleraient affecter
plus les bactéries de Gram+ comme en accord avec la littérature [ 146—148].

En conclusion, les films d’hydrogel élaborés a base de calcium/cuivre et calcium/zinc
présentent des propriétés antibactériennes prometteuses en accord avec la littérature sans avoir
recours a des nanoparticules et a des concentrations ioniques trés grandes susceptibles d’étre

toxiques.

2.3.Films déposés sur acier

Afin d’évaluer la capacité d’inhibition des matériaux déposés sur I’acier inoxydable, une
étude microbiologique sur les deux souches de bactéries E.coli et S.aureus a été entreprise. L’acier
non revétu Ac, revétu par de ’acide alginique Ac(H), de I’alginate de calcium Ac(Ca), de 1’alginate
de cuivre Ac(Cu) et de ’alginate de zinc Ac(Zn) ont ét¢ examinés. Ces matériaux ayant une
épaisseur micrométrique, la diminution de la concentration ionique du cuivre et du zinc n’est pas
nécessaire. L’utilisation alors de matériaux pur cuivre et pur zinc n’est pas considéré comme
toxique. Les matériaux testés possédent un diametre de 14 mm. Les clichés des résultats sont

regroupés sur les Figures 111.28 et I11.29.
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Figure I11.28 Résultats des tests antibactériens effectués sur la souche E.coli en présence de films déposés sur acier d'alginate de
calcium, cuivre et zinc
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Figure I11.29 Résultats des tests antibactériens effectués sur la souche S.aureus en présence d’acier non revétu et de films
déposés sur acier d'alginate de calcium, cuivre et zinc
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L’acier non revétu ainsi que celui recouvert par un dépot d’acide alginique ne semblent pas
affecter la croissance bactérienne : nous n’observons pas de zone d’inhibition pour les deux souches
de bactéries. En présence de 1’acier revétu par ’alginate de calcium, nous observons pour E.coli
ainsi que pour S.aureus une accumulation de bactéries autour du matériau. Etant donné que c’est
uniquement la présence du calcium qui conduit a une accumulation de bactéries autour du matériau,
nous pouvons en conclure que les bactéries croissent grace au calcium qui est un élément nécessaire

a leur croissance ce qui est en accord avec la littérature [141,142] et nos résultats précédents.

Les résultats obtenus pour la souche E.coli sont regroupés sur la Figure I11.28. La présence
des matériaux Ac(Cu) et Ac(Zn) affecte de facon similaire la croissance bactérienne. Nous
obtenons en présence de ces deux matériaux une zone d’inhibition de diametre en moyenne de

14,75 mm et 15,75 mm respectivement.

Les résultats correspondants a la souche S.aureus sont regroupés sur la Figure I11.29. Les
matériaux a base de zinc paraissent inhiber plus la croissance bactérienne que ceux a base de cuivre.

Nous observons une zone d’inhibition de 17 mm en moyenne pour Ac(Cu) et 20 mm pour Ac(Zn).

Le bilan des résultats de 1’évaluation antibactérienne en présence des films déposés sur acier

est regroupé dans le Tableau IIL.5.

Tableau I11.5 Récapitulatif des résultats de l'évaluation antibactérienne sur les souches E.coli et S.aureus en présence des films
déposés sur acier (+ accumulation des bactéries autour du matériau)

E.coli S.aureus
Films Matériau 1 (2|3 (4| Moyenne [ 1 | 2 | 3 [ 4 | Moyenne
déposés
Ac(Ca) + |+ + |+ + + |+ + | + +
sur
acier Ac(Cu) 15114 |14 | 16 14,75 201 15| 16 | 17 17
Ac(Zn) 16 [ 15| 15| 17 15,75 19119 | 21 | 21 20
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D’aprés ces résultats, nous pouvons en conclure que 1’acier inoxydable ainsi que le film
d’acide alginique déposé sur 1’acier n’ont aucun effet sur la croissance bactérienne. Les films de
calcium, cuivre et zinc présentent un comportement similaire aux films d’hydrogel et films
d’hydrogels poreux. Les résultats obtenus pour ces films déposés sur acier sont en accord avec la

littérature [8].

3. Conclusion

Différents films a base d’alginate ont été élaborés dans ce chapitre par la méthode de casting
ainsi que par la méthode de déposition par électrophorése. Ces deux méthodes d’élaboration
simples et rapides ont permis d’élaborer des films d’hydrogels d’épaisseur millimétrique de surface

lisse ou poreuse ainsi que des films d’épaisseur micrométrique revétant de I’acier inoxydable.

Du cuivre et du zinc ont été insérés dans les matrices d’alginate. Ces deux éléments se
trouvent sous leur forme ionique Cu®* et Zn>" dans nos matériaux. L’utilisation d’ions divalents a
I’intérieur d’une matrice permet d’éviter 'utilisation de NPs suspects d’étre toxiques pour

I’environnement ainsi que pour I’étre humain.

Les différents matériaux élaborés dans ce chapitre ont été testés sur des souches de bactéries
pathogenes E.coli (Gram-) et S.aureus (Gram+). Les films d’hydrogel de mélange Ca/Cu et Ca/Zn
ainsi que les films déposés sur acier de cuivre et de zinc pur ont présenté une activité inhibitrice
des bactéries. Les films de cuivre et de zinc déposés sur acier ont inhib¢ la croissance bactérienne

surtout pour la souche de Gram+.

Les films d’hydrogel de différentes porosités peuvent étre utilisés pour recouvrir des plaies
ou toute autre surface non métallique dans le but de protéger cette derni¢re de la formation d’un
biofilm. Les films déposés sur acier peuvent étre utilisés quant a eux pour recouvrir toute surface
métallique comme les outils chirurgicaux, les implant médicaux... Il serait alors important

d’étudier le relargage des ions antimicrobiens et leur toxicité sur 1’étre humain.
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Chapitre IV Matériaux a base d’alginate
antimicrobiens dans le milieu marin

La corrosion est définie comme une dégradation physique du matériau et de ses propriétés
chimiques sous I’influence de 1’environnement. Le milieu marin est un environnement connu pour
étre favorable a la détérioration des matériaux métalliques. En effet, ’eau de mer est agressive du
fait de ses propriétés physico-chimiques : conductivité élevée due a la salinité, forte teneur en ions
chlorure, oxygeéne dissous... De plus, elle est riche en organismes vivants (bactéries,
microalgues...). L’adhésion et la prolifération de ces organismes conduit a la formation de biofilms
sur les surfaces métalliques immergées. Les modifications de surface qui en résultent peuvent avoir
des conséquences importantes sur le processus de corrosion. En effet, la corrosion influencée par
les microorganismes (ou CIM) affecte plusieurs domaines tels que I’industrie pétroliére, navale,
nucléaire, les zones portuaires, les installations géothermiques, les réseaux de distribution d’eau...
Les enjeux économiques liés a ce type de corrosion justifient les efforts employés pour lutter contre

la détérioration des surfaces métalliques en milieu marin.

L’objectif de ce chapitre consiste a élaborer des biomatériaux a base d’alginate incluant des
ions métalliques dans le but de lutter contre les biofilms. Ces matériaux doivent résister en milieu
aqueux (eau douce et/ou eau marine) et lutter contre 1’adhésion et la croissance microbienne

(bactéries marines et microalgues) et donc a la formation de biofilms.

1. Méthode d’élaboration

La méthode d’¢élaboration des hydrogels en volume est la méthode de casting déja utilisé pour

I’¢laboration des matériaux dans le chapitre 3 et décrite dans le chapitre 1.

Ce qui différencie les hydrogels en volume des films d’hydrogel précédents est le fait que
nous ajoutons les solutions ioniques sans sécher la solution d’alginate de sodium. La dimension

des hydrogels étant en relation avec le moule utilisé [150], nous obtenons des matériaux
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volumiques de taille centimétrique. La Figure IV.1 présente un schéma explicatif pour 1’élaboration

des hydrogels en volume.

=== Solution d’ions

[Alg(Na)]=50 g/L

Figure IV.1 Schéma montrant la méthode d'élaboration des hydrogels en volume par la méthode de casting

Les solutions d’ions utilisées sont : chlorure de calcium (C = 0,36 mol/L), sulfate de cuivre
(C=0,1 mol /L) et acétate de zinc (C = 0,1 mol/L). Ainsi, I’hydrogel en volume fabriqué dépendra
de la solution d’ions ajoutée : alginate de calcium, alginate de cuivre ou alginate de zinc
(Figure IV.2). Une période de 24h est nécessaire afin que la totalité de 1’alginate se gélifie et que

I’hydrogel soit saturé en ions.

(a) (b) (©

Figure IV.2 Hydrogels en volume : (a) alginate de calcium, (b) alginate de cuivre et (c) alginate de zinc
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La Figure IV.2 montre une photographie de cubes d’hydrogels d’alginate de calcium, cuivre
et zinc. La couleur est caractéristique des ions utilisés. L’alginate de calcium présente une couleur
blanche et transparente. L’alginate de cuivre a une couleur verte. Alors que ’alginate de zinc

présente une couleur blanche et opaque.

2. Caractérisations physico-chimiques

2.1.Microscopie électronique a balayage et Spectroscopie a rayons X a

dispersion d’énergie (MEB et EDX)

Une étude surfacique a I’aide du microscope électronique a balayage a été effectuée sur ces

différents matériaux afin d’étudier leur surface ainsi que leur composition chimique.

Comme le montre la Figure IV.3, les différents hydrogels de calcium, cuivre et zinc présentent
une surface lisse non poreuse pour une échelle de 20 um. La surface apparait lisse pour toutes les
échelles (plus petites et plus grandes). La surface des différents hydrogels en volume est donc
identique a celle des films d’hydrogel. Le fait d’avoir les hydrogels en films ou en volume n’affecte

pas la surface des matériaux.
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Figure IV.3 Clichés MEB des hydrogels a base d’alginate de calcium (a), de cuivre (b) et de zinc (c)
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En étudiant ces matériaux via I’analyse élémentaire EDX, nous avons pu déterminer la
composition chimique de ces hydrogels rincés (Tableau IV.1). Les proportions présentées dans les

différents tableaux sont des pourcentages atomiques.

Tableau IV.1 Composition atomique (%) des différentes hydrogels (a) Cao.ss, (b) Cuo.i et (c) Zno,i

Matériau C (0] Na Ca Cu Zn
Cao 6 54,5 40,5 0,3 4,7 - -
Cuo, 68,1 27,3 1,7 - 2,7 -
Zno,1 65,8 32,4 - - - 1,5

Le Tableau IV.1 nous permet de démontrer la présence des ions insérés dans les hydrogels
par adsorption [96,150]. Nous remarquons que les pourcentages atomiques de C et O sont trés
importants comme déja vu précédemment. De méme, nous observons, une présence de sodium
dans les matériaux Cao3s et Cuo,1. Le matériau Zno,1 ne contient pas de sodium. En ajoutant alors,
la solution ionique a 1’alginate de sodium, nous avons pu remplacer en partie ou totalement les ions
de sodium présents dans la solution d’alginate initiale. Ces résultats EDX observés pour les
hydrogels en volume sont comparables aux résultats EDX (Tableau III.1) obtenus pour les films

d’hydrogel.

Des matériaux de mélange calcium/cuivre et calcium/zinc de méme concentrations que les
films d’hydrogels étudiés dans le Chapitre III sont caractérisés phyisico-chimiquement par la suite.
Pour ce faire, des tranches de surface rincées (SR), des tranches de surface non rincées (SNR), des
tranches du centre rincées (CR) et des tranches du centre non rincées (CNR), comme le montre la
Figure 1V .4, provenant des cubes d’hydrogel €laborés ont été¢ découpées au cutter et étudiées par

EDX.
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Tranche de surface Tranche du centre

Figure 1V 4 Schéma explicatif des tranches d'hydrogels coupés pour les différentes caractérisations en EDX (a) tranche de
surface et (b) tranche de centre

Dans le Tableau IV.2, nous présentons une tranche de centre et I’autre de surface du méme

matériau afin d’étudier 1’effet du rincage sur des tranches de surface et sur des tranches de centre.

Tableau IV .2 Tableau de composition atomique des différentes tranches de I’hydrogel Cao27Cuo,05

Matériaux C (0] Na Ca Cu S Cl

Cao27Cuo0sCNR | 24,3 | 199 | 22,4 (85,5) 3,2(12,2) 0,6 (2,3) 3,3 |263

Caoz7CuoosCR | 683 | 253 | 1,1(29,7) | 1,887 | 0.8(21,6) | - | 27
Ca027CuopsSNR | 56,8 | 22,5 | 33(32,7) | 49(48,5) | 19(18.8) | - | 10,6
Cao7CuopsSR | 582 | 39,9 - 0,9(d74) | 1,0(526) | - -

Nous remarquons d’apres le Tableau IV.2 que les pourcentages de carbone et d’oxygeéne dans
les matériaux évoluent puisque ce sont des ¢léments légers et que le carbone et I’oxygene peuvent

étre majorés a cause d’une couche de pollution sur le matériau. Pour s’affranchir des variations
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observées pour le carbone et I’oxygeéne, nous avons considéré uniquement les cations (normalisés

al.
%Na + %Ca + %Cu =100% (IVI)

Les valeurs normalisées sont présentées entre parentheéses dans le Tableau IV.2. Nous
pouvons remarquer que le ringage du matériau avec de 1’eau désionisée conduit a une diminution
du pourcentage de Na, S et Cl : ces éléments ne sont pas liés a la matrice d’alginate. Ce sont des
ions libres présents a la surface de la matrice. Le Na provient de la solution d’alginate de sodium
initiale, il diminue de 55% (au centre) et de 33% (a la surface) apres ringage. Le sodium lié toujours
a la matrice d’alginate n’est présent qu’au centre du matériau a 30%. Ce pourcentage peut étre plus
faible en laissant la solution ionique plus longtemps avant le ringage. Le S ainsi que le Cl
proviennent des solutions ioniques de sulfate de cuivre et de chlorure de calcium utilisées
respectivement. Nous pouvons en conclure que le calcium est présent de fagon homogene dans le
matériau alors que le cuivre est plus abondant a la surface qu’au centre ou la présence de sodium

est observée.

Nous avons effectué¢ les mémes mesures sur les différentes tranches pour I’hydrogel
d’alginate de zinc (Tableau IV.3). Nous remarquons que les pourcentages atomiques de carbone et

d’oxygéne sont du méme ordre de grandeur.

Tableau IV.3 Tableau de composition atomique des différentes tranches de I’hydrogel Cao.27Zno,0s

Matériaux C 0] Na Ca Zn Cl
Cao27ZnoosCNR | 62,1 | 249 | 4,2 (48,3) 1,8 (20,7) 2,7 (31,0) 43
Cao27ZnoosCR | 64,4 | 304 - 1,0 (19,6) 4,1 (80,4) 0,1
Cao27ZnoosSNR | 62,4 | 27,0 | 3,1 (49,2) 2.9 (46,0) 0,3 (4,8) 43
Cao27ZnopsSR | 58,0 | 34,0 - 4,1 (83,7) 0,8 (16,3) 3,1
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L’effet du ringage est similaire pour les hydrogels de cuivre et de zinc. Il diminue la proportion
du sodium et du chlore. Les rapports Ca/Cu et Ca/Zn sont différents que ce soit a la surface du
matériau ou au centre. Ceci peut vraisemblablement impliquer une affinité différente entre la
matrice d’alginate de sodium et les cations présents dans la solution ionique. Les matériaux
présentés dans le Tableau IV.3 semblent étre hétérogénes. Nous observons une présence de zinc
plus importante au centre qu’en surface contrairement au calcium qui est majoritairement a la
surface. Il est probable que ces matériaux présentent une couche extérieure (surface) formée

majoritairement de calcium qui enveloppe un cceur formé majoritairement de zinc.

Dans le but d’utiliser des matériaux contenant des mélanges calcium/cuivre et calcium/zinc, il
est important d’étudier I’effet d’ajout du calcium dans les solutions ioniques. Ainsi nous avons
comparé des hydrogels élaborés avec la méme concentration d’ions de cuivre ou de zinc, I’'un
contenant du calcium et I’autre sans calcium. Nous nous intéressons aux tranches centrales rincées

possédant 80,4% de zinc qui seront utilisées ultérieurement dans les tests antimicrobiens.

Tableau IV 4 Tableau de composition atomique des tranches de centre rincées des hydrogels Cuoos et Cao.27Cuo.05

Matériaux C (0) Na Ca Cu S Cl
Cuo,0sCR 58,2 | 37,4 | 3,0(68,2) - 1,4 (31,8) - -
Cao27Cuo0sCR | 68,3 | 25,3 1,1 (29,7) | 1,8(48,7) | 0,8 (21,6) - 2,7

Nous comparons initialement les deux tranches centrales rincées d’hydrogel a base de cuivre.
Nous remarquons que pour une faible concentration de cuivre de 0,05 mol/L, I’échantillon est sous
forme solide aux extrémités mais visqueux au centre ; en effet, seule une petite partie de I’alginate
est gélifiée expliquant le fort pourcentage de Na (68,2%). L’ajout du calcium fait diminuer la
proportion de Na a 29,7%. Nous pouvons en déduire que 1’ajout du calcium gélifie une plus grande

partie de I’alginate.

Nous comparons ensuite les deux tranches centrales rincées d’hydrogel a base de zinc. Les

résultats EDX sont présentés dans le Tableau IV.5.
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Tableau IV.5 Tableau de composition atomique des tranches de centre rincées des hydrogels Znoos et Cao27Zno s

Matériaux C (0] Na Ca Zn Cl
ZnoosCR 64,0 28,6 4,9 (66,2) - 25338) | -
Cao27ZnopsCR | 64,4 30,4 - 1,0 (19,6) | 4,1(804) | 0,1

En comparant les deux tranches centrales rincées d’hydrogel a base de zinc, le pourcentage
de Na initialement a 66,2% devient nul apres ajout du calcium. D’ailleurs nous observons a I’ceil
nu pour le matériau de zinc sans calcium, le méme phénomene observé pour celui de cuivre (des
extrémités solides et un coeur visqueux). Les concentrations de cuivre et zinc de 0,05 mol/L ne sont

pas suffisantes pour remplacer la totalité du sodium présent dans la matrice de I’alginate.

L’objectif étant d’étudier I’effet de ces matériaux sur des souches de bactéries et de
microalgues, il est alors nécessaire de comparer les tranches de surface aux tranches centrales
rincées afin de choisir lesquelles des deux utiliser pour les tests antimicrobiens. Nous comparons
alors la tranche de surface rincée a celle de centre rincée pour les hydrogels d’alginate de

calcium/cuivre (Tableau IV.6) et de calcium/zinc (Tableau IV.7).

Tableau IV .6 Tableau de composition atomique des tranches de centre rincées et des tranches de surface rincées de I’hydrogel

Cao,27Cuo,05
Matériaux C (0) Na Ca Cu S Cl
Cao27Cuo0sSR | 58,2 | 39,9 - 0,9(474) | 1,0 (52,6) | - -
Cao27Cuo0sCR | 68,3 | 25,3 1,1(29,7) | 1,8 (48,7) | 0,8 (21,6) | - 2,7

Pour le Cao»7Cuops, la présence de cuivre est beaucoup plus importante en surface qu’au
centre. La différence de proportion entre une tranche CR et SR pour nos matériaux est la présence

du sodium présent au centre (30%) (Tableau IV.6). Ceci est probablement di a la quantité
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insuffisante d’ions divalents pouvant remplacer le sodium dans la matrice d’alginate. Nous en
concluons que le cuivre gélifie en priorité la surface de I’hydrogel alors que le calcium gélifie
uniformément la surface et le centre de 1’hydrogel. Deux solutions se présentent pour résoudre ce

probléme : prolonger le temps de gélification ou augmenter le volume de la solution ionique.

Tableau IV.7 Pourcentages des différents éléments présents dans les différentes tranches d'hydrogels d’alginate calcium/zinc

Matériaux C (0) Na Ca Zn Cl
Cao27Zno,0sSR 58,0 34,0 - 4,1(83,7) | 0,8 (16,3) 3,1
Cao27Zno0sCR 64,4 30,4 - 1,0 (19,6) | 4,1 (80,4) 0,1

En comparant la tranche surfacique (SR) et centrale (CR) du Cap27Zno,05, la présence de
calcium est trés importante en surface et faible au centre contrairement au zinc. Ceci montre que

cet hydrogel présente une coque surfacique de calcium et un cceur riche en zinc (Tableau IV.7).

Les matériaux étudiés ci-dessus semblent étre hétérogeénes en comparant des tranches de
surface et des tranches centrales du méme matériau. Mais il est important d’étudier I’homogénéité
sur une méme tranche. Pour cette raison, nous avons mesuré¢ par EDX une tranche centrale rincée
du matériau Cao27Cuo,05 en effectuant des mesures sur différentes positions par rapport au centre.
La distance entre chaque position est de 1 mm. A I’ceil nu et avant séchage du matériau, nous
observons un gradient de cuivre (Figure IV.5). Les résultats présents dans le Tableau IV.8 sont

normalisés par rapport a C afin de pouvoir comparer les différentes positions.
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Figure IV.5 Photo montrant le gradient de cuivre a l'eil nue dans une tranche centrale de I’hydrogel Cao27Cuo.0s avant séchage
et les différentes positions ou I'EDX a été effectué

Tableau IV.8 Tableau montrant le pourcentage de chaque élément pour différentes positions sur la méme tranche d'hydrogel

Eléments (0] Na Ca Cu S Cl
Position 0 40,1 2,5 6,0 0,8 42 6,2
Position 1 38,1 2,3 5,7 0,8 3,6 6,2
Position 2 39,7 2,6 59 0,8 3.8 6,3
Position 3 41,7 2,6 6,2 0,8 42 6,3
Position 4 41,8 2,8 6,0 0,8 4,0 6,3

Les résultats présentés montrent qu’au centre du matériau, nous n’observons pas de gradient

et que le pourcentage des éléments est similaire pour les différentes positions choisies

113



Matériaux a base d’alginate antimicrobiens dans le milieu marin

contrairement aux bords de la tranche ou le gradient est visible a I’ceil nu. Ceci prouve que

I’inhomogénéité est présente uniquement sur les bords de la tranche.

Les résultats EDX présentés dans cette partie nous permettent de relever les conclusions
suivantes : une concentration de 0,05 mol/L de cuivre ou zinc n’est pas suffisante pour gélifier
I’alginate il faut alors ajouter du calcium aux solutions ioniques. De méme, le cuivre gélifie
prioritairement la surface de I’hydrogel alors que le calcium gélifie uniformément la matrice. Les
hydrogels calcium/zinc présentent une coque formée de calcium et un cceur formé de zinc.
Finalement, les tranches centrales des hydrogels sont homogenes en accord avec la littérature [76].
Straccia et al. [76] ont montré que différentes tranches des hydrogels d’alginate de zinc (€laborés
par gélation interne) sont homogeénes en mesurant le rapport massique sec & humide. Par contre,
Matyash et al. [152] ont trouvé qu’une gélation rapide comme celle obtenue par le CaCl, produit
une structure non homogene. McAllister ef al. [153] quant a eux, ont montré que 1’utilisation d’une
solution d’alginate de sodium de grande concentration massique (comme celle utilisée dans nos
travaux 5%) augmente la densité du réseau polymérique dans 1’hydrogel. Cette augmentation est
en relation directe avec la diminution de la diffusivité des différentes espéces ionique a travers la
matrice d’hydrogel [153]. Ceci contredit les observations de Matyash er al. [152] concernant
I’inhomogénéité des hydrogels d’alginate de calcium par gélation externe. Dans le but d’obtenir
une répétabilité lors des tests antimicrobiens, nous décidons alors d’utiliser les tranches d’hydrogel

centrales considérées désormais comme homogenes.

2.2.Stabilité des matériaux

Puisque ces hydrogels en volume sont élaborés dans le but d’étre utilisés pour des applications
marines, il est alors intéressant d’étudier le comportement de ces matériaux lors de leur immersion
dans des milieux aqueux. Tout d’abord, nous allons étudier leur stabilité dans de 1’eau désionisée
et ensuite dans une solution de NaCl pour une température ambiante et une température ¢gale a

37°C (température optimale pour la croissance des bactéries pathogénes).
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2.2.1. Eau désionisée

Dans le but de bien comprendre ou prédire une éventuelle dissolution des hydrogels dans
I’eau, une étude par suivi cinétique de leur évolution de masse a été entreprise. Pour ce faire, trois
matériaux, Caozs, Cuo,1 et Zno; ont été étudiés. Cette étude consiste a immerger des cubes
d’hydrogel dans de I’eau désionisée a température ambiante puis de mesurer en fonction du temps
I’évolution de leur masse M(%). L’expérience a duré 30 jours. A t=0, les hydrogels immergés ont
été saturés en solutions ioniques correspondantes et rincés rapidement en eau désionisée afin

d’enlever I’exces d’ions présent en surface.

M(0)

M(%) = -~ x 100 (IV.2)
0
100
-t Cao.aa
| -\-“'—-—__ -t CUOJ
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Figure IV .6 Perte de masse des matériaux d’hydrogels Cao s, Cuo,1 et Zno,i en fonction du temps pour une immersion dans [’eau
désionisée
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Nous observons sur le graphe présenté Figure IV.6, trois courbes représentant le pourcentage
de variation de masse en fonction du temps pour les trois hydrogels : alginate de calcium (courbe
noire), alginate de cuivre (courbe bleue) et alginate de zinc (courbe rouge). Les trois courbes
décroissent rapidement lors des cinq premiers jours. Les hydrogels de calcium et de zinc perdent
alors 10% de leur masse initiale, tandis que 1’hydrogel d’alginate de cuivre en perd 25%. La perte
de masse devient plus lente apres les cinq premiers jours. Nous remarquons que la dissolution est
trés importante pour 1’alginate de cuivre pour lequel la perte de masse est de 30% au bout de 30
jours d’immersion. Alors que, 1’alginate de calcium et de zinc sont plutdt stables avec une perte de

masse d’a peu prés 10% au bout des 30 jours d’immersion.

La perte de masse observée peut éEtre attribuée a une dissolution, dégradation ou
dépolymérisation du matériau. La dissolution conduit a une solution homogene lorsqu’un composé
est immergé dans la solution. La dégradation se produit dans le cas d’une immersion dans une
solution contenant des ions ou se créé un échange d’ions [154]. Finalement la dépolymérisation est
le processus de conversion d’un polymeére en monomeres lors d’un changement de température.
Ainsi, dans le cas d’une immersion dans de 1’eau désionisée, nous attribuons la perte de masse a

une dissolution du matériau.

Apres 30 jours d’immersion, un dépot au fond du bécher est observé dans le cas de 1’alginate
de cuivre et de l’alginate de zinc. Ce dépot montre le relargage d’ions ou une dissolution du
matériau observé sur les photographies de la Figure IV.7. Ce dépot est probablement présent mais
non observable dans le cas de 1’alginate de calcium puisque ce dernier est transparent et non opaque

contrairement a 1’alginate de zinc.
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Figure IV.7 Résidus observés au fond du bécher pour l'alginate de cuivre (a) et I’alginate de zinc (b) a la fin de la période
d'immersion

Dans le but de comprendre le phénoméne observé, nous avons décidé d’approfondir notre
recherche et d’étudier les matériaux au niveau microscopique. Les différents matériaux ont alors
été examinés par MEB apres 30 immersion. La Figure IV.8 présente la surface de ces matériaux.
La surface n’est plus lisse désormais par rapport a la Figure IV.3 qui montrait les matériaux avant
leur immersion. De plus, nous remarquons sur la Figure IV.9 qu’une partie du matériau semble étre
épilée ou décrochée, a une échelle de 50 pm. Ceci est dii vraisemblablement & la dissolution
partielle de la matrice lorsqu’elle est immergée. Ceci peut étre corrélé a la disparition de la couche

superficielle des matériaux.
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Figure IV.8 Clichés MEB de la surface de (a) Caoss, (b) Cuo,1 et (¢) Zno,i aprés 30 jours d’immersion dans de l'eau désionisée
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Figure IV.9 Cliché MEB de la surface de Caoss a une échelle de 50 um apres 30 jours d’immersion dans ['eau désionisée

D’aprés ces observations, nous pouvons conclure que les hydrogels de calcium et de zinc
présentent une faible perte de masse alors que 1’hydrogel a base de cuivre présente une perte de
masse supérieure. Benning et al. [155] ont observé que 1’hydrogel d’alginate de calcium (alginate
de sodium de concentration de 2% et CaCl, de concentration de 0,2 mol/L) perd 16,7% de sa masse
initiale au bout de 7 jours d’immersion dans un milieu de culture pour bactéries pathogenes. Ils
considérent que cette perte de masse est modérée et que le matériau peut toujours étre considéré
comme stable. Cette perte de masse de 16,7% est supérieure a celle que nous observons pour nos
matériaux. Ceci peut étre di a la présence d’ions supplémentaires dans le milieu considéré par
Benning et al. [155]. L’alginate de calcium présentant une faible perte de masse comme observé
sur la Figure IV.6, nous pouvons en déduire que I’ajout de calcium aux solutions ioniques utilisées
pour préparer les hydrogels de cuivre et de zinc pourrait améliorer la stabilité¢ des hydrogels dans
I’eau désionisée. Dans le but de confirmer cette hypothése, une seconde expérience a été effectuce
en immergeant un cube d’hydrogel d’alginate de calcium, d’alginate de calcium/cuivre et d’alginate
de calcium/zinc dans 1’eau désionisée pendant 48h puisque I’évolution de masse était la plus
importante lors des premiers jours. Les résultats de cette expérience sont présentés sur la

Figure IV.10.
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Figure IV.10 Perte de masse des matériaux d hydrogels Cao s, Cao27Cuo0s et Cao27Zno s en fonction du temps pour une
immersion dans |’eau désionisée

Nous observons sur la Figure IV.10, que les courbes correspondantes au calcium et au
calcium/zinc sont presque identiques. L’hydrogel de calcium/zinc est alors aussi stable que
I’hydrogel de calcium. Par contre, la courbe bleue pour le calcium/cuivre présente une perte de
masse plus faible que dans le cas de I’hydrogel de calcium. Ceci montre que 1’ajout du calcium

semble rendre le matériau plus stable.

22.2. Eausalée (30 g/L)

Le but de ce chapitre étant d’¢élaborer des matériaux pour des applications dans le milieu
marin, il est important d’étudier la stabilité des matériaux dans 1’eau salée. Une solution de NaCl

de concentration équivalente a 30 g/L a été préparée. Cette solution synthétique contient la méme
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concentration de NaCl que I’eau de mer afin d’étudier I’influence du sel sur nos matériaux. La perte
de masse des hydrogels a été étudiée en fonction du temps dans ce milieu. La Figure IV.11 présente
les courbes d’évolution de masse des hydrogels Cao 36, Cuo,1 et Zno,1 pendant 30 jours d’immersion
dans I’eau salée. A t=0, les trois hydrogels étaient saturés en leur solution ionique et rincés

rapidement a I’eau désionisée comme précédemment.
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Figure IV.11 Perte de masse des hydrogels Cao,ss, Cuo,1 et Zno,1 en fonction du temps pour une immersion dans une solution de
NaCl pour une durée de 30 jours

Nous observons sur la Figure IV.11, trois courbes dont le comportement différe contrairement
au cas précédent. Lors des 5 premiers jours de 1’expérience, les matériaux présentent un
changement de masse, que ce soit une diminution ou une augmentation. Apres les 5 jours
d’immersion, nous observons une faible perte de masse qui continue tout au long de 1’expérience
pour les trois matériaux. La courbe correspondant au calcium décroit de 10% lors des quelques
premiers jours puis augmente de quelques pourcents, atteignant une perte de masse totale de 15%
a la fin de I’expérience. La courbe bleue associée a I’alginate de cuivre décroit fortement lors des
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cinq premiers jours et continue a décroitre faiblement tout au long de I’expérience. Par contre, la
courbe de 1’alginate de zinc présente un comportement différent des deux autres : nous observons

une augmentation de masse les premiers jours suivie d’une perte de masse.

L’alginate de calcium ainsi que ’alginate de cuivre ne semblent pas étre affectés par le sel
présent dans I’eau salée préparée, le taux de perte de masse pour ces matériaux est identique que
ce soit dans le cas d’une immersion dans de 1’ecau désionisée ou dans 1’eau salée. Par contre, la
présence de sel dans le milieu d’immersion, produit une perte de masse supplémentaire de 10% par
rapport une immersion dans de I’eau désionisée. Dans la littérature, la stabilité des hydrogels est
étudiée dans des milieux de culture de bactéries pathogenes contenant du NaCl [155], [156].
Golafshan et al. en 2017 [156] ont montré que lors d’une immersion en PBS (Phosphate Buffer
Saline) a 37°C pendant 28 jours, les hydrogels d’alginate + PVA| qu’ils ont élaboré perdent 67%
de leur masse initiale. Quant a Benning et al. en 2017 [155], ils ont étudié la dégradation de leurs
matériaux (mélanges de plusieurs polymeres) lors d’une immersion dans du EDCG (Endothelial
Cell Growth Medium). 1ls ont observé une faible diminution de masse modérée pendant 7 jours
d’immersion. Aucune comparaison entre nos résultats et la littérature est possible pour les

hydrogels a base de cuivre du fait de I’absence d’étude similaire.

L’alginate de zinc présente un comportement différent de 1’alginate de calcium et de cuivre.
Il gonfle lors de son immersion dans 1’eau salée au bout des premiers jours de I’expérience
(augmentation de masse de 10%) puis sa masse diminue pour atteindre au bout des 30 jours
d’immersion une perte de masse de 5%. Straccia er al. [76] expliquent ce phénoméne par le fait
que lors du remplacement des ions Zn>* par les ions Na”, les répulsions électrostatiques des chaines
COO™ augmentent ce qui entrainerait une relaxation du réseau polymérique [76], et donc une
augmentation de masse due a I’absorption d’eau. Mais cette augmentation de masse est-elle due a
I’absorption d’eau ou de sel (Na“ et CI) ou bien a une absorption d’eau salée donc des deux en
parallele (eau et sel) ? Pour y répondre, tous les matériaux récupérés apreés 30 jours d’immersion

ont été examinés par une analyse en MEB et en EDX.

Les clichés de la Figure IV.12 montrent clairement une grande modification de 1’état de
surface des différents hydrogels aprés leur immersion : leur surface devient trés rugueuse. Nous
remarquons une structure cristalline sur I’alginate de zinc due probablement aux cristaux de sel

NacCl.

122



Matériaux a base d’alginate antimicrobiens dans le milieu marin

Figure IV .12 Clichés MEB de la surface des matériaux de Cao,ss, Cuo,i et Zno,1 apres 30 jours d'immersion dans de l'eau salée

Les trois matériaux ont été étudiés par EDX afin d’étudier leur composition chimique et les

résultats sont présentés sur le Tableau IV.9.

Tableau IV.9 Pourcentages des différents éléments présents dans les hydrogels Caoss, Cuo.1 et Zno,1 aprés immersion dans |’eau
salée pendant 30 jours

Matériaux

C

O

Ca

Cu

7Zn

Na

Cl

Caoze

21,3

9,5

1,4

32,9

34,9
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Cuoa

46,2

1,3

0,7

25,0

26,7

Zno 1

31,4

1,7

29,5

36,6

Nous observons de trés grandes concentrations de Na et de Cl dans les différents hydrogels
apres leur immersion dans I’eau salée. Les concentrations de sodium et de chlore sont extrémement
proches. Ceci explique que les hydrogels ont absorbé du sel. Afin de mieux comprendre le

phénomeéne de gonflement de I’hydrogel a base de zinc les premiers jours, une deuxiéme expérience

a été effectuée.

Cette expérience consiste a découper en quatre parties de masse initiale identique
(Figure IV.13). Chacune a ¢ét¢ immergée séparément dans 1’eau salée NaCl 30 g/L pendant un
temps différent allant de 24 a 80 h afin de comprendre le phénoméene observé durant les premiers

jours. Chaque échantillon est ensuite retiré, séché puis pesé. Les résultats sont indiqués dans le

Tableau IV.10. La masse a t=0 désigne la masse initiale séche de chaque partie.

Figure 1V.13 Schéma représentant le découpage des morceaux d'hydrogels utilisés pour cette expérience

N

SN—

Tableau IV.10 Tableau présentant la masse de chaque morceau d'hydrogel (g) apres un temps d'immersion t(h)

Masse (g)

Temps d’immersion (h)

Alg(Ca)

Alg(Cu)

Alg(Zn)
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0 0,35 0,34 0,20
24 0,33 0,31 0,26
58 0,34 0,32 0,26
80 0,33 0,30 0,27

D’aprés les valeurs du Tableau IV.10, nous remarquons que méme aprés le séchage,
I’hydrogel a base de calcium diminue trés faiblement de masse afin d’arriver a 0,33g au bout de

80h. L’alginate de calcium reste I’hydrogel le plus stable.

La masse des échantillons d’hydrogel de cuivre diminue de 0,34g initialement jusqu’a 0,30g
apres 80h d’immersion. L hydrogel de cuivre présente le taux de dégradation le plus important. Le

milieu d’immersion devient vert dans le cas de I’hydrogel de cuivre

Les masses des échantillons d’hydrogel a base de zinc augmentent lors de leur immersion.
Ces derniers initialement de masse égale a 0,2g augmentent de 0,07g au bout de 80h d’immersion.
L’hydrogel de zinc présente une augmentation de masse les premiers jours d’immersions. Nous
pouvons en déduire que I’augmentation de masse n’est pas seulement attribuée a 1’absorption de
I’eau. Mais elle est aussi due a 1’absorption de sodium et de chlore, avec un relargage de zinc qui

est beaucoup plus faible que celui du cuivre.

La perte de masse est alors associée a une dégradation du matériau que ce soit sous forme de
dissolution de la matrice ou sous forme de relargage d’ions. Ainsi, on peut s’attendre a ce que les
ions Zn*>" soient relargués sur une durée plus longue (faible perte de masse sur 30 jours
d’immersion) alors qu’une plus grande partie des ions Cu?* est relarguée sur une durée plus courte
(forte perte de masse les premiers jours d’immersion). Les résultats du Tableau IV.10 pour les trois

matériaux confirment ceux de la Figure [V.11.

2.23. Effet de la température

Dans le but d’¢étudier I’influence de la température sur la stabilité¢ de nos matériaux, la méme

expérience que précédemment a été effectuée mais a une température fixe de 37°C. Les hydrogels
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ont été pesés en fonction du temps pendant 5 jours d’immersion dans 1’eau désionisée et dans 1’eau
salée (concentration de NaCl de 30 g/L). Nous nous intéressons a la stabilité¢ des hydrogels pour

une immersion de 5 jours puisque cette durée inclue le temps d’incubation des bactéries pathogenes

qui est de 48h.
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Figure IV.14 Evolution de masse des hydrogels Caoss, Cuo.i et Zno,1 en fonction du temps pour une durée de 5 jours a 37 °C

Nous observons sur la Figure IV.14, les 6 courbes de la perte de masse pour les hydrogels
Cap 36, Cuo,1 et Zno,1 pour une immersion de 5 jours dans I’eau désionisée et dans de 1’eau salée.
Les courbes présentent toutes un comportement identique. Dans de I’eau désionisée, les hydrogels
de calcium, de cuivre et de zinc ont des pertes de masse de 24%, 37,5% et 29% respectivement.
Dans le cas d’une immersion dans I’eau salée, le Cao 3 atteint une perte de masse de 12%, le Cuo,1
de 35% et le Zno,1 de 14%. Le matériau a base de calcium reste le plus stable et celui a base de
cuivre le moins stable. L hydrogel contenant du zinc ne présente plus le phénomene de gonflement
observé dans le cas d’'une immersion dans 1’eau salée a température ambiante, mais perd 14% de

sa masse initiale. Physiquement ceci n’est pas une dégradation thermique puisque cette derniére est
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observée pour des températures supérieures a 400°C. A 37°C, ¢’est une dissolution accentuée par
I’¢lévation de la température. En comparant le taux de perte de masse au bout de 5 jours entre
I’expérience effectuée a température ambiante et celle a 37°C, nous pouvons émettre deux
hypothéeses : ’augmentation de température de 20 a 37°C augmenterait la mobilité des ions ce qui
entrainerait la migration des ions des matériaux et par conséquent une perte de masse de tous les
hydrogels ou ’augmentation de température affaiblirait les liaisons a I’intérieur des matériaux

permettant ainsi une dégradation plus importante pour des températures plus élevées.

Les résultats de cette partie nous permettent de conclure que les hydrogels contenant du
calcium sont les plus stables indépendamment du milieu d’immersion et de la température. Ainsi,
dans le but d’obtenir des hydrogels stables en gardant les propriétés antibactériennes associés aux
ions Cu*" et Zn?*, des hydrogels a mélange calcium/cuivre et calcium/zinc sont probablement plus
adaptés. Ces hydrogels a mélange Ca/Cu et Ca/Zn seront alors considérés pour des applications

dans le milieu marin.

3. Tests antimicrobiens

3.1.Hydrogels en volume

Les tests antimicrobiens présentés dans ce paragraphe ont été effectués en collaboration avec
BIODIMAR® a Brest. Les hydrogels élaborés ont été testés sur des souches de microalgues ainsi

que sur des souches de bactéries marines.

3.1.1. Microalgues

Le protocole expérimental est expliqué dans le chapitre 2 paragraphe 2.2. La Figure IV.15
présente une photographie de la plaque de 24 puits contenant les différents échantillons testés lors

de I’'une de nos expériences. Les tranches d’hydrogel peuvent étre reconnues suivant leur couleur.
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Controle

Alg(zn)

Figure IV.15 Plaque de 24 puits contenant 6 réplicas de chaque matériau

Tout d’abord, il est nécessaire de tester nos matériaux sur des souches de microalgues dans
le but de déterminer une éventuelle toxicité des concentrations de cuivre et de zinc pour
I’environnement marin. La premicre souche de microalgues testée est Halamphora Coffeaeformis.
Cette souche de microalgues a été choisie du fait de son adhésion a différents supports et son role
sur la colonisation de surfaces en produisant des substances polymériques extracellulaires (EPS)
[156,157]. L’adhésion de cette microalgue est plus prononcée sur des surfaces hydrophobes que
sur des surfaces hydrophiles [159]. Les premiers matériaux testés sont les hydrogels contenant
uniquement une espece chimique Caozs, Cuo,1 et Zno,1. Les résultats sont présentés Figure IV.16
sous forme de pourcentage d’inhibition de croissance en bleu et inhibition d’adhésion en rouge. Le

pourcentage d’inhibition est calculé selon I’équation :

DO sle—DO sri
0/ . o _ controle matériau
/Omhlbltlon - (IV-3)

DOcontrsle
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Halamphora Coffeaformis
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Figure IV.16 Pourcentage d'inhibition de croissance et d'adhésion de la souche de microaglue Halamphora coffeaeformis pour
les hydrogels Cao.ss, Cuo,1 et Zno,i

Le graphe présenté Figure IV.16 montre clairement un effet de nos matériaux sur la souche
de microalgue testée. Les pourcentages d’inhibition d’adhésion sont €levés (voisins de 85%) pour
les 3 matériaux. Par contre, la croissance des microalgues différe suivant les hydrogels. L alginate
de calcium présente un pourcentage d’inhibition de croissance faible de 25%, 1’alginate de zinc
inhibe moyennement la croissance alors que 1’alginate de cuivre inhibe la croissance de 85%. Par
conséquent, ’alginate de calcium limite I’adhésion sans vraiment limiter la croissance, I’alginate
de cuivre limite la croissance et I’adhésion avec un pourcentage d’inhibition de croissance tres
¢levé de 85% ce qui est considéré comme toxique pour les microalgues. L hydrogel de zinc limite

fortement 1’adhésion mais semble moins toxique pour la souche de microalgue.

Pour les concentrations ioniques utilisées, les matériaux a base de cuivre et de zinc conduisent
a un mode d’action double : une inhibition de croissance et d’adhésion. Ce mode d’action double
permet d’allonger la durée de protection contre le biofouling puisque les quelques cellules adhérant
la surface vont croitre trés lentement. Le fait que pour 1’alginate de zinc, 1’inhibition d’adhésion
soit supérieure a I’inhibition de croissance, présente un résultat trés important concernant la
législation pour les peintures antifouling. Le mode d’action de ce matériau n’est pas basé sur la
toxicité. La mise sur le marché et I'utilisation des produits biocides ont été régulées (BPR,

Regulation (EU) 528/2012). Tout matériau antifouling doit agir dans la limite de la fenétre
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thérapeutique. Cette derni¢re consiste a avoir une concentration conduisant a une inhibition de
I’adhésion ou du développement des cellules qui soit inférieure a celle qui conduit a 50% de
mortalité. (les valeurs d’ECso (efficient concentration leading to inhibition of adhesion or cells

developpement) < valeurs de LCso (concentration leading to 50% martality of cells)).

En se basant sur la limite de la fenétre thérapeutique, nous observons que 1’alginate de cuivre
dépasse clairement ces limites alors que I’alginate de calcium les respecte. Finalement, 1’alginate
de zinc peut étre considéré moins toxique que I’alginate de cuivre mais toxique malgré tout.
L’importante inhibition de croissance observée peut étre expliquée par les liaisons €lectrostatiques
des ions avec les régions chargées négativement de la membrane des microorganismes. Les ions
en grandes concentrations créeraient des stress qui meéneraient a des membranes cellulaires
déformées et une augmentation de perméabilité¢ [160]. De plus, les métaux lourds, en grande

concentration, produisent aussi des ROS qui interagissent avec les cellules [161].

Il est plus intéressant d’étudier I’effet antimicrobien de matériaux ayant une longue durée de
vie, des propriétés antiadhésives et inhibitrice de la croissance des microorganismes dans la limite
de la fenétre thérapeutique afin d’éviter la toxicité. Pour cette raison, plusieurs mélanges
calcium/cuivre et calcium/zinc ont été testés par la suite en variant la concentration des deux
solutions utilisées. Ayant des solutions ioniques de concentrations de 0,36, 0,1 et 0,1 mol/L pour
le calcium, le cuivre et le zinc respectivement, les mélanges ont été effectués suivant des
proportions volumiques. La nomenclature des matériaux élaborés ainsi que la concentration des

solutions d’ions utilisées pour chacun sont regroupés dans le Tableau IV.11.
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Tableau IV.11 Nomenclature des matériaux utilisés pour les tests antimicrobiens

Nomenclature [CaCl:] [CuSO4] [Zn(02CCH3)2]
Cao,08Cuo,15 0,08 mol/L 0,15 mol/L -
Cao,18Cu0,1 0,18 mol/L 0,1 mol/L -
Cao.23Cuo,08 0,23 mol/L 0,08 mol/L -
Cao.27Cuo,05 0,27 mol/L 0,05 mol/L -
Cao32Cu0,0s 0,32 mol/L 5,10 mol/L -

Cao36Cu0,0005 0,36 mol/L 5,10 mol/L -
Cao,08Zno,15 0,08 mol/L - 0,15 mol/L
Cao,187Zno,1 0,18 mol/L - 0,1 mol/L
Cao,23Zno s 0,23 mol/L - 0,08 mol/L
Cao 2771005 0,27 mol/L - 0,05 mol/L
Cao32Zn0.005 0,32 mol/L - 5,10 mol/L

Cao,36Z10,0005 0,36 mol/L - 5,10* mol/L

Ces différents matériaux ont été testés sur la souche de microalgue Halamphora
coffeaeformis. Les résultats sont présentés pour le cuivre sur la Figure IV.17(a) et pour le zinc (b).
Les résultats obtenus sont présentés en densité optique (DO) au lieu de pourcentage d’inhibition da
a I’absence de controle ; en effet, les matériaux ont été comparés entre eux par rapport a la DO
obtenue. La densité optique, ou absorbance, est reliée directement a la concentration de
chlorophylle d’aprés des courbes de calibration effectuées sur de la chlorophylle d’épinard [162].
Plus cette absorbance est élevée, plus la croissance bactérienne ou microalgale est €levée et

inversement.
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Figure IV.17 Densité optique de la souche de microalgues Halamphora coffeaeformis en présence de différents matériaux

La Figure IV.17(a) présente la densité optique en présence des différents mélanges
calcium/cuivre. Nous observons que lorsque la concentration des ions cuivriques diminue, la
croissance des microalgues Halamphora coffeaeformis augmente montrant par conséquent que
I’inhibition de croissance diminue aussi. Nous pouvons alors supposer que I’apport d’ions de cuivre
affecte I’inhibition des microalgues et joue un role anti-croissance effectif. Ces résultats sont en

accord avec ceux de Malagurski et al. [77] qui admettent que le cuivre produit un stress oxydant.
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Toutefois, I’adhésion de ces microalgues ne parait pas étre affectée par le changement de

concentration des ions cuivrique : elle est stable.

Par contre, la variation de concentration des ions de zinc n’affecte pas clairement la croissance
des microalgues comme dans le cas du cuivre (Figure IV.17(b)). En terme d’adhésion, elle reste
inchangée pour les différents matériaux. Le mode d’action des ions Cu** et Zn>* semble différent.
Le cuivre affecte directement la croissance des microalgues contrairement au zinc. Gagneux-
Moreaux et al. [163] en 2006 ont étudié le mode d’action de différents métaux tels que le Cd, Cu,
Pb et Zn sur les microalgues. Ils ont remarqué que le cuivre affecte la croissance des microalgues
alors que le zinc affecte leur métabolisme sans affecter la croissance. Ils admettent que le cuivre
réduit la motilité des cellules et induit une perte de matiere organique. Pour la présence de cuivre
en exces (500ug/L), la croissance est inhibée totalement et entraine la désorganisation totale de la
cellule. Par contre, le zinc peut provoquer des modifications ultra-structurales de la cellule : il
entrainerait de nombreuses cassures au niveau des membranes des choroplastes et des
mitochrondries dans le but d’augmenter les surfaces membranaires capables de fixer du zinc. Les

résultats présentés sur la Figure IV.17 sont en accord avec ces résultats.

Comme I’hydrogel ayant la concentration la plus faible de cuivre n’affecte pas la croissance
des microalgues mais leur adhésion, I’hydrogel Cao27Cuo,0s semble le plus avantageux. Puisque le
changement de concentration de zinc semble peu jouer de rdle sur la croissance et ’adhésion des
microalgues, nous choisissons le matériau comportant le moins de zinc Cag»7Znos. Des
concentrations de cuivre et zinc encore plus faibles que 0,05 mol/L ont été testées dans la suite. Les
pourcentages d’inhibition de croissance et d’adhésion en présence des matériaux Cap27Cuops,

Cao32Cuo,005, Cao,36Cu0,0005, Cao27Zno,05, Cao32Zno005 et Cao;36Zno,0005 sont présentés Figure IV.18.

En présence d’une ligne de controle sur la plaque contenant les matériaux et la solution de
microalgues, nous pouvons présenter Figure [V.18 les résultats obtenus sous forme de pourcentages

d’inhibition calculés suivant 1’équation (IV.3).

133



Matériaux a base d’alginate antimicrobiens dans le milieu marin

a
(@) Ca/Cu
100
%0
80
70
S
= 60
=
E 50
<
- 40
® 39
20
10
0
a0.27Cu0.05 €a0.32C0.005 Ca0.36C10.0005

B Croissance ® Adhésion

b
(b) Ca/Zn
100
90
80
< 70
= 60
el
= 50
=
- 40
® 30
20
10
0
€a0.27Zn0.05 €a0.32Zn0.005 €a0.362n0.0005

M Croissance M Adhésion

Figure IV.18 Pourcentage d'inhibition de croissance et d'adhésion en présence des matériaux Cao27Cuo,0s, Cao,s2Cuo,00s,
Cao,36Cuo,0005, Cao.27Zno,0s, Cao32Zno,0s et Cao36Zno,000s pour la souche de microalgues Halamphora coffeaeformis

La Figure IV.18(a), présente les résultats pour les hydrogels CaxCuy alors que la
Figure IV.18(b), présente les résultats pour les hydrogels CaxZny. Nous constatons que les
pourcentages d’inhibition de croissance pour les séries d’hydrogels de cuivre et de zinc sont
faiblement affectés par la diminution de la concentration en ions. Pour les hydrogels de cuivre, elle
est de I’ordre de 67% alors qu’elle est de 37% avec les alginates de zinc. L’inhibition d’adhésion

aux puits quant a elle reste forte (80%) pour tous les matériaux. D apres ces résultats, nous pouvons
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conclure que pour des concentrations inférieures a 5.10 mol/L en ions de Cu®" et Zn**, I’inhibition
de croissance et d’adhésion des microalgues ne présente pas de différences significatives. De
méme, il est possible de supposer que les hydrogels Ca/Zn sont des matériaux antiadhésifs ne
limitant pas la croissance contrairement aux hydrogels Ca/Cu qui eux inhibent la croissance

affectant faiblement 1’adhésion des microalgues.

Les résultats obtenus sur Halamphora coffeaeformis permettent de conclure que les matériaux
calcium/cuivre restent toujours hors de la limite de la fenétre thérapeutique méme pour des
concentrations tres faibles de cuivre. Alors que pour des concentrations de zinc de 0,05 mol/L et
moins, ces matériaux respectent la limite de la fenétre thérapeutique. Les résultats obtenus sont tres
encourageants mais il est nécessaire d’effectuer des tests supplémentaires sur une autre souche de

microalgues dans le but de voir un éventuel effet sur un biofilm.

Nous avons testé alors nos matériaux sur la souche de microalgues Cylindrotheca closterium.
Cette souche a été choisie puisqu’elle est connue aussi pour son adhésion a différents supports
immergés dans 1’eau de mer. De méme, cette espece de microalgues est dominante dans le
processus de déclenchement de la formation de biofilm [164]. Les résultats de ces tests sont
présentés dans la figure ci-dessous : les différents matériaux calcium/cuivre sont présents dans la

Figure IV.19(a) alors que les matériaux calcium/zinc sont présents dans la Figure IV.19(b).
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Figure IV.19 Pourcentage d'inhibition de croissance et d'adhésion en présence des matériaux Cao27Cuo,0s, Cao,s2Cuo,00s,
Cao,36Cuo,0005, Cao272n0,0s, Cao,32Zno,00s et Cao,z6Zno,o00s pour la souche de microalgues Cylindrotheca closterium

Pour cette deuxieme souche de microalgues, nous remarquons que 1’inhibition d’adhésion est
indépendante de la concentration de cuivre ou de zinc (& 80%). Par contre, en diminuant la
concentration de cuivre, le pourcentage d’inhibition de croissance diminue de 70% (Cao,27Cuo,05)
jusqu’a 25% (Cao,36Cuo,0005). Alors que le pourcentage d’inhibition de croissance décroit avec la

concentration de 22% pour Cao277Zno,s5 et devient quasiment nul pour Cao3sZno,000s. A I’issue de
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ces derniers tests présentés dans la Figure IV.19, nous pouvons conclure que I’inhibition de
croissance pour cette souche de microalgue est affectée par la diminution de concentration pour les
deux matériaux a base de cuivre ou de zinc. Par contre, I’inhibition d’adhésion aux puits reste
importante et n’est pas affectée par la variation de concentration en ions. Les résultats obtenus pour
la Cylindrotheca closterium permettent de conclure que de grandes concentrations en calcium

permettent d’obtenir des résultats intéressants et positifs.

D’apres les résultats présentés dans cette partie, nous avons €élaboré des matériaux présentant
des propriétés différentes suivant les microalgues. De plus, les résultats obtenus sur les deux
souches de microalgues permettent de conclure que les hydrogels Ca/Zn sont des matériaux anti-

adhésifs efficaces et affectant peu la croissance contrairement aux hydrogels Ca/Cu.

En ce qui concerne les alginates a base de cuivre, les formulations testées ne respectent pas
la limite de la fenétre thérapeutique pour H.coffeaeformis mais la respecte dans le cas de
C.closterium a 5.10° et 5.10* mol/L. Par contre, pour ’alginate a base de zinc, les trois
concentrations ioniques testées sont acceptables pour les deux souches de microalgues. Pour les
deux souches, une relation évidente est observée entre la concentration ionique et 1’inhibition de
croissance/toxicité ; cependant, ceci n’est pas observé pour I’inhibition d’adhésion qui est toujours
trés ¢élevée. Nous observons que la fenétre thérapeutique différe suivant la souche microalguale
testée (dh a la variation de la sensibilité de chaque souche). Puisque chaque espéce a une sensibilité
différente contre les métaux, il est possible éventuellement de cibler une microalgue par un dosage

spécifique des métaux.

La toxicité de ces matériaux a été évaluée par rapport aux microalgues ; la formation du
biofilm débutant par I’adhésion des bactéries, il est essentiel de tester ces différents hydrogels sur
plusieurs souches de bactéries marines afin de vérifier que nos matériaux pourront étre appliqués
en milieu marin. Dans la partie qui suit, nous présentons les tests antibactériens effectués sur 4

souches de bactéries marines.
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3.1.2. Bactéries marines

Le protocole expérimental utilisé pour déterminer le pourcentage d’inhibition de croissance
et d’adhésion des bactéries a été présenté dans le chapitre 2 paragraphe 2.3. Les 4 souches de
bactéries marines sont: Halomonas aquamarina, Vibrio aesturianus, Vibrio harveyi et
Pseudoalteromonas elyakovii. Ces quatre souches de bactéries marines sont différentes au niveau

physiologique et chacune d’elle affecte I’environnement marin de facon différente.

Initialement, les hydrogels Cao 36, Cao,27Cuo,05 et Cao27Zno,05 ont €té testés pour les 4 souches
de bactéries marines. Le Cao 3¢ et le Cao27Zno,05 ont été choisis par rapport a leur efficacité sur les
microalgues et puis comparé avec le Cao27Cuops. Les résultats de ces tests antibactériens sont

présentés dans la Figure IV.20.

D’aprés la Figure IV.20, nous observons comme prévu un comportement différent pour le
Cao36 par rapport aux deux autres matériaux ; les pourcentages d’inhibition de croissance et
d’adhésion sont tres faibles et ne dépassent pas les 20% pour les 4 souches de bactéries. Ces valeurs
peuvent étre considérées négligeables. Nous considérons alors que 1’alginate a base de calcium

n’affecte ni la croissance ni I’adhésion des bactéries.
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Figure IV .20 Pourcentages d'inhibition de croissance (bleu) et d'adhésion (rouge) contre les 4 souches de bactéries Halamonas
aquamrina (HA), Vibrio aesturianus (VA), Vibrio harveyi (VH) et Pseudoalteromonas elyakovii (PE)

L’hydrogel Cao27Cuo,05 présente un pourcentage d’inhibition de croissance d’environ 60% et
un pourcentage d’inhibition d’adhésion entre 70 et 80% pour les 4 souches de bactéries. Alors que
I’hydrogel Cao27Znops a un pourcentage d’inhibition de croissance voisin des 70% et un
pourcentage d’inhibition d’adhésion entre 70 et 90%. Le pourcentage d’inhibition d’adhésion
maximum est obtenu pour la souche de bactérie Halomonas aquamarina. Nos résultats montrent
que les hydrogels de cuivre et de zinc présentent un comportement similaire pour les 4 souches de
bactéries. L’inhibition d’adhésion est supérieure a I’inhibition de croissance dans les 4 cas ce qui

est en cohérence avec les résultats obtenus pour les microalgues.

Nous présentons dans la suite les résultats antibactériens en présence d’hydrogels de
concentration ionique plus faible que ceux testés précédemment dans le but d’évaluer 1’effet de
concentration des ions et de réduire 1’inhibition de croissance afin que les matériaux respectent les

limites de la fenétre thérapeutique.
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La différence observée pour les pourcentages d’inhibition en présence des matériaux de
concentration ionique de 0,05 mol/L entre la Figure IV.20 et les Figures IV.21 et IV.22 est due au
fait que la premiére expérience est effectuée au mois de Mars alors que la suivante au mois de

Septembre. Cette différence peut étre alors attribuée a un changement de température.
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Figure 1V .21 Pourcentages d'inhibition de croissance (bleu) et d'adhésion (rouge) pour les 4 souches de bactéries marines
Halomonas aquamarina, Vibrio aesturianus, Vibrio haveyi et Pseudoalteromonas elyakovii en présence des matériaux a base de
cuivre

Nous comparons sur la Figure V.21, les matériaux de différentes concentrations d’ions
cuivriques allant de 5.102 a 5.10* mol/L pour les quatre souches de bactéries. Concernant les
bactéries Halomonas aquamarina et Pseudoalteromonas elyakovii, nous observons pour des
concentrations d’ions cuivriques de 0,05 et 0,005 mol/L que les pourcentages d’inhibition de
croissance et d’adhésion sont proches de 50%. Les résultats obtenus pour la souche de bactéries
Vibrio aesturianus présentent des pourcentages d’inhibition de croissance et d’adhésion faiblement

supérieurs aux ceux des deux souches précédentes d’environ 60%. La souche de bactéries Vibrio
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harveyi présente un comportement totalement différent des trois autres bactéries pour lequel le
pourcentage d’inhibition de croissance est de 50% alors que I’inhibition d’adhésion est presque

nulle.

Pour le matériau Cao36Cuo0005, les résultats sont différents. Dans le cas de la souche
Halomonas aquamarina, nous observons un pourcentage d’inhibition de croissance inférieur a 10%
et d’adhésion d’a peu pres 50%. Alors que pour Vibrio aesturianus, le pourcentage d’inhibition de
croissance est voisin de 30% et celui d’adhésion égale a 10%. Par contre, le matériau Cao36Cuo,0005
inhibe la croissance des bactéries Vibrio harveyi de 40% sans affecter leur adhésion contrairement
au cas de la Pseudoalteromonas elyakovii ou I’inhibition de croissance est nulle alors que

I’inhibition d’adhésion atteint les 30%.

Ces différents résultats, montrent que le matériau Cao36Cuo,0005 est plus efficace sur les
microalgues que sur les bactéries. Ce matériau inhibe fortement I’adhésion des microalgues mais
n’affecte pas vraiment celle des bactéries. Alors que Cao27Cuo,05s et Cao32Cuo,005 sont efficaces
similairement sur les microalgues ainsi que sur les bactéries. Par conséquent, le but est d’empécher
I’adhésion des microalgues, le matériau approprié€ pour cette application serait le Cao36Cuo,0005. Par
contre, dans notre étude, I’objectif étant de lutter contre la formation de biofilms, il est alors
important d’inhiber I’adhésion des bactéries et des microalgues. Il est alors judicieux d’utiliser le

Cao27Cuo,0s ou méme le Cao32Cuo,005.

Nous comparons dans la suite pour ces mémes souches de bactéries marines, les résultats

obtenus en présence des matériaux Cao27Zno,05, Cao32Zno,005 et Cao;36Zno,0005 (Figure IV.22).
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Figure 1V .22 Pourcentages d'inhibition de croissance (bleu) et d'adhésion (rouge) pour les 4 souches de bactéries marines
Halomonas aquamarina, Vibrio aesturianus, Vibrio haveyi et Pseudoalteromonas elyakovii en présence de matériaux a base de
zinc

D’apres les graphes ci-dessus (Figure IV.22), nous n’observons pas de modifications
drastiques lors de la diminution des concentrations des ions de zinc de 0,05 a 0,005 mol/L au niveau
des pourcentages d’inhibition de croissance et d’adhésion dans le cas des 4 souches de bactéries.
Dans le cas de Halomonas aquamarina et Vibrio aesturianus, les pourcentages d’inhibition de
croissance dépassent d’environ 10% ceux de I’adhésion. Pour la Vibrio harveyi, la croissance est
inhibée de 20% de plus que I’adhésion. Alors que dans le cas de Pseudoalteromonas elyakovii, les
pourcentages d’inhibition de croissance et d’adhésion sont égaux en présence de Cao27Zno 05 alors

que le pourcentage d’inhibition d’adhésion dépasse de 10% celui de la croissance.

Par contre, en présence des matériaux Cao36Zno, 0005, chaque souche de bactéries présente un
comportement différent. Dans le cas de la souche Halomonas aquamarina, le taux d’inhibition
d’adhésion est deux fois celui de croissance de 40 et 20% respectivement. La Vibrio aesturianus et

la Pseudoalteromonas elyakovii ne sont pratiquement pas affectées par ce matériau. Finalement,
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ans le cas de la souche de bactérie marine Vibrio harveyi, la croissance et ’adhésion est inhibée
dans 1 de l he de bact Vibrio h vi, 1 t I’adh t inhib

identiquement d’environ 40%.

Nous trouvons alors d’aprés les différents résultats antibactériens présentés, une sensibilité
différente entre les quatre souches de bactéries et les matériaux utilisés. Cette sensibilité est due a
la physiologie et a la structure différente de chaque bactérie puisque nous utilisons des matériaux
antibactériens non toxiques pour 1’environnement contrairement a I’eau de Javel par exemple. De
plus, les hydrogels Cao36Cuo,0005 et CaozeZnooos présentent des pourcentages d’inhibition de
croissance et d’adhésion importants pour les deux souches de microalgues mais de faibles
pourcentages d’inhibition de croissance et d’adhésion non significatifs pour les souches de

bactéries marines.

En regroupant les différents tests anti-microbiens déja effectués, nous en déduisons qu’il est
préférable de retenir les hydrogels Cao27Cuo,05 et Caop7Zno,05 efficaces sur les deux souches de
microalgues et les quatre souches de bactéries marines et ayant les meilleurs propriétés anti-

adhésives.

Les résultats antimicrobiens présentés dans ce paragraphe sont prometteurs et permettent de
conclure qu’avec les différents matériaux testés, il est possible d’ajuster la bioactivité en fonction
de la sensibilité de la souche. Ceci est un facteur clé puisque les batéries et microalgues différent
suivant les régions : il sera donc possible de concevoir des protections de surfaces spécifiques qui

dépendent du milieu d’application.

3.2.Films déposés sur acier

3.2.1. Microalgues

Des films déposés sur acier par ¢lectrophorése ont été testés sur les souches de microalgues
Halamphora coffeaeformis et Cylindrotheca closterium par le méme protocole expérimental utilisé
précédemment. Le contrdle utilisé dans ces expériences est formé de la plaque d’acier non revétue
afin d’étudier I’effet antimicrobiens des dépdts sur acier par rapport a un acier non revétu. Nous
testons des films d’alginate de calcium Cag 36, de calcium/cuivre Cap27Cuo,1 et de calcium/zinc

Cao27Zno,1 revétant de I’inox 316 L sur Halamphora coffeaeformis en premier (Figure IV.23).
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Figure IV.23 Pourcentage d'inhibition de croissance et d'adhésion de la souche de microaglues Halamphora coffeaeformis pour
les dépots sur acier de Caoss, Cao27Cuo,0s et Cao272no,0s

Nous observons d’apres la Figure V.23, que les dépots d’alginate de calcium présentent un
pourcentage d’inhibition de croissance supérieur a 90% et un pourcentage d’inhibition d’adhésion
de 50% pour cette souche de microalgues. Les résultats des dépdts d’alginate de calcium/cuivre et
calcium/zinc montrent que ces matériaux inhibent la croissance et 1’adhésion de H.coffeaeformis

avec un pourcentage d’inhibition voisin des 90% pour la croissance et de 50% pour I’adhésion aux

puits.
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Figure IV.24 Pourcentage d'inhibition de croissance et d'adhésion de la souche de microaglues Cylindrotheca closterium pour
les dépots sur acier de Caozs, Cao27Cuo.os et Cao27Znoos

La Figure IV.24, montre que les dépdts d’alginate de calcium présentent un pourcentage
d’inhibition de croissance de -10% et d’adhésion aux alentours de -50%. Des pourcentages
d’inhibition de croissance et d’adhésion négatifs sont attribués a des valeurs de DO supérieures a
celles du contrdle. Ceci veut dire que les films a base de calcium déposés sur acier améliorent la
croissance et I’adhésion de la microalgue C. closterium. Nous considérons alors que le dépot de
calcium affecte différemment les deux souches de microalgues en inhibant la croissance et
I’adhésion de I’une et encourageant la croissance et 1’adhésion de 1’autre. En comparant les films
déposés sur acier et les hydrogels a base de calcium nous pouvons en conclure que ’utilisation de
calcium dans le matériau a un effet inhibiteur sur certaines souches de microalgues et un effet
stimulateur sur d’autres. Le but étant de lutter contre la formation de biofilms, nous nous
intéressons alors aux matériaux Cao27Cuo,05 et Cao,27Zno,05 qui inhibent la croissance d’a peu pres

80% et I’adhésion aux puits de 90%.

D’aprés ces résultats, nous pouvons en conclure que les revétements de calcium/cuivre et
calcium/zinc affectent la croissance et 1’adhésion aux puits des deux souches de microalgues
H .coffeaeformis et C.closterium responsables de la formation des biofilms. Ces matériaux

présentent des taux d’inhibition de croissance et d’adhésion plus importants que ceux des
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hydrogels. Ils respectent la limite de la fenétre thérapeutique pour H.coffeaeformis mais la

dépassent dans le cas de C.closterium et sont considérés toxiques pour cette dernicre.

Apres avoir évalué la toxicité de ces matériaux par rapport aux microalgues, nous nous
penchons a étudier I’effet de ces matériaux sur la croissance et I’adhésion des quatre souches de

bactéries marines précédemment testées.

3.2.2. Bactéries marines

Les résultats antibactériens des films d’alginate de calcium, calcium/cuivre et calcium/zinc
déposés sur acier contre les quatre souches de bactéries marines sont présentés dans la Figure IV.25.
Nous observons que les films de calcium déposés sur acier présentent des pourcentages d’inhibition
de croissance et d’adhésion aux puits faibles pour les quatre souches de bactéries. L’effet de ces
films déposés sur acier a base de calcium est semblable aux hydrogels a base de calcium. Nous en
concluons alors que la croissance et I’adhésion des bactéries n’est pas affectée par les matériaux a

base de calcium qu’ils soient sous forme d’hydrogels ou de films protégeant 1’acier.
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Figure IV.25 Evaluation de la croissance et e 'adhésion de 4 souches de bactéries marines Halomonas aquamarina, Vibrio
aesturianus, Vibrio harveyi et Pseudoalteromonas elyakovii en présence des films déposés sur acier Cao s, Cao27Cuo0s et
Cao,27Zn0,05

Les films déposés de calcium/cuivre conduisent a une inhibition de croissance de 50% dans
le cas de Halomonas aquamarina et Vibrio harveyi alors que I’inhibition d’adhésion est négligeable
pour ces deux souches bactériennes. La souche de bactérie Vibrio aesturianus présente une
inhibition de croissance de 60% et d’adhésion de 70%. Par contre, la souche de bactérie

Pseudoalteromonas elyakovii présente une inhibition de croissance supérieure a celle d’adhésion

de 55% et 35% respectivement.

Les films déposés a base de calcium/zinc affectent d’une fagon différente la croissance et
I’adhésion de chaque souche bactérienne. Nous observons un pourcentage d’inhibition de
croissance de 60% et d’adhésion négligeable pour Halomonas aquamarina. La souche de bactérie
Vibrio aesturianus présente une inhibition de croissance et d’adhésion importante de 70%. Par

contre, la croissance et I’adhésion de la souche Vibrio harveyi ne sont pas affectées par la présence
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des films revétant I’acier a base de zinc. Finalement, un pourcentage d’inhibition de croissance de

50% est observé dans le cas de Pseudoalteromonoas elyakovii et une inhibition d’adhésion de 25%.

Ces différents résultats confirment la sensibilité différente de chaque souche bactérienne aux
ions présents dans chaque matériau testé. Les résultats antimicrobiens de tous les matériaux testés
dans ce chapitre confirment la possibilité de concevoir une protection de surface innovante et

écologique.

4. Application en systeme ouvert

Ces différents tests antimicrobiens ont été effectués en laboratoire sous des conditions
expérimentales proches des conditions de I’environnement marin. Mais il est nécessaire de tester
les hydrogels dans un systéme ouvert afin de les étudier en présence d’eau de mer naturelle

contenant les différents nutriments, ions, bactéries, microalgues et macroalgues.

4.1.Etude du potentiel d’abandon

Cette expérience a été effectuée au mois de Décembre. Le montage expérimental utilisé dans
cette partie a été mis au point a I’Institut de Corrosion et expliqué dans le chapitre 2. Le but de cette
expérience est d’observer la formation du biofilm sur une électrode en acier (Inox 2205) par la

méthode d’Open Circuit Potential (OCP).

L’eau de mer naturelle utilisée dans cette expérience est pompée en rade de Brest et filtrée
pour éviter la présence de sable dans les bacs. La Figure IV.26 présentent les cubes d’hydrogels

utilisés.
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Figure IV.26 Cubes d'hydrogel Zno,1 et Cuo,1 utilisés lors de la premiére expérience

Une premiere expérience utilisant des cubes d’hydrogel de cuivre Cuo; et des cubes
d’hydrogel de zinc Zno, a été effectuce. Le cuivre relargué des alginates a interagit avec ’acier
inoxydable et a entrainé sa corrosion. Nous avons alors décidé d’effectuer une deuxiéme expérience

en comparant 1’effet des cubes d’hydrogels Zno,1 et Cao27Zno,0s.

Nous observons sur le graphe présenté sur la Figure IV.27 trois courbes lissées et distinctes :
la courbe en rose présente la différence de potentiel en fonction du temps pour les électrodes
présentes dans le bac témoin ne contenant aucun matériau, la courbe en bleu représente la différence
de potentiel pour les électrodes présentes dans le bac contenant 4 cubes d’hydrogel Zno, et
finalement la courbe en noire correspond a la différence de potentiel des €lectrodes présentes dans
le bac contenant 4 cubes d’hydrogel Cao27Zno,05. Les différents cubes d’hydrogel utilisés dans cette
expérience sont d’a peu prés 1 cm?®. La différence de potentiel dans le bac témoin augmente
intensivement les 6 premiers jours et continue a augmenter faiblement en fonction du temps et
atteint son maximum de 0,3V au bout de 10 jours. Nous observons un anoblissement de 1’acier
inoxydable dans le bac témoin. Dans le bac contenant les cubes d’hydrogels Zno 1, la différence de
potentiel atteint 0,3 V (courbe bleue) au bout de 14 jours. L’allure de la courbe bleue est similaire

a celle de la courbe rose mais décalée dans le temps. Enfin, la courbe noire, augmente faiblement
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le long des 30 jours sans atteindre le niveau des deux autres. La valeur 0,3V atteinte par les courbes
rose et bleu est caractéristique de la montée du biofilm [53,167,168]. Elle montre que 1’¢lectrode

d’Inox a été recouverte par un biofilm dans le cas du bac témoin et celui contenant les cubes

d’hydrogel de zinc.
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Figure 1V .27 Différence de potentiel en fonction du temps pendant 30 jours comparant le bac de référence, le bac contenant le
matériau Zno,; et celui contenant le Cao,27Zno,0s

Les mécanismes d’anoblissement sont complexes et peuvent &tre regroupés en trois
catégories : la thermodynamique, la cinétique et I’altération de la nature de la réaction de réduction
elle-méme. Les arguments de la thermodynamique suggerent que le pH diminue a I’interface
métal/biofilm ou la pression partielle de I’oxygéne augmente localement ce qui augmente le
potentiel réversible de 1’électrode d’oxygene [167]. De méme, la nature de la couche passive de
I’acier inoxydable peut jouer un rdle sur I’anoblissement en altérant la vitesse de réduction de

I’oxygene [49]. Des différences au niveau des propriétés semi-conductrice de la couche passive
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peuvent aussi affecter la susceptibilité de I’alliage a 1’anoblissement [168]. Il est aussi possible
qu’une réduction de pH a la surface et qu’une production de H>O> a de faibles concentrations

d’oxygéne soient des facteurs contributifs pour 1’anoblissement.

Par exemple, Dickinson ef al. en 1996 [169] ont observé une augmentation du potentiel
d’abandon de +350 mV pour I’acier inoxydable 316L. Ce comportement est semblable a celui d’un
acier partiellement recouvert d’un dépot de MnOx. Le potentiel obtenu lors de 1’anoblissement est
en accord total avec le potentiel de réduction d’un électron pour la conversion de MnO2 en MnOOH
[169]. Ces auteurs attribuent alors 1’origine des dépdts riches en Mn a des bactéries qui oxydant du

Mn qui ont colonisé la surface : biofouling par oxyde de manganése.

4.2.Etude des matériaux récupérés par microscopie

Les hydrogels ainsi que les ¢électrodes utilisés dans I’expérience précédente ont été récupérés
apres les 30 jours d’immersion. Les ¢lectrodes ont été étudiés en SEM dans le but de vérifier la
présence de biofilms, alors que les hydrogels ont été¢ récupérés dans le but d’étudier leur
dégradation. La Figure IV.28 présente 1’¢lectrode d’Inox 2205 du bac témoin examiné en MEB a
différents grossissements et différentes zones. La surface d’acier immergée dans le bac témoin
présente une surface rugueuse (Figure IV.28(a)). La rugosité de 1’électrode est due a la présence
d’une structure organique et d’une cristallisation (cristaux NaCl) bien visibles dans les Figures
IV.28(c) et (d). La structure organique provient des organismes marins formant le biofilm. De

méme, nous observons plusieurs espéces de diatomées présentes sur 1’électrode.

Les diatomées observées sont encerclées en bleu alors que les bactéries en rouge. Le milieu
marin contenant une infinité de diatomées [170], nous avons pu identifier que quelques-unes
d’apres la forme et la taille de chacune. La diatomée observée sur la Figure IV.30(b) s’appelle
Actinocyclus exiguus. Elle appartient a la classe Diatomophyceae et la famille Hemidiscaceae
[171]. La diatomée observée sur la Figure IV.30(e) est appelé Rhizosoleniineae. Elle appartient a

la classe Bacillariophyceae et la famille Rhizosoleniaceae [172].
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Figure IV .28 Clichés MEB de l'électrode d’Inox 2205 présente dans le bac témoin en absence de matériaux

152



Matériaux a base d’alginate antimicrobiens dans le milieu marin

10,0 pm

Figure IV.29 Clichés MEB de l'électrode d’Inox 2205 présente dans le bac contenant les hydrogels Zno,1
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La Figure IV.29(a) montre que la surface d’acier du bac contenant les hydrogels Zno, est
identique a celle du bac témoin. Une structure organique est visible surtout dans les
Figures IV.29(d) et (f), elle recouvre dans la Figure IV.29(f) une diatomée. Plusieurs especes de
diatomées sont présentes sur plusieurs zones de 1’¢lectrode comme le montre les Figures IV.29 (b),
(d) et (e). Ces clichés MEB sont semblables a ceux de la Figure IV.29, nous pouvons alors supposer

que le biofilm formé est le méme dans les deux bacs.

Pour une méme échelle de 500pm, la surface d’Inox issue du bac contenant les hydrogels
Cao27Zn0,05 semble de méme rugosité que les précédentes. Nous retrouvons la structure organique
ainsi que les différentes especes de diatomées (Figure IV.30(b), (¢) et (e)). La Figure IV.30(f)
montre une présence bactérienne sur quelques zones de I’Inox. Les bactéries ne sont pas visibles
sur les électrodes placées dans les deux autres bacs. Les clichés MEB permettent donc de montrer

que le biofilm semble différent dans le bac contenant les cubes d’hydrogel Cao27Zno 5.
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Figure IV.30 Clichés MEB de [’électrode d’Inox 2205 présente dans le bac contenant les 4 cubes d’hydrogel Cao27Zno0s
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Les cubes d’hydrogels utilisés dans cette expérience ont été étudiés. La Figure IV.31 compare
les cubes d’hydrogels Zno,1 et Cao27Zno,05 avant et aprés immersion de 30 jours dans I’eau de mer

naturelle dans le but de déterminer si une expérience plus longue est possible.

Hydrogel Avant immersion Apres immersion

Zno 1

Cao.27Zno 05

Figure IV.31 Cubes d'hydrogels Zno,i et Cao27Znoos avant et apres immersion de 30 jours dans ['eau de mer naturelle

Nous observons a I’eeil nu le changement d’état des matériaux durant leur immersion dans
les bacs contenant 1I’eau de mer naturelle renouvelée, ils ont 1’air émoussé mais toujours
volumineux. Les hydrogels sont rincés rapidement a 1’eau désionisée et sont pesés avant et apres

I’expérience (sans séchage) afin d’en déduire la perte de masse au bout de 30 jours d’immersion.
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Tableau IV.12 Comparaison de la masse des hydrogels Zno,1 et Cao27Znoos a t0 et au bout de 30 jours d'immersion dans I’eau de
mer naturelle ainsi que le taux de masse restant de chacun

Matériau Mo (g) Mo jours (g) 90 Mrestant
Zno,1 3,3 2,1 62
Cao,27Zn0,05 3,6 3,5 96

Les hydrogels Cao,27Zno, 5 perdent 4% de leur masse initiale au bout de 30 jours d’immersion
alors que les hydrogels Zno,1 perdent 38%. La perte de masse du Zno,; est beaucoup plus importante
que celle observée dans la Figure IV.11 (4%). Ceci peut étre expliqué par la différence entre une
eau salée synthétisée et une eau de mer naturelle qui est renouvelée. La présence de
microorganismes ainsi qu’un renouvellement d’ions continu dans le bac peuvent étre la cause d’une
perte de masse plus importante. Nous en déduisons que les hydrogels contenant du calcium sont
plus stables et leur dégradation est plus faible en fonction du temps par rapport aux hydrogels ne

contenant pas du calcium.

D’apres I’expérience d’OCP effectuée, la perte de masse ainsi que 1’analyse en microscopie,
nous pouvons conclure que les cubes d’hydrogels Zno,; ont perdu a peu pres 40% de leur masse
initiale et ont retardé la formation du biofilm sur I’inox de quatre jours avant de retrouver un biofilm
similaire a celui obtenu en absence d’alginate. Cependant, les hydrogels Cao27Zno0s sont tres
stables ne perdant que 4% de leur masse initiale, relarguent les ions de zinc sur une durée plus
longues que les hydrogels Zno,1 et finalement retardent la formation du biofilm sur la surface
humide a protéger n’obtenant probablement un biofilm différent sur I’acier qui est peut-étre de plus
faible maturité que les deux autres obtenus. Cette hypothése est émise d’apres la valeur de

différence de potentiel qui n’atteint que 70 mV et par les bactéries visibles en MEB.
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5. Conclusion

Nous avons ¢laboré des hydrogels a base de calcium, cuivre, zinc et des mélanges
calcium/cuivre et calcium/zinc de différentes concentrations ioniques. Nous avons démontré la
présence du cuivre et du zinc sous leur forme ionique Cu®" et Zn**. La stabilité de chacun des
hydrogels a été étudiée dans de I’eau désionisée et dans de I’eau de mer synthétisée pour une
température ambiante et a 37°C. Nous avons pu en conclure que 1’augmentation de température
diminue la stabilité¢ des matériaux. Ces différents hydrogels ont été testés sur différentes souches
de microalgues et de bactéries. Les différents pourcentages d’inhibition de croissance et d’adhésion
montrent que les hydrogels ¢élaborés affectent la croissance et 1’adhésion d’une fagon différente
relevant ainsi la sensibilité différente de chaque souche aux matériaux élaborés ce qui est différent
des produits toxiques présents dans le marché. Enfin, nous avons pu démontrer que les hydrogels
de mélange calcium/zinc sont plus stables dans un systéme ouvert et peuvent en effet retarder la

formation de biofilm sur des surfaces humides.
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Conclusion géneérale et perspectives

La formation de biofilms dans les différents milieux affecte la vie quotidienne de I’homme
d’un point de vue économique ainsi que sa santé. Les biocides les plus utilisés comme produits
antifouling vont étre interdits dans les prochaines années. D’autres produits antifouling a base de
NPs ont été ¢laborés visant des applications dans le domaine médical. Cependant, I’utilisation des
NPs est récente et leur potentiel effet toxique sur le monde marin reste a étudier. Afin d’éviter
I’utilisation de produits toxiques pour le corps humain ainsi que pour I’environnement marin, nous
avons décidé d’¢laborer des matériaux a base de zinc. Ces matériaux ont été comparés avec des
matériaux a base de cuivre, le cuivre étant connu et étudié¢ extensivement pour son effet
antibactérien. Les matériaux que nous avons ¢laborés ont pour but de limiter 1’adhésion des
organismes aux surfaces que nous souhaitons protéger et d’éviter de nuire aux organismes non

ciblés.

Les travaux présentés dans ce manuscrit concernent 1I’élaboration de matériaux permettant de
lutter contre la formation de biofilms que ce soit dans le milieu médical ou dans le milieu marin.
Des films d’hydrogel d’épaisseur centimétrique ainsi que des films déposés sur acier d’épaisseur
micrométrique ont €té élaborés pour des applications dans le domaine médical. Les films
d’hydrogels ¢élaborés par la méthode de casting peuvent étre utilisés pour la couverture de plaies
par exemple. L ajout de plastifiants a permis d’obtenir des films d’hydrogels poreux. Les propriétés
physico-chimiques des films d’hydrogel ont été étudiées démontrant I’intégration du cuivre et du
zinc sous leur forme ionique. Les films d’alginate revétant de 1’acier inoxydable élaborés par la
méthode de déposition par électrophorése peuvent étre utilisés pour couvrir toute surface métallique

et ainsi la protéger d’un éventuel biofilm.

Dans un second temps, nous avons ¢élaboré des hydrogels en volume dans le but d’étre utilisés
dans le domaine marin. Des hydrogels de mélange calcium/cuivre et calcium/zinc ont été étudiés.
Nous avons démontré 1’homogénéité de ces hydrogels ainsi que leur faible dégradation dans des
milieux aqueux. Il s’avere que 1’ajout de calcium a rendu les hydrogels plus stables que ce soit pour

une immersion en eau désionisée ou en eau salée, a une température ambiante ou de 37°C. L’ajout

159



Conclusion générale et perspectives

de calcium a aussi permis de réaliser la gélification de 1’alginate en diminuant les concentrations

de cuivre et de zinc toujours présents sous leurs formes ioniques.

Des tests antibactériens qualitatifs ont été effectués sur les souches de bactéries pathogenes
E.coli (Gram-) et S.aureus (Gram+) en présence des différents films d’alginate ¢laborés. Les films
d’alginate de cuivre et de zinc sous leurs différentes formes ont montré des effets inhibiteurs. Ces
effets sont plus accentués pour la bactérie de Gram+ possédant une couche de peptidoglycane plus

épaisse.

De méme, des tests antimicrobiens quantitatifs ont été effectués sur quatre souches de
bactéries marines (Halamonas aquamarina, Vibrio aesturianus, Vibrio harveyi et
Pseudoalteromonas Elyakovii) et deux souches de microalgues (Halamphora coffeaeformis et
Cylindrotheca closterium). La croissance et 1’adhésion de ces microorganismes ont été étudiées en
présence des hydrogels en volume. Des hydrogels de mélange calcium/ cuivre et calcium/zinc a
différentes concentrations ioniques ont présenté des inhibitions de croissance et d’adhésion en

évitant la toxicité pour I’environnement.

Finalement, les hydrogels en volume Zno,1 et Cao27Zno,05s ont été testés en milieu ouvert par
la méthode de mesure du potentiel d’abandon. Cette méthode a permis de suivre en temps réel
pendant une durée de 30 jours, le comportement des matériaux en situation réelle. L hydrogel Zno,
a pu retarder la formation du biofilm sur I’¢électrode de quelques jours avant d’atteindre son stade
de maturité observé en absence de nos matériaux. Par contre, 1’hydrogel Cao27Znos5 a retardé
d’avantage la formation du biofilm sur I’inox et a conduit a un biofilm différent des autres. Ce
matériau pourrait avoir une efficacité plus importante au niveau de son endurance et de la maturité
du biofilm obtenu. La cinétique de relargage semble alors meilleure dans le cas de ce dernier
matériau ceci pourrait étre di a la coque de calcium enveloppant un cceur riche en zinc observé en

EDX.

Il serait intéressant par la suite d’essayer d’¢laborer des matériaux de mélange
calcium/cuivre/zinc puisque le mode d’action de chacun de ces ions est différent obtenant ainsi un
matériau probablement considéré plus universel. De méme, il est important d’étudier la cinétique
de relargage des ions présents dans nos matériaux afin de comprendre le phénomeéne d’inhibition

des microorganimes. Les tests antibactériens effectués sur les bactéries pathogeénes restent
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incomplets, il serait alors nécessaire d’étudier quantitativement 1’inhibition des bactéries
pathogenes en présence de nos matériaux. De plus, I’étude du potentiel d’abandon a été effectuée
durant le mois de décembre pendant une durée de 30 jours. Puisque ces résultats peuvent changer
d’une saison a une autre, il est alors judicieux d’effectuer cette expérience lors d’une autre saison
et en changeant les différents paramétres tels que la durée de D’expérience, le débit de
renouvellement de ’eau filtrée et I’exposition a la lumiére et d’étudier en microscopie les cubes

d’hydrogel récupérés en fin d’expérience.

Finalement, dans le but de mieux comprendre le mode d’action inhibitrice des matériaux que
nous avons ¢€laboré, il serait alors important par la suite de les récupérer ainsi que le milieu
microbien dans lequel ils ont été¢ immergés dans le but d’identifier sous quelle forme le cuivre et le
zinc y sont présents et de tenter de proposer une explication chimique au phénomeéne inhibiteur ou

antiadhésif ainsi observé.
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Résumé : Le phénoméne de biofouling affecte
toute surface immergée dans un milieu aqueux,
le recouvrant par un biofilm que ce soit dans le
milieu médical ou marin. Afin de lutter contre ce
phénoméne, lors de ce travail, des matériaux
biosourcés a base d’alginate ont été élaborés.
Pour des applications dans le milieu médical, des
films d’hydrogel de surface lisse ou poreuse et
des films déposés sur acier par électrophorése
ont été élaborés. La présence de cuivre et zinc
sous leur forme ionique Cu?" et Zn?* a été
démontrée. Tous les films a base de cuivre et de
zinc ont montré des propriétés antibactériennes
contre des souches de bactéries pathogénes.

Des volumes d’hydrogel d’alginate a base de
calcium, cuivre et zinc ont été aussi élaborés
pour des applications dans le monde marin. La
stabilité des différents matériaux a été étudiée
dans différents milieux et a différentes
températures. La propriété antimicrobienne de
ces hydrogels a été démontrée sur deux
souches de microalgues ainsi que sur quatre
souches de bactéries marines sans toxicité.
Finalement, le retardement de la formation de
biofilms sur la surface d’acier inoxydable a été
étudié par la méthode d’OCP en présence de
matériaux a base de zinc.

Elaboration and characterization of alginate based biomaterials for applications in the medical

and marine fields
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Abstract : Biofouling is a phenomenon that
affects every surface that is immersed in an
aquatic medium covering it by a biofilm either in
the medical or marine field. In order to prevent
this phenomenon, in this work, biosourced
alginate materials were elaborated. For
applications in the medical field, hydrogel films of
smooth or porous surface and films coating
stainless steel by electrophoresis were
elaborated. The presence of copper and zinc in
their ionic form Cu?* and Zn?* was demonstrated.
All the copper and zinc based films showed
antibacterial properties on pathogenic bacterial
strains.

Alginate hydrogels in bulk based on calcium,
copper and zinc were also elaborated for
applications in the marine field. Stability of the
different materials was studied in different
mediums and at different temperatures. The
antimicrobial property of these hydrogels based
on copper and zinc was demonstrated on two
microalgae stains as well as on four marine
bacteria strains with no sign of toxicity. Finally,
the delay in the formation of biofilms on stainless
steel surfaces was studied by the OCP method
in the presence of zinc based materials.



