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Introduction Générale






/INLPSOAWO+RRPHOTHQYLURQQHPHQW HW OHV pFRV\VWqPF
de premier plan de ce Fsiécle./D SROOXWLRQ GH OfDLU GHV VROV HW
pFRV\VWgPHV GpMj IRUWHPHQW DIIDLEOLY SDU OHV GLI
(réchaufement climatique, surexploitation, destruction des habitats naturels menant a la
VL[LgPH H[WLQFWLR [a gshitiehdes\elux esW\particulierement problématique
acausedeOD ODUJH GLIIXVLRQ SRVVLEOH GHV sSiRate ¥D@WV HW
de vie. Cettgollution impace ainsila santé deétreshumainsdirectementt indirecementa

traversles réseaux trophiques.

Ces polluants peuvent étre naturellement dégraedigradation physique, chimique ou
biologique (a travers la liremédiation) £ cependant la persistance de certains de ces
contaminantsécessite une intervention humaine en vue de la restauration des écosystémes.
bioaugmentatonHVW XQH VWUDWpJLH SURPHWWHXVH FRQVLVWD
HIRJgQHVY SURYHQDQW G §poQr €K a&pac¢ite R ldEykatbpécifigebnt L
les polluants persistant€es organismes exogenes peuvent étre des plantes, des algues, de
champignons ou encore des bactér@dbd WWH LQWURGXFWLRQ GTRUJDQLVPFE
double question FHOOH GTXQ SRVVLEOH G pdéjp pefturbd, maisthussHieO fpFR'
la sensibilité deorganismes introduitaux conditions du milieu uj peuvent affecter leur

viabilité et efficacité de dépollution.

'DQV FH FRQWH[WH OfTXWLOLVDIMLRW{\E HT X HHO@ N S HHIDFL
rapportée dans la littératlre8 HWWH DSSURFKH G JHiE®tganisRES QanPddQ W G H'
matrices adapespermet de limiter leur diffusion et leimpacs potentiellemennhéfastesur
OfpFRV\VW (qP Honfémantwe piafectioRtontie les conditions physiethimiques du
milieu. /YHIILFDFLWp GH OPXGHSWEBORMWLBYOYSURFKH UpVLGH G
microorganismes a dépolluer les molécules ciblées mais aussi dans le choix de la matrice
G THQ F D S Wex odénduRrulisés ainsi que la structure de la mgoiant un réle crucial

pour permettre unéépollution par les microorganismes.

/INXWLOLVDWLRQ GH ELRSRO\PqUHV FRPPH PDWUddngH GTHQ
la littératuré? en raison ddeur cytocomptabilité La structure, quant a elle, estéfirée
macroporeusenvue de la diffusion des polluants a travers le subdas cette thése nous
SUpVHQWHURQV OHV UpVXOWDWY HW UpIOH[LRQV VXU Ofl
GYDOJLQDWH SDU OD WHFKQLTXH rGHio&#é&gradapdd benaleaptsG L U H F
azoiques/D FRQJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH HVW XQH WHFKQ

et applicable a une large gamme de biopolymeéres. Elle repose sur le contrdle de la croissance



de cristaux de glace dont@pJDWLI SHUPHW OfREWHQWLRQ GH SRUHYV |
OfHQFDSVXODWLRQ GH FHO O XCOHdguDaxonshlbr® édiée Sobtkdle LV G H
de la struture macroporeuse dela viabilité a travers différents leviers tels que la vitesse de
croissance des cristaux (appeleitesse du front de glacegt la concentration des
microorganismes /D FRPSUpKHQVLRQ GH OfpYROXWLRQ GX PLFL

bactériedors de leur congélatiomous aaussiparticulierement intéressé.

Malgré le fort potentiel de cette technique pour former des matrices cellularisées, anisotropes
et macroporeuse$es nombreuses étapes de stabilisation nécessaires pour ungoutiksa
milieu aqueux diminuent drastiquement la viabilité des bactéries encapsafaesde
maximiser la viabilité de P. putida dans ces matrices d'algitate qui permettrait une
biodégradation plus efficacénous avons congu une nouvelle approcheaieement basée sur
la dépression cryoscopique de la glace induite par des agents de réticulation idDédiges.
approche que nous avons qualifié de réticulation topotactique, permet la stabilisation des

matrices en une seule étape, éliminant le bedoite étape de séchage délétére

Les matériaux macroporeux résultants hébergent des bactéries métaboliquemenbDactives
plus les canaux alignés favorisent un transport efficace des liquides, suggérant des
performances intéressantes dans la biodégradddams ce manuscrinousaborderondes
implications de chaque étape (la congélation, le séchage et la réticulation topotactique) sur
OfpYROXWLRQ GX PLFURHQY L U RIeuitdgaesQr\euGidbilitéEpfinyWV p U L H V
j WUDYHUYV O fteshadiEB8eR € @bridhaR putidians ces matrices, nous montrerons
gue la technique de la congélation directionnelle ceupléa stabilisation par réticulation

topotactique amene a un systeme complexe fonctionnel pour la biodégradation de polluants.
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I.1 Pollution et dépollution

l.1.a Etat des eaux européennes

/I fYHDX HVW XQH UHVVRXUFH SULPRUGLDOH SRXU WRXWH |
GDQV OfMpTXLOLEUH GHV pFRV\VWqPIHNMH S WM \RSYy FHOK X © R V/ QGHY «
OfHDX HVW DXVVL XQ PRWHXU SRXU OH GpYHORSSHPHQW G
HVW FRQWHQXH GDQV OHV RFpDQV VRXV IRUPH VDOpH /[/HV
peut retrouver dans les lacss lgviéres, les nappes phréatiques et dans les gfacigr§ H D X

douce est donc unegsource rare et précieuse dont il faut prendre soin.

'IfDSUQV OHV pW X GEHrdpe@HENnvironrGeht AY&n¢EEA)C®, 75% des eaux
VRXWHUUDLQHV G (XURSHgaod thBrhithlsiatustQntiv IsbIXnew 4RQ GH ©
pour les eaux de surface. Ente 75 et 96% des mers européennes ont des problémes de pollution
GYRULJLQH KXPDlEeQte BXLRYBFRSHKOWR FKLPLTXHV HW DX[ PpV
SUREOpPDWLTXHY YLHQQHQW V{DMRXWHU j OD SROOXWLR
GpWULPHQW GHV EHVRLQV QDWXUHOV GH OfpFRV\VWqPH
barrages teson réchauffement par les centrales thermiques (déstabilisant de méme les flux
migratoires dans les rivierés)La pollution des eaux par les plastiques est un probléme
GILPSRUWDQFH FDU HOOH D XQ LPSDFW e@eglasiguesiodR UW V XU
F D S D Rabstrier B4 polluants (notamment les hydrocarbuegsconcentrent localement,

augmentant encore leurs effets délétéres sur les organismes agfiatiques

La notion de pollution peut étre définie comme étant un déséquilibre ou une altération du
milieu di a la prés®@ FH GH FRPSRVpV VSpFLILTXHVY UHQGDQW DOR
OfpFRV\WVWgqPH HW SDU H§WHQVLRQ SRXU OfKXPDLQ

SHVWDXUHU XQ PLOLHX SROOXp GHPDQGH OYfH[WUDFWLRQ
UHWRXU j OfpTXLOLEUH VL SRVVL E phslvers veétteDe3tauGtbnO p FR
HVW DORUV GILGHQWLILHU OHV VRXUFHVY HW OHV W\SHV GF



[.1.b Type de polluants & leur origine

Comme nous venons de le voir, les eaux souterraines européennes montrent un bien meilleur
état que les ex de surface ou que les mers. Nous allons donc nous concentrer brievement sur
OHV W\SHV HW OYfRULJLQH GHV SROOXDQWYV TXH OTRQ UHW!

Les deux sources des strpssicipalesexerc@s sur ces eaux sont les condisaimatiques

et leur surexploitatoch & HV VWUHVV HQWUDLQHQW XQH GpWpULRUDW
GHPDQGH HW EHVRLQV FURLVVDQWY HW HQ TXDOLWp SRO!
le facteur humain, en moyenne, 20 KHFWRPqQWUHV FXEHV GTHDX GRXFH
DQQpH HQ (XURSH GRQW OD PDMRULWp UHWRXUQH GDQV O
des produits chimiques toxiques (12@0 hectométres cub@s) /HV SODQV GIHDX[ SHX)
altérés par Ipollution rejetéedirectement par des activités ponctuelles telles que les industries

RX OHV VWDWLRQV GpSXUDWLRQ PDLV LOV VRQW DXVVL |
OYDLU RX GDQV OH VRO HW TXL VH Usititbdrspdiyohk €éqg0dd P H Q W
LFL OfDJULFXOWXUH RX OHV WUDQVSRUWY HW SOXV JOREI

I.1.c Pollution par Colorants

/IMLQGXVWULH WH[WLOH HVW XQ GHV GRPDLQHV OHV SOXV
LPSRUWDQWH TXDQWLWp GITHDX TXfHOOH UHMHWWH HQVXL)
telles que des détergents, des métaux lodiels colorants ou des suspensions insoltiites
Cette industrie utilise une variété de plus de 10 000 colorants différents et rejette dans ses eaux
usées environ 15% de tous ses colorants utilisés, soit environ 100 toAt&sdams le monde.

La présene de colorants dans ces eaux, méme en faible concentration, peut avoir de graves
conséquences sur la faune et la flore mais auski santé humaif&?% En effet, ils cangent
la couleur des eaux, diminuent la quantité de lumiére disponible impactant fortement le
processus de photosynthése de la ffoee pouvant causer une eutrophisatis eaux+une
accumulation de nutriments qui pague un déséquilibre de la biodiversité. Ces colorants
GLPLQXHQW GH SOXV OD GLVSRQdeRlus EW perSdthnCH@ms[leJqQH G
milieu ainsi que leur bioaccumulatiatans les organismeaccentuenteur effet délétéres et
toxiqué*?® O HVW LPSRUWDQW GH QRWHU TXTXQH UppYDOXDW
leur effets cancérigenes, mutagénes ainsi que leur toaititésousestimésians les décades
précédenté€ &HV FRORUDQWY LPSDFWHQW DXVVL IRUWHPHQW (

la chahe alimentair®.
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Il existent différentes stratégies pour classiféesr tolorants textilé&'%28: par origine, par
couleur, par structure (ou groupementRB QFWLRQQHOV SDU PpWKRGH GYfDS
leur charge (cationiques basiques anioniques= acides, directes et réactiveseutress
dispersesy. La grande majorité des colorants utilisés contient un ou plusieurs cycles
aromatiques et fait partie du groupe de colorants azoiques (¥78%)omme la majoritées
composés organiques, ces colorants peuvent étre naturellement dégradés par des mécanismes
WHOV TXH O fR][\-GégradatRiQou Bidh d& kabddBgradation.

I.1.d Méthodes de traitement des effluents contaminés par des colorants textiles

IRUVTXIXQ SROOXDQW DWWHLQW XQ PLOLHX GRQQp SOX
garder une certaine mobilité et ér@nsférésers un autre milieu, par lixiviation (en passant par
OTK\GURVSKqUH RX SDU YRODWL Ore)\ontsrhiRadt albtQced &uvrd/ DQ W
PLOLHX ,0 SHXW VLQRQ VIDFFXPXOHU GDQV OH SUHPLHU
correspondant. Enfin, il peut subir des dégradation biotiques ou abiotiques. En effet, les milieux
naturels peuvent dégrader camsacontaminants par le biais de processus physitniques
ou biologiques. Cependant certains polluants ne sont pas dégradables (méme si certains
SURFHVVXV GH UpGXFWLRQ GYTR[\GDWLRQ RX GH FRPSOH[D
ces polluants s#ouvent les métauxtqui peuvent étre extrémement toxiques pour les étres
YLYDQW QRWDPPHQW SRXU OfKRPPH VJ{LOV SBAYBEHQQHQW
les matériaux radioactits

'DQV OD PDMHXUH SDUWLH GHV SROOXDQWYV SHUVLVWDC
QpFHVVDLUH SRXU UHVWDXUHUl eiftel @fetleités Rategies@W 3R X L
dégradation physicohimique et la biodégradation.

De multiples traitements physiahimiques ont été mis au point pour le traitement des eaux
usées OTDGVRUSWLRQ OD |0 R FpXdadi&yradaipn ksVoxgE&Rkionyd> o0 DWLRQ

encore les membranes.

Ces stratégies de décontamination doivent étre soigneusement choisies afin de garantir leur
adaptation aux polluants et aux sites contamidégnited States Environment Protection
Agency? met en avant une variété de techniques pour le traiteasrsiols et des eaux pollués.
&HSHQGDQW DILQ GIDYRLU XQ UpWDEOLVVHPHQW FRPSOHMW

plusieurs techniques. En effet, comme nous allons le voir, la plupart des traitements- physico
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chimiques ont des inconvénients nagligeables tels que leur codt, la génération de produits
GH GpJUDGDWLRQ WR[LTXHV RX HQFRUH GH JUDQGHV TXDQ\

De nombreux procédeés sont utilisés pour le traitement des eaux usées notamment a travers
GHV VWUDW pJL AivsiGifeDd e RahdBnid deRn@atériaux a été synthétisée (charbon
actif, copeaux, gels de silices, zéolites et autres matrices) avec de grandes surfaces spécifiques
HW GH ERQQHV FDSDFLWpV GIDGVRUSWERQFacle®i&DOLFDEO!
applicable, peu chere, efficacepatrtiellementrégénérable, sgechniqus sontcouramment
utilisées pour nettoyer des milieux pollu&$’. Cependant, setechnique de captatiomne
permettant pas ldégradéon despolluantselles doivenétre couplégej] G D XW U HpauW UD W p J |
obtenir une dépollution complétBien que és stratégies de floculation et de coagulaties
polluants sont efficacest massivement utilistcesOD JUDQGH TXDQWLWp GH ER
généréeet le colt des procédéslevé®® DSSHOOHQW | OTLQunRneDd& bR Q G D C

dépollution

La décoloration des eaux usées par oxydation est la stratégie ptlyisiique la plus
couramment utilisé& Sa popularité vient de la facilit6é H PLVH Hdp proc¥dd.He
PpFDQLVPH GH FHWWH VWU xWagé eritre HeScyle® SrEmaiied/deR Q HW
polluants® 8QH JUDQGH YDULpWp GIDIJHQWV R[\GDQWV D
conventionnellement OH SHUR[\GH G{K\GURJgQH DFWLYp SDU OH
hypochlorite de sodium ou encore par déstructuration électrochinifquephoteoxydation.

Bien gue la dégradation soit effective, les sprmuits sont souvent toxiques et créent aussi

XQH ERXH GTpSXUDWLRQ TXL UHVWH | ansleDdongdirthatetts S O XV
GIpQHIHILAFDVY SDUWLFXOLHU GH OYR]JRQDWLRQ HVW SURPH
supplémentaire a traiter, son coéstecependantonsidérabl&.

/I fXWLOLVDWLRQ GH PHPEUDQHV FRP REée#st bric Qéthodel GH IL
wugV SURPHWWHXVH &HUWDLQHV WHFKQLTXHV WHOOHV
O XOWUDIL d4awbigeesRppurVdemilver les eaux usées de certaines industries
textiled®*2 /HXU IDFLOLWpPp GILQVWDOODWLRQ HWn®&NX¥e&LOLVDYV
FDQGLGDWY LQWpUHVVDQWY 'H SOXV GHV DYDQFpHV UpFH
membrane®*® &HSHQGDQW OJREVWUXFWLRQ HW OfHQFUDVVHPL}
des résidus de polluants concentrés dessus sont un frein a leur utilisation. Enfin, les polluants
ne sont de pas minéralisés ou valorisés, il fdomc ajouter une étape de traitement
VXSSOpPHQWDLUH /YLQFDSDFLWp GHV PHPEUDQHYV j WUDLW
OHXU LQVWDELOLWpP VRXV GH IRUWHV SUHYVLRQV VRQW HQ
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Alternativement a ces stratégies phgsE KLPLTXHY OD ELRUHPpGLDWLRQ |
comme une stratégie écologiqguement responsable (peu polluante et peu chéere en énergie) et
efficacé* (OOH VH EDVH VXU OfXWLOLVDWLRQ GTRUJDQLVPHV

minéralisatbon compléte des polluantg® ¢
I.1.e Bioremédiation

I.1.e.i Principe de la bioremédiation

/ID ELRUHPpGLDWLRQ VH GpILQLH FRPPH OfXWdnther’VDWLRQ
un milieu et englobe une variété de techniques allant de la biodégradation & la biosorption en

passant par la phya@meédiation.

/ID ELRGpJUDGDWLRQ SHXW VH GplLQLU FRPPH OfXWLOI
dégradation de composés polluarfssH WWH GpILQLWLRQ HQJOREH WRXWHYV
SODQWHYV GH EDFWpULHV GH OHYXUHV HW GYDOJXHV SRXU
tels que des HAP, des colorants, des métaux, entre autres. La biodégradation est considérée
comme étant plus écologiquement responsatgleu polluante et peu cher, tant financierement
TX T pQHUJp Wet potartieke@ent plugfficace que les techniques physdamiques
La biodégradation peutmenerGDQV GHV FDV VSpFLILigati¢h¢omdlate&/dexX ] OD F
polluants organiques en produits non toxig8i&s* (tels que C@Qou H0).

Il faut cependant bien distinguer la biodégradation de la biosorption. deettiere est en
HITHW XQ PpFDQLVPH TXL DJLW QDWXUHOOHPHQW GDQV OfF
TXL GLPLQXH OD SROOXWLRQ GH VRQ pFRV\VWgPH HQ O¢YD
intacte la structure chimique des contaminants, ellesalégrade pas en fragments et, par
conséquent, ne régle pas le probléme de la polititign effet, bien que des produits néfastes
soient adsorbés par la biomasse, ils restent toxigieplus souvent pourfRUJDQLVPH OXI
méme tet peuvent étre soit relargués a la mort de cet organisme soit remonter dans une chaine
alimentaire. De plus, leur rétention par des organismes non capables de biodégradation peut
étre un frein aux processus de dépollutioba biosorption peut néanmoins étre un levier non
QpJOLJHDEOH SRXU OD GpSROOXWLRQ HQ SHUPHMWDQW |
biodégradatiorde capter une plus grande quantité de contaminants, augmentant ainsi leur

efficacité.

/IH SULQFLSH GH ELRGpJUDGDWLRQ étdsystdn8n@itfdrédntsOH | X Q
types de sol (sablonneux, argileux, limoneud W GIHDX ODFV ULYLqQUHV HI
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environnements marins HX[ XVpHV GYRULADQBVKXPRILQMEY ODUJH pY
polluants De nombreux travaux font état de biodsdation appliqués avec succés aux
métaux®L aux huiles minéralé§ aux pesticides, aux colorant>> ou encore aux
hydrocarbures.

I.1.e.ii La phytoremédiation

Certaines définitions de la bioremédiation séparent la phytoremédiatoff X WLOLVDW LR
plantes pour décontaminet et la biodégradationt FRPPH OfXWLOLVDWLRQ XQ
microorganisme¥¢ /D SK\WRUHPpPpGLDWLRQ FRQVLVWH HQ OfXwLOL"
associés (le plus souvent microbien) ppbuOD GpFR QW D P L Q°B°tVDaRJe Gafié Q PLOL
de la phytoremédiation, les polluants peuvent étre dégradés dans la zone racinaire des plantes
tprocédés de phytostimulation et de rhizodégradatton absorbés et transportés vers les
IHXLOOHV SRXU GIDXWUHV PpFDQLVPHV GH GpJUDGDWLRQ
aussi séquestrés dans des tissus récoltables (phytoextraction) ou bien se Vvaldtitiser
phytoextraction est principalement utilisée pour cibler des métaux, alors que les mécanismes
DFWLIV GDQV OD UKL]RVSKqUH &RifoH 1M laufo RISsUatiRes) O THV

visent naturellement les polluants organiques tels que les colorants, les HAPs €%uiles

/ID UKL]RVSKgqUH QRXV LQWpUHVVH WRXW SDUWLFXOLqUH
GpJUDGDWLRQ FRPSOpPHQWD L U Hsystenie Wadinax g X fgutSeRes0iX D Q W
dégradé par des enzymes sécrétés par la planten@&fie, soit par les communautés
microbiennes symbiotiqueda plante relargue des composés issus de la photosynthese qui
peuvent étre utilisés comme source de carbamdes bactéries et champignons, augmentant
ainsi leur concentration de 1 a 4 ordres de graftleurH SOXV GIDXWUHV FRPSRVpYV
OHV UDFLQHYVY SHXYHQW LQGXLUH VSpFLILTXHPHQW OfH[SUF
dégradation ou bien agir commem@tabolite$’®3 Cependant la mise en place de dépollution
par phytoremédiation est contraignante et demande un espace suffisant proche du site de
contamination lviPrPH HW OD PLVH HQ SODFH GH WHOV V\VWqQPHV S
de nombreusep WXGHV VH IRFDOLVHQW VXU OfXWLOLVDWLRQ X

dépolluer.
I.1.e.iii Utilisation de microorganismes

Le terme générigue de microorganismes est utilisé tant dans la phytoremédiation que dans
la biodégradation, et se rapporte a un large &dén©O G{DFWHXUV ELRORJLTXHV /I
familles de microorganismes utilisé®&% % sont les bactéri€y champignorf® (dont les
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levure$®) et les microalgue¥. Les bactéries sont la famille ldup utilisées pour la
bioremédiation pour leur exceptionnelle variété et adaptahitité® De plus, des études
PHWWHQW HQ DYDQW OfXWLOLVDWLRQ GH FRQVRUWLD GH
bactéries, des bactéries et des microal§jursdes bactéries et champignGrour atteindre

un effet synergique de dégradatién

Bien que de nombreuses études ont été menées, et indépendammentagganismes
utilisés, les mécanismes de la biodégradation ne sont pas entierement compris a cause de leur
complexité et de celle des milieux. Cependant, certains meécanismes généraux de
biodégradation ont été identifies. Il y a en effet deux principalessvié dégradation qui
operent lors de la biodégradaton XQH D\DQW OLHX GDQV OfHVSDFH
PLFURRUJDQLVPHV HW XQH DXWUH D\DQW OLHX GDQV Oft
dépollution externe, les mécanismes de dégradation sonVbasX U O I X W L-ékwhbsW LR Q G
qui officient dans leur microenvironnemeien que ces phénomenes soient trés variés et
complexes a étudier, certaines étapes classiques restent communes a la dégradation par la voie
interne. En effet, la premiére étageces décontaminations est la captation des polluants ciblés,
SOXVLHXUV PpFDQLVPHV VRQW LGHQWLILpY WHOV3TXH Of>
'‘DQV OH FDV GT1XQH ELRGpJUDGDWLRQ SDU YRLH LQWHUQH
est nécessairées polluantpeuvent ensuite soit étre utilisés comme ressources et métabolisés

(source de carbone) bien traités par un mécanisme de défense et dégradés.

llexiste WURLY SULQFLSDOHYV VWUDWpJLHYV SRXUdsupaPLVH HQ
biodégradation qui sont la bioatténuatilan,biostimulation et la bioaugmentatioha
bioatténuation concerne la capacité de dépollution naturelle du milieu contaminé. Des milieux
QDWXUHOV RQW O DneE@yS DgricdV pux | diffefidntx driganismes présents.
/I YNDGDSWDELOLWpP GHV PLFURRUJDQLVPHVndi a@iRIqéetiY SHUI
les souches capables de survivre dans de telles conditions, tout en dépolluant progressivement
leur environnement. Cette stratégie consiste alors en la surveillance de la concentration des
polluants pour rester dans un domaine de coretgmtrde polluants acceptable permettant cette

sélection.

/ID ELRVWLPXODWLRQ HVW DSSOLTXpH ORUVTXH OD ELR
suffisamment efficace en raison des concentrations de polluants trop importantes pour le
maintien de la populatoP LFURELHQQH HQGRJqQH &HWWH VWUDWQpJ
GIDGGGWMNVNIYXWULPHQWY GHV V\VWgPHV GRQQHXUV RX DF

carboné*" +qui aident les mécanismes de dégradation des microorganismes endogénes. Par
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exemple OfDXJPHQWDWLRQ GH OD GLVSRQLELOLWpP GHV SRO
VXUIDFWDQWY RX HQFRUH OD JHVWLRQ GH OYfR[\JpQDWLRQ
biostimulatior®.

'‘DQV OHV FDV R OD SROOXWLRQ VXUSDVVH OHYp&DSDFLW
exemple trop grande concentration de polluants, présence de canitsmion dégradables par
OHV RUJDQLVPHYVY SUpVHQWY RX VLPSOHPHQWHasuWléu® IDLEOF
précédentes stratégies ne sont plus suffisantes. La bioaugmentation peut alors étre une réponse
adaptée pour ces cas extrémes en intsaditides microorganismes exogergsli proviennent
G 1 X Q mikew thdi pourront dégraderes polluants. Ces microorganismes exogenes sont
choisis pour leur capacité a dégrader spécifiquement les polluants ciblés et proviennent donc
GI1XQ PLO Lpar¥e rdaé&n@ @oXuant ou sont sélectionnées et modifiées génétiquement pour
accroitre leurs capacités teodégradation. Cette stratégie est également intéressante pour
introduire des consortiumsGH PLFURRUJDQLVPHV &HSHQGDQW OfLQ
exogenes peut se révéler dangereusendnisant XQH GpVWDELOLVDWLRQ GH O
fragilisé.

'H QRPEUHX[ SDUDPqQWUHV FRPSOHJ[LILHggaWeul &iet8 XGH GH
LPSRUWDQWYV VXU OYDFW I?¥ IPa pexdindly, d Pplupast RoRs) dduchesv P H V
bactériennes sont plus adaptées aux pH neutres ou légérement Baligles quedes
PLOLHX[ OpJqQUHPHQW DFLGHV FéhamplghodsQ ét Qauures o YD QW D
températurenfluence aussi fortement la capacité de biodégradation des microorgaresmes,
une températurproche de celle du milieu de cultusglépendamment des souches utilisées
SHUPHW G ubenvd&gellu@pGaptinalé” ™ La concentration en polluantst la
composition du miliewlsont aussi des facteurs importants. En effet, des concentrations trop
pPOHYpHV HQ SROOXD @idacitée 8ds XnWerotrgeBistried Kde© §drcentrations
optimales poudes dégradations optimakssntobservéesetla présence de composés donneur
RX DFFHSWHXU G 1 p ansifgud&pral6evice GdditrivhBrnBinQelu$¥iun impacbe
plus la présefkH GYR[\JqgQH MRXH XQ U{OH LPSRUWDQW FDU L

mécanismes métaboliques ayant lieu de maniére exclusive en milieu aérobique ou anaérobique.

$ILQ GH VIDIIUDQFKLU GH OD FRPSOH[LWp GX PLA@LHX SRX
HVW SRVVLEOH G 9D S sxCsltit® HodtteXsadégie Wdnsisw ed laHcollecte des
polluants et leur biodégradation en dehors du site contaminé. Elle permet al§fi®déId D QFK L U
des limites physiologiques imposées par le milieu en ayant un contréle fin des parametres
DSSOLTXpV DILQ GIRSWLPLVHU OH WUDLWHPHQW
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.1.f Conclusion

/INTXWLOLVDWLRQ GYfRUJDQLVPHV SRXU OD GpSROOXWLRQ
peu chére, visrvis de leurs homologues physichimiques, grace a leprofil écoresponsable
et OHXU HIILFDFLWp SRXYDQW DOOHU M poluanty sa@sZodsL Qp UDC
produits toxiques)ll existe alors différentes stratégies pour trouver le traitement adéquat au
milieu, tel que la bioatténuation, la biostimulation, la bioaugmentation, la phytoremédiation et
OTXWLOLVDWLRQ GH FRe&dRdcTE DesGreitememdittR RUJIJD QL

Cependant ces techniques ont certains désavantages comme mentionné précédemment. En
effet, bien que compétitifs avec les techniques physidmiques, la bioremédiation est plutot
lente & mettre en place et a traies polluants et ne peut pas étre utilisé comme traitement
GIXUJHQFH 'H SOXV OHV pFRV\VWgPHV SROOXpV pWDQW IU
HIRJgQHV VH GRLW GYrWUH FRQWU{OpH SRXU pYLWHU WRXW
a OfpFRV\VWgPH GRQQp &HV PLFURRUJDQLVPHV VRQW DX\
chimiques du milieu, tel que la température, le pH, la salinité, qui peuvent étre limitant pour
OfDFWLYLWp PLFURELHQQH HW OD GpSROOXWLRQ

Une derniére stratégie serait eresure de répondre a ces limitations en protégeant les
organismes de ces parametres contraignants tout en contrélant leur évolution et en étant
GpSOR\DEOH UDSLGHPHQW HW HIILFDFHPHQW J/YfHQFDSVX
PDWULFHV FD S DebarOiabifitéG§t2V affit WiHrhoyen de combiner les avantages des
traitementsn situetex situen augmentant potentiellement leur efficacité de dépollution et leur
WpQDFLWpP GDQV OTHQOQMBURQQHPHQW FRQWDPLQp

.2 Encapsulation

/JHV SUHPLQUHV WHFK QL T XétWéGeopFeERitialnevitipu it rRg@ndreQ W
a des problématiques industrielles, avec pour but de diminuer la consommation de solvants et
GH GpYHORSSHU GHV SURFpGpV LQGXVWULHOV SOXV pFRQF
1960 que la premiére utilis$ LRQ LQGXVWULHOOH G{HE&]NRBagoh, RPRELOL
société Tanabe Company a utilisé une aminoacylase immobilisée de maniére covalente sur un
VXSSRUW GH FHOOXOR V-ketBighk&. I PRIt QUYL Ridhni€r Hiars
OfLPPRELOLVDWLYR @ DEHNVHNOKW CPHRWWHY SDU H[HPSOH SRXI
GfDFU\ODPHQGEDRW OHV SUHPLHUV V\VWgPHV | JUDQGH pFK
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RQW YX OH MRXU GDQV OHV DQQpHV DBfatsfEns DWlesi [HP SO+

cellules sont retenues par une membrane dans un systéme de flux®&ontinu

lexsWH HQ HIIHW GLIIpUHQWHY WHFKQLTXHYVY GYLPPRELOL
en trois stratégies distincté$®>: a) OTDWWDFKHPH QWO GHQ VXEVEPHW WLRQ
OYYDIJUpPpIJDWLRAQ

l2a /"TDWWDFKHPHQW GH VXUIDFH

&HWWH VWUDWPpPJLH GTLPPRELOLVDWLRQ SHXW rWUH FRQ\
JUKFH j VD IDFLOLWp G 9D S% Blle BelradLifpar |&fovmetdn depdiffdrentes E L O L V
liaisons entre les microorganismes et le suppbdaisons de van der Waal des liaisons
K\GURJgQHY GHV LQWHUDFWLRQV GYK\GURSKRELFLWp GH

covalente¥’ 88

Lorsque les liaisons entre le substrat et les microorganismes secovalantes, les forces
mises en jeu sont suffisamment faibles pounseover la structure naturelle des cellules
LPPRELOLVpPHVY HW DLQVL PLQLP®& Has pdrtipRR Bvaktage¥skde O H X U
OfLPPRELOLVDWLRQ GH VXUIDFH Vreasaliolydon @fficadit&ainsip HW V
gue son faible codt et, enfin, la possibilité de récupérer le substrat pour y refixer de nouvelles
cellules aprs utilisatio¥”. Cependant, certains facteurs ins&ques et extrinséques influencent
IRUWHPHQW OfHIILFDFLWp GH OD OLDLVRQ WHOOH OD QD)
microenvironnementtpar exemple le pH, la température ou encore la puissance du flux dans
le cas des systémes sous & Ainsi la faible force de liaison a le désavantage de présenter
XQ IRUW WDX[ GH UHODUJDJH GHV FH OO RaiteitechnigieRELOLVpl
SULQFLSDOHPHQW XWLOLVpH GDQV OH GRPDLQH ELRPpPG

cellularisées pour la régénération tissuf&ire
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Figurel-1 'LIIpUHQWHY PpWKRGHV GfLPPRELOLVDWLRQ®H FHOOX
SDU OYDGVRUSWLRQ j OD VXUIDFH GX V &)PparRadovhatlo@d¥ lihiddds WL R Q S
covalentes avec cette méme surfgieéson chimique forte; (c) par piégeage dans une matrice
isolante HW G SDU OTHQFDSVXODWLRQ BEpN#dbB.H PDWULFH SHUPp

Au contraire, lorsque des liaisons covalentes sont établies, les cellules sont attachées
fortement aux groupements fonctionnels du supiio@es liaisons sont irréversibles et le taux
de relargage négligeaBfeCependant les agents de réticulation (le plus communément utilisé
est le glutaraldéhyd2® sont cytotoxiques et impactent fortement la viabilité des cellules
LPPRELOLVpHY GLPLQXDQW DLQ\VL OetfeHtethridDdest\ValorsGH OD

SULQFLSDOHPHQW XWLOLVpH GDQV OYLPPREFLOLVDWLRQ GTY
l2b /TTHQFDSVXODWLRQ HW OH SLpJHDJH

/I THQFDSVXODWLRQ HW OH SLpJHDJH UHJURXSHQW XQ OI
GTHPSULVRQQHU RX GfHQUREHU XQ RX SOXVLHXUV PDWpUL
O 1L P PR E L OmierbovganisQes:détte encapsulation a pour but de protéger les cellules
des facteurs extérieurs délétéres en réduisant leur exposition aux conditions duteldieue
les propriétés physiechimique de pH, de salinité, de température ou encore gagtande
concentration des polluanf§® 2Q SHXW DLQVL GpILQLU OfHQ4EDSVXOD
FRPPH OYDPpQDJHPHQW GH OHXU PLFURHQYLURQQHPHQW
englobetorganique, inorganique, voire hybridadaptée a leurs conditions physiologiques. I
IDXW GRQF FRQVLGpUHU FHV GLVSRVLW pdiie bifldgigit+tp WD QW
choisie spécifiquement pour dégrader un ou plusieurs polluants cibles (la partie fonctionnelle
de la biodégradationjavec une partie structurellecongue pour protéger la partie biologique

en leur conférant un milieu adapté.

19



lessFUXFLDO GH ELHQ FKRLVLU OHV PDWpULDX[ GIHQFDSVX
Ce sont en effet les interactions entrerf@sroorganismes encapsulésles matériaux de la
matrice qui vont en partie définir la qualité de la protection. Afinrdeux adapter le systéme
a son application finale, des morphologies et des techniques tres wanié&té proposees,les
TXH OfHQFDSVXO0DW PRd@s By, de e F 3 jelkdedtte Hutres. Ces
morphologies sont primordiales car elles définissent, en partie, comment lekescellu
interagissent avec le milieu dans lequel elles sont introduites-(its de la diffusion, de
OfDFFHVVLELOLWp PDLV HOOHV GpILQLVVHQW DXVVL FRP

(contréle de la prolifération des levures ou bactéries enlgsgsspar exemple).

Figurel-2 /fLPPRELOLVDWLRQ GHV FHOOXOHV SDU OLDLVRQ GH VX!
GIDERUG OD IRUPDWLRQ GTXQ VXSSRUW PDW étdeFletHsDatsgiekV GH O
GfHQFDSVXODWLRQ VH FDUDFWpULVHQW SDU OD IRUPDWLRQ Gl
LPPRELOLVHU 'f5UqV &KULVWRSK

/H SLpJHDJH FRQVLVWH HQ O W PREUBGRWUIWQRQPHWjp 98U
PDWULFH GH VXSSRUW ORUV GH O p WeBtSrhpoGant dRpdeiBew LR Q G
LFL TXH OH SLpJHDJH HW OfHQFDSVXODWLRQ VH IRQW ORU
PLFURRUJDQLVPHV VRQW DORUV SUpV h&isNg laFnkbthica/de pW D S+
support, pieégés physiquemeat RQWUDLUHPHQW DX[ WHFKQLTXHV GYLPP
VWUXFWXUHQW GYDERUG XQH PDWULFH G FiyureBR3.Rette/ SXLV \
LPPRELOLVDWLRQ DX VHLQ GYXQH PDWULFH RIIUH DORUV
extérieures®*touWw HQ FRQVHUYDQW OYDFWLYLWp PpWDEROLTXH G

relargagd® /YHQFDSVXODWLRQ GR@¥ade@etnRiuiion derelappement
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des microorganisnge mais induit également une stabilité et une résistance meécanique

moindre$®3 ce qui peut donner lieu a un relargage progressif des cellules encapsulées.

Dans le domaine de la biorggdGLDWLRQ OTHQFDSVXODWLRQ ¥¥H ELRFD
des microalgue€® des champignoh¥ et des bactériés®®1%joue un réle central. En effet,
OTHQFDSV X0 D WavdRgeDsaiSIR Uabiet> S HUPHW GIXWLOLVHU FHV |
complexes et sensibles pour des applications de bioremédiation lorsystehaes matrice

organismemilieu est bien choisi.

Figure 1-3: Exemples de techniques d'encapsulation : Séchage par atomisation, billdsfluidi
électrofilage, liposome, coacervation et gélificatimmique ' D SMalgiVia-Riverz.

Pourre XPHU OYHQFDSVXODWLRQ HVW XQH WHFKQLTXH G¢YL
des microorganismes contre les facteurs extemagactéristiquedu milieu, prodiguant ainsi
une amélioration de laviabilité et GHDGEWLYLWp FDWDO\WtagexXde céttt SO XV
technique par rapport au piégeage est sa capacité de diffusion, par exemple lors de la
bioremédiation, avec une accessibilité des polluants maigxoorganismesCependant, la
détérioration prématurée de la matrice reste problématigopgammet lorsque les
microorganismes encapsulés sont relarguLHQ TXIXQ GpYHORSSHPHQW
encapsuléesoitobservable dans [@upartdes cas, une part importante des cellules encapsulés
périssent lors du procédé de mise en for@ependant,d strapJLH GTHQFDSVXODW
courammentXWLOLVpH FDU HOOH SHUPHW XQH YDULDELOLWpP C

souhaitée.
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.2c /IDJUpIJDWLRQ

I fMXWLOLVDWLRQ GIYXQH PDWULFH GH VXSSRUW WDQW ELF

implique de nombreuajustements pour optimiser les interactions entres cellules et Séipport

ID WHFKQLTXH G9LPPRELOLanB Wk &@té§i®darmeitahpld BiMatRQ HV
GH PDFURSDUWLFXOHV FRPSRVpHV G HEHNO @buDddsarmé&e V EHV
1960'* OD VWDELOLVDWLRQ GY{HQ]\P HaficWatdd GK HavdahtJauR O X E O |
activité catalytique, est rendu possible pall@p FRXYHUWH GH OD UpWLFXODWLR(
via la réaction de leur groupement Nie surface avec des agents de réticulations
bifonctionnels tels que le glutaraldéhyde. Les premieres utilisations industrielles de ces agrégats
dénommés CLECs(osslinked enzyme crystalent eu lieu dans les années 1990 par Altus
Biologicst!?113 qui utilisait des CLECs de thmolysin (EC 3.4.24.4) pour la production
GYDVSDUWDPH &HV DJIJUpIJDWV UpWLFXOpV RQW PRQWUp r\
chaleur, aux solvants organiques que les équivalents en solution, avec une activité

conservég2114

Figure 1-4: Schéma de préparation de cryogelr @$semblagde cellulesde SRO\PqUHV HW G{DJ
de réticulation structurégpar congélationLa réaction entre les groupes amino présentés surface
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des cellules avec des polyméres macromoléculaires se déroule dans la phase non congelée au cours de
O pWDSH GH U p Dduskitsp®® '{DSUqV

&HWWH WHFKQLTXH GYLPPRELOLVDWLRQ HVW SHX XWLO
réticuant TXL VRQW WR[LTXHV HW OfpWDSH GYIDJUpJDWLRQ Qp
souvent délétére pour les cellules. Cependant Kirsebont*é€pal développé une méthode de
structuration par agrégation avec des cellules, en formant un cryogel de cellules qui est ensuite
réticulée par glutaraldéhyde. Gepalant cette technique ne permet pas de conserver la viabilité
des cellules’ %|UQHU HW DO RQW DORUV GpYH®@RcI&WS pPBH PpWK
adaptés aux contraintes physiologiques de celffleEn formant un cryogel a partir de
Clostridium acatbutyliciumHW GT1XQ PpODQJH GH UpWdigaXiQedgwats H WRL
oxydé de haegmassePROpFXODLUH GIDOFRRO SRO\YLQ\OLTXH PRGI
et de polyéthyleneimine également modifié par des fonctions aldékydeproducion
G 1 D F powdr@dthanol par ces cellules immobilisées a été multiplié par 2,7 comparée aux
cellules en suspensibi Ces cryogelsRQW DXVVL XWLOLVpV SRXdgueGIDXWUH
dépollution (dégradation du phénol), en utilisant des cryogels encapsulant des bactéries des
genres Pseudomonas, Rhodococcesi Acinetobacte!!®!20 /HVY DYDQWDJHV GI1XQ
technique sont la grande concentration de cellueQ H ERQQH GLIIXVLRQ DLQVL
stabilité dans le temp¥'11® Cependant cette technique prometteuse ne permet pas de protéger
les cellules du milieu extérieun® VH GRLW &SitidansiurKamiirahhément contrélé
WHO TX{YXQ ELRUpDFWHXU /HV FHOOXOHVY VRQW HQ HIIHV
GpOpWqUHV GX PLBPHX GIDSSOLFDWLRQ

.2d ODWpULDX[ SRXU OTHQFDSVXODWLRAQ

&RPPH LO D pWp PHQWLRQQp SUpFpGHPPHQW OH FKRL[ GH
(Q IRQFWLRQ GH OD QDWXUH GH OD PDWULFH GLIIpUHQWH\
Ainsi, pour une applicath de bioremédiation, lesnatériaux formant lesmatrices
dfHQFDSVXODWLRQ VH GRLYHQW GYfrWUH LQVROXEOHV QR
doivent garder leur activité biocatalytiques sans perturbation majeur de leur métab®lisme)
peu cher et facile & mettre eBuvré® (OOHV GRLYHQW GH SOXV SHUPHWW!
grande quantité de microorganismesFRPSDUDEOH | OYHIILFDE&aMWIp GTHQI
TXTDYRLU XQH ERQQH VWDELOLW p*8Kuneldiffosion dptinR@ &3L TXH H

nutriments et des polluants est aussi atteridee matricepeuvent ausgtre non polluantes et
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biodégradablesSRXU FHUWDLQV FDV SDUWLFXOLHUV Re XQ UHODI
problématiqu&’. Cependant, dans une majorité de cas ou ce relargage des cellulesléasaps
QIHVW SDV , \d&sXiddricé¥ Dh&nO blodégradablseront préférmds, et pourront

potentiellemenétreréutilisées®.

Il existe WURLY IDPLOOHYV GH PDW pUILeD Xptrisds Xotdariglies QésD SV X O

matrices inorganiques et les matrices hybrides.
l.2.d.i  Matrices inorganiques

De nombreux organismes ont été encapsulés dans des matrices inorganiques telkes que de
carbonate’%® ou desoxydesmétalliques®®. Cependant le matériau inorganique le plus utilisé
reste la silic®2 Les oxydes de silicium sont en effet des minéraux les plus présents dans le sol
mais aussi présents de maniére organidans certains étres vivants tels que les diatdfiées
ITHQFDSVXODWLRQ GDQV O D-gélLqnilcérispboiAd BDelpalyrSdbdati W& F p G p
précurseurstdes alcoxydes de silicium ou les silicates en solutipaur former une structure
tridimensionnelle branchémnrant lieu a un gel hydrat® /fDYDQWDJH GH FHV PDW
de silicium régile en leurs voide synthése (sajel), qui peuvent se faire en condition douces
(température ambian®®) %LHQ TXH SHQGDQW OfYpWDSH GH IRUPDWL
condensation) des alcools soient formés et induisent une toxicité, de nombreuses recherches ont
été menées pour contourner ce probléme en modifiant les pusurse les étapes du
procédé®*232 Grace a ces conditions&sa cytecomptabilité, différentes cellules ont pu étre
encapsulées telles que des leviffedes algues®et des bactérié¥. La solidité de ces niréices
permet leur application dans une grande variété de conditions. De plus, leurs procédés de mise
en forme et propriétés physiques (mécaniques, optiques, de diffusion) peuvent facilement étre
adapté$®. Finalement, toutes ces caractéristiques font de ces gels inorganiques de bons
FDQGLGDWY SRXU OfHQFDSVXODWLRQ HQ Y¥YXH GY1XQH DSSO

I.2.d.ii Matrices organiques

8QH DXWUH DSSURFKH WUQqV GLIIpUH-Qaat des a@faxixV LO LV L
LQRUJDQLTXHV HVW OfXWLOLVDWLR Qlyghere® D existd Heux [ RUJID
sous catégories de polymeres utiliséss polyméres synthétiquestels que le poly(vinyle
alcool) (PVA), les polyuréthanes et les acrylamiddd W OHV ELRSRO\PqUH¥ GYRUL
WHOV TXH OD FKLWL Qaghérarfeh Oe3 IpQyindrés syithébodedforident des
matrices qui sont robustes, avec de bonnes propriétés mécaniques mais peuvent étre

cytotoxiques pour les microorganisiie$’. Au contraire, les biopolymeéres ont généralement
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une plus faible résistance mécanique mais ont tendance a étre biocompatibles, non toxiques
SRXU OHV PLFURRUJDQLVPHV HW S G.Xas HibHolBetés\soxtdioht GH O
SDUWLFXOLqQUHPHQW LQWpUHVYVDQigahisesXd plophi @ésD SV XOL

biopolymeéres utilisés couramment sont des gatyparides ou des protéineSependant, la

provenance naturellges polysaccharidesnplique des variations dansurcomposition bien

TXH OHXU VWUXFWXUH VRLW JpQpUDOHPHQW FRQQXH

3DL

traitement ont aussi un irapt sur la structure ou la longueur de pelysaccharide@nodifiant

certaines propriétés physiques telles que la visgosité

Tableau I-1: 6 RXUFH HW DSSOLFDWLRQ GHV ELRSRO\PqgUHV OHV SC

ChristopH®,
Type Polymere Origine Application Réf.
Polysaccharides
Anionigues Alginate Algues brunes Alimentaire,biomatériaux 138,139
Carraghénane Algues rouges Alimentaire, cosmétiques 140
Pectine Fruits (citrons, pommes, Alimentaire, biomédecine 141,142
betteravi
Xanthane Bactérie Alimentaire, pharmaceutique 143144
Cationiques Chitine Crustacés Alimentaire, biomédecine 145,146
Chitosane Dérivés de la chitine Alimentaire, pharmaceutique =~ 145146
Neutres Cellulose Paroi cellulaire de plantes Ir.ndus,trle papeuere, 147,148
biomédecine
Amidon Mais, blé, pommes de terre Alimentaire, pharmaceutique =~ 149150
Agar Algues rouges Alimentaire, microbiologie 140
Protéines
Collagene Animal (bétail, porc) Biomédecine 151,152
Gélatine Dérivé du collagéne Alimentaire, biomédecine 153,154
Fibroine Soie (I@rves de papillons, Biomédecine, textiles 155,156
araignées)
Zéine Mais Textiles, revétement 157
Polyphénol
Lignine Bois Industrie papetiére, chimie 158
Polyisopréne
Caoutchouc  Hévéa Automobile, bien de 159

consommation
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Il est intéressant de noter que les biopolyméres sont naturellement désignés comme matériel
de suppoft!®®i62 En effet, les polysaccharides se trouvent pample dans les murs des
cellules végétales ou ils jouent un role mécarlithors bien autour de bactéries (appeldrs
ex- SRO\WWDFFKDULGHY RX FDSVXOH MR XrDt@hexXtQ@ ttafedsHa S U R W F
formation de biofilms pour les bactéri€¥) Les protéines quant a elles peuvent jouer le role de
matrice extracellulaire, récoltables a partir de sources arsilads biopolymeres sont donc
des candidatgléauxpour OfHQFDSVXODWLRQ GH PLFURRUJDQLVPHYV

/IH SRO\PqUH OH SOXV XWLOLVp GDQV OTHQFDSVXODWLRQ
OTDOYIODWHOJIJLQDWH HVW XQ ELRSRO\PqUH QDWXUHO DC
différents organismes tels que des bactéemoljacter vinelandiet certaines espéces de
Pseudomongst des alguegzdont OD SULQFLSDOH VRXUFH XWLOLVpH HVW
XQ H[FHOOHQW FDQGLGDW SRXU O Y HiiQafdn SASOOD @ 1. RW LDV Dy
GYLRQ GLYDOHOQAWel levBHON\D TOHH O KG BQV GHV FRQ@ileVALRQV G|
température ambiante et avec des agents de réticulation biocompatibles, et est considéré comme
nontoxique et facilement adaptabi® $LQVL VRQ XWLOLVDWLRQ FRPPH PD

dans le domaine de la bioremédiation a été largement ref36ftée
I.2.d.iii Matrices hybrides

&HWWH GHUQLqUH DSSURFKH GTHQFDSVXODWLRQ FRQVLV
Composeés organiques et inorganiques. Latraux hybrides sont considérés comme étant un
PpODQJH GH FRPSRVDQW j OfpFKHOOH QDQRPpPWULTXH RX
hybrides est le large panel de combinaisons possibles de composés et techniques, qui offre alors
une ODUJH JDP PHenkpossibEesWR XU PD[LPLVHU OD VXUYLH HW OfL
espéces encapsulé®s’® Le controle de la gélification des deux parties est alors primordial
pour contréler les propriétés finales. La combinaison la plus communément utilisée est celle du
ELRSRO\PqUH GTDOJLQDWH JUKFH j VHY IPFROUWPWE ¥ X®/H. C
notamment pour la gélification et son moindre codt) et la &ific€lle est utilisée pour
O 1 &p&ukation de différentes cellules telles que des bacteriges champignons et des
microalgue$’® et des cellules animaféé Des encapsulations de bactéries dans des matrices
hybrides alginateilicate ont été étudiés pour la bioremédidfidh’® avec des résultats

prometteurs
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[.2.d.iv Conclusion

/I TREWHQWLRQ GI1XQ PDWpULDX FHOOXODUL Vgpos&§8uKU GHYV
O 1 XW L CGlstrabBefiesR DL BP R E ls@dristDWGRQW OTHQFDSVXODWLRQ TX
plus prometteuse<ette stratégie propose géeger les cellules lors de la formation des
matrices, en structurantieatériavautour desnicroorganismes% LHQ T XX Q¢ellGlE&SUWLH G|
puissent étre endommaggélors du procéddeur encapsulation permet une protection accrue
face aux nombreux str& OLpV DX PLOLHX DPpOLRUDQW DLRe&/L OHXU
plus lesprocédésG TH Q F D S V X OtenalLsRugtusakiod BeHpdlymeres biocompatibles en
JDUDQWLVVDQW XQH ERQQH GLIIXVLRQ HW YLDEL®@WhLWp 3DU
existantes, le freeze casting a retenu notre attention. Cette technique remplit en effet toutes les
conditions décritesprécédemmentmais permet de plus la structuration de blocs
macroscopiques avec un procédé de fabrication peu couteux tant éposim@nt
TXYpFRORJLTXHPHQW HW IDFLOHPHQW DSSOLFDEOH

1.3 Freezecasting

Le freezecasting + aussi appelééce-templatinget congélation directionnelle selon le
GRPDLQH G Y EsstuedaiéchigueRi®structuration utilisant la cristallisation du solvant
Qufie solution ou suspension, pour former des matrices poreuses, avec comme particularité
GILQGXLUH GHV SRUHVRUMHBARW ®OTHNQY FRQRIHUH GH OLC
procédé permet de modifier les propriétés physiques du matériels que la résistance
mécaniqué'®? e module élastigdé’ ou les conductivités électrigtié et thermiqué®* +
VHORQ OHV EHVRLQV GH OTDSSOLFDWLRQ

[.3.a Principedu Freezecasting

Le freezecasting est un procédé qui permet la structuration de matériaux par le contréle de

OD FURLVVDQFH GH FULVWDX][ G fcasiinydRt@rydif€) &¢ cahgelSrwheQ FL S H
solution, ou une suspension de particuleklgH | OfDSSOLFDWLRQ G{XQ JUDGL
diminution de la température dépasse le seuil de cristallisation du solvant. En contrélant
différents parametres, le solvant va cristallisén@tire uneségrégation de phase ou les solutés
(ou particuleyvont se retrouver concentrés entre ces cristaux, formant ainsi les futures parois
de la matrice. Aprés une étape de sublimation de la glace, une matrice poreuse sera obtenue
DYHF GHVY SRUHV D\DQW OD P Ra&tBekaved BnldrahdGhElv/dd-form® W D X[ F

FDUDFWpULVDQW OfLPSRUWDQFH GH OYDQLVRWURSLH VXL
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8Q GHV DYDQWDJHV GTXQH WHOOH WHFKQLTXH HVW OH F
ajustable grace a la maitrise de la nucléation et de la croissanagisdasx du solvant.
Cependant, méme si des études cherchent a utiliser la nucléation comme levier de contrdle de
la macrostructure (par exemple en contrélant la chimie de surface du substrat de nucléation ou
sa conductivité thermiqué$®® OD PDMRULWpP GHV WUDYDX[ HW DSSOLFI
cette nucléation, qui est diffieila maitrisé#’” $X FRQWUDLUH OfYpWDSH GH FUR
est facilement adaptable grace a la maitrise du gradient thermique et permet plus de liberté sur
la morphologie finale. Le caractere anisotrope des pores est en efféerdent lié a la
FURLVVDQFH GHV FULVWDX[ FRQWU{OpH SDU OH JUDGLHQW
YD SHUPHWWUH OD IRUPDW L RQpgeif d@3silftoRt @e/glaGettiaRdes\ca8 D O O L
Re OH VROY D QW =yahL @ lfck/impeicy/Si |OtgikkDies pordé & HSHQGDQW GID:
parameétres imptaints sont a prendre en compte pour la morphologie tels que la nature des
solutés et des particules, la conductivité thermique et composition de la phase ségrégée, la
densité de la mixture, sa viscos$ité & HSHQGDQW OfYXWLOLVDWLRQ GH OfYD
du mélange initiale pour contréler le front de glace a aussi un fort impact sur léérestiques

des parois du matériau final.

Figure 1-5: Schéma des montages couramment utilisé pour le fosestig.A) Configuration de
congélation a élément thermique unique, B) Configuration de congélatiiouble élément thermique
et C) Congélation directionnelle 2DA', B' et C' représentent'évolution des températures
caractéristiques (élément froid, élément chaud et un point arbitraire dans I'échantillon) au cours du
temps pour les configurations A, B et C, respectivemdnb SU q¥°. 4L Q

$ILQ GIDSSOLTXHU XQ JUDGLHQW WKHUPLTXH LQGXLVDQV
différentes installations sont possibles. Un moyen ke former un gradient thermique pour
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le freezeFDVWLQJ HVW GH SORQJHU j YLWHVVH FRQWU{OpH Of
+tOH SOXV FRXUDPPHQW GH OYD]RWH OLTXLGH HQ pEXOOLW
possibilités de conbte du font de cristallisation par la température de refroidissement qui est

fixe. Ainsi une autre méthode de freazasting répond a ces limitations par un meilleur controle

de la température en utilisant une résistance chauffante fixée sur une tigaldsonductrice

TXL HVW SORQJp GDQV OD VROXWLRQ UplULIJpUDQWH /YpFK
VXU XQH H[WUpPLWp GITXQH WLJH FRQGXFWULFH Re OH JUD
de la tige, la nucléation de cristaux va avigu et leur croissance se fera le long du gradient

ainsi appliqué. De nombreux dispositifs de freeasting ont été mises au pafit®* avec par
HIHPSOH XQ GRXEOH FRQWU{OH GH WHPSpUDWXUH SDU OH
PRQWDJHV WU QqV Hartillop eEsHMpe/etResfranf[geferistallisation fixé, permettant

ainsi un contrdle plus fin de vitesse de la croissance des cristaux.

Le choix du solvant est primordial car il est a la fois responsable de la stabilité des
suspensions et solutions, masissi des conditions de cristallisatiahtempérature de
congélation, pression, morphologie des cristaux foragigiéfinissant ainsi la structure finale
obtenué®> 'H SOXV OTpWDSH GH VX HdDé daDsWdrtRigd cak ekt fxéeXan rwW U b
les propriétés du solvant. Ainsi les solvants les plus utilisés sont le camphre (possédant une
température de cristallisationt(d entre 44C et 48C avec une morphologie en dendrite de
ses cristaux), le tetiutyl dcool (Tws de 23,8C et des cristaux prismatiquesHW HQIEQ OYHD
Tws de OC, avec une morphologie dendritique et lamellairee solvant idéal pour
OfHQFDSVXODWLRQ GH FHOOXOHV GDQV GHV ELRPDWpPULD:?

nontoxicité (contrairement a certains solvant inorganiques), son abondance et son prix.
1.3.b Evolutionet applications du freezeasting

La technique du freez6 DVWLQJ HVW DXMRXUGY{KXL XWLOLVp GDQV
sa polyvalence, autant par le fin contrde la morphologie que par la variété de matériaux
utilisabled®3. Bien que chaque matériau posséde ses propres particularités et contraintes
GYDSSOLFDWLRQV OH SULQFLSH GH FHWWH WHFK@LTXH GH
Les difféerents domaines ou des matériaux structurés par {ftasting sont utilisés sonia
structuration de céramiques haute perform&iceO H VW R F N B°*3¥¥ |16 fpriQatidn 3k H
capteurs piézoélectriguds*®® et plus récemment dans la culture cellulaire'®3£9° et
OfLQJIpQLHUPH!I WKVWQFRIUHH OD GpSROOXWLR@? atRXV IR
OfHQFDSVXODWLRQ SR%®U OD FU\RSUHVHUYDWLRQ
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Figure 1-6: Représentation de la maturité de la technique du freaging en fonction des
matériaux structurés. De gauche a droite des boues céramigs telles que l'alumine ou
I'nydroxyapatite, des solutions de biopolymeres telles que des polysaccharides et des protéines, et des
suspensions cellulaires telles que des bactéries, des cellules de levure et des cellules animales sont
piégées dans l'espadeterstitiel défini par des cristaux de gladea hauteur des cristaux de glace
indique la maturité respective des matériaux développfg® SUq¥°. 4L Q

Les premiéres utilisations de la technique de congélation directiorapglequées aux
biomatériauxels que ¢ chitosane et le collagésent reportéedes les années 19290¢ 4205

FRPPH PDWULFH " SRXU OfLQJpQL EodLdévelophewutXesO DL UH
principalement été axé sur &ructuration de matériaux céramiques. On peut par exemple
évoquer OTXWLOLVDWLRQ GIDOXPLQH SRXU OD VWHUXFWXUD\
GYR[\GHV GH QLFNHO HW G kbn]delpfeR & torBusBiiesyde3d@ide# U P D W
ou encore des isolants thermi§ifea partir de céramiques composites silicate/SiNou
Y2Sios?? /I XWLOLVDWLERG B I1®TKN B ILLRIBE D BUASL MIH la formation
de matériaux mimant la structure de la n&ér&* HW GH?BfRNK\GUR[\DSDWLWH H\

utilisé pour des applications biomédicales de régénération 08Sete

/I fXWLOLVDWLRQ GH ODWVWHFERVTKMVG HQWYHNHWH SURJUHVV
nombreux matériaux de la famille des polymeres (aussi bien synthétiques que biosourceés). La
majorité de ces polymeres QW LQLWLDOHPHQW HQ VROXWLRQ GDQV
FDW p JR Uiteten®latdg'®€ On peut évoquer par exemple la création de matériaux

mimant la nacre a partir de polymeéres synthétiques (pily{dbpropylacrylamide)) et

30



GIDVBIRAHOTXWLOLVDWLRQ GH F&nWeRNsBIQrHpoERIR PaHnawriX S SR U \
synthétiqué’’ 3DU DLOOHXUV RQ SHXW DXVVL UHSRUWHU OfXV
SXULILFDWLRQ HW GP%vbedtog lavfdbiedtiBnQle®dis €yithEboXe a partir de
phénolformaldéhyde avec des propriétés amélici@efelle qufine meilleur résistance

meécanigie, aux acides et au feu).

&HSHQGDQW OYXWLOLVDWLRQ GH ELRSRO\PqUHV VH IDLW
car la structure poreuse et anisotrope obtenue est particulierement utile pour la croissance
orientée de cellulé®?? Dans le domaine du freezasting, le biopolymére le plus utilisé est
la cellulosé®*+222224car j| est abondant et facilement fonctionnalis&8)etilisable par exemple
comme absorbaft ou supporbiomédicaux?®. Le deuxiéme biopolymére le plus utilisé est le
FKLWRVDQH LO HVW SHX FKHU DXVVL FDU VRXYHQW GpU
mert® non WR[LTXH UpVLVWDQW HW D pWp XWLOEkEWERPPH VXS
'{DXWUHV ELRSRO\PqUHV VRQW DIEGVE collagen®L?Yp FRPPH

pecting®1®9oy encorda fibroine'>>2%

Lors du procédé de freezasting, des particules de tailles variées peuvent étre utilisées.
Cependnt, en fonction de la taille des particules, leur devenir est assez difféf€nEn effet
les petites mol&ules et particules nanomeétriques se retrouvent systématiquesjetées par
la glace ouconfinées entre les cristawar non miscibles avec ces cristaux Hiirg2232.233
&HSHQGDQW VL OHXU WDLOOH GHYLHQW GH OTRUGUH GH JL
subvenir. soit elles sonpiégées dans la glace, soit elles sont repoussées par le front, soit elles
sont encapsulées entre les cristdtié*2° Le phénomeéne de ségrégation qui définit le procédé
de freezecasting peut étre ainsi utilisé pour encapsuler despXtOHVY HW PROpFXOHV
(telles que des médicaments, principes actifs ou cellules), qui se trouvent alors emprisonnés
dans les murs par le contrdle de la vitesse du front de glace. Pour des applications de
bioremédiation des bactéries peuvent é&tr©UtiVpHY FRPPH QRXV OfDYRQV Y X ¢
OfRUGUH GH JUDQGHXU GX PLFURQ OHXU FRPSRUWHPHQW

casting peuvent étre comparés a ceux des particules en suspension de tailles analogues.

31



Figure |-7: Diagramme général de stabilité et de structure pour la solidification de suspensions
colloidales. Les zones vertes correspondent aux conditions optimales pour la congélation de cellules.
'f{DSUQqV *AYLOOH

[.3.c Microorganismes et congélation

Comme nous venons de le voir, la technique du freagthg est adapté pour structurer des
biopolymérest VRXYHQW XWLOLVpV GDQV OfHQfeDI&W praigwl. RQ GH
XQH PRUSKRORJLH TXL SHXW rWUH LGpDOH SR OUpIGSIDEVRU
elle permetTHQFDSVXODWLRQ GH SDUWLFXOHYVY HQWUHYV OHV FUL
VROYDQW FH TXL HVW DYDQWDJHX[ SRXU OYHQFDSVXODV
procédé utilisant des températures négatives, la problématique de la cryoprésdoinétre
DERUGpH 'H SOXV LO QYH[LVWH TXH SHX GH WUDYDX[ VXU
cette technique de freerzasting.

1.3.c.i Cryopréservation

Bien que la congélation puisse entrainer la mort pour une grande partie des étres vivants,
elle peutcependant aussi étre synonyme de préservatidres conditions optimales pour la
survie des microorganismes congelés ont été formulés a tréviersO T K\SRWKgVH j GHX]
par Mazuret al en 1972% Ainsi ORUV GH OD FRQJpODWLRQ GTRUJDQLVF
identifiés comme principales cause mortalil& formation de cristaux de glace intracellulaire
et une altération des solut®rintra et extracellulairesen effet, la formation de glace

intracellulaire cause des dommages structwé&lmitif aux microorganismest peutaussiétre
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observeés lors de la décongélatiord faltération des solutions intet extracellulaires cause
quantaelle XQH GpVK\GUDWDWLRQ EUXWDOH GHV FHOOXOHV GX
en solutés dans le microenvironnement des cellybes le phénomene de ségrégation de phase

(ou au contraireine réhydratation bratelors de ladécongélation) Les membranes cellulaires
jouent alors un réle vital par leur perméabilité qui régulent les évéenements physiques
intracellulaires (dont la pression osmotique) et sont de plus les premiers sites de lésion observés
lors de la ongélation de cellulé¥’. Lors de lacongélation, les premiers cristaux se forment
dans la solution. En effet, les cellules, par leur composition interne, induisent un abaissement
cryoscopique de fau et retardent la nucléation de glace intracellulaire. Ainsi lors de leur
déshydratation, Ecellules augmentent leur concentration en soluté interne et décalent encore
la surfusion et la nucléation de glace. Lorsque des cellules sont congelées, leur réponse
biologique et physique a cette diminution de température est donc une combinaison entre
GpVK\GUDWDWLRQ HW FK Bl dahHddW desTIpwel ilidab®s! padi H D X

améliorer leur survie.

Une des stratégies les plus couramneemployéeHVW O fXWLOLVDWLRQ GH FU\R
pour la premiére fois en 19488 O T X W L QylysembmR@ageht de cryoprotection (ACP)
apermitde prt¢ HUYHU GHV FHOOXOHV VSHUPDWLTXHY GYRLVHDX]

PRELOLWpP DSUQV GpFRQJpODWLRQ 'TDXWUH VdifhéByld XUHQW
sulfoxydeé®®, O T p W K\O @ it |18 erythfof#> /IDMRXW G71$&3 SHUPHW GH
température deristallisationdiminuant ainsi la formation de glace intracellulaire. De plus, en
pénétrandans les cellules levdéculesG1$&3 GLPLQXHQW OfYLPSDFW GH OD
croissante grace a leur grand volumelairece qui minimise la contraction cellulaf®. Ainsi

une concentran suffisante de cryoprotectesupermet de prévenir les dommages liéma
rétractation critique des cellules due a la déshydratation osmotique lors de la croissance de glace
extracellulaire, et de contrdler la formation de glace intracellulaire. Cependant leur efficacité

dépend de leur capacité a pénétrer dans les celingisque de leur cytotoxicité.
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Figure |-8: Impact de la vitesse de descente en température sur la survie des cellules et fonction des
différents phénoménes de cristallisatia) Une vitesse deefroidissement élevée induit la formation
GH JODFH LOQOWUDFHOOXODLUH DORUV TXTXQH Y LMWUYXessOHQWH F
refroidissement optimale peut étre obtenue dépendamment de la nature des éelapés.de Mazur
et Peg?®®24 GIDSUQqV KULVWRSK

Une stratégieomplémentairest le contr@ de la vitesse de refroidissement. Une partie des
GRPPDJHV VXUYLHQW ORUV GH OD GpVK\GUDWDWLRQ DYHF
UpWUDFWDWLRQ ILQDO HW OH FRQWU{OH &YSinitassd OOH FL
de descente en température est assez élevée, et si la solution intracellutaifiesastment
concentrée, elle devrait se vitrifier lorsque la températonéirue de diminuet*® Cependant
VL OD YLWHVVH GH UHIURLGLVVHPHQW HVW WURS OHQWH ¢
cellule peut sortir a travers la membranecestalliser en dehors de la cellule. Comme
mentionnéprécédemma, la déshydrattion qui survientpeutétre trop importante et le
rétrécessHPHQW GH OD FHOOXOH IDWDOH 'H SOXV VL OD YLWH)\
ne peut pas sortir de la cellule a temps atrisalliserde maniere intracellulaire qui entraine
la mort cellulaire. Il y a alors un optimum de vitesse de refroidissement qui permet de minimiser
la déshydratation et la formation de cristaux intracellulaire. Cependant cet optimum est
dépendant du type de cellules car fortement relie aWkRSULpWpV GH OD PHPEUDQ
composition interne des organismes. Il dépend ainsi de la perméabilité de la membrane aux
cryoprotecteurs, de sa résistanceanss de la déshydration, de la concentration de ACP
nécessaire pour atteindre untétigreux et de la concentration a laquelle les ACPs deviennent

toxiqueg*6:247
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La vitrification totale est aussi envisageable. En ayant des concentrations initiales tres
POHYpHV HQ $&3 Lempéchistbugmiciéativroettrieix. Cependant la toxicité
HW O {p OL Rcad@atibides &fprotectsigont des limites a cette techni¢fdé*

8QH DXWUH VWUDWpPJLH FRQVLVWH HQ O %®idaht ueVeBWLRQ
premiers cristaux se forment dans la solution, ils vont étre concentrés et leur viscosité va
DXJPHQWHU GLPLQXDQW DLQVL OD GLIIXVLRQ HW OD PRE
cristaux. Ainsi, la déshydratation est ralentie et @antain point totalemerarrétédorsque la
solution extracellulaire devient vitreuse (lpslymeresavec une température de transition
vitreuse, T, vers-20°C fournissent une survie maximéf€) De par leurmassemoléculaire
élevé les polymées sont les meilleurs agenitrifiant HH WUDFHOOXODLUHY /RUVTX
cryoscopique induit par la concentratipmogressive GX PLOLHX LQWUDFHOOXOD
suffisante, une nucléation intracellulaire est obserid@ms ces cas, si la taille deristaux
IRUPpV QTH[FqQGH SDV Q P bénignspduHIa@Xjérite plBsVidllRel. Whd V W H
OLPLWDWLRQ GH FHWWH PpWKRGH HVW OfXWLOLVDWLRQ G
limiter la croissance desuclei et augmenter la survieellulaire. Cette technique peut étre

complétée par le contrdle de la vitesse de congélation afmedex gérer la vitrification.

Il existe ainsi différents parametres et leviers sur lesquels il est possible de jouer pour
DWWHLQGUH O H QteErDpendtre® @eWhicRqganiEniey padbieremédiationen
conservant leur viabilité et activité. Les parametres principaux sont: dergontrdle de la
nucléation et croissance de la glace intra et extracellulaire, la cinétique de déshydratation et le
corntrble de la décongélation. Les stratégies pour régler ces parametre® oW LOLVDWLR
cryoprotectews tpénétrant danka celluleou de haute masse molaiteet le contréle de la
vitesse de refroidissement (et de la vitesse du front de glace pasrde freezeasting).

I.3.c.ii  Encapsulation par FC

Comme vu précédemment, lors de la ségrégation de phase ducstrg, les petites
molécules se retrouvenbnfinéesentre les cristauxCependantORUVTXTXQH WDLOOH F
atteinte (et dépendamment devisse de congélation) différents comportements peuvent étre
observés®. Les cellules, telles que les bactéries, peuvent étre considérées comme ayant un
comportement analogue a des particules, mais plus souples et défotthdlesse retrouvent
ainsi sujets, contrairement aux petites molécules, autant aux mécanismes de rejet par le front de
JODFH TXH GH SLpJHDJH DX VHLQ GHV FULVWBENagmméntG THQ FI

de la vitesse du front. Leur devenir dépend ainsi fortement de la vitesse du front de glace mais
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aussi des caractéristiques des cellules-etiémestleur taille, densité et chimie de surfate

et de la viscosité de la solution de polymeres.

Des bactéries ont été ainsi encapsulées par le procédé de-dasting dans des
céramique®?, des murs de nanotubes de carBohet des polyméré® /THQFDSVXODWLR
céramique (pour former des biofiltres dégradant les phénols) par procédé deaserea
pWp VXLY L HficgidrnXlaii dé@ pr@niére irréversible les nanoparticules de &ifx
SDUWLFXOHV GH FpUDPLTXH TXL HQFDSVXOHQW OHV EDFW
obtenueétait URE XV W H H ¥écl@gdicv\ubeSybplalidation)a permisde stocker sur le
long terme les bactéries encapsulées sous forme seche. Néareminenditions de
FRQJpODWLRQ QH VRQW SDV RSWLPDOHVY HW OD YLDELOLWQP
HVW FULWLTXH DXVVL SRXU OD VXUYLH GHVY EDFWpULHV HW
en matrices de nanotubes de carb@uair la formation de piles a combustible microbienne)

HVW UpDOLVpH SDU OfYHQFD S V-Agnate/ céht@nad Hes EHa@QénidsV GH
/I MXWLOLVDWLRQ GH EDFWpULHYVY SUpDODEOHPHQW HQFDSVX
certains problem¥g ORUV GH OD FRQJpODWLRQ QRWDPPHQW H
déshydratation et en protégeant les cellules de la pression exercée par les cristaux

extracellulaire®*2%

Figure 1-9: Clichés MEB de levuresieapsuées dans des aérogel§ @ O J kt@uesbar freeze
casting

Dans des études récentes réalisé au sein de notre équipe, Sarah Chrigtogsi a
encapsuler des levuressédccharomyces Cerevis)apar procédé de freexasting dans de
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OfDOJLQDWH VDQV XWLOLVHU GH $&3 $LQVL OTXWLOLVDWL
car elle diminue les contraintes mécaniques subies mais augmente ftiksiLFDFLWp Gl
OfHQFDSVXODWHERQ GDQV OHV PXUYV

,O D pWp DLQVL GpPRQW Wppstukrde® mithddkgasisinéy/ teEqDeHdes TH Q
bactéries grace au procedé de freesting. Cependant certaines questions restent ouvertes
WHOV TXH OfpYROXWLRQ GX PLFURHQYLURQQI&possPe GHV E
optimisation du procédé pola viabilité cellulaire.
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Chapitre Il : Freezecasting et

encapsulation
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Introduction

&RPPH PHQWLRQQp GDQV OH FKDSLWUH , OD ELRUHPpPGLD
exogenes est une alternative intéressante face aux techniques {shysicpes. Leur
HQFDSVXODWLRQ GDQV GHYV P Dahiliteef éfficaStél & IBdHovoteGeit VV X U H |
des agressions externes et en lsamférantun microenvironnement adapté a leur survie et

activité de biodégradation.

La premiére question qui se pose alors éstfreezecasting estl un procédé adapté pour
OTHQFDSVXODWLR®&)\SRWOMWEFHENYH HVW TXH OH FRQWURO
des bactéries défini par les paramétres de mise en forme déterminera leur viabilité et donc leur
potentiel de biodégradatioR.our y répondre nous commencerons par chercher un systeme
polymere/bactérie utilisablepuis nous étudieront le procédé de freeasting notamment a
travers les paramétres influencant le contréle de la morphalegimatrices et leur impact sur

le devenir des bactéries
II.1 Quelle souchebactérienne et dans quel matériau?

[I.1.a Pseudomonas putidane espece pertinerpeur labioremédiation

Pseudomonas putidestune espece de bacté&rigramnégative capable dee développer
dans différents environnements (milieux aqueux, sols) notamment dans la réreoégi
colonisé par les racines de plantes dans lequel de nombreuses interactions ont lieu) et dans les
milieux polluég®625" Cette espéce posséde une croissance rapide, une faible demande en
nutrimens et un métabolisme polyvalen6DQV TXJfHOOH SXLVVH rWUH FRQVI
P. putidatolére une large gamme de pH&H WHPSpUDWXUH DLQVL TX{IXQH KIL
substances toxiques et de polluants organf§t®€ &HWWH HVSqFH SRVVEHGH XQ
de dégradation (les plus étad sont les plasmides TOL pWWO0, NAH7 et CAM codant pour
GHV HQJ]\PHV GYRI[PERyupIE MdrieDIa/ ¢hddbolisme de nombreux composés
aromatiques (HAPtels que le toluene, le naphtaléne etdenphre

En particulier, la souchBseudomonas putidat-2 *isolée au Japon en 1961 par Keiichi
+RVRNDZD j SDUWLU G %% Qolté) pdhnqéd-biRdsi@aiche A KAT 23973 (aussi
référenéecomme ATCC33105§! +a été étudiée de nombreuses fois pour la biodégradation
G 1 K\ G U RsaiidEidue ¢t de coloantg®’262265,
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Il est reconnu que les bactéries de tAseudomonapossedent un microenvironnement
composé de polysaccharide, de protéines, de glycoprotéine, de glycop&piisse capsule
naturelle autrefois nommeée glycocalyx possede des propriétés essentiellesnaelalesi
EDFWpULHVY HW OHXU FRQIqUH QRWDPPHQW XQH FHUWDLQH
formation de biofilni%2672¢8 De plus, lors de stress hydriques, Rseudomonagdont les
P. putidamt-2) produisent et externalisent deseS0RO\VDFFKDULGHV (36 WHOV T
la cellulose gi leurpermetentde conserver une hydratation locale et une medlgdgistance

face aux stress oxydants (R85

/ 1 HV Sgéudomonas putidsst un candidat GpDO SRXU QRV pWXGHV GY{HQF
GTXQH DSSOLFDWLRQ GH ELRGpJUDGDWLRQ GH SDU vD SRO

dégradation.
I.1.b /YDOJLQDWH ELRSRO\PgUH GYfHQFDSVXODWLRQ

Comme vu précédemment, les bactéries du gdPseudomonasproduisent des
exo-polysaccharides pour former des biofilms et comme réponses a certains stress. Parmi ces
(36 ILIXUH OYDOJLQDWH TXL SHU P HitroevirbriRErahifaiH GH O

de ces bactéries et une protection facestess oxydants.

/fDOJLQDWH HVW SULQ F L SiatirneshHiesPhHa¢dphydedeaveSuney D O J X H
SURGXFWLRQ LQGXVWULHOOH % 10e @olyimére @st majoritairen@@ HV S D
présent dans la matriextracellulaire de ces algues et joue un réle de structuration conférant a
la fois une résistance mécanique et une certaine flexiffilite/ fDOJLQDWH HMW XQ FF
linéaire naturel composé de deux unités monomerea3 I D FQ-i@dAnuronique (que nous
DSSHOOHUR Q V.-IBguldrdhiqDé] @ppEl& ppar la suite G). Elles sont représentées dans
le schéma (A) de |Rigurell-1
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Figure Il -1: Représentation des structures de l'alginate. Les schémakugte les structures des
acides -D-mannuronique et.-L-guluronique déprotonnés, les deux unités monomeres composant
OfDOJLQDWH /H VFKpPD % UHSUpVHQWH XQH FRQIRUPDWLRQ G
HQFKDVQHPHQW GIXQLWp * IRUPH XQH 5% H® kchEral {C) éBtGbeS W p GH
UHSUpVHQWDWLRQ KLpUDUFKLTXH GH OD VWUXFWXUH GH OfDOJ
échelle est la coordination dualcium dans une cavité (cage appeléeggbox») crée par deux
successions de deux unités G (intheine ou intechaine) et les oxygénes représentés en noir sont
SRWHQWLHOOHPHQW FHX[ LPSOLTXpV GDQV OD FRRUGBLQDWLR
UHSUpVHQWH XQ GLPqQUH GH GHX[ FKDVQHYV eggbe Rt @inWiHV UHOL
PXOWLPqQUH HVW UHSUpVHQWpPp UHJURXSDQW SOXVLHXUV FKDVQH'

&RPPH OD SOXSDUW GHV SRO\PqUHV QDWXUWserery OD \
considérablement en fonction de la soulogpactant les propriétés physichimiques du
SRO\PqUH &HV GLIIpUHQFHYV VRQW GXHV j OD ORQGXHXU GF
et unités M. Une des propriétésDLVD QW G H dedii@auQdvaterigi@ utilisésst
sa capacité a gélifier en présence de catitivalents./ {DOJLQDWH pWDQW FRXUDP
dans le domaine des matériaux en contact avec le vivant (biomatériaux, matériaux pour la
biodégradation, agroalimentaire il FDWLRQ OH SOXV XWLOLVp SRXU UpWL/!
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pour sa biocompatibilit¢. HV FDSDFLWpV GH JpOLILFDWLRQ GH OTDOJLC
blocs Gqui forment des cages permettant la coordination avec les idgh®iCformant une
structure dite en eggbox 2 G H E R v ¥AH2 Cételstructurest représentée par le schéma

(C) de Ie{?igurell-l
Grace a cette propriété deil¢/DWLRQ HW j VD ELRFRPSDWLELOLWpP O

utilisé dans le domaine biomédical (encapsulation et relargage médicamearitatrisation

GHV SODLHV LQJpQLHULH WLVVXOD 93275 &/ gélfiba@ovi e 1L Q G X \

OD SRO\YDOHQFH GH O&rb mif en(fdrie Idou3 Hitférsrites Baamétriedtelles

que dedilles'’®?""et des capsulé®?782%ar un simple bain dans uselution de CagG|la

gélification y est rapide et nécessite peu de calgiumrapport [C&]/[G]>0,55 est suffisant
pour former un gefy? ' D XMbkphblogiegpeuvent étre forméaslles que les fibre€d, les
revétement$! ou bien encore les film%. Des gels poreux anisotrap& fDOJLQDWH RQW D

obtenue avec leur structuration par congélation directiortfietfé
II.2 La congélation directionnelle comme stratégie de structuration

Comme présenté au chapitre précédent, la congélation directionmellet e structuration
de suspensiaprécéramiquesnétalliques ou de solutioade polyméresous forme denatrices

poreuses et anisotropes.

'f{DSUqgv OD OLWWpUDWXUH GLIIlpUHQWYV SDUDPgQWUHV
morphologie de ces matrices oduites par freezeasting. Les principaux parameétres
influengant la structure sont la nature du solvant, la taille de particules et les conditions de
congélatioh®®213.2828 ¢ HSHQGDQW VL OfRQ VRKHKOQWGHWYQERBV X(
structuration parce-templating OH PHLOOHXU VROYDQW XWLOLVDEOH H°
DERQGDQW HW SHX FKHU HW QYfHVW DORUV SOXV XQ SDUDI

[I.2.a ContrOle de la vitesse du front de glace

Les matrices structurées pamngeélation directionnelle réalisées au sein du laboratoire sont
VWUXFWXUpHVY SDU XQ FRQWU{OH GH OD WHPSpUDWXUH S
OYDSSOLFDWLRQ GTXQ JUDGLHQW WKHUPLTXH &HSHQGDQW
du laboré#oire par Rieetal’®® ORUVTXIXQH GHVFHQWH FRQVWDQWH HQ
5°C/min) la taille des pores des matrices obtenues change le long des échantill @r

[1-2). En effet, la distribution de la taille des pores évolue et des pores plus larges sont observeés
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lorsque la distance a la surface refroidissante augmente. La taille des pores étanmetitec
relié & la taille des cristaux produits durant le procédé, eux méme dépentianitesse de
congélation, cet élargissement des pores traduit le ralentissement de la vitesse de congélation.

$LQVL OD YLWHVVH GH FRQJpODWAHR @ KDV \8 DU CKRRP RN QK
a ce que la survie de cellules encapsulée par fegstng en soit de méme.

Figure 1l -2: Clichés MEB de matrices de collagéne structangar congélation directionelle et
VpFKpH SDU O\RSKLOLVDWLRQ $ 5HFRQVWUXFWLRQ SDU PRVD
ORQIJLWXGLQDOH SULVH OH ORQJ GH OfD[H GH FURLVVDQFH GHYV
KDXW GH OfpFKDQWLOORQéalise daaRRI¥ Bds dé/ la Dn@thicked daveaupks
obtenues a différentdmuteursG H O  p F K2tV énGc@de1@@eddifférence de tailledes pores
en fonctiordela ORFDOLVDWLRQ GDQV OfpFKDQWLOORQ

$ILQ GIYDWWHLQ G U HteX gptitraie EMEROXOW WX prARQH GH OTpFKDQW!
FRQWU{OH SUpFLVY GH OD PRUSKRORJLH OD SUHPLqUH pWD
congeélation constante tout au long des matrices. Pour cela nous avons commencé a nous reférer
a la vitesse de propdian du front de glace qui traduit la vitesse a laquelle les cristaux
grandissent et qui edbnc un parametre précis pour déclaevitesse de congélatiohlous

SDUWRQV DXVVL GH OTK\SRWKgVH TXH OfLQWHUDFAWNLRQ DY
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plus précise la viabilité des cellules encapsulées comme mis en évidence par la littérature dédiee

a la congélation directionnelle en cryobiolggre8e-28!

Pour obtenir ce front de glace a vitesse constante, nous avons utilisé les égeatites d

par Stolze et al. (Equation ll-1). Cette équation permete calculer les variations de la
WHPSpUDWXUH j DSSOLTXH U obtxniEuDa/Nitedde Oefprdgie QML IR Q SF

de glace constamtdansun montage de freezmsting analogue a celui utilisé dans aotr

laboratoire.

Equation |l -1

"D Q NEqQefionll-1| 6, est définie comme la température de cristallisation de la solution,
*OfHQWKDOSLH GH FULYV WjlGapait® WheknitdRe Spdcifoe, HO/DV KD [ W
IUDFWLRQ GRIOXP LM HOD FRQGXFWLYLWp WKHUPLREXH GH C
OD YLWHVVH GX IURQW GH JODFH 3RXU DSSOLTXHU FHWWI
WHPSpUDWXUH GH OD UpVLVWDQFH GX PRQWDJH LO IDXW V
(Q HITHW OH FRQWU{OHXU XWLOLYHpUGDXQH/ GHHV PGRHOWF DI THN B M
WHPSpUBWXWIBRXUTXRL OHV FRXUEHV R E VPEHQXAHAMWKBOHWR QWER
VXFFHVVLRQ GH GURLWHY FDOBRXIXXCHVLRQ G RFEXSWWQ WVO®HF)

Pour vérifier ORITE W H Q W LI Qe glafeXaiteldsie constante, des vidéts mi®gression
du front de glace ont éténregistrées lors des expériencesfréezecasting. Une solution
GYDOJLQDWH j D pWp FRQJH Q26+t B5@n. st,peulal gogressiory duwW HV V H'
front de glace suivie par vidébes images ainsi obtenues emsuiteététraitées pale logiciel

ImageJ.

Matériel et méthode

Une solution aqueuse a une concentration massique de 4% {notée GIDOJLQDWH GH VI
HVW SUpSDUpH j SD U Wwsitdm&§ine©($igQaAMtitte@ H:nyeR00%38-3) et

GTHDX X pwslhis8 XoudHagitation magnétiqueetnpérature ambiantel{my pendant

une nuit pour homogénéiser la solution. On préleve 2mL de cette solution et les place dans un
tube en polystyr® H DX VRPPHW GH OD WLJH GH FXLYUH SORQJHDAQ
vitesses ont été appliquées0 pm/ s, 25um.st et 35um.st. Une feuille noire est utilisée

comme fond pour contraster avec les cristaux de glacenidroscope portatiést uilisé pour
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PHVXUHU OD SURJUHVVLRQ GX IURQW GH JODFH /YDQDO\VFE
(Fiji) 288 et les différentes régions sont délimitées par la fonctidinreshold». Le bas des
échantillons MfD SDV pWp S Upour ¢¢QaraiRdes dirette zonecorrespond a la
nucléation des cristaute glace T XL QTfHVW SDV FRQWU{ODEOH j FDXVH G|

Figure Il -3: Mesure de la vitesse du front de gléoes de O 1 X W L O L|EddatidnR Q| BeHA O |
D les clichés pris par la caméra pour mesurer le front de glace sont représentés, pour la vitesse de
35um.st. Les résultats des mesures de la progression des fronts de glace a différentes vitesses sont
présentés dans le graphique. Hauteur des échantifl@arscm.

/ID PHVXUH GH OYDYDQFHPHQW GX | {FigupelV-3@ s gaBifioisH HV W L
des fronts de glace évoluent linéairement lors de ces expériences. Les valeurs des pentes

mesurées sont de 10, 25 et @B1.s!, qui correspondenbien a celles imposées. Ainsi
OYDSSUR[LPDWLRQ GH OD FRXUEH GH GHatRH®)PAHI3Q WHP
pTXDWLRQV OLQpDLUH W dorrblel péSsHe) IR hrogresSdd YiRftokt ¢ glace.

Toutes les manipulations de congélation directionnelle effectuées lors de cette these sont
UpDOLVpPHV j SDUWLU GH FHVY UpVXOWDWY DYHF XQ FRQWU

une struture la plus homogene possible tout le long des matrices.
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[1.2.b Impact de la vitesse du front de glace sur la morphologie des pores

$ILQ GH PHVXUHU OfHIIHW GH OD YLWHVVH GX IURQW GH .
ont été structurées par freezasting aux trois vitesses précédemment décrites. Une fois les
matrices lyophilisées, elles ont été observées par microscopi@gigaes a balayage (MEB)

puis les clichés obtenus ont été traités par ImageJ pour déterminer les facteurs de forme des

pores. Les dimensions ainsi reportéasir[Figurell-4) sont le diamétre de Fereicercle de

plus petit diamétre pouvant entourer tout le pore et donne ainsi leur longeteler diametre
minimum de Ferettcercle le plus grand pouvant se trouver dans le pore définissant ainsi sa

largeur (etainsila distance intemurs)

Figure Il -4: Schéma des mesures des longueurs et des largeurs des pores sur une image MEB traitée
par ImageJ. Le diamétre de Feraeaximal est alors le diamétre du cercle de plus petite circonférence
possible pouvant contenir le poréa longueur du pore. Le diamétre de Feret minimal est le diamétre
du cercle le plus grand pouvant étre contenu dans ce méme pore, soit da largilaguerea distance
entre les parois).

Matériel et méthode
P/ GIXQH VROXW 4 wt%, efHayéndis@Holy bitption magnétique pendant une

QXLW VRQW SODFpHV GDQV XQ WXEH HQ SRO\WWW\UQQH HQ
GDQV edifilipR W
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/ID FRQJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH HVW FRQWU{OpH FRPP!
de Stolze, pour atteindre les vitesses de 10, 25 j@t6§l. Lorsque le front de glace atteint le

sommet de la solution, le tube et la solution coggebnt prélevés et stoskéne nuit &80°C.

Elles sont ensuite extraites de leur tube de polystyrene et lyophilisées pendant 24 heures
(pression de 0,008bar, HQ S U p \Wh €@lieete® §80°C). Elles sont découpées a la lame

de rasoir de maniére pegndiculaire au sens de croissance des cristaux de glace pour les
analyses des tailles des pores et dans le sens de la croissance des cristaux de glace pour les
PHVXUHV GYRULHQWDWLRQ 8QH FRXFKH GH QP GTRU HV
clichésMEB sont pris et leur analyse est reaiggace aulogiciel ImageJ (Fiji).

Le plugin «MorpholibJ» est utilisé pour délimiter les pores puis la comman@dmatyse

particles» est utilisé pour dénombrer et mesurer les diamétres de minFeret et maxferet de

différents pores précédemment délimités (Fagure 11-4). Pour éviter de mesurer les erreurs

de délimitations (qui sont dans la plupart des cas @uese inclinaison de certaines parois),

OHV SRUHV GTXQH WDt OREW QUQURBIPMW DLQVL TXH FHX[ HQ E
ne sont alors pas complets. Ces mesures sont effectuées sur 352 pores pour la vitesse de 10
um.st, sur 767 pores pour 25m.st et sur 1598 pores pour la vitesse dguB@s? (la quantité

de pores analysées est définie en proportion des pores présents dans une méme surface
GIpFKDQWLOORQ 3RXU PHVXUHU O HOfigRtatiol QastDsERQV GH\
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Figure Il -5: Clichés MEB des pores obtenus a différentes vitesse de progression du front de glace
DSUqV O\RSKLOLVDWLRQ &HV YXHV VRQW SHUSHQ@@deEX&GDLUHYV |
différentes vitesses observées sont igirh0s! (a), 25 pm.s' (b) et 50 pm.s! (c). Les images de droites

DY EYf HW FT VRQW OHV LPDJHV GHV SR MéipholibBhFshr@eguelesi W GpOL
la commande analyse paiitle » a été réalisée. Echelle 250 um (et 80P SR)XU F 1

Les clichés de I&igurell-5|présentat les variations observables entre les matrices structurés
DX[ GLIIpUHQWHYV YLWHVVHV GH SURJUHVVLRQ GX IURQW

transversales (perpendiculaimsgradient thermique lors du procédé de freeasting) permet

de visualiserds pores crées lors du retrait des cristaux de glace, qui sont en quelque sorte des
négatifs. Comme rapporté dans la littérature, le rapport entre vitesse de congélation et taille des
pores est ici observéeglus cette vitesse de congélation est rapitles k@s pores finalement
obtenus vont étre fins et nombreux, plus cette vitesse sera lente, plus les pores seront gros mais

moins nombreux. Ces morphologies sont définies par la taille des cristaux de glaces qui suivent
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la méme évolution en fonction devdesse du front de glace. Ces clichés MEB ont été alors

utilisés pour quantifier cette différence de morpholagpear les mesures des diametres de Feret

minimaux et maximauxtetles résultats sont présentégregurell -6

Figure Il -6: Graphiques de I'évolution da taille despores en fonction de la vitesse du front de
glace. (a) La longueur des pEs caractérisé par maxFeret diminue avec la vitesse ainsi que la
distribution de taille qui s'affine. (b) Il en va de méme pour la largeur des pores caractérisée par
minFeret (les moustaches correspondent a 5% et 95% des donnés).

Les variations de la longur de la section des pores sont présentées (Fﬁ'rguta II-6|(a)

et leur largeur en (b). La moyenne de leur longueur diminue lorsque la vitesse augmente en

passant de 201 pm pour la vitesse dgui0s? & 139 um pour 25 pmat et & 110 pm pour 50

um.st. Il en est de méme pour leur largeur qui passe de 50 um pour la vitesse la plus faible a

35 um puis a 25 um lorsque la vitesse de propagation du front de glace augmente. Il est aussi
intéressant de noter que la variation de la dispersité diminue audst aO 1D XJPHQWDW LR (

vitesse, les cristaux de glace auraient alors une répartition en taille plus homogene.

Le gradient thermique appliqué (définissant la vitesse de progression du front deaglace)
une incidencedirece surle nombre de cristaux et lsudimensions. La morphologie des
FULVWDX[ GpSHQG GH OHXU YLWHVVH GH FURLVVDQFH OH C
PDLY DXVVL GH OHXU FURLVVDQFH ODWpPUDOH OH ORC
perpendiculairement au gradient impdg&)Ainsi plus le gradient thermique est important

SOXV OD YLWHVVH GX IURQW GH JODFH OYHVW HW SOXV

dominante, résultant dans des cristaux plus fins.
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Figure Il -7: Analyse des orientations des pores des coupes transversales (a, b et ¢) et longitudinales
DY ET HW FY GHV PDWULFHV VWUXFWYURWVD|1GL B B W HNWW L W
um.s' F HW Fdifférente¥ couleurs sur les clichés représentent une orientation spécifique. Les
distributions de ces orientations sont représentées dans les graphi(pas tes coupes transversales)
et e (pour les coupes longitudinale§)es graphiques sont normais/y HW FHQWUpV VXU OfR
dominante Echelle 250 pm

&HV PrPHVY PDWULFHV RQW pWp DQDO\VpHV j WUDYHUV O¥YF
plugin OrientationJ, les pores ont été colorisés en fonction defiiemtation Pour les coupes

transvesales (Figure 11-7) plusieurs couleurs sont observées traduisant la présence de

différentes orientations des pores. De plus les pores semblent fal@serdomaines
GIRULHQWDWLRQV UHJURXSDQW XQH FHUWDLQH TXDQWLW,
plus petits et nombreux lorsque la vitesse du front de glace est plus élevée. Ces résultats sont
retranscrits dans le graphique (d) représentant laldison de ces alignements des pores
QRUPDOLVP j OYRULHQWDWLRQ PDMRULWDLUH GH FKDTXH |

3RXU OHV FRXSHV ORQJLWXGLQDOHYVY DY ET HW FT XQH FI
cliché traduisant une orientation des pores unique. Ce réseiitatrouve sur le graphe associé

H DYHF OYDEVHQFH GH SLFV j GLIIpUHQWYV GHJUpV GYRU
DOLJQHPHQW OH ORQJ GH OYD[H GX JUdagihgdCepéntléant pourP LT X H
la vitesse de 1Am.st, deux ori@tations proches sont observabigs traduisentune légére
LQFOLQDLVRQ GHV FULVWD XpbhserHéslotsddleur@rhixs@anae.HY GRPDLQH
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Ces variations du nombre de domaines et de leur taille observable dans les coupes
transversales résehitde la différence de stabilité des cristaux lors du freasting. En effet
ORUVTXH DXFXQ FRQWU{OH GH VXUIDFH QYHVW DSSOLTXp j
la tige refroidissante, une nucléation aléatoire des cristaux de glace est obsadiésant a
GHV GRPDLQHV GITRULHQWDWLRQ¥H PDFURSRUHV HX[ DXV\

/ID GLVWULEXWLRQ KRPRJgQH GH OTfRULHQWDWLRQ GHV S
OfLPSRUWDQFH GX JUDGLHQW W K HWwédes ¥ridtatxDs@ldh leddelF R Q W L
OHV SRUHV VIDOLJQHQW /®&dadylé gaslde Glvitegse Hefib &t prE VHU Y p
VIH[SOLTXHU SDU XQ JUDGLHQW SOGHM DMHEOGHGHWF GRIQFV X
cristaux facilité par la compétition rére la croissance le long du gradient souhaité et
OfRULHQWDWLRQ GX FULVWDO &HV DQDO\WHV SHUPHWWHQ

le long du gradient et leur alignement, propice & la conductiofiuiigss:®°,

Figure 11 -8: Comparaison de la distance entre les murs (associé a la largeur des pores) entre le
haut et le bas des matrices (coupes réalisées a envimun 8e chaqgue extrémds).

Enfin, des mesures dellgeur des pores sont réalisées sur des échantillons analogues mais
cette fois les coupes sont réalisées proches des extrémités supérieures et inférieures des matrices
(a environ 3nm de la surface du haut et du bas de chaque échantillons). Ces mesue&epe

GIDQDO\WHU OfpYROXW Ltet@o deOchstawDpré&a &l émreert\prezdat) H V

long des échantillons.
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Le graphique de |gigurell-8|montre la conservation de ces largeurs entre le haut et les bas

des échantillons pour les différentes vitesses. Ainsi grace au contréle de la vitesse de front de
glace de maniére constante, la taille des cristaux est conservée le long des échamtitllide
OYXWLOLVDWLRQ G Htal.pduxlb strucRi@Qtivon®ks$ de\6eReOdse.

11.3 Diagramme de composition

ITXWLOLVDWLRQ G X-c&sting FoeGpt d& HorimgrHde$ Hmatrices poreuses
structurées par les cristaux de glace a crotesaantrolée. Comme décpitécédemmentette
structuration est possible grace au phénomeéene de ségrégation de phase qui rend possible la

FULVWDOOLVDWLRQ GH OfHDX HW OD FRQFHQWUDWLRQ GH)
effet, les especé VROXEOHV GDQV OfHPBd¥nglH ghacearguaduas Ry FLE O
exceptions) et sont alors ségrégées et concentrées dans les interstices lors de la cdAgélation

tout comme les particule® et cellule4?** Les bactéries alors présentes dans la solution
GIDOJLQDWH QH IRQW SDV H[FHSWLRQ VL RQ OHV FRPSDLI
souples et déformables) et vont alors étre ségrégdsFavO f1DOJLQDWH HQWUH OHYV
/IH VXFFqV GH FHWWH HQFDSVXODWLRQ GHV EDFWpULHV G
proportion de bactéries présentes dans les parois ainsi que de leur survie et activité.

$LQVL ORUV GH O fKetfpeabtiayXidashviRbhePritautour des bactéries
change. Grace a la ségrégation de phase, les bactéries se retrouvent alors piégée entre les
FULVWDX[ GDQV XQH VROXWLRQ TXL VH FRQFHQWUH HQ D!
autour des @llules lors du freezeasting a été étudié au sein du laboratoire donnant lieu a un
article en ceauteur avec le docteur Kankan Qin. Cette évolution a été anatysi@eainsi que
SDU DQDO\WH FDORULPpWULTXH DILQ GH RldesxgllHesR&SUHQG U
du procédé de freezmsting.

[1.3.a Analyses thermiques

Pour comprendre le comportement des mélanges eau/alginate, des analyses DSC
(Differential Scanning Calorimetjyont été réalisées. Cette technique permet de quantifier les
flux de chaleu associés auphénomeénes de transformation thermodynamiques tels que les
phénomenes de fusioe FULVWD OO LV DW L &dLaHDEC Gefipators StreWtdeViduR Q
pWXGLHU OD IRUPDWLRQ GHV FULVWDX[ GH JCeauRtsénMLQ GH

du matériau lors de la congélation.
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Matériel et méthode

/fDQDO\WVH FDORULPpPWULTXH GH PpODQ J388) 4dwxénliss) L QD W H
par DSC (Differential Scanning Calorimetry) afin de mettre en évidence le comportement
thermique a différentes concentrations.

3RXU FHOD PJ GH PpODQJHYV GYDOJLQDWH GH VRGLXP HW
dedwt%oj ZW RQW pWp SODFpV GDQV Gesdtepsuesoitetedids GTD O X P
et laissé&s a homogénéiser a température ambiante pendant une semaine. Cette manipulation
SHUPHW GTREWHQLU GHV PpODQJHV OH SOXV KRPRJqQQHV &
GHOj GH OD OLPLWH GH VROXELOLWpP GH OYfDOJLQDWH GH V
Le profil de température utilisS HQGDQW OfDQDO\VH '6& FRQVLVWH HQ XC
de 20C a-80°C a une vitesse dd0°& PLQ 6THQ VXLW XQH pWDSH LVRWKH
XQH UHPRQWpP HQ WHPSpUDW XUT. C& meBur&stsoi kdalisEes/aded X V T )
un équiperant DSC TA instrument Q20 opérant en compensation de puissance sous un flux
GI$]RWH j T PIRPAWQVIDIIUDQFKLU GH OD VXUIXVLRQ OHV pF
refroidta- & SXLV XQH UHPRQWPH HQ WHPSpUDW XUfusiot XV T X 1D
GH OD JODFH HVW HIIHFWXpH J/H F\FOH VXLYDQW VTHIIHI
température de retour de 0@ plus froid.

/IMDQDO\VH GHV GRQQpHV DLQVL REWHQXHV V{HIIHFWXH D
permet la mesure de latep@W DWXUH GH FULVWDOOLVDWLRQ DLQVL TX
(endothermique, dont par convention le pic est dirigé vers les valeurs négatives). La mesure de
OD WHPSpUDWXUH GH FRQJpODWLRQ DX[ GLIIpUHQWHYV FRQ
courbe ddiquidus (température séparanine zone du diagramme caractérisée @fH[LVWHQFH
Qufieseule phaseO L T X L Gdn&§rXc@kée par l@oexistence entnenephase liquide et

une SKDVH VROLGH /D PHVXUH GH O YH Qe [ddlcBlet @I H 1 XV L

composition de la partie vitreuse du mélange apres congélation.
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Figure 11-9: Thermogrammegles mélanges eau/alginate a 25wt% et 62wt% d'alginate. En
diminuant la température, des pics exothermiques sont observés et correspondent a la cristallisation de
I'eau. L'aire sous ces pics correspond a la quantité d'eau cristalisée. Lorsque la temgpataonente,
des pics endothermiques sont observés et traduisent la fusion de ces cristaux précédement formés
dontOTLQWpJUDWLRQ TXDQWLILH OD SURSRUWLRQ GH JODFH IRQG:
de variation de température de°T@min.

Dans laFigure 11-9| deux thermogrammes réalisés par DSC sont montrés. Les deux

compositions choisig®5 et 62 wt% permettent de mettre en évidence la dépendance des pics

caractéristiques du mélange eau / atgravec leur concentration.

3RXU OD FULVWDOOLVDWLRQ ORUVTXH OD FRQFHQWUDW
diminue ten fonction dda quantité de glace forméset il se décale vers les plus basses
températures. Ce décalage, nommé abaissenrgoscopique, est di a la diminution du
SRWHQWLHO FKLPLTXH GH OTHDZX® @lomsXleGaporetiehitigdeH QF H G
de sa phase solide ne varie pas car elle cristallise pur en ségrégant les solutés. Ainsi, plus la
concentration augmente et plus cette température de cristallisation diminue. Cependant un autre
SKpPQRPqQH LOQWHUYLHQW LdFV T XGHD OV Q IKKWILIRH) CA_HE plONHD ¥ D U
de germes, appelée audsaleur latente de cristallisatiast inférieure a la barriere énergétique
associéechaquegerme forméond VDQV DYRLU DWWHLQW OD WDLOOH FUI

la cristdlisation). L § H peXt alorontinuerderefroidir sans cristalliseCependant, lorsque la
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cristallisation commence elle est rapide et libe@H O §p Q HdbaléuH latént® de

cristallisatiod® $LQVL OD TXDQWLW pe@fhHiHéniXpertUatry Sufisar@eLpo QW | |
FRQWUHEDODQFHU OH IOX[ GH FKDOHXU FRQWU{Op SDU '6&
HVW REVHUYp SRXU OD FRXUEH @ j/ 1 Z QD GB\VIHOG HQFHN Sil

alorsimprécise il existe cependant des méthodes pour régler ce probléme. En faisant des cycles

de cristallisation et de fusion avec un décalage de la température de ré&gquell@ on choisit
GH UHGHVFHQGUH HQ WHPSpUDWXUH RQ SHXW V{DIIUDQFEk

appliqguée pour mesurer la température de cristallisation du mélange.

Lors de la fonte des cristaux de glace, lorsque la concentration en polgogmente, la

VHXOH GLIIpUHQFH REVHUYpH HVW OfL@WHEHDWHWPRGCK GHNVF
HQGRWKHUPLTXHV GH IXVLRQ GH OD JODFH FRUUHVSRQG |
IRUPpH DX PRPHQW GH OD FRQJPOEHWLIMR@MW HEBRQ D DKW @ RO
GX V\VWqPH XQH GLIIpUHQFH HVW REVHUYpH /D TXDQWLWp
LOQWURGXLWH $LQVL OD SURSRUWLRQ GYTHDX % HiIM DWW \VO/D V
SDV REVHUYDEOH GLUHFWHPHQW SDU '6& (Q FRPSDUDQV
LQLWLDOHPHQW GDQV OH PpODQJH HWiInteriidikXedead W FULV'
SURSRUWLRQ GYHDX QMD\DQW SDV FULVWDOOLVpH &HWWH
la partie ségrégée, avec le polymere auquel elle est liée, dans une zone emprisonnée entre les

cristaux de glace. Ces proportionsipent alors étre calculées et sont représentées en (c) de la

Figurell-10

(Q SUpVHQFH GH VROXWpV GRQW OHV SR@IRgilpy OTHD
SRVVpGDQWYV GLIIpUHQWHY VSKqUHV GTK\GUDWDWLRQ &HV
GHV PROpPFXOHV Gf¥X/DPHBIX O HE VR ODSHNG lva@BuBitksbht
OHV PROpFXOHYVY GYHDX TXL RQW XQ SRWHQWLHO FKLPLTXH
peuvyHQW DORUV FRQJHOHU néfitreDzihgQvate tonipase M praini® Hpbdyéd
GIK\GUDWDWLRQ /HV PROpFXOHV GYHDX GH FH JURXSH R
abaissé par les chaines polymeéres pour que leur réseau de liaison hydragigfersee de
maniére critique. Ainsi, lors de la descente en température, tandis que les molédulés du
FULVWDOOLVHQW FHOOHV GH OD SUWUhH&skaridds avdsdh&imgd H G 1K\

polyméres sous forme vitrifiée
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Figure Il -10: (a) Diagramme de composition du mélange eau/alginate. Les points magentas ont été
mesurés par DS@ une vitesse ddescente en température dd°C/min et décrivent le phénomeéne
GTDEDLVVHPHQ Ven Foddtierv deR& ftatthor volumique initials f{DOJLQDWH /D FRXU
liquidus HYW GplLQLH WK jiRjuALichX 12]etHacsurk® DHdorde dia température de
WUDQVLWLRQ YLWUHXVH HVW HO O H-Tdybr@léckt@fiEuaidnD-S|yV OH PR
Composition de laphase sggdpH HQ IRQFWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ LQLYV
/D SURSRUWLR Q- GNHHD X @MILEBWRIRQ UHSUpVHQWpPH HQ PDJHQWD H
GH OD TXDQWLWp GITHDX PHVXUpH DYHF OXBIQWIKW©® SLIH X IR VW
SURSRUWLRQ GIDOJLQDWH GDQV FHWWH PrPH SKDVH HVW UHSUg

Le diagramme de composition de

Regure 11-10

a ainsi puétre établi en analysant les

thermogrammes effectués, allant des fractions volumiques inifiaiasede 0,025 a 0,65. Par

la mesure de la température a laguelle la cristallisation commentamfigratureonsej la

courbe ddiquiduspeut étre retrouvée. Pour calculer théoriguement la courlguidus nous
DYRQV XWLOLVp OD FRPELQDLVRQ GH OfH[WHQVLRQ GH Of]

proposé par les travaux de V. Kocherbff8v

uationll-2|nous permet alors de tracer les

températures deistallisation pour des polymeéres a haut degrés de polymérisation (N>>1).

Equation |l -2

58



Dans cette équationS HVW OH SDUDPgqWUH G‘I]LQWH‘U,D,@F*WSIRQ GH
OTHQWKD O S Uaglael (A %\60WR QmGHH 65 est la fraction volumique du polymére,
LFL O YD OlattuDoNstanke\des gaz parfait (eriamor?).

&HSHQGDQW DXFXQH FULVWDOOLVDWLRQ QYfHVW REVHUYpP
fraction volumque de Tp G 1D O J L Q DsWihltes@eDdérattianHie la DSC utilisée).
Ainsi, a cette vitesse de refroidisseme®fHDX SUpVHQWH GDQV OH V\VWgPH
dela de cette concentration et se trouve sous forme vitreuse. Ces résultpts adigurs en
concordance avec les équations de Gebaylor qui ont été ici utilisées pour compléter ce

diagramme de composition par la représentation théorique de la courbe de la transition vitreuse
(To)-

Equation |l -3

Ou G correspond a la température de transition vitreuse a un composition d@ppée,
f& HVW OD WHPSpUDWXUH G & #20QdclIleWLiigmare & UH XV H

XQ IDFWHXU HPSLULTXH IL[p ] G 1D 3UVYXUOG YD WW D MDWK\[V &
polysaccharides.

Cette courbe deglcrase la courbe dliquidus vers une température d27°C et a une
fraction volumique delcrit $LQVL SRXU XQH FRQFHQWUDWLRQ LQL'
Terit, lorsquela température passe sous la ligndiguidus la solution va se séparer entie la
glace pure et une solution alors plus concentrée. Le mélange continue de se concentrer en
DOJLQDWH MXVTXYj DWWHLQGUH OD WHPSpUDWXUH GH OD
G 1L QW H Uhgtidugetldr @ T D& solution concentrée peut alors plus étre déshydratée
et se vitrifie. Il y a coexistence entre la glace et la solution vitrifi€e. La concentration cette
solution vitreuse est fixée Brit HW QfpYROXH SOXV VL OD WHPSpUDWXUH

(Q XWLOLVDQW OfLQW pJUD vemReQ mehtibkiné Sprdedtertntént) Xav L R
FRPSRVLWLRQ GH OD SKDVH YLWUH XV HFQureX-1eNe)UpduG pWHU P
toute concentration itiale en alginate inférieure &t la phase vitreuse est composéelge
GIDOJLQDWHCHMDEH LWUHXVH &HSHQGDQW ORUVTXH OD FF
est supérieure it LO Qf\ D SDV GH FULVWDOOL ¥riligtemBrRaldefte OH V\\

concentration initiale
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Figure 1l -11: Schéma de l'impact de la vitesse sur le diagramme de compesititaiginate

Contrairement a la courbe tiquidusfixée par les lois de la thermodynamique, §ae3tun
phénomene éminemmecinétique. Alors que l&quidus est invariant pour une composition
donnée, la courbe de lagTest fortement dépendante de la vitesse des variations de
température€®2%4 Une vitesse de descente en température plus élevée induit alors une
augmentation de la température de transition vitreuse du mélange. Ainsi nous pouvons formuler
OYK\SRWKgVHOWYXSERDQW H5 1 ligQiduvd-etiod thFBeltrau@e @odifié lague
la vitesse de congélation varie, impactant alors la composition de la solution vitreuse finale
Terit. Et de maniére plus spécifique, lorsque la vitesse de progression du front de glace augmente,
laTy DXJPHQWH DXVVL GpSOD nbé\eu® ¢dutdes] f@isant@EWpluei H UV HF W

vers des compositions moins concentrées en alginate.

*UKFH | FHVY DQDO\WHV WKHUPLTXHV QRXV DYRQV SX G
composition a lieu dans les interstices des cristaux formés lors de laatmmgéAinsi les
fractions volumiques entre les cristaux de glace sont fixées indépendamment des proportions
LQLWLDOHYVY SDU O YL Q Wddidug ¢t BeNaLTR,@t GobirVin eI XnddEddWalGinate
elle est fixée d ¢t =0,6 +t SR XU X Q H analyaeHy YoRC aiff

$ILQ GH FRPSOpWHU OHVY DQDO\WHV WKHUPLTXHV OfDQDC

congélation directionnelle a été realisé.
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[1.3.b Analyse spatiale de la croissance des cristaux

/ITDQDO\WVH VSDWLDOH D SRXU EXW GH PLHX[ FRPSUHQGL
autour des bactéries que nous allons encapsuler. En effet, contrairement & la DSC ou chaque
phénomene ayant lieu dales capsulesont analysés simultanément, ugsolutbn spatiale
de ces phénoméneSHUPHWWUDLW XQH DQDO\VH SOXV VSpFLILTXH
cellules. Ainsi, ertollaborationavec Sylvain Deville, Directeur de recherche CNR® 1, QVW LW XV
Lumiére Matiére (Lyon, France)des observationis situ pa microscopie confocale ont été

réalisées.

Le montage représenté [éigurell-12 D SHUPHW GTREVHUYHU OH IURQW
congélation directionnelle. Il est composé de d@elties +un chaud et un froidtafin
GIDSSOLTXHU XQ Jddridrié un€xdlutivrkdd pbRndr&Xrmiélangé a un fluorophore
est emprisonnée eptdeuxlamellesde verreformant une cellule Hel€hawet déplacé du
Peltierchaud vers I&eltier IURLG /TREMHFWLI GX PLFURMIEE®R®&EH FRQIRF

gradent & la température de formation des cristaax front de glace.

Matériel et méthode

Le systeme de congélation directionnelle couplée au microscope confocale, utilisé pour
observer in situ la croissance de la glace et la ségrégation de phase, est composé de deux
Peltiers indépendants contrélés pan moduleDLQVL TXH G{XQplade@ewtddOH GH
OfpFKDQWLOORQ HQ ;<

Les deuxPeltiers sont séparés de 2 mm. Les observations ont été réalisés a travers un
microscope confocal Laser Scanning Plateform Leica TCS SP8 (Leica Microsystems SAS,
Allemagne).

8QH VROXWLR Q4va@% b utlis® BvatHiejrhodamine B (0,1mM). Cette solution
fluorescente est alors placée entre deux lamelles de verre (chambrShielg et déplacé

depuis IePeltierchaud (12C) vers lePeltier froid (-8°C) a différentes vitesses linéaires, a 10,

20, 30 et 5Qum.st. La distance entre les deieltiers est fixée ici a tam.

/1 R E M H miatdskco@axonfocale est placé adessus du gradient thermique, au niveau du

front de glace. Les clichés de croissance de la glace et de ségrégation de phases sont analysés

par lelogiciel Fiji.
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Figure Il -12: Evaluationspatiale de la composition des interstices entre les cristaux de glace pour
différentes vitesses de front de glace. ($bsewation dela croissance de la glace in siast réalisé
en utilisantun microscope confocale, couplé avec un montage de congélation directionnelle modifié.
Les abuxPeltiers établissentun gradient thermiqueontrélé. LT R E M H Fm\dfdskco@eXonfocale est
placé ai-dessus de la température de cristallisatiol W SHUPHW OYREVHUYPGNh&R Q G X U
GH OD FRQJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH GH OD VROKWERQ GTDC
interstices formés entre les cristaux de glace, rigmealginate sont visibles en magenta, et en noir les
zones occupées par la glade) La concentration en alginate des interstices peut étre obtenue en
intégrant le volume des cristaux de glace et augmente avec la distance au front de glace (avec comme
hypothése une solubilité nulle des solutés dans la glace). (d) Grace a la vitesse de la congélation,
OfpYROXWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ GYDOJLQDWH GDQV OHV
OYDOJLQDWH DX FRQWDFW ég¢e¢hte. OH ITURQW GH JODFH HVW LFL

$ILQ GH PHVXUHU O Y dé&cB®Bdance Gad cisiauy deVglbice Suidla ségrégation
de phase qui a lieu dans notre systeme eau/alginate pendangé&ationdirectionnelle, une
VRO XWLRQ 4aviYoradduée@awidtiejla rhodamine B a été utilisée. Cette solution permet
GYREWHQLU GHV FOLFKpV ' DLQVL TXH ' GH OD FRQJpODYV
confocale utilisé en couplage avec @dtiess a températuscontrélées. Par le déplacement
dH OfpFKDQWLOORQ | 18,.20,80 et GwksY leg dWiekemy/ frbits de glace
génereés sont observéaseprésentés grigurell-12(b) tavecen magentadD D VROXWLRQ GIDC

et de rhodamineet en noir legristauxde glaceDix clichésconsécutifssontanalyséspour
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chaqueYLWHVVH /IDQDO\VH GH FHV FOGHKMVY DV.H HDRBF XSHIH QO
cristaux, en noir, en fonain de leur distance au front de glace. La conversion deoteses

de Tgiaced Taginatepermet de mettre en évidence des évolstitencomposition locale en fonction

de la vitessele congélationLalFigurell-12l F SUpVHQWH DLQVL OTpYROXWLR
en alginate dans les interstices, entre les cristaux de glace, en fonction de leur distance au front

de congélation et de leur vitessef p Mtidn de laconcentrationG D O Je@ Btisadssi
représentée en fonction du tempgFeagurell-12|(c), PHWWDQW HQ OXPLqUH OYDVS
cCKDQJHPHQWYV GH FRQFHQWUDWLRQ GIDOJLQDWH GDQV OHYV

/IHJUDSKH F PHW HQ pYLGHQFH OD SUR[LPLWp GH OfpYR
pour les vitesses de 10 et ph.s’ pYROXDQW OLQp D LAMAP 8 QIO MDQ/ITN Hj |
distanceau frontde congélatiorde 600um. Pourla vitesse de 5Qm.s?, la zone entre les
cristaux de glace est moins concentrée en alginate paaméme distance avec une
concentration se stabilisant vers les 20wt%. Pour la vitesse intermédiaire pae.S0 la
FRQFHQWUDWLRQ |LIesDriekstice et Jes QEnwtdoHh 8B@NY Zes données
PHWWHQW FODLUHPHQW HiesSeDiohY dOdldcP SIRI& AhEpQsiieh @eél O D

zones interstitielles durant la congélation directionnelle.

Les différences de profils observées pour les différentes vitesses peuvent étre expliquées par
la température de8°C fixée pour lePeltierfroid. La transition vitreuse étant un phénoméne
éminemment cinétique, sa température caractéristique dépend de la vitesse de la transformation.
Ainsi pour desvitesses de front de glacelativement élevéddlles que 5um.s?, dans notre
expérience)la Ty dewait sedécale vers des températures plus hayticalantalors son
intersection avec la courbe tiguidusa des températures plus hautg®ssiblemenproches
de-8°C). Ainsi Tcrit peut étre atteinte et la composition est fixée & 20wt% ce qui se traduit ainsi
par un plateau. Pour des vitesses plus faibles, le croisement engret Ik lfquidus se fait a
GHV WHPSpUDWXUHV SOXV EDVVHV Q Hi &uH tbisHA& veReQW DO F
H[SPpULHQFH OD FRXUEH GYfpYROXWLRQ GH OD FRQFHQWUD
pourrat continuer a se concentrer si la températurePdliier était plus basse. Le fait de
UHSUpVHQWHU OfpYROXWLRPEBEWLRD |&X AV H B/\HIIWW P WWH®T
de concentrationtles pentes des courbes représentées en (d) sont maximales a proximité du
IURQW GH JODFH SXLV GLPLQXHQW $LQVL OfpFKHOOH XWL

des concentrations.

CHWWH UHSUpVHQWDWLRQ PHW H @np#rticdliddeFaHites§d IS D FW C
IURQW GH JODFH VXU OfpYROXWLRQ GH OD FRQFHQWUDW
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faibles OfpYROXWLRQ GH OD FRQFHQW tkbDtiatiomR ihalel €tVpl&O XV O}
importante. Pour des vitesses de front de glace élevées, la concentration entre les cristaux de

glace augmente plus rapidement mais atteint sa limite a une valeur plus faible.

'DQV OH FDGUH GH FHWWH Wdts spatialésHen lidisSsapét led gnalses G D C
thermiques pour le diagramme de composition) permettent de se rapprocher des changements
subvenant lors de la congélation directionnelle, au voisinage local des bactéries encapsulées.

En effet, ces analyses localgsrmettent de faire une ébauche de la composition finale autour
des bactériest SURSRUWLRQ GTDOJL QD W HtainkiWue teX Eindtue& leHD X Y L

variationde la concentratioqui peuvent toutes deux avoir un impact sur la survie des bactéries

encapsulées. Ainsi|Rigurell-12|(d) permet de sonder les vitesses et amplitudes des variations

de compositions qui ont lieu dans le microenvironnarpeoche des bactéries.

Figure 11 -13 (a) Schéma de la croissance de la glace lors du procédé de-trastreg avecen
cyan des cellules lors de leur encapsulation, en magéeha FRQFHQWUDWLRQ GIDOJLQDWI
O 1L Q WeHeQ Ylany les cristaux de glace. Ce schéma est relié au diagramme de composition pour
une compréhension plus claire des différentes étapes par lesquelles passent les cellules lors du procédé
defreezecasting. En les cellules entrent en contact avec le front de gise retrouvent dirigées
vers les interstices. Puis entre ¢t t la ségrégation de phase déshydrate le milieu interstitiel,
concentrant ainsia suspensiorM X VT X j DaA®hpdsiQoB ded.Gnt OD VpJUpJDWLRQ VT
car la composition est dé;: et le milieu interstitiel se vitrifie.
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SRXU FRPSUHQGUH OffpYROXWLRQ GX PLFURHQYLURQQHPI

la[Figure lI-13|représente schématiquement les différentes étapes par lesquelles passent ces

cellules lors du procédé de freezasting. Au temps.tles cellules rentrent en contact avec le

front de glace (qui est alors a la température critique de la congélation) et entrent dans les
interstices entres ces cristaux. Enirettb, les cellules se trouvent dales interstices ou la
solutionestde plus en plus concentrée en alginate et bule® La suspension entre les cristaux

de glacese déshydrat auprofit du grossissement des cristauM XVT X DWWHLQGUH OD
Terit. EN b, les cellules se retrouvent piégées dans une phase vitreuse ol la cristallisation et la
ségrégatiorassoF L p HV 'V {ixbhUaimgiHa@dbhcentration et le microenvironnement des

cellules. Ce schéma est relié au diagramme de composition présenté en (b).

/IRUV GH OTHQFDSVXODW LR® \GW V Q& BEvI VATAsHE¥nt&iiiobl ehU H H | H
alginate et de4wt% (correspondant a=0,025 donc inférieure alcri) et la vitesse de
progression ddront de glaceestconstantll estdonc SRVVLEOH G{XWLOLVHU FH
FRPSRVLWLRQ SRXU GpFULUH OfYpYROXWLRQ GXIlePLFURHC
microenvironnement des cellules évolue lors du freemting etdevient plus concentré en
alginate,suivant la ligne ddiquidus MXVTXYj] DWWHLQGUH O DeildiDIE&VLRQ YF
VROLGLILH j OOPpWDNMD WWRIIHXYL OIfDXJPHQWDWLRQ GH VD F
GYifpWDEOLU GH PDQLgUH DQ EadueldlinbtX spatileappe@éifrand D FH
vitreux qui définirait la limite entre la ségrégation de phase et la zone vitreusgi st

atteinte.

Il est toutefois important de rappeler que les conditions de congélation directionnelles
réalisés dans cette coopération sont différentes de celles réalisées au sein du laboratoire. Le
montage est en effet différent avec dans un cas la latiogeéa travers un montage 2D ou les
WHPSpUDWXUHY GHV GHX[ HIWUpPLWpPpV VRQW FRQWU{OpHV
contrble de température. Cependant les résultats obtenus ici sont riches en information et
SHUPHWWHQW GH PutibnXdesDrardnt@atibbs énfre MRdbstaux lors du freeze

casting.

&RPPH QRXV ODYRQV YX SUpFpGHPPHQW OD YLWHVVH G
morphologie des poremais aussi sur la composition lors du procétik parametre va donc
définr OD FRPSRVLWLRQ GH OfHQYLURQRH&iQU IS/icRsEeH GHYV |
modification de ce microenvironnement. La vitesse de progression du front de glace peut donc
prendre un rble prépondérant pour déterminer la survie bactérienn@ lIrsOfHQFD SV XOD W L

freeze casting.

65



.4 La congélation directionnelle comme outil pour
OTHQFDSVXODWLRQ GH EDFWpULHV

Comme vu précédemment, le procédé de freasting est un bon candidat pour
OTHQFDSVXODWLRQ GH EDFWpULde&/la gde¢) ubetstrEdRuce\Woce{i€eH G H
HW DQLVRWURSH HVW REWHQXH FRIRS&UJgsHNeGE XuQ desP X O W L\
particules de céramigquéet sur des levurés®®(avec la compréhension des interactions entre
les particules et le front de glacesédimentation, rejet et piégeagelggerent que
O THQFD S VX h&rwrisRpg@r congélation directionnelle est envisageabGette
encapsulation seraiprincipalementdépendantede deux phénoménesune répulsion
GpSHQGDQWH GHV pQHWah der Wagls Quw iRteradesVsolittitte Gatl
Qufheattraction vers le front de glacedépendant des forces de frottement due a la viscosité
de la solutioh’®1%2 Grace a ces paramétres, des vitesgtiguesdes fronts de glace peuvent
étre trouvéepour les régimes de sédimentation, de rejet et de piegedpp Mixevitdes
vitesses de progression du front de gl&el X W DR VDYLIQ GIDVVXUHU OTHQF

des bactéries en suspensions.

Historiquement, dans la littératureDl YLDELOLWp GHV FHOOX@HKE ORUV
associece ©® D YLWHVVH GH UHIURLGLVVHPHQW TXH OfRQ SHXW
dansle cas de la congélation directionnel®éf®*® (Q HIIHW O9YK\SRWKgVH GHV Gl
de la congélation a été mise en évidence par Metzak. en 19733 et traduit les principaux
parameétres pour optimiser la survie des cellules congelées (voir |.3Ha.alrvie des cellules
congelées sait principalement dépendante de la vitesse et amplitudes de leur déshydratation
ainsi que de la formation de glace inrtellulaire Ainsi, si la vitesse de congélation est trop
lente,les cellules sdéshydragnt de maniére critiquet la concentrationnesel dansescellules
devient cytotoxique. Inversement, si la vitesse est trop grande, la formation de glace
LOQWUDFHOOXODLUH HVW REVHUYpH OD GpVK\GUDWDWLRQ
ne suffisent plus a empécher la cristall@atimenant aussi a la mort de la cellule. Il existe donc
un optimum de vitesse de congélation qui permet une déshydratation partielle et une
minimisation de la croissance des cristantxa-cellulaire. Cependant cette vitesse optimale
dépend de la naturesl membranes et parois ainsi que de la composition interne des cellules et
est ainsi spécifique a chaque espéce. Il est donc important de pouvoir contréler cette vitesse de
GHVFHQWH HQ WHPSpUDWXUH HW GH FRQJpODWduRI® WDQW
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survie des bactéries. Leur survie est aussi étudiée en faisant varier différents parametres clés

tels que la concentration initiale et la vitesse du front de glace.
[I.4.a Encapsulation

Le travail réalisé en collaboration avec Sylvain Deville sur layétation directionnellén
situ sous microscope confocale présenté précédemment, a été reproduit cette fois lors de la
FRQJpODWLRQ GTXQH VXVSHQVLRQ GH EDFWpULHV DILQ G
Pseudomonas putid@ QH VXVSHQVLRQ GH EDFWpULHV GYTXQH FRQFH
1% et 10 CFUmML! D pWp DMRXWPpH | XQH 4WR0 MriMdsRIDe/@§D OJL QD
(SYTO9/Propidium lodide) a été utilisé afin de pouvoir observer au microscope confocal les

badéries lors de la congélation directionnelle. Ces expériences ont été réalisées a une vitesse

de 25um.stet sont présentés |Erigure|l -14

Matériel etméthode OLFURVFRSLH FRQIRFDOH GH OfYHQFDSVXODWLI
Le systeme de congélation directionnelle couplée au microscope confocale, utilisé pour
REVHUYHU LQ VLWX BgettiQnioDas \pXtiQEsWWdoRiséGde \deBeltiers
indépendants confOpV SDU OH PrPH pOpPHQW DLQVL TXH GTXQ F
OfpFKDQWLOOR eHi€s sent dagaréssdd X fnm. Les observations ont été réalisés

a travers un microscope confocal Laser Scanning Plateform Leica TCS SP8 (Leica

Microsystems S, Allemagne).
Une préculture dé’seudomonas putidat2 (commandées chez DSMélemagneref : DSM

3931) est réalisée en mélangeant WO GYDOLTXRWH GH VWRFNDJH | P/ C
a incuber une nuit (3 sous agitation). Puis une culture esalisée en prélevant 1,2 mL de
OD SUpFXOWXUH TXH OTRQ DMRXWH j P/ GH /% %URWK

pour 24 heurespuisséparée dans deux tubes de 30 mL et centrifu@&G pendant 10

min. Les culots obtenus sont redisperséQda P/ GTXQH VROXWHR Qe TDOJLC
suspensions sont marquées par fluorescence avec un test Live/Dead (REF SYTO:9/lodure de
Propidium) mettant en évidence les bactéries vivantes et mortes. Elles sont ensuite placées entre
deux lamelles de verrécellules Hele- cells) V p S D U pri¢\Ep&is$eur de 100m. Ces
echantillons sont déplacés depuisPleltier chaud (12C) vers lePeltier froid (-10°C) a une

vitesse linéaire de 25m.st.
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/ITREMHFWLI GX FR Q-dRds3 duHgreidevit tHemmiepcréeXpar les deeliiers,
au niveau du front de glace. Le montage est similaire & celui représariguen 11-12| Les
FOLFKpV GH FURLVVDQFH GH OD JODFH HW GH OYfHQFDSVX

phases sont analysés utilisantle logiciel Fiji (Threshold)

Figure Il -14: Evaluationspatiale de la ségrégation de phase induite par le procédémtgpélation
directionnelled 25pm.s* GYXQH VXVSHQVLRQ GH EDFWpULH GDQV OfDOJLQ
directionnelledela suspension de Pseudomonas putida marquées par du &1 @t). Les cristaux
de glacese sont pas marqués et apparaissamnor 6 HXOHV OHV EDFWpULHV VRQW 10X
QYHVW SDV YLVLEOH % 7UDLWHPHQW GXMEO L& KT SQWPEIG B QW RS,
GH JODFHV REWHQXH HQ % QRXV SHUPHW GH UHPRQWHU j OTpYR
fonction de la distance au front de congélation. @8présentation graphique d®@ fpYROXWLRQ GH
concentration d la suspension dans les interstices en fonction du temps apreés le contact avec le front
de glace. Ici la concentration est normalisée a 1 correspondant a la concentration en bactérie et alginate
avant la ségrégation. Echel{@) et (B): 100um, concentrdbn initiale : alginate 4 wt%, bactéries
10°-10° CFU.mL™,

/ITfLPDJH fig@éﬂ-@@st un cliché denicroscopie confocale da progression des

cristaux ou la ségrégation de phase @stervable Le gradient thermique est appliqué

horizontalement avec le coté froid a droite, le front de glace est visible sur la gauche du cliché.

Les bactéries représentées en vert (marqué©gat RG X U H @)Het fdu EobtiaGe, Xes

zones noires correspondent aux cristaux de ghiosi de nombreux cristaux alignés et bien
GplLQLY VRQW YLVLEOHV HW XQ IURQW GH JODFH OLQpDLI
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concentration de la suspension dans lesuneWLFHY HVW REVHUYDEOH &HSHC
de la suspension peut étre souligné i RQWUDLUHPHQW j OfDOJLQDWH IRQ
la précédente étude formant une solution homo@ +engendre une difficulté
GIDQDO\WH SRXU OH FDOFXO GH Ofcd WiDdt dplefRu@ traiR@edt L T X H
SDU OH ORJLFLHO )LML OfYLPDJH % s ldtdpt's GReEthaitdroertsl *UKF

(Threshold gaussian, movie stabilization), la suspension dans les interstices a épdlissé

permette la délimitation des cristaute glaceet leur intégration

La fraction volumique de la glace peut étre ainsi mesuré et eésegpe en (C) en fonction
de la distance au front de glace. La courbe obtpnésentaine progression similaire a celles

observés dans les expériences précedentes.

La conversion de cetonnéesle Tgiaced Tsuspensiofraction volumique de la suspenside
bactéries et alginaterespectvement SHUPHW GH PHWWUH HQ pYLGHQFF
concentratiomu mélangelans les interstices en fonction du tepgpses le contact avec le font
GH JODFH $LQVL OH JUDSKLTXH ' UH#&iopdeHasuspenS€dhp Y R O X'
entre les cristaux, normalisée a la concentradtidiale de lasolutionavant ségrégation. Les
calculs étant effectués a partir @ LQWpJUDWLRQ G HydFpYWRO XWGRQJ GBI
concentration du mélange permetpas de différencier ldsactérieet GH O § D @ald.r€siz W H

pertinente

'fDSUQV FHV H[SPULHQFHVY OD FRQFHQWUDWLRQ GX PpOD
et atteint un plateaut FH TXL FRUUHVSRQGUDLW j XQH FRQFHQWUL
|fDOJLQDW H-BMMWFE&RU.ML pour les bactéries. La mesure de la pente initiale en
IRQFWLRQ GX WHPSV SHUPHW GH FDOFXOHU OD YLWHVVH G
SUHPLHUV LQVWDQWYV TXL VHRXW O BRHGUQERaYon est ZW V
multiplié par 1,8 chagusecondeaprés étre enteéen contact avec le front de glaceette
H[SpPULHQFH SHUPHW GfpWDED LRR ERIKFDSN\SUIRJLE B WOLIRHR GH
bactériedors de la congélation directionnelle

IO IDXW FHSHQGDQW rWUH YLJLODQW VL OfRQ YHXW F
précédemmentUp DOLVpHY Re VHXO GH OYDOJLQDWH pWDLW FRC
manipulations la présence de bactenmdifie Iégérement la concentration initiat@our une
concentration de POCFU.mL?! la variation de masse estxaalentours de 0,028wt% du

(mélange calcul en amxe) +mais surtout, fjout de particules modifie les interactions a
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O L QW H U I DristdubDaihki Gueaiwscesité. Ces deux parametres jouent un réle clef dans
la structure des cristati.

Matériel et méthodeEncapsulation de bactéries et observation MEB

Une préculture dePseudomonas putidast réalisée en mélanget 100u/ GIXQ DOLTXRW
conservées 880°& DYHF P/ GIXQH VROXWLRQ GH FXOWXUH GH /
O 1L Q F X E mrWwthgitation de 150 RPM) 1,2 mL de la préculture sont ajouté a 58,8 mL de

la solution de culture LB Broth et remisrécuber pour une nuit. Les 60 mL de suspension de
bactéries ainsi obtenue sont séparés en 2 tubes de 30 mL et centrifB@é8Gdans une
FHQWULIXJHXVH SHQGDQW PLQ /HV FXORWY VRQW HQVX
GIDOJLQDWH js&s GWU HHMW MWHQW SRXU OfHQFDSVXODWLRQ
Les matrices cellularisées sont alors réalisées par congélation directionrizlfal. de la
VXVSHQVLRQ GH EDFWpULH HW GIDOJLQDWH VRQW YHUVpV
la tige en aluminium, plongeaWH GDQV OfD]J]RWH OLTXLGH 3DU OH FRQ'
une résistance, des vitesses de progression de front de glace de 10, 2fnes58ont

appliquées. Les matrices ainsi obtenues sont stocké5 & MXVTXfj] OHXU XWLOLVD\
Pour obtenir de images MEB, ces matrices sont lyophilisées pendant 24 heures et découpées

en tranchesGITHQ $ULWRP OTDLGH GIXQH ODPH GH UDVRLU 3XLV X
HVW GpSRVpH DYHF XQ PpWDOLVHXU DILQ GYfpYLNegHod OTDFF>
conducteurs. Ces clichés MEB ont ensuite été traitées en utilisant le logiciel Fiji et le plugin

« MorpholibJ» afin de quantifier les grandeurs caractéristiques.

/ITHQFD SV XODW L RPReuBarmvnak PuFidd @téd leddNsé en utilisant le montage
présenté précédemmentRe XQH VXVSHQVLRQ GH EDFWpULHV HW GYD
GITXQH WLJH GYDOXPLQLXP SORQJpH GDQV GH OYD]J]RWH OLT

cellularisées sont exposéeskagurell-15( En A tune coupe transversale perpendiculaire a la

croissance des cristaux de glatene structure composée de parois et de pores orgarisees
GLIIpUHQWY GRPDLQHV GYfRULHQWD Wure Qoude/dhgiRidinald U Y p H
paralléle a la croissance des cristaux de ghates pores et des parois continues uniformément
orientées dans le sens de la croissance de la glace peuvent érd sV 'H SOXV HQ &
des bactéries encapsulées dans les murs sont visibles, présentes dans la coupe du mur et sous la
VXUIDFH GH OD SDURL FUpDQW DLQ@MUHe®hyy QRPEUHX[ UHOL
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Figure II-15: Clichés MEB de matrices cellularis¥ HW O\RSKLOLVpHV /YfLPDJH $
WUDQVYHUVDOH GH OfpFKDQWLOORQ HW OD % XQH FRXSH ORQJI
les schémas de matrice en blanc, ouflishes bleues représentent la direction de la croissance de la
glace et les parties grises les coupes observées). Les bosses visibles sous la surface des parois des
FOLFKpV & HW &9 DLQVL TXH OH ORQJ GH OD FRXShEpsVIeQ W GHV E
Echelle —P $ HW % HW —P & HW &7 &RQER@GWECBWHIRQ LQLWLD

Ces clichés MEB montrent une conservation de la morphologie imposée par la congélation

directionnelle avec des pores organisés en domaines (8@qas une forte anisotropie (B).

$LQVL FHV FOLFKpV SHUPHWWHQW GH FRQILUPHU TXH
drastiqguement la structure obtenue par frezzding malgré leur concentration élevée
(3,63.13° CFU/mL).
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Figure Il -16: Graphiques de I'évolution de la distance irparois (largeur des pores) en fonction
GH OD FRQFHQWUDWLRQ HQ EDFWpPULH 3 S LQWURGXLWHV (Q $
présence ou non de bactériecQE% OfJLQIOXHQFH GH OD FRQFHQWUDWLRQ GHV
sur cette largeur des pores.

En traitant les clichés MEB présentés précédemment, une quantification des variations de
structure due a la présence de bactédoes du procédé de fegecasting est rendue possible.
La distance entre les parois (correspondant a la largeur des pores) est mesurée par le diamétre

de Feret minimal dont les résultats sont présentésgemell-16| La caractérisation des pores

par la distance intgparois est justifiable car ce parameétre joue un rdle important dans la
conduction des fluides le long de la mattf€eEn effet la distare entre les murs définié |

transport capillaire des liquides au sein dPI® WULFH QRXV QIDYRQV FHSHQG
transport de fluide, qui pourrait donner des indications sur la vitesse de front de glace optimale
aprivilégier).

Dans un premierfPSV OYfpYROXWLRQ GH OD ODUJHXU GHV SRUH
GTXQH SUpVHQFH RX QRQ GH EDFWpULH HVW SUpVHQWPH G
avant la diminution de la distance entre les parois pour une vitesse de Z5lqmsyse @s
bactéries sont ajoutées et une conservation de cette distance pour une vitegse.dé 5@

JUDSKH % PRQWUH OffpYROXWLRQ GH FHWWHterBrmMODUJH XU
1+HQ IRQFWLRQ GH OfDXJPHQW D Wit. R [BerideXimiRufidn HeDtW U D W L
étre observée a une concentration dé @BU.mL?, cependant lorsque la concentration

augmente, aucune différence significative est observable.

La présence de bactéries lors du procédé de congélation directionnelle nie pexlifa
morphologie globale obtenue grace a ce procé@s pores fortement anisotropes dans le sens

dela croissance de la glace et organisés en domaines. De plus la présence des bactéries au sein
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GHV SDURLYV GYDOJLQDWH HVNés@eWIes de?ssipbm&Bd puldbit FOLFKp
observables a travers les coupes et visibles par les déformations de surface des parois. Ainsi le
freeze FDVWLQJ SHUPHW ELHQ OYfHQFDSVXODWLRQ GH EDFWpl
conservant la morpholog controléedes matricesCependant de Iégéres variations dans les

distances intemurs peuvent étre reportées.

&HV IDLEOHV GLIIpUHQFHV GH GLPHQ VdeRI€ur¢oxsewadion O TL QW
PDOJUp OYDXJPHQWDWLRQ GH SOXVLHXUV RUGhubHdM GH JUL
LQWHUSHOOHQW (Q HIIHW OYDMRXW GHV EDFWpULHV D Op
sans pour autant changer leur morphologie.dagametres majeurs influencant la taille de ces
cristaux sont les suivantla vitesse du front de glace (a travers le gradient thermique), la
FRQFHQWUDWLRQ OfLQVWDELOLWPEREE QW VGE HIeO H B M R
particules dans une solution de polymere, la structure des cristaux de glace est en partie
dépendante des caractéristiques et concentration du polymeére et des particules, cependant le
YROXPH GHV EDFWpULHV HVW WUQV L®@.IRéffetXgdurFUR® SD U p
concentration de #CFU.mL! OD SURSRUWLRQ GH EDFWpULH SDU UDSS
soit 0,28% de la masse totale de la solution (Calcul en annexes). Il semble donc raisonnable de
négliger OYLPSDFW VXU OD PdRtte S&i&iGnRdedluntd Agioriée parces

concentrations en bactéries.

Il a été montré dans la littérature que la présence de particules en suspension lors du procédé
de freezecasting induisait une variation locale du gradient therndfjuBe plus des modéles
décrits par Mullin et SekerksS Up GLVHQW T XefbiXeihted dE YtQues a¥tpsuffisante
SRXU GpVWDELOLVHU OfLQWHU ID Epdrtiedratd deite @ardatloly R LV V D (
locale du gradieRt! et par la modification &s énergies de surface. Il est alors possible de
IRUPXOHU OTK\SRWKqVH VHORQ O xTofsiderésHci @nngWps/ HQFH
particules souplessoit sufissQWH PrPH HQ SHWLW QRPEUH SRXU GpVWD
initiale de la glace formée par la surfusioLQVL OIDMRXW GH EDFWpULHV DX
GH OfYLQW H UdlacE HiminkadtXaMsEelR fpEquence deépartition et augmeatait le
nombre de cristaux. Cette augmentation du nombre de cristaux se traduirait alors par une

diminution de la distance entre les parois.

A traversles expériences présemgidans les chapitres suivanhous avons remarqué la
SUpVHQFH V\VWpPDWLTXH G{XQH FRXFKH GY{DOJLQDWH HC
GIH[SOLTXHU OD OpJqUH YDULDWLRQ GH GLVWDQFH HQWUF
DYRQV IRUPXOp Of9K\SRACKgVHHOQVXXYBSBPQHLRQ GDQV OD VRO
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concentreraient IpolyméreD XW R X U G | Ha&ierldw didamdirg & @Mmearaitainsila
viscositélocale Cependant cette augmentation de la viscosité serait contrebalancée par la
diminution de la coFHQWUDWLRQ GYDOJLQDWH HQ VROXWLRQ HW

modifierat pas drastiquement cette nouvelle viscosité (en deca du seuil de percolation).

Des expériences sont nécessaires afin de mieux comprendre les phénoménes mis en jeu lors

de lacongélation de nombreuses bactéries en suspension dans un polysaccharide.
[1.4.b Viabilité

Bien que le®seudomonas putidgudiés soient encapsulables par freesing, leur survie

QYD SDV HQFRUH pWp DQDO\WVpH (Q -¢astimgWes BcRtieY s& X SUR
retrouvent a de basses températures en présence de glace sans aucun cryoprotecteur (autre que
OTDOJLQDWH VHUYDQW GH VXSSRUMElI@drey. Wd deshy@atetdh GH FU
due a la croissance de cristaux a proximité ainsilgyossibilité de nucléation intcallulaire

VXLYLH GTXQH FURLVVDQFH LQWHUQH GHV FULVWDX|[ SHX
survie des bactéries. Les clichés MEB réalisés ne permettent pas de déterminer la viabilité des
bactéries encaps@g. Ainsi leur viabilité apres encapsulation doit étre mesutémar
déstructuration et comptage en boite de Petb ILQ GpYDOXHU OHV GLIIpUHQV

influencer leur survie.

Matériel et méthodeViabilité des bactéries

Une préculture dePseudmonas putideest réalisé en mélangeant 10/ GT1XQ DOLTXRW
conservés a80°& DYHF P/ GITXQH VROXWLRQ GH FXOWXUH GH
OYLQFXEDWHXU P/ GH OD SUpFXOWXUH VRQW DMRXWpV
solution de cultue remise a incuber pour une nuit. Les 60 mL de suspension de bactéries ainsi
obtenus sont séparés en 2 tubes de 30 mL et centrifu@&l&G pendant 10 min. Les culots

VRQW HQVXLWH GLVSHUVpV GDQV P/ GIXQH VE&EeXXWLRQ C
SRXU OTHQFDSVXODWLRQ /D VXVSHQVLRQ REWHQXH FRUUF
OYRUGUH GH J¥mreunklX DifféeHtes concentrations initiales sont testées en

diluant les culots des cultures centrifugées dans différents vol@ids VRO XWLRQ GYDOJ
4 wt%. Afin de mesurer ces concentrations initiales, un compdageombrede colonis en

boite de Petri est réalisépour cela 10QuL de la suspensiosontprélevé et rajoutés a 900

uH/ GYHDX XOWUDSXUH HW alovg pffett@bd/quetessiversaiiicalEes/ énR

boite de Petrpourobtenirdesconcentratios HQ EDFWpULHY GH OfRUGUH GH OI

par boite.
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Les matrices cellularisées sont alors formées par congélation directionrizllaL de la
suspension de bactéseHW GIDOJLQDWH VRQW YHUVpV GDQV OH WXE!
GH OD WLJH HQ DOXPLQLXP SORQJHDQW GDQV OYD]RWH OL
une résistance, des vitesses de progression de front de glace 88 &050um.st sont
appliguées. Les matrices ainsi obtenues sont stocké#5 & MXVTXTj] OHXU XWLOLVD)
mesurer la viabilité des bactéries lors de leur encapsulation, la déstructuration des matrices
est nécessaire et se réalise par la décaddg@WLRQ GDQV P/ G € peRd2O W UD S X
PLQ 3XLV DSUgqV FHQWULIXJDWLRQ GH PLQ OHV FXOR
XOWUDSXUH HW VWpULOH /HV GLOXWLRQV HW OYpWDODJH
nombre de bactériesyant survécu au processus de congélation directionffeidgire I1-17).
SRXU pWXGLHU OfYLPSDFW-8R sW thRighilitédsdds Wastérss deairds |
matrices (de concentration initiale 5,62@t de 18%) sont laissées pendadifférents tempa
-80°C. Puis le processus de comptage est reproduit aprés le temps s@ .

Figure 11-17: Viabilité des Pseudomonas putida encapsulées par fieaesting pour différents
temps de stockage-80°C. (a) Evolution de la viabilitéeprésentée en nombre de bactéries par mL
obtenue par comptage en boite de Petri. Comparaison des différentes vitesses du front de glace avec la
référence (concentration de bacté&ri@ans la suspension avant freezesting). (b) Représentation en
pourcentge de viabilité par rapport a la référence.

La survie def”seudomonas putida fta été mesurée aprés le processus de congélation
directionnelle par comptage en boite de Petri. En effet le comptage de bactéries encapsulées
dans des matrices 3D reste aujGUf K XL X® SpUQVGTIpYDOXHU OHV GLIIpUHQ'
pour leur survie, deux principales conditions ont été testiesoncatration initiale des

bactéries et la vitesse du front de glace.

ITLQIOXHQFH GHV YLWHVVHV GX IURQW GH JO|IEi§L}FIeVXU oD

[1-17] de plus le temps de stockage83@°C aprés freezeasting est aussi évalué afin de rendre
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FRPSWH GX SRWHQWLHO GX SURFpGp SRXU OfHQFDSVXODW
viabilité. Le graphique de gauche représente le nombreldeiecomptées en boite de Petri

avec, en gris, la quantité initiale de bactginéroduite dans le moule de polystyrene (représenté

en CFU.mL! avec 2 mL par échantillon) et en couleur la survie aprés congélation a différentes
vitesses du front de glacsoit 10, 25 et 5@im.s? (plus la couleur est sombre plus la vitesse
augmente). Les différents comptages ont été réalisés apres un jour, une semaine et un mois de
stockage a80°C apres voir décongelé les matrices a80SHQGD QW PLQ @&DQV GH C
Le graphique de droite est une représentation du taux de survie en pourcentage par rapport a la

concentration initiale.

On peut premiérement observer que la survie apres fled2& WLQJ QH GLPLQXH TXH
de grandeur pour chaque vitesse. Il siengioie la vitesse daogression déront de glace ayant
obtenue les meilleurs taux de survie soit a chaque fgisrb®'. De plus le fait de stocker ces
bactéries encapsulées par congélation directionnelle pendant une semaine et un mois ne semble
pas changer drastiquement leur survie qui reste satisfaisante, les ordres de grandeur sont

conserveés.

ITLQIOXHQFH GH OD FR QFsEu@ombhBs\pUtREr le@ Midblit® @desG H V
FRQIJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH D pWp PHVXUp SRXU FR
allant de 16CFU.mL*! a 13° CFU.mL2. LaFigurell-18/A met en avant les résultats de survie

bactérienne aprés congélation directionnelle obtenus en CFULrak concentrations initiales
des suspensions freezastées sont représentées en gris et leur survie en fonction de la vitesse
du front de glace en couleur. Pdaifigure B les mémes résultats sont présentés cette fois en

pourcentage de survie comparativement a la concentration initiale des suspensions.
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Figure 11-18 Viabilité des Pseudomonas putida aprés freeasting. (a) Comparaison de la
viabilité en fonction de la concentration initiale (vairant entre 5,9¢t(,6.16°) et de la vitesse (25 et
50um.s') mesurée en CFU.mML (B) Représentation en pourcentage de la vigbprésenté en (A) par
rapport a la concentration initiale de la suspension de Pseudomonas putida.

Premierement on peut noter la conservation de la survie bactérienne suite au procedé
GTYHQFDSVXODWdaRifg SBHU OIfRHH3HH GH OD GuoilDthadde GH SR
concentration initiale. Cette perte de seulement un ordre de grandeur en viabilité varie
cependant en fonction de la vitesse du front de glace et de la concentration. On peut ainsi voir
que pour la vitesse de 26n.s! le taux de survie ne varie pas significativement lorsque la
concentration initiale dB.p.change. Cependant pour la vitesse dgf(s® des variations du
taux de survie en fonction de la concentration inita@le été mises en évidenden effet, Il
V fidde que ce taux de survie est maximal pour la concentration deE&0nL? et diminue
pour 1,4.10 CFU.mL?! puis augmente progressivement lorsque la concentration initiale

augmente.

Comme montré dans les graphes précédents, la viabilité est plés Klesque la vitesse du
front de glace augmente. En effet, le taux de survie a une vitessgqudeS@st supérieur a
celle de 25um.st. Cependant la diminution de viabilité observée lorsque la concentration
initiale de bactérie se trouve entré £010'° CFU.mL? est intrigante car pour la concentration

initiale de 1,4.10CFU.mL*! le taux de survie a 2%m.s est supérieur a celui de fign.st.

BHORQ OD SUpPGLFWLRQ GH G¥(HACHRWKGH\ b a@ait Uin©vitesge | D F W H |
RSWLPDOH GH GHVFHQWH HQ WHPSpUDWXUH Ret @74 Q10 XHC

possible croissance de glace intracellulaire atteint un équilibre permettant la survie maximale.

&HSHQGDQW OH PRQWDJH XWLOLVp ORUV GH FHWWH WK

supérieures a 50m.s*. Ainsi une viabilité supérieure paait étre possiblement atteinte avec
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une vitesse de front de glace supérieure ou bien au contraire une diminution pourrait étre
observée. Une modification du montage est nécessaire afin de répondre a cette ageestion
utilisant une tige de métal avec wenductvité thermiquesupérieue par exemple.

Il est important de noter aussi que la quantité de bactéries actives est un levier important
SRXU OTHIILFDFLWp GH OD GpSROOXWLRQ DLQVL ELHQ TXt
une basse conceation initiale comme 5,6.2@FU.mL?, la quantité totale de bactériastes
adépolluer sera plus faible que pour une concentration initiale avecICF0OML? avec un

taux de survie Iégérement plus faible.

Grace aux expeériences de DBfesentéeplus W{W LO HVW SRVVLEOH GYH[SC
viabilité lorsque la vitesse du front de glace augmente. Sur le diagramme de composition, nous
DYRQV pPLV OTK\SRWKgqVH TXH ORUVTXH OD YLWHVVH GX IL
transition vitreuse wl mélange se décale vers des températures plus élevées, modifiant alors le
SRLQW GTLQWHUYVH F\guiBue ANn¥i Hri-cahporteRehtUMErBUXG&rait atteint a
GHV WHPSpPUDWXUHYVY SOXV pOHYpHV HW XQ ldonSdMReS&R UW LR C
proximité des bactéries limitant ainghhpactdélétereGH OD GpVK\GUDWDWLRQ %LH
plus élevée alille de pair avec une déshydratation plus ragidexme QR XV OTDYRQV PRC
précédement® +l semblerait quéesPseudomonas putidasoit tolérantedl est possible que
des vitesses de progression du front de glace encore supéligprgesX OWHQW HQ OfDPpO
OD VXUYLH GHV EDFW pelyitdddé opdrixalgm KK 7 0pV &/HQ QY ®YK\SRWK q V|

facteurs.

$ILQ GIYH[SOLTXHU OfLPSDFW dedbattérieBlR @ BuivigWob et LR Q L C
IRUPXOHU O Y K\SUR WKapicentratind infidle est élevée (dans la limite des
concentrations étudiées ici) plus les agrégats de bactéries formés les protégent des effets de la
GpVK\GUDWDWLRQ /YDOJLQDWH HVW GH SOXV XQ SRO\PqU
milieu et est produit rapidement par R®. (ainsi que de la cellulosé§25%3%%n réponse a une
déshydratation. Celalr permet une meilleure tolérance au stress ainsi induit en limitant la
GLIIXVLRQ GHV PROpFXOHYV GYHDX HW HQ FRQ®iAUESKXDQW |
possible queles agrégats de bactéries créent une concentration locale é&epéemet
GIDWWHLQGUH OTpWDW YLWUHX[ SOXV W{W OLPLWDQW OHV
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[1.5 Conclusion

&H SUHPLHU FKDSLWUH VITHVW IRFDOLVp VXU OH SURFpGPp
FDSDFLWp GH VWUXFWXUDWLRQ GHV PRWetJLFHVY TXH SRXU V

Le contrdle de la vitesse de progression du front de glace a été la premiére étape atteinte afin
GIREWHQLU XQ FRQWU{OH VXU OD PRUSKRORJLH GHV PDWU
GH YLWHVVH FRQVWDQWH SH e iguliéBeiputaiaoddderhiatticdsQ H WD L
'H SOXV OYLQIOXHQFH GH OD YLWHVVH GX IURQW GH JODFt!
a été étudiéeetles résultats obtenus coincident ageax reportés dans la littératusensi
ORUVTXH OD YLWHVVH GX IURQW GH JODFH DXXBPHQWH (
augmente, lkecristauxsont alors plus nombretet leur taillediminue. Les poresies aérogels
obtenus apres lyophilisation de ces matrices congghéssedet alorsla méme dépendance
morphologique a la vitesse de propagation du front de glace.

Les phénomenes advenant lors de la congélation directionnelle ont été étudiés par DSC et
par microscopie confocalBinsi, lors de la déshydratation subvenant au cdeta ségrégation
de phase, une composition critique du mélange concentré entre les cristaux a pu étre observée.
&HWWH IUDFWLRQ YROXPLTXH GH SRO\PqUH FULWLTXH GpW
liquiduset celle du la température de traiwsitvitreuse permet de fixer la composition limite
a partir de laquelle une vitrification du mélarsgevient. Cependant, le phénomene de transition
vitreuse étant éminemment cinétiqu@®, fLQWHUVHFWLRQ GHV GiHépedR X UEH YV
elle aussde la vitess@le progression du front de gladensi, lorsque cette vitesse augmente
la Tt diminue mais est atteinte plus rapideme@es expériencepermettent GJHVWLPHU
OfpYROXWLRQ GX PLFURHQYLURQQHPHQW HQFDGUDQW OHV

Le procédéGH FRQJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH D pWp HPSOR
de bactéries SLpJpHY GDQV OHV SDUR D¥pBsly strubtMvelaErbipdre8eD O J L Q
et anisotrope est conservée apf@§ D M RPXpitid@ Bifferentes vitessesedpropagation du
front de glace ont été expérimentées et des taux de survie compris entre 20 eh26té
obtenusLesviabilités les plus prometteuses ont été obtenues a la vitesse maximale atteignable
avec le montage utilisé, soit in.st. De plus,la viabilitédes bactéries eptéseréelorsque
les matricesellulariséesont conservées-80C (M XV T X 1 )XL.@ pR&td/de congélation
directionnelle est donc efficace pour structurer des matrices macroporeuses et encapsuler des
bactériesCe praédéposséede alors le potentpdurla formation de matériawellulariségpour

la biodégradation.
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Chapitre Ill :  Stabilisation des
matrices GTIDOJLQDWH REW

congélation directionnelle
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[11.1 Stabilisation par réticulation ionique et amélioration

Les études reéalisées dans le chapitre précédenpembis G D S H U &sHcgrRlitidhs O
optimales tant pour la structure que pour la survie bactériehnReUV GH OfpWDSH GH FI
Cependant, fan de pouvoir traiter des eaux usées avec de telles matricesétdpes
supplémentaires sont nécessaires. En effet, uneddisV VXVSHQVLRQV GH EDFWpU
congelées une étape de lyophilisation est nécessairespblimerles cristaux de glace et
obtenir des aéroget. Malheureusementle procédé de freezEDVWLQJ QILQGXLW
GIHQFKHYrWUHPHQW Q°XGV Bdii vdn3oKdeMes Rardageld e miliélv W D Q \
aqueux, aindls se déstructurent sedispersentORUVTX{ILOV VRQW GDQV.XQ HQYI
Une étape de stabilisation est donc nécesaéirele rendre insoluble les matrigesur rendre

possible leur utilisation en dépollution de milieu aqueux pallués

8QH VWUDWPpPJIJLH FRXUDPPHQW XWLOLVpH SRXU VWDELOLYV
gel par la réticulation aux ions calcitifi!-2723023%3Comme présenté au chapitre précédent, les
ions C&* vont venir former des complexes dans les cavités forméekeghlocs guluronate
SUpVHQWYVY GDQV OH WesdkidineQfdrme@ fiDsOplusi@ubs\Wdvités et un dimére
en structure de boite @X estobtenu [e terme «eggbox » est alors utilisé dans la littérature
faisant référence a cette structu@gs diméregontensuiteSRXYRLU V {1 DWMMHEPES OHU HQ
pour former urgeP’2 Ce geleststable en milieu aqueux tant que la copé WLRQ DYHF GTD
VHOV QYfHVW SDV FULWLTXH /H VHO OH SOXV FRXUDPPHQW
de calcium, son efficacitécaractérisable par la rapidité teréticulationet la force de la
liaison), sa solubilité et son faibleolt en font effectivement un candidat de premier

ord r-e1,162,304

Cependant ilest probable qH FKDTXH pWDSH GX SURWRFROH SRXU
structurés et cellularisés impose des stress aux bactéries encapsulées dans lels parois
matériau Ainsi nous avons choisi de quantifier la viabilité deéseudomonas putida

encapsulées apréslyophilisation et la réticulation.
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l.1.a Stabilisation des matrices structurées par freeasting

lyophilisation et réticulation

/ID VWDELOLVDWLRQ GHV PDWULFHV d@lfimOest @hpdddéSDU U p
UDSLGH SHUPHWWDQW G %R HiléuHagVvewdroQr |S&HetittHed N fautwbXE O H
G 1 D EsBdlinger les cristaux d glace par lyophilisation pu® {DpURJHO REWHQX SR
stabilisé en étant plongé dans un bain de caldies.différentes étapes, de lyophilisation et de
réticulation,peuventexercerune influence sur la survie des bactéries encapsulées et impacter
@dtivitéde biodégradation du matériau final. Airsl LQ GTDQDO\VHU OfLPSDFW G|
la survie, debactéries esuspensiorGDQV GHV VR O X W wiRQ@ontByci@dslparD W H j
congélation directionnelle a une vitesse deu®hs? et leursurvie aprés freezeastingest
mesurégoour servir de référenc®@uis les matrices solyophilisées pendant Z2deures etine
nouvelle mesurdeviabilité est réaliseetSRXU FHOD OHVY DpURJHOV VRQW Gp\
DI puis les bactéries sont récupérées par centrifugation et comptées en boite de Petri. Enfin le
reste des aérogetellulariséssont plongés dans un bain de chlorure de calcidrivipendant
30min (ces aérogels étamhacrgoreux la diffusion de la solution réticulard& sein du
matériau se fait en quelques secondeQ §tHVW SDV X Q HD prodédiete<denBuitev D Q W
ODYpH j OTHDX ', obtenusksd@W BRGW O/\WV D E Oeltl peuGDE&N ¥ stockéed X
plusieurs mois en solution sans modification apparente (pour les hydrogedsliutarisés)+
en présence de bactérlestockage en solution doit étre étudiétte stabilité poseependant
un probléme lors de la quantification de lavé® des bactéries encapsulées. En effet, la
déstructuration des matrices indispensable a la mesu® be YLDELOLWp QpFHVVLW
G XQH v BecKigué Rontenant des chélateuGfLRQV FDOFLXP &HWWH
déstructuration se doitalorsS[AA PSDFWHU O H |®\Rrabi{@é/des Radtéries. O H

Les travaux délateret cdl*°®°ont mis en évidence la possitD Lutiliper@rie telleapproche.
lls ont encapsulé deux souches différentePskidomonas putiddans dedilles GTDOJLQDWH
(gels réticulés par des solutede chlorure de calciumf XfLOV RQW HQVXLWH GpVWI
mélange decarbonate de sodium (MaGOs) et acde citrique (AC)en solution aqueusé.e
mélange optimal est de 0,0bde NaCQOzet 0,020 GH $& HW SHUPHW GH FRQVHE
100% de viabilité tout en chélatant le calcium et solubilisant les gels.

Ainsi les derniers triplicatas des matrices obtenua®sagongélation directionnelle,

lyophilisation et réticulation sont déstructurés avec la solution deCO§®D,05M et
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0,02M AC. Les bactéries récupérées par centrifugation sont alors mises en boite de Petri pour
le comptage. Les résultats sont présemﬁ'@relll -1

Matériel et méthodeViabilité apres lyophilisation et réticulation

Une préculture de Pputida est réaliseen mélangeant 10Q/ G  Dd@elcdnservés #80°C

DYHF P/ GIXQH VROXWLRQ GH FXOWXUH GH /% e URWK
agitationorbitale de 150 RPM) 1,2 mL de la préculture sont ajedt&8,8 mL de la solution

de culture LB Broth et remis & incuber pour unégtnLes 60 mL de suspension de bactéries

ainsi obtenugssont séparés en 2 tubes de 30 mL et centrifu§@4&G dans une centrifugeuse

pendant 10 min. Les culots sont ensuite dispersés dafs/3@G T XQH VROXWLRQ GIDC
wt% et utilis6 GLUHFWHPHQW SR Xbs@fdAsppR DeSPV putda WahRasolution
GYDOJLQDWH REWHQXH FRQFHQWUDW LFoBUINM)Ledt er3@éd GH O
XWLOLVpH SRXU. DffgieQds R@veXtlbke inkigles sont testéeslikrant les
FXORWY GHV FXOWXUHYV FHQWULIXJpHV GD UWt%. IAfihmle HQW YV Y
mesurer ces concentrations initiales, un comptage de colonie en boite de Petri est péalisé

cela 100uL de la suspensiosontpréleveé et raputé a90Qu/ GTHDX GpLRQLVpH HW VW
GLOXWLRQV DORUV HIIHFWXpHV VXFFHVVLYHPHQW HW pWD (
FRQFHQWUDWLRQ HQ EDFWpULH FRPSWDEOH GH OTRUGUH C
Les matrices cellulariséesont alors formées par congélation directionnel mL de la
suspension de bactérians la solutionGIDOJLQDWH VRQW YHUVpVY GDQV OH
DX VRPPHW GH OD WLJH HQ DOXPLQLXP SORQJHDQW GDQ\
températire via une résistance et des descemie température contrdlées, une vitesse de
progression de front de glace de 2%.s* est appliquéden utilisant les équations de Stolze et

al.?® Décrites au chapitre précédentles matrices ainsi obtenues sont stockée803C
MXVTXYj OHXU XWLOLVDWLRQ

Afin de mesurerd viabilité des bactéries lors de leur encapsulation, la déstructuration des
PDWULFHV HVW QpFHVVDLUH HW VH UpDOLVH SDU°OD GpFR
pendant 10min. Puis aprés centrifugation de 10 min, les culots sont redispersés utdns 10
GYHDX VWpULOH /HVY GLOXWLRQV HW OfpWDODJH HQ ERVWH
de bactéries ayant survécu au processus de congélation directionnelle. Ces échantillons
réalisés en triplicata somotés« Freezecasting » dans les grajifues.

'HV PDWULFHY pTXLYDOHQWHY VRQW O\RSKLOLVpHYVY SHQGD
P/ GITHDX ', SXLV VXLYHQW OH PrPH SURWRFROH TXH SUpFp

« lyophilisés». Un autre triplicata de matrices équivalenteslgsphilisé puis plongé dans une
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solutionde CaClj 0 SHQGDQW PLQ &HV PDWULFHV VRQW GpVW
solution de NgCOs 0 HAC (GGRM) pendant 30 min avant de suivre le protocole de
comptage en boite de Pétfiet sont nomméeréticulée».

Figure lll -1: Graphiques représentant l'impact des différentes étapes sur la viabilité des bactéries
encapsulées par freepasting pour I'obtention d'un hydrogel cellularisé. (a) Comparaison de la survie
aprés congélation, lyophilisation puis réticulation dans uneautimh de chlorure de calcium. (b)
Représentation de ces mémes donnés en pourcentage par rapport a la concentration de bactérie initiale.

La[Figurelll-1|présente les résultats de survie Bsgudomonas putidencapsulées aux
GLIIpPUHQWHY pWDSHVY GIREWHQWLRQ GH OfK\GURpaHO ILQD
P/ GDQV OD VROXWLRQ LQLWLDOH XWLOLVpHFLR®&VHGM LR

3,5.13° CFU.mL™. Le graphique (a) représente la survie a chaque étape en concentration de

bactéries alors que le graphique (b) la représente en pourcentage de la concentration initiale.

La survie aprés congélation directionnedt cohéremtavec les résultats obtenus dans le
chapitre précédent, avec la per@fXQ VHXO RUGUH G Ha Jidii® @pies U OR
lyophilisation a diminué de plusieurs ordres de grandeurs (5 par rapport a la référence et 4 par
UDSSRUW j OfpgwDQB GHD IWUWXHUWHYHH ILQDOH GDQV OYfK\GURJHC
GLPLQXp SDU UDSSRUW j OfpWDSH SUpFpGHQWH GTXQ RUG
dans les hydrogels est alors extrémement basse, avec une perte de 6 logs par rappoité la quant

de bactéries initialement congelées.

/1 XW oo dev/desMetapes de lyophilisation et de réticulation sont scre pour des
applications finales de dépollution. Nous avorslifie FH SURWRFROH DILQ GYDPpO
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bactérienne tout en obtenamt hydrogel stabletcellularisé comme matériau findllest alors
importantdetrouver une alternative au procédé de lyophilisation touhedifiantle nombre
G 1 p iDn®d¢ssaire (Q HIITHW OD O\RSKLOLVDWLRQ Ko\ pDgfpWDSH
grande perte de viabilité est observée), de plus chalmmétapemduit un stressaux bactéries

encapsuléed, estalorspréférable € réduire le nombré& fp¥ D SH

.1.b Réticulation topotactigu HY PDWULFHYV GY{DOJLQDWH |

Développérée HPPHQW DX ODERUDWRLUH OH SURFpGp GH ILEUL
été mis au point pour la stabilisation de matrices de collagene structurées par congélation
directionnellé®®, Cette méthode esthématisédanslaFigurelll-2| Ainsi, aSUqV OfREWHQW
GTXQH PDWU Ltpaf frecReQadtth@4zle est thermostatée a®et un agent réticulant
est ajoutéL fgent réticulant doit répondre a au moins deux critéiteit pouvoir stabiliser
le polymére utilisétSDU OD IRUPDWLRQ GY{XQ JiHeDil Hdftlindhire Ximd RX SK
abaissement cryoscopique de la glace (un abaissement de la températunjieLuglace
DORUV HQ FRQWDFW DYHF OYDJHQW UpWLFXODQW YD GRQF
polymére qui peut alors étre réticulé par cet agent. Cette simultanéité de fonte et de réticulation
permet alors de conserver la structure impoSéeU OHV FULVWDX[ GH JODFH O
congélation. Ainsi, sans déshydratation ni réhydratatimluisant des stress aux cellules
encapsulées XQ K\GURJHO VWUXFWXUp HW VWDEOH GDQV OTHDX

Figure Il -2: Schéma représentant le principe général de la réticulation topotactique tel qu'utilisé
précédemmerdu laboratoire.Premiérementune solution de polymeére est structurée par congélation
directionnelle. Une fois la matrice ngelée, elle est placée a®et un agent réticulant est ajouté. Cet
agent réticulant induit un abaissement de la température de fusion de la glace en contact (abaissement
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cryoscopique) et peut ainsi réticuler et stabiliser les parois de polymére. Unieutgida glace fonda
un hydrogel stablest obtenu ayant conservé la structure définie par fremting.Adapté de/ 1 +'5
de F.M. Fernand€é.

Dans le cadre dees travaweffectué au laboratoiredes matrices de collagends type |
(protéinela plus abondarg dans & matrice extracellulaire chez lemammiferey ont été
structuréegpar congélation directionnelle, pugtabilisées en utilisarmomme agent réticulant
GH OD YDSHXWY GfiowmpeQrLva pouvoir faire fondre la glace et induire une
stabilisationdu collagegne & HWWH VWDELOLVDWLRQ HVW GLIIpUHQWH G
précipitation isoélectrigue DX S+ LPSRVp SbtdoriagBsvirRIEclesd® collagéne
possedent autant de chasgeositives que négative et V D J U gnJ fdihst uh réseau
insolublehydraté unhydrogel.

Ce procédéle fibrillogenése topotactique esfticace pour les matricede collagénemais
peuti r-wUH DGDSWp DX[ PDWULFHY GYDOJLQDWH

ll.1.b.i Elaboration du procédé de réticulation topotactique

/I YNDGDSWDWLRQ GH FHWWH WHFKQLTXH DX[ PDWULFHV GTI
GYDERUG OH FKRAWVIGAHXOBDDRWHQWV DERUGpP 3RXU OYDOJLQD)
natuellement désigné. En effet, les ions’Qaermetentde réticuler les chaine§ DO &h QD WH
formant lesstructures du type eggbox ». Comme toutesolution ioniquela présence desns
en solutiorinduit un abaissement cryoscopiq@eR Q WU D L U H P H QaWwimoraiutiveBeS H X U G
pour la stabilisation de matrices de collagereu la fibrillogenése était induite par un gaz
ajouté au monolithe congelénous proposons ici une stratéegre OTDJHQW UpWLFXOD
solution respectant les deux criteres énoncés précédemmdnQ GXFWLRQ G{XQ DED
cryoscopique de la glace et stabilisation des chaines de polyinéeegent alors les questions
de concentration, de volume et de tem@séticulation. Afin de les aborder, il est important de
QRWHU TXH FHV TXHVWLRQV VRQW IRUWHPHQW GpSHQGDQV
WHPSpUDWXUH 1RXV DOORQV YRLU LFL OfpYROXWLRQ GX ¢

analysespres.

Des expériences préliminaires ont été réalisées avec un protocole proche diévedbyipé
précédemmenau LCMCP pour le collagéneAinsi les matrices structurées par congélation
directionnelle ont été thermostag& (°C en plongeant leurs flacodansun bainde glace. Les
matricesont ensuite étémmergés dans une solution de chlorure de calciuthnéol.L?

pendant différents tempsntre deux et trois jours sont nécessairéa stabilisation compléete
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des matricesDesclichés degnatrices aini obtenues sordnalysées atous discuterons les

résultats ultérieurement.

Une seconde approche a ensuite été mise au point en remplacant le bain de glace par un bain
thermostaté a3°C. Ce changement de température permet une nette séparation elaire la g
DX F°XU GHV PDWULFH® AFRQJHIOYW BWQOYD UBDWH DX FRQV
réticulation TXL YD SRXYRLU IRQGUH JUKFH .jLoOchmpemiarvevitteReaH QW F U
cinétique de la fonte de ces deux zones conget@escontact de la solution de chlorure de
FDOFLXP HW DX FXHWWXOMDWp SUDLRPRUGLDOH SRXU PHQHL
topotactique dont nous discuterons prochainenisss résultats de cette amélioratgaront

discutés ultérieurement.

De légéresmais néanmoins importantePR RGLILFDWLRQV RQW pWp DSSRUW
encore le procédé. Dans les expériences précédentes les matrices congelées restaient fixées dans
OHV WXEHV HQ SRO\WW\UgQH XWLOLVpV ORUV GH OD FRQJp
congelées de leurs moules a été réalisée avant la réticulation topotattegisolutions de
réticulation sont mises préalablemen8a& DILQ G Y KderfaReihp€rature de la solution

de réticulationLe temps de réticulation a ainsi pu étre diminué.

/IH SURWRFROH GH UpWLFXODWLRQ WRSRWDFWLTXH DSSO
alorsretenuest schématisé grigurelll -3
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Figure Ill -3: Schéma complet du procédé pour former des hydrogels cellularisés via |'étape de
réticulation topotactiqueA gauche, le procédé de congélation directionnelle est représenté, avec
['utilisation d'une suspension de bactérfeeprésentéesnjaune GDQV XQH VROX¥WWR Q GTDOJ
(en vert). Par le contréle de la température via une résistance, un front de glatesde eonstante est
appligué Ces matrices congelées sont ensuite stabilisées par réticulation topotactiige sont
plongéessans leurs moules de polystyrémans une solution de Cagjdré-thermalisée, représentée en
beige, &3°C pendnt 3 jours.

La [Figure II-3]| GpFULW OYHQVHPEOH G6RXSURGWRERQ HGTUKHAETUHRJ
cellularisés. Pour la stabilisation de ces matrice@ P/ G{XQH VROXWLRQ GH FKORU

a 1mol.L? préalablement thermalis@®nt utilisées pour induire laréticulation. La matrice

congelée est extraite de son tube de polyseypis est plongée dans cette solutionraifene

mise dans un bain thermostaté3aC. A cette température, la matrice reste congelée mais les
FULVWDX[ HQ FRQWDFW DYHF OD VROXWLRQ YRQW IRQGUH .
les ions C& etCl. LesionsC& YRQW DORUV DYRLU GLUHFWHPHQW DFF
vont pouvoir les réticulerten formant les complexes enriite de « eggbox » avec les
groupementscarboxylates entre deux groupes GG (succession de deux monomeres
JXOXURQLTXH 8QH IRLV WRXWH OD JODFH IRQGXles OD PD\

clichésréalisées au MEB sont présentée daEgurelll -4/{(C).

Les différentes itérations du protocole développé au LCld&mettent alors de répondre a
OD TXHVWLRQ GH OYDGDSWDELOLWp GX SURWRFROH GH
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GIDOJIaYUPWHFXODWLRQ WRSRWDFWLT Xl BdcenseDWddEHY G

la structure induite par la congélation directionnelle lors de sa gélification

Matériel et méthodeRéticulation topotactiquesH PDWULFHY GYDOJLQDWH
LHY PDWULFHVY RQW pWp UpDOLVpH FRPPH GpFULW DX FKDSI
de sodium 3 wt% ol 2mL ont été conged8 a une vitesse de PBn.s! puis conservées
a-80°C.
Pour la premiére méthode un bain de glace est utilisé et les emitmngelées sont plasse
(toujours dans leurs moules de polystyréne) dans des falcons de 50 mL rempliB de@J X Q H
solutionde CaClj 0 SHQGDQW MRXUV $ HW $Y 3RXU DPpOLRUL
isotherme &3°C est utilisé pour la deuxi@e méthode, avec un temps de réticulation de 3 jours
cette fois ci, toujoursdans20mLdeCal 0 % HW %Y (QILQ XQH YHUVLRQ |
Re OH WXEH GH SRO\WW\UgqQH HVW UHWLUp j OTPésGH GH S
thermalisée -3°C, la matrice est placée dans les 20 mL de €a@M pendant 3 jours 8°C

& HW &1
Aprés leur élaboration, les hydrogels obtenus suivant les différents protocoles décrits
auparavant ont été conservés D QV G H 4V HoXt ensuite étdpréparés pour les
observations MEB par séchage supercritigBeur cela @&s bains de déshydratation dans
O 1 p W &nb &dre@lisés +de 50% puis 75%, 90%, 96% puis deux fois 100% pendant 10
minutes chacuntpuis le séchage est effectué. Pour cela22 &ycle fpFKDQJH VRQW UpDC
du CQ liquide sous haute pression (70 haavant de chauffer le réacteur pour induire le
passage du C£en phase supercritique
3RXU SHUPHWWUH OYREVHUYDWLRQ GH OD VWUXFWXUH PL
caractgiser les pores formés, les hydrogels séclwg éé découpés au scalpel,
SHUSHQGLFXOD L Urdissah@aviles ocbsYdDx He @ade A_es tranaidsenues G § X QH
épaisseur de 3 a 4 mroint étérecouvereV GITXQH FRXQFPKBI®RHW DYDQWsGIrWUH
au MEB.

La|Figurelll -4)montre des clichés représentatifs des hydrogels obt@oueshacune des

différentes versiondu procédé de réticulationgotactiquementionnéeprécédemment_es
FOLFKpV XBilusirewt laft§xturedes hydrogels obtenus apres 2 jours de stabilisation
topotactique, par Cag;/ldans un bain de glace. En (A), la perte de la structa¥oporeuse
obtenudors de lacongélation directionnelle esbservable. En particulier, les pores semblent
DYRLU FROODSVpPV VXLWH j O DGéspnbEpiologRed n6 toiesp@nteRtLV D G

pas a celles observées au MEB pour les matrices lyophilSépsndanpour le cliié $9 OD
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matrice semble avoir conservé la morphologie organisée en parois et en pores (bien que les
SRUHV VHPEOHQW V{rWUH HIIRQGU gyour &eéitké b EidenecOld FKpV |
JUDQGH YDULDELOLWpP GHV UpVXi2aw dWwleceRBuNthie@raideSD U O X
procédeé de réticulation topotactiqi effet, la plupart des hydrogels obtenus via ce protocole
SHUGHQW OHXU VWUXFWXUH SpageBdon@nita rioxphel@id irfdoSgR UL W p .
par congélation directionnelle

Ces rares hydrogeds/ant conservgartiellement leur structunt été encourageadt nous
ont poussg a comprendre les phénomenes a la baseededifférences. Nous avons alors
IRUPXOp OTK\SRWKgVH TXH FHV GHX[ PRU Sigtdit&kdd.l6Y REWF
température du bain de glace. La température de ce bain de glace est en effet variable et se
réchauffe progressivemefutbservable par la fonte de la totaldes cristaux du bain de glace)
Il ne permet pas uneomogénéitéhermiqueau £in méme de la matricet limite aussi la
reproductibilitéentre les différents échantillons. Lors du procédé de réticulation topotactique il
y aurait une compétition entre la stabilisation par les agents de réticulation et la fonte des
cristaux de glace ¥L VROXELOLVHUDLW DORUV OHV SDURLV GYDO
compétition se joueradnre deux zones distinctesine premiergui n  HPAs en contact avec
la solution de réticulatiorHa glace pourrait recristalliser ou bien fondre a ealesla remontée
de températureEt une deuxieme zoneu la glace serait en contact avec la solution de
réticulation tla compétition serait alors dirigée par les cinétiqespectivesle réticulation et
GH VROXELOLVDWLRQ GH ODOJLQDWH GHV SDURLYV
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Figure lll -4: Clichés MEB des matricesgche®btenues apres réticulation topotactigeteséchage
supercritique (Q $ HW $9 PDWULFHV P$ GV Q M R RDWK\E IDRPNS tth & D & O
baindeglad /HV FOLFKpV % HW %Y PRQWUHQW OHV PDWULFHV UpWLF
de calcium a 1M) dans un bain isotherme3a& (Q & HW &Y OHV PDWULFHV RQW pW
bain isotherme a3°C et les moules en polystyréenes dansueles les solutions fant congelées ont
été enlevées /H FOLFKp &7 HVW XQH YXH PDFURVFRSLTXH GTIXQ K\(
directionnelle puis stabilisées par réticulation topotactiqieutes les mitricesont été élaboréesune
vitesse d@ropagationdu front de glace d@5um.st. Echelle $ HW @f % efcPOOum.
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$ILQ GH VIDWWDTXHU j FH Vdigdlerpeo® gafetdMQeRIBAHIUlbYdRQV P R
échangeant le bain de glace par un bain thermost&&a Cette température a été choisie
GTDSUgqV OD ORL GH 5DRX OWququa‘tMrﬂllD.EpSrhhé)tpnt@le.aldBlH %ODJC
O DEDLV V Htepid@@\MdEite p& Wn soluté

Equation Il -1

O0 ABGUHSUpVHQWH OTDEDL\WYG®IP FRY \VFUDRWHR FIURRMFRSL T X|
fixée & 1,88C.kg.mot*, Jla molalité du sel de Cagllen mol.kg") et E,55,OH IDFWHXU GH 9L
Hoff (coefficient de dissociation des iordg 2,71 pour le CaGl Ainsi pour une concentration
de 1 moll'de CaCl OYDEDLVVHPHQW FUGRNOERSSINT Kris ed Yompté H
également la concentia finale des ions lorsque tout la glace aura fondu, les ions seront alors
dilués danenviron2 mL supplémentaires (les 2nie glace formédors du freezecasting) ce
TXL GLPLQXHUDLW O 1D E DL V¥ (gdHQantisatibR 626 rRLIIESDIMtieN |
de réticulation). Ainsi efixant la température du bain isotherie3°C, la matrice restera
congelée PDLV OYDEDLVVH P H QiwsuffishhRpol R ¢ foxdre eHdddbaax
contactde la solution de Cagl

Apres séchage supercritiggules hydrogels obtenuen fixant la température du bain

isotherme a3°C ont conservé des pores et des parois. Les clichés MEBsisidle % HW %

de IgFigurelll -4|sont représentatifs des structures obteruesliché(B) +une vue du dessus

perpendiculaire au gradient thermique appliqué lors de la congélation directionhmadteen

évidencede nombrex pores ayant XQH ODUJHXU PR\HQ@HM&EFHEQIL UR Q
diameétre dd~eretminimal). Cette valeur estupérieue (environ 3 fois plus grande celles
obtenuepour les matrices lyophilisées apléfreezecastingLe cliché % fune vue dedté,

parallele a la croissance des cristatP HW HQ pYLGHQFH O énidotoQiadesUY DW LR
pores observables en (BA la différencedesmatrices stabilisées avec le bain de glace, les
matrices obtenues via ce protocole thermajis® { D urGhdin@&fherme possedent toute une
VWUXFWXUH DQDORJXH j FH @tOriaonSdovp rte Mtk VhadrQporguseH W ¥
anisotrope La différence de variation de tempéwat au cours du procédeé a albreneu un

impact sur la structure finale obtenoemme formulé dans une hypothese précédemtéxant

la température du bain-8°C, la température de la matrice est donc restédesousde la
température de fusion de la glace pure tout le long du procédé et a empéché la fonte inopportune
des cristax. Cependant, bien que la morphologie soit reconnaissable, les distances
caractéristiques telles que la largeur des pore3 §tp S D L Vpardix onG ellgs, clairement
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différentes de celles observées apres freasting. Les pores sont en moyenneoid plus
larges et la différence pou®d  p S D le¥ MufAsemBe encore plus importante (non quagtifié
En analysant ces clichés, il semblerait que les murs observés soient composés de plusieurs murs

collés ensemble, il est alors possibles certainsspanest disparu.

Nous nous sommes alatemandési lors de la réticulation topotactiqdesphénomengde
recristallisation sont possibleSn effet, #3°C des réarrangements peuvent avoir lieux dans la
glace et certains cristaux peuvent fontt&V G 9§ Buconithiie, se développdinsi, certains
FULVWDX[ SRXUUDLHQW IRQGUH OLEpGBH D atSiHEardathyy VLY HP |
OHV SRUH VpprioRieraignt &fgbandissant. La disparition de certains cristaux pourrait
décalerles parolvV G { D CehLl&3 DaYprdchant et la fonte de ces cristaux pourrait de plus
HQWUDLQHU XQH VROXELOLVDWLRQ SDUWLHOOH GHV SDUR
différentes parois concernédss murs observées semblant alors plus épais penirrétre
FRPSRVpVY GH SOXVLHXUV SDURLV G1DOJLdg 3MibNisdioD QW | XV
partielle.Au contraire, les cristaux se développant pourraient écarter les parois et former des
pores plus larges dans la matrice fin@lesanalyses declichés demicroscopie électronique a
WUDQVPLVVLRQ 0(7 RQW DORUV pWp UpDOLVpPHYV DILQ GTD¢
enFigurelll -5

Matériel et méthode 2EVHUYDWLRQ 0(7 G TK\G U&duthN topMattigueO LV pHYV
Ces matrices ont été réali®e RPPH GpFULW DX FKDSLWUH SUpFpGHQW D
de sodium & wt% ou 2mL ont été congeds a une vitesse d@5um.s! puis conservées

a-80°C. Pour la réticulation topotactique un bain isotherme8RC a été utilisé avec comme
DJHQW UpWLFXODQW P/ .@ 1 MaQ.H. XROWX W 13R0QrsGell matbice©
VRQW UpFXSpUpHV HW O DNgeHUMI8.Dé$ hydeopdlsQxunt@GxXesl paX du
paraformaldéhyde et du glutaraldéhyde puis inclus dans une répimey(Le protocole de

fixation est décrit en annexe)

DescoupesG fpSDLVVHXU FRP S UinSodt\dldis@aliséels sur HiMltra midome

Leica UC7. Elles sont déposées sur des grilles de Cuivre dm86l0 et elles sont contrastées

a l'acétate diranyle 0,5% dansun mélange eau/EtOH (50/50Ces coupes sont ensuite
recouvertes de Y P GH FDUERQH SDU PpWDOLVHNBTQBEVVDM, GTrwWul
Vac=200 kV). Une cartographie élémentaire est réalisée parEPn collaboration avec la

plateforme technique de la Fédération de Chimie et matériaux de-Banse FCMat) etles
UpVXOWDWY VRQW HQVXLWHijiDQDO\VpYV j OfDLGH GX ORJLFL
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Figure Il -5: Clichés MEB et MET demérogels obtenus par séchage tgdrogelsstabilisés par
réticulation topotactigue dans un bain isotherme3aC. (A) ClichéeMEB G XQH SDURL G{DOJI
réticuléepar le deuxieme procédé de réticulation topotactigBe & OLFKp Ofpar@ finalgsée
par cartographieélémentaire dont les résultats sqreésenté en C). La densitédes pointsviolet
représente la densité de calcium présent dans le @aite répatition est ensuite quantifitce e@{ T XL
est une mesure de la densité de calcium tlatergeur du murs (normaliséfchelle: (A) 25um, (B)
et (C)2 um.

Sur le cliché MEB représenté en (A) dgHigurelll -5 les parois les plus fines semblent

V 1 D V \pBUF foHiigr deparois plus épaisses. Contrairement aux clichés MEB des matrices
structurées par congélation directionnelles puis lyophilis€éegus les murs semblaient avoir
uneépaisseusimilaire, ici il semble y avoir une forte dispensdans la largeur des murs. Pour

les clichés MET associés, ou un mur a la fois est visible, des bandes fines dans la cdesinuité

murs sont observées XBAlors que la largeur des murs est comprise enfrm2t 10um, la

largeur des bandes les composant est de la méme dimension que celle mesurée apres
lyophilisation entre 0,5um et 1,5um. De plus la cartographie élémentaire nous renseigne sur

une dispaté de la répartition du calcium danslesmtitdQ & HW &Y /HV DWRPHYV
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semblent en effet concentrés dans les structures fines des murs et en phguaitiies entre

ces structures.

'fDSUQqV FHV REVHUY DWH RIHV Liniaid MiraafiBvdd Pelpvdtocole de
réticulation topotactique soient composés de plusieurs murs formés lors de la congélation

directionnelle quse seraient agréegdd QVHPEOH (Q HIIHW VL QRXV UHSUHC

laquelledes recristallisationsnt O L H X Ruvi2E&I%Y icdg CH, oucertainscristaux de glace

fondent SHQ G D QW & YrbksiGsemixswhursl auraiemu étreHQ FRQWDFW DYHF G

liquide et auraient commenceé a se solubiliser. Il est alors envisageable que la partielples som

GHV PXUV REVHUYpH HQ PLFURVFRSLH pOHFWURQLTXH j W

extrait des parois (formées par freezsting) par le phénomeéne de recristallisation et ensuite

stabilisés par les ions calcium de la réticulation topotactigeka pourrait de plus expliquer la

UpSDUWLWLRQ GX FDOFLXP TXL VHUDLW DORUV HQ SOXV JL

considéregue le calcium est en excésW TXTIXQH UpWLFXODWLR@G dRPSOqWI

FKDVvQHYV Gf [e0 Jd debsité Hle calcium serait alors dépendant de la concentration

G 1 D O J#il@uvdiHdonc G 1 X Q U D W'/[B] @H,55 &@&ur que tous les sites G soient

complexé8’? ce qui correspondit ] XQH FRQFHQWUDWLR Q! @&fighdtrekcasR Q F
GDQV OTK\SRWK q\sham&spsRieht doxpbsBes ihiquement de groupement G)

Ainsi les parties moins denses er?Cseraient aussi moins dense en alginate. Ces parties du

mur moins denses en €acorresponthit aux zones plus clairessociées la solubilisation

G 1 XY@artiedes parois initialesellesmémes associablasix parties plus sombresplus dense

en C&".

Il est raisonnable de se demander si ce phénomene de recristallpaitiemble impacter
directement la composition des mure pourrait pas avoir aussi ungact négatif sur la survie
des bactéries alors encapsulés dans ces parois primaires. De plus, la diffusion des nutriments
DLQVL TXH OYHIILFDFLWp GH GpSROOXWLRQ GHparE®FWpULF
épaississement des murs lorsdu reg@HPHQW GHV SDURLV 1RXV QYDYRQV
les analyses plus en avant car le dernier protocole de réticulation topotactique semblait plus

prometeur, comme nous allons le voir.

Le dernier protocole de réticulation topotactiggaede O X W L O L \ba&theRr@st&d] X Q
donrant des résultats encourageahts modificationsintroduites dans ce nouveau protocole
visent afavoriser la réticulationrGH OTDOJLQDWH DX GpWULPHQW GH OD VI
la recristallisation de lglace Les modifications apportées décriteg~agurelll -3|reposent sur
la préthermalisation desolutions de CaGh-3°& DYDQW O 1D M D¢ Wusled tib&D W U L F H
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de polystyrenesVHUYDQW GH PRXOHV ORUV GH OfpsumstiesGH FRQ.
DYDQW OéteMiaboc8 B IGO GTIDPpOLRUHU OD GLIIXVIeR®@suBdts OD VRC
de ces changements sont exposés erH®) & ‘ﬂ@ /ID SKRWR &7 UHSUpV
hydrogel structuré apres un mois de stockage daig3 fie{dD ¥eut alors remarquer la stabilité

GH OfK\GURJHO TXL D FRQVHUYp OD IRUPH F\OIEQEBQLTXH OP
ait été enlevégt dont les clichés MEB révelent une struetprésentée dans le clicl{€). On

peut par ailleurs observer dans ce cliché MEB une morpholdgigigue a celle obtenue
directement apres congélation directionnelle (observations &pités lyophilisation), avec la
SUpVHQFH GH QRPEUHX[ SRUHV HW SDUREBYMEHIEENEEY DWH
ici sont plus fines que celles du protocole précédent et sont comparables avec celles imposées
par freezecasting. Ainsi ce dernier protocole de réticulation topotactique semble permettre la
stabilisation des matrices tout en conservant la sireiqioreuse et anisotrope, en une seule

étape. De plus, nous en discuterons ultérieurement, les modifications ainsi apportées permettent
GH UpGXLUH OH WHPSV GH UpWLFXODWLRIH © HRSW LY WDML
procédé mais peaussi jouer un role important dans la survie des bactéries. Nous avons donc
GpFLGp GIDQDO\WHU SOXV HQ GpWDLO OHV UpVXOWDWYV R

microstructure et la survie des bactéries.
[11.2 Caractérisation des matrices hydrogels sansdgtéries

Comme nous venons de le voir, la morphologie des hydrogels réalisés par cette méthode
finale de réticulation topotactique est trés proche de celle obtenue directement apres freeze
casting. Nous allons maintenant analyser plus en détaditesnsons caractéristiques des

matériauxobtenus par ce processus.

Matériel et méthodeMorphologie des hydrogels

Ces matrices ont été réals®FRPPH GpFULW DX FKDSLWUH SWmatpGHQW D
de sodium & wt% ol 2mL ont été congelés a desasses de 10, 28 50um.s! puis stockés

a-80°C.

Pour leur réticulation topotactique, ddadonsde 50P/ VRQW SUpSDUpV FRQWHQDQ
solution de CaGla 0 HW UHIURLGLWE. OdDI&sDr@uds gn polystyréne sont

enlevés a la pinceotipante et les matrices congelées placées dans les solutieresrpidies.

Ces ensembles sont ensuite transférés dans un bain isotherBi€ &t la réticulation

topotactique se déroule alors pendant 3 jours.
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Les hydrogels ainsi obtenus sont alors pr&sapour les observations MEB par séchage
VXSHUFULW L abotdécoupéyeR VB BQV OTD[H GH FURLVVDQFH GHV
puis perpendiculairementHQ WUD QF KH Vz1GrfiH Qi lsthRp€). Des bains de
GpVK\GUDWDWLRQ G Disgs~de F@PMWHHIDR%R, O0%, RENUld gedxfois 100%
pendant 10 minutes chacunS XLV OH VpFKDJH HVW HIIHFWXp 3RXU FHO
sont réalisés avec du GOquide sous haute pression.

/IHV K\GURJHOV VpFKpV VRQW &h©de20QWPHGIRFRXY BIQ W \G G VX QHt
au MEB. Les clichés ainsi obtenus sont analysés a travers le logiciel Fiji. Le plugin MorpholibJ

est utilisé pour délimiter les pores.
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Figure 1l -6: ClichésMEB decoupes transversales daérogels obtenus par séchaggercritique
deshydrogels formés par congélation directionnelle puis stabilisés par réticulation topotactique. (a)
VuetransversaleG I XQH FRXSH G {K\G URis$l, Cb)¥ RunxX<, \at Xaubpsgum.s®. Les

LPDJHV DY EY HW Ff VRQW ®SRIWVWHRDVAXEW LUHPBWRMI@WG B VG O |
plugin MorpholbJ. Echelle: 200 um pour chaque cliché.

ITMLPSDFW GX QRXYHDX SURFpGps@ k dstiycelnraxrGpbrédsaR Q W R ST
été évalué sur des matrices obtenp@r congélation directionnelle a différentes vitesses de
progression de front de glace. Pour cebdd VR O X W L R @ Wt%dhDateé Sirqgtirégsar |
freezecasting avec une vitesse du frontgiace del0, 25 et 5Qum.st. Puis ces matrices ont
ete stabilisées par réticulation topotacticgeton les conditions énoncées précédemraent

préparées poutesanalyseMEB.
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Les clichés des coupdransversalesont utilisés pour les analyses de morph etet les

résultatssont présentés @rigurelll-6| Ces clichés ont été analysés par le logiciel Fiji nous

permettant de mesurer les tailles caastiques grace aux masques réalisé® I ET HW F¢

Ces analyses morphologiques sont détaillées dgrigueelll -7

Leshydroges présents enFigurelll -6|(séchés afin de rendre possible leur observation au

MEB) possédent de nombreux pores et patoirame observé dans le chapitre précédent pour

les matrices lyophiliséesJne évolution dans la taille des ponegersement proportionnelle a

la vitesse du front de glaest observablsuite au nouveau procédé de réticulation topotactique.

Cette évolutionamble correspondrecelle caractérisée achapitre précédent, da taille des

pores GLPLQXDLW DYHF OYDXJPHQWDW sehlent iddiquéque’ lew HV V H
protocole de réticulation topotactique mis en place afin de stabiliser les matrices congelées
permet de conservertaorphologie maroporeus@nposée par congélation directionnedteur
lesdifférentes vitesses de front de glace utilisées. De plus les masquesqae®@f X WLOLVDWL

du plugin MorpholibJ semblent correspondeemaniére qualitativaux clichés analységles

résultdas de ces analyses sont présenté¢sigurelll -7
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Figure 1l -7: Evolution des tailles caractéristiques des pores des hydrogels aprés réticulation
topotactique (en orange) et leur comparaison avec les matrices obtenues aprés congélation
directionnelleet lyophilisation(en bleu)Les graphique§) et (b)représentat uniguementes données
obtenwes aprés la stabilisation topotactiquAvant et aprés réticulation topotactique la longueur (c) et
OD ODUJHXU G GHV SRUHV GLPLQXHQW DYHF OTDXJPHQWDWLRH
(facteur de forme) est peésenté, il est calculé en divisant la longueur des pores par leur largeur. En

| OD VHFWLRQ GHV SRUHV HVW UHSUpVHQWpH HW VHPEOH GLP]|
deux conditions évaluées.

Ces mesuregrésentees g¢higurelll-7] PRQWUHQW WRXW GIDERUG OHV Ug

caractéristiques des pores des hydrog@thégjui sont comparées dans un second temps avec

celles de maices lyophilisées directement apréongélation directionnelles. Ces mesures
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TXDQWLWDWLY HVolutioR Qlek Udtd @aract@iftigues des pores de maniere
inversement proportionnelkela vitesse du front de glac&(a) et (b). Lorsque la comparaison

est établie avec les matrices lyophilisées, des évolutions comparables sont retrouveées.
&HSHQGDQW GHV GLIIpUHQFHVY VRQW REVHUYDEOHYV DYDQW
En effet, les dimensionsdes pores m@surés aprées réticulation topotactique sont
systématiquement inférieures a celle obtenues aprés lyophilisation. De plus le facteur de forme
représenté en (e) mtre une anisotropiplus forte pour les matrices lyophilisées que pour les
hydrogels stabilisée OTDQLVRWURSLH VHORQ OYD[H GH FURLVVDQFF
étre analys¢ j] SDUWLU GH FHV FOLFKpV HW OYDQLVRWURSLH pY]|
largeur et longueur des pores et non leur hauteast aussi intéressadé noterOTLQYDULDQF
de ces facteurs de forme@ X[ GLIIpUHQWHYV YLWHVVHV XWLOLVpHV /1p)
(analogue a la section des cristaux qui ont fondu) est représentée en (f). Cette section diminue
DYHF OIDXJPHQWDWLRQ Gdte @oncyrdantravey lds 23ulthtd BulQcWapBed J O
précédent ou une vitesse supérieure diminuait la taille des cristaux) mais est systématiquement

inférieure apres la réticulation topotactique.

En résumé, le procédé de réticulation topotactique utilisé iongielien de conserver la
morphologie définie par la congélation directionnelle, avec des structures et des tailles de pores
comparables. Cependaf@HV PDWULFHV REW H© cetphoc&iB te Sahiisatioo LV D W
topotactiquesn une seule étape sembloir unemorphologie de pordggerement différemt
de celle observéapres lyophilisation et sans réticulation. En effet, diménution de lasection
des pore®t de leur anisotropieest mesuréeAutrement dit, les pores semblgitis petitset
arronds. Ces différences peuvent étre dyeSOXVLHXUV IDFWHXUV LO SHXW V
au séchage supercritique faisant se contracter les matticespendant le changement
GIDQLVRWURSLH UHVWH GLIINLEAROO H HIQ[ SIOXigHdWE dg3I1R Q W DF H
souplesse AOM\GURJHO HQ VROXWLRQ DILQ GH GLPLQXHU OHV W

FRPPH XQ SODVWLILDQW GX UpVHDX SRO\PqtEsclamesO JL QD W|
en augmentantdur mobilité. Des analyses supplémeérda sont nécessaires afin de mieux
comprendre ces différencédependant les résultats obtenus ici sont amplement suffisant

termes de conservation de la structure pSUHUP HWWUH O X W d&xrétuadh RQ G X
topotactique pour stabilisetes matrices cellularisées et structurées par congélation

directionnelle

Les caractérisations des hydrogels ont été pedss¢ XQH pFKHOOH SOXV ILQH

grandeur des bactéries afin de sonder le microenvironnement auquel elles seront exposées. Des

103



analyses de microscopie électronique a transmission ainsi que des mesures de cartographie

élémentaires ont alors été réalisées.

Matériel et méthode Caractérisation MET des matrices stabilisées par réticulation
topotactique

Des hydrogels structurés par mgélation directionnelle et stabilisés par réticulation
topotactique tel que précédemment présenté (pour les analyses MEB) sont &HNis85 et

50 um.st. Les hydrogels sont fixés par du paraformaldéhyde et du glutaraldéhyde puis inclus
dans une résmepoxy Le protocole de fixation est détaillé en annexe.

Les coupes sont alors réalisées sur un ultra microtome Leica UC7. Elles font entre 50 et 80 nm
d'épaisseur. Elles sont déposées sur des grillesigtee de 300nesh et elles sont contrastées

a l'acétate duranyle0,5% dans EtOH 50%. Une couche dend de carbone est déposée par
PpWDOLVHXU HW HQILQ OfYfREVHUYDWLRQ DX PLFWRe&VFRSH p
cartographie élémentaire est réalisée par EDS (en collaboration avec la ptattechnique

de la Fédération de Chimie et matériaux de P&entre FCMat) et les résultats sont ensuite
DQDO\VpV j OTDLGH GX ORJLFLHO )LML
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Figure lll -8: Clichés de microscopie électronique a transmission des parois des hydrogels. Les
clichés A, B, C et E ont été réalisés sur des échantillons congelés avec une vitesse de front de glace de
10, 25, 50 et 2fm.s' respectivement '"HV PHVXUHV GIpSDLVVHXU GHV PXUV \
permettent de tracer le graphe éD). Une analyse élémentaire par EDXGTXQ pFKDQWLOORQ U
25um.s' +SHUPHW GH FDUWRJUDSKLHU OD UpSDUWLWLE®@ly8 X FDOFL
du rectangle violet en Ejui esthomogeéngF). Echelle: 1 pm de (A) a (D) et® QP SRXU ( HW (T

Les observations MET préseaséen|Figure 111-8| ont été réalisées sur des hydrogels

structurés a différentes vitesses de front de gheed 0, 25 et 5gum.s? +et stabilisés via le

protocole de réticulation topotactique dégniécédemment. Pour les observations MET, ces
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hydrogels ont été préparéargixation (utilisation de paraformaldéhyde puis de glutaraldéhyde

pour réiculer de maniere covalenlies matrices) puis ils ont été inclus en résipexyafin de

faciliter la découpe. Ces procédés sont possiblesqasinydrogels cails ont étéstablisés et

rendus insolube GDQV O THD XleskeHt&tiMeQ GPSEOLTXHU FHWaAMH PrPH \
matrices lyophilisées ont échouées a cause de leur solubiligeti@ant la réticulation au
paraformaldéhydegxpliquantleur déstructurationDes couped LQHV GIXQH pSDLVVHXI
80nm ont été réalisées O | D uiukra@ifrotome Ainsi les parois des hydrogels, obtenues

aux différentes vitesses, ont pu étre obserugdisiduellementet des analyses élémentaires

ont été réalisées pour déterminer la répartition du calcium au sein des murs. La quantification

de cette cartographl D pWp UpDOLV p HesGoue \pui® fMmpyemain\de o la

répartition du calcium a travers lparois.

Les clichés (A), (B) et (C) de |gigurelll-8 PRQWUHQW GHV VHIJPHQWYV GH
réticulés a des vitesses de 10, 25 equffs? respecitHPHQW 2Q SHXW WRXW G¥Y
OIDSSDUHQFH GHV SDURLYVY TXL FRQWUDLUHPHQW j FHOOH ¢
TXH GppXi®hdtérogendles taches noires nanoscopigaéssi que les zones clairesnt
des artéfactsGH O D JH @aste, OHF p R@riviyde @dpectivement plus omoins
concentr¢ Les murs observés issus des protocoles précédents semblaient composés de
SOXVLHXUV SDURLYV TXL QYfDSSDUDLVVHQW SDs® D) /HV PH
et diminuent lorgue la vitesse augmente, passant de 2,2 a 1,5 puyisnQp®ur les vitesses de

10, 25 et 5Qum.s! respectivement. La cartographie élémentaire réalisée sur le mur en (E)
présenté HQ (et en évidence la répartition du calcium dans la paroi observ/§d Q DO\V H
de cette cartographie est montrée en (yé&ientaine répartition homogéne du calcium dans

la largeur des parois.

Il est intéressant de noter la conservation de la différence des tailles caractéristiques pour les
différentes vitesses de front de glace. En effet, comme attendu, plus la vitesse du front de glace
est rapide lors de la congélation directionnelle et pagpbres sont petits et les murs fins.
procédé de réticulation topotactiqgpermet ainsi de conserver la vitesse du front de glace
comme parametre clef sur le contrdle de la morphologie des matricgp YROXWLRQ GX SUF
de réticulation topotactiquet son impact sur la morphologie des parois semarquable En
thermalisant les solutiaréticulantes en amont et en enlevant les moules de polystyaéne
taille des murs a diminué drastiguementraduitun changement dans la compétition entre la
recristallisation et la réticulation. Les dimensions ainsi obtenues sont maintenant proches des

tailles caractéristiques obtezmiapres lyophilisation. En comparaison avec les clichés MET
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exposes eln’PFigureIII-S OHV PXUV REWHQXV SDU OH SURWRFROH ILQ
seule paroi, justifiant par ce fait la différence de largeur. La cartographie élémeotdinme

cette observatioan montrant ne répartition homogéne du calcium dans lesmifip SDLVV H XU
des parois obtenugar cette méthode est proche des dimensions caractéristigses
Pseudomonas putidzt les problémes liés a la diffusion des nutriments et des polluants au sein

des murs pou LW DORUV rWUH DWWpQXpV GHV pWXGHV VXU O
QXWULPHQWY QYRQW SDV pWp UpDOLVpHV HW UHVWHQW Qp
plus t6t, lesdifférences observés dans la structure des hydrogeélstravers fpYROXWLRQ G
procéa de réticulation topotactiqumurraernt étre dus a une modification de la compétition

entre réticulation et solubilisation des mutsque cette solubilisation soit due a de la
recristallisation ou bien a la fonte de la glace inddtB U OYDEDLVVHP He3WfeisU\RV FR ¢
de la preWKHUPDOLVDWLRQ GH OD VROXWLRQ GH FIK&&tRUXUH (
S RV V L HI®pdisEgolietun rdle dans la compétitigprécédemmerdvoqué en ralentissant

la recristallisation dés le début du procédé, limitant ainsi la modification de la structure aux
extrémitésetimpacantla diffusion.Le retrait du moule de polystyréne peut lui aussi avoir un

impact sur la diffusion de la solution de icétation. En effet en présence du tube de
polystyrene la diffusion de la solution ré&ulante est limitée et pénéties matrices
principalement pale hautet le bastles cétés étant entourés par le moDle pluda diffusion

de cette solution pde basGH O § p F KIDLQ/WV X & ORI IehhhénbrRdngVdeirfusion

décrit au chapitre précéderformantalors une zone ou la cristallisatior: définissantla
morphologie + Qe%t pas contrélée Le retrait de ce moule utilisé pendant la congélation
directionnelle permetG D P p QaLd®¥fusibk) des agents réticulan®ar conséquence, une
GLPLQXWLRQ GX WHPSV QpFHVVDLUH gstofsemer@tineanbud) p WLF X

allons le voir.
111.3 Etude cinétique de la réticulation topotactique

Apres aoir observé les améliorations obtenues apreés le retrait des moules de polystyréne,
nous avons décidé de mesurer la vitesse de réticulation. Si le transport et la diffusion des ions
calciumsontaméliorés SDU OH UHWUDLW GX WXEH LO GHYUDLW V{HC
UpWLFXODWLRQ TXL pWDLW MXVTXI{DORUV GH MRXUV SRXLI

Matériel et méthodeMesure macroscopique de la vitesse de réticulation topotactique
Des mdrices a 25um.s! sont réalisées (en triplicdd j SDUWLU GIXQH VROXWLR
4wt%. /HV PDWULFHV SUpSDUpHV LFL RQW HQ PR\HQQH XQH
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diameétre de 1,€m. Des solutions de réticulation de CaGbnt prérefroidies a-3°C. Les

moules des matrices sont retirés a la pince coupante puis les matrices sont plongées dans les
solutions de réticulation et dans le bain isotherm8°&. Le procédé de réticulation estrété

a différents temps (4h,6h,10h,20 et 24h) afin de mesOr D YDQFHPHQW GH OD UpWL
cela les matrices sont découpées en deux a la lame de rasoir et une photo est prise. Les surfaces
GHV |]RQHVY HQFRUH JHOpHV HW GHV J]RQHV UpWLFXOpHV VF

pour calculer les volumeasgspectifs. Le rapport du volume réticulé par le volume total est alors

représenteé elFrigure -9

Figurelll-9: $ &RXSH GTXQH PDWULFH SHQGDQW OfpWDSH GH UpW
rouges délimitent les contours de la partie réticulée de la matrice et les bleus de la zone encore congelée.
&HV PHVXUHV SHUPHWWHQW HRVRE WIQQ LYW Q- SIWDEKGW B QW O L
réticulation. Cliché pris aprés 10 heures de réticulatigohelle2,5mm.

Des matrices congeléesstructurées a une vitesse de front de glace de28' +ont été
réticulées topotactiquement et le procédé&argerrompu a différents temps afin de mesurer la
YLWHVVH GH SURJUHVVLRQ GH OD VROXWLRQ GH UpWLFXOL
permet de différencier les parties réticulées et hydratées des zones encore congelées. La photo
G 1 K\ G UrBséht®ers5(A) de |gigurelll-9 SHUPHW GILGHQWLILHU HW GH G
zones par leur apparence et propriétés mécamiqueHVVHQWLHY ORUV GH OD FRX
EODQFKH HW GpOLPLWp SDU de thvmaFiRe €30ehd0r® pongdtéOadprds O H |
10 KHXUHV GH UpWLFXODWLRQ WRSRW@&paMek pofilles fobogeSDUHQF
la partie la plus exposée a la solution de réticulation est stabWigéX V | RhydPodel@tfine

contient plus de @staux de glace. En mesurant les surfaces ici observées et en utilisant les

propriétés de symétrie des échantilldasrolume de chaque partie est calculé et comparé dans
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le graphe (B). Le rapport des volumes de la partie réticulée sur la partie coesfelée
représenté en fonction du temps que ces échantillons ont passés dans le procédé de réticulation
topotactique. Ces données montrent une augmentation du volume de la partie réticulée trés
rapide dans un premier temps et qui ralentie par la suitgoidhcrucial des données recueillies

est la réticulation compléete des matrices au bout de@des, pour les dimensions des matrices

utilisés +1,3cm de diamétre et 1¢m de hauteur.

Cette expérience a montré que lors du procédé de réticulation tapetdes matrices sont
ELHQ VWDELOLVpHVY DX FRQWDFW GH OD VROXWLRQ GH Up\
plus, les modifications apportées au procédé permettent de diminuer drastige¢emps de

stabilisation en passant de 3 jours a @drhs de réticulation.

Afin de confirmer le mécanisme de la réticulation topotactique, une étude microscopique du
procédé a été réaligésitu /TREVHUYDWLRQ HQ WHPSV UpHO GH OD IRC
la stabilisation des parois a été réalis@ecollaboration avete 'U 6 'HYLOOH j OfY,Q\
Lumiére Matierea Lyon. Le montage de microscopie confocale utilisé au chapitre précédent
est repris ici et des modifications sont apportées. Ces expériences ont été réalisées en présence
de bactéries d®seudomonas putidd ILQ GITDSSUpKHQGHU OHXU GHYHQLLU

réticulation topotactique.

Matériel et méthode Analyse confocale de la réticulation topotactique

Le systeme de congélation directionnelle couplée au microscope confocal, utitiségpenwver

in situ la croissance de la glace et la ségrégation de phase dans le chapitre précédent est
réutilisé ici.

Le systemsecompog de deuxPeltiers indépendants contrblés par le méme élémiasi que

GTIXQ FRQWU{OH GH GpSO&KMPHQW GH OYfpFKDQWLOORAQ

Les dewblocs thermiquesont séparés de 2 mm. Les observations ont été réalisés a travers un
microscope confocal Laser Scanning Plateform Leica TCS SP8 (Leica Microsystems SAS,
Allemagne).

Une préculture de Pseudomonas putida mt2 (ATCC) est séalien mélangeant 1Q0
GYDOLTXRWH GH VWRFNDJH j P/ GH /% 9%¢btuRIs\cKitiseN PLV j |
on préleve 1,2 mL ajoute a 58,8 mL de LB Broth et mis a incuber pour 24 heures. Cette culture

est ensuite séparée dans deux tubes dmiB@t centrifugée 8046G pendant 10 min. Les
FXORWY REWHQXVY VRQW UHGLVSHUVpYV GDQVAXQL.WERWDO GF
suspensions sont marquées en fluoeese par un test Live/Dead5YTO:9/lodure de

Propidium) mettant en évidence les bactéries vivantes et mortes. Elles sont ensuite placées entre

109



deux lamelles de verre (chambre H&8leaw) avec une épaisseur de 100. Ces échantillons

sont déplacés depuiskeltierchaud (12C) vers lePeltiers froid (10°C) aune vitesse linéaire

de 25um.s?.

Une fois la suspension entierement congelée, une solution de réticulation de chlorure de
calcium a 1M contenant-2 ppm de rhodaminB (chromophore) est injectée entre les deux
lamelles par une seringue reliée aun tufmu+tOH YROXPH LQMHFWpPp HVW GH Of
de microlitres. La solution de réticulation se propage pab S L O O D U attéinuirélXgo i 1 j
FRQJHOpH B DIFXWWLWLRQ VpTXHQWLHO Oprbgee§dorDIHV S|

du front decalcium Les données ainsi obtenusmt finalemenanalyséepar le logiciel Fiji.

Figure Il -10: Observation confocale et mesure de la réticulation topotactique. (A) Cliché de la fin
de la congélation directionnelle ou les cristaux de glace arrivent au bord de la goutte de suspension
GIfDOJLQDWH HW GH EDFWpULHV GRIQ & avitlenceSeD poitillgs eg@sW Y LV LE
Les cristaux de glace formtors de la congélation directionnelle sorsiblesen noir (délimité par
des pointillés blancs). (B) Cliché du début de la réticulation topotactique avec en selitiande
calcium marquée par de la rhodaminel®®s lignes délimitégsar les pointillés jaunesont les parois
stabilisées par la réticulation topotactique. (C) Cliché rapproché de la réticulation topataecicee
misesen évidencdes parois stabilisées pé&e calciumen jaung(D). Les points noirs sont les mesures
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GH OYfDYDQFHPHQW GX IURQW GH FDOFLXP@MX GRXKD GW VOIDRIY |
vert la vitessénstantanéale ce mémfont. Echelles (B) 100pum (C)50um.

Les résultats &s expériencespermettant de mesurde retrait de la glace lors de la

réticulation topotactique sous le microscope confocabat exposés grigure 111-10] Le
SUHPLHU FOLFKp $ PRQWUH OfH[WUpPPLWpP GTIXQ pFKDQWL

murs entre les cristaux sont visibles a travers les bactéries marquées par les chrordaphores

kit live/dead. @mme vudans lechapitre précédent, la qudstalité des bactéries se retrouvent
encapsulées lors de la ségrégation de phase entre les cristaux dat gaceones riches en
DOJLQDWH /YREVHUY DW L R&re@dtrglé Bved dMacdlisadivghdSsHArdis GRQ F
GYDOJLQDWH /HW HFR@QWUFHOOKFRpPULYp GH OD VROXWLRQ GH
le début de la réticulation topotactique, avec les parois stabilisées en jaune. Un grandissement
VXSpULHXU HVW XWLOLVp SRXU OH FOLFKp VXxllstoreww & R
la parte e QFRUH FRQJH O p HeS§ bbserfgeFLa Prdiéss@Ode (@ solution peut étre

suivie en méme temps que lasgarition des cristaux de glagen observe la conservation de
OYRUJDQLVDWLRQ GHV SDVROQXWISRIQVGBH BONVOR HFRWP ROHD D\
résultats MEB. Il est aussi intéressant de noter que la progresssignal de la rhodamirse

IDLW SDUDOOQOHPHQW | formantdnirobtédragrdssinfi gé-I& Qthld® O R Q
réticulation Les analyses de |aosition et de la vitesse geogression de ce front de calcium

sont représentées dans le diagramme en (D). Cette vitesse décroit en progressant dans la matrice

et atteint une valeur de 6@@n.h* au bout de 20 min.

LD YLWHVYV Hertquimom QeFrétiPulation meserdid VW JOREDOHPHQW GDQV
grandeur attendue. Eepnsidérant que laitesse de 60Qm.h! se maintient le long de la
réticulation, ellepermettraitde réticuler une matrice de 14RIP H Q KHXUHV 6L OTRQ
compte la décroissance de cette vitesse mais aussi le fait que la matrice soit réticulée de chaque

F{Wp OfpYROXWLRQ GH OD YLWHVVH PHVXUpH FRUUHVSR
macroscopiques. Ainsi cette expérience peut étre utilisée commdensadisfaisant pour

visualiser microscopiquement la réticulation topotactique.

On observe alors simultanément la fonte des cristaux de glace et la stabilisation des parois
qui conservent leur morphologie imposée par ces mémes cristaux. Il est importaterdei
TXH OHV PXUV GYDOJLQEDWH QH VRQW SDV REVHUYDEOH
fonctionnalisépar un fluorophorg en effet comme mentionné plutdt, ce sont les bactéries qui
sont marquéepar un fluorophore Ainsi apres le passage du frord dalcium, les bactéries

restentsituéesdansla structure imposeée par la congélation directionnekecapsulées dans
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OYDOJLQDWH UpWLFXOp 2Q SHXW DORUV GLUH TXH ORUV G
pas de relargage de bacténess les pores formés lors de la fonte des cristaux de glace, et

T Xl{esrestentdoncen@psulées dans les murs réticulées rares bactéries qui auraient été
piégéedirectementlans les cristaux de glace seraient mortes et ne sont pas prises en compte
danscette discussianAinsi, si une différence de viabilité est observée apres réticulation
WRSRWDFWLTXH LO QH VYDJLUD SDV GI1XQH SHUWH GH EDF

I MXWLOLVDWLRQ GH GH X{psubdifferéntignd gitu IDsXdadides bt W
consevé leur membranatactede cellesendommagée® 1D SDV pWp FRQFOXDQW (
suivre la survie des bactéries ligorophores doivent étre présents lors de la réticulation
topotactique mais@fcésde ces molécules en solutiore permet pas de qudier les
proportions dévactériesnortesou vivantes. Cette méthode de marquage est statique, et sert a
décrire un état des membranes a un moment dohié Q fHV We 8 Ia\tinBti@ue IV p
O THI[ S p.Cette éEthbde estilisée le plus couramment sdes échantillons préalablement
IL[pV DYHF XQ WHPSV GYLQFXEDWKRQ@QSNVYW XSO pMiDOHVB®H
expérienceAinsi, bien que le marquage soit utile pour suivre la position des bactésits,

technique ne peut pas étre utiéiggour quantifiela surviedes bactéries dam®treexpérience

Cependant le comptage en boite de Petri reste unadajiitépour quantifier la survie des
bactéries. Des expériences de mesure de la survie ont alors été réalisées au laboratoire pour
mesuHU OYLPSDFW GH FH QRXYHDX SURFpGp TXL SHUPHW G|

structure imposée par freegasting, sur la viabilité des bactéries.

lll.4 Viabilité des bactéries encapsulées dans des matrices

stabilisées par réticulation topotactique

LaréeWLFXODWLRQ WRSRWDFWLTXH D pWp PLVH H® SODFH
nécessaiktj OYREWHQWLRQ GTK\GURJHOV FHOO X{atebte stapty HW V\
gue le remplacement des deux étapes de lyophilisati®L Y LH G X Q Hctitig®/ hpdaiX ODW L R
la viabilité £par une seule étape adaptée de la fibrillogenese topotactique, permettrait une
amélioration de la survie des bactéries encapsutées.vérifier cette ypothése motrice de la
réticulation topotactiquealsurvie des bact@&sPseudomonas putida étéévaluée aprées leur
encapsulation par congélation directionneleomparée ® fpWDSH GH UpWLFXODWLK
Différentes concentrations sont testées ainsi que les deux vitesses les plus prometteuses, 25 et

50 um.s™.
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Matériel et méthode Surviedes bactéries encapsulégzres réticulation topotactique

Une préculture de P. putida est réakksgn mélangeant 100/ GIDOLTXRWHSFPRQVHUYp
DYHF P/ GIXQH VROXWLRQ GH FXOWXUMH GMFMXNE W RXUK L
et agitation de 150 RPM) 1,2 mL de la préculture sont apaté8,8 mL de la solution de

culture LB Broth et remis a incuber pour une nuit. Les 60 mL de suspension de bactéries ainsi
obtenue sont séparés en 2 tubes de 30 mL et ceBsifad@0465 dans une centrifugeuse

pendant 10 min. Les culots sont ensuite dispersés dafs/3@G I XQH VROXWLRQ GYDO
ZW HW XWLOLVp GLUHFWHPHQW SRXU OfHQFDSVXODWLRQ
GYfDOJLQDWH REWHQWHDBRQGFH @WR D /U REEMQIESDR®ite X U GH
XWLOLVpH SR XU Abrfide @&shrér\éett® bfdvdnBeQun comptage de colonie en boite

de Petri est réalise.

Les matrices cellularisées sont alors formées par congélation directionrizllel de la

suspension de bactéseHW G{DOJLQDWH VRQW YHUVpV GDQV OH WXE|
GH OD WLJH HQ DOXPLQLXP SORQJHDQW GDQV OYD]RWH OLT
glace de 25 et 5Am.s! sont appliquées. Six matrices cleaque vitesse de front de glace sont
UpDOLVpHV DILQ GH PHVXUHU OD YLDELOLWpPp HQ WULSOLF
OfpWDSH GH UpWLFXODWLRQ WRSRWDFWLTX88° & WNXPDXM L FI
leur utilisation. Pour mesured OD VXUYLH GHV EDFWpUL-ERstinD #88gV Ofp
PDWULFHV VRQW GpFRQ.J stéip & 30 G2@izht 10rh, AGr&HOKin de
centrifugation les culots sont redispersés dansR0@ G fHD X 6&aqi ktBri@ LL\ép dilutions

H W aladepWwboite de Petri permettent alors de compter le nombre de bactéries ayant survécu

au processus de congélation directionnelle.

Les matrices restantes sont réticulées dan®20G I XQH VROXWLRQ GHIMKORUXU'
Pour cela les solutions sopré-refroidies et les tubes de polystyréne sont enlevés puis les
matrices sont plongées dans les solutions dans un bain thermosga€e pendant 2heures.

Une fois la réticulation terminée les matrices sont découpées au scalpel (lames stérilisées et
souv. SRVW GH VpFXULWp PLFURELRORJLTXH HW OH FDOFLXF
successifs de 5 min. Enfin les morceaux de matrices sont dispersés dans une solution de
déstructuration de N&Os/acide citrique (respectivement a 0,05M et 0,02M)daat 30 min

sous agitation. Finalement aprées centrifugation de 10 min, les culots sont redispersés dans

10 P/ GTHDX 6at t&t&if@ LDép dilutions et un comptage sur boite de Beiriréalisés.
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Figure lll -1: OHVXUH GH OD YLDELOLWp GHV EDFWpULasthgtQ FDSV XC
DSUqV OYfpWDSH GH UpWLFXODWLRQ W RaSiwe brifaddtidndes yit€ssds p U H Q W
de front de glace de 25 et fith.s' sont présentés a gauche en valeur absolue et a droite en pourcentage
par rapport a la concentration de la suspension initiale. Les trois lignes des graphes représentent
chacune une concentration initialde bactériesdifférente (6,5.16°% 1,5.16 et 1,4.10 CFU.mL*
respectivement)

La mesurele OfLPSDFW GX SURFpGp GH UpWLFXODWLRQ WRSRYV

est une étapemportante car elle déterminkes conditions a utiliser pour effectuer les

expériences de dépollution dans lereade cette these.
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Pour mesurer la survie des bactéries apres leur stabilisation topotactique, trois concentrations
initiales ont été utilisées6,5.13° CFU.mL?, 1,5.1 CFU.mL? et 1,4.10 CFU.mL?. Deux
vitesses de front de glace impesdors deOfpWDSH GH FRQJpODWLRQ GLUL
choisies: 25 et 5qum.s. Cellede 1m.s' QD SDV pWp DQDO\VpH LFL FDU OH
sont constamment inférieurs aux autres vitesses et surtout, le temps de congélation est ici bien

supérieutet limite les nombre de conditions analysalsiedes triplicatas sont réalisés.

ITREWHQWLRQ GHV P HRsXUddMONSs putitinbapiu@és\apesscbiigélation
directionnelle est décrite au chapitre précédent. Les matrices structurées etessuydle
stabilisées par le processus de réticulation topotactique pendaet@$. Ces hydrogels sont
ensuite déstructurés par la solution précédemment utilisée gleOMAC permettant la
chélation des ions calcium tout en conservant la viabilité deériesc Leur survie est alors

mesurée par comptage en boite de Pétri.

/IMLPSDFW GH OfpWDSH GH BRIQghiditP ed brQérdgadtHdEaétéR Q Q H O
traité au chapitre précédent nous nous focaliseroncedur de OfpWDSH GHnNnOD UpW]|
topotactiquePour la concentration initiale de 6,5'4CFU.mL! RQ SHXW WRXW GIDERU
XQH SHUWH LPSRUWDQWH GH YLDELOLWp DSUqV OfpWDSH (
de 4ordres de grandegour une vitessde front de glacde 25um.s? est mesurée et auaain
colonie Q 1 D opsatpédors du comptage des matrices structurées a une vite§fudes!

(le nombre de bactéseviables est alors sous le seuil de détection de ces compiagesune

perte supériegr a 4log). Cependnt pour les concentrations initialasférieures, la
concentration ne diminue qué | Br@re de grandeur 2Q SHXW DXVVL UHE®UTXHU
viabilité aprés réticulation topotactiqugui a lieu pour la concentration initiale de

1,4.10 CFU.mL! en fonctionde la vitesse du front de gladen effet, prés freezesasting la

vitessede 25um.s! donne de meillewr résultats que celle de fn.s' DORUV TX{DSUg

réticulation topotactique, la vitesse deps0.s! affiche une viabilité supérieure.

AinsL OD YLDELOLWp ILQDOH DSUqV OYREWHQWLRQ GYfXQ
centiémes. La conservation de la viabilité via ce procédé de réticulation topotactique en une
pPWDSH GRQQH GH PHLOOHXUV UpVXO0OW D WuiliSaktn®©&tdp&E WH Q W |

intermédiaire de lyophilisation tel que présenté en début de chapitre.

Ces résultats ont été regroupés dans des graphes prés¢figsehl-12 DILQ GTHQ DYRL

une meilleure préhension.
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Figure Il -12. Résuméle la viabilitébactérienneaprés chaque étape, en fonction de la vitesse et de
la concentration initiale. Dans un premiggmps le hombre de bactérie par millilitre de solution de
déstructuration est représenté puis, dans un second temps, la viabilité relative a la concentration
initialement congelée.

La

Figurelll-12

SHUPHW GH FR P 8d3 doddgnttafidn Pn8ibidey bactériesur

leur survieaux différentes étapes et vitesskesprogression du front de glacef X WLOLVDWLRQ

graphiqus en pourcentagepermet unecomparaison des taux de survie emé® différentes

concentrations de bactéries initgle
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Pour lavitesse de front de glace de |2%.s, les taux de viabilité varient peu en fonction
desconcentrations initialeaprés freezeasting,contrairement a laitesse de 5Qm.s* ol les
taux de survie variengignificativement(comme évoqué au chapitre précédent). Cependant
aprés réticulation topotactique seules les concentrations inférieuré8 GFLOmML? ont des
UpVXOWDWY VDWLVIDLVDQWYV /D FRQVHUYDWLRQ GH OD YL
meilleur pour la vitesse de $0n.s? ainsi que pour la concentration de 1,8.C6U.mL™.

/ID UHSUpVHQWDWLRQ GH O DeYé|BUE toBdeitiatioB riat eB Bvidenpe LHV
la différence de concentration finale de bactéeecapsulées dans les hydrogels. En effet, la
concentration finale des bactéries pour la concentration initiale de 1@FLOML?! est
GIHQYLURREKU.ML! et de 3.1 CFU.mL?! pour les vitesses de 25 et B@.s?
respectivementPour la concentration initialele 1,5.18 CFU.mL?, elles VRQW GTHQYLUF
2.10 CFU.mL? et de 5.10 CFU.mI respectivement. Au vu de la concentration finale environ
100 fois plus impot@ WH RQ SHXW VI{DWWHQGUH j XQH HIILFDFLWp S
OfXWLOLVDWLRQ GHV K\GURJHOV IRUPgEMMmEDaLY\AltéhtesaH OD F
VRQW pYLGHPPHQW j FRQILUPHU ORUV GYH[SPULHQFHV GH (

Des clichés MEB nt été réalisés auxoncentratioa de 6,5.18° CFU.mL! et de

1.10 CFU.mL?! afin de visualiser ldifférence de répartition des bactéries dassratrices

Matériel et méthodeObservation MEB de bactéries encapsulées

Deux suspensions de PseudomosaXWLGD GDQV GWw%OsHhm Qrddré&aHidhing
précédemment décriSuccinctement, des précultures et cultures de bactéries sont effectuées,
OHV FXORWY REWHQXV DSUqV FHQWULIXJDWLRWBQW GLV S
prélevementGH FHV VXVSHQVLRQV SHUPHW GYpYDOXHU OHXU FR
de 6.16° CFU.mf! et de 10 CFU.mi.

Ces suspensions sont structurées par congélation directionnelle a la vitessprdes23.es

solutions de réticulation de chlamide calcium (20nL a 1M) sont prérefroidies a-3°C et les

matrices congelées précédemment sont stabilisées par réticulation topotattegumoules

de polystyréne sont préalablement enlevés.

Aprés 24 heures les hydrogels obtenus sont découpés snppets et rincés plusieurs fois a
OYHDX 'HV EDLQV GH GpVK\GUDWD Ydé¢ 50% paiD7Q%, WHpIK D QRO
puis deux fois 100% pendant 10 minutes chatpuais le séchage supercritique est effectué.

3RXU FHOD F\ F Géhuéaidep Bwe®dp CHiYyuide sous haute pression (Revoir
SURWRFROH HIDFW SRXU OHV YDOHXUV /IHV K\GURJHOV Vg
de20QP GYRU DYDQW GTrWUH REVHUYpPV DX 0(%
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Figure 1l -13: Clichés MEB des hydrogelsréparés par séchage supercritiqussucturés a
25um.s' /HV FOLFKpV PHWWHQW HQ pYLGHQFH OD SUpVHQFH GHV E
ainsi que leurs concentrationte 6.16° CFU.mi* (gauche)et de 10 CFU.mI* (droite) 6 XU FOLFKpV $1
HW %Y OHV EDFWpULHV YLVLEOHV GDQV GdhalleFRMSHNMNPRIQW PLVH
AetB.

Les clichés MEB de [&igurell-13 PRQWUHQW GHV PXUV GTK\GURJHO |j
GLIIpUHQWHYV (Q $ HW $7 OD ¥ BRYFHQWQDW LHRWQ % TH W\® OGH
10/ CFU.mt /HV EDFWpPULHV YLVLEOHV HQ $ HW afin deRadittt FROR UL

leur visualisationOn peut voir que pour la concentration initiale la plus élevée, de nombreuses

bactéries sont en contact les unes avec les autres. Pour la plus faible concentration au contraire
on peut voir une bactérie isolée daasnur. De plus, les bactéries encapsulées sont le plus
souventisolées contrairement a la concentration de 6°I0FU.mL?! ol des bactéries sont
présentes en grand nompagrégéest observablketout le long des murs.

Comme montré précédemment, la foORRQFHQWUDWLRQ GH EDFWpRULHV OF
castingne semblgasétrecritique pour la viabilité cellulairet permet méme une conservation
parmi les meilleurs obtenues dans cette these. Cette concenindiade joue cependant un
réle important ORUV GH OfpWDSH GH UpWLFXODW LRIQysYdEES RW D F W
bactéries ne survivent p@8DQV OH FDV GT1XQH FRQEKBUMUDBN hed®€ LQLWL
RSSRVLWLRQ DYHF FHV UpVXOWDWYV O 1XVZEWmLY pevhetR Q G X C
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la survie de 10% des bactéries encapsulées lors du {ftasting Les résultats encourageants
REWHQXHYVY LFL VRQW ELHQ VXSpULHXUV j FHX[ REWHQXV |
lyophilisation.

Il serait possible que le contact edtr OHV EDFWpULHV ORUV GH OfpWL
topotactique soit un élément critique pour leur survie. Lors de la réticulation topotactique, la
forte concentration en ions €aet CrI induit un stress osmotique aux bactériefies vont se
déshydrater DXJPHQWDQW DLQVL OHXU FRQFHDWW H&QiRE@HL QW H U
osmotique avec leur environnement. Lorsque la concentration en ions du milieu est trop grande,
la déshydratation peut devenir |étale pour les bactéries. Nous pouvongoatauter une
K\SRWKgVH SRXU H[SOLTXHU O¢YLPSDFEWIticdurQedr wadi@d HQ W U D
ORUV GH OfpWDSH GH UpWIQRX OBWLIRQ OGN K 8 RI WAIRFQNFIHTQMA U D W\
O 1 R U G UEFWGmL! et inférieus, les bactéris auraienttendance a étre encapsulées dans
les paroien étantentourés V H X O H P H Q WcGnirbe@eptéQent@vddnsHgurelll -13] B.
Ainsi, bien TXTHOOHYV V XELVVH Qldvsgieda BHuRdh iBnigReReWre Eofitdct
elles pourraient é&reSURWpJpHYV HQ SDUWLH SDU OYDOJLQDWH TXL O
TXH OTDOJLQDWH MRXH XQ U{OH LPSRUWDIHNOGRQBUO IV WL

bactéries, qui en produisent par ailleurs -el@me en réponse a un stress osmotique

important®®,

Dans le cas § XQH FRQFHQWUDWLRQ L @UIORLMDLA HesGbctéDeBR U G U H
semblent pour la majorité HQ FRQWDFW DYHF. B pEXenct devlaBaEwip UL HYV
réticulante)es bactériedevraientse déshydrater giar lefait méme se contracter créaainsi
des cavitésu sein des paroi€es cavitépourraient alorseremplir en solutiorde réticulation,
concentré eions. Les bactérieprécédemmergn contactdue a leur agrégation, seraient alors
exposees a casvités remplies de solutiaanique concentréest pourraientsubir un stress
osmotique plus important. Bien que le regroupement de bactériesnditions nativetend a
améliorer leur viabilitépar OD IRUPDWLRQ GTXQ ELRILOP SURWHFWF
stres$6:268:3% ce processus est loetynécessite plusieurs étaPetle procédé de congélation
directionnelle et de réticulation topotactique ne devrait pas permettre sa formation dans le temps
imparti. Des expériences supplémentaires sont a réaliser afin de peahaeér ou infirmer ces

hypotheses et compléter ces réflexions.
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[11.5 Conclusion

Les matrices cellularisées et congelées nécessitent des étapes supplémentaires de
VWDELOLVDWLRQ HQ PLOLHX[ DTXHX[ HQ YXH GH OYfREWHQ\
ID ELRGpJUD G Ds@ek. R&@st@tgdHelckassique de lyophilisation puis de réticulation au

ions C&" entraine une mortalité importante des bactéries encapsulées.

Dans cette partie, unouveau procédé a été mis au point en adaptant une méthode
précédemment développée au LCMCP. La réticulation topotactique permet la fonte et le retrait
des cristaux de glace ainsi que la conservation de la strucag®poreusassociée formée
lors de lacongélation directionnell€ette nouvelle technique permet alors la stabilisaows
| R U Piydfadels des matrices précédemment struesueé une seule étape. Cette diminution
G X QRPEU Het@d rewWwds 8atéticulation ainsi gaesuppressionalla lyophilisation a
SHUPLV GYDPpOLRUHU VLIJQLILFDWLY HP HUxeh @b mdtkddsY LH GH'
De plus aucun cryoprotectepotentiellement toxiqueQ THVW XWLOLVp WRXW DX OF
SHUPHWWDQW G&HH W pDV DSV EtIK:S Be@ad ld8V ces molécules. En effet,
OfXWLOLVDWLRQ GH OfDOJLQDWH + gfadeRHsorP Bdfibb LdeH G TH (
cryo-protection extracellulaifé®?43 Hw j VD FDSDFLWp GH PD#p&rvet HQ GH
OYDPpOLRUDWLRQ VLJQLILFDWLYHGEXDWWXO W DINMIXH YEH E

directionnelle et de réticulation topotactey

Les meilleurs résultats ont été obtenus pour une vitesse de progression du front de glace de
50 um.s? et une concentration de 1,5°X0FU.mL™. La concentration initiale de bact&i en
effet un impact sur le taux de survie apres la réticulation topotactiggemblerait que
OYDIJUpIJDWLRQ GHVY EDFWpULHV VRLW XQ IDFWHXU QRQ QplJ

Une proportion encourageante de bactest maintenue vivde dans les parois de ces
hydrogels structurés et macroporeguid de la capacité de ces matériaux a dépolluer des eaux

usées?
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Chapitre IV : Biodégradation
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V.1 Biodégradation

ITLQGXVWULH WH[WLOH XWLO L& travetQdiffetd Qrazeétdést deD Q W L V
transformation, TX{HOOH UHMHWX\H JH@ QXp QpRI® QBEs fitenant
G YL P SR U Wifg€aé/délofaxitd, de détergentsey D GEWOEN\particulier, les étapes
GH WHLQWXUHYV GH WH[WLOHM. WHXYH®WA XXVEO UYRIBORIVDR P
colorants azoiques (possédant un grotieN-) constituent &4 classe de coloranta plus
utilisée a travers le monde *60%) et une grande proportion se retrouve rejeténs
OTHQYLUR@GRHPMOW FRQFHQWUDWLRQ SHXW YDULHU HQWL
utiliserons alors sera exprimé en pagar million: « ppm»). Malheureusement la quantité
exacte de colorant ainsi relarguést inconnue maipeutétre estinée a ewviron 1-2% des
colorants produits et-50% des colords utilisés et variéortement dépendamment des sites de
SURGXFWLRQ H®GLEIXWLOLVDWLRQ

Dans le cadre de la biodégradation des colorants présents dans les eaur nséasalises
éudes utilisent des bactéries dgenre Pseudomond$®3'?3® notamment OYHV SqFH
Pseudomonas putid®253314 pour leur capacité adégrader les colorants azoiquédes
différentes étudemontrent la possibilité de dégradation des colaranbiques sous conditions
aérobiques par laouche déPseudomonas putida mtatiliséeaussi au cours de cette these,
bien gLe cette voie de dégradation ne smihsidéréenitialement possiblguesous condition
DQDPURELTXH (Q HIIHW ELURGXEW IR VYWWLAPLH BEW] RO THQ]
sot SOXV HIILFDFH HQ FR Q&dauwsé BeQa Gofnpdiitdmp bMBEIE Blysteme de
respiration aérobiquetla biodégradation aérobique reste possiBlette souche a été adoptée

au cours de cette thése pour les études de dégradation detscha@iques.

/IH EXW GH FHWWH GHUQLqUH SDUWLH GH OD WKqVH HVW
des capacités de biodégradation des bactéries une fois encapsulées dans les matrices et stabilisés
en hydrogel par la réticulation topotactique tiavail effectué dans ce chapitre a été réalisé en

FROODERUDWLRQ DYHF /pD $ORQVR O RdevicadtdPYMIRE@IaMW D JH G
HVW LPSRUWDQW GH SRXYRLU TXDQWLILHU HIILFDFHPHQW
mesurs de spectrontéie UV-9LV DILQ GHIW deXddédddliution. Pour cela plusieurs

tests de biodégradation ont été réalisés sur différents colorants azoiquesiéelssgiehloro-
4-[3-méthyt5-0x0-4-(4-sulfonatophényl)diazemydH-pyrazot 1-yllbenzenesulfonate de
dissodium(aussi nommgaune 2G oy GRQW OfXVDJH HQ WDQW TXH FROTF
interdit), le2-(éthyl{4-[(E)-(4-nitrophényl)diazényl]-phényl}amino)ethanabige disperse)l
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ainsi que le  -$4-(4-aminophénylazo)phénylimino]diethanohdjr disperse 9 que nous
nommerons DB9 pouson nom commercial en anglaiBisperse Black 9). Les résultals
biodégradation dyaune 2G ainsi quelu rouge disperse 1 ne seront pas présente<es
colorantsne sontpas des modeldaciles a utilisera cause soit de leur trop faible solubilité
GITXQH YDOHXU @/ haui le WUdvge disperse 1) soit a cause de difficultés a
TXDQWLILHU OYfpYROXWLRQ GH OHXU FRQFHQWUDWLRQ FR

colorant jaune 2G).

Figure IV-1: Structure chimique du noir disperse 9 (DB9) comprenant le groupement azoique (
N=N-) pouant étredissociépar les azoréductases des Pseudomonas péti@an association avec
NADH).

Le choix du milieu de culture des bactéries etrlieu pollué a été réalisen comparant
plusieurs étudés***>* DILQ GTREWHQLU X QefriettahtHeXdéSetbppexneddsX U H
bactéries mais auspour permettre & quantification des colorants et lebiodégradatio. Le
milieu alors utilisé pour la croissandes bactéries et pour le suivi de la dépollution est un
milieu de culture miniral, contenant le strict nécessaire a la croissance des bactéries et qui est
incolore pour permettre une quantification des colorants (la composition est explicitement
décrite das la section matériel et méthodegs résultats des tests de biodégradation du DB9
par lesPseudomonas putida méant présen@GDQV OTH[SpULHQFH VXLYDQWH

Matériel et méthode Biodégradation du Disperse black 9 p&seudomonas putida en
suspension

Unepréculture de Pputida est préparée en mélangeant W0 G XQ DOLTXR® FRQVHU
avec 99P/ GYXQ PLOLHX GH FXOWXUH PLQLPDOaO0RuW,Up DYHF
contenant 50 ppm de polluant Disperse Black 9 (DB9). La composition déereda culture

(MGT7%) est h suivane: 3g.Lt de KHPOy; 1,5 g.L! KH2POs; 0,01 g.I* NaCl; 0,1 g.Lt
MgSQ.7H.0; 0,001 g.I* FeSQ; 0.8096 g.t* NH4Cl et 5 g/L de B(+)-glucose. Aprés une

QXLW GTLQFKEBRMWIRIQLpn a 1TWPM, 1,2mL de cette préculture sont préleves
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et mélangéa 58,8mL du méme milieu de culture minimal M&Tbujours avec 5ppm de

DB, pourobtenirla culture Cettesuspension egflacé a incuber pendant une nuit.

Cette culture est ensuite séparée enls de 30nL qui sont centrifugés 23046G pendant

20 min. Les culots sont redispersés dansr@0de milieu MG des prélevements de cette
solution sont utilisés pour faire un comptage en boitePd&ie afin de déterminer la
concentration en bactése 2 mL sont ensuite prélevés et mélangés au milieu de culture
minimum SROOXp GRQW OYDEVRUEDQFH HV¥bI® Hntrx20p et 88® U VSH
nm a différents temps de dépollution. Cette expérience de dépodsti@alisée en triplicata
dansdes flasquesiQ FRQGLWLRQ G 1D p U RErmeahlebktetbnDux filirRlX F K R Q
0,22um) contenant 4@nL de la solutionmisesa 30°C sous agitatiopendant plusieurs jours

Des mesuress 1 D E V R ¢bEtPeQliEés sur 3x200uL de la suspensigrapres centrifugation

et filtration (0,22um), avecun lecteur multiplaques a différents temps. Cette expérienég

répétée avec une concentratiem bactérianférieure(dilué par 2)

/ID ORQJXHXGIOERQGCBHW LR QePbZniohBud e DBY #\ést utilisée pour
VXLYUH O 1psRexwieRidp derd la valeur est calculée grace a une courbe
GipWDORQQDJH UpDOLVpH GDQV OH PLOLHX

Figure IV-2: Représentation graphique d® TpY R O X W L Bgnhce & 46hfhDiE \¢dtorant
Disperse Black %n présence d®. putida en suspensiorLes concentrations dedactéries en
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suspensions sont 121GFU.mL*et 6.1 CFUmL* /fpYROXWLRQ GH OD FRQFHQWUD\
présenceG 1 X QH V XV Badtorés RiQcl@dd (1,4.10 CFU.mLY) est représentgen rouge.

Le suivie de la concentration @B9 SHUP HW Gefrpl¥ de©batiddePseudomonas
putidamt2, cultivées en milieu minimapollué, sur la biodégradation de la liaison azo
différentes concentrationde bactériesCette expérience est réalisée en condstaarobiqus,
VRXV DILWDWLRQ HW GHV PHVXUHV GH O§duliEereRen&siD QFH GH
GH TXDQWLILHU OD FRQFHQWUDWLRQ H @cédémniditikréatisge X QH FF
Cette premiére expérience de biodégradation permet de mettre en avant la possibilité
GITXWLOLVDWLRQ GX "% FRPPH PRE COMH BSFROFWOBHT&E PIYAHD 5

bactéries sur leur capaca@égrader des colorants azoég.

Durant les 4 premieres heuresat@aqueexpérience représentégFigurelV-2| tpourles

deux concentratiorte bactéries et également pour les bactéries autoclauéedécroissance
GUDVWLTXH GH OD FRQFHQWUDWLRQ HQOBR@®ppMmPUsHVW RE
OD FRQFHQWUDWLRQ VHPEOH GLPLQXHU OHQWHPHQW SRX
plateauest atteintlans le cas des bactéries autoclavées. En effet, pendant que la concentration

en polluant reste autour de @pm pour les bactéries ntes, la concentration en DB9 diminue

passant de 2ppm a environ ppm pour les suspensions de bactéas/es

Cette expérience montre plusieurs étapes dans la biodégradatdR XW GYIDERUG OR
premieres heuresine diminution de la concentratiomeDB9 est constatée en présence de
bactériesactivesetautoclavéesCette étape pourrait traduire une absorption ou une adsorption
du colorantsur eseEDFWpULHV TXJfHOOHV VRLHQW YLYDQWHV RX
colorant suit deux évolutionsfférentes, en présence de bactéries autoclavées la concentration
HQ "% HVW FRQVWDQWH DORUV TXYfHQ SUpVHQFH GHV VXVS
est constatée. Ainsi, bien que le colorant soit en partie adsorbé par les bactéries aytbclavées
HVW QpFHYVYV DdiitiehngnX drneQiviéirdétabolique pour les dépolluen effet, les
azoréductases permettant la réduction de la liaison azoique nécessitent la coenzyme NADH et
la réaction est donc dépendante du métabolisme celfiifaCette expérience montre aussi que
OH FRORUDQW "% SHXW rWUH DGRSWp FRPPH PRGgOH SRXU

Pseudomonas putid#ilisées dans cette these.

&H FRORUDQW HVW DORUV XWLOLVp GDQVcap§iHdeS dame HQFH
des hydrogels structurés par congélation directionnelleec un front de glace de fitn.s® +

et stabilisés par réticulation topotactique.
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Matériel et méthode Biodégradation du Disperse black 9 par les Pseudomonas putida

encapsulées

Une préculture de bactéries Pseudomonas putida est préparée en mélangeant 1601 X Q

aliguote conservé a80°C avec 9,9InL du milieu de culture minimal MGfiltré avec une

unité de filtrationa 0,22um, contenant 50 ppm de polluant Disperse Black 9 (DBpj)és une

QXLW GITLQFXEtBMIdIGQtipn & 1FRPM, 1,2mL de cette préculture sont prélevés

et mélangéa 58,8mL du méme milieu de culture minimal M& Tbujours avec 5ppm de

DBO9. La culture ainsi obtenuest placé a incuber pendant uneuit.

Cette culture est ensuite centrifugée et le culot est dispersé dans un volume équivalent a celui

GH OD FXOWXUH SDU XQH VAKX Wi dergptay§ Brnbdite@@ivieldstV Wp U L O

effectué sur cette suspension et des matrices sont formeesrngélation directionnelle en

imposant une vitesse de front de glace dguB0s!. Ces matrices cellularisées sont ensuite

VWDELOLVpHY SDU UpWLFXODWLRQ WRSRWDFWLTXH SHQGL

ultrapure stérilisée, elles sontutpHY SRXU OHV WHVWV GH GpSROOXWLR

sont préparés de méme sans bactéries pour servir de contrble. Ces hydrogels cellularisés et

noncellularisés sont placés dans des flasques contenanil4@e la solution MG¥éfavec

50ppm de DB9/D PHVXUH GH OfDEVRUE D Qi Hapté¢ ¢éentvifogath etpH V XU

filtration (0,22um), par un lecteur mMuUISODTXHV j GLIIpUHQWYV WHrSV /YDE
HVW XWLOLVpH DYHF OD FRXUEH GTpWDORQQDatieanbiLQ GH C

DBO9.

A chaque prélévemeniilL de la solution est prélevée, filtrée et stock&92C afin de réaliser

des analyses HPLC (chromatographie liquide a haute performance). La phase éluante A, est

GH OfHDX XOWUD SXUH HW O Dgu® Kibrstid \Wys GBE/60)puv #€DIQIR O 2 Q I

1 mL.mint etunecontre pression de 151 atm. On injecte 20 pL dans une colonne Gemini 5um

Phenomenex C18 (en phase inverke)systeme HPLEst couplé a un spectrometre WAS
ORQJXHXU GYRQGH GX gtz2hn$idlr ariEt8dhdD Et |&atuah¥dication des

especes separées
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Figure 1V-3: Représentation graphique de I'évolution de la concentration du colorant DB3edans
milieu en fonction du temps. Des hydrogels seuls ainsi que des hydrogels cedlutatisigturés par
congélation directionnelle a une vitesse de front de glace get§ +sont ici utilisé.

'‘DQV OTH[SpPULHQFH GRQW OJ|Riguré\p-3|Xi€s\Wordgsls veRu@kigesi [SRV p
et des hydrogels neFHOO XODULVpV IRUPpV j SDUWLU GHV VROXWLR
LPSDFW VHod d® 1% pohBe@tdation en DB9 a été mesuré a différents temfes qavi
de OTDEVRUEDQFH menXLacbi@énttation de bactéries contenue dans les hydrogels
cellularisés est de 1,41CFU.mLL. Cette expérience permet descriminer OfLPSDFW GHYV
hydrogelsde OYDFWLYLWp GH dbhiRkde p HYXGBW LR HHW-DFLWp GH G
bactéries encapsulées par le procédé présenté dans cette thése.

Les concentrations mesurées lors de cette expérience suivent une évolution semblable

cdles GH OYH[SpULHQ

Fi@hréil‘lﬂ-ﬁ’FtBrGelﬁdDw ldbserveWR XW GITDERUG XQH

diminution de la concentratiatu polluant puisdans le as des hydrogels narellularisésun

plateau est atteint ou la concentrata@colorant ne varie plus. Il est intéressant de noter que

dans les cas des hydrogels cellularisés, au cours des 28 premiéeres bepresl| tie la

concentration en polluardut celui deshydrogels seulssuggérant un premier mécanisme

commun porté par les hydrogels
FRPPHQFH j rWUH R

et donc indépendant de la présence de bdctedég&rence
EVHUY pélrgsazoune dimicuficth@ena corcentration

de DBQ Enfin, au bout de 12@eures, une concentration dg@En est mesurée pour les
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hydrogels cellulariseWWDQGLYV TXH OD FRQFHQWUDWLRQ GX FRORUDC

moins un ordre de grandeur-dessus.

&HV GRQQpHVY VHPEOHQWOPEOMWUHWYOWH OENVFCUBRRIHDSLG!
guantité de polluant qui est similaire@nabsorptiorparles bactéries en suspensimisservée
lors GH OYH[SPULHQFH SUpFpGHQWH /D FRQFHQWBIRYWLRQ HC
hydrogels norcellularisés est Gefiviron 25dpm, il en est de méme pour les hydrogels
FHOOXODULVpV $LQVL OD SUpVHQFH GH OD PDWULFH G¢YD
VHPEOH SDV LPSDFWHU OH SKpQR Pmd3diceGdeDiastéR B WLRQ |
suspensionEnfin la décroissance de la concentration en DB9 en présence des hydrogels

cellularisées semble indiquer une activité de biodégradation.

Les prélevementsudmilieu pollué réalisés ont été analysés par chromatographie liquide
haute perfoPDQFH +3/& DILQ GTpWXGLHU OYfpYROXWLRQ GH OD
GIK\GURJHOV FHOOXODULVpV
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Figure IV-4: Les chromatogrammes des prélévemeassrdlieux pollués aux différents temps lors
de k biodégradation par les hydrogels cellularisés sont ici présentés. Le chromatogramme du milieu
pollué initial est en ble@A), ceui HQ PDIJHQWD HVW REWHQX D SB),c€uienKHXUHV
vert apres 96 heures de dépolluti(®) et en rouge apré$20 heuregD). Ces chromatogrammes sont
comparés en figure E.

La technique de chromatographie liquide haute performance permet de séparer les molécules
présentes dans un milieu grace asenteractiors avec la phase stationnaire (qui caractérise la

colRQQH G 1 bt@dinaxt Valdétectiode différentesespéceen fonction de leutremps de
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rétention dans la colonne. Le chromatogramme du np@iwé au tempdnitial apparait en

bleu et trois pics distincts peuvent étre obserl&gremier apparait avec un temps de rétention

de 2,02min, le deuxieme de 2,91in et le dernier de 3,1@in. Une analyse HPLC du milieu

de culture minimal a aussi été réalisé et aucun®\ HVW REVHUYp DLQVL OHV W
initialement (A de I@ semblent caractéristiques du DB9Dn peut formuletes

deux hypothéses suivants: Les cycles aromatiques présents dans les molécules des DB9

pourraient interagir via des empilemen@&EXinteractions attractiveson covalentes entres

cycles aromatiques) et former dasitimeresphysiquesOu bien ces multimeres pourraien

étre formés par des liaisons hydrogenes entre les groupements alcools et amines (les azotes de
la liaisons azoiques peuvent aussi étre implidi€4)insi, un deics corresponthit autemps

de rétention caractéristique demléculesde DB9 seules etun secondemps de rétention
correspondraifi une dimérisationla méme occurrence pourrait étre appliqué au dernier pic

(des études sont nécessaires pour Vérifiette hypothéseainsi que pour trouver les
correspondances entre lekifférents pics et les conformationsorrespondantgs Apres

2 KHXUHV GH GpSROOXWLRQ HQ S UpapHeheeGCiidgeGHléR IHOV F
trois pics sont encore présents mais moins intenses et un nouveau pic est obsemwénade, 87

temps de rétention. Apres %HXUHYV GH GpSROOXWLRQ OfLQWKEQVLWpPp (
et celle du pic a 1,8min augmente. Ce nouveau p&t aussi observé aprés I28ures ou son

intensité a encoraugmentéandis que les trois autres pics drastiguement diminué.e pic
apparaissant a 1,8 LQ VHPEOH WUDGXLUH OD SUpVHQFH GYXQH Q
GIDIILQLWp DY H Rrr@iCétie RtDiIOUA pkoivit 8dkdégradation.

/ID TXDQWLILFDWLRQ GHV PROpFXOHV VpSDUpHV SDU +3/&
463 QP HW FRUUHVSRQG DX PD[LPXP GILQWHQVLWp GX VSHF
important de noter icun changement de coulede la solutionORUYV GH OYH[SpULHC
dépollutionot XQH FRXOHXU URXJH HVW ILQDOHPHQW REWHQXH (
120heures de biodégradation possede un pic principal ard2hes données récupérées lors
de ces expériences ne permettent alors pas de quantifier la concentration des produits de
GpJUDGDWLRQ &HSHQGDQW LO HVW SRVVLEOH GYDYRLU XC

produits de dégradatiaétectés dans cette configuratem normalisantds pics obtenus par

HPLC. La|Figure IV-5|est obtenue en intégrant les pics précédemment décrits et en les

normalisant +par k valeur maximale obtenue pochaque pics (a tOh pour les trois pics

caractéristiques du DB9 et a t120h pour le pic des produits de dégradation).
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Figure IV-5: e YROXWLRQ UHODWLYH GH GQ&nHPUWCmIXdfdren® @npdidd SLFV |
GPSROOXWLRQ /fLQWpPJUDWLRQ GHV SLFe¢ehDUdmRE dtapgeledpdut TXHV C
les produits de dégradation en trianglgleue.

Une décroissance rapide de la surface des pics ar@©ét 3,14min peaut étre observée
dangFigurelV-5( /TLQWpJUDWLRQ HZprésadtys mmHles[loSdngeg et les catrés
semble suivre la méme évolution au courGH OYJH[SPULHQFH ndIR@EWSIOH SLF

caractéristique du DB9) une diminution est observée dans les premiers temps en atteignant une

sorte de plateau. Pour le pic identifie comme décrivant les produits de dégrddatioface
augmentgrogresszementpuis une grande quantité de produit de dégradation est regrauve

dernier tempsle mesure

/ID GLIIPUHQFH G 1 pep8udlXpht &R PR BVSHR¥XYPUDLW rWUH HQ UHO
des moléculesudcoloranten solution. Dans le cas ou leepier pic a 2,02nin correspondrait
aux molécules de DB®@n solution sous forme individuelle (non dimériséetspu les pics
suivants correspondraient a dhesltimeresleur biodégradation par les bactérniesraitsuivre
des cinétiques difféerentes. Il est aipgissibleque seule la forme de molécule isolée soit
directementlégradableS D Bzo@éfluctastHW TXIXQ pTXLOLEUH HQWWEtH OHV P
les moléculesndividuellessVIpWDEOLVVH & H®@sREH evdieQdeshypaht ey
HW GIDYDQWDJH GYH[SpPpULHQFHV VRQW QpFHVVDLUHV OD
différents pics et leur interaction avec les bactéries serait ainsi iqealeeXemple, avec
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OTXWLOLVDWLRQ G firdrQetie ReXrBadgmodiHdgnii€r |&8&8u$produits et une

diffraction X pour la formation deultiméres) /H VXLYL GYDEVRUEDQFH SUpVHC
ainsi que la disparition des pics caractéristique observé en HFH L@/ ODSSDULWLRQ GH
temps @ rétention plus courQR XV SHUPHW QpD QP RE@QshdZ§udamionhP HU T X F
putidautilisée lors de ces expérienastcapable de dégrader le DB®me apres le processus
GTHQFDSVXODWLRQ GDQV GHV K\GURJHOV

ITPYROXWLRQ GHV SLFV'%DVBPWOEULWWRIRBVUBX] OfpYR
concentration des polluants observés précédemment dans le Pasa@smonas putidédores
en suspension préseaegplus tét. Deux hypotheses peuvent étre énoncées. bactéries
encapsulées auraieaelles la mémeefficacité que les bactéries sn suspen8i@u bien les
bactéries ontHOOHYV pWp UHODUJXpHV ORUV GH OfH[SpPULHQFH S
conditions similares’ ODOKHXUHXVHPHQW OHV PDWULFHV GTDOJI
désagrégéems cous GH OJH[SpULHQFH HW GHV SUpFLSLWpV EODQFV
des bactéries dans le milieu a été observé et confirmé par prélévement et culture du milieu ou
des colonies de bactéries sont apparues. Cette déstructuration des matricBHdestGL TXHU SD!
la présence de phosphates dans le milieu de culture utilisé pouvant fespaodphatede
calcium, un précipité blam En complexant le calcium, le phosphaseentrer en compétition
avec les liaisons ioniques permettant la réticulatith © D PDWULFH GYDOJLQDWH
des phosphates de calcium ap SODFHU dfiipubixt LeOnbmalyeHdkaison calciurm

alginateet donc mener a une redissolution partielle des hydrogels

&RPPH PRQWUp GDQV OD OLWW p tez&itXitd sbntStabiésien @Giliekk JH O V
acide mais gonfiat et se déstructunéenmilieu alcalins et en milieu saliffs. Ainsi la présence
de FDWLRQV SHXW PRGLILHU OD VWUXFWXUH HQ UBBRSODODAQ
méme des cations monovale@thaute concentratiopeuvent déstabiliser ces hydrogels en
prenant la place du calcium et en induisant une répulsion électrostatinuedes chaines
G 1D O FL Qebrivdide, la présence de molécules chélasdes ions calcium (par exemple
O 1 (' 78 des polyphosphat&$ et des citrate8°32) sont critiques pour la stabilité de ces
hydrogelvV G{DOJLQDWH

Ainsi une stabilisation supplémentaire semble nécessaire afin de pouvoir utiliser les
K\GURJHOV GTDOJLQDWHY FHOOXODULVpPV GpYHORSSpV GDC
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IVV.2 Stabilisation des hydrogels par revétement dehitosane

Des études précédentes menées dorddoire par Sarah Christoph portaient sur
OfHQFDSVXODWLRQ GH OHYX®EBVWWH W JIGHHEDFW\WULHRWMVSBYDO
étaient lyophilisées puis réticulées avec des iorts €ain probléme de stabilité des matrices
était alors aussiliservé. La solution adoptée lors de sa these fut de réaliser un revétement de
silice sur les paroides matrices macroporeus€gpendant, le revétement obtenu en phase gaz
+SDU OTXWLOL \(dthodilRaie @ Hetraéthgleknécessdit plusieursjours plus de
10 jours) et une forte baisse de la viabifitgit observée. Une solution alternative a été testée
DYHF OfXWLOLVDWLRQ GI1XQ UHYrWHPHQW HQ SKDVH OLTXL
de particules de silice (LUDOX et silicale sodium). Le principal avantage de cette technique
reposait SAIOTLQWURGXFWLRQ GfXQH JUDQGH TXDQWLWp GH VL
FRQWU{OH GH O 1 pS DétaitperiX. Bicd udldiabiNa-telbla)¥ditacceptable
tpertede 70% de la viabilité a cette étape pour un taux de survie du procédé finale de 0,03%
(concentration initiale de 2@FU.mL* et de 3.10CFU.mL?* pour le matériau final§® +la
couche forméetaitcomposéale petits agrégats discontirset ne semlalit pas améliorer la
stabilité des matricé®.

Lors de recherches bibliographiquseg des alternatives au revétement de silice présenté
précédemmentdifférentes stratégiesont semblépropices a la stabilisation des hydrogels
cellularisés. Une premiére approche est la stabilisation par réticulation covalente des matrices
(remplacant ainsi la réticulation ionique plus sensible). Cepetetdathniquede réticulaibn
covalenteclassiquesécessitet OTXWLOLVDWLRQ GH PROpFXOHV WRJ[LTX
YLDELOLWp HW GH O fDFW BllleWpaldevydetd hOukebndetrgisrD SV X O |
supérieure & 0.2% eddVVRFLp | XQH GpQDWXUDWLRQ GH FHUWDLQ)
métabolique+ainsi que & génipine®?232 peuvent étre utilisés pour la réticulation covalente
8QH DGDSWDWLRQ GH FHWWH VWUDWpPJLH SHXW DORUV rwu
desurfaceDILQ GH GLPLQXHU OfLPSDFW GH OD WR[LFLWp GH FH\

QpFHVVLWDQW DLQVL OfXWLOLVDWa4 Bayétie/exné’ HE RQG SF
polydopaminé®>326ou bien encore la pol-ornithineé®). CHSHQGDQW OHV PROpPFXO
UpWLFXO D Q WagupizenbDi@péragvieriient étédiminéesafin de limiter leudiffusion
et leurimpact sur la viabilité et activitdes espéces encapsuféé® /IXWLOLVDWLRQ GH |
de polymere photoéticulé est unautrepossibilit¢ D\DQW ODYDQWD Xds@bs QH SD\
SURGXLWY WR[LTXHVY FHSHQGDQW OfLUUDGHemtWetr&RQ 89
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dommageable pour les cellules encapsuldes HF WRXWHIRLY OD SRVVLELOLYV
dans certaines conditiods la croissance des cellufésy?’

8QH vwuDWpJLH DOWHUQDWLYH j OD VWDELOLVDWLRQ
I XWLOLVDWLRQ GYfXQ SRO\PqUH FDWLRQLTXH FRPPH UHYT
polyanion tses groupement carboxylates sont chargés négativépienentre 1,5 et 3,5%il
peut former des liaisons ioniques far@vec les polymeres chargés positivement (les plus
couramment utilisés sont les polyamines) tels que leslpdygine, les polyL-ornithine ou
encore lechitosae!®1328 Cette stratégie est particuliérement intéressante car elle ne reéécessit
SDV OfYXWLOLVDWLRQ GH UpDFWLIV WR[LTXHV HW GHV SRO\
SOXV FHWWH pWDSH GH UHYrWHPHQW HVW UDSLGH HW IDFLl
fait par un simple bain danse solution dupolycation souhig. Le chitosaneest un bon
candidat car il est abondant (sous sa forme acétylée appelée itl@shen des polymére les
plus produits naturellemeet est également un SEURGXLW GH OJLQY¥auWULH D
FKHU HW ELRFRPSDWLEOH ,0 IRUPH GHV OLDLVRQV DYHF «
certains autres polycations éwd$, qui peuvent étre considérées comme irréver&ibles
formant alors unecoquille utilis&e pour limiter le relargage(de cellules ou de
médicament$§}3* 1RXV DYRQV FKR thithsaGefounstaBiliserHos iyétrogels

cellularisés.

Le chitosaneest obtenu a partir de la désacétylation de la chitine qui est un polymere naturel
abondant qui se trouve principalement diasscoquilles et carapaces des insectes et crustacés
ainsi que dans les parois cellulaires des champignoresatgiies®!32, La transformation de
la chitine enchitosanepeut se faire soit par traitement en milieu alcalin soit par utilisation
GIHQ]\PH-BKVWERW\ODVH HW YD SHUPH %atétyles a6 Pidf@e® HY HU O
groupements aminggendant ainsi Igpolymeére soluble en milieu acide (pH inférieur &'6)
Comme représentanslalFigurelV-6|/H GHJUp GH GIDFpW\ODWLRQ '$ SHI

molécules dehitosaneet exercera une influence sur ses propriétés telles que sa solubilité (dont

sa sensibilité au pH) et sa capacité a former des liaisons ioniques avec les palyamions
biopolymereest appel€hitosanej SDUWLU GTXQ '$ LQIpULHXUH |
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Figure IV-6: Schéma de ldésacétylation partiellee la chitingpour obtenir dwchitosanelLe
degré de désacétylation (DA) correspond a la proportles groupemergacétyle (en rouge) retiré
au proft des groupements amines (en bleu).

Différents protocoles ont été développés pour former des revétements de chitosane capable
GH SURWpPJHU OHV FDSVXOHV G tB¥ IEnQebialy HertRiRe@Wids QD QW (
modifient les chaines dghitosangour améliorer le revétement (notamment par la formation
de chlorhydrate dehitosan¥®° ou encoretlaborent desevétemert constitué de pluseurs
FRXFKHVY VXFFHVVLYHV GH SRO\FDWLRQV HW SRO\DQLRQV
cellules®%% EHSHQGDQW HQ WDQW TXJH[SPULHQFH H[SORUDWF
méthode simple et rapide, répertoriée dans différentes publicatidiis permettant la

formation du revétement par un simple bain dans une solution de chitosane

Matériel et méthoderevétement dehitosaneGHVY K\GURJHOV GIDOJLQDWH FHO
Les polymeres utilisés lors de ces expériencesfesnationnalisés avec déisorophores pour

permettre leur observationltérieure au microscope confocal OfDOJLQDWH HVW IRQHF
avec du FITQisothiocyanate de fluorescéingf)lechitosaneavec du RITCigothiocyanate de
rhodamine) dont les protoles sont en annexadapté de Lei 2018%.

Une préculture de Pputida est effectuée comme décrit précédemment dans une solution de
milieu minimal MG7f contenant50SSP GH '% $SUQqV XQ h 1Q2KL ¢ aetleL QF XE D

préculturesontajoutés a 58,8mL du méme milieu pour former la culture. Elle est incubée

138



pendant 2zeures. Cette culture est ensuite centrifug8846G pendant 20min et le culot est
redispersé@ans 60P/ GIXQH VRO XWLRQ 46vebfandtloqnBligéelaVMTCU LO H |

Ces suspensions sont ensuite structurées par congélation directionmallg §une vitesse de

50um.st et les matrices obtenues sont stabilisées par réticulation topotactigpemdant

24 heures &3°C dans 20nL de CaCl. Les hydrogels obtenus sont lavés 3 fois dans des bains
GIHDX VWpULCPHWY IHRG BAWQOHYHU OfH[FqV GH FDOFLXP
Pour effectuer le revétement deitosane les poudres fonctionnalisées obtenues doig¢ae
redispersées en solution. Pour celam@ dechitosanefonctionnalisé au RITC sont dispersés

dans 80P/ GTHDX XOW LaDaguellersonbfuyide 600 GIDFLGH DFpWLTXH J¢
$SUQV GLVVROXWLRQ FRPSOqWH OfHX&HHAMND X\ PIRQMDT X H XOW!
a050 HW GH OfHDX XOWUD FRPIS HpWWH A ORI fitflon SiRsK U
obtenuesera ensuite filtrée (0,22m).

Les hydrogels sont ensuite plongés danmlLslecette solution dehitosandonctionnalisé au
RITCpendant1l®PLQ HW ULQFpHV j OfHDX &HUWDLQV K\GURJHOV L
XQH FDUDFWpPpULVDWLRQ DX PLFURVFRSH FRQIRIEDIESts SHQGTL
dedépollution.

Pour la caractérisation au microscope confodat hydrogels revétus dehitosanesont
découpés en fines lamellassSHUSHQGLFXODLUHPHQW j OYD[H GH FURLYV
+qui sont ensuite placéesdan2 GTXQH VRO XWLR Qr flubropb@e sePlipriyd X H
O01%$'1l GHV FH O O XuodtvulélWeyeRdsVw: X6 )MCette solution est diluée par
50000et0,2% de surfactant Twest ajoutépour perméabiliser lemembraneses bactéries.
/ITREVHUYDWLRQ HVMWQHRR/XQ WEHR UisEud ERPBiHoYiel Pard Heine

(IBPS)au microscope confocal inversdlicroscope ZEISS 980 FASTiryscan Il inversg

ayant une résolution de 300n Une analyse est ensuite effectuée avec le logiciel ImageJ a
OYDEGXQH PDFUR DB YHORSSHHO T, % 3

Les hydrogels préparés pour la dépollution sont placés dansL4@e milieu MG&fcontenant

50SSP GH "% HW PLV j OTLQFXEDWHXU VRXV DJLWDWLRQ (Q
de bactéries en suspension est réalisée tel que décrit précédemdemHV XUH GH OfDEVRL
est réalisée sur 3x2Q4L, aprés centrifugation et fifation (0,22um), par un lecteur muki

plaques a différents tempse suivde I T DEV RUE D gnchuplé aOD FRXUEH GTpWDOR
permetGpWHUPLQHU OfpYROXWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ H
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Figure IV-7: Cliché de microscopie confocale d'un hydrogel cellularisé avec un revétement de
chitosane /D PDWULFH GIDOJLQDWH HVW UH Srgpéseh@smpuerttieed RXIJH O
DSSDUDLVVHQW DORUYV HQ MDXQH ORUYV IXI§dii@ahast REFamitée/ XSHU S |
en cyanles pores crés par congélation directionnelle sont en noir.

Le revétement dehitosaneest effectué sur un hydrogel cellisz et structuré a 50m.s?
stabilisé par réticulation topotactique. Les polymeres utilisés lors de cette expérience sont
préalablement fonctionnalisés avec flasrophores afin de rendre leur observation possible
SDU PLFURVFRSLH FR atiferetidanBlisé/§dp QuIRI TCOrhimaHprésenté aux
chapitres précédents) et thitosaneest fonctionnalisé par du RITAs6thiocyanate de
rhodamine, dont le protocole est décrit en anneka).premiére étapelu protocole est
O Y DEDLVVH P héQagsai@aX la Belubilisation du chitosane fonctionnali§gH~2),
FHSHQGDQW SRXU OLPLWHU OfYLPSDFW GH OYpWDSH GH UF
remonté en pH est nécessaire.dbiéosaneeste soluble a pH 6 et la capacité Bgsutidaa
dégrader depolluants ne semble pas impacté a cé'pi’ Le revétement est alors appliqué
par simple trempage des hydrogels dans la soluti@hitizssangpendant 10 minutes. Aprés un
ODYDJH j OfHDX XOWUDSXUH XQH SDUW Ldrégars pglrGEWR JH OV

caractérisation par microscopie confocale et la seconde partie est eéguayéles essais de
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dépollution.Ce protocole, simple et rapide, est idéal pour explorer cette stratégie de revétement,

mais permet aussi de penaeme transpositionisée ertontexte industriel.

La|FigurelV-7lSUpVHQWH XQ FOLFKp REWHQX YLD PLFURVFRSL
reconstituéee aSDUWLU GH SOXVLHXUV FOLFKpV SULV j SOXV IF
WUDQVYHUVDOH SDU UDSSRUW | O YR tdelgta€eVOIRW VR@HGHIT oW OFS
FRQJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH /HV SRUHDVMWriséegs@w HQ QI
rouge, les bactéries sont représentées en vert (elles apparaissent alors en jaune a cause de leur
VXSHUSRVLWLRQ DYHF Of9DOJLcib§srndappamait éh@ydnQll apparaltH Y r W H
WRXW GIDERUG TXH WRXW H dechitdsdn&DNV R X\H \ORIQW JU ) BRXHY 19
contact avec les pores. En effet le revétement semble former une couche homogéne tout autour
GHV SRUHV HW DXFXQH ODFXQH QYD pWp éehEoganddemble/ fLQWH

proportionnelle a ladille des pores (plus le pore est grand et plus une grande quantité de

chitosanesemble avoir été dépose), cependant certains petits agrégats sont obsegmables

étre due aine reprécipitatiodu chitosandors de la remontée en pH. Le procédé semioles al

DYRLU pWp HIILFDFH SRXU UpDOLVHU XQ UHYunéibisorl QW FR X
LRQLTXH HQWU ldhi®@ggbeOJLQDWH HW OH

On peut remarguer dans ces clichés des zones plus concentrés en alginate, ou une intensité
plus élevée est observéenatuellement (sur quelques microns). De plus certaines zones
semblent moins concentrées en alginate et semblent reprendre le schéma de murs observé aux
chapitre précédenD SSDUDLVVDQW ORUV GH FHUWDLQHYV UsdFULVWD
uQH UHFULVWDOOLVDWLRQ ORUV GH OfpWDSH GH UpWLFXOI
noter que toutes les bactér@sservables par le marquage au DA&Mt localisées au sein des
WDFKHVY FRQFHQWUpPHYV G DO JL @bs@htées@patdissei enadhs sV O H
de la fusion des canauttaduisant une superposition systématique de leur signal avec celui
obtenu dans le canadBH O YD OJL QD Voks avdrid dlbR Xraudillé lavec Jdaancois
*LOOHV GH Of,QVWIUWX Ve HIH) B L RABRRI LMVHXB OfDQDO\WH GH FH
OD FRORFDOLVDWLRQ GHV WD F KH{W pEKDOQIW Q O WRIQYY & FDOB @'
étape de fixation et étant en milieux aqueXTfK\SRWKqgVH MdH@aRQag® 8§ XHOOH
bactéries mortes ne devrait pas étre observable au microscope cordfecdi raisonnahle
Eneffet, HV H[SpULHQFHYV SUpOLPLQDLUHYV PR@QWNMDddddag®y TXH C
uniquement des bactéries aux membranes endommag@ees) SHUP HWHAUDYIHW GXRE@

nombre trés limité de signal.
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Figure 1V-8: Analyse de colocalisation entre les bactéries et les zolnesfortementoncentrées
en alginate. (A) Représentation 3D de la zone analysée awsénie code couleur qudFegure 1V-7]
Les résultats sont regroupés dans le gigpk (B). La boiterouge représentde volume dezones
concentrées enlginate recouverespar le volume des bactéries associda jaung le volume des
bactéries colocaliséemvec OHV WDFKHYVY GIDOJLQDWHY &HV YROXPHV GH FRC
du volume totale du couple bactérie/algingteur chaque couple identifi€c¢helle de gauche). La
distance entre le centre detache GfDOJLQDWH HW GX FHQWUH GH OD EDFWpU
représenté, ainsi que la distance entre leur centre et leur bord (échelle de droite). Ces résultats sont
LVV XV GH O fiEhe pacseyhtentationddd différents canaux, permettant un traitement 3D des
zones concentrées en alginate (Ciles bactéries marquépar fluorescence (D).

/HV DQDO\VHV RQW pWp UpDOLVpPHV VXUIX@NRM@MXRH GH OF
hauteu GDQV OYD[H GH SURJUH Y Mpesentésdans [EBUEW -&Ad LeO D F H
WUDLWHPHQWY HIIHFWXpV j Of,%36 SdlirUes@odesOiRt@mént HO )L N
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concentrées ealginate (image C) ele comparer leur coordonnées grace a une analyse de
colocalisationavec lesPseudomonas putidémage D). Les résultats sont présentés dans le
graphique B de I&igurelV-8) 2Q SHXW YRLU WRXW GIDERUG TXH FKDT
DYHF XQH WDFKH GY{DOJLQDWH HW T X hparOédpotyBaOcKdrite GHV E
marquéest enPR\HQQH GH /IHV WDFKHV GIDOJLQD®eAV VRQW
PR\HQQH |j GH OHXU YROXPH $LQVL LO DSSDUDLW FODLUE

est supérieur a celui des bactéries qui sont, elles quasiment entierement recouwertes. O

remarque cependant que le centre des objets analysé est toujours Iégerement déqaté. de 0,5

,O HVW SRVVLEOHOXMX®BYNVDOD O AT XLVLWLRQ FDU FKDT
OD KDXWHXU GH OfpFKDQWLOORXY HMHHOX\L GH XOM pLRX®XQMWI HO X
OHV REVHUYDWLRQV FODLUHPHQW REVHUYp VXU GYTDXWUH
recouvrement reste important et il semble rationnel de visualiser les bactéries comme étant
HPSULVRQQPpPHYV j OFKRW sY DX U ) DBMW W D

7RXWHV OHV WDFKHV GYDOJLQDWH QH VRQW FHSHQGDQW
HITHW EDFWpULHV REVHUYpHY GDQV OfpFKDQWLOORQ FR
aurait donc 10% des zones concentggedginate qucontiendraen desPseudomonas putida
,O HVW LQWpUHVVDQW GH QRWHU TXH FH UDWLR FRUUHVSR«
WRSRWDFWLTXH 'H SOXV VL O {RaD volih® RhaNse (2Z2DAFR)D QWL W p
une concentratiode 2,3.18 CFU.mL* est obtenue. Ce qui correspond a la quantité de bactéries
attendue dankes hydrogels stabilisgsar réticulation topotactique. On pourrait alors avancer
TXH OfpWDSH GH Uhitosawe @ PLHERSBIvidbildé1 cependaiitfaut rester
vigilant car ceslonnéesSURYLHQQHQW G X Q Y R O X PdtipedtLnie pa¥ ptr&s 1 X Q p'f
représentatif De plus ces donnéeont basées surifpothése précédemment évoqubess (

bactéries marquéesl DAPI sont viablesjui demeuraon \érifiée.

&RPPH H[SULPp SUpFpGHPPHQW LO VHPEGHEWDUN TXIXQ
K\SRWKqgVH DORUV HQYLVDJHDEOH SRXU H[SOLTXHU OfYDSS
GH OD UpWLFXODWLRQ WRSRWDFW Ibfl ceHain©drRsteuxIfarilenQad U HF U
profit de plus gros (comme présenté aux chapitres précédents) ce qui entraine une dissolution
partielle des murs. Cette solubilisation partielle implique une diminution légére de la
concentration en alginate des paroissérait alors possible que les bactéries limite
VROXELOLVDWLRQ Giip&® Rir@tatherant B trevery Ielwsp&ly@accharides
(EPS) En effet, il est reconnu que les bactéries de tgeudomonagpossedent un

microenvironnement composé 1 ( 3de protéines, de glycoprotémetde glycopeptides®.
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Cette capsule naturelle autrefois nommeée glycocalyx possede des propriétés essentielles a la
survie deseEDFWpULHV HW OHXU FRQIqQUH QRWDPPHQ®paXxQH FHU
ailleurs pour la formation de biofils?:2672%8 Ainsi, il est envisageable qu@ TDIILQLWp GHV (
GHV EDFWpULHYV Dpatdif liditgm @ srloqfldavad dé ldur microenvironnement.

8Q FRURODLUH GH OfédcadRMEKtgeHit geRVT YWD FKHY GTDOJLQDWI
colocalisées avec des bactéries structurellement éstastirraient étre colocalisées avec des
bactéries endommagées et mortes. Une maniére de vérfigeughypothese VHUDLW GITDMR X
un chromRSKRUH PDUTXDQW DXVVL OHV EDFWpULHV PRUWHYV \
PHVXUHU OD FRORFDOLVDWLRQ GH FHV EDFW\ppddtdle HQGRP |

doit étre élaborer pour éviter Ibeisdus a la présence Tween)

Une partie degchantillons protégés par le revétementhitosaneont été utilisé dans des

tests de dépollution de DB9. Les résultats sont présentés (fgaralV -9

Figure IV-9: Représentation graphique de la biodégradation du colorant DB9 par gesida en
suspensioret HQFDSVXOpHV GDQV GHV K\GURJHOV GIDOJLQDWHV VW
chitosane

'DQV OJH[SPULHQFH SUpVHQWp LFL O®RudbDS8sFiua GH E

encapsulées dans des hydrogels avec un revétemantitdsaneest comparée a celle de
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bactéries en suspension dans un milieu minimal pollué. La concentratidewepopulations
HVW FRPSDUDEOH HWIRAGFY¥.MEH OJRUGUH GH

/IYDSSOLFDWLRQ GTXQ UHYrWHPHRQawviceGdt cbricerVeReMDQH SH!
morphologiequine VHPEOHQW SDV DYRLU VXEL GH GRPPDJH GYXQ
contrairementax matrices non enduites présentgesédemmengn effet, malgre la présence
de phosphate dans le milieu qui complexe les ions cal@topi pourraitdoncdéstabiliseles
PDWULFHV GY{DOJL Qb ghitbsa=dmhldpfotidgéet Rlél Qanieaeceptable nos
hydroges GDQV OH WHPSV GH OfpWXGH ,0 \ D FHSHQGDQW SRX
SUpFLSLWpV EODQF DX ERXW GH MRXUV GYH[SpPULHQFH PD
IRUPH GH OfpFKDQWLOORQ [EtaRiyue (@vdlfitignrsubjettve\aDd fi@ He W H Q X
OYH[SPULHQFH ,O HVW SRVYVLEQeétE [acihes X lg révidtsménDay U L F H
GRQF XQH GHVWUXFWLRQ SRV ¥t &:6sposSifeXqQ@ettednes\gartiesGHY P
GHV SDUR te\se@hHiDudisht@présence des ions phosphates, mais que le revétement
de chitosaneconsere la structure des matrices grace a la stabilité des liaisons alginate
chitosané®3* 8QH PDQLqUH GTDPpOLRUHU OD SURWImteSAheRQ DFF
VHUDAWL GYVHU XQ JUDGH GIDOJLQDWH FRPSUHQDQW SOX!
permettre une meilleur pénétration des moléculeshitesanequi devraient par ailleurs étre
choises avec de plus petise masse moléculaire®®3* /D FUpDWLRQ GT1XQ UH"
comprenant jusieurs couches alternées de polycations et de polyanion est aussi puasible
VWDELOLVHU GYDYDQWDJH OHV PDWULFHV HQ OLPLWDQV
Toutefois des analysegsraiennécessairegour étudierO T L Pd&Rds\lifférentesouches sur

la diffusion des nutriments et des polluaaigssi que sur la viabilité des bactéries encapsulées

I fNXWLOLVDWLRQ GH FHV PDWULFHV S Figwe @B oG peR OO XWI
DFWLYLWp GH GpSROOXWLRQ HVW REVHUYpH /H VSHFWUH
montrant une diminution de la quantité de DB9 dans le milieu (dont la concentration est calculée
SDU OTXWGEBLOUDWRRUEH GI{pWDORQQDJH 'H SOXV OfpYRO X
dans le cas des hydrogels enduitckigosanesemble suivre la méme évolution que pour les

bactéries libres en suspensions avec un léger décalage rattrapé au bout de 96 heures. La

concentration finale de DB9 est similaire dans les deux expériences.

Le revétement dehitosanene semble alors pas lireitle potentiel de biodégradatiates
P. putidaencapsulées et umiépollutionanaloguea celle obtenue avec dbactéries libreen
suspension estbservéeDe plus, ce revétement perrdetconserver la structungacroporeuse

et organiséde la majorité ds matricetors deleur utilisation, malgré la présence de molécules

145



complexant le calciumCes résultats nécessitent des expériences supplémentaires pour étre
validés caiils ont étéobtenusHQ ILQ GH WKqVH HQ WDQW TXTH[SpULHQF
encoreété reproduitedls sont cependant trggometteursautant pour le contrdle du relargage

et la stabilité des matrices que pour la capacité de dépollution.
IVV.3 Conclusion

Dans cette partie de la thesmus avons évalué lmapacitédes Pseudomonaputida, en
VROXWLRQV DLQVL TXIfydrQyelpSiabilidgstbat |6 mapadé @él iéticulation
topotactiqueza dépolluer des colorant (le DB9, un colorant azoique)

La capacité de laoucheP. putidamt2 & dégrader les colorants azoiqeessolution een
condition aérobique a été morerd UKFH DX VXLYL GTIDEVRUEDQFH GHV HIS
et aux analyses chromatographique (HPLCAtte capacité de dégradation a été conservée
aprés leur encapsulation par congélation directionnellla estabilisation par réticulation
topotactique. Cependant, ces matrices ont été déstabilisées par les phosphates esesolution
complexant avec le Gades paroisUne déstructuratiodes hydrogelD LQVL TXIXQ UHODU.

bactéries ont été obsessé

Un revétement de chitosane a été appliqué afitindéer la déstructuration des hydrogels
lors de la biodégradation. Des couches homogenes réparties sur les surfaces des parois sont
observéepermettantune stabilisation en présence des phosplatese coservation de la
structure Les bactéries encapsulées dans ces hydrogels protégés par la couche de chitosane sont
toujourscapablesie biodégradatiode manieére analogues aux bactéries en solution
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Chapitre V : Conclusion générale
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Cette these portatOfDPELWLRQ GYpODERUHU XQ QRXYHDX ELRP
application de bioremédiation des eaux uséesmicroorganismesgtant laclé de voute de la
bioremédiation, la conservation de leur activité métaboliqueau long du procédé de mise
en forme etlors de leur utilisation était un paramétre essenti€ependant un objectif
concomitant était de limiter le relargage des microorganismes exogenes dans le milieu déja
fragilisé par les polluant&a stratégie retenue pour congara capacité déiodégradatiomles
EDFWpULHVY WRXW HQ OLPLWDQW OHXQ paAY \OpTFH@ED/SIVRX@ B\
PDWULFH GfHQFDSVXODWLRQ GHYDLW SHUPHWWUH XQH GL
accessibilité aux bactérie fREWHQWLRQ GIXQH PDslbsleEEHunPdes-URSR U
SDUDPgQWUHV FOp SRXU OH FKRL[ DeXméBt R& p@vywe GEHQFDS
microorganismes lors de la mise en forme a été primordialpiégeage des microorganismes
dans une matrica néceséé O XWLOLVDWLRQ GIXQ PDWpULDX ELRFRP
structurelle lors de son utilisation en milieu pollAési, au regard de ces contraintes et de ces
REMHFWLIV OfYDOJLQDWH D pWp FKRLVL SRXU mWwtUeH OH FR
SURFpGp GH FRQJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH FRPPH VWUL
(Q HIITHW FHWWH FRPELQDLVRQ SHUPHW OYfREWHQWLRQ GH
alignées et biocompatildelLa souchd®seudomonas putidat2 a été choisie pour sa capacité
a dégrader les colorants azoiques en condition aérobiques. A ce potentiel de biodégradation
VIDMRXWH OH IDLW TXY{HOOHV VRQW QRQ SDWKRJgQHV F

facilitées et une pertinence accrue pour &pplication potentielle.

La premére partie du travail expérimental a éigcalisée sur le procédé de congélation
directionnelle, tant pour sa capacité de structuration des matrices que pour son potentiel
G THQF D S \/eXcorrBleLde @ vitesse deogression du front de glace a été la premiére
pPWDSH DWWHLQWH DILQ GIREWHQLU XQ FRQWU{OH VXU OD
GIXQ IURQW GH JODFH GH YLWHVVH FRQ V&éguartkbubaiUP HW C
long des matries.L TLQIOXHQFH GH OD YLWHVVH GX IURQW GH JODF
des pores a été étudiée, et les résultats obtenus coincident avec ceux reportés dans la littérature.
$LQVL ORUVTXH OD YLWHVVH GX |IURQ Wrteffade saluiiorgthcdd X IPH Q V
augmenteles cristaux sont alors plus nombreux et leur taille diminue. Les pores des aérogels
obtenus apres lyophilisation de ces matrices congelées, possedent alors la méme dépendance
morphologique a la vitesse de propagationrdatfdeglace :leurtaille diminue lorsque cette

vitesse augmente
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Les phénomenes advenant lors de la congélation directionnelle ont été etudiés par DSC et
par microscopie confocale. Ainsi, lors de la déshydratation subvenant au cours de la ségrégation
de phase, une composition critique du mélange concentré entre f@sxcapu étrenise en
évidence &HWWH IUDFWLRQ YROXPLTXH GH SRO\PqUH FULWLTX
courbe duliquidus et celle du la température de transition vitreuse, permet de fixer la
composition limite a partir de laquelle une Witation du mélange survient. Cependant, le
SKpQRPqQH GH WUDQVLWLRQ YLWUHXVH pWDQW pPLQHPPHC
définissanticit dépend elle aussi de la vitesse de progression du front de glace. Ainsi, lorsque
cette vitesse augmee la Tcit diminue mais est atteinte plus rapidement. Ces expériences
SHUPHWWHQW GYfHVWLPHU OfpYROXWLRQ GX PLFURHQYLUR

/IH SURFpGp GH FRQJpODWLRQ GLUHFWLRQQHOOH D pWp H
deEDFWpULHYV SLpJpHVY GDQV OHV SDURLV GHV PDWULFHV G
HW DQLVRWURSH HVW F RQMibRUDIfiéiéntBSVilasses@d propayxtion @it
front de glace ont été expérimentées et des taux de survie cempaslO et 206 ont été
obtenus. Les viabilités les plus prometteuses ont été obtenues a la vitesse maximale atteignable
avec le montage utilisé, soit fin.st. De plus, la viabilité des bactéries est préservée lorsque
les matrices cellularisées sonheervées 880 & MXVTXYj XQ PRLV /H SURFpGp
directionnelle est donc efficace pour structurer des matrices macroporeuses et encapsuler des
bactéries. Ce procédé possede alors le potentiel pour la formation de matériaux cellularisés pour

la biodégradation.

Cependantds matrices cellularisées et congelées nécessitent des étapes supplémentaires de
VWDELOLVDWLRQ HQ PLOLHX[ DTXHX[ HQ YXH GH OYfREWHQ\
la biodégradationeseaw uséesMalheureusemenalstratégie classique de lyophilisation puis
de réticulation axiions C&" entraine une mortalité importante des bactéries encapsaigss.
lors de cette théseun nouveau procédé a été mis au point en adaptant une méthode
précédemment développée au LCRICCe nouveau procédé, que nous avons nomme
réticulation topotactiqugermet+en une seule étap#a fonte et le retrait des cristaux de glace
ainsi que la conservation de la structure macroporeuse asgonidéée lors de la congélation
directionnelle. EHWWH GLPLQXWLRQ GX QRPEUH GYfpWDSHV HW GX
VXSSUHVVLRQ GH OD O\RSKLOLVDWLRQ D SHUPLV GYDPpOLF
encapsulées au sein des matrices. De plus aucun cryoprotecteur potentielleindnkKtax Q THV W
XWLOLVp WRXW DX ORQJ GHV SURFpGpV SHUPHWWDQW GH
GH FHV PROpFXOHV (Q HIIHW OfYXWLOLVDWLRQg@mee OTDOJL

152



son action de cryprotection extracellulairé®?*®30" et & sa capacité de maintien de
OTK\GURSHWPLHR) OTDPpOLRUDWLRQ YHJBD FIWDWLIHYHD 8 XGW D X
de congélation directionnelle et de réticulation topotactique.

Les meilleurs résultats ont été obtenus pour une vitesse de progression du front de glace de
50um.s? et une concentration de 1,5°X0FU.mL'. Une proportion eraurageante de
bactéries estinsimaintenue vivante dans les parois de ces hydrogels structurés et macroporeux,

prétesa étre utilisées pour des applications de biodégradation.

Dansladerniére partie deettethese, nous avons évalué la capacitéPdesidmonas putida
HQ VXVSHQVLRQ DLQVL TXYfHQFDSVXOpHV GDQV OHV K\GUR
La capacité de la souchre putidamt2 a dégrader les colorants azoiques en solution et en
FRQGLWLRQ DpURELTXH D pWp [aR® teéslgxpbridhtksde depollvtis YL G
et aux analyses chromatographique (HPLC). Cette capacité de dégradation a été conservée
aprés leur encapsulation par congélation directionnelle et la stabilisation par réticulation
topotactique. Cependant, degdrogelsont été déstabilisés par les phosphates en solution se
complexantavecle GaGHV SDURLV 8QH GpVWUXFWXUDWLRQ GHV K\(
bactéries ont été observés. Un revétement de chitosane a été appliqué afin de limiter la
déstructuratiordes hydrogels lors de la biodégradation. Des couches continues et homogéenes
de chitosane, réparties sur les surfaces des parois, permettent une stabilisation des hydrogels en
présence des phosphates et donc une conservation de la structure des matddmnix pe
OYDFWLYLWp GH ELRGpJUDGDWLRQ /HV EDFWpULHV HQFDS
couche de chitosane, possedent une capacité de biodégradation analogue aux bactéries en

solution

I fpODERUDWLRQ G 1 XQ rhaPropdrelsestabld-dn onileaqubudet tapadble
de biodégradation a éténdupossible lors de cette thé®en que de nombreuses questions et
hypothessrestent ersuspensla preuve de concept établie ici est prometteusawet la voie
a de nouveaux biomatériayour la bioremédiation & travers une technique de structuration
cryogénique et des méthodes de stabilisationevantesAu-GHOj GH OYDSSOLFDWL!
PDWpULDX[ GDQV OH FRQWH[WH GH OD ELRUHPpPpGLDWLR
microorganismeseGH VWDELOLVDWLRQ WRSRWDFWLTXH SHUPHWW I

innovations dans des domaines alimentaire, pharmaceetigienédical
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X Qin, K.; Eschenbrenner, C.; Ginot, F.; Dedovets, D.; Coradin, T.; Deville, S.;
Fernandes, F. M.8QYHLOLQJ &HOOVY /RFDO (QYLURQPHQW G
Correlative in Situ Spatial and Thermal Analysk$2hys. Chem. Le202Q 11 (18),
77304738|https://doi.org/10.1021/acs.jpclett.0c01y29

x Eschenbrenner, C.; Qin, K; Tyagi, S.; Deville, S.; Fernandes, :F-kéeze casting
as a technique to enhance the encapsulation ofet@ for biodegradation
applicationsen préparatior2022.

x Eschenbrenner, CAlonso, L; Fernandes, F.MTopotactic crosdinking as a new

universal stabilization process of frozen materiatspréparatior2022.
Conférences :

X Présentatiororale, Internationnal N.I.C.E conferencBjotech, Nice France 2020

(visioconférence due aux conditions sanitaires)

X Session postelmternationnal Nature conferenf&ystainable Solutiorfsr Pollution

Control 2021 (visioconférence)

x 3UpVHQWDWLRQ RUDOH DX[ MRXUQpPHV GH Of(' pFRC

présentation
Calcul bactéries

Le calcul de la fraction volumique représentée par les bactéries au sein de la solution
G 1 D O Jét QdzMEHIe Ha maniére suivante
" 24 52N Dé
FRTOHHT
Ou [P.p] représente la concentration des bactéries (en CFY),nillg] la concentration
GYDOJLQDWH /fB&SddrecitvideRe®.p@tida et représente leurs dimensions et
densité. Ainsi lest fixé a 0,um et h a Jum. Une approximation de leur masse volumique est

fixée pour le calcul 4,1.10*2 g. um=.



SURWRFROH GH IRQFWLRQQ ™IV DOMILR @ W@ R DD

fluorescéine :

Préparer 1L de solution tampon de carbonate a pH-DOY3HF GH OTDOJLQDWH

0 Bicarbonate de sodium (P.M.84.01 g/mol) m=3,587 ¢
o Carbonate de sodium (P.M. = 105.99 g/mol) m=0,774 g

$MRXWHU GH OfDOJLQDWH SRXU DWWHLQIGissSHr XQH FRQFHQV
homogénéiser sous agitation magnétique a température amBi@péeement, rajouter 1 mg

GH OfLVRWKLRF\DQDWH GH I0XRUHYVF p Ldnkethylfofam@®& XU DU U |
(DMF) ethomogénéiseiMelanger les deux solutions et laisser agiaate une nuit a

température ambiantéD VROXWLRQ HVW HQVXLWH GLDO\VpH FRQWUF
boudins de membrane MWCO 3500

o] j GLDO\WVHV GH KHXUHV MXVTXYj FH TXH OD VR(
o0 6XLYLH GH GLDO\VH¥ GYDX PRLQV XQH QX

Les échantillons sont ensuitengeléset lyophilisés pour conservation.

Fixation des échantillons en résine pour observation TEM

Jour O

Fixer les échantillons en PFA a 4°C sur une nuit et les découper, idéalement en
parallélépipédes 1 * 1*5mmdeldn SRXU rWUH PLV GDQV D[H GH OfDOYp

Jour 1

Pour la préparation des solutions, prévoir un volume de 2mL par saliére. Rincer 3 x 10 min
en tampon cacodylate 0.1M/saccharose Ofaker les échantillons dans du glutaraldéhyde 8%
+ tampon cacodylate 0.05kn proportions 1:2,2 pendant 2h a 4®Rincer 3 x 10 min en
tampon cacodylate 0.1M/saccharose 0.6M (1ribuber pendant 1h dans la solution de rouge
nucléaire URXJH QXFOpDLUH VROLGH J VXOIDWH &IDOXPLC
températurembiante. Rincer 3 x 10 min en tampon cacodylate 0.1M/saccharose 0.6M (1:1)
Rincer 30 min en éthanol 50%QWURGXLUH OHV pFKDQWLOORQV GDQV >

nuit a4°C en gardant les salieres couvertes et filmées.

Jour 2




Bains de déshydratatiorlO min alcool 70%, 30 min alcool 95%, 10 min alcool 100%, 15
min alcool 100%. Puis 30 min oxyde de propylene / alcool 100% (1:1). Bain mixte 1/4 résine
3/4 oxyde de propyléne pendant(@bcette résine eilessous)Bain mixte 1/2 résine 1/2 oxyde

de prgyléne sur la nuit (4°Csalieres couvertes et filmées

Préparation de la réesinecOpODQJHU PO GIDUDOGLWH PO GH GXL
GIDFFpOpUD \wédacer |&réBiie une premiére fois dans un bécher pendant au moins

30 min sous vide.

Jou 3

Introduire les échantillons dans un bain mixte de résiogydede propyléne (31) pendant
2h. Introduire les échantillons dans un bain de résine pure sur lgja@mée: utiliser la résine
déja dégazée extensivement une fois, ajouter dans i@esan présence des échantillons, et
faire un deuxiéme dégazage (environ 15 mn a 30ihme doit plus apparaitre de bulles pendant
plusieurs minutes). Introduire les échantillons dans un nouveau bain de résine dégazée sur la

nuit (4°C salieres couvtes et filmées)

Jour 4

Bain de résine neuve sur la matinée, faire un troisieme dégazage des salieres.

Inclusion des échantillons dans les mowaesc une résine neuveerser les 2/3 du volume
GX PRXOH HQ UpVLQH j OD VHUL®I&Xbtd b&EaDté, letlogids keD Q W L (

volume du moule avec la résine. Faire un quatrieme dégazage de la résine dans les moules.

OHWWUH j OTpWXYH ] f& SHQGDQW MRXUV

Protocole de fonctionnalisation du chitosan avec la rhodamine

isothiocyanate:

Solubiliser 1g de chitosan dans L G{XQH VRO XWLR.Qe @ €& @nguite
DXJPHQWpP j OTDLGH GTXQ Hno.R'ONKXWLTR j Gaé st de Bng
de rhodamine isothiocyanate dans R@ G TpWKD QR O. Ee¥ \deus sbpuSddsbptH
PpODQJpHV HW ODLVVpPpHV j DILWHU WRXWH XQH QXLW j WHF

La solution est ensuite centrifugée (20000 RPM) pendant 30 min 2 fois et enlevant le
surnageant et en redispersant les culots dans une solution de tarbpoategoH 9,3tsolution
de 1L contenant du bicarbonate de sodium et du carbonate de sadMXVTXY] REWHQLU



surnageant limpideles échantillons sont congelés&)°C et lyophilisés pour obtenir une

poudre de chitosan fonctionnalisée.
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