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Introduction Générale

Dans les systéemes naturels (rivieres, océans, abtmsphére), la matiere solide est
essentiellement présente sous la forme d’objetsnfent divisés (de taille inférieure au
millimetre) dont les particules colloidales biotgu (microorganismes bactériens, virus,
levures, etc) et les particules colloidales abisg) €.9. acides humiques, polysaccharides
naturels, etc) sont des représentants majoritaCes. colloides, qui sont électriguement
chargés, développent avec leur milieu environnarg structuration ionique d’interface,
appelée double couche électrique, laquelle gouyemige autre, leur stabilité vis-a-vis des
processus d’'agrégation. Plus généralement, lesigtép physico-chimiqueg . électriques,
mécaniques, hydrodynamiques, structurales) de aésides et de leurs interfaces régissent
leurs interactions avec d’autres particules charggésentes dans leur voisinage ou avec des
surfaces (déposition de colloides, formation ddfilnis” dans le cas des (bio)particules
bactériennes). Ces propriétés contrdlent égalefasmmteractions des (bio)colloides avec des
contaminants€.g. espéces métalliques ioniques ou nanoparticulanasirellement présents
dans le milieu ou issus des activités humaines.p&miculier, de ces interactions entre
contaminants métalliques et (bio)colloides réactfuilte une grande diversité de complexes
métalliques dont les propriétés physico-chimiquégreéntes impactent leur réactivité, leur
mobilité, leur biodisponibilité ou leur toxicité. Cette diversité de complexesestettre en
relation avec la diversité de (bio)colloides rerioés dans les milieux naturels, diversité
notamment (i) en terme de taille (depuis quelguwe®meétres powe.g.les virus et les acides
humiques jusqu’au micrometre poarg. les bactéries ou les agrégats), (i) en terme de
géométrie (sphérique pour les virus et les badét® type coque — en batonnet pour les
bactéries de type bacille, etc), (iii) en termepdapriétés et d’hétérogénéités électrostatiques,
mécaniques et chimiques, ou encore (iv) en termenatare des particules (minérales,

organiques).

" Communauté structurée de cellules microbiennelises dans une matrice de polymére autoproduite et
adhérentes entre elles et/ou a des surfaces ofag#s vivantes ou inertes.
T Capacité du milieu aqueux & fournir aux microoigares des éléments quils peuvent potentiellement

assimiler.
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Les (bio)particules naturelles comme les bactéries, virus ou encore les acides
humiques sont par définition des particules molRex. opposition aux particules dures,
aux particules rigides et imperméables aux ionsobtants, les particules molles présentent
une flexibilité mécanique et une perméabilité hgyraamique aux ions et aux flux hydriques.
Cette mollesse mécanique et hydrodynamique prowsaéntiellement de la présence de
structures souples type polyélectrolyte (polymérargé) dans le volume de la particule ou a
sa surface. On peut citer a titre d'exemple, lasgnée de la membrane cellulaire et
d’appendices de surface pour les bactéries (lipspotharides, les flagelles, lpdi, les
fimbriag la capsule ou encore des protéines), la présncapsides protéiques périphériques
pour les virus ARN F-spécifiques, ou encore la e@nés de dépdts organiques
tridimensionnels complexes chargés, ou biofilms,das surfaces dures argileuses. S’'agissant
de ces particules naturelles molles, ubiquistes danvironnement, il est alors physiquement
plus réaliste de remplacer le terme interface sa@ement utilisé, par interphase, indiquant
ainsi que la structuration de la double couchetétpe est non seulement dépendante des
processus physico-chimiques localisés a la surfa&me de I'objet mais aussi dans I'espace
intra-particulaire ou intra-substrat. Ces difféentcaractéristiques nécessitent une refonte
importante des formalismes théoriques courammeilisést pour prédire, quantifier et
interpréter les interactions des particules codtds naturelles (essentiellement molles par
nature) et leur réactivité en milieu aqueux. Camfdismes ne sont strictement valables, en
effet, que pour des particules dures, imperméabildsomogénes dans des conditions peu
réalistes de charge et géométrie. Parmi ces famas, on peut citer les modeles DLVO ou
DLVO étendu pour estimer les interactions collaédatépulsives et attractives, les modeles
Stern et Gouy-Chapman pour représenter la composinique de double couche électrique
a linterface particule dure/électrolyte, et les dakes de Smoluchowski, Helmholtz ou
Debye-Hiickel pour évaluer les propriétés communéwhiees ‘de surface’ de particules dures
a partir d'observables électrocinétiques.

L'un des objectifs de cette thése sera de consid&plicitement la présence de ces
structures molles tridimensionnelles chargées ddi&valuation des interactions
électrostatiques interparticulaires, dans I'évatuates propriétés électrohydrodynamiques et
meécaniques (élasticité) de ces particules ainsidgunes I'estimation de leur capacité a fixer

des contaminants métalliques (métaux lourds).
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Outre les considérations ci-dessus portant suratactére mou des (bio)particules de
relevance environnementale, il est important deiggoer que les milieux naturels aquatiques
ne sont généralement pas a I'équilibre thermodygaeiEn effet, les (bio)colloides qui les
composent sont sans cesse soumis a des contrélesques, hydrodynamiques et/ou
mécaniques issues des interactions qu'ils entrati@navec des ions ou d’autres colloides
présents dans le milieu. Sous l'effet de ces peations continues, les (bio)interphases
colloidales et leurs propriétés physico-chimiquasléent sans cesse dans le temps, selon des
processus dits de relaxation, depuis un état linitexs un état transitoire ou un état
stationnaire (lequel ne correspond pas nécessaiteree un état d'équilibre
thermodynamique). Il est alors nécessaire didiemtites processus, de quantifier leur
évolution temporelle et ainsi évaluer la dynamidues-équilibre des propriétés physico-
chimiques de (bio)interphases suite a une pertorbatlectrique et/ou mécanique, par
exemple. En dautres termes, il s'agit d’analysar dynamique des (bio)interphases
colloidales, celle de leur double couche électrigueelle de leurs interactions avec d’autres
particules ou surfaces, et ce depuis le régimesit@re hors-équilibre qui suit la perturbation
jusqu’a I'établissement éventuel d'un état statareou d’équilibre.

La relaxation des (bio)interphases suite a uneugmtion électrique et/ou mécanique
impacte ainsi divers phénomenes interfaciaux inyélgg danse.g. les interactions
électrostatiques, ou la spéciation de métaux fpa¥sdes particules ligands colloidales. Tous
ces phénoménes étant donc par nature dynamiques dgeamique concerne les échelles de
tempset d’espace), il convient de constater que les aspdghamiques inhérents a ces
phénomenes sont peu ou pas abordés dans la lite@it des descriptions plus statiques sont
reportées (la célébre théorie DLVO en est unetitition). Prenons I'exemple particulier des
interactions électrostatiques entre particulesotdédlles. Suite au recouvrement de leurs
doubles couches électriques respectives, ces ydadiet leurs interphases en interaction sont
soumises a des sollicitations électriques entrainae déviation de leurs propriétés physico-
chimiques par rapport a leur état relaxé ou nonuds et ce pendant tout le processus
d’interaction. Prenons par ailleurs I'exemple descpssus gouvernant la spéciation de
cations meétalliques dans des suspensions de (big)pes ligands. La prise en compte de la
dynamique des (bio)interphases dans la quantibicaties mécanismes chémodynamiques
(définis par le couplage entre transport des métdepuis/vers la particule réactive et

cinétique de complexation locale au sein de lacgire molle) est également indispensable
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puisque les cations métalliques peuvent eux-méragiiper a I'établissement de la double
couche électrique ou encore rigidifier la structarelle via la formation de liaisons fortes

avec les sites réactifs portés par les chainesafurma structure molle. En d’autres termes,
I'interconversion chimique des métaux entre leumie libre et leur forme complexée modifie
la composition de la double couche électrique deddicule ligand et peut entrainer une

réorganisation de l'interphas@ des processus de rétraction des structures réactiv

Dans ce contexte, une étude approfondie des méoasiscontrblant le devenir
(écodynamique) des (bio)particules colloidales mredies molles et des contaminants ioniques
dans les écosystéemes aquatiques, nécessite urysafink dans le temps des déterminants
physico-chimiques de (bio)interphases suite a wmntugbation électrique et/ou mécanique
ainsi qu’'une étude dans le temps de leurs intemstiLes déterminants physico-chimiques
importants de particules colloidales molles quosteabordés dans ce manuscrit sont :

- leurs propriétés électrostatiques (densité degehportée par la particule)

- leurs propriétés hydrodynamiques (perméabilitdadparticule aux ions et aux flux

hydriques)

- leurs propriétés mécaniques (élasticité des strestmolles portées par la particule)

- leurs propriétés structurales (taille, géométrie th particule, hétérogénéités

chimiques, etc)

Plus spécifiguement le manuscrit de these s’orgateda facon suivante.
Le premier chapitre est une synthése bibliograghidas principaux travaux reliés a la
problématique de cette thése. Nous insisteronsmmmoént sur I'importance d’intégrer les
processus dynamiques d’interphase (ou de doublehedyour I'évaluation des phénomeénes
interfaciaux tels que les interactions électrogtegs interparticulaires ou la spéciation de
métaux dans des suspensions de particules ligantigidales. Nous terminerons en
explicitant les points clés développés dans ce s@itu

Les trois chapitres suivants seront dédiés au dppement de formalismes théoriques
pour une meilleure compréhension des interactiorentyetiennent des (bio)interphases avec
leur milieu environnant dans les régimes d'équéibthermodynamiques et/ou les régimes
transitoires. Plus précisément dans le second tthapbus nous intéresserons a I'évaluation

théoriqgue de I'énergie d’interactions électrostatis] entre (bio)systemes mous en régime

-4 -
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d’équilibre et en prenant en compte de manierei@igla répartition tridimensionnelle non-
homogene des charges dans les structures mollepattisules. L'approche développée
permet par ailleurs la considération des effetsaile de particules molles (courbure) sur
leurs interactions et, en ce sens, constitue utension inédite du formalisme de Derjaguin.
De plus, le modéle théorique s’affranchit des apipnations de Debye-Hiickel qui sont
exclusivement pertinentes pour des systemes plaitiesi portant des charges de faible
amplitude. Le troisieme chapitre est consacré aéinde théorique visant a comprendre la
dynamique de spéciation hors-équilibre de catioéghiques dans un film polymérique mou
qui contient en son sein des sites réactifs sudbeptde fixer ces cations. Cette étude permet
pour la premiere fois une analyse en régime houdiBee du couplage complexe entre (i) les
processus chémodynamiques définis par le tranglesrimétaux depuis/vers le film réaetif

la cinétiqgue de complexation locale au sein du,fign(ii) les processus électrodynamiques,
c’est-a-dire I'établissement dans I'espace et tep® de la double couche électrique formée
entre le film et la solution aqueuse contenantn&étaux. Dans le quatriéme chapitre nous
analyserons plus spécifiquement I'électrodynamideebio)particules molles composées de
structures polymériques concentriques présentamtégaisseurs, des hétérogénéités et des
densités de charges différentes (c’est le cas degyles virales, des bactéries) en fonction
des propriétés physico-chimiques du milieu de susipa (force ionique, concentration en
particules). Cette analyse de la dynamique d'&sabinent de double couche électrique a des
interphases molles multicouches sera effectuéeislégairégimes transitoires, qui suivent la
perturbation électrique imposée au systeme, jusquégime stationnaire ou relaxé. Nous
terminerons ce quatrieme chapitre par une desonipties différentes étapes nous ayant
amené au développement d'un dispositif expérimerdahs le but de confronter
ultérieurement nos résultats théoriques a des dsnaéquises sur des systemes biologiques.
Cette derniere étude est actuellement menée daredle d'un travail de these débuté en
octobre 2011.

Dans les chapitres 5 a 7, nous présenterons lesutteexpérimentaux réalisés dans le
cadre de cette thése. En détails, dans le Chd&pitrus décrirons les (bio)particules modéles
analyséesHscherichia Colimodifiees génétiquement de maniere a exprimectbéenent
certains types de structures molles) et les diff@®techniques expérimentales utilisées pour
déterminer leurs propriétés électrostatiques, Hgramiques, mécaniques et

morphologiques en régime relaxé dans difféerenteslitons de force ionique. L'analyse de
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ces différentes propriétés sera I'objet du ChaffitrBans le Chapitre 7 nous reporterons des
expériences exploratoires ainsi qu’un protocole rais point pendant la thése pour
I'investigation de la cinétique d’adhésion des $mscbactérienneSscherichia Colisur des
surfaces de verre dans une chambre a flux hydrodigue tangentiel controlé.

Enfin nous conclurons ce manuscrit en résumanavascées principales réalisées ainsi

que les perspectives de recherche liées a celtravai
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Chapitre 1 — Synthese Bibliographique

Dans ce chapitre bibliographique, nous présentetessprincipales notions et les
principaux travaux nécessaires pour la compréhensies problématiques développées
pendant cette thése, c’est-a-dire :

- la détermination des propriétés électrostatighggrodynamiques et/ou mécaniques
de (bio)particules mollesdans le régime d’équilibre thermodynamique et/ansdle
régime transitoire qui conduit au régime d’équipr

- I'impact de ces propriétés sur la réactivité clgju@ des (bio)particules molles et leurs

interactions électrostatiques.

Dans un premier temps, nous décrirons linterface fprme une surface dure non
perméable aux ions et au solvant avec son milieira@mant, c’est-a-dire la double couche
électrique.

Nous nous intéresserons ensuite a la déetermindésrpropriétés électrostatiques de ces
interfacesvia I'utilisation de techniques électrocinétiques é¢udr impact sur les interactions
interparticulaires et la stabilité colloidale ddagégime d’équilibre. Nous terminerons cette
partie en démontrant I'importance de considéreplesessus dynamiques de double couche
(processus hors-équilibre) powr.g. I'évaluation des interactions électrostatiquesreent
colloides.

La troisieme partie sera consacrée a I'étude desepsus gouvernant la dynamique de
double couche électrique a des interfaces surface/sblution et a la présentation des
techniques électrostatiques en champs électriquiségpou non pour les quantifier.

Alors que les trois premieres parties portent s@tude des particules dures, nous
terminerons par le cas plus général des particaleies qui englobe les particules
entierement perméables, les particules composégs ateur dur enveloppé d’'une structure
molle et les particules dures. Apres leur desaiptnous présenterons les principales études
et techniques pour évaluer (i) leurs propriétéstiestatiques et hydrodynamiques (dans les
régimes d’équilibre et hors-équilibre), (ii) leursteractions électrostatiques, (iii) leurs

propriétés meécaniques et (iv) la spéciation deonatimétalliques a ces interfaces molles.

" Particules présentant un degré de perméabilitéflarxioniques et hydrodynamiques dii & la présemce
niveau de la particule de structures perméablesyéba (détails dans l'introduction générale de aauscrit et

dans le §81.4 de ce chapitre)

-11 -



Chapitre 1 — Synthese Bibliographique

Nous conclurons ce chapitre bibliographique avee description bréve des développements

clés réalisés durant cette thése.

1.1. Description de l'interface surface-solution : la double couche électrique.

En général, lorsqu’un colloide est mis en contaetain milieu aqueux, celui-ci acquiert
une charge de surface. Les origines de cette clsaierficielle sont multiples. Brievement,
on compte parmi elles [1]

® 'adsorption spécifigue d’ionsDes ions de typee.g. hydroxyde, hydrogene,
halogénure ou métallique s’adsorbent a la surfacentioide.

(i)  Adsorption de molécules chargédar exemple, des tensioactifs anioniques ou
cationiques s’adsorbent sur la surface du colloide.

(i)  ladsorption — désorption d’ionsL’exemple le plus représentatif est celui du
cristal d’iodure d’argent (Agl). Lorsque que lestal Agl est mis en contact avec
une solution aqueuse, les ions*Agt I se dissolvent dans la solution jusqu’a
atteindre [Ad][I'] = Ks ol Ks est le produit de solubilité de Agl. La dissoluatio
préférentielle des ions Agar rapport aux ions assure I'apparition d’une charge
négative a la surface du cristal. L'introductiomods Ag dans la solution (ajout
de I'électrolyte AgNQ par exemple) controle la dissolution des ions" /g
modifie la charge de surface. Ces ions sont appptientiel (ou charge)
déterminants.

(iv)  Tlionisation et dissociation de groupements slaface.Dans le cas de surfaces
présentant des groupements de nature acido-basigoeme les oxydes, la
dissociation de ces groupements génére une chaggsudace positive ou
négative. Le signe et la magnitude de la chargsud@ce sont déterminés par le
pH de la solution électrolyte. Le pH annulant large de surface est appelé point
de charge nulle

(V) la substitution isomorpheencontrée généralement dans le cas des argiléssou
ions AP* et Sf* sont substitués par des ions de valence inférieto@uisant une

charge de surface négative.

L’établissement d’'une densité de charge superggiahotée o,, génére un champ

électrostatique et influe sur la distribution depéres ioniques au voisinage de la surface
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avec pour but la neutralisation de cette chargiacigue. Ainsi les ions de charge opposée a
celle de la surface, ou contre-ions, sont attirés ple la surface alors que les ions de méme
charge, ou coions, sont repoussés. Il en résalppdrition d’'une structure ionique au contact
de la surface, appelée Double Couche ElectriqueEjl@ maniére a ce que la charge totale
(de surface et dans la DCE) s’annule.

Plusieurs modéles physiques successifs ont étérémbfin de décrire I'interface surface
chargée-solution électrolyte. Helmholtz proposandadéliser I'interface sous forme d’'un
condensateur moléculaire comprenant deux armatugides paralleles, la premiére
représentant la surface chargée et la secondgueldi ionique [2]. Cependant, I'agitation
thermique subie par les contre-ions provoque usgedsion de ces mémes ions dans I'espace.
Ce phénomene, en désaccord avec le modele dévepappéelmholtz, est a I'origine du
concept de double couche diffuse introduit indépemaent par Gouy [3] et Chapman [4] et
connu sous le nom de modéle de Gouy-Chapman. Bigtenen I'existence d’'une couche
diffuse dans laquelle la distribution des contnesi@t coions, considérés comme des charges
ponctuelles, est gouvernée par les interactiordrélatiques attractives et répulsives avec la
surface et les processus de diffusion liés auxigméslqui tendent a rétablir I'équilibre avec le
cceur de la solution. La distribution de potentictostatique dans la couche diffuse
(relative au potentiel dans la solution de cceurl’éléctroneutralité est vérifiée) obéit a
I'équation de Poisson-Boltzmann (équation (1.3)Y)¢gtle une décroissance exponentielle du

potentiel depuis la surface (potentiel de surfég¢ jusqu’au coeur de la solution (potentiel

nul). Néanmoins I'augmentation exponentielle dedacentration en contre-ions a I'approche
de la surface est nécessairement limitée par ibsstat les distances d’approche des ions.
C’est pourquoi, en 1924, Stern proposa un moddiedeli double couche conciliant les
modéles de Helmholtz et Gouy-Chapman et permeti@amnéndre compte de la taille finie des
ions et de [lagitation thermique [5]. La double cba électrique est représentée
schématiquement dans la Figure 1.1. Elle se déceengm une premiére couche dite
compacte, ou appelée encore couche de Stern, isplida la surface et en une seconde
couche appelée couche diffuse. La couche de Ssemdle-méme divisée en deux parties par
le plan d’Helmholtz interne (pHi). Au contact desiarface chargée, les ions présents dans le
milieu peuvent perdre une partie de leur sphergditdtation et s’adsorber spécifiquement sur
la surface. Ces ions, localisés sur le pHi sontiggpde la surface par une distadcele

I'ordre du rayon des ions.
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Figure 1.1.Représentation schématique de la double coucltriéige. Les espéces ioniques
sont représentées avec leur sphére d’hydratation.

Au-dela du pHi, les interactions électrostatiqueseeles ions et la surface gouvernent la
distribution spatiale des espéces ioniques. Les gont alors entourés de leurs sphéres
d’hydratation et distribués au-dela du plan d’Hedfith externe (pHe) situé a une distance
depuis la surfacd. de I'ordre du rayon de I'ion hydraté. Le pHe mard@ séparation entre la
couche de Stern et la couche diffuse. Le poteéksgitrostatique a cette position est ngjé

Dans la couche diffuse, la distribution des espégegjues suit le modele de Gouy-
Chapman. Les ions sont alors considérés commehdeges ponctuelles et leur distribution
est reliée au potentiel électrostatique local sutiVéquation de Boltzmann :

n(f)=n exp[—%T(T)j, (1.1)

ou i est la coordonnée radiale dont I'origine est sitada surface chargéq.(?) etn sont

les densités en ions la positionr et au caeur de la solution, respectivemermst la valence
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de lioni, e est la charge élémentail‘é’,(r) est le potentiel électrostatique a la positiork,
est la constante de Boltzmanrilegst la température.
Dans la couche diffuse, la distribution du potdrdiectrique est liée a la densité en ions
locale par I'’équation de Poisson
0% (F) = -—— p(r) = —=— S zeen (1), (1.2)
EE EE

avec &, la permittivité diélectrique du vide et la permittivité relative du miIieup(F)

représente la densité volumique de charge a ldigosi . Finalement, la combinaison des

équations (1.1) et (1.2) donne I'équation de Poi€3oltzmann :

D2 () :—$Zzierj exp[—%pj. (1.3)

Pour de faibles valeurs de potentiels telles g T)/k, T <1, exp( (7)) peut étre linéarisé.

Cette approximation, appelée approximation de Déhyekel, permet une résolution

analytique de I'équation de Poisson-Boltzmann. Dareas d’'une surface plane (Figure 1.1),
I'application des conditions aux limitég (r =d,) =%, et ¥ (r — ) =0 pour la résolution
de I'’équation (1.3) linéarisée donne :

W(r):tl/dexp(—/((r —de)). (1.4)

La distribution de potentiel autour d’une sphérea@®na est donnée par

w(r) :%(atdejexp{—/((r ~(a+d,))}. (L5)

ou la référence de la coordonnée radiadst située au centre de la particule. Les digidba

de potentiel (1.4) et (1.5) font intervenir une stamtex, dite de Debye, homogéne a l'inverse

d’'une longueur. Son expression est donnée par :

(1.6)

L’épaisseur caractéristique de la double couchetrédee peut étre assimilée a la longueur de

Debye x*. Il est & noter quex " dépend uniquement des propriétés de la solution

électrolytique. Ainsi, I'’équation (1.6) montre quus la force ioniquel :%szq* est
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élevée (avecc =1 /N, la concentration de liom au cceur de la solution oM, est la

constante d’Avogadro), plus la double couche estmronée.

Afin de déterminer les caractéristigues de la deutmuche électrique, des techniques
électrocinétiques peuvent étre utilisées. Cellesreposent sur des phénomenes
électrocinétiques résultant du mouvement relatifliguide, au voisinage de la surface, par
rapport a la surface chargée yate versy Pour illustration, considérons une dispersion de
particules colloidales chargées soumises a un chélegtrique établi dans le temps. La
présence méme d’une double couche autour desylastigportant une charge électrique non
nulle, entraine leur mouvement sous I'action dunghal.’environnement ionique autour de la
particule chargée est constitué de deux régionsasgmdistinctes : une couche stagnante au
contact de la surface et une couche mobile nodaod de la surface. Dans la couche
stagnante, les ions présentent une affinité imptetpour la surface formant ainsi une couche
de fluide dont la viscosité est plus élevée quesdarsolution de coeur. Cette couche ne suit
pas le mouvement hydrodynamique du liquide maigerdgée. Un plan de coupure
hydrodynamique, ou plan de cisaillement, marquiediatiere entre le liquide « au repos » et
le liquide en mouvement. Le potentiel au plan daitement est couramment noté potentiel-

{ (potentiel z&éta). Il est d'usage d’assimiler leguatel ¥/, au potentield expéerimentalement

accessiblevia I'utilisation de techniques électrocinétiques coenlfélectrophorése dans le cas

de suspensions colloidales.

1.2. Electrocinétique statique et applications.

1.2.1. Technique électrocinétique : I'électrophorésen champ continu (DC).

Bien que I'ensemble particule — DCE forme un endendectriquement neutre, une
particule chargée est mise en mouvement soustl'df®m champ électrique continﬁo. Ce

phénomeéne électrocinétique est appelé électrophadreésdéplacement de la particule, et de la
couche stagnante I'enveloppant (81.1), est la cuesee de multiples forces externes
électriques et hydrodynamiques agissant sur lacptméme et sur son environnement
ionique. Les différentes forces mises en jeu sont :

® les forces électrostatiquexercées par le champ électrique sur la charg&eort

par la particule
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(i) les forces de frictionralentissant la particule du fait de la viscosité milieu
ionique

(i)  les forces dites de « retardement électropliguge » liees au mouvement des
contre-ions dans la DCE. Ainsi, lorsque la pargcsg déplace dans un sens donné
(suivant sa charge), les contre-ions dans la DC#épéacent dans le sens inverse
et entrainent une partie du fluide. La vitessealgdrticule est alors réduite. Ce
phénomene est d’autant plus marqué gmest faible.

(iv)  les forces originaires des effets de relaxatién I'absence de champ électrique, le
centre des charges portées par la particule etrizecdes charges portées par son
environnement ionique (composé de contre-ions erjoritg, coincident.
Cependant, aprés application du champ électrigqudplible couche électrique se
déforme et perd sa symétrie sphérique séparanteleses de charges [6]. Un

champ électrostatique local apparait en opposiion champ électrostatique

appliquéEO. Il en résulte un ralentissement de la particule.

Sous l'effet du champ, la particule chargée seat&plA condition que la magnitude du
champ reste suffisamment faible (électrocinétiquepremier ordre), la particule atteint une

vitesse constante proportionnelle a la force du champ applique :
Ve = IJe EO’ (17)
ou Y, représente la mobilité électrophorétique corredpona la grandeur mesurée lors des

expériences d’électrophorése. En supposant queriess électrostatiques et de frictidi) et
(i) sont les seules forces agissant sur la partisul&paisseur de la DCE est faible devant
le rayon de la particulex@ >>1), la mobilité électrophoretique, est définie par I'équation

d’Helmholtz — Smoluchowski (HS) [7-8] :

p =2 (1.8)

Lorsque la longueur de Debye est tres grande dégamtyona de la particule ka<<1), p,
est définie par I'équation d’Huckel — Onsager (HQ)9] :
:g_g‘)g"(

e )

3 (1.9)
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avec/) la viscosité du milieu. Henry développa par laeuine expression analytique valable
pour des valeurs intermédiaires kg a condition que le potentiélyeste inférieur a 40 mV
environ [7]. Cette équation, dite de Henry, estrdéfpar:
b =55 f(ka). (1.10)
Ui

Celle-ci fait apparaitre une fonctidr{xa) permettant de prendre en compte les effets de

retardement électrophorétique(xa) est définie de telle sorte que pova — o, f (Ka) se

rapproche de l'unité et I'équation (1.10) se réduliequation HS (équation (1.8)). De méme,

dans le cas limite oka - 0, f(«a) devient égale &/3 en accord avec la formule HO

(équation (1.9)). Cependant, I'expression tf.l(é/(a) donnée par Henry consiste en deux

expressions distinctes, I'une strictement valaldardes faibles valeurs dea, et l'autre a
l'inverse applicable pour les fortsa. Ohshima dériva des années plus tard une expnessio
unique mimant les variations €iéxa) prédites initialement par Henry [10].

En considérant la déformation de la DCE depuis &ah d’équilibre comme une légere
perturbation, O’Brien et White améliorérent unegadente théorie proposée par Wierseta
al. [11] et développéerent un formalisme numérique pleudétermination de la mobilité
applicable pour des valeurs arbitraires a la feigpdtentiel¢ et dexa [6]. Les variations de

H, en fonction du potentief-d’apres la théorie de O’Brien et White sont ilhéss dans la

Figure 1.2. Les résultats témoignent du domainpplieation de la théorie HS. En effet pour
des potentiel” > 40-50 mV etka < 50, la mobilité électrophorétique déterminéeosde
modele d’O’Brien et White ne suit plus I'équatioh.§) et demeure inférieure aux valeurs
prédites par HS. De plug, augmente avec le potenti€jusqu’a une valeur critique a partir
de laquelle les variations de, atteignent un plateau et méme un maximum poars>1.
Cette réduction de la mobilité est liée au déplamdndes contre-ions dans la DCE, sous
'effet du champ appliqué, dans le sens contraive déplacement de la particule. Ce
déplacement crée une séparation de charges etopaéquent, un dipdle qui génére un
champ électrique dirigé dans le sens contraire ltamp appliqué. Ce champ électrique
contrebalance les effets du champ appliqué et éeddcélérer la particule. Ainsi, pour les
faibles potentiels¢ ({ < 40 mV), peu de contre-ions sont présents danBQ& et la

contribution du champ induit par leur déplacemant les variations de la mobilité sont
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négligeables. Mais, lorsque le potenifehugmente { >100 mV), la quantité de contre-ions
dans la DCE et la magnitude du champ induit augemrégalement avec pour résultat une

diminution (ou l'apparition d’'un plateau) de la nildB.

’ =
L HS,” xa=50
/
’
~ 6} /// 25
> ‘
:‘m 51 /// 10
/
é 41 /// 5
3 5L Y
&
— 2L
1k
1 1 1 1 1 1 1

1
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Figure 1.2 Mobilité électrophorétique gen fonction du potentief-pour différentes valeurs de d'aprés la
théorie de O'Brien et Whits] et comparaison avec I'expression analytique derteltz Smoluchowski (HS)
valable pour{< 50 mVet ka>>1 (d'aprés Delgado et a[7]) .

Ce modéle élaboré en 1978, est toujours considémémeoune référence. Ainsi, de
nombreuses expressions analytiqgues tentant dedwpgoces résultats numériques furent
développées (voir le récapitulatif de Ohshigtaal. [12]). Il fut aussi étendu aux particules
conductrices [13] et aux sphéroides [14-15] pouguelies les résultats préalables de De
Keizer et al. [16] furent intégrés. Ohshima s’en inspira égaleimgour son analyse du
comportement électrophorétique de suspensions otBes de particules molles (voir les
détails dans 81.4.2) [17]. Il compléta ainsi somlgse théorique [18], strictement valable
dans le cas de suspensions de particules rigithesnue en conciliant les modeéles préalables
de Levine et Neale [19], et Kozak et Davis [20-H3r la suite, Leet al.[22] inclurent dans
leur analyse numérique la polarisation de la DCEcaea possibilité d'un recouvrement des

DCE de particules voisines dans le cas de suspenfiaement concentrées.

1.2.2. Application pour I'étude des interactions ingérparticulaires et de la stabilité
colloidale: la théorie DLVO.
La connaissance des propriétés électrocinétiquespatéicules en suspension est
primordiale pour I'étude des phénomenes d’agrégatiatre particules dures ou, en d’autres

termes, pour I'étude de la stabilité colloidale eldnspension colloidale est dite stable lorsque
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les particules qui la composent sont dispersées ldasolution et résistent a I'agrégation. La
stabilité colloidale est gouvernée par la balanueeeforces répulsives et attractives entre
particules. En milieu polaire, elle peut étre prégiar la théorie DLVO (Derjaguin, Landau,

Verwey et Overbeek) [23-24] combinant les effets du recouvrement des DCEs, également
appelés interactions de doubles couches, et ini@nac attractives de van der Waals. Dans la
prochaine section (81.2.3), nous nous intéressdm@gement aux interactions entre surfaces

chargées au-dela de la théorie DLVO.

1.2.2.1. Interactions électrostatiques répulsivesloebles couches.
Dans une suspension colloidale, deux particulestigiees de méme charge et séparées

par une distance sont soumises a des forces répulsives électrpsésti Lorsque le fond

ionique est composé d’un électrolyte symétrigue, de concentratior = n*/NA (avecn la

densité en ions), I'énergie de répuIsM@(r) associée est définie par la relation

Vi (1) = 6471k, T & tank (%] e (1.11)

B
Dans la limite de faibles potentiels tels qe#,/k,T<1, I'équation (1.11) se réduit
simplement a :
Ve (r)=2/E,ca(¥,) e = 2E £ a0 6" . (1.12)

Les équations (1.11) et (1.12) montrent le rolelpnéinant de deux paramétres : I'épaisseur
de la double couche ™ et le potentiek. Le potentiel de répulsion entre deux particulds s
une décroissance exponentielle €ri’. Ainsi, 'augmentation de la concentration en ions
dans la solution génere un meilleur écrantage deh&ge de surface. Il en résulte une
réduction du potentief-et donc un affaiblissement de la répulsion entiqules. De plus

I'épaisseur des doubles couches électriqgues awtesirparticules diminue. L'étendue des

forces de répulsion entre les doubles couchedastamoindrie.

1.2.2.2. Interactions de van der Waals.
Les forces de van der Waals sont des forces atteaatésultant d’interactions atomiques
et moléculaires de nature dipolaire. En d’autremés, elles naissent des fluctuations des

nuages électroniques autour de noyaux générantigétes. Les interactions de van der
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Waals sont universelles et sont donc impliquées daaque phénomeéne d’interaction. Trois
contributions sont mises en jeu :
0) les forces de Keesolees aux interactions dipdle permanent — dipokena@ent
responsables de la réorientation des dipdles gtérea s’aligner
(i) les forces de Debydues aux interactions dipdle permanent — dipOleitndle
dip6le d’une molécule polarise la molécule voisine
(iii)  les forces de Londogénérées par les interactions dip6le induit —ldipdduit et
qui constituent la plus forte contribution aux naietions de van der Waals.

La résultante de ces trois forces est une attraetidre deux particules. L’énergie potentielle

d'attractionV, (r) correspondante s'exprime par la relation :

Aa
VA(I’)=—E,

(1.13)
ou A est la constante de Hamaker (J) qui dépend desigies diélectriques des particules en
interaction et du solvant. Contrairement aux forétsctrostatiques, les forces de van der
Waals ne dépendent que de la géométrie des padietiide la composition de la suspension.
De plus, la dépendance emr tie la relation (1.13) montre que les interactidasvan der

Waals sont tres importantes lorsque les particcgampprochent.

1.2.2.3. Energie totale d’interaction.

La théorie DLVO décrit les interactions interpantaires en prenant en compte les
contributions attractives de van der Waals avecdedributions répulsives de double couche.
Les conditions de stabilité/instabilité sont défmipar une courbe énergie — distance dont le
profil dépend de la somme des potentiels attraetifepulsifs (Figure 1.3).

Les forces de van der Waals étant indépendantés fiece ionique du milieu et de la
charge des particules, I'évolution du profil d’égierpotentielle totale depuis la courbe a vers
la courbe e est la conséquence d’une diminutiola gertée et de la magnitude des forces de
répulsions. Lorsque la charge de la particule &stéé et/ou la concentration en ions du
milieu est faible (forts potentield), I'énergie liée aux répulsions électrostatiques tees
importante et génére une barriere d’énergie, seyesia I'énergie associée a l'agitation

thermique, empéchant I'agrégation entre particulzsles-ci restent isolées et la suspension
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Figure 1.3 Représentation de I'énergie d’interaction \éntre deux particules d'aprés la théorie DLVO en
fonction de la distance interparticulaire (d’apré&saelachvilif25]. Courbe a : les particules se repoussent, la
dispersion est stable. Courbes b a d : les parteske placent au minimum d’énergie secondaire etreameent

a s’agréger. Courbe e : les particules s’agregeagidement

est stable (courbe a). Lorsque la concentrationéleatrolyte augmente, un minimum
secondaire de potentiel, notg, dpparait alors que la barriére d’énergie dimifiaat que la
barriere d’énergie reste supérieure a I'énergiegitidon thermique, les particules se
placeront dans le minimum secondaire ou resterimpiedsées (courbes b et ¢). Dans le cas
contraire, les particules commencent a s’agregarbe d). Enfin, lorsque la force ionique est
tres élevée, la charge de surface des particuteéceantée et I'épaisseur de leurs doubles
couches diminue. Le potentiéldevient trés faible et la portée et la magnitude tbrces
électrostatiques répulsives diminuent. Les forces whn der Waals dominent alors
l'interaction totale, les particules s’agregentidament et la suspension colloidale est instable

(courbe e).
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1.2.3. Limites de la théorie DLVO : vers une analysedynamique des phénomenes

électrocinétiques et d’interaction.

La théorie DLVO constitue une base pour I'étudelalstabilité colloidale. Des forces
supplémentaires dites non DLVO peuvent égalemeaethvienir lors de 'agrégation entre
particules. Parmi elle, on trouve les forces devegalion, i.e. les forces attractives
hydrophobes et les forces répulsives d’hydratat@ette derniere repose sur le fait que, dans
les milieux aqueux, les especes ioniques libres satourées d’'une sphere d’hydratation
formée de molécules d’eau qui sont, pour rappes, delécules polaires. La présence de
molécules d’eau polaires autour des ions libresgoasen partie la charge des ions. Par
conséquent, plus l'ion est hydraté, plus sa chafigetive diminue. Les ions les plus hydratés
sont donc moins efficaces pour écranter la chargelad surface et les potentiels
électrostatiques a l'interface surface/solutiontgas importants. Dans ce cas, la suspension
colloidale est stable contrairement aux prédictibmsa théorie DLVO. Les forces attractives
hydrophobes interviennent si les deux particuletaraction sont hydrophobes, c’est-a-dire
si les particules possedent une affinité réduitecae milieu aqueux. L'approche de deux
d’entre elles provoque une expulsion de I'eau é&gmgnt et entraine finalement I'agrégation
des particules. A ces forces, nous pouvons ajolgerforces répulsives stériques qui
interviennent si les surfaces en interaction seobuvertes de chaines polymériques. Leur
encombrement, généré lors de I'approche des sstfaocgpéche une approche suffisante pour
gue les interactions attractives de van der Waatserlt en jeu et les particules restent
dispersées dans le milieu. Notons que d’autregdiastpeuvent également étre intégrés dans

cette théoriee.g.rugosité de surface ou les interactions acide-tadeewis.

L'utilisation de la théorie DLVO pour I'étude destéractions entre surfaces chargées
implique que les DCEs formées aux interfaces saffatution sont completement relaxées
durant l'approche des surfaces en interaction, t-clefire que les propriétés physico-
chimiques des DCEs sont a I'équilibre thermodynamidurant I'intégralité de I'interaction
entre les deux surfaces.

Cependant, lors de l'interaction entre deux palegwchargées, le recouvrement de leurs
DCEs respectives implique des variations de pakgtectrostatique local dans les DCEs.
Ces perturbations électriques générent une réma@mm des distributions spatiales des

concentrations en ions dans le nuage ionique adiesiparticules selon divers processus dits
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de relaxation que nous identifierons plus tard dariexte. Les nuages ioniques ne sont donc
plus a I'équilibre pendant I'interaction des dewattjrules. Les nombres de Deborah, définies
par De= 1,/1,,, permettent de comparer le temps caractéristiqueechction électrostatique

int 7

r,, entre deux particules avec le temps caractéristiqudu processus i gouvernant la

int

relaxation des nuages ioniques vers un état diégeil Pour illustration, le temps

caractéristiquer.

.. est défini, de maniére simplifiee, comme le terdpsdiffusion de deux
particules spheriques de coefficient de diffusiyrsur la distance de recouvrement des DCEs

des particules en interaction (pour illustratiooirva Figure 1.4A) avec :

I, =—. (1.14)

Pour des particules dont le rayon varie entre lhriuen plongées dans une solution
électrolytigue de force ionique comprise entre 1reM100 mM, le temps d’interaction
électrostatique est estimé &°00° secondes.

Pendant l'interaction entre particules, les nuagesques autour des particules sont
perturbés électriquement. Les processus gouvetaamtaxation de ces nuages ioniques et

leurs temps caractéristiques associés sont leargsiyFigure 1.4B) [26]:

) Transport des ions par diffusion-conduction datess DCEs Le temps

caractéristique associé” correspond au temps nécessaire pour des ions de
coefficient de diffusionD pour traverser la DCE d'épaisseur 1/avec 1% =
1/(k °D). Pour des forces ioniques comprises entre 1 @tnill, il vient 7 ~
10°10°s

(i) Transport latéral des ions autour de la partieuLe temps de relaxation associé

™~ &’/D est défini comme le temps de diffusion des ionsusie distance de

'ordre du rayona de la particule. Pour un ray@compris entre 1nm efuin,

nous obtenons® ~ 10°-10° s
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( A) partie de la surface

en interaction ¢électrostatique  particule de rayon a

partie de la double couche
¢lectrique en interaction

(B).

Distance caractéristique
d'interaction (a/x)"?

coeur de la solution

® (1) transport d'ions dans la région de la
4 double couche électrique
@ (i1) transport latéral d'ions autour de la
A Y particule
@ e (iii) transfert d'ions "charge-déterminant"
E ‘, (1) ou "potentiel déterminant" depuis/vers
(iii) le coeur de la solution jusqu'aux sites
i chargés a la surface de la particule
- @ (iv) transferts d'ions indifférents vers/depuis le
® H coeur de la solution jusqu'a la région de
t '*(\W)A double couche électrique

double couche électrique

Figure 1.4. (A) Représentation de I'interaction électrostaticardre deux particule. (B) Représentation des
différents processus de relaxation a I'interfaceface chargée/solution.

(i)  Transfert d'ions charge (ou potentiel)-détemants depuis/vers le coeur de la
solution jusqu’aux sites chargés a la surface destiqules Ces processus
déterminent la régulation des charges et potendielstrostatiques a la surface
des particules pendant leur interaction. Ces réigulale charge font intervenir
le transport et la fixation/libération des espedmsiques dites charge (ou
potentiel)-déterminant, comme les protons/hydroxyleur une particule oxyde

dont la charge a pour origine la protonation owdprotonation des sites de
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surface. Le temps caractéristiqa€’ associé au transport par diffusion d’ions

« charge-déterminant » est de I'ordre de la ms

(iv)  Transfert d’ions indifférents depuis/vers leurade la solution jusqu’a la région
de DCE La perturbation des distributions de concentratio sein de la DCE
provoque des perturbations de concentration ionagdiextérieur de la DCE.
Des ions indifférents vont diffuser depuis/verséeur de la solution. Le temps

caractéristique associé" est fonction d’une impédance, connue sous le nom

d'impédance de Warburg, qui reflete une résistanctansfert massique

Comme indiqué précédemment, la théorie DLVO reposd’évaluation des interactions
électrostatiques entre deux surfaces chargéesumisqgrs DCEs respectives sont a I'équilibre

thermodynamique durant l'intégralité de l'interacti De telles conditions impliquent que

I'ensemble des nombres de Deborah vérifieDE /7,

int

<« 1. Cependant, 'examen des temps
caractéristiquesr; démontre que, pour un ou plusieurs processuspiiebre de Deborah

associé ne satisfait pas la condition Ber} /7,, <1 ce qui implique que les interfaces des

deux colloides en interaction ne sont pas complketemelaxées durant I'interaction. Pour le
cas de colloides de rayenl-10 nm, I'épaisseur de la DCE £kt les longueurs de diffusion
des ions sont toutes du méme ordre de grandeurddgneonditions pratiques de salinité (1-
100 mM). Dans ce cas, l'interaction électrostatigmére ces deux colloides est dynamique
par nature, c’est-a-dire qu’elle est couplée aumc@ssus gouvernant la dynamique de
l'interface surface/solution, appelée égalemertdtéddynamique.

Cette analyse prouve l'importance d’'intégreryaamique des interfaces que forment les
surfaces chargées avec leur milieu environnant paalyse de l'interaction entre particules
mais également pour I'étude des interactions pdesc— surfaces planes rencontrées, par
exemple, dans le cadre des premiers stades deisailon d'une surface par des
microorganismes.

La dynamique d’interfaces colloidales est égalermmaptiquée dans d’autres phénomenes
d’interface. En particulier, dans certaines situgjda spéciation de métaux a la surface de
particules colloidales ne peut étre séparée dercegssus de relaxation. Ce point spécifique

sera détaillé dans le § 1.4.5 de ce chapitre.
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L’étude de la dynamique d’interfaces colloidales,emcore I'étude de la dynamique de
double couche électrique, constitue une part inanbet de ce travail de thése. Depuis
guelques décennies, le développement de méthodesoéinétiques en champ alternatif a
rendu possible I'analyse des processus de relaxdgodouble couche. La prochaine section
s’intéresse donc aux difféerents mécanismes sudsesss en jeu dans la polarisation de la
double couche et leur impact sur les quantités raxpétalement mesuréese. la mobilité
dynamique et la permittivité diélectrique.

1.3. Dynamique de double couche électrique de partites colloidales.

1.3.1. Processus de polarisation de la double couchélectrigue et temps

caractéristiques associés.
Une particule, initialement & I'équilibre thermodynique, est stimulée électriquement
par un champ électriqu&,. Il en résulte une perturbation des distributiates potentiel
électrostatique et de concentration en ions auteua particule. Le terme de perturbation du

potentiel localy (r,8) associé est donné par [27]:

@(r,6)=-Eyr cos@+# cod. (1.15)

d représente le module du moment dipolaire induiet 8 est I'angle formé entre le champ
EO et le vecteur de position radiafe Le moment dipolaire peut s’exprimer en fonctian d
coefficient dipolaireC comme suit :

d =4/, a°CE,. (1.16)
C reflete I'impact des différents processus inteardgrdans la polarisation de la DCE. C’est
pourquoi I'étude de son évolution au cours du tepgigudicieuse pour leur compréhension.
Le premier de ces processus intervient immédiaterapres application du champ. Les

nuages électroniques a la fois dans la particulgaes le liquide se polarisent formant des
dipGles électriques (voir Figure 1.5).
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Figure 1.5.Représentation schématique des dipbles électridoenés a l'interface solide/liquide (d’apres
Shilov et a[27]).

Ce processus étant plus rapide que le transporesieices ioniques, le moment dipolaire
associé n'est fonction que de la disparité entrenjivité du milieu g, et de la particule,
tel que [27-28]

_ % " énm

perm —

—_. 1.17
g, t2¢, ( )

Sous l'augmentation du temps d’investigation les contre-ions, qui composent
majoritairement la DCE, disposent d’'un temps nédesgmur migrer a travers la DCE. Ce
processus, appelé relaxation de Maxwell-Wagner-@&ko (MWO), intervient a des temps
de l'ordre du temps de relaxation MWO, dénpjg,,, défini par [29-31] :

_ (gr2)
fano T oK+ K, + 2K /a’

(1.18)

ou K, et K; sont les conductivites du milieu de dispersiordetla particule eK? est la
conductivité de la surface. La conductivité a été introduite par O’Konski dans I'expression
originale du temps de Maxwell-Wagner (MW) not&g,, et qui s’écrit [29-30]:

(ep + 2£m)£o (1.19)
Ty =—————. :
2K, K
L'introduction du terme2K“/a dans I'équation (1.18) reflete que, bien que Idigae soit

non-conductrice, la présence d’'une DCE autour dpaliicule engendre une conductivité

effective localisée a la surface de la particuld.[3
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Pour une particule non-conductrice et portant @l conductivité de surfack (= 0 et
K? = 0), le temps de Maxwell-Wagnaer,,, est comparable au temps de relaxation de

I'électrolyte seulr tel que :

m,cond?

Lo~ T = ofm (1.20)

m,cond —
K

m

L’exces de charge locale créeé lors de la migraties contre-ions dans la DCE est opposé par

la diffusion de ses mémes iorr, .4 peut donc étre confondu avec le temps caractgsesti
associé a la diffusion des ions dans la DGE i ) [8], i.e. le temps nécessaire aux cations

(anions) de coefficient de diffusidh, (D.) pour parcourir une distanee”. Il vient :

£E K2
T, ~—0= . 1.21
w e D.+D. (1.21)

m

Considérons une particule conductrice, pour depsesuffisamment longs tels que 7,0,
'amplitude du coefficient dipolaireC est désormais régie par les différences entre
conductivités, il vient [27] :
_ K, -K,+2K?/a
WK, +2K + 2K Ja

(1.22)

Dans le cas d'une particule non-conductrikg €0), le coefficient dipolaire est seulement
gouvernée par le nombre de Dukhiby = K”/Kma) [8]. L’équation (1.22) devient [28]

_2Du-1
MO opu+ 2

Pour les cas limites de trés faibles et tres fodesductivités de surfaceDi - 0 et

(K, =0) (1.23)

Du >>1), le coefficient dipolaireC,,,, se réduit simplement a :

1
- DU - 0
(K, =0) Cowo ={ 2 (1.24)
1

Du>>1.

Cette propriété est illustrée dans la Figure 1.@aquarticule sphérique est considérée comme

chargée négativement.
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Figure 1.6.Représentation schématique des flux de migratams ¢h DCE pour de faibles (gauche) et grandes
(droite) conductivités de surface. En vert : flormaux ; en violet : flux tangentiels (d’aprés Shiket al[27]).

La Figure 1.6 montre que pou - O la surface de la particule est non-conductricke et
moment dipolaire est essentiellement di aux fluwx@aix des contre-ions dans la DCE. Par
conséquent, il y a accumulation de cations du gatéche de la particule et déplétion de

lautre coté. Le moment dipolaire est donc oriedd#s le sens contraire du charp en

accord avec une valeur negative @g,,, (voir équation (1.16)). PouDu>>1, les flux

d’ions tangents & la surface contribuent principelet & la formation de , la charge positive
s’accumule du coté droit de la particule. Il erutésun moment dipolairel orienté dans le

méme sens quéo. Cette caracteéristique est confirmée par un aaefitC,,,, positif.

Le dernier processus impliqué dans la polarisati®ehta DCE est appelé relaxatian I
résulte de la différence de transport des iongngltieur et a I'extérieur de la DCE. Dans la
DCE, le mouvement des ions est principalement ddcauatre-ions, présents en majorité par
rapport aux coions, dont le transport est en pgotiverné par le potentiel électrostatique
local. A I'inverse dans le milieu ionique, caractérpar un potentiel nul, a la fois contre-ions
et coions participent au déplacement des charg8k [EXin d’illustrer ce phénoméne,

considérons une particule chargée négativement@iy 7).
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Figure 1.7.lllustration de I'établissement d’'une polarisatiole concentration autour d’'une particule chargée

négativement. La présence d’un champ électriquelytales flux de contre-ions le long de la DCET:m(dYS)
créant une accumulation de contre-ions a la draiéela particule. Cette concentration d’ions rencenglors
les flux de co-ions provenant de la solutiafi,(, ) et donne lieu & une accumulation d'électrolytetne a la

droite de la particule. Des phénoménes opposésa@tiisent de l'autre cdté créant une déplétion edflolyte
neutre. Le gradient de concentration, ou polarisatite concentration, génére des flux diffusifs feglde la

) (d'aprés Grosse et §82]).

+

surface (.

) et dans la solution électrolytiquelf, . , Jo .

Apres un temps > 7,,,o, l€S co-ions provenant de la solution, migrentsdEnsens
contraire du chamg,e. de la droite vers la gauche (voir le flug,,, dans la Figure 1.7).

Ainsi a la droite de la particule, les co-ions mmicent les contre-ions accumulés dans la

DCE (J} .. dans la figure 1.7). Un excés d'électrolyte neulreest créé a la droite de la

cond,s
particule alors qu’'une déplétion d’électrolyte esiée a sa gauche ou les co-ions s’éloignent
de la particule et migrent depuis son voisinages Vercceur de la solution. Les contre-ions
guant a eux, migrent le long de la surface et epiitte c6té gauche de la particule créant un
défaut d’électrolyte (Figure 1.7). La formation d'uel gradient de concentration est
communément appelée polarisation de concentrati®rsysteme atteint par la suite un état

stationnaire ou le flux de migration des co-iongude la solution vers la DCE est
contrebalancé par des flux de diffusion d'électmlgeutre (et J;,,) afin de rétablir

I'équilibre avec le cceur de la solution. Tandis glams la DCE, les flux transportant les
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contre-ions a la frontiere externe de la DCE sgaiug& aux flux de contre-ions quittant cette

frontiére. Le temps nécessaire pour |'établisserderntet état stationnaire est donné par :

aZ

r, = : 1.25
? 2D (1.25)
ou D est le coefficient de diffusion effectif definimmne suit :
_ 2D,D_
"D 4D (1.26)

En d'autres termeg, représente le temps requis pour la diffusion des ile long d'une
distance de I'ordre du rayon de la particule.

Pour des tempis> 7, , un nouveau moment dipolaire apparait, réduisefurce deC,,,,,o.
Deux phénomenes en sont la cause. Premieremergaids&ur de la DCE étant
intrinsequement reliée a la force ionique de laitsamh, une augmentation de la concentration
a la droite de la particule engendre une compresg®la DCE et un rapprochement des
contre-ions le long de la surface. Du coté oppaséagarticule, les contre-ions sont répartis
sur une plus large distance. Le centre des chagedes par le nuage électrolyte est alors

déplaceé vers la gauche donnant naissance a un rhdipetaire orienté dans le sens contraire
de EO (voir la Figure 1.7 pour illustration). Deuxiemembe 'accumulation de charges

positives du coté droit de la particule impliqueseur@organisation dans la distribution des

contre-ions a lintérieur de la DCE avec l'apparnitide flux diffusifs le long de la surface
(jc;ﬂ's) de la droite vers la gauche de la particule. fles vont a I'encontre des flux de
migration dans la DCE avec pour résultat un amasdment de la polarisation MWO.

Quantitativement, cette nouvelle contribution seaciérise par I'ajout d’'un terme dénoté

C, a I'expression définissa,,,,o. Ainsi, pour une particule non conductri¢g E0) et sous

la conditionka >>1, C, est donné par [33]

_ __3 Du?
K. =0) Ca = 2(2Du+1)(Du+d) (1.27)

Les variations du coefficient dipolaife avec le temps$ depuis application du charrthO

jusqu’a l'etablissement d’'un état stationnaire (pdes temps > 7)), se résument a un
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enchainement de plateaux délimités par des zonetadsition lorsque le temps se

rapproche des temps caracteristiqngs, et 7, . La Figure 1.8 en est l'illustration.

-0,5

Tuwo 7,

t (wa.)

Figure 1.8.Evolution du coefficient dipolaire C avec le temiguite a I'application d’'un champ électrique ¢ell
que To <7, . La particule est non conductricep(KO) avece, < ¢, etDu>1.

Elle représente les variations @¢t) pour une particule non-conductride, (=0), définie
par un nombre de Dukhibu>1, dont la permittivité est trés faible devant celle la
solution ioniqueg,<<g,. Cette situation est la plus représentative désduentes analyses
théoriques et expérimentales portant sur I'étudeudpensions de particules colloidales. Les

magnitudes d€ aux plateaux dans le cas de particules non corndegtsont données par les
équations (1.17), (1.23) et (1.27) avec :

perm 5p +2£m MWO
2Du-1
(K, =0) C=1CGumo ~oDus2 [wwo SSUS<I, (1.28)
_2Du-1 3 Du?
Cowo G, = 5 t>>7,.
2Du+2 2(2Du+ J)(Du+ )

En parfaite analogie avec cette étude, les vanatilu coefficient dipolair€ peuvent étre
déterminées dans le domaine des fréquences. Faytasuspension colloidale est soumise a
un champ alternatif de pulsatio@ (voir 81.3.2) et les variations d&(«) (ou d’autres
parametres liés &(aw)) sont déterminées en fonction de La fréquence du champ

weconstitue donc une sonde temporelle pour I'exanenpidocessus de polarisation de DCE.
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Différents phénomeénes électrocinétiques permettévialuer C(«) (ou d’autres parametres
associés). Parmi eux figurent [1] :

0] La dispersion diélectriquei.e. les variations de permittivité diélectrique en
fonction de la pulsation du champ appliqué, estrdé&née par la polarisation de
double couche électrique, en particulier par I'éssement d’une polarisation de
concentration autour de la particule colloidaleadquisition de tels spectres
diélectriques est obtenueia I'utilisation de la spectroscopie de relaxation
diélectrique (DRS en référence a sa dénominatigfaeme Dielectric Relaxation
Spectroscopy).

(i) L’électroacoustique,basée sur la création d’'une onde de pression, ale on
acoustique, dans une suspension colloidale sougnisen champ électrique
alternatif (ESA pour Electrokinetic Sonic Amplitydeu par I'acquisition d’'un
potentiel électrique induit par la propagation &a’une onde de pression dans la
suspension (CVP pour Colloid Vibration Potential)lutilisation de ces

techniques, dénommeées électrophorése dynamiquecgansgnuscrit, permet la

détermination de la mobilité dynamiqup;(a)) équivalent dynamique de la
mobilité électrophorétique, .

(i) L’électrorotation qui repose sur la mise en rotation de particuld®idales sous
I'action d’un champ rotatif. La vitesse angulairesdoarticules est alors mesurée.
Cette technique permet I'évaluation de la partiagimaire du moment dipolaire
induit.

(iv)  La diélectrophoresequi consiste en I'application d’'un champ alternatidén
homogéne générant une migration des particulegavéésart des zones de plus
haut potentiel selon la polarisation de la parécul

(V) La biréfringence électriqudasée sur la rotation de particules anisotropiques
soumises a un champ électrique impliquant une noadibn de leur indice de
réfraction en fonction de la fréquence d’oscillatidu champ et reflétant ainsi la

polarisabilité de la particule.

L’association de ces techniques avec I'étude dspesisions colloidales dans le domaine

statique, c’est-a-dire pour des tempsés longs {>>7,) ou des fréquences tres faibles
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(w<<1r,), permet une description de I'interface particstéition €.g.charge, distribution

de potentiel, polarisation) couvrant une large ganminéquentielle depuis la perturbation

électrique jusqu’a I'établissement d’un régime kab

1.3.2. Techniques électrocinétiques en champ altertifa

Parmi les techniques citées dans le précédentnaqtagy ce travail de thése s'intéresse a
deux d’entre elles : I'électrophorése dynamiqudaeDRS. Dans cette section nous nous
limiterons a une description des méthodes et pdraménis en jeu et nous présenterons les
égquations de base de ces deux techniques.

Ces techniques reposent sur une perturbation iéeetrdépendante en fréquence de
suspensions de particules chargées. Dans le gaartigules dures, I'application d’un champ
électrique aIternatifEO(a)t) = E,exp(jat) (avec j?>=-1), génére une perturbation des
distributions de concentrations en ions et de pigerélectrostatique a Iinterface
surface/solution selon les processus décrits @af%.B.1. Un moment dipolaire est alors créé,

celui-ci étant caractérisé par un coefficient di@ complexeC’ (a)) dépendant dev et qui
peut étre réécrit sous la forme :

C(w)=C(w)- jC"(w), (1.29)
oll C'(w) et C"(w) sont les parties réelles et imaginaires (au sjgis) deC’ (w) qui
constitue I'équivalent fréquentielle du coefficiedipolaire C(t). L'évolution de C"(w)
gouverne les variations, ave) des deux grandeurs déterminéda I'électrophorése
dynamique et la DRSi.e. la mobilité dynamiqueu;(a)) (équivalent dynamique de la

mobilité électrophorétique) et la permittivité diétriques” (w).

1.3.2.1. Electrophorése dynamique.

Comme précédemment évoqué, I'électrophorése dyneregt 'analogue dynamique de
I'électrophorése avec l'avantage de donner desrnmdtons sur les mécanismes de
polarisation de la DCE et parfois méme, lorsque derditions sont favorables, sur le

phénomeéne de polarisation de concentration.
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La mobilité dynamiqueu;(a)) est également une quantité complexe composée d’'une

partie réelle et d’'une partie imaginaire. De plile est intrinsequement liée au coefficient

dipolaire C" (w) par la relation [7, 34] :

(@) :%fmqﬂ(l— ¢ () ), (1.30)

ou G(a)) est une fonction prenant compte des effets dimestibis par la particule dans le
fluide a hautes fréquences (de I'ordre du GHz leesg= 100 nm), elle est définie par :
1+(1-j)B/2
G(w) = S —, (1.31)
1+(1- )BT 2- §(3+ o pmj

ou le paramétre3 est un paramétre sans dimension donné fParwa® . L’équation
m

(1.30) montre que lorsque le coefficient dipolatgmente, le moment dipolaire associé tend

a décélérer le mouvement de la particule. Cettdatere est illustrée dans la figure 1.9 qui
représente schématiquement la partie réelleudeen fonction de la pulsation du champ

appliqué en comparaison avec les variations du icaeff dipolaire associé.

Partie réelle de la mobilté

@, WOyyo .
@ (u.a.)

Figure 1.9.lllustration des variations de la partie réelle emobilité électrophorétique (ligne pleine) et du
coefficient dipolaire réel associé (ligne pointdléen fonction de la fréquence d’oscillation du rcipece

La figure montre également la présence de troiguBFces caractéristiques gouvernant

I'établissement de I'état stationnaire atteint pdes fréquencesv - 0: les fréquences de

relaxationa et MWO définies paw), =7, et W, = I rESpectivement, et une troisieme
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frequenceq liée aux effets d'inertie de la particule se deptd dans un fluide visqueuxy

est donnée par:

w="2_ (1.32)
Jo:}

Les différents processus mis en jeu et leurs frécge caractéristiques respectives

peuvent étre résumés ainsi :

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

W<< W, << W0 << @ le régime stationnaire, matérialisé par un platens les

variations de la mobilité, est atteint. Les fréquesn sondées permettent
I'établissement de la polarisation de concentragbrle I'ensemble des flux de
conduction et de migration associés. La double lmeuest alors totalement

relaxée Dans ce régime basse fréquence, la mobilité aesvagnte a la mobilité
électrophorétique usuelle aveg(w — 0) = .

W= W, << Wyuo <<w: les fréquences sondées se rapprochent«ge Par
conséquent la polarisation de concentration neepesglus le temps nécessaire
pour s’établir. La diffusion des ions, qui suivét mouvement de la particule,
cessent dans la DCE et a I'échelle de la partienec pour conséquence une
légere diminution de la mobilité électrophorétique

W, <K W= Wy << : la fréquence de sollicitation empéche la migratit@s
contre-ions dans la DCE et donc I'établissemenfadaolarisation MWO atteinte
pour des fréquences prochesdag,, . Les flux de migration des contre-ions allant
a I'encontre du déplacement de la particule, itésulte une forte augmentation de
la mobilité électrophorétique.

W, << Wyo << w=aq : lafréquence du champ électrique est tellemeneeéleue

la particule chargée cesse son déplacement. Esrite une chute de la mobilité

qui intervient lorsquevest trés grand devany.

Nous pouvons noter que les variations de la meébditnamique sont tres sensibles a la

polarisation (ou relaxation) MWO avec I'apparitidun maximum marqué a des fréquences

Wawo <wW<a . A linverse la polarisation (ou relaxatiory ne génére qu’une tres faible

variation de la mobilité qui peut dans de nombreas ne pas étre visible.
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O’Brien [35], Babchinet al. [36], Sawatsky et Babchin [37], et Fixman [38]dnt les
premiers a proposer des formules analytiques @odétermination de la mobilité dynamique.
Ces différents travaux furent par la suite compaa@sJame®t al. [39]. Cependant, leurs
analyses respectives souffrent de nombreusesctasis et approximations sur la taille de la
particule et la concentration du milieu (largeg, le potentield ou encore sur les fréquences
de sollicitationsay limitant fortement le nombre de systémes colloidpouvant étre étudiés.
En 1992, Mangelsdorf et White [40] obtinrent 'emd#e des équations électrocinétiques
gouvernant I'électrophorése dynamique de particgiglsériques rigides et les résolurent
numériquement. Cette analyse valable pour toutesfriéquences, tailles de particules,
concentrations en électrolyte et potengletonstitue la référence de nombreux travaux
ultérieurs. Des travaux expérimentaux ont montré bonne corrélation entre théorie et
expérience malgré une tendance de la théorie &tsuez la magnitude de la mobilité [41].
Les équations électrocinétiques furent ensuite luésoanalytiquement dans la limite de
faibles potentiels? par ses mémes auteurs [42] suivis de Ohshima E8jis et White [44-
45] examinerent par la suite les effets de conduodtians la couche de Stern en conciliant les
travaux de Mangelsdorf et White traitant des effietconduction en électrophorése en champ
continu [13] et ceux portant sur le comportememasgique de la mobilité électrophorétique
[40]. Le cas des particules sphéroidales ou cytljness fut également traité par Loewenberg
et coauteur [46-47] et ensuite par Ohshima [48].

De plus, les techniques électroacoustiques soittaptement les seules a permettre une
étude des propriétés électrocinétiques de suspensiautement concentrées en particules

dont les fractions volumiques peuvent atteindreadb0%. Ainsi, il existe trois approches

différentes pour la détermination cug,(a)) dans des suspensions concentrées. La premiere

est basée sur l'introduction d’'une correction sempirique sur le potentief{49] .O’Brien

et coauteurs [50-51] suivirent une différente appeoen évaluant I'impact sur la mobilité
dynamique des interactions particule-particule.ifgnfa suspension colloidale concentrée
peut théoriguement étre divisée en plusieurs sphete cellules modeles, comme celles
décrites par Kuwabara [52], englobant une particeiéourée du milieu externe. Cette
méthode, portée essentiellement par Dukhin, Ohskintaauteurs [53-55], est la plus suivie
notamment en raison de son traitement similaireasudes suspensions diluées a I'exception
de l'introduction de conditions aux limites supptmtaires a la surface de la cellule modele
[56-58].
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1.3.2.2. Spectroscopie de Relaxation Diélectrique.

La Spectroscopie de Relaxation Diélectrique (ou PRS8rmet |'évaluation de la

permittivité diélectriques” (w) sur une large gamme de fréquences (w) est également
une quantité complexe généralement définie sossrfane de deux termes :
£ (w)=¢(w)-je"(w). (1.33)
s’(w), la partie réelle de la permittivité, représerdestockage de I'énergie du champ

appliqué et reflete a I'échelle macroscopique |afggation de la particulas”(w), la partie

imaginaire au signe pres, est communément appghéetec diélectrique », elle représente la

conversion de I'énergie sous forme de chaleur. danaissance d’'une seule de ces deux

quantités est nécessaire pour I'étude de la répdidtectrique de systemes chargés. En effet,

&' (w) et £"(w) sont des fonctions conjuguées qui satisfont léatioas de Kramers-

Kronig [8, 59]:

&' (o) wddd
W -t

o(a)- 2‘] (€' () -¢, |odd

T W? - '

0

' A _ __200
Ae'(w)=€'(w)-¢, = I—TJ
(1.34)

L’équation (1.34) fait apparaitre le terrrms'(a)) communément appelé «incrément

diélectrique » qui peut étre analysé en lieu etelde rs’(a)). Une derniere quantité est
également utile pour l'étude de la dispersion digigue. Il s’agit de la conductivité
complexeK” (w) reliée a la permittivité diélectrique par la redat:

K™ (w) = Kpe + jak£ (w), (1.35)
ou K, est la conductivité a tres basses fréquencesa w - 0, et tient compte de la

contribution des ions dans la solution, dans la D@&s également de la mobilité des

particules [32]. K*(a)) peut également étre exprimé en fonction du caefficdipolaire

complexeC’ (w) selon la relation:

(1+2p)K, (@) + A1) K, () _ - ( 1+ 2¢pC" (w)

! 2 =K, (0)—F7~
(1-9)K; (@) +(2+ 9) K, (w) 1-¢C ()
ou nous avons utilisé la relation suivante qui sistplement I'analogue complexe de
I'équation (1.22) :

K" (w) =K}, () ,  (1.36)
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K (@)K
ST @, (W)

(1.37)

K,(w) et K (w) sont les conductivités complexes du milieu et de particule

respectivement ap est la fraction volumique en particules dans Epsasion.K (a)) est lié
a la permittivité du milieu selon :

K, (w) =K, + jae g, (1.38)
avecK,, la conductivité dans le milieu a basses fréquerigass la limite de suspensions trés
diluées,i.e. pour de faiblesp, K" (w) devient linéairement dépendant geet C' (w) et
I'équation (1.36) se réduit a [60]:

K (w) =K, (1+ 3C (w)). (1.39)
En combinant les équations (1.29), (1.33), (1.38)38) et (1.39) avec la relation
Koc =K' (w - 0) =K, (1+ 3C'(w ~ 0), il est possible d’exprimer la permittivité réete

imaginaire en fonction d€" (w), il vient alors:

£'(w) =&, (1+3¢C' (w)) —M (1.40)

£,

£"(w) =3¢,¢C" (w) +%(C'(a)) -C(w- 0)). (1.41)

£,
Les variations typiques de'(w) et €"(w) sont illustrées dans la figure ci-dessous et

mettent en relief les fréquences de relaxatigret a,,,o -

Figure 1.1Q lllustration des variations de la permittivité digtrique réelle (ligne pleine) et imaginaire (ligne
pointillée) en fonction de la fréquence d’oscikatidu champu
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Elles peuvent étre résumeées ainsi :

(i)

(ii)

(i)

(iv)

w<< @, <<, la double couche est completement relaxée. La signale
I'établissement de la polarisation de concentraébdes flux de diffusion autour
de la particule se traduit par une forte permiiiviéelle. A l'inverse, la perte
diélectrique est nulle puisque dans cette gammédédpience la double couche
électrique peut suivre aisément les oscillationsctiamp appliqué et aucune
énergie n’est donc dissipée.

w=w, << W, : les frequences sondées ne permettent plus |'ésahtient de la
polarisation de concentration. Par conséquentiaiftevité réelle chute fortement
puis se stabilise pour des fréquenaes<x w< W, . Quant a la permittivité
imaginaire, celle-ci augmente jusqu’a atteindremaximum pour des fréquences
w=w,. En effet le nuage ionique autour de la particwepeut plus suivre les
oscillations du champ et n’est donc plus en phase ees variations. De I'énergie

est donc dissipée avec un maximunm a w, .
W, << W= W, la fréequence de sollicitation empéche la migrati@s contre-

ions dans la DCE et donc l'établissement de largaiion MWO avec pour
conséquence une légere diminution de la permétivéelle. De plus la perte
diélectrique atteint un maximum secondaire pau¥ o -

W, << Wywo << w: les contre-ions dans la DCE ne migrent plus, aucmergie

n’est donc dissipée ou encore stockee, la perteatiigue devient nulle alors que

la permittivité réelle se rapproche de.

A linverse de I'électrophorese dynamique, la DRSS @us sensible a la relaxatianqui

se traduit par I'apparition d'un haut plateau peus< «), dans les variations dé(a)) , et par
un maximum fortement marqué @=w, dans I'évolution des"(w). La relaxation MWO

n’est visible que lorsque la force de la polarmatr diminue.

L’étude théorique de la réponse diélectrique ddiquaes colloidales soumises a un

champ électrique alternatif fut I'objet de nombrewavaux durant les derniéres décennies

parallelement a I'analyse de la mobilité dynamid@®, 31, 61-65] (voir la publication de
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Grosse et Delgado [32] pour plus de détails). Caggehnombreux de ces modeles souffrent
de restrictions sur le potentié]-ka ou encore sur la gamme de fréquence sondée. €iest
1981 que Delacey et White [66] reporterent un fdisnge théorique numérique valable pour
toutes valeurs de potentiélet de xka. Les auteurs se baserent sur le travail préaldéle
O’Brien et White [6] valable dans le domaine sta¢iget par conséquent négligérent les

termes d'inertie limitant leur théorie au domairmsse fréquence.

LO10 200 mv
1,4.10°F

1,2.10¢}
1,0.10*
8,0.10°}
6,0.10°}
4,0.10'}
2,0.10°F

Ag'

10? 10° 10* 10° 10¢ 107 10*
Frequency (Hz)

Figure 1.11 Incrément diélectrique, calculé suivant le formalesde DelLacey et Whii@6], de suspensions de
particules sphériques de rayon 200nm dispersées daa solution de KCIl a 1mM pour différents potdsi{.
Encart :Relaxation MWO (d’aprés Grosse et Delg§aR)).

Un exemple de spectres diélectriques, variations de lincrément diélectrique en
fonction de la pulsatiom, obtenus en utilisant le formalisme proposé patdaey et White
[66] est représenté dans la Figure 1.11. Premiérenoelle-ci met en exergue les deux

fréquences caractéristiques, (a basses fréquences)ay},,, (& hautes fréquences) avec une

prédominance évidente de la relaxatianDeuxiémement, la figure témoigne de la nette
dépendance de la magnitude de la permittivité dveotentield. En effet, plus la particule
est chargée et plus la quantité de contre-ions t@ri3CE augmente. Il en résulte une
augmentation de I'amplitude de la polarisation M\&Qurtout de la polarisatiam

Par la suite, I'étude de DelLacey et White fut aoré par Mangelsdorf et White [67] qui
résolurent avec succes les équations fondamemtaldlectrocinétiques pour togt ka mais
surtout sans restriction sur les gammes de frégserconsidérées. Ces études bien que

prometteuses sont malheureusement généralemenpablea de prédire les résultats
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expérimentaux en raison d’'une tendance a sous-@starmagnitude de la permittivité [68-
70]. Cependant, ce probléeme peut étre en partiggéoen considérant une mobilité des ions
due a la conduction dans la couche de Stern [71{38]plus, a l'instar des techniques
électroacoustiques, la spectroscopie diélectriqerengt I'étude de suspensions colloidales
concentrées d’'ou la nécessité de développer unaftsmme valable pour de larges valeurs de
@ A la suite d’'une étude semi-empirique portée [Palgadoet al[74], Carriqueet al[75]
puis Bradshaw-Hajelet al[76-77] développérent un formalisme numérique sdilit le
modele de cellule proposé par Kuwabara [52]. Ed@n¢as des particules sphéroidales fut
également I'objet d’études approfondies. Deux meslélrent ainsi élaborés par Groste
al.[78] et ensuite par Chassageeal[79] Alors que le premier prédit deux fréquences de
relaxationsa en référence au grand axe et au petit axe derfeya sphéroidale, le second
n'en montre qu’une seule. Les résultats de Gressa. furent validés expérimentalement
écartant le modéle de Chassaghal[80-81].

1.4. Limites de ces théories : le cas des interphaseslles.

Les milieux naturels sont principalement constitdésparticules molles,e. perméables
au flux de fluide, telles que les microorganismiec{éries, virus), les acides humiques ou les
polysaccharides. En particulier les bactéries prtése a la surface de leur paroi membranaire
diverses structures,g.lipopolysaccharides (LPS)jli oufimbriag, pouvant s'étendre dans le
milieu externe sur quelques nanometres jusqu'depliss dizaines de microns, constituant
ainsi une a plusieurs couches perméables. Cepenltant formalismes théoriques
préecédemment cités échouent dans la prédiction mepriétés électrocinétiques aux
interfaces molles, appelées également interphasesencore dans l'analyse de leur
interactions avec des surfaces chargées. C'estqpouil est devenu indispensable de
développer des modeles théoriques pour les paticpérméables de type coeur/couronne
(description dans le prochain paragraphe) qui ertlles cas limites de particules entierement
perméables (particules polyélectrolytes) et deiqades dures [82].

1.4.1. Description de l'interphase molle.
D’apres le modele initié par Ohshima [83-85], uatipule colloidale molle sphérique et
constituée d'un noyau dur et imperméable de ragpnrecouvert d’'une couche de

polyélectrolyte d’épaisseud, perméable aux ions (Figure 1.12). Cette couchdenest
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caractérisée par une distribution spatiale tridismamelle de groupement ionogéniques
hydrodynamiquement stagnants contrairement auicpke$ dures ou la charge est localisée a

la surface de la particule.

P @
coeur dur &
@ 3 o
. @
g : B fragment
@ 2 @ @ de polymeére
5 @®
contre-ion —@ )
@ A
©
. “ 1 site chargé porté par
co-ion —— (1 @ le segment de chaine

Figure 1.12 Représentation schématique d'une particule molepfes Duval et OhshimgB6]).

La perméabilité hydrodynamique de la couche mdtecaractérisée par un parametre de
mollesse hydrodynamiqué homogéne a l'inverse d’'une distancel iéprésente la distance
de pénétration de flux hydrodynamique dans la cewd polyélectrolyte. Selon ce modéle,
deux cas limites, représentées dans la figure pddvent étre considérées. En I'absence de
couche polyélectrolyta,e. d= 0, la particule molle se comporte comme uneiqad rigide.

A I'opposé, en I'absence de noyaux dug, a= 0, la particule est entierement composée de

chaines polyélectrolytes et donc entiérement pdrlaéa

< »
el 25

<%

particule dure particule perméable polyélectrolyte

Figure 1.13 Une particule molle devient rigide en I'absencecdache polymérique alors qu’elle devient un
polyélectrolyte sphérique en 'absence de cceur(dapres Ohshim#§84-85)).
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La couche polymérique étant perméable, les cootrs;iet dans une moindre mesure, les
co-ions se répartissent a l'intérieur méme de catteche. Ainsi, a 'opposé des interfaces
surface dure — solution, la double couche éleatrigj@gtend non seulement vers la solution de
coeur mais également a l'intérieur de la coucherpéhique. De plus les épaisseurs typiques
de la couche perméable sont du méme ordre de grnargigon plus grandes, que la distance
de Debye modifiant la distribution de potentiel anterphases molles. Le potentiel au coeur
de cette couche est donné par le potentiel Donf#gg X dés lors que I'épaisseur de la couche
polymérique est tres supérieure a la longueur dey®a.e. pour kd >1 (voir la Figure
1.14). L'interphase ne peut donc plus étre déqrae le modele de Stern. De la méme
maniere, il est impossible de situer un plan dailk&nent rendant la notion de potentiel-

{ erronée et physiqguement inapplicable.

Figure 1.14 Représentation schématique de la distribution demteel & une interphase molle aved > 1
(d’aprés Ohshim&84-85]).

1.4.2. Electrocinétique aux interphases molles.

Faisant suite a divers travaux théoriques élabdaés les années 1980 [87-90], Ohshima
apporta une grande contribution pour I'évaluatioss doropriétés électrophorétiques de
particules molles [83-85]. L'ensemble de ces areyadoptent le modele de Debye et Bueche
[91] et considerent les segments polymériques coétarg des centres de résistance exercant
une force de friction sur le liquide s’écoulant slda couche polymérique. L’évaluation de la
mobilité est basée sur la résolution de I'équatienPoisson au travers de la couche de

polyméres et de I'équation de Navier-Stokes rendamipte du flux de fluide a I'intérieur et a
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I'extérieur de la couche perméable. Pour un élbdasymeétriquez: z, I'expression de la
mobilité électrophorétique obtenue par Ohshima abble dans la limite oula>>1,
ka>>1, Ad >>1 et kd >>1 est donnée par :

0
_ g &6, QUO/Km -'-"'UDon//1 1+ 1 7|t 'Oﬁxz . (1.42)
37 Yk, +1A 2(1+d/a) nA

e

oo est la densité de charges portées par les segmelgtaériques ety est la viscosité du

milieu. «,, représente l'inverse de la longueur de Debye d@rmrtie molle (épaisseur de

double-couche intraparticulaire) avec :

o 2T
k =x|1e| Lo || (1.43)
" 2zen

Le potentiel Donnart/,,, atteint au cceur de la couche polyélectrolytde giotentiel a la

on?

frontiere externe de la couche perméable(¥, = ‘l/(r —a+ d) sont donnés par :

0 0 2 1/2
g =X lin| Pu i)l Ax | gl | (1.44)
ze 2 zen 2 zen
) 0 2 1/2
W=y + ZKBOT n 1—{[&} +1} . (1.45)
i 2zen

L’équation (1.42) montre que la mobilité électropfimue est fonction de la densité de
charge o’ et du parameétrel a l'opposé des particules rigides dont les pro@sié
électrophorétiques dépendent du potenfieDe plus a larges forces ioniques, la mobilité
ne tend plus vers une valeur nulle mais atteintvateur limite égale 2, //7/12, signature
électroosmotique de la présence d’une interphasedable.

Les formalismes portés par Ohshima constituent inmgressionnante avancée pour
'analyse des propriétés électrophorétiques dequdes molles et présentent I'avantage de ne
dépendre que de deux paramétres ajustapfeset A. Cependant, celui-ci négligea les
phénomenes de polarisation et relaxation de docdlehe responsables d’'une chute de la
mobilité électrophorétique pour les hauts potesti{gbir le cas des particules rigides illustré
dans la Figure 1.2). Saville [92] prouva la nédésgiintégrer ces effets de relaxation et par

conséquent de développer des formalismes numériigmsreux. C'est dans cette optique
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que Hill et al. [93-94], Lopez Garciat al. [95-96] et Duval et Ohshima [86] élaborérent
parallelement des modeles numériques permettantvalliation des propriétés
électrophorétiques couvrant une large gamme de forique, de charge de polyélectrolyte et
d’épaisseur de couche perméable. Enfin, Ohshimavadéecemment une expression
analytique approximant ces effets de polarisati®i].[ Ces études montrerent que les
variations de la mobilité électrophorétique de ipakts molles (portant les sites chargés dans
leur couche perméable) vis-a-vis de leur homolaggide (portant la méme charge totale a
leur surface) résultent de forces électrostatiqnedulées par les forces de friction exercées
par les segments polymeres sur le fluide. Aingisda cas de polyméres faiblement chargés,
la particule molle est ralentie di aux effets detibn. En revanche, si la densité de charge est
importante et en particulier si la concentration électrolyte est faible, les effets
électrostatiques contrebalancent les effets hydraayques et le déplacement de la particule
est accéléré en comparaison avec une particutkerigi

Dans chacune de ces théories (a I'exception de IDetv®hshima [86]) la densité de

charges fixeso,, (r) est supposée homogeéne. En d’autres tepmelr ) est constant dans la

couche polymérique avant de chuter brusquementijaiszgro a I'interface polyélectrolyte —

solution :

(r)=p° poura<r<a+d
{pﬂx( ) gm p (146)

Pi (r)=0  pourr >a+d

Cependant, des particules telles que les polysadelsq98], les particules microgel [99-
100] ou les acides humiques [101] manifestent ustiloution hétérogene ou diffuse des
segments polymériques avec une décroissance @asitdé depuis le coeur vers I'extérieur des
particules. Dans le cas de (bio)(particules comete Hactéries, celles-ci manifestent a la
surface de leur membrane des structures chargéiff@entes tailles donnant naissance a un
gradient de densité de charge au sein de leupimse.

Sur la base de précédents résultats portant skectfécinétique de films polymeres
chargés et diffus par Duval et co-auteurs [102-103%tait nécessaire d’intégrer dans ces
formalismes théoriques une distribution hétérogenediffuse, des sites chargés impliquant
une décroissance graduelle de la quantité de chdepeis la couche de polymeére vers la

solution électrolytique (Figure 1.15) avec [86, [L04
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P (1) = 28 %{1— tan{ﬂj}. (1.47)

a

Dans de récents travaux pour lI'analyse expérimergalthéoriqueyia la technique de
potentiel/courant d’écoulement, des propriétésti@statiques et hydrodynamiques de films
polyélectrolytes minces mous et diffus [105-10T]aiété montré que l'utilisation de la
fonction tangente hyperbolique (tanh) dans I'équrafil.47) est réaliste pour la modélisation
des interphases molles diffuses et pour reprodaire gonflement lors d’'un changement de
conditions du milieu externe,.g.force ionique et/ou pH. De plus, la fonction tgdrmet a
elle seule de modéliser l'interphase molle depaisurface dure (ou depuis le centre de la
particule polyélectrolyte) jusqu’au cceur de la Solu électrique et assure une décroissance
continue de la densité de charge portée par lesiesgtg polymeres autour de la position
r =a+d. L'étendue de cette région de décroissance estéajuia le paramétrer qui a la
dimension d’une longueur et qui refléte le degigrddmogénéité de la distribution de densité
de charge.

pﬁx

Figure 1.15 Représentation schématique de I'interphase diffadapté de Gaboriaud et 4108]).

Lorsquea — 0, la situation limite de distribution homogénes diites chargés dans la
couche perméable d’épaisselirSous I'augmentation du parametrele caractere diffus de
l'interface augmente et la distribution spatials dées chargés devient hétérogéne avec une

diminution continue de la densité de chargg(r) depuis sa valeur au coeur de la couche

molle p° (dans la limite xkd >>1) jusqu’a atteindre une valeur nulle dans la solution
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électrolyte. Dans cette situation, I'épaisseur @eduche molle n'est plus égaledaA la
place, la couche perméable s’étend sur une disesizeée a (1+2,3a/d)” [86].

De plus lajustement du parameétee autorise un contrdle du gonflement et de la
contraction de la couche molle observés lors dluengement des conditions du milieug.
de température, de force ionique et/ou de pH. Cesepsus de gonflement/rétractation sont
liés a la distribution de potentiel électrostatiquéravers l'interphase diffuse. Par exemple,
une diminution de la force ionique du milieu exeeentraine un écrantage moins efficace des
charges portées par les chaines polymériques eactammeédiat avec le milieu et donc une
augmentation du potentiel électrostatique locak Lreeractions électrostatiques répulsives
entre ces chaines vont entrainer leur déploienastle milieu externe et un gonflement de la
couche polymérique. Ce gonflement peut étre maoélédar une augmentation du rapport
a/d[105-107].

Finalement, I'équation (1.47) fait apparaitre legpa@etre y qui assure le maintien de la
guantité totale de charge lorsgai@ugmente.

En intégrant I'équation (1.47) dans leur formalistinéorique, Duval et Ohshima [86] ont
mis en avant I'impact généré par une distributiétélogéne des segments de polymeéres sur
la mobilité électrophorétique tout en incluantédéfets de polarisation. De plus, ce modele est
valable quelle que soit la concentration du milteu suspension, la charge et la taille des
particules. L'existence d’'une interphase diffusaetpEngendrer une augmentation/diminution
de la magnitude de la mobilité électrophorétique cemparaison avec une interphase
compacte & - 0). La densité de segments polymériques étant pipsitante dans la région
sondée par les flux hydrodynamiques, la particidat @tre soit ralentie pour des faibles
potentiels électrostatiques en raison des forcesfriddon exercées par les segments
polymeres déployés dans la solution sur le flusthét, dans le cas contraire, accélérée lorsque
'augmentation de potentiel dans les régions pémétpar le fluide compense I'action des
forces de friction. L'utilisation de ce modele seontre nécessaire et particuliérement
pertinente pour I'évaluation des propriétés élestaiques et hydrodynamiques de particules
possédant une couche perméable unigug,particules microgel gonflées/contractées [98],

mais également dans le cas de particules compdaées succession de couches perméables

" Ala positionr =a+ d (1+2,32/d), la densité de segments polymére est estimée @284 valeur au coeur de la

couche perméable
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dont I'épaisseur de la couche externe est tresdgreavant la distance de pénétration des flux

(Aexiemd exerme>> 1), €.0.bactéries gram-négatives enveloppées de LPS.

Toutefois, dans le cas de particules n'obéissastptie condition, c’est-a-dire lorsque les
propriétés des couches internes sont susceptitdesodtribuer dans la magnitude de la
mobilité électrophorétique, il est fondamental admsidérer la nature « multicouche » des
particules dans le formalisme. Plus précisémenppeticule multicouche, on considére toute
particule possédant (ou non) un cceur dur envelappéplusieurs couches perméables
successives dont les propriétés électrostatiquaydrbdynamiques different [109-110]. De
ce fait, I'nétérogénéité est non seulement spatiedés elle touche également la composition
chimique et les propriétés hydrodynamiques desémdifites couches. Des mesures
électrophorétiques réalisées sur des bactériophds ont été interprétées sur ces bases
[109]. Les bactériophages MS2 sont considérés codeagarticules sphériques entierement
poreuses comportant trois couches molles de cotmmusidifférentes. Le centre de la
particule est composé de I'ARN, enveloppé d’'unexdésue couche d’ARN lié a la capside
protéique qui forme la couche la plus externe. hegeurs ont montré que la réponse
électrocinétiqgue est déterminée en grande partie Ig@ propriétés électrostatiques et
hydrodynamiques des couches les plus internes ricyd@r a faibles forces ioniques ou la
double couche électrique se développe jusqu’'au aeda particule. L'ajout de la nature
multicouche des particules dans le formalisme niguérn’est toutefois pas nécessaire

lorsque la couche la plus externe obéit la comlilg,..d .....o>>1, C’est-a-dire lorsque les

flux hydrodynamiques pénétrent seulement dansualemexterne et ne sont sensibles qu’aux
potentiels électriques locaux générés par la dedsitcharge de cette couche uniqguement. Ce
cas particulier fut rencontré dans le cadre de messélectrophorétiques réalisées sur des
souches bactérienn&reptococcus salivariugrésentant, ou non, démbriae a leur surface
[110]. Les auteurs ont montré que dans le cas dedahe enveloppée €ienbriae composée
de deux couches perméablese. membrane cellulaire etfimbriag la mobilité
électrophorétique était exclusivement déterminée lga propriétés électrostatiques et
hydrodynamiques de la couche externe.

L’électrocinétique de particules colloidales perbiéa soumises a un champ électrique
alternatif fut également investie expérimentalemditl] et théoriquement, dans la limite
d’'une distribution homogéne des segments polymatesein d’'une seule couche unique

[112-114]. En particulier Ahuallet al.[114] développérent un modéle théorique prédisant |
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mobilité dynamique et la permittivité diélectriqgde suspensions concentrées. A I'image de la
mobilité électrophorétique, ces deux quantités si@pendantes du couplage entre effets
électrostatiques et effets hydrodynamiques et peusdeindre des magnitudes bien plus
élevées que leur homologue rigide. Cette tendange gdar ailleurs confirmée

experimentalement sur des particules polyéleceslgphériques [111].

1.4.3. Interactions électrostatiques entre interphas molles.

Les interactions électrostatiques entre (bio)pales molles gouvernent en grande partie
des phénomeénes tels que I'adhésion de microorgasissur une surface ou linfection
bactérienne. Ce n’est que récemment que des éthéesques, portées essentiellement par
Ohshima, sont apparues afin de prédire ces intenscf115-117]. Ohshima a développé des
expressions analytiques pour I'évaluation des auiwns électrostatiques entre particules
molles enveloppées d’'une couche perméable uniqutarpodes groupes ionogéniques
complétement dissociés et distribués de facon héemmgCes expressions ont été obtenues
pour des particules dont la densité de charge dansouche perméable autorise la
linéarisation de I'équation de Poisson — Boltzm#approximation de Debye-Hiickel). De
plus, elles sont applicables aux particules dotailee permet l'utilisation de I'approximation
de Derjaguin ou I'énergie d’interaction électrospae entre deux particules est obtenue a
partir du calcul de I'énergie d’interaction par ténde surface entre deux surfaces planes
paralleles correspondantes. L'utilisation des apipnmations de Debye-Huckel et de Derjaguin
limite I'application des formalismes proposés parslima aux interactions entre particules
dont la taille est de l'ordre ou supérieur a quefgeentaines de nm et dont la densité de
charge dans la couche perméable est faible. Firalen®hshima a également dérivé une
expression analytique pour les interactions élstatmues entre deux particules sphériques

polyélectrolytes (entierement poreuses) dans ladide faibles densités de charge [115].

1.4.4. Détermination des propriétés mécaniques de pigules molles : le cas des
cellules microbiennes.
Les techniques électrocinétiques permettent unerigéen des propriétés de surface des
interphases molles a travers la détermination ddelsité de charge surfaciqug , de la
mollesse hydrodynamiqué et du degré d’hétérogenéité Cependant une telle description

reste incomplete sans l'acquisition d’informatioespplémentaires liées aux propriétés
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structurelles des interphases. La Microscopie acd-oAtomique (ou AFM selon son
appellation anglaise Atomic Force Microscopy) séspnte comme une méthode de choix
puisqu’elle permet linvestigation des propriétéanomécaniques de microorganismes en
milieu aqueux a I'échelle nanométrique tout en @mnéant 'intégrité de leurs membranes et
des appendices de surfaces les enveloppant [1]8-Bei@vement, I'AFM repose sur
I'interaction entre une pointe, dite pointe AFM,wet échantillon a étudier. Cette interaction
dépend non seulement de la distance entre la petni@ surface mais également de leurs
propriétés physico-chimigues respectives. L'AFM geme deux applications majeures.
Premierement elle permet l'acquisition d’'imagesl’dehantillon donnant des informations
sur la structure et la rugosité de la surface émdDe plus son utilisation en mode
« spectroscopie de force » permet d’évaluer leseford’interaction entre la pointe et
'échantillon. De cette étude peuvent étre extsaies propriétés nanomécaniques de la
surface,i.e. le module d'Young reflétant son élasticité, etcemstante de raideur lié a la
pression de turgescence qui contrebalance la casiprede I'échantillon par la pointe AFM
[121]. Des informations supplémentaires sur le gyp@ de 'AFM sont présentées dans le
chapitre 5 §5.4.

L’AFM appliqgué aux cellules vivantes connait depuijsielques années un riche
développement avec notamment la caractérisatioprigsietes élastiques des cellules et de
leur constante de raideur [108, 122-126], la Isedion de sites de reconnaissance
moléculaire [127-129], ou encore la mesure de Fogtobicité des surfaces cellulaires [130-
131]. Récemment, le couplage entre propriétés rélegdrodynamiques et propriétés
nanomeécaniques d’interfaces de deux bactéries gématives Shewanella fut
spécifiguement investi pas Gaboriagidal [108] Les auteurs ont tout d’abord interprété la
signature électrocinétique des suspensions bawté&sesur la base du modele de Duval et
Ohshima [86] relatif a I'étude du comportement #lgazhorétique de particules molles
diffuses et adapté aux particules cylindriques. demcune fois, cette étude prouve
'importance de définir une distribution hétérogétes segments polymériques en particulier

a faible force ionique ou un gonflement de la ceuplerméable autour de la bactérie est

attendu. L'utilisation des paramétres extrdits, o, , A et a, a par ailleurs permis de prédire

avec succes les forces d'interaction électrostaticgntre bactéries et pointe AFM. De cette

maniere les auteurs ont démontré la complémentadigs deux techniques
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(électrocinétique/nanomécanique) et ont établitifage de I'électrocinétique a déterminer les

forces d’interaction obtenues par AFM.

1.4.5. Spéciation dynamique d’ions métalliques a désterphases molles.

Le dernier point abordé dans le cadre de ce traeathése concerne la réactivité chimique
d’ions métalliques aux interphases molles. Cettdeéest motivée par la cohabitation dans les
milieux naturels aqueux entre métaux lourds et ipdes ou films mous,e.g.
microorganismes, acides humiques ou films orgamsigDans les systéemes non pollués les
meétaux sont présents dans des quantités tracentetisgi assimilés par des organismes afin
de satisfaire des besoins physiologiques. Cepefiidativité humaine, qu’elle soit urbaine ou
industrielle, a engendré une surconcentration deng&taux dans I'environnement avec pour
principaux émetteurs les secteurs de la chimieraffinage de métaux ou encore les
utilisateurs de meétaux qui enveloppent les sectiééssa la tannerie (rejet de mercure), aux
peintures (plomb, cadmium), a I'essence (plomby, tautiles et pneumatiques (cadmium)...
Les métaux vont alors s’accumuler et interagir alex organismes présents dans ces
systemes pour donner naissance a une grande thvdesicomplexes métalliques dont les
propriétés physicochimiques divergentes vont imgracteur réactivité, mobilité et
biodisponibilité. De plus, les écosystemes aguasgont la cible de nombreux changements
de conditions et ne sont donc jamais a I'équilitmedant la spéciation des ions métalliques
dynamique par nature. La dynamique de spéciatibraless controlée par la cinétique de
réaction chimique mais également par le transpest @speces meétalliques vers/depuis les
sites réactifs.

Par conséquent, des méthodes théoriques et expéaleg sont requises pour, d’'une part,
I'étude de la spéciation dynamique et de la bioaedation de métaux mais également afin
de prédire leur biodisponibilité et évaluer leguies face a leur toxicité [132]. C’est dans ce
contexte qu’'ont émergées différentes techniquesrerpntales telles que la DGT [132-133]
(Diffusive Gradients in Thin films), la PLM [13234-135] (Permeation Liquid Membranes)
et les techniques voltammétriques [132, 136-13d1]reposent sur les concepts de « couches
de réaction » ou de labilité, la labilité étantidiéf comme I'aptitude d’'un complexe a
maintenir un équilibre avec l'ion métallique libaéors que celui-ci peut étre consommeé par

une interface [132].
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La réaction de complexation entre I'ion métallidilbee M et un site réactif, ou ligand, L

pour former le complexe métallique ML peut étreimiéfpar
M +L Q@j ML | (1.48)

ou k, et k, sont les constantes de formation et de dissoniaiiocomplexe. La constantg

est généralement en accord avec le mécanisme d'Emgstitué de deux étapes successives
pour la complexation d’'un cation métallique hydr&téH,O), par un ligand L. La premiére
étape consiste en la formation transitoire d’'un glexxe métal-ligand dit de sphere externe
M(H.O).L. La constante de stabilité d’'une telle réactinotéeK,s, est déterminée par les
interactions électrostatiques entre le ligand enéal hydraté. Cette étape est suivie par la
substitution d’'une molécule d’eau de la sphere a@rdination interne de M(D), par le
ligand L pour former le complexe ML@®),... La constante de réaction associée est dénotée
K., D'apres le mécanisme d’Eigen, la constante dadtion est définie pak, = Kosk_,,

En général, la formation initiale du complexe dbdesp externeK,9 est une étape rapide

alors que I'expulsion d’'une molécule d’eau de laésp de coordination internd (, ;) est

I'étape limitante qui détermine la vitesse de faioradu complexe métallique. Les valeurs de

k_,,0 sont disponibles dans la littérature pour divertsons métalliques et ligands [138].

Dans I'hypothese ou le nombre de ligand est en sxdgvant la quantité d’ions
métalliques, les temps de vie des espéces méeslijuet ML sont égaux #k,c, =1/ K et
1/k, respectivement (og est la concentration en ligands). De cette mandere situations

limites peuvent étre définies. Premiérement, letesye est dit statique et le complexe
métallique est considéré comme inerte sur une gadariemps si les temps de vie de M et

ML sont trés grands comparéd.sEn d’autres termesk, et k, satisfont la condition [132,
139]

kt, k,t<<1. (1.49)
Dans le cas limite inverse, c’est a dire lorséliet k,obéissent la condition

kt, k,t>>1, (1.50)

les temps de vie de M et ML sont faibles devartiefeps d’expérimentationet le complexe

ML est dit dynamique.
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Considérons la situation d’'un complexe ML dynamique flux de métal M vers une
interface consommatrice d’ions est déterminé patiffasion et l'interconversion chimique

des especes métalliques. Le critere de labilitéest défini par le rappord,, /J,, . i.e.le

rapport entre le flux de métal généré par la dission de ML (J_. ) et le flux contrélé par la

cin
diffusion de ML et de M {,, ) [139]. Si le flux de métal est exclusivement col# par les
flux de diffusion, le complexe ML est dit « entigrent labile » avecs > 1. Dans le cas
contraire,i.e. lorsque ' « 1, le flux de métal est déterminé par la cinétidaeéaction et le
complexe ML est « non-labile ».

Cependant, dans certains cas, la théorie échous Haxplication des résultats
expérimentaux. A titre d’'exemple, Botellko al.[140-141] rapporterent dans leur analyse de
la complexation du cuivre et du plomb dans des edexrivieres que les complexes
métalliques issus de l'interaction avec des pddagwcouvertes de matiere organique sont
inertes, alors que les complexes ayant réagi agtte ;méme matiére organique désorbée sont
labiles. Une telle disparité entre théorie et eiguére provient de l'utilisation seule des
constantesk’ et k, pour décrire la cinétique de réaction, par consggla nature colloidale
du systéme complexant est négligée.

En effet, les constantes de réactidtist k, sont définies dans le cadre d’une distribution
homogene de sites réactifs dans le milieu. Lestlgal sont donc assimilés a des entités
moléculaires dispersées de fagcon homogéne pougagir ravec les métaux présents dans la
solution. Cependant, dans les écosystemes aqustitee sites réactifs sont en général
localisés a la surface ou au sein méme des paicué transport des ions métalliques depuis

la solution vers les ligands, et vice versa, jooesaun réle déterminant dans la spéciation des
métaux et doit étre intégré dans des constantesadtion effectivesc et k; prenant la place
des constantek, et k,. Cette caractéristique est illustrée dans le sehtd6.

Pinheiro et al. [142] furent les premiers a adopter le couplagespart/cinétique de
réaction dans leur analyse de la dynamique de ap@tidans des dispersions de particules
colloidales dures complexantes. Dans cette étsdstks réactifs sont localisés a la surface de

particules rigides assurant une distribution hé@ne des ligands dans I’échantillon analysé.

Les constantes d’association/dissociation effestikeet k, résultantes ont été déterminées

dans le régime stationnaire, c’est-a-dire dangtgnmre ou les flux de métal vers/depuis la
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particule —déterminés par le couplage entre tramsj@s métaux et cinétique de réaction— ne

dépendent pas du temps. Les auteurs ont notamréerdndré quek. et k; peuvent diverger
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Figure 1.16 (A) Représentation d’une distribution homogéne danlits moléculaires. (B) lllustration d’'une
dispersion de particules colloidales ligands. Léaption dynamique est alors régie par le transpat’ion M

vers les sites réactifs et par la réaction de coxgtien avec les ligands.

de k, et k, de plusieurs ordres de grandeurs confirmant qu#idation de ces dernieres peut
amener a une mauvaise interprétation de résulkqdrienentaux. En particulier, lorsque le
rayon de la particule complexante augmente, Ieoﬁrjp;/ka diminue et la spéciation de
métal est alors de plus en plus contrélée parffasion des ions. De plus, dans le cas d'une

réaction controlée entiérement par les processugdsport, la constante, est déterminée

par la géométrie de la particule et non paskgar

Cette étude est cependant limitée au cas des yeasgtidures imperméables alors que,
comme mentionné précédemment, les systemes engim@mtaux sont en grande partie
constitués de particules colloidales molles. Qxstrquoi cette théorie fut étendue par Duval
et al. pour I'étude de la dynamique de spéciation damssdspensions de particules molles
définies comme un coeur dur impermeéable sphériquel@wpé d’'une couche molle dans
laquelle les sites ligands sont distribués [143% i@odéle est également applicable aux
particules dures ou aux particules polyélectrolgesc un simple ajustement du rapport entre
épaisseur de la couche molle et rayon du coeurduplus, il prend en compte la taille des
particules (de quelques nm a quelquye®) ainsi que les propriétés électrostatiques,

hydrodynamiques et I'hétérogénéité spatiale ddefphase. Dans ce modeéle, la spéciation
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des métaux est régie par le couplage entre cirétdgi complexation chimique intra-
particulaire et le transport par diffusion des @asgi métalliques a I'intérieur et a I'extérieur de
la particule. Les auteurs ont pu montrer que ldstefde ce couplage sur les propriétés
dynamiques du complexe métallique, comme sa lapgibnt lieés a la taille et a la nature de la
particule complexante (particule dure, polyélegti®lou de type cceur/couronne). Cette étude
fut elle-méme étendue pour considérer I'impact kdangp électrostatique local intra et extra-
particulaire (transport par diffusion-conductiorsaaétaux vers/depuis les sites réactifs) [144]
et pour inclure les effets de flux convectifs etl@g@erméabilité de la particule (transport par

convection des métaux vers/depuis les sites réagids].
Ces différents formalismes permettent la déterriunade la constante de réactién en

fonction d’'un large panel de parametres, taille, charge, perméabilité de la particule,
conditions de flux hydrodynamique, mais restentdfmis limitées a une gamme de temps

restreinte, c’est-a-dire au régime stationnaire.

Ceci nécessite que la distribution de potentiettédstatique intra et extra-particulaire
reste completement relaxée pendant le transponmnéial depuis/vers les sites ligands et
pendant l'interconversion chimique du complexe thigtee. En d’autres termes, le temps
d’établissement du régime stationnaire est treadyi@devant les temps associés a chaque
processus gouvernant la dynamique de l'interphaslée méactive, c’'est-a-dire les processus
décrits dans le 81.3.3 de ce chapitre auxquelsoug@t les processus de relaxation
caractéristiques des interphases molles :

(v) Transport des ions par diffusion-conduction ddasDCE intra-particulaire
d’'épaisseur Mk,. Le temps caractéristigue associé est défini par

= 1/(k’ Din) OUDirt est le coefficient de diffusion des ions a l'ingeér de la

partie molle de la particule. En général, la difmsdes ions dans la couche
molle est plus lente que dans le milieu externgason de I'encombrement
stérique ou des répulsions électrostatiques easréohs et les sites chargés. La
relaxation de la DCE intra-particulaire est dongspente que la relaxation de la
DCE extra-particulaire.

(vi)  Gonflement/rétractation de la structure molle da particule L’interphase
molle étant flexible (de module d’Young donné) slpue celle-ci est soumise a

une contrainte, sa structure est capable de sendéfaet de se relaxer vers un
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état d’équilibre selon des processus de relaxati@sanique (ou structurale).
Ses contraintes peuvent étre de nature hydrodynemfparticules dans un
champ de convection) ou osmotique (bactéries s@aa@un stress osmotique).
Les temps caractéristigues associés a la relaxatiéoanique peuvent étre

compris entre le dixieme de seconde jusqu’a plusibaures

A limage des interactions interparticulaires (83)3 une relaxation complete des

distributions de potentiels électrostatiques etcdacentrations en ions a lintérieur et a

I'extérieur de la particule doit vérifier 'inégtdi De = 71./7,

stat

<1, avecr.

stat

le temps
caractéristique pour I'établissement du régimeimianire, et ce pour l'ensemble des

processus de relaxation de temps caractéristifjue

Cependant, ces conditions ne sont pas toujoursfasgs. Pour illustration, le temps
caractéristique pour I'établissement du régimeimstatire, dans le cas d'une spéciation

limitée par la diffusion du métal vers/depuis urtigule sphérique complexante, est donné

par 7, =a’/ D,, (ou a est le rayon de la particuleDg} est le coefficient de diffusion du
cation métallique). Pour des particules de rayonmes entre 1 nm et 1 pm,, estestimé a

10°-10° s. La comparaison de,, avec chaque temps montre que pour un ou plusieurs
des processus de relaxation de DCE, l'inegalit§ €& n’est pas satisfaite. Ceci démontre
gue la diffusion des cations métalliques depuis/les sites réactifs est en général reliée a la
dynamique d’établissement des DCEs a intra et -g&draculaires.

De plus, la dynamiqgue de relaxation de DCE (élesgtnamique) est couplée a la
dynamique de complexation métallique (chémodynas)igians d’autres situations d’intérét,
comme, par exemple, lorsque I'étape de déshydvatatans le mécanisme d’Eigen (étape

généralement la plus lente k., ,) est du méme ordre de grandeur ou plus rapide que

I'établissement de la DCE a lintérieur et/ou xtérieur de la particule. Ce couplage entre
processus électrodynamiques et chémodynamiques imt@xphases molles intervient
eégalement dans le cas ou les cations métalliqu#isipant eux-mémes a I'établissement des
DCEs intra et extra-particulaires. Ce cas est tygigent rencontré lorsque les ions
indifférents dans le milieu de dispersion et/oudéss réactifs distribués a la surface ou au
sein des colloides ne sont pas en large excesapaont aux cations métalliques dans le
milieu.
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1.4.6. Développements clés.

Dans ce chapitre nous avons passé en revue diféraavaux théoriques et
expérimentaux réalisés afin de déterminer les petgsi électrostatiques, mécaniques et
hydrodynamiques d’interphases molles biotiquesbaitigues et d’évaluer leur impact sur la
réactivité de ces interphases dans le cadre ds iet@ractions électrostatiques avec d'autres
interphases et de leur complexation avec des ctingtalliques. Toutefois, certains points

d’intéréts sont a développer. Cette thése s’orgaaigour de plusieurs d’entre eux.

) Interactions électrostatiques entre particulesolids multicouches(Régime
d’équilibre thermodynamique)

Ce travail débutera avec l'analyse des interacti@estrostatiques entre particules molles
multicouches. Il a été souligné que sous certainaditions l'interaction d’'une particule avec
une surface/particule est dynamique, c’'est-a-dire lgs DCEs des objets en interaction ne
sont pas completement relaxées pendant I'intégrdlitprocessus. Cependant, il est important
de bénéficier de formalismes théoriques validegjuerent dans le régime d’équilibre
électrostatique lorsque les processus de relaxatas DCEs intra et extra-particulaires
n’influent pas sur l'interaction des particulesgst-a-dire lorsque les processus de relaxation
des DCEs sont trés rapides devant le temps assd¢oiéeraction entre les deux surfaces.
Ici, il s'agira de développer un formalisme théagqpour I'évaluation des interactions
électrostatiques d’interphases molles au-dela dasedents modéles proposées par Ohshima
[115-117]. Pour rappel, leur application est liraitén terme de taille des particules en
interaction (supérieure a quelques centaines de cemhagnitude de distribution de potentiel
électrostatique a l'intérieur et a I'extérieur gesticules (faibles potentiels) et d’hétérogénéite
spatiale de la densité de segments polymeéresatatge dans la couche molle (couche molle
unique caractérisée par une distribution homogesesdgments polymeres).
Les expressions analytiques développées ne pedoentétre utilisées en particulier dans le
cadre d’interactions impliquant des (bio)particubesnme les bactéries (manifestant sur leur

membrane des appendices de surface de taille@bgdétés physico-chimiques différentes),
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les virus (particules de quelques nm de diamétnstdtaées de plusieurs couches molles) ou
les acides humiques (particules polyélectrolytequigques nm de diamétre)

Le formalisme théorique présenté dans le prochiaapitre est capable d’évaluer les homo-

interactions (interactions entre mémes surfaceshédéro-interactions (interactions entre

surfaces de propriétés physico-chimiques diffésréectrostatiques entre interphases molles
multicouches diffuses et ce sans aucune restristiorleur taille (et donc sur la courbure des
particules), la magnitude du potentiel €lectrogtadilocal intra/extra-particulaire, la densité

de charge des particules, la force ionique du miée la distribution spatiale des segments

polyméres et de la densité de charge.

(i) Réactivité chimique : Couplage entre processies réaction chimique et
dynamique de double couche électrique dans des filous diffus complexants
(Régimes transitoire hors-équilibre et d’équilibre)
Nous poursuivrons avec un chapitre dédié a laixdigcthimique de (bio)interphases molles,
dans lesquelles sont distribués des sites réaetifables de former des complexes métalliques
avec des meétaux présents dans le milieu environrantformalisme théorique permet
'examen du couplage entre processus chémodynami@uasport des cations métalliques
vers/depuis les sites réactifs et complexation léocanétal-ligand) et processus
électrodynamiques (établissement de la DCE) auXittterphases molles et son impact sur
e.g. la labilité des complexes formés (voir le §1.5ans cette premiére étude prenant en
compte les processus électrodynamiques, l'integha®lle réactive est un film mou
entierement perméable.g. un film organique, composé d'une couche uniquet dmus
contrélons sans aucune restriction I'épaisseudelasité de charges portées par les chaines
polyméres qui constituent le film et I'hétérogéaé&patiale de la densité de charge. Afin de
sonder le couplage entre processus électrodynamiguehémodynamiques sur une large
gamme temporelle (ou fréquentielle) depuis les mégi transitoires vers le régime
stationnaire, le film mou, initialement a I'équilbest perturbé électriquement par un champ
alternatif de fréquenceaw, et la réponse diélectrique.e. variations de la permittivité

diélectrique en fonction de) est examinée.

" Pour plus d'informations se référer au §1.4.2
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(i)  Réponse diélectrigue et mobilité dynamique slespensions concentrées de
particules molles multicouches(Régimes transitoire hors-équilibre et
d’équilibre)

Le chapitre 4 sera consacré a la derniére anahgseitjue développée dans le cadre de cette
these. Il est maintenant clair que la connaissades processus impliqués dans la
polarisation/développement de la DCE autour/au skEnparticules et leur dépendance
temporelle peut étre nécessaire pour appréhendepiHénoménes.g. d'interaction et de
spéciation. C’est pour cette raison que les prtgsiélectrodynamiques et hydrodynamiques
de ces particules molles multicouches stimuléestréd@ement sont investies sur une large
gamme temporelle (fréquentielle) qui recouvre &gmes transitoires jusqu’a I'équilibre.

Le modele le plus complet pour I'étude de I'éledynoamique a des interphases molles fut
introduit par Ahualliet al[114] Les auteurs ont évalué la permittivité diéligue et la
mobilité dynamique de suspensions concentrées dgcylas sphériques molles. Ces
particules molles sont composées d'un coeur durusehtd'une seule couche perméable de
polyméres. De plus la distribution spatiale desmsags polymériques est définie par une
fonction dite « en escalier » (équation (1.46)). €&msequent, la répartition des sites chargés
dans l'interphase molle est supposée homogéneegualie soient les conditions du milieu, en
termes par exemple de concentration en ions olHd€p modele n’est donc pas applicable
aux suspensions de (bio)particules multicouchesmomocouches diffuse®.g. bactéries,
virus, particules microgels, acides humiques, algharides. Ici, il s’agira de déterminer la
réponse diélectrique et la mobilité dynamique dspsuasions concentrées de particules
colloidales composées d’un cceur dur enveloppé dilsheouches de polymeres perméables
aux ions. De plus la nature plus ou moins diffusdaldistribution des segments polymeéres

est contrélé&ia un ajustement dans chaque couche du paramétteoduit dans le §1.4.2.

(iv)  Influence de la nature des appendices de serfd& souches bactériennes sur
leurs propriétés électrostatiques et nanomécanigeégime d’équilibre)
Dans cette étude expérimentale, nous examineross pl@priétés électrostatiques,
hydrodynamiques, mécaniques et morphologiques dgejgsouches bactérienriescherichia
Coli K-12 génétiquement modifiées en fonction de l@daonique du milieu de suspension
en utilisant I'électrophorese et ’AFM. Les souclestériennes mutantes se différencient par

les structures externes qu’elles présentent (ol siorleurs parois respectives, c’est-a-dire les
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fimbriae de type-1, legili de type-F, et les adhésines Ag43 (voir Chapit853.2). Les
résultats expérimentaux seront traités a l'aidenoeleles théoriques afin d’en extraire la
densité de charge, la perméabilite et le degré téfbgéenéitée spatiale de I'enveloppe
bactérienne (électrophorése), ainsi que I'élastieitla pression de turgescence en fonction de
la force ionigue (AFM en mode spectroscopie dedpr®e plus l'utilisation de 'AFM en
mode imagerie nous informera sur les variationgailee des bactéries sujettes a un stress
osmotique. Nous montrerons ainsi la relation erstreicture et charge de I'enveloppe
bactérienne et la capacité de la bactérie et sestistes externes de surface a se contracter

lorsqu’ils sont soumis a un stress osmotique.
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Les systemes naturels environnementaux sont coéstitnajoritairement de colloides
biotiques et abiotiques dont les propriétés élstataues, hydrodynamiques et mécaniques
déterminent en grande partie leur réactivité dansddre des interactions avec d’autres

(bio)particules/surfaces ou des ions métalliqueasets.

Les interactions électrostatiques jouent un roleerdéinant dans divers processus
colloidaux et d’'interfaces comme I'hétérocoagulatie dépdt de particules ou I'adsorption
de protéines sur des surfaces. Jusqu’a maintedampmbreuses études théoriques ont été
dédiées a [I'évaluation de ces interactions élettigsles entre particules dures et
imperméables. Cependant, ces différents modeles isadaptés pour des (bio)particules
telles que les bactéries, les virus, les levuessatides humiques ou les particules microgels...
En effet, ces (bio)particules sont molles, c’estir@ qu’elles sont composées (ou non) d’'un
cceur dur imperméable aux ions et au solvant quemstloppé d'une couche perméable de
polyélectrolyte. Les groupements ionogéniques qgont localisés sont portés par les chaines
polymériques constituant la couche perméable et,cpaséquent, ne sont pas strictement
localisés a la surface de la particule dure. Dasatrx théoriques et expérimentaux ont
démontré que les propriétés électrocinétiques de particules molles different
considérablement de celles de leurs homologuesldiits c’est-a-dire imperméables.

Les interactions électrostatiques entre (bio)pale® molles gouvernent en grande partie
les phénomenes d’interface comme 'adhésion mieroi@ ou l'infection bactérienne. C’est
pourquoi des études théoriques ont été développg#esipalement par Ohshima, pour
guantifier ces interactions impliquant des pargsuinolles [1-4]. Des expressions analytiques
ont été obtenues pour des particules enveloppés® deule couche perméable portant des
groupes ionogéeniques complétement dissociés eibdiss de facon homogéne. De plus, elles
sont applicables aux particules dont la densitéldgge dans la couche perméable autorise
I'approximation de Debye-Hiickel et dont la taillermet I'utilisation de I'approximation dite
de Derjaguin (voir le chapitre 1 81.4.3). L'apptioa de ces formalismes aux (bio)particules
est cependant limitée principalement pour les resuivantes :

() La linéarisation de I'équation de Poisson — Bailann est inappropriée pour de faibles

forces ioniques, c’est-a-dire dans la gamme de esdrations en électrolyte ou
I'énergie associée a l'interaction entre les paléis devient grande devant I'énergie

thermique.
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(i) Alors que l'utilisation de I'approximation de ddjaguin est tout a fait |égitime dans le
cadre d'interactions entre grandes (bio)partic(bestéries de rayos 300-500nm),
celle-ci ne demeure plus valide pour des systenoes l& taille est de l'ordre du
nanometre (virus: 10-20nm, acides humiquess-10nm, ou encore les nanoparticules
métalliquess 1-10nm ). Dans ces cas, il est nécessaire dedempte de la courbure
de ces petites particules dans le calcul des @sedfjinteraction électrostatique pour
les gammes de forces ioniques d’intérét (typiquanieb00 mM) et de distance de
séparation entre particules ou les doubles coudllestriques se recouvrent
sensiblement.

(iii) Les microorganismes tels que les bactériesestvirus ne peuvent étre en général
réduits a des particules molles composées d'unke smuche perméable. A titre
d’exemple, les bactéries manifestent a la surfackedr membrane divers appendices
dont la taille peut varier de quelgues nanométrem@romeétre. Parmi ces structures
de surfaces, nous pouvons citer fembriag les pili, la capsule, les revétements
protéiques et les lipopolysaccharides (LPS). CHérdntes structures peuvent former
différentes couches perméables avec pour chacuree,épaisseur, une densité de
charge et des degrés de dissociation des groupgmbatgés distincts. Quant aux
virus de typee.g. MS2, ils peuvent étre considérés comme des plasicaphériques
tres poreuses comportant trois couches molles ogpasitions différentes. Le centre
de la particule est en effet composé de 'ARN,mhéme enveloppé d’'une deuxieme

couche d’ARN lié a la capside protéique qui formeduche la plus externe.

Afin d'interpréter a l'aide de formalismes théorggu des résultats expérimentaux
impliquant de telles (bio)interphases molles, uaitément rigoureux des interactions
électrostatiques antre (bio)particules diffusesl@soet multicouches est requis. D’apres les
arguments cités, il est clair que les interactiéhectrostatiques impliguant des systemes
multicouches doivent étre évaluées dans les Jmtou les approximations de Derjaguin
et/ou Debye-Hlckel ne peuvent étre appliquées. s, da théorie doit intégrer les
hétérogénéités spatiales de distribution de dewstéharge (caractéristique inhérente aux
interphases diffuses) ainsi qu’'une dissociatiortigde (dépendant du pH et de la force

ionique du milieu) des groupes ionogéniques digé#ba l'intérieur des diverses couches
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perméables. Cette modeélisation est nécessaire ¢heterminer la contribution de chaque

couche perméable des particules dans leurs ini@nact

Toutes ces caractéristiques sont réunies dansieafieme théorique présenté dans ce
chapitre sous la forme d’une publication. Aprés dascription du systeme étudié, la théorie
est développée pour les interactions électroswgiqgntre interphases molles multicouches
diffuses et planes. A partir de ces résultats,iferactions électrostatiques entre particules
multicouches dont le rayon est de I'ordre de quedqcentaines de nre,g. bactéries, sont
estimées en appliquant le traitement de Derjagdans une seconde partie, la théorie est
modifiée pour intégrer les situations ou le traié@tnde Derjaguin n’est plus justifié, c’est-a-
dire les situations ou les particules molles possgdn rayon de quelques dizaines de nm ou
moins. Dans une troisieme partie, des simulatiamaériques sont discutées pour les deux
cas décrits. Celles-ci mettent en relief les lisitBéquations analytiques dérivées dans ce
travail dans le cadre de I'approximation de Debyekéli De plus, elles démontrent que les
interactions électrostatiques entre des systemes malticouches peuvent significativement
ou exclusivement étre gouvernées par les proprié@sisseur, signe, localisation et

magnitude de la densité de charge) des couchetuemternes.
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We report a steady-state theory for the evaluation of electrostatic interactions between identical
or dissimilar spherical soft multi-layered (bio)particles, e.g. microgels or microorganisms.

These generally consist of a rigid core surrounded by concentric ion-permeable layers that may
differ in thickness, soft material density, chemical composition and degree of dissociation for the
ionogenic groups. The formalism allows the account of diffuse interphases where distributions of
ionogenic groups from one layer to the other are position-dependent. The model is valid for any
number of ion-permeable layers around the core of the interacting soft particles and covers all
limiting situations in terms of nature of interacting particles, i.e. homo- and hetero-interactions
between hard, soft or entirely porous colloids. The theory is based on a rigorous numerical
solution of the non-linearized Poisson—Boltzmann equation including radial and angular
distortions of the electric field distribution within and outside the interacting soft particles in
approach. The Gibbs energy of electrostatic interaction is obtained from a general expression
derived following the method by Verwey and Overbeek based on appropriate electric double layer
charging mechanisms. Original analytical solutions are provided here for cases where interaction
takes place between soft multi-layered particles whose size and charge density are in line with
Deryagin treatment and Debye—Hiickel approximation. These situations include interactions
between hard and soft particles, hard plate and soft particle or soft plate and soft particle.

The flexibility of the formalism is highlighted by the discussion of few situations which clearly
illustrate that electrostatic interaction between multi-layered particles may be partly or
predominantly governed by potential distribution within the most internal layers. A major
consequence is that both amplitude and sign of Gibbs electrostatic interaction energy may
dramatically change depending on the interplay between characteristic Debye length, thickness of
ion-permeable layers and their respective protolytic features (e.g. location, magnitude and sign of
charge density). This formalism extends a recent model by Ohshima which is strictly limited to
interaction between soft mono-shell particles within Deryagin and Debye—Hiickel approximations

under conditions where ionizable sites are completely dissociated.

1. Introduction

Electrostatic interactions play a key role in governing a variety
of colloidal and interfacial phenomena, e.g. heterocoagulation,'
particle deposition,® protein adsorption,”'* or rheological
behavior.!" Over the past decades, much effort has been
devoted to the theoretical evaluation of Gibbs electrostatic
interaction energy between rigid, impermeable hard particles.
Numerous formalisms were provided for this purpose and
some of them account for particle surface charge regulation

Laboratoire Environnement et Minéralurgie, Nancy-Université,
UMR7569 CNRS, BP 40 — F-54501 Vandoeuvre-les-Nancy Cedex,
France. E-mail: jerome.duval@ensg.inpl-nancy.fr

1 Electronic supplementary information (ESI) available: (i) Analytical
expression for the electrostatic potential profile within Debye—Hiickel
and Deryagin approximations for ¢, — 0 (homogeneous site distribution)
and (y) = 1 (complete dissociation of ionogenic groups).
(ii) Semi-analytical formulation of IT(H), AGEP(H) and AGY *P(H)
within Debye-Hiickel and Deryagin approximations for a;, — 0 and
we(») # 1. (iii) Computation of 2D potential distribution between soft
multi-layered particles using COMSOL Multiphysics environment.
See DOI: 10.1039/c004243a

2-4,12-24 5,24-32

mechanisms, effects of particle surface roughness
or chemical surface heterogeneities.® For soft (bio)colloidal
systems like bacteria,>*** viruses,> yeasts,36 humic acids®’ or
microgel particles,®® locating the charge at the particle
‘surface’ is clearly inappropriate.®*™' Instead, these particles
generally consist of a hard core surrounded by a permeable
polyelectrolyte layer pictured by a three-dimensional distribution
of ionogenic groups supported by polymer chains. Depending
on the thickness of this layer as compared to the core radius,
soft particles reduce to hard or entirely porous colloids.* Soft
systems also include planar surfaces that bear e.g. polymer or
protein layers.** Theoretical and experimental studies have
now established that the electrokinetic properties of soft
particles or soft plates substantially differ from those of their
rigid counterparts.®** (see further references in the review
ref. 41). In particular, they underpin the necessity to abandon
the concepts of zeta-potential for representing adequately the
distributions of electrostatic potential and electroosmotic/
pressure-driven flows within and/or outside soft systems under
electrokinetic conditions. In another context, it was recently
demonstrated that the soft character of ligand particles may
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lead to metal speciation dynamic features that are dramatically
different from those expected for hard ligand colloids.**

Like for hard particles, electrostatic interaction between
soft (bio)particles are of utmost importance in controlling
interfacial processes such as microbial adhesion,44 or bacterial
infection.*>*® In an effort to quantify such soft particle inter-
actions, theoretical models have been proposed only recently
and mainly by Ohshima.*’*® In ref. 47, electrostatic inter-
action between spherical soft particles is analyzed for the case
where particles carry a single shell where ionogenic groups are
completely dissociated and homogeneously distributed. The
analytical equations given in ref. 47 are strictly applicable to
soft particles whose charge density within the shell is in line
with linearization of the Poisson—Boltzmann (PB) equation.
Results remain further valid for soft particle sizes in agreement
with Deryagin treatment.** The latter consists in evaluating
the electrostatic interaction energy between the particles from
that per unit area of the corresponding parallel planar
surfaces. Ohshima also derived the exact expression for the
electrostatic interaction between two spherical, porous,
homogeneous particles,*® albeit within the low charge density
case and under conditions of complete dissociation of ionizable
groups.

Despite the pioneering character of Ohshima’s formulations,
their degree of application to (bio)particles remains severely
limited mainly for the following reasons:

(1) Regardless of the magnitude of the charge density within
the shell of a given soft particle, use of the linearized PB
equation for formulation of electrostatics becomes necessarily
invalid at sufficiently low electrolyte concentrations, i.e. within
the range of ionic strengths where electrostatic interaction
energy between particles becomes significant as compared to
thermal energy.

(i1) Though Deryagin treatment is justified for evaluating
electrostatic interactions between large (bio)colloids like
bacteria (typical radius of ~300-500 nm), it is inadequate
for interaction situations involving nm-sized particles, e.g.
humic acids (~2-5 nm)*” or viruses (radius &~ 10-20 nm).*
For such particles, it is indeed essential to account for the
impact of particle curvature on Gibbs electrostatic interaction
energy within practical ranges of ionic strengths (1 mM to
100 mM) and range of particle separation distances where
electric double layers start to overlap appreciably.

(iii) For the specific case of microorganisms, their assimilation
to soft, homogeneous, mono-shell particles is generally
oversimplified. Bacteria may indeed exhibit ion-penetrable
subsurface organizations that gradually protrude from the
soft cell membrane over distances ranging from few nm up
to the um scale (see review ref. 34 and references therein).
Among these microbial soft surface ultrastructures, one may
quote pili, auto-transporter proteins, fimbriae, fibrils, capsule
(polymeric fringe) or lipopolysaccharides (LPS). For some
native or mutant bacteria of the class Klebsiella pneumoniae,*®
the soft part includes up to three different components, i.e. cell
membrane, LPS and capsule, each characterized by distinct
charge densities, thickness and charge dissociation features. As
a further example, viruses, e.g. of the type MS2, may be
assimilated to porous spherical particles which consist of a
confined soft RNA part surrounded by a RNA shell layer

bound to an external soft proteic capsid.>>! Finally, many
planar soft systems are multi-layered, see e.g. multi-layered
charged polymer or protein coated-surfaces, or surfaces
supporting biomimetic materials.>*>3

In view of the above elements, it is clear that experimentalists
are generally confronted to a large panel of soft surface layer
organizations and a broad range of (bio)particle size, magnitude
of charge densities and particle curvatures (spherical particle
versus planar interphase). For this reason, if experimental
results obtained over a wide range of electrolyte concentrations
or pH conditions are to be interpreted with theory, a rigorous
treatment of electrostatic interactions between diffuse, soft
multi-layered (bio)particles is necessarily required. It is further
timely to tackle electrostatic interaction situations involving
soft multi-layered systems where Deryagin and/or Debye—
Hiickel approximations are unrealistic. In addition, the theory
must be sufficiently flexible to include spatial heterogeneities
for the charge density distribution—feature that is inherent to
diffuse interphases**—as well as partial dissociation of
ionogenic groups distributed within the various ion-permeable
layers. This modeling is necessary to determine in an appropriate
manner the role played by each layer within the soft component
of the interacting particles in determining their overall interaction
features.

We propose in the current analysis a formulation of such a
theory. The manuscript is organized as follows. After setting
the general features of the model, the theory is first developed
for the electrostatic interaction between diffuse soft planar
multi-layered interphases. On the basis of these results, we
estimate the electrostatic interactions between multi-layered
particles with a radius of few hundreds of nm, e.g. bacteria or
large porous aggregates, following Deryagin treatment. In a
second part, the theory is amended for situations where the
validity of Deryagin approach is obviously very limited, as it is
the case for soft particles of few tens of nm in radius or below.
In a third part, typical numerical simulations are discussed for
the two above cases. These clearly underline the limits of
analytical equations we derive here within the framework of
Debye—Hiickel approximation. Also, they unambiguously
show that electrostatic interactions between soft multi-layered
systems may significantly or exclusively be governed by
the properties (thickness, sign/location/magnitude of charge
density) of the most internal layers.

2. Theory
2.1 Setting the problem

2.1.1 Nomenclature. In the following, we consider the
electrostatic interaction between two spherical soft multi-
layered particles at equilibrium, denoted as particle 1 and
particle 2, immersed in a symmetrical z : z electrolyte solution
of bulk concentration ¢*. The radius of the hard core for these
particles is a; and a,, respectively (Fig. 1A). The soft part of
particles 1 and 2 consists in a succession of N and M
concentric ion-permeable layers surrounding the core,
respectively, thereby forming the multi-layered interphases 1
and 2 (Fig. 1B). To each ion-permeable layer around particle
1, we assign the index i, where i = 1 pertains to the most
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Fig. 1 (A) Schematic representation of two interacting soft multi-
layered particles, denoted as particle 1 and particle 2, separated by the
distance H. The figure details the spatial coordinates (rq,r,0) and x as
well as the nomenclature adopted for layers indexing. (B) Nomenclature
used for modeling the protolytic features of each layer surrounding
particles 1 and 2. See main text and Glossary for further details. (C)
Schematic drawing of situations where the distribution n(x) of ionizable
sites concentration from the core surface of particle 1 to that of
particle 2 is described by a continuous function with smooth transition
between two adjacent layers. The progressivity of the transition is
ruled by the parameter oy.

internal layer and i = N to that located at the outer edge of
particle 1. For particle 2, layers are positioned according to the
index j where j = 1 refers to the most external layer and j = M
to that located in the direct vicinity of the core (Fig. 1A). The
particles are separated by the distance H and thickness of layer
i = 1,...,N (particle 1) and j = 1,...,M (particle 2) is denoted
as 0; and 0;, respectively. We locate the various layers via the
space variable x that refers to the dimension perpendicular to
the core surfaces ]\gFig. 1}\]43). x runs from the position xo = 0 to

Xn+m+1 = H + 3 0+ 0;, which corresponds to locations
i=1 =1

of the core surface o% particles 1 and 2, respectively. This
coordinate system is adapted for the evaluation of electrostatic
interaction between spherical particles or between spherical
particle and planar interphase on the premise that particle
sizes fully justify application of Deryagin method detailed in
Section 2.2. For other cases that require a rigorous two-
dimensional formulation of the electrostatic potential distribution
across the multi-layered interphases, details on appropriate
coordinate system are provided in Section 2.3.

In the developments that follow, the thickness of each
multi-layered interphase is independent of H, thereby excluding
any possible deformation and reorganization of the various
ion-permeable layers upon approach of the particles. This is
necessarily approximate, especially at very short separation

distances where (attractive or repulsive) steric interactions are
likely to play a key role. Despite this difficulty, the theory
below remains acceptable because the decay of the Gibbs steric
interaction energy with particle separation distance H is
several orders steeper than that for the Gibbs electrostatic
interaction energy.”* In addition, the steady-state model
adopted here disregards the possible deformation of the
ion-permeable layers as the result of electrostatic force they
undergo following approach of the particles in interaction.
This is legitimate providing that the stiffness (Young modulus)
of the layers is sufficiently large to counteract the afore-
mentioned electrostatic force. For those cases of very flexible
polymeric interphases, more refined models should integrate
the mechanical (viscoelastic) properties of the layers together
with the dynamics of chains reorganization and that of electric
double layer formation. For the sake of readability, each layer is
further assumed to contain a single type of dissociable ionogenic
groups. Straightforward modifications of the formalism along
the lines detailed in ref. 35 may be done to account for the
simultaneous presence of groups of different natures within a
given layer. Finally, the formalism integrates the possibility of a
smooth transition for the concentration profile of a given
ionogenic group from one layer to the other (Fig. 1C).

2.1.2 Distribution profile for the concentration of ionogenic
groups across the interacting multi-layered interphases. The
charge density carried by a given layer i or j is assumed to
originate either from the deprotonation of basic groups
(e.g. ammonium groups), denoted ERH,-:LW,MJr and
ERH_,-:LMMﬂ or from that of acid groups (e.g. carboxylic
groups), =RH;—;_ »  and =RH;_; _ ,, where =R refers to
the polymeric material supporting the protons.**-"* These
charging mechanisms are given by the following acid—base
equilibria

=RH, =2 =R, + H" 1))
and
=RH," 2 =R, + H" Q)

where the index k is defined by £ = i and k = j when referring
to the ith-layer and jth-layer of multi-layered interphases 1 and
2, respectively. In order to specify the type of reaction relevant
for a given layer k, we set ¢, = —1 when eqn (1) applies. In the
other case where eqn (2) adequately depicts the origin of the
charge, we pose ¢, = + 1. The acidity constant associated to
the relevant acid—base reaction taking place in the kth-layer is
then denoted K, = 107PX* The volume concentration of
ionogenic groups within the kth-shell layer is called n;. Within
this picture of multi-layered interphases, the profile for the
concentration of ionogenic groups, n(xg < X < Xy+ar+1)s
consists in a succession of square functions of amplitude #; for
i=1,.,Nandnforj=1,. M (Fig. 1B).

For many (biological) systems, the spatial distribution for
the density of soft material that supports the ionogenic groups,
or for that matter n(x), is not described by a simple succession
of discontinuous square functions.>**!**! In order to account
for the required smooth transition of n(x) between neighboring
layers, we extend the diffuse soft mono-shell interphasial
representation introduced by Duval and Ohshima within
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electrokinetic theory* to the situation of diffuse soft multi-
layered interphase. n(x) is then constructed by means of
appropriate series of tanh-like functions according to

1 1 2 2
Xo < X < xyeaern(x) = 1 Pnng V) + 7Pnm1g?x, H)

(©)

where g(x) and g@(x, H) refer to the spatial distribution of
ionogenic groups across multi-layered interphases 1 and 2
separated by distance H via

N—-1

1
xo<x: gV(x) = HZ {ni — nip Mi(x) + fv (%), (4)
i=1
x < xyemer  g2(x H)
1 & . , (5)
=——> {nj—m Mfi(x, H) + fi= (x, H),
nj—1 =
with
X—Xx0— Y. 0k
Siz1..n(x) ==< 1 —tanh Tk:l 7 (6)
N N
| =X+ xo+H+ > 5
1 ¢ k=1 .
Si=1(x, H) = 51— tanh - . (7a)
and
N j—1
1 —Xx+x0+H~+> 0+ 0k
_1) =1 =1
Si=2,..m(x, H) =3 1 —tanh .

(7b)

It is emphasized that the distribution n(x) given by eqn (3)—(7)
is continuous for any position x between xg and x4 37+1. The
smooth transition for the profile n(x) between two adjacent
layers k and k£ + 1 is ruled by the quantities oy (Fig. 1C). In the
limit where all o, — 0, eqn (4), (6) and eqn (5), (7) reduce to a
succession of step functions. For a given interparticular
separation distance H, the limits of gV and g® for x > xy
and x « Xxy41, respectively, are zero. We exclude in the
following any overlap of the diffuse tails of the multi-layered
interphases 1 and 2 within the spatial region xy < x < xy+
(Fig. 1C). This constrain is ensured by considering systems
that fulfill the condition H >» oy + o;—;. In order to
adequately analyze the effect of ionizable site concentration
distribution within each multi-layered interphase on their
overall electrostatic interaction features, it is required that
the total amount of ionizable sites across multi-layered inter-
phases 1 and 2 is maintained constant upon variation of o.*°
This is done by defining the constants " and % in eqn (3)

according to

k=1 k=1

ni—1{(a +5,-_1)5—af}+ién,~{ <a1 +/2i: 5k>é— <al +I§ 5/()6}

M —

X 0 .
gyan(x+a1)€71g(])(x)dx
X0
(8)
and
P v \¢ M ¢
ny{(a+oy) —as}+ > n | a+> 0 | =@+ Y &
=1 = kSt
D=
g ) XN4M+1 P
énimy [ (xvgmFa2—x)" g® (x,H)dx
Xo

©)

In eqn (8) and (9), ¢ = 3 and & = 1 refer to the case
of spherical multi-layered particles (Fig. 1A) and planar
multi-layered interphases (Fig. 1B), respectively.

2.1.3 Charge density distribution across the multi-layered
interphases 1 and 2. The local density of fixed charges at a
given position x (xo < X < Xy+ar+1), denoted as pg,, depends
on the corresponding local concentration of ionizable sites,
n(x) (eqn (3)~(7)), on local dimensionless electrostatic
potential y(x) (y(x) = zFy(x)/RT with T the absolute
temperature, R the gas constant, ¥ the potential and F the
Faraday number), on solution pH and nature of the acid—base
equilibrium that applies at this position.*®*3%7 For
the acid—base reactions detailed in eqn (1) and (2), mass
action laws corrected for local proton concentration within
multi-layered interphases 1 and 2 provide

Xo < x < Xyt paxx) = 1 Ppah V) + 7Pp= 1P (x,y)
(10)

where A" and 4 are functions of the position x and local
potential y according to

xo < x:hV(x, )

N-1 (11)
=Y {Biti(y) = Brsr it (%) + iy (0)fv (),
i=1
X < XNpM+1 n? (x,»)
= Z {ﬁj#j(y) =Bty ») }f}'(X? H) + Hi=1 fi=1(x, H).
j=2
(12)

The dimensionless f; in eqn (11) and (12) are given by
Bi=1...N = pi=1....~/py and /3/:1,...‘/14 = p/':l....,M/pj:l
where the quantities p, = Fgny with k = i or k = j stand
for the maximum charge density reachable within layer i or
layer j in the limits where ionogenic groups are therein
uniformly distributed and completely dissociated. In eqn (11)
and (12), the partial dissociation functions u.(y) for the
ionogenic groups located at position x within layer k& = i
and layer k = j are written as

u(y) = 1+ 107# PP exp(ep/z)] ! (13)
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For a given layer k, complete dissociation of ionogenic
groups is reached at any position x providing the condition
w(y) = 1, or equivalently & {pK, — pH} > 1, is satisfied.

2.2 Electrostatic interactions between multi-layered
interphases in line with Deryagin approximation

2.2.1 Interaction between soft planar multi-layered
interphases. The eclectrostatic potential distribution y(x)
between two soft planar multi-layered interphases as defined
in Section 2.1 is governed by the non-linearized Poisson—
Boltzmann equation written as

dy(x)

e i*sinh y(x)

Xo <X < Xnpmol:
(14)
— 2 Prx (%, )

2Fc>z ’

where pgx(x,y) is given by eqn (10)=(13) and k = (2F*z%*/
eoerRT)? is the reciprocal Debye length with ¢.¢, the
dielectric permittivity of the medium. We adopt the boundary
conditions given by

dy()/dxl—y, = 0 (15)
and

dy(x)/dxly=x,.,,,, = 0, (16)

which express the absence of charge at the core surfaces.
Situations where particle 1 carries a surface charge density
o'V at its core surface are retrieved from our general formalism
by setting p;—; = ¢"/8;—, and kd;,—, — 0.*” Similarly, for a
particle 2 carrying a surface charge density ¢'®, we have
oy = 0P8, and k8, — 0. The electric component of the
disjoining pressure at separation distance H, denoted as I1(H),

is further written as'
2 2 2

=5 (25) {2<coshy<xs>—1>— <j{("§ ) }(inNm2>

(17)

where the first and second terms on the rhs are the osmotic and
Maxwell stress contributions. In virtue of the principle of
mechanical equilibrium for the interacting interphases at a
given H, I[I1(H) may be evaluated for any value of x, across the
overlapped electric double layers with xy < x, < Xy U In
particular, for the interaction between rigorously identical soft
multi-layered interphases (homo-interaction), it is judicious to
set xg = xy t (xy+1 — xy)/2 because the symmetry of the
potential distribution then cancels the Maxwell stress component
at this position,* thus yielding I(H) = w%.elRT/(zF)]
(cosh y, — 1) with y, the mid-potential defined by
Ym = Mxs = xy + (xy+1 — xn)/2). The Gibbs electrostatic
interaction energy between the planar multi-layered interphases,
AGEP, is finally obtained by appropriate integration of I1, i.e.

AGYP(H) = — [ [(H'YdH' (in J m ™) (18)
where H' is a dummy integration variable.

2.2.2 Interaction between soft multi-layered spherical
particles, and between a soft spherical multi-layered particle
and a soft planar multi-layered interphase. The Gibbs energy of

electrostatic interaction at a given separation distance H
between sufficiently large spherical multi-layered particles
1 and 2, AGY *P(H), may be obtained from that per unit area
of the corresponding planar interphases AGE P(H) (eqn (18)) via

H
AGTP(H) = _% / AGEP(H)AH (ind)  (19)

with R; = a1 + i} 0;and Ry = a» + iéj Eqn (19) is known as
= =

the Deryagin equation and is strictl;/ valid when the principal
radius of curvature of the particles allows a one dimensional
formulation for the electrostatic potential within each layer
composing interphases 1 and 2. This treatment is therefore
correct for ka; > 1, ka, > 1, and it is expected to work very
well when separation distance H is small as compared to
curvature radii of particles (H « R; and H « R»). For the
electrostatic interaction between a spherical multi-layered particle
1, satisfying ka; > 1 and H « Rj, and a planar multi-layered
interphase 2, the Gibbs energy AGY *P(H) simply reads

AGIP(H) = 72TER1fZ AGEP(H')YAH (in J) (20)

which is the limit of eqn (19) for R, — oo. Within the
Debye—Hiickel formulation by Ohshima for the electrostatic
interaction between soft mono-shell particles,47 the factor
preceding the integral in eqn (19) is set to 2na ay/(a; + a).
This is correct for particles in line with R} =~ a; and R, ~ a»
but necessarily invalid e.g. for core—shell particles where

a) ~ %5;, a ~ %5,- and ka; > 1, ka, > 1.
i=1 j=1

2.2.3 Numerical code. The set of eqn (1)-(19) was
implemented in a Fortran program whose flexibility allows
the choice for (i) the number of ion-permeable layers (N and
M), (ii) the nature of acid—base equilibrium taking place within
layers i and j, (iii) the particle core sizes and thickness of
various ion-permeable layers involved, (iv) the protolytic
features of each layer (sign/magnitude of charge densities,
pK values) and (v) the profile for the concentration of ionogenic
groups (parameter o). For a given separation distance H, the
potential distribution was obtained from the numerical solution
of eqn (14)~(16) according to collocation method.*® Solutions
were iteratively obtained for H values ranging from xH > 1
where particles are electrically isolated, down to kH = 0.1.
Solutions for kH < 0.1 may be obtained in the same way as
for larger kH. However their physical relevance becomes
questionable due to steric forces between soft multi-layered
interphases 1 and 2, as discussed in Section 2.1. Once the
potential distribution is determined, the disjoining pressure
could be easily evaluated as a function of kH (eqn (17)) and
integrations following eqn (18)—(20) performed by means of
Simpson’s method.” The validity of the numerical scheme was
addressed by comparing results with those obtained from
analytical expressions derived for practical limiting situations
as detailed below.

2.2.4 Analytical expressions within  Debye—Hiickel
approximation for some practical limiting situations. Within
the framework of Debye—Hiickel approximation which holds
for potentials satisfying y(x) « 1, we may write sinh y(x) ~
¥(x). Under the further conditions that ionogenic sites are fully
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dissociated (u(y) — 1) and homogeneously distributed
(ax — 0) within each layer composing the multi-layered
interphases 1 and 2, it may be shown after lengthy algebra
that eqn (14)—(16) admit the analytical solution given in ESI¥
(eqn (S1)—(S3) therein). Linearization of eqn (17) for y(x) « 1
further leads to

dy(x)

. ) .1

(2Fz¢™)* 4 () = (d(lc’ )

[(H)

212606,

Making use of the potential distribution for xy < x < xy+1,
after some developments we obtain for the electrostatic force
per unit area between two planar multi-layered interphases,
II(H), the expression

1 @
H(H) B Skz‘qogr N M
sinh? [k Y0, + 30, +H | /2
i1 =1
(22)
QZ
N M
cosh? [k >0, + >0, + H 2
i1 j=1
where the scalars Q. are defined by
N+1 i-1
Q. = {Z (p;i_; — p;)sinh <Kz 5k>
i—2 k=1
(23)

M

M
£ (p; — p;_y)sinh (Kz 5k> }
k=j

J=1

where we pose py+1 = po = 0. After integration of IT(H)

(eqn (18)), we obtain

N M
AGYT(H) = 31‘ @2 { coth IC<Z(5,-+Z§,+H 2l —1
dic3e, 6, - o
ol SR
@’ {1—tanh |k Zé,+Z§j+H RS
=

(24)

Finally, integrating AGE P(H) according to eqn (19) provides for
AGPP(H) the expression
1 TR Ry
K*eotr R1 + Ry

N M
X{Qi{ln lexp[K< 5,~+Z(5/-+H>
— =

+Q2{ln

In the limit N = M = 1 (soft mono-shell systems), it may be
verified that eqn (22)—(25) correctly reduce to the analytical results
recently derived by Ohshima.*’ As an additional comment, it is
underlined that eqn (22) is of wider applicability than that given

AGE™ (1) =

I
\

(25)

1+exp

N M
x(Zé,«JrZ(S/JrH)
= ,

J=1

by Tokugawa er al.*® which is strictly valid for the electrostatic
interaction between planar homogeneous multi-layers where the
thickness of layers i = 1 and j = M satisfies Donnan condition,
i.e. k0;—1 > 1 and kdy, > 1. For cases where multi-layered
interphases 1 and 2 are rigorously identical (homo-interactions),
we have N = M, ;=1 . n = 5/‘:N+I—i> Pi=1,...N = Pj=N+1—i>
Ry = R, = R and eqn (22), (24) and (25) then simplify into

T2t
e sinh? |:K<Z§,'+H/2>:|

i=1

- 2
_ 1 N+1 ) i—1
AGYP(H) m{z (p;_y — p;)sinh <1c26m

i=2 m=1

(27)
N
X {coth {x <Z(3,-+H/2>} -1 }7
and
2R N+1 i—1 2
AGT™P(H) =~ P {Z (p;i_y — p;)sinh <K20m> }
=2 m=1 (28)

N
x In |:1 —exp |:IC<2Z(5[+H>

i=1

respectively.

Finally, under conditions where y(x) « 1 and ionogenic
groups are homogeneously distributed within layers 7 or j but
partially dissociated (ui(y) # 1), no simple explicit expressions
may be obtained for I1(H), AGE P(H) and AGY °*P(H). Instead,
semi-analytical formulations are possible as detailed in ESI¥
(eqn (S4)—(S19) therein).

2.3 General expression for the electrostatic interactions
between multi-layered particles

2.3.1 Formulation. When one or both of the particles
depicted in Fig. 1A do not conform to conditions validating
Deryagin approximation, rigorous expressions for the Gibbs
electrostatic interaction energy are required. To derive such
expressions, we start from the result by Verwey and Overbeek
who formulated the double layer free energy, G, at charged
solid surfaces.®! Their reasoning was based on a discharging
process in the course of which all charges present in the system
are decreased at the same rate. Their final result may be
written in the form

Ge = 0/15;; /V//y(?,y)p(ﬁy, v)dV pdv (29)

where v is a parameter expressing the stage of the discharging
process, y(7,v) the dimensionless electrostatic potential for a
given position 7 at stage v, and V the volume where charges are
distributed. The quantity p(7,y,v) in eqn (29) depends on v and
», and stands for the density of charges at stage v and position
7 within volume V. For soft multi-layered particles, p(7,y,v)
consists of two contributions, the charge density stemming
from mobile ions distributed within/outside the multi-layered
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interphases, and that which originates from the partially or
completely dissociated ionogenic groups, i.e.®?

p(F, y, v) = —v{2zFc”sinh(vy) — pux(Fvy)}- (30)

In addition, p(¥,y,v) is obtained from non-linearized PB
equation written as

zF
&0 RT

V2y(7,1/):— p(?,y,u), (31)

where V? is the Laplacian operator in spherical geometry
V2 = [0/0r, (13 d/or)]/r} + [0/06(sin 6/36)]/(r} sin ), recalling
that the problem is independent of the azimuthal angle, and
(r1,0) is defined in Fig.1A. Boundaries associated to eqn (31)
express zero value for the potential gradient at the core surface
of particles 1 and 2, in line with the absence there of charges.
Once the potential distribution is obtained via appropriate
solving of eqn (30) and (31) (see details in Section 2.3.2), the
double layer interaction energy AG,, is simply provided by

AGy = Go(H) — Ga(H - ). (32)

For the interaction between two spherical multi-layered
particles (AGy = AGYP), pax(F,vy) in eqn (31) is given by
paxy) = 7PV vy) + X(2)P_;‘ _ WPy (33)

where AV and 4 are defined by eqn (11) and (12) and the
therein involved functions f;—; .y and f;—; . s are now
depending on the radial coordinates r; and r, defined in
Fig. 1A according to

r —a — 51\'
fizi. n(r1) ==< 1 —tanh o k=1 (34)
and
M+1—j
1 r(H)—a— 3 Oum+i-k
: —-J1_ k=1
Simt,om(r2, H) = 3 1 —tanh .
(35)

where r, depends on H via

ry = {(Rl + Rz + H)2 + r% — 21’1(R1 + Rz + H)COSO}I/z,
(36)

and (r,0) the polar coordinate system for particle 1 as
specified in Fig. 1A.

For the interaction between a spherical multi-layered particle 1
and a planar multi-layered interphase 2 (AGy = AGY*P),
pax(Fovy) is yielded by

pax(@ry) = 1 Vpnh V) + 1P hPxvy),  (37)

where f;—; _yis given by eqn (34), fi— .., by eqn (7a and b)
with x the dimension defined in Fig. 1B. It is straightforward
to verify that x and r; are then coupled via the relationship

x = rycosf — ay. (38)

For the sphere/sphere interaction configuration, it should be
emphasized that the potential distributions at kH — oo

around the isolated particles 1 and 2 have spherical symmetry,
so that the 0-dependent part of V> may be omitted in this
kH-range. However, when reducing xH, situations may arise
where spherical symmetry for the potential profiles around
each particle is lost. This is typically the case for high charge
density pax(ivy) and/or low electrolyte concentrations, i.e.
situations where Debye—Hiickel approximation becomes
questionable. In line with this argument which will be
concretely illustrated in Section 3.2, Ohshima and Kondo
correctly argued in ref. 50 that for the interaction between
homogeneous porous particles of charge density in agreement
with linearization of PB equation, it is sufficient to consider the
only radial term of the V? operator. For interactions between
multi-layered spherical particles where y(¥,v) « 1, and under
the further conditions that ionogenic groups are fully
dissociated and layers are homogeneous (¢, — 0), we may
show that eqn (29) then reduces to

RT | & _ % -
Ga =3 = ) ///p,—yi(r)dVHr > :///p_iJ’,/(")dV/ ;
zF | 45 =1
=y =y
i J

(39)

where y, and V. are the potential distribution and volume
within/of layers £ = i and & = j in multi-layered interphases 1
and 2, respectively. Under the strict condition y(Fv) « 1,
eqn (39) extends the expression given by Ohshima for
homogeneous porous particles® to the general situation of
multi-layered particles that may be entirely porous, hard or
composed of a core and a multi-layered shell. In eqn (39), yi(7)
are obtained via solution of eqn (30) and (31) with setting
v = 1, sinh(y) ~ y and V? = [0/dr,(+30/dr)]/r3, in line with
arguments given above on the neglect of angular term in
Laplacian operator within Debye—Hiickel treatment.

2.3.2 Numerical resolution. For the interaction situations
outlined in Section 2.3.1 where two-dimensional formulation
for the potential distribution across the multi-layered
interphases is required, eqn (30) and (31), (33) (sphere/sphere
interaction) or eqn (30) and (31), (37) (sphere/plate inter-
action) were solved using numerical codes developed within
Comsol Multiphysics (version 3.4, Comsol AB, Sweden)
and written for the sake of convenience in axi-symmetric
cylindrical geometry (see ESIT for details). We employed an
affined invariant form of the damped Newton method applied
to the discretized equivalent of the equations appropriately
linearized according to the linearization point strategy, as
described elsewhere.*> The governing equations were then
discretized on a non-uniform mesh grid with a large density
of points within the soft component of the particles and in
their close vicinity. For the given protolytic properties and
geometry of the multi-layered soft systems, numerical
solutions for y(r,v) and p(¥,y,v) were obtained for various
values of v = v, with 0 < v, o < | and Q an integer
much larger than 1. This procedure was repeated for different
separation distances ranging from kH — oo to kH = 0.1.
Then, the volume integral involved in eqn (29) was evaluated
for a given v = vy, using standard numerical integration
technique. Integral over the variable v in eqn (29) could be
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subsequently performed by means of trapeze method.> Last,
AGg was computed according to eqn (32). We systematically
verified that the obtained results were independent of the size
of the simulation box, local density of grid points and value of
QO (convergence is largely reached for typical values of
Q = 400). The precision on the potential was set to a few
percent of a mV and consistency of the numerical scheme was
further verified upon comparison with (i) numerical results/
analytical equations derived under conditions specified in
Section 2.2 and (ii) predictions from eqn (39). Note that the
time required for the computation of AG via eqn (29)—(32)
(~a few hours with a PC 3.5GB RAM) is significantly larger
than that (~few seconds) for systems obeying the conditions
marking the validity of Deryagin approach.

3. Results and discussion

The flexibility of our formalism in terms of system geometry
(sphere/plate, sphere/sphere, plate/plate interactions), dissociation
features of ionogenic groups, number and diffuseness of ion-
permeable layers renders impossible any exhaustive listing of
results that would cover all possibilities offered by theory. In
this section, we rather describe few illustrative situations
where electrostatic interaction takes place between spherical
multi-layered particles which comply with the conditions
dictated by Deryagin approach (Section 3.1). In Section 3.2,
the interaction between soft spherical multi-layered particles
that require exact formulation of Gibbs electrostatic inter-
action energy is considered. Within the range of ionic strengths
investigated (1 mM to 100 mM), we verified that the rigorous
Gibbs electrostatic interaction energy for the systems tackled
in Section 3.1 is excellently approximated—within 3% error at
most (reached at 1| mM and kH = 0.1)—by that obtained
following Deryagin formulation.

3.1 Case of large scale multi-layered particles in line with
Deryagin treatment

3.1.1 Homo-interactions. As a starting point, we consider
the electrostatic homo-interaction between two identical
multi-layered spherical particles with N = M = 2, 6,1 =

0j=> = 10nm, d;—» = 6;=1 = Snm, a; = a, = 300 nm. The
ionogenic groups are fully dissociated, negatively charged
(ex. = —1) and there is homogeneous distribution of soft

material within each layer (x;y — 0). Results for the
H-dependence of AGY P are shown in Fig. 2 for various
electrolyte concentrations ¢® as a function of the ratio
Bi=1 = pi=1/pi=2(=Pj=2) with n,—» = n;—; = 10 mM. The
numerical results obtained as detailed in Section 2.2.3 were
further compared with predictions from eqn (28). Unsurprisingly,
the interactions between the two identical particles are
systematically repulsive so that AGY *P(H) > 0 for any values
of ¢® and fB,—,. For given f;— and kH, AGY *P(H) decreases
with increasing ¢, which is in line with an increase of the
screening of charges embedded within the multi-layered
interphases, by ions present in the medium. Upon increase
of B;— at fixed ¢™, that is when increasing the magnitude of
charge density of the most internal particle layers, repulsion
between the particles becomes more important and AG *P(H)
increases. At large ionic strengths (Fig. 2A) where the magnitude

of local potentials validates Debye—Hiickel approximation
(Fig. 2D), exact match between numerical and analytical
results is met. For decreasing ¢™, discrepancies between the
two become significant with eqn (28) that increasingly
overestimates AGY *P(H). The striking feature is that at large
¢®, an increase of the charge density within the most internal
particle layers modifies AGY *P(H) to a small extent only. On
the contrary, for a given kH, the increase of AG *P with f;_,
becomes significant with decreasing ¢* and it is most
pronounced when particles are in close vicinity. This result
basically means that the interaction is increasingly impacted
by the potential distributions within layers i = 1 and j = 2
when the thickness of the most external layers (i = 2 and
j = 1) becomes comparable or lower than the Debye length
x~ ! and/or when xH is small. Under such conditions, electric
double layers extend significantly within layers i = 1 and
j = 2, which in turn affects the therein electric field profiles.
This is confirmed by the potential distributions given in
Fig. 2D-F at various ¢ and xH for B;—; = 5. In detail, all
potential profiles are symmetrical with respect to the position
half the separation distance, which is typical of homo-
interactions.* Upon decrease of xH, local electrostatic potentials
increase (in magnitude) within the region where electric double
layers overlap. In line with the comments given above on the
respective contributions of each layer in determining
AGE*P(H), it is noted that at 100 mM and large xH, the
potential distribution exhibits a ‘two-waves’ profile within/
around particle 1 (similarly for particle 2). This is reminiscent
of the two-layers structure adopted for multi-layered inter-
phase 1. Upon decrease of kH and/or decrease of ¢™, this
‘two-waves’ profile gradually disappears and leaves place for a
parabolic-like distribution across the region where electric
double layers overlap, thereby denoting an increased
contribution of layers i = 1 and j = 2 for kd,—» « 1 and
ko= < 1.

In ref. 60, Tokugawa er al. discussed the respective
contributions of planar layers composing multi-layered
membranes on their overall electrostatic interaction features,
albeit within the restricted Debye—Hiickel approximation and
Donnan condition for the most internal layers. They argued
that the disjoining pressure for this system was basically
affected by the potential distribution in ‘layers located within
the depth x ! from the membrane surface’. This conclusion is
in agreement with the results of Fig. 2 obtained from a
rigorous treatment of electrostatics. Closer inspection of the
dependence of the mid-potential y,, with respect to ¢ and
f; — 1 under conditions of Fig. 2 reveals that the contribution
of the most internal layers to AGE °P is not continuously
growing when decreasing ¢, i.e. when decreasing xd;—, and
16;— . This is shown in Fig. 3 where the ratio (yy, — Ym )V i
plotted as a function of ¢® and f;—, at kH = 0.5 with y,,, the
mid-potential evaluated for ;—; = 1. At fixed f;—, this ratio
exhibits a maximum for a threshold value of ¢*. The presence
of this maximum is intrinsically due to the non-linearity of the
PB equation, as verified by comparing the results with those
obtained within Debye—Hiickel approximation (Fig. 3).

In Fig. 4A, the homo-interaction situation commented
above is further analyzed for f;—; 5, ¢® = 1 mM,
d;—1 = 10 nm and various thicknesses d,—, of the external
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Fig. 2 Homo-interaction Gibbs energy between two (identical) soft multi-layered particles in 100 mM (panel A), 10 mM (panel B) and 1 mM
(panel C) bulk electrolyte concentration as a function of normalized interdistance xH for various ratios ;=1 = p;=1/pi=2(=p;=2/p;=1) (indicated).
Plain lines: numerical simulations based on non-linearized Poisson—Boltzmann equation. Dashed lines: analytical predictions based on eqn (28).

Model parameters: a; = a, = 300nm, N = M = 2,9,

= 0;=> = 10nm, §;=> = 0;=; = Snm, n;—> = n;=; = 10mM, alle = —1,alla — 0, all

w — 1, z = 1. (D-F) Dimensionless potential distribution (issued from non-linearized Poisson—Boltzmann equation) from the core surface of
particle 1 to that of particle 2 under conditions of panels A—C with f;_; = 5 for various xH (indicated) and ¢* = 100 mM (panel D), 10 mM

(panel E) and 1 mM (panel F).
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Fig. 3 Ratio (ym — y5,)/»i as a function of bulk electrolyte concen-
tration ¢™ at various values of f;,— (indicated) for kH = 0.5 under
conditions of Fig. 2. Plain and dashed lines are results obtained from
non-linearized and linearized Poisson-Boltzmann equations, respec-
tively. See text for further details.

layer of particle 1. In agreement with results of Fig. 2,
AGY *P(H) is strongly impacted by ;- for such a value of ¢*.
In detail, when increasing J;-,/d;—1, kd;—, increases and the
interaction becomes significantly governed by the layer
positioned within length «~' from the surface, i.e. the outer
layer i = 2. Because f/;—; > 1, local potentials within layer
i = 2 are necessarily lower (in magnitude) than those in layer

i = 1 (Fig. 4B-D) so that, in turn, AG P decreases with
increasing J;-,/0,— at fixed xH. In the limit 6,-,/5;—; — o0,
AGY *P(H) is exclusively determined by the electrostatic
properties of layer i = 2. This limit corresponds to Donnan
partitioning of ions across the interphase extending from bulk
of layer i = 2 to outer electrolyte solution (Fig. 4D). Under
such conditions, the potential profiles within layer i = 1 and in
bulk of layer i = 2 are not affected upon decrease of xH. This
limiting situation corresponds to a ‘Donnan-potential
regulated’ interaction, terminology introduced earlier by
Ohshima.®®> Fig. 4A further shows that estimations of
AGE P from eqn (28) poorly reproduce the exact numerical
results and thereby erroneously quantify the respective
contributions of each layer on AGY *P(H).

From the above commented dependence of AGEY *P(H) on
d;=2/0;—1 and ¢”, we anticipate that the Gibbs energy of
electrostatic interactions between identical bacteria covered by
surface appendages of few hundreds of nm (e.g. LPS or
capsule) is solely determined by details of the potential
distribution within the most external part of the bacteria only.
This is true for ionic strengths as low as 1 mM. On the
contrary, if the bacterial surface appendages are few nm thick,
AGZE P will then be strongly affected not only by the electro-
static features of the external part of the bacteria but also by
their most internal peripheral organizations, which include the
cell wall.

3.1.2 Hetero-interactions. We now examine electrostatic
interactions between dissimilar soft particles. The analysis is
still restricted to homogeneous layers and complete
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Fig. 4 (A) Homo-interaction Gibbs energy between two (identical) soft multi-layered particles in 1 mM bulk electrolyte concentration as a
function of normalized interdistance xH for various ratios d;—>/d;,=1(=0;=1/0;=>). Plain lines: numerical simulations based on non-linearized
Poisson—Boltzmann equation. Dashed lines: analytical predictions based on eqn (28). Model parameters: ¢; = @, = 300 nm, N = M = 2,

0i=1 = 06— = 10nm, B;—y = ;- = 5, m—2 =

nj—y = 10 mM, alle = —1,alla —» 0, all 4 —» 1, z = 1. (B-D) Dimensionless potential

distribution (issued from non-linearized Poisson—Boltzmann equation) from the core surface of particle 1 to that of particle 2 under conditions of
panel A for various kH (indicated) and various ratios J;—,/d;— (indicated).

dissociation of ionogenic groups, with N = 2, M = 1,
0;=1 = 10 nm, 6;—» = d;=; = 5nm, a; = a, = 300 nm,
ni—> = nj—=; = 10mM and ¢;—, = ¢—; = 1. The dependence
of AGY P on kH is given in Fig. 5 for ¢* = 100, 10 and 1 mM
as a function of the ratio f;—; = p;—1/p;—> which reflects the
magnitude and sign of the charge density within internal layer
i = 1 of particle 1. For ¢* = 100 mM, AGY *P is nearly
independent of f§;—; and remains essentially determined by the
electrostatic repulsion between layer i = 2 of particle 1 and
j = 1 of particle 2 (case kd;—» > 1, see analogy with Fig. 2A).
Only at very small separation distances, internal layer i = 1
modestly impacts AGY *P. In detail, the above repulsion is
somewhat reduced when layer i = 1 carries a negative charge
(Bi=1 < 0), whereas it is slightly enhanced for f5;—; > 0. Upon
decrease of ¢, kd,—, decreases and the trends commented
for ¢® = 100 mM are magnified. AGY P then becomes
increasingly affected by details of the potential distribution
within layer i = 1 so that particle interaction may become
attractive for sufficiently negative f;—,. At ¢* = 100 mM,
excellent agreement is met between AG *P evaluated according
to eqn (25) and that obtained via the numerical methodology
detailed in Section 2.2.3. This is in agreement with the
magnitude of the corresponding local potentials across the
interacting multi-layered interphases (Fig. SD). Similarly to
homo-interactions, discrepancies arise for decreasing ¢*.
However, the major difference is that for hetero-interactions,
analytical expressions based on Debye—Hiickel approximation
may now fail in reproducing adequately the sign of AGZ *P.
In particular, for f;—; = —5and ¢® = 10 mM, the magnitude
of the local potentials within the negatively charged layer
i = 1 of particle 1 is necessarily over-estimated with the

use of linearized PB equation. In turn, analytical results
suggest attractive particle interaction whereas rigorous
treatment of electrostatics points out an interaction of
opposite sign. This clearly emphasizes the severe limits
of Debye—Hiickel approximation when applied to the
formulation of electrostatic interaction between soft multi-
layered particles.

In Fig. 5D-F, potential distributions at 100 mM, 10 mM
and 1 mM electrolyte concentrations are shown for ;- = —2
and various xH under conditions of Fig. 5A-C. The
dissimilarity of the interacting particles is now clearly reflected
in the potential distributions. For ¢ = 100 mM, Donnan
conditions apply to layers i = 1 and j = 1. Upon double layer
overlap, the Donnan potentials of these layers remain
unaffected while potentials within layer i = 2 and across the
double layer overlap region increase, thus giving rise to
particles repulsion. At 10 mM, the requirements for Donnan

partitioning in layers i = 1 and j = 1 are not satisfied, as
judged from the non-zero value of the electric field at
X = xo© = 0"and x = xyi a1 . When reducing xH,

potentials within layer i = 1 remain basically unaffected while
those within layer i = 2 and in the double layer overlap region
increase. The new feature is that the potential at the core
surface of particle 2 now also increases essentially because
kd;—1 ~ 1. The resulting picture is that of a repulsive inter-
action between particles. At 1 mM, electric double layer
significantly extends with the most internal layer i = 1 of
particle 1 and attraction sets in upon particles approach. This
is mainly due to the interaction between layers i = 1 and j = 1
that carry charges of opposite signs for f;—; = —2. Such
attraction is typically manifested by a concomitant decrease
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Fig. 5 (A-C) Hetero-interaction Gibbs energy between two soft particles in 100 mM (panel A), 10 mM (panel B) and 1 mM (panel C) bulk
electrolyte concentration as a function of normalized interdistance kH for various ratios $;—1 = p;—1/pi—». Plain lines: numerical simulations
based on non-linearized Poisson-Boltzmann equation. Dashed lines: predictions from analytical eqn (25). Model parameters: a; = a, = 300 nm,
N=2,M=1,0-;=10nm,0;—> = 0;=; = Snm, nj—» = nj—; = 10mM, ¢;—» = ¢;—; = l,alla - 0,all 4 —» 1,z = 1. (D-F) Dimensionless
potential distribution (issued from non-linearized Poisson—Boltzmann equation) from the core surface of particle 1 to that of particle 2 under
conditions specified in panels A-C with B;—; = —2 at various kH (indicated) and ¢* = 100 mM (panel D), 10 mM (panel E) and 1 mM (panel F).

(in magnitude) of the core surface potentials of particles 1 and
2 when reducing xH.

From Fig. 5, it follows that the respective contributions of
the various layers in determining both magnitude and sign of
AGE P are strongly dependent on the salt content in the
medium. By the same token, it is anticipated that for a given
¢®, AGYE P is critically determined by the ratio between the
thicknesses of layers within a given multi-layered interphase.
This is illustrated in Fig. 6 where AG P is plotted versus k H
for different 6,—», the situation considered being that of Fig. 5
with f;—; = =2 and ¢® = | mM. For 0;,-,/0;—; — o0,
AGT P is solely governed by the repulsion between layer i = 2
of particle 1 and layer j = 1 of particle 2. In the other limit
where d;-,/0;—1 — 0, AG P is negative and this attraction is
exclusively caused by electrostatic forces exerted between the
oppositely charged layers i = 1 and j = 1. For decreasing
values of 0;,-,/0;—; between these two limits, the overall
particle interaction gradually passes from repulsion to attraction,
thereby pointing out an increased contribution of layer
i = 1. For the sake of completeness, potential profiles for
0i=2/0i=1 — 0, 0;=2/6;=1 = 1/2 and 9;=»/6,=; — 0 are
reported in Fig. 6B-D for various kH and 1 mM electrolyte
concentration. The attractive or repulsive nature of the inter-
action is marked by characteristic evolutions of the potential
distributions with kH as commented in Fig. 5.

In Fig. 7, we briefly illustrate the impact of heterogeneous
distributions of ionogenic groups within a given layer of the
multi-layered interphase 1. To simplify the discussion, we

so that all layers are positively charged and the heterogeneity
in distribution of completely dissociated ionogenic groups
pertains to layers composing the multi-layered interphase
1 only. The considered distributions are shown in Fig. 7C
where the quantity n(x)/n;—, is plotted for various sets of o;—
and a;—». The corresponding dependence of AGY P on xH is
shown in Fig. 7A and B for ¢® = 100 mM and ¢* = 1 mM,
respectively. Also, in line with the discussion given in Section
2.1.1, we systematically indicated the minimum xH value that
conforms to the conditions of non-overlap of the diffuse tail of
interphase 1 with the layer j = 1 of particle 2. This value
corresponds to the position x where n(x) is only one percent of
the ionogenic group concentration reached in layer i = 1 at
x = xo = 0. Upon expansion of the multi-layered interphase 1
toward the electrolyte side, i.e. with increasing o;—; and/or
o;—», the repulsive electrostatic interactions between the
particles within the relevant x H range are basically suppressed
as compared to the situation where ¢;—; — 0 and ¢;—, — 0.
This suppression is quasi-complete at 100 mM while some
repulsion persists at 1 mM. In the latter situation, for a given
kH at fixed o,_1, repulsion slightly increases when increasing
the length of the diffuse tails of multi-layered interphase 1, i.e.
upon increase of o;—5. This is due to the corresponding local
increase of concentration of charged ionogenic groups as
accompanied by that of local electrostatic potentials.

The main feature underlined by results of Fig. 7 is that a soft
particle may easily attach to another particle or substratum by
deploying its soft surface component in such a manner that it

adopt the model parameters N = 2, M = 1, f;—; = 3, crosses partially or completely the unfavorable electrostatic
0j=1 = 20 nm, §,—» = 10 nm, ;= = 5nm, a; = a» = energy barrier which it could not cross otherwise. Note that
300 nm, n;—» = nm—=; = 10mM, g;—» = g;=; = land ¢j—; — 0, this deployment and subsequent electrostatic energy barrier
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Fig. 6 (A) Hetero-interaction Gibbs energy between two soft particles in 1 mM electrolyte bulk concentration as a function of normalized interdistance

KH for various ratios d,-,/d;— . Results stem from numerical simulations based on non-linearized Poisson—Boltzmann equation. Model parameters:
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z = 1. (B-D) Dimensionless potential distribution (issued from non-linearized Poisson—Boltzmann equation) from the core surface of particle 1 to that of

particle 2 for various values of kH (indicated) and various ratios d;—,/0;— (indicated) under conditions of panel A.
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the interacting particles. Model parameters: ¢; = a> = 300nm, N = 2, M = 1,6,—; = 20nm, 6;—> = 10nm, é,—; = 5nm, f;—; = p;=1/p;=2 = 3,
Ni—y = M=y = 10mM, g;—> = ;=1 = 1, ;-1 =0, all g —» 1,z = 1. (C) Spatial distribution for the concentration of ionogenic groups normalized
with respect to n;—, across the interphase of particle 1 for the various sets of values (o;—1, ®;—) adopted in panels A and B.

bypass may be driven by biological processes in the case of osmotic stress. The soft particle then gets closer to the target
bioparticles but also be the result of swelling in response to surface and short-range attractive interaction or specific
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Fig. 8 (A-C) Hetero-interaction Gibbs energy between two soft particles in 100 mM (panel A), 10 mM (panel B) and 1 mM (panel C) electrolyte
bulk concentration as a function of normalized interdistance xH for various pH values (indicated). Plain lines: numerical simulations based on
non-linearized Poisson—Boltzmann equation. Dashed lines: predictions from semi-analytical expressions given in ESI.¥ Model parameters: a; =
a, =300nm, N =2, M = 1,6;=; = 10nm, 6;=» = 0;=1 = Snm, nj=; = nj=» = nj=; = 10mM, g;=; = 1,g=> = g=; = —Lalla - 0, = = 1,

pKi=1 = 9, pKi=» =

3,z = 1. (D and E) Dimensionless potential distribution (issued from non-linearized Poisson—Boltzmann equation) from the

core surface of particle 1 to that of particle 2 under conditions specified in panels A—C with pH = 4 for various values of kH (indicated) and
¢® = 100 mM (panel D) and 10 mM (panel E). Panel F: as in panels D and E with electrolyte concentration 1 mM, pH = 4 (plain lines) and

pH = 7 (dashed lines).

interactions may take the relay for effective adhesion/deposition.
The above processes, though intuitively anticipated by several
authors,> may be apprehended on a quantitative basis by
means of the here-reported theory. Finally, for multi-layered
particles exhibiting position-dependent charge distributions
within their most internal layers only, the way these inner
heterogeneities impact AGY P depends on whether or not they
affect the potential distribution located within the part of the
multi-layered interphases which are operative in governing
AGE P (not shown).

As a final illustration of hetero-interaction within Deryagin
approximation, we report in Fig. 8 the Gibbs energy of
electrostatic interaction between two soft particles (N = 2,
M = 1) in 100 mM, 10 mM and 1 mM electrolyte bulk
concentration as a function of solution pH. The ionogenic sites
carried by particle 2 are fully dissociated and negatively
charged, while partial dissociation for the ionizable sites
embedded within layers i = 1, 2 of particle 1 is now considered

withe;—y = 1,pK;—1 = 9and¢;—, = —1, pK;—, = 3. Particles
geometry and total concentration of ionogenic groups
are further defined by n;—y = nm—> = nj—, 10 mM,
0;=1 = 10nm, 6;—» = 6=y = Snm, ox - 0, ay = a, =

300 nm. Overall, results are qualitatively analogous to those
commented in situations where ionogenic groups are fully
dissociated (Fig. 5). At 100 mM, the interaction is mainly
conditioned by the repulsive interaction between layers i = 2
and j = 1. Upon increase of pH, charge density within layer
i = 2 1is increasingly negative (eqn (1)) so that for a given kH,

repulsion increases and reaches a maximum for pH > 3 where
full dissociation of groups in layer i = 2 is achieved. Upon
decrease of ¢®, the protolytic features of layer i = 1 interfere
significantly with those of layer i = 2 in determining AGY *P.
In detail, a decrease of pH increases the density of positive
charges carried by layer i = 1 so that for sufficiently low values
of ¢™ where kd;-> < 1, AGY*P becomes negative as a result of
the predominant attraction between layers i = 1 and j = 2.
For some pH values, AGE P may even exhibit a shallow
maximum as a function of kH, which reflects that the respec-
tive contributions of layers i = 1, 2 in determining magnitude
and sign of AG¥ P is a function of separation distance. The
potential profiles depicted in Fig. 8D-F for pH = 4 and
pH = 7 for various kH corroborate the above comments.
Finally, estimations of AG} *P issued from the semi-analytical
approach described in ESIf are excellent to reasonable for
¢® = 100 mM and ¢* = 10 mM if compared to exact numerical
results. They become however extremely poor in the low ionic
strength regime (both with respect to sign and magnitude of
interaction energy) where potential distribution within most
internal layer of particle 1 affects significantly AGY *P.

3.2 Limitations of Deryagin treatment as compared to general
formulation of electrostatic interactions between soft
multi-layered particles

In this section, we give a quantitative comparison between
AGY P evaluated rigorously via the numerical strategy detailed
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Fig. 9 Hetero-interaction Gibbs energy between two soft particles in 100 mM (panel A), 10 mM (panel B) and 1 mM (panel C) electrolyte bulk
concentration as a function of normalized interdistance xH. Symbols are issued from rigorous evaluation of the interaction energy taking into
account the curvature of the potential distribution within/outside the particles (eqn (29), (32) and resolution of 2D non-linear Poisson—Boltzmann
(PB) eqn (30) and (31)). Curve 1: same as for the symbols except that the linearized Poisson—-Boltzmann equation is considered (eqn (39)). Curve 2:
computation following Deryagin’s approach with non-linearized PB equation (eqn (14)—(16), (19)). Curve 3: issued following Deryagin’s approach
with linearized PB equation (eqn (25)). (D-F) 2D potential contour plots (in V) in 100 mM (panel D), 10 mM (panel E) and 1 mM (panel F)
electrolyte bulk concentration at two separation distances xH (indicated). Results are issued from the numerical solution of 2D non-linear PB
equation. Model parameters in (A-F): ¢ = a, = 10nm, N = 2, M = 2, all 6, = Snm, =y = pi=1/pi=> = =3, Bj=2 = pj=2/pj=1 = +3,
ni—p = nj—; = 10mM, all « —» 0, all u - 1, z = 1. P1 and P2 stand for particles 1 and 2, respectively.

in Section 2.3.2 (eqn (29)~(32)) and that obtained following
Deryagin formulation (eqn (19)) in combination with non-
linearized PB equation. For that purpose, we consider the
electrostatic interaction between two soft multi-layered
particles with N = 2, M = 2 and ionogenic sites are fully
dissociated and homogenously distributed within each layer of
particles 1 and 2 (o — 0). In addition, charge densities within
layersi = 2 and j = 1, 2 are chosen positive with ;=1 = p;—1/
Pi=2 = =3, Bj=2 = pj=2/pj=1 = +3, = = nj—; = 10 mM,
0 = Snmand a; = a, = 10 nm. Results are provided in Fig. 9
for three ionic strengths 100 mM (panel A), 10 mM (panel B)
and 1 mM (panel C), which correspond to
Kay» =~ 10, 3 and 1, respectively. As expected from the results
commented in Section 3.1, the impact of internal particle layers
i = 1 andj = 2 on the particle/particle electrostatic interaction
features increases upon decrease of ionic strength. As a result,
AGF P is positive at large ionic strengths where repulsive
interaction between layers i = 2 and ; = 1
predominantly contributes to AG P, while AG P < 0 at
sufficiently low ¢* where this is the attractive interaction
between layers i = 1 and j = 2 that significantly determines AG
PP, These trends are qualitatively reproduced within both
rigorous treatment and approximate Deryagin formulation of
the problem within the framework of non-linearized Poisson—
Boltzmann equation. Quantitatively, eqn (14)~(16), (19) provide
a satisfactory estimate for AGJ P at 100 mM where curvature
effects on potential distribution and interaction are most

negligible, in line with xa; , » 1 and H/R,, « 1. Under such
ionic strength condition, application of Deryagin approximation
leads to a slight overestimation of the exact AGY °P, a feature
already reported for the electrostatic interactions between
hard particles.! At 10 mM, eqn (14)~(16), (19) still reproduce
in an acceptable manner the exact AGEP *P, which is surprising
in view of the corresponding value of xa;,. In addition,
contrary to the situation at ¢® = 100 mM, eqn (14)—(16),
(19) now underestimate the correct AGel *P at 10 mM. These
elements are explained by the fact that Deryagin approximation
leads to an overestimation of the contribution of the internal
layer of particle 1 to AGZ ®P. Since this contribution is
necessarily more important at 10 mM than at 100 mM,
eqn (14)-(16), (19) predict positive but lower AGE P as
compared to values obtained from eqn (29)—(32). For
¢® = 1 mM where attraction between layers i = 1 and
Jj = 2 significantly governs particles interaction, eqn (14)—(16),
(19) overestimate the magnitude of the exact AGH P, as
expected from the limits underlying the validity of Deryagin
formulation.

The above discussion underlines that one should be very
cautious in using eqn (19) (in conjunction with non-linearized
PB equation) for predicting the respective contributions of
each layer in determining the Gibbs energy of interaction
between multi-layered systems. This warning was also formulated
in Section 3.1 (Fig. 5) when discussing the limits of
Debye—Hiickel approximation in reproducing the sign of
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AGT P for the interaction between multi-layered particles
obeying the requirements for application of eqn (19). For
the sake of comparison, we further report in Fig. 9 the
AGE P issued from eqn (39) which includes curvature effects
albeit within Debye—Hiickel approximation. As expected,
agreement with rigorous results from eqn (29)—(32) is excellent
to poor upon decrease of ionic strength, i.e. when increasing
the magnitude of the local potentials within and outside the
interacting interphases.

The 2D potential distributions under conditions of
Fig. 9A—C are reported in Fig. 9D-F for kH = 11 (particles
1 and 2 are isolated) and xH = 0.1 (double layers strongly
overlap). At 100 mM, it is remarkable to note that despite
the dissymmetry of the particles, the equipotential lines
distributed around the particles and within depth ~1/k
are symmetrical with respect to the position half way the
separation distance. This is so because the identical layers
i = 2andj = 1 govern the particles interaction at 100 mM salt
concentration. This symmetry is lost upon increase of
the contribution of most internal particle layers, i.e. when
decreasing ¢ and/or decreasing kH. In particular, at ¢ =
1 mM where Debye—Hiickel approximation is inappropriate,
the potential profiles around/within the particles and across
the double layer overlap region strongly depend on the polar
angle 0. This is in line with the comment given in Section 2.3.1
where we anticipated the requirement for considering the
0-dependent part of the V> operator within the modeling
of electrostatic interactions between moderately to highly
charged multi-layered particles.

4. Conclusions

The main purpose of this paper is to give a comprehensive
elaboration of electrostatic interaction between spherical
soft multi-layered (bio)particles, e.g. bacteria, viruses or
multi-layered polyelectrolyte particles. A model is used which
is sufficiently complete to tackle all situations in terms of
particles size, magnitude of charge densities, dissociation of
ionogenic groups or degree of interphasial diffuseness.
In addition, it applies to all cases of homo- and hetero-
interactions between hard, soft or entirely porous colloids.
The model is elaborated from the general expression for the
Gibbs electrostatic interaction energy between hard particles
as originally derived by Verwey and Overbeek. The electro-
statics is further formulated within the framework of non-
linearized Poisson—-Boltzmann equation which includes the
effects of partial dissociation of ionogenic groups and their
heterogeneous distribution within each layer composing the
interacting multi-layered interphases. Special attention is
devoted to particles like bacteria of which sizes justify
application of Deryagin treatment within ionic strength range
of practical interest (typically 1 mM—-100 mM).

Our approach offers an improvement of a recent model by
Ohshima®*’ which was mainly developed within Debye—Hiickel
and Deryagin approximations for the electrostatic inter-
action between soft mono-shell particles. The results reported
here strongly underline the limits of this analytical theory
in adequately interpreting the role played by each layer
around interacting multi-layered particles in governing both

magnitude and sign of their overall electrostatic interaction
features.
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Glossary of symbols

Subscripts

Index i Refers to the ith-layer within multi-layered
interphase 1 (i = 1,...,N).

Index j Refers to the jth-layer within multi-layered
interphase 2 (j = 1,...,M).

Index k& k = iand k = j refer to the i-th and j-th layer
within multi-layered interphases 1 and 2,
respectively.

Main symbols

a; Radius of the hard core of particle 1.

a Radius of the hard core of particle 2.

c” Bulk concentration of z : z electrolyte.

i Function used for defining the spatial

distribution of ionogenic groups within
the kth-layer.

g Function used for defining the spatial
distribution of ionogenic groups across
multi-layered interphase 1.

g Function used for defining the spatial
distribution of ionogenic groups across
multi-layered interphase 2.

KD Function used for defining the spatial
distribution of ionogenic groups across
multi-layered interphase 1 with including
their partial dissociation features.

> Function used for defining the spatial
distribution of ionogenic groups across
multi-layered interphase 2 with including
their partial dissociation features.

H Separation distance between particles 1 and 2.

K Acidity constant associated to eqn (1) or eqn (2)
within the kth layer.

M Number of layers around the core of particle 2.

N Number of layers around the core of particle 1.

n Position-dependent concentration of ionogenic
groups.

Ny Volume concentration of ionogenic groups
within the kth-layer when fully dissociated.

Ry Curvature radius of particle 1.

R, Curvature radius of particle 2.

(r1,r2,0) Coordinate system as specified in Fig. 1A.

X Spatial position as defined in Fig. 1A. x runs

fromx = xo=0tox = Xyipr+1-
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X

y

Ym

Position defined by x; = (xy+1 — xn)/2
(relevant for homo-interaction).

Local dimensionless electrostatic potential.
Local dimensionless potential at x = xg
(relevant for homo-interaction).

Greek symbols

O Decay length for the spatial distribution of
ionogenic groups concentration within the
kth-layer.

Pr Dimensionless charge density within kth-layer.

Ok Thickness of the kth-shell layer.

AGE P Electrostatic interaction Gibbs energy between
two spherical particles.

AGE P Electrostatic interaction Gibbs energy between a
spherical particle and a plane.

AGEP Electrostatic interaction Gibbs energy between
two planes.

&k Parameter indicating the type of dissociation
reaction relevant for the ionogenic groups
distributed within the kth-layer.

Eobr Dielectric permittivity of the medium.

K Reciprocal screening Debye layer thickness.

e Partial dissociation function for the ionogenic
groups located within the kth-layer.

v Parameter expressing the stage of discharging
process (see text for details).

W Local electrostatic potential.

Dtix Local charge density stemming from fixed
charges distributed within multi-layered
interphases 1 and 2.

DOk Maximum charge density reachable within the
kth-layer.

11 Disjoining pressure.
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SUPPORTING INFORMATION
Electrostatic Interactions Between Diffuse Soft Multi-Layered
(Bio)Particles: Beyond Debye-Hiickel Approximation and

Deryagin Formulation

Jérome F.L. Duval,* Jenny Merlin, Puranam A. L. Narayana

Laboratoire Environnement et Minéralurgie, Nancy-Université, UMR7569 CNRS, BP 40 — F-
54501 Vandoeuvre-l¢s-Nancy Cedex, France.

1. Analytical expression for the electrostatic potential profile within Debye-Hiickel and
Deryagin approximations assuming homogeneous distribution and complete dissociation for
ionogenic groups within each layer composing the interphases 1 and 2.

Under conditions of low electrostatic potentials ( y(x)<<1), complete dissociation

(L ( y) — 1) and homogeneous distribution (cy, — 0) of ionogenic groups within each layer

composing the multi-layered interphases 1 and 2, the potential distribution profile reads as

cosh (Kx) NiMsl 5 ‘
sinh (e . ) - h - S1
Sinh(KxN+M+l) mz=; (pm_l ,Om)sm [K(x’"“ xN+M+1)] (S1)

m{cosh [K(x = Xyarel )] ;(ﬁu,l — p,)sinh(xx, )+

N+M+1
COSh(KX) Z (1514—] _I[)u)Sinh[K(xu—l _xN+M+1):|} (SZ)

u=m+1

yl(x)zﬁl +

y2§m§N+M (X) = ﬁm +

COSh[K(x_xN+M+1):| N ~ - .
- h S3
sinh (K XN M1 ) ; (pmfl P ) st [KX"H ] (S3)

, where i v (x) = y(xm—l Sx< xm)’ Picien = Preien /(2cmoo)’ Py, =0 and

YN+ (x) = Pyimn t

Prsrcusnontss = Prsjounsm ! (ZFZCw) with p, and p; defined in the main text.

2. Semi-analytical formulation of H(H ) AGH? (H ) and AGT™ (H within Debye-Hiickel

and Deryagin approximations under the conditions oy, — 0 and i, ( y) 1.



For y(x) <<I1, o — 0 and g (y) =1, the linearized form of eq 14 in the space region

x, , <x<x, withm=1,..,N+M+1 is provided by

d2y (x) D1 Yo 0
I 2|1 L) () = 2 P (S4)

X, Sx<x,: 5 >
dx z(l—i—vm) <1+7m)

m-1 —

Ineq S4, Y,openonn (X) and p,, are defined below eq S3 and El<i<N = E€1<i<N » EN+1 =0,

~ . 1 Em plgmpr .
EN12<m<N+AM+1 = €j=m—N—1> Yi<m<m+N+1 = 10 ( ) with
Kici<y =Ki<i<y> PKy41=0 and Ky ooy yrry1 = Kj—p—n—1. It is here recalled

that index i and j pertain to layer i and j within interphase 1 and 2, respectively (see main text and
Glossary therein). The solutions of eq S4 then read as

x,  Sx<x,: Viemensarst (%) = 4, cosh(4,x)+ B, sinh(4,x)+ a, (S5)

1/2
pm]/mgm :|
2 5

where A4, and B, are constants to be determined and A, =x|1+
z(1+7,)

2
Wy, = [i] P—m Applying adequately the boundaries given by eqs 15-16 together with
A ) (14 Ym)

the continuity equations for the potential and electric field at the positions x,_, /. ., we show

m

that the 4, and B, are solutions of the algebraic equations written in the matrix form

T.S=C, (S6)
where S and C are the 2(N + M + 1) column vectors defined by
Al
A, Wy —w
: w3 —wsy
AN+M+1 :
S=| B . C=|wnppe —wnem (S7)
B, 0
BN+M+1 0

and T the 2(N + M+ 1) X 2(N + M + 1) matrix of which the elements 7, ; are defined by the

relationships
t,, = cosh(Z4x,)
{ =sinh(Ax.
i=1,.,N+M: ovaarn = SR (4%) (S8-S11)
lisn = _COSh(ﬂ'mxi)
L ienenrsn = —SINh (ﬂmxi)



ti,i—M—N = /,i’i—N—M Slnh(j’i—N—Mxi—N—M)

L =A yaycosh(A %
i=N+M+1,.2N+2M:{ " "M (Grearicnoar) (S12-S15)

liiinem = _Zi—N—MH Slnh(ﬂ‘i—N—MHxi—N—M)

ti,i+2 = _/11'—N—M+1 cosh (ﬂ“i—N—M+1xi—N—M)
LyoamaNeme = 1 (S16)
{t2N+2M+2,N+M+1 =sinh (2N+M+1XN+M+1) (S17-S18)
bynaams2ans2a+2 = COSh (/1N+M+1xN+M+1)

and ¢, =0 for couples (i, j) which are not specified in eqs S8-S18. For a given separation

distance H = x,,, —x, , the sets of solution 4, and B, may be obtained from eqs S6-S18

using Newton-Raphson method.! Combining eq S5 and eq 21, we further obtain for the disjoining
pressure

M(H)= Kz';"gf (%j (A DT ~[Bea DT} GaNmd 519

where we explicitly indicated that A,,, and B, both depend on H . Once I1(H) determined,

the integrations given by eqs 18-19 in the main text may be carried out using Simpson’s rule,’
which in turn yields AG5? (H) and AG™ (H).

3. Computation of 2D potential distribution between soft multi-layered particles using COMSOL

Multiphysics environment.
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Figure S1. Typical simulation box used within Comsol Multiphysics environment for the
evaluation of the potential distribution between two soft multi-layered particles separated by
distance H . The example is given for the situation considered in Figure 9 of the main text
(N =2,M =2). For the sake of convenience, calculations were performed in axi-symmetric
cylindrical geometry with the coordinate system (7gm, Zsim) as indicated in the figure. Because of
symmetry argument, the problem is indeed invariant upon rotation around the axis 7,=0. It was
systematically verified that the obtained numerical solutions for the potential profiles were
independent of the size/local density of the chosen mesh (an example of which is given in the
figure) and size of the simulation box as subsumed in the variables L and Z. In particular for
positions far from the particles, bulk condition for the electrostatic potential was assigned (i.e.
y — 0). The situation is therefore that of two spherical multi-layered particles enclosed in a

large cylinder of height Z and radius L . Computation of the volume integral involved in eq 29 of
the main text was of course performed using the appropriate integral definition in cylindrical
geometry. Also, depending on the geometry adopted for the interacting systems (spherical or
planar), eqs 33-36 or eqs 37-38 were expressed in terms of the coordinates (7gm, Zsm) USINg

straightforward geometrical relations existing between 7, 7, Fsim, Zsim OF 7}, X, Fsim, Zsim Where

7, I, and x are defined in Figure 1 of the main text and are recalled in Figure S1.

References.
1. Press, W. H.; Teukolsky, S. A.; Vetterling, W. T.; Flannery, B. P. in Numerical recipes in
Fortran, The Art of Scientific Computing, 2" ed.; Cambridge University Press: New-York, 1986.



Chapitre 2 — Interactions Electrostatiques entie)@articules

L’objectif principal de cette étude est I'évaluatia I'aide d’un formalisme théorique, des
interactions électrostatiques entre (bio)particulgshériques molles multicouches, g
bactéries, virus, ou entre particules polyélectesymulticouches. Le modeéle utilisé est
suffisamment complet pour intégrer toutes les sitna en terme de taille de particules,
magnitude des densités de charge, dissociation gleapes ionogéniques ou degré
d’hétérogénéité dans la distribution spatiale de geoupements. De plus, tous les cas
d’homo/hétéro-interactions, c'est-a-dire les intdicns entre mémes/différentes interfaces,
entre colloides durs, mous ou entierement poreuxverg étre traitées. Une attention
particuliere est dédiée aux particules comme letbas dont la taille justifie I'application du
traitement de Derjaguin dans la gamme de forceisjies d’intérét (typiquement entre 1 et
100mM). Notre approche offre une amélioration doerg# modéle d’Ohshima qui était
principalement développé dans le cadre des appatixins de Derjaguin et de Debye-Hickel
pour les interactions électrostatiques entre pdescmolles faiblement chargées enveloppées
d’'une seule couche homogéne perméable. Les résuiportés ici soulignent fortement les
limites de cette théorie analytique pour interpré&@errectement la contribution de chaque
couche perméable enveloppant les particules eragiten dans le contréle de la magnitude et

du signe de leur énergie d’interaction électrogtei

De plus, d'autres propriétés physico-chimiques o@)particules molles peuvent
aisément étre intégréees dans ce modele. Parmi@ltess par exemple I'hétérogéneéité des
groupements chimiques portés par la surface e#olep couches permeéables de la particule
et les mécanismes de régulation de leur charge.

Notons finalement que, en relation avec des expeéggde microscopie a force atomique
(AFM) réalisées dans le cadre de ce travail deethés formalisme peut étre utilisé pour
l'interprétation des interactions électrostatiquissues de I'approche d'une pointe de
dimension nanométrique (pointe AFM) vers une baetéde typee.g. Escherichia Colfvoir

la publication et Supporting Information du chapi).
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Chapitre 3 — Spéciation Dynamique de Métaux dass-dms Mous

Dans les milieux naturels aquatiques, les ions ligdias sont présents sous une large
gamme de complexes résultant de leur interacticer ales molécules ou des systémes
colloidaux biotiques ou abiotiques comme les aclileniques, les microorganismes ou les
films organiques. Ces divers complexes differerddment en termes de taille, de géométrie
et de nature, et, par conséquent, impactent différent sur la réactivité, mobilité ou
biodisponibilité des ions métalliques dans lesenii environnementaux et biologiques.

Les particules colloidales complexantes sont d&dirpar le confinement de leurs sites
réactifs dans la géométrie de la particule, sol& &urface ou au sein d’'une couche de
polyélectrolytes perméable aux ions. Par conséqlentprocessus de spéciation meétallique
dans des suspensions de particules molles compéesxaant contrélés par le couplage entre
les cinétiques de réactions locales et le trangfi@edsique des ions métaux libres depuis/vers
la particule. Des formalismes théoriques propodénide de la formation de complexes
métalliques entre particules colloidales complesset cations métalliques en fonction de la
taille, de la charge, de la perméabilité du cokoédl des conditions de flux hydrodynamiques
[1-3]. Ces résultats ont conduits & une profondectere du schéma classique d’Eigen
développé pour quantifier les cinétiques de foramatle complexes entre métaux et ligands
moléculaires. Cependant ces modéles sont seulapplitables dans les situations de régime
stationnaire, c’est-a-dire dans la gamme tempocgilies flux des ions métalliques (contrdlés
par les processus chimiques et de transport) deptssla particule ne dépendent pas du
temps. Les doubles couches électriques (DCE) aterpimases particules/solution sont
supposeées a I'équilibre. Les champs électrostagiqueour et a I'intérieur de la particule
maintiennent donc une configuration totalement xédadurant l'intégralité du transport
massique des métaux depuis/vers la particule entlla complexation métallique.

Cette approximation n’est cependant pas systénaatigat satisfaite (voir le chapitre 1
81.4.4). En effet, dans certaines situations, fuslon des ions métalliques depuis/vers les
particules complexantes est reliée aux processaraétlynamiques aux interfaces molles,
c’est-a-dire a la dynamique d’établissement de GEDa l'intérieur et a I'extérieur de la
particule. De plus, il est nécessaire d’intégrerdeocessus électrodynamiques pour I'étude de
la chémodynamique de complexes métalliques collidiarsque le temps d’établissement de
la DCE intra et extra-particulaire est supérieurdauméme ordre de grandeur que celui
associé a la formation du complexe métallique. IGED'est pas totalement relaxée durant la

formation du complexe pour de tels cas. Le coupkgee processus électrodynamiques et
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chémodynamiques aux interphases molles intervigategnent dans le cas ou les cations
métalliques participent eux-mémes a I'établissentenia DCE intra et extra-particulaire,

c’est-a-dire lorsque la quantité d’ions indifféremtans la solution et/ou le nombre de sites
réactifs dans/a la surface de la particule n’estgralarge excés par rapport a la quantité de

métaux dans la solution.

Ces différents arguments ont motivé ce travailrgpbse essentiellement sur I'examen du
couplage entre processus chémodynamiques de caspleétalliques colloidaux et
processus électrodynamiques a l'interface de cksides. Nous considérons ici la situation
ou les sites réactifs, pouvant former des complaxes des ions métalliques en solution, sont
distribués a lintérieur d’un film polyélectrolyt@ou, perméable aux ions, immergé dans une
solution électrolyte contenant les ions métalliquesfilm mou, initialement a I'équilibre, est
perturbé par champ électrique alternatif. La rdiaxade la DCE a linterphase film
mou/solution, gouvernée par les dynamiques de poahsdes ions et de cinétique de
complexation, est examinéga la détermination de la polarisation de la DCE etld
permittivité diélectrique du film en fonction de faééquence du champ appliqué. Cette
fréquence peut étre percue comme une sonde tergpquelpermet de balayer notre examen
des régions temporelles hors-équilibre pertinentpsur [|'étude des processus
chémodynamiques et électrodynamiques intervenans d@ spéciation de métaux a des

interphases molles complexes.

Dans la publication présentée dans ce chapitriiélarie est tout d’abord développée en
insistant sur la nature des divers processus date considérés et sur les expressions de
leurs fréquences de relaxation associées, c’'esedas frequences de formation/dissociation
du complexe et d'établissement de DCE. Les spediddsctriques obtenus (variations de
permittivité diélectrique en fonction de la fréequerdu champ) sont examinés et discutés pour
diverses combinaisons de ces trois fréquences téasditjues. Finalement, des extensions

futures de ce présent travail seront identifiéetissutées.
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We report a comprehensive formalism for the dynamics of metal speciation across an interphase
formed between a complexing soft film layer and an electrolyte solution containing indifferent
ions and metal ions that form complexes with charged molecular ligands distributed throughout
the film. The analysis integrates the intricate interplay between metal complexation kinetics and
diffusive metal transfer from/toward the ligand film, together with the kinetics of metal
electrostatic partitioning across the film/solution interphase. This partitioning is determined by the
settling dynamics of the interfacial electric double layer (EDL), as governed by time-dependent
conduction—diffusion transports of both indifferent and reactive metal ions. The coupling between
such chemodynamic and electrodynamic processes is evaluated via derivation of the dielectric
permittivity increment for the ligand film/electrolyte interphase that is perturbed upon application
of an ac electric field (pulsation w) between electrodes supporting the films. The dielectric
response is obtained from the w-dependent distributions of all ions across the ligand film, as ruled
by coupled Poisson—Nernst—Planck equations amended for a chemical source term involving the
intra-film complex formation and dissociation pulsations (w, and wq respectively). Dielectric
spectra are discussed for bare and film coated-electrodes over a wide range of field pulsations and
Deborah numbers De = w, q/wqig, Where wq; 1s the electric double layer relaxation pulsation.
The frequency-dependent dynamic or inert character of the formed metal complexes is then
addressed over a time window that ranges from transient to fully relaxed EDL. The shape and
magnitude of the dielectric spectra are further shown to reflect the lability of dynamic complexes,
i.e. whether the overall speciation process at a given pulsation  is primarily rate-limited either by
complexation kinetics or by ion-transport dynamics. The limits, strengths and extensions of the
approach are further discussed within the context of metal speciation dynamics at soft planar and

particulate complexing interphases.

1. Introduction

In natural aquatic systems, metal ions are present over a large
panel of complexes as a result of their interaction with
molecular ligands, biotic or abiotic ligand colloidal systems
such as humics, microorganisms or thin organic films.! These
various complexes largely differ in size, geometry and nature
and, therefore, differently impact the reactivity, mobility or
bioavailability of metal ions in environmental and biological
media."? Recent work demonstrated that the defining feature
of ligand colloidal particles is the confinement of their binding
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CNRS UMR 7569, 15 avenue du Charmois, B.P. 40,

54501 Vandoeuvre-les-Nancy, France.
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sites to the particulate body, either at the surface or within
the so-called soft ion-penetrable polyelectrolyte layer.>”’
Accordingly, the overall metal speciation process in dispersions
of soft ligand particles is controlled by the coupling between local
intra-particulate complexation kinetics and metal mass transfer
from/toward the complexing particle. Theoretical formalisms are
now available for defining the effective kinetic rate constant for
the formation of complexes between colloids and metal ions as a
function of size and charge of the colloid, hydrodynamic flow
conditions and soft particle permeability.* %% These results
have led to a profound review of the basic Eigen scheme''™'
originally developed for quantifying the formation kinetics of
complexes between metal ions and molecular ligands.

The models so far reported for the dynamics of colloidal
metal complex formation essentially pertain to the steady-state
situation (non-equilibrium chemical regime). The corre-
sponding flux of metal ions from/toward the soft ligand

This journal is © the Owner Societies 2012
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particles—as determined by mixed chemical kinetics and metal
transport* *31%js time-independent. Within such a picture,
the electric double layer (EDL for shortening) at the charged
ligand particle/solution interphase is taken at equilibrium. The
electric field distribution around and within the particle then
supposedly maintains a completely relaxed configuration all
during the metal mass transport from/toward the particle
and during the very metal complexation step. The appro-
priateness of this approximation is however not systematically
satisfied. Indeed, the characteristic time scale for the steady-
state diffusion-limited metal complexation at a charged spherical
nanoparticulate ligand of radius « is of the order of 14y =
aZ/DM, where Dy is the diffusion coefficient of metal ions. The
settling of particle electric double layer field takes place over a
time scale tgpr. = 1/(«k>D), where K is the reciprocal Debye
layer thickness and D is the diffusion coefficient of ions
contributing to the EDL composition (for the sake of demon-
stration, D is taken identical for all these ions). In the case of
nanoparticulate complexing systems, particle size and EDL
thickness are comparable for a practical range of electrolyte
concentrations (1 mM-100 mM). In turn, assuming Dy ~ D,
we obtain tgpp X 7Tgig. The latter equality basically implies
that diffusion of metal ions from/toward ligand nanoparticles is
necessarily interrelated with kinetics of their merely electrostatic
partitioning outside and within the charged nanoparticulate
body. The account of such interfacial electrodynamic processes
within the modeling of chemodynamics of particulate metal
complexes is also mandatory for a number of situations of
practical interest where:

(1) The characteristic rate constant for the formation of a
local metal-ligand pair within and/or at the surface of a
complexing particle is of the same order of magnitude or
faster than that required for building the EDL field around/
within the nanoparticle. This situation is typically that where
the background electrolyte does not establish double layers
fast enough to stay ahead of e.g. the dehydration step in the
Eigen mechanism.

(i1) Metal ions participate themselves in the settling of the
EDL field. This case is that where there is no excess of
background electrolyte and/or charged particulate ligand sites
as compared to the amount of free metal ions in solution.

In view of the above arguments, it is timely to tackle the
necessarily intricate coupling between chemodynamics of
colloidal metal complexes and interfacial colloid electro-
dynamics, which is essentially the purpose of this work. In
this first attempt where the fundaments of such a coupling are
reported, we consider the practically relevant situation of a
soft ion-penetrable ligand polyelectrolyte film immersed in an
electrolyte solution containing indifferent ions and metal ions
forming complex with reactive sites distributed throughout the
film. The film/solution interphase, initially at equilibrium, is
then subjected to an externally applied frequency-dependent
electric field. The corresponding relaxation of the electric
double layer, that is governed by the searched intertwined
complexation kinetics and ion-transport dynamics, is examined
via the determination of the frequency-dependent EDL polari-
zation and film dielectric permittivity.

The article is organized as follows. The theory is first devel-
oped and emphasis is brought on the nature of the various

interfacial processes considered and the expression of their
associated relaxation frequencies. The obtained dielectric spectra
are then discussed for various sets of complex formation/
dissociation Eigen frequencies in relation with the underlying
chemodynamic features of the metal complex. Finally, future
extensions of the current work are identified and discussed.

2. Theory

2.1. Description of the problem

In the following, we evaluate the dielectric response of soft,
ion-permeable complexing films positioned in a cell whose
geometry is typically that adopted for dielectric relaxation
spectroscopy measurements.'*'> In detail, two identical
complexing films of thickness & are placed at the surface of
parallel and ideally polarizable electrodes separated by a
distance H (Fig. 1). The cell is filled with a solution containing
an indifferent z:z symmetrical electrolyte of bulk concen-
tration ¢* = ¢ = ¢* where the subscripts + and — stand for
indifferent cations and anions, respectively. The medium
further involves free metal species M°M of bulk concentration
¢y and counter-ions A™ of bulk concentration ¢} = zmcj}, that
ensure overall solution electroneutrality. Ligands of valence z|,
denoted as L°t, are distributed throughout the soft films and may
react with metal ions MM present in the medium according to
the following complexation reaction

ka
MM 4 7L — MLMFL (1)
k 3

d

where k, and k4 are the local complex formation and dissociation
rate constants, respectively. The stability constant K of the
complex ML™M*2L is then defined by K = k,/kq. We further
introduce the dimensionless quantity K’ = K¢}, where ¢ is
the bulk concentration of ligand sites L°" in the film when those
are therein homogenously distributed (see details below). In
situations where the overall formation of metal complex
ML™M*L follows the Eigen mechanism with a rate-limiting
dehydration process,'® the rate constant k, is given by k, =
kwKos, Wwhere K, pertains to the stability constant of the rapidly
formed outer-sphere metal-ligand complex, and k,, is the rate
constant of the rate-limiting dehydration step where a water
molecule is released from the inner coordination sphere of the
metal ion and a coordination bond between metal and ligand is
formed. More general expressions for k, are available for cases
where the dehydration step is not rate-limiting.® For the sake of

E(o)

Fig. 1 Schematic representation of the soft ligand film layers sub-
mitted to an ac electric field applied between two electrodes supporting
the films.
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shortening, we further denote the ligands L*", the free metal ions
M™™ | the metal counter-ions A~ and the formed complex species
MLM*L a5 L, M, A and ML, respectively. In line with practical
arrangements of the dielectric cell,'*15  the developments
below exclude situations where there is overlap of electric double
layers developing at the films/solution interphases, and cases
where complexing films overlap. Consequently, the here-reported
theory is applicable provided that kH > 2 and H > 2d are

verified, where k is the reciprocal Debye length defined by

1/2
K= S Z2F%ct/RTéeoe; with z = z, = =z,
i=—+—AM
za = —1, F the Faraday number, R the gas constant, 7 the

temperature and é.¢, the dielectric permittivity of the aqueous
medium.

The formalism below integrates the possibility that ligands
are heterogeneously distributed across the identical complexing
films that face each other in the dielectric cell (Fig. 1). Adopting
such concept of soft diffuse interphase as detailed elsewhere
within the framework of electrohydrodynamics of soft particles
and thin polyelectrolyte films,'” ' the spatial profile for the
total amount of ligands L potentially available for metal binding
(i.e. prior to film exposure to metal ions) is given by

d) _tanh(W»

() :%x{z— tanh(%
2)

where x is the dimension perpendicular to the films/solution
interphases (0 < x < H, Fig. 1). The characteristic length o reflects
the gradual transition of ligand concentration from the bulk value
deep inside the films to zero outside the films. In the limit o — 0,
ligands are homogenously distributed throughout the films and
eqn (2) then reduces to (0 <x<d,H—-d<x<H)— cj,
and ¢f(d < x < H — d) — 0. The parameter y involved in eqn (2)
ensures that the total quantity of charged ligands within the films
remains constant upon variation of ¢, so that®

Xzzd//ow{l—tanh(x;d>}dx. ()

The reader is referred to ref. 18-23 for further details on the
introduction of continuous polymer segment density within electro-
static modelling of soft interphases.

The electric double layers formed between the soft ligand
film and the electrolyte solution are first let to reach equili-
brium, i.e. complete relaxation. As detailed in the theoretical
section, such equilibrium is met for a time scale that well
exceeds (2xD/H) !, where D pertains to the diffusion coeffi-
cient of ions in the medium. Following this equilibration step,
electric double layer composition is perturbed upon application
of a frequency-dependent electric field between the polarizable
electrodes supporting the complexing films (Fig. 1). The magni-
tude of that field is written Fe’’ where j is the imaginary number
/= —1, tis the time and w is the field pulsation. The relaxation
of the EDL is then followed as a function of the field frequency
o via examination of the dielectric permittivity of the system. We
provide in the next section the fundamental equations for the
coupled ion-transport dynamics and complexation kinetics that
govern the spatial and frequency-dependent distributions of all
ionic species present in the electrolyte medium and/or across the

film layers. On the basis of these ion concentration profiles,
expressions for the w-dependent polarization of the EDL and for
the searched dielectric permittivity of the system are derived.

2.2. Governing equations for coupled chemodynamics and
ion-transport dynamics

2.2.1. Electrostatic potential distribution at equilibrium
(in the absence of applied field). The first step of the analysis
requires a description of the equilibrium situation, i.e. that met
in the absence of the externally frequency-dependent applied
electric field. At equilibrium, the concentration of background
electrolyte ions and that of free metal species at a given
position x across the cell, ¢§(x) (i = —, M, A) follow
Boltzmann statistics

i=+,MA: §(x)=cexp(—zF¥P(x)/RT), (4)

where P°(x) is the local equilibrium electrostatic potential
governed by the Poisson equation

V2l115(x)—{ > nFE()+ Y. szcZ(x)} / Eobrs

i=£,MA k=L,ML
)

which is applicable when distances between film charges are
well below the Debye layer thickness 1/x (smeared-out electro-
static condition). ¢f(x) corresponds to the local equilibrium
concentration of ligands that have not formed a pair-complex
with M, and ¢} (x) that of ML complexes. Eqn (5) tacitly
implies that the permittivity of the solution is taken identical
to that inside the film, which is legitimate for sufficiently large
water content within the film."”**> Relaxing this condition is
straightforward via the account of the relevant spatial profile
of dielectric permittivity within the Laplacian operator V> =
92/0x? involved in eqn (5). The conservation of the amount of
reactive sites L within the film imposes

A(x) = i(x) + ). (6)
Using the definition of the complex stability constant K
K = S(¥)/[em(x)i ()], (M

and combining eqn (7) with eqn (4)—(6), we show that the
equilibrium electrostatic potential distribution is defined by
the Poisson—Boltzmann equation

V24(%) = {2z¢"sinh(zp*(F)) + zmclye M @

x (U= 1) — 2 @ (R)[1 + (2m/2L)

]}/ zie,
i=+,M,A

where we have introduced the scaled axial position X = xx, the
scaled local equilibrium potential y*(X) = F¥*(X)/RT and the
dimensionless Laplacian operator V2 = x~2V2. The boundary
conditions associated to eqn (8) reflect that the ideally polarizable
electrode surfaces are supposedly uncharged in the absence of

applied electric field,'” %23 je.

=0,kH — 0. (9)

x [+ (K7, ) exp(zmyS(

V£ (%)

This journal is © the Owner Societies 2012

Phys. Chem. Chem. Phys., 2012, 14,4491-4504 | 4493



Downloaded by Universite Henri Poincare Nancy on 06 April .
Published on 08 February 2012 on http://pubs.rsc.org | doi:10.1039/C2CP:

View Online

Modifications of eqn (9) for cases where electrodes carry a given
surface potential or a given surface charge are detailed else-
where.”® Because the function c{(x) introduced in eqn (2) is
continuous and continuously differentiable in the spatial range
0 < x < H, there is no need for introducing boundary conditions
other than those specified by eqn (9) at the positions X = 0 and
X = kH. The set of eqn (2)—(4), (6)+9) defines the searched
equilibrium distribution of the potential and that of the species
p = +,—, A, M, ML for any position x across the cell. For the
sake of simplicity and demonstration, the isotherm used in
eqn (8) for describing the adsorption of metal ions to ligand
films (at equilibrium) is expressed via a Langmuir equation
corrected for local electrostatics. It should be noted that
eqn (8) may be reformulated in terms of more sophisticated
isotherms, as provided by e.g. the Non-Ideal Competitive
Adsorption (NICA) model where heterogeneity, non-ideality
and multicomponent competition may be included if necessary.>*
However, it is critical that these NICA isotherms include an
electrostatic contribution that goes beyond the Donnan frame-
work implemented in e.g. the NICA-Donnan model.” Indeed,
the latter strictly holds for soft systems whose characteristic size
well exceeds the Debye length, which is the necessary condition
for assimilating the intra-substrate potential to Donnan
potential.

2.2.2. Frequency-dependent perturbations of local ion
concentrations and electrostatic potential distributions across
the cell (in the presence of applied field). In line with situations
of practical interest, the magnitude of the electric field applied
between the electrodes supporting the films is sufficiently small
for the response of the system to be treated according to linear
perturbation theory. The resulting time-dependent potential and
concentration profiles, denoted as W(xX.f) and ¢,— 4 ma LmL(X,0)
respectively, may then be formerly written as the sum of their
equilibrium value (Section 2.2.1) and a first-order electric field
perturbation term according to*®

B0 = ) + SP(X)™, (10)

where B(X,1) is a dummy function f(X) = P(X,f) or f(X) =
¢p=1.ma,LML(X:?). The flux of mobile ions J;— 4 v a(X,?) at a
given position X and time ¢ is further given by

D; N -
i=£MA: (% 0) = -2 Ea(®0VaE), (1)

which accounts for the conduction of mobile ions under the
action of local potential gradient, and for their diffusion inside
and outside the film. In eqn (11), D, is the diffusion coefficient
of ion i taken identical inside and outside the film, and the
quantity uAx,r) stands for the electrochemical potential of ion
i at position X and time ¢

i = £ MA: (%) = u° + zZ,RTY(X,t) + RT Inc(xX,1),
(12)

which, following eqn (10), is rewritten in the form
i= £MA: (%0 = uf + ou ()™, (13)

where p;° is the electrochemical potential of ion i at some
reference state, uj that at equilibrium and 6u,(X) is the first-
order field perturbation of the electrochemical potential of

ion i. At equilibrium, Vg = 0 so that the equilibrium
quantities y°(X) and ¢j(X) are interrelated via the following
equation?’

i = £MA: V) (X) = —V¢i(X)/[z;c5(X)]. (14)

Solving eqn (14) leads to the classical equilibrium Boltzmann law
given by eqn (4). Combining eqn (10), (12) and (13) provides the
following relationship between the key perturbation quantities
involved in the problem

i = £ MA: 0ulX) = zRTOWX) + RTScAX)/S(F). (15)

In virtue of mass conservation conditions, applied to the
indifferent free ion species present inside and outside the film,
we further have

i = A de(®0)/dt = —VI(%1). (16)

For the sake of mathematical convenience, we now introduce
the dimensionless first-order field perturbation term,

®;— 1 m.a(X), pertaining to the electrochemical potential of
ioni = £ M,A

i = +MA: §(%) = —ou(X)/(zRT). (17)

Combining eqn (10)—-(17) and discarding products of first-
order field perturbation terms, we obtain the dimensionless
Nernst—Planck equation written in terms of @;_ . A(X):

@ZQZ)LA (5{?) =ZxA @ye (f)@&sijA (55)

jo - - 5 (18)
7 (Pxa(X) +0y(X)).

KZDi‘A

Unlike indifferent ions, free metal ions M may interact
with sites L distributed in the films (eqn (1)). The mass
conservation law for M at any position X and time ¢ includes
the diffusion/conduction mass transport modes of M from/
toward the film/solution interphase corrected by a chemical
source term

dem(X,0/dt = =VIm(F,0) — kaem(X,0) eL(¥50) + kaemi(X,0).
19)

In the following, we introduce the relevant frequencies w, =

kaci and wgq = kg for the ML complex formation and

dissociation, respectively. The combination of eqn (10-15),
(17) and (19) applied to i = M then leads to

Jjo
K?zDM

wacf (X)/cf
<1 T o T oa(l 1+ Ky (3)

@Z@M(fc) = ZMﬁye(fé)ﬁ(iM (X‘) +

) (G () + 3y(5))
(20)

Within the framework of this study, we do not consider the
motion of the polymer chains within the films, or equivalently,
we neglect the transport of L and ML that possibly results from
(i) a local reconformation of the polymer chains supporting L
after a metal binding event,®® or (ii) a local reorganization of the
charged chains due to the applied electric fields.” The neglect of
such chain dynamic processes is acceptable for stiff, fairly rigid
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polymeric materials subjected to weak electrical stress. Under
such conditions, the conservation equations for ML and L then
simply reduce to

dCML(JZ,Z)/dZ = —dCL(f,l‘)/dl = kaCM(f,l‘)CL(f,l‘) — de'ML(f,l‘).
(21)

Combining eqn (21) with eqn (10) leads to

down (5) = —den () = LML ()

The remaining required equation governs the time-variation of
the potential distribution within and outside the soft ligand
films. It is provided by the Poisson equation

V¥ (x, 1) = —{ Z ziFei(x, 1) + Z ziFeg(x, t)}/sosr,

i=£,M,A k=L ML
(23)

which relates potential distribution and species concentration
profiles in the presence of the applied electric field. Combi-
nation of eqn (23) with eqn (10) provides the relationship
between first-order field perturbation terms

V20y(%) = — R Ti — { > zpF(ScI,(SC)}, (24)

p=ik

where the index p refers to the species i = +£,M,A and
k = L,ML. Finally, using eqn (15) and (22), we show after
some developments that eqn (24) may be written in the form

T2oy(E) = ﬁ {zzci - (%) + 0v(3)]

i=+ M.A
+2¢ (DB (%) + o) + & (R)BaE) + ¥()

+ 22 (0) [P (F) + S9(F)]

y (1 L od @/ )}

Jo + o4(1 + Ke§, (X))

The coupled differential equations (18), (20), (22) and (25) rule
the searched spatial distribution of the frequency-dependent first-
order field perturbation terms Sy(¥), @1 A(%), Pm(X), depr(X)
and dcy (X). The therein-involved equilibrium quantities y°(X) and
p=+amrLMmL(X) are defined by the set of equations detailed
in Section 2.2.1. The boundary conditions associated to the
perturbation terms pertaining to the potential and species
concentrations are specified in the next section.

(25)

2.3. Setting the boundary conditions for the first-order field
perturbation terms

Upon application of the electric field between the electrodes, the
latter get slightly charged and acquire a surface charge density
that we denote as g,. The potential §y(X) then necessarily satisfies

@(5y(,>~c)|g:0w = —Fo,/(RTkeoe,). (26)

The ideal polarizability of the electrodes further goes in pair with
the absence of ionic or electronic charge transfer at the positions

X = 0 and X = kH and further excludes the possibility of ion

adsorption at the electrode surfaces, i.e.”>
JiceamE = 0) = Ji—y am(X = kH) = 0, 27
or, equivalently,
ﬁqsi:i,A,M (-’2)‘&:0‘;&1 =0. (28)

2.4. Evaluation of the dielectric response

The application of an external electric field through the cell
depicted in Fig. 1 leads to conductive-diffusion fluxes of free
(mobile) ion species. The dissymmetry in mobile charge
distribution across the cell gives rise to a frequency-dependent
electric polarization P(w), which is a complex quantity defined
by the first moment of the charge distribution

P(w) = /0 ’ % Z ziFoc;(%)d%/ (K’ H) = P'(0) +jP" (w),

i=+ M.A
(29)

where P'(w) and P"'(w) are the real and imaginary parts of
P(w), respectively. The first-order perturbation terms dc,(X)
involved in eqn (29) are frequency-dependent. From eqn (15),
we have dc;— 4 ma(X) = —[P(X) + Op(X)]z:ci(X), where the
frequency-dependent terms ®X), dy(X) and the equilibrium
concentrations ¢§(X) are defined as detailed in Section 2.2.2
and Section 2.2.1, respectively. The two quantities of interest
for the evaluation of the dielectric response of the soft ligand
films are the frequency-dependent dielectric permittivity incre-
ment Ae’(w) and dielectric loss ¢''(w), both scaled with respect
to &,. The former corresponds to the part of the electric energy
stored by the system while the latter represents the contribution
dissipated in the form of thermal energy. The quantities Ae'(w)
and ¢''(w) are defined by the set of equations

Ae'(w) = &'(w) — & &(w) = &(w) — je'(w) (30)

where ¢(w) is the frequency-dependent complex permittivity
whose real and imaginary parts are denoted as &'(w) and &' (),
respectively. &(w) is related to P(w) via™®

&w) = &0o/[o — P(0)]. (3D

Using eqn (29)—(31), we finally obtain for A¢’(w) and &''(w) the
expressions

) =& o[00 — P'(0)] _
el ([ — P()] +[P"(o)] 1>7 )
Sll(w) — O_OP”(CU) (33)

70 — P(@) + [P"(0)

Using eqn (26), it may be shown that P(w) is linearly related to
the electrode surface charge so that, in turn, A¢’(w) and &'’ (w)
remain independent of g,,. In addition, it is verified that Ae'(w)
and ¢''(w) are conjugate functions satisfying the Kramers—
Kronig relations.*!

2.5. Numerical solution

The complexity of the set of intertwined non-linear differential
equations (8), (9), (18), (20), (25), (26) and (28) requires
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resorting to numerical analysis in order to obtain the searched
frequency-dependent functions dy(xX), <1~5i()€), (f'M()E), demi(X)
and the equilibrium quantities y°(X) and ¢p— 4 A m,LmL(X). For
that purpose, we built a FORTRAN program and solved over
a wide range of field pulsations of practical interest (Hz to
MHz) the above set of differential equations by a collocation
procedure making use of the COLSYS package.* Following
such a strategy, the searched solutions are assimilated to
polynomial functions estimated on an auto-adaptive spatial
grid with a prescribed accuracy set to 107* The electric
polarization (eqn (29)), the dielectric increment A¢'(w) and the
dielectric loss &''(w) (eqn (32) and (33)) were then evaluated on
the basis of the so-obtained (ii:i,M,A(.f), (X)) and ¢f— 4 pmA().
Within the sets of approximations detailed in the preceding
developments, the formalism is applicable without any restriction
on the film thickness and concentration ¢; of ligands. It therefore
covers the conventional Donnan limit strictly valid for kd > 1
and the Debye-Hiickel limit applicable for y°(¥) < 1. In addi-
tion, straightforward extensions of the above set of equations
may be done for cases where the electrolyte composition is more
involved than that adopted in the current study.

The validity and robustness of the numerical scheme were
successfully tested by comparing results with those obtained from
(i) analytical expressions that we derive below in the low
frequency-limit @ — 0 (see Section 2.7) and (ii) analytical
expressions already available in the literature,”>*** albeit for
the restrictive cases where electrodes are not covered by charged
soft films and ions present in the electrolyte solution are all
indifferent (see Section 2.6). We verified that the set of differential
equations for the situation where soft charged films cover the
electrodes (Sections 2.2., 2.3 and 2.4) is too complex for deriving
analytical expressions of A¢’(w), even in the Debye—Hiickel limit.

2.6. Analytical expression of the electric polarization in the
absence of soft ligand films for indifferent electrolytes

Let us consider the situation where electrodes are not covered
by charged soft films and the electrolyte solution is mono-
valent (z = 1) and indifferent, i.e. there is no chemical reaction
involving ions and electrode surface. Further assuming D, =
D_ = D,, the differential equations (18) and (25) and
associated boundaries (26) and (28) may then be simplified
using the pertaining limits ¢ =c¢y; =0, d = 0 and K — 0.
After lengthy algebraic manipulations, we then obtain for &(w)

1/2
. - WH
1 + 1 - -
(1 +jw/wepL) { <jw T CUEDL)

L coshljo + o) /o) =1 |
sinh(2[(jow + CUEDL)/(UH]I/Z)

e(w) = ¢

-1

(34)

where wgp; = 12D is the characteristic frequency for
building-up the EDL at the bare electrode surface. It physically
corresponds to the time needed for ions to diffuse across a
distance 1/x. The frequency wy = 4D./H* involved in
eqn (34) corresponds to the reciprocal of the time required for
ions to cross the cell by diffusion transport. Because local charge
excesses created by ion diffusion are opposed by ion migration

fluxes and vice versa, wgpy is comparable to w¢qng, the relaxation
frequency associated to jon migration within the EDL.®
Eqn (34) is valid without restriction on the magnitude of
ofowgpr and it satisfactorily reduces to the expression
obtained by Cirkel et al.>* and Chassagne er al.* in the limit
of practical interest @ « wgpr. In this limit, writing ¢, =
&gw — 0)and e, = &(w — o0), we show that eqn (34) can be
written in the form of a Debye dispersion®®
e (w) — €0 — €xo

ot 35
¢ 1+jw/wdiff ( )

where the relaxation frequency wg;, the quantities Ae’(w — 0) =
¢(w — 0) — ¢ and ¢, are defined by

oagr = (onogpL)'? = 2xDy /H,
Ad(w—0)=¢(kH/2-1) ) (36)

Eoo = &rp.

These results are in full agreement with those derived from
the equivalent resistance-capacitance (RC) series electrical
circuit proposed by Buck® in his seminal analysis of the time-
dependence of electrode polarization after application of a pulsed
electric field between two bare electrode surfaces separated by
an indifferent electrolyte solution. The single characteristic
frequency wgig, that is associated to the equivalent RC series
circuit®** of the system, may be expressed in the form wgg =
(RSK,ICEDL)A, where Cgpy represents the charging capacitance
of the EDL, Cgpr = &,6xS/2 (S is the electrode surface area),
and Ry, H/(Di%e0e,S) corresponds to the electrolyte
resistance expressed in terms of x. We systematically verified
that predictions from eqn (34)-(36) are in agreement with
numerical results obtained in the limits ¢f =¢}; =0, d = 0
and K — 0.

2.7. Analytical expression of the electric polarization in the
presence of soft ligand films

On the basis of the numerical scheme detailed in Section 2.5,
we evaluated the dielectric spectra for the situation where
electrodes are coated by charged homogeneous films (¢« — 0)
and are separated by a z:z indifferent electrolyte in the absence
of reactive metal ions (limits ¢y; =0, ¢} =0 and K — 0). The
analysis reveals that the spectra do not conform to eqn (35) and
do not follow Cole—Cole*”*® or Havriliak—Negami* EDL
relaxation expressions. Obviously, the presence of charged
films at the electrode surfaces dramatically affects the potential
distribution across the cell and, accordingly, invalidates the
use of simple dispersion schemes. A careful inspection of the
aforementioned spectra in the low and high frequency regimes
further underlines that ¢(w — o0) systematically reduces to &,
which is intuitively expected, and that Ae’(w — 0) satisfies, in
the limit of sufficiently thick film (xd > 1), the following
relationship

A0 — 0) = ekmH/2 — 1), (37)

where Kk, = xf[cosh(zyP)]V? is the reciprocal Debye layer
thickness in the film and yP =sinh~'[zrc} /(2z¢*)] is the
dimensionless equilibrium Donnan potential reached
deep inside the films.'®*” Eqn (37) constitutes the pendant of
the expression for Ae¢’(w — 0) given in eqn (36) in the case
where electrode surfaces are not covered by film layers.
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Eqn (37) basically corrects the Debye layer thickness, 1/k, by
the Donnan potential drop across the film. Such correction
was first reported by Ohshima,””*® who showed that the
potential drop within a thick, charged and homogeneous film
layer could be fully expressed in terms of an exponential decay
function involving the quantities x,, and y°. While eqn (37)
was found to reproduce the low frequency value of the
dielectric permittivity for film-coated electrodes, we observed
that the relaxation frequency wq;g for this system still satisfies
wgg oc 1/H, in line with eqn (36), but that wg;g cannot be
recovered with simply substituting k by k,, in eqn (36). It is
likely that the electrostatic component of wg;g for film-coated
electrodes is more involved than that expressed by eqn (36).
Finally, we emphasize that A¢'(w) spectra numerically evaluated
for various electrode separation distances H all reduce to the
same curve when plotted in the form Ae'(w)/A¢’'(w — 0) as a
function of w/wgig-

For cases where the Donnan potential y* is not reached in
the bulk film layer, i.e. when kd ~ 1 or kd < 1, we verified that
eqn (37) still remains valid with x, now defined by x, =
K[cosh(zy,)]"/?, with y, = y°(X = 0) the equilibrium electrode
surface potential of which semi-analytical expressions may be
derived following the methodology reported by Ohshima.***!

Finally, for cases where the electrolyte solution contains a z:z
indifferent background electrolyte with reactive metal ions M
and associated counter-ions A, the low-frequency value of A¢'(w)
may still be expressed by eqn (37) with x,,, now defined by

Km = [Kicosh(zy®) + kaexp(”) + rtexp(—zmy”)]',
(3%)

or

Km = [K3cosh(zy,) + KAexp(vo) + Kisexp(—zmyo)l' %,
(39)

which hold for kd » 1 (Donnan condition) and xkd ~ 1 or
kd < 1, respectively. The quantities 1/xy, 1/ky and 1/kp
are the contributions of the indifferent ions, metal ions
and counter-ions to the Debye layer thickness in solution,
ie. K& = 222cm*/RTsosr, Ky = Z%/]FZCM/RTSOSr and
ki = zmFPem/RTeokr respectively.

3. Results and discussions

Understanding the impact of metal complexation dynamics on
the dielectric response of soft ligand films first requires a
detailed analysis of the frequency-dependent permittivities
A¢'(w) and ¢’ (w) in the situation where the electrolyte solution
is indifferent, i.e. there are no metal ions able to form
complexes with charged sites L distributed across the film.
Accordingly, we discuss in a first stage (Section 3.1) the
frequency-dependent dielectric response of a soft film as a
function of z:z indifferent bulk electrolyte concentration s
film charge density zy c; , film thickness d, and film interphasial
heterogeneity o/d. In a second stage (Section 3.2), the coupling
between electric double layer dynamics and dynamic inter-
conversion of M into ML and vice versa within the film will be
detailed for a number of illustrative cases that cover a broad
range of electrodynamic relaxation frequency (wg;r) and chemo-
dynamic relaxation rates (w, and wy).

3.1. Interfacial polarization processes at the charged film/
indifferent electrolyte interface

We demonstrated in Section 2.6 (eqn (36)) that the relaxation
frequency gy for the bare electrode/indifferent electrolyte
interfaces disposed in the dielectric cell is determined by
intertwined diffusion of background ions across the electrode
double layers (scaling distance 1/x, characteristic frequency
wgpr) and across the entire cell (scaling distance H, character-
istic frequency wy). The electric polarization at the charged
film/indifferent electrolyte interface also depends on these
transport mechanisms and a direct analogy may be drawn
with polarization processes that take place at charged particles/
solution interfaces.** Let us develop here this analogy. For that
purpose, we consider negatively charged film layers immersed in
a solution containing a symmetrical and indifferent z: z electro-
lyte (Fig. 1). After application of the electric field pointing from
left to right (Fig. 2), counterions (cations in our case) composing
the EDL start to migrate from left to right within the EDL
regions. An accumulation (depletion) of cations is thus created
on the right (left, respectively) side of the EDL, as illustrated in
Fig. 2A. This mechanism occurs when the frequency of the
electric field is lower than wgpy, and leads to an increased electric
permittivity &'(w) with lowering w/wgpy . This relaxation process
can be assimilated to the so-called Maxwell-Wagner relaxation
for charged colloidal particles.*> For frequencies above wgpy .,
there is no time for the cations to diffuse/migrate across the EDL
regions so that the polarization associated to this transport
mechanism drops to zero. At sufficiently low frequencies
W < wgpL, the free anions (cations) in the bulk solution diffuse
from the right (left) to the left (right, respectively) side of the cell.
Consequently, anions coming from bulk solution meet the excess
of cations gathered outside the EDL at the left side of the cell
(Fig. 2B). An accumulation of neutral electrolyte is therefore
created on the left side of the cell, while opposite processes take
place on the other side leading to a depletion of neutral electrolyte.

Fig. 2 Schematic representation of the mobile ions displacement
across the cell and the EDL region in the presence of a low-frequency
ac field (A) and a high-frequency ac field (B). (C) Illustration of the
concentration polarization phenomenon and scheme of the diffusion
flux of neutral electrolyte (see the text for further details). For the sake
of simplification, only counterions are represented in panel A and only
coions are schemed in the bulk solution of panel B.
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Fig. 3 Variations of dielectric increment A¢’ and dielectric loss &'’
(insets) as a function of field frequency w/2n (A) for the following
indifferent electrolyte concentration: (a) ¢* = 10 mM; (b) ¢* = 5 mM
and (c) ¢* = 1 mM; (B) for the following ligand concentrations: (a)
o}; (b) ¢f =5mM; (c) ¢f =1 mM and (d) ¢f = 0.1 mM. (C) for the
following film thickness: (a) d = 50 nm; (b) d = 25 nm; (c) d = 10 nm
and (d) d = 5 nm; (D) for the following degree of interphasial
diffuseness: (a) a/d — 0; (b) a/d = 02 and (¢) a/d = 2.
Other parameters if not specified above: ¢* = 1 mM, ¢ = 10 mM,
6=>50nm,a/d >0, H=1pmz=1D,=10"m*s"".

This phenomenon, known as concentration polarization, occurs
at frequencies w =~ wy. Finally, for frequencies below wy, the
resulting gradient of neutral electrolyte concentration induces
diffusive fluxes from the left to the right side of the cell, which
is accompanied by an increase in dielectric permittivity as further
detailed in Section 3.2. The analogy with the so-called a-relaxation
of charged particles is straightforward. While the latter is attrib-
uted to diffusion of neutral electrolyte from one side of the particle
to the other,* the low-frequency relaxation in our study stems
from the diffusion of neutral electrolyte across the cell.

Two processes, with characteristic frequencies wgp; and wy,
are involved in the polarization at a charged film/indifferent
electrolyte. However, a single relaxation frequency, denoted as
g 18 associated to the overall relaxation of the system in the
dielectric cell. This feature is observed in the dielectric spectra
displayed in Fig. 3, obtained for a charged film immersed in a
solution involving indifferent ions only (Fig. 3 is largely discussed
in the next sections). The dependence of the dielectric loss &'’ (w)
on frequency (insets) exhibits a single maximum reached at the
characteristic relaxation frequency wg;g.

The magnitude of the low-frequency permittivity depends
on that of the concentration polarization. Obviously, the
concentration polarization is directly related to the quantity
of counter-ions within the film and in the EDL. Increasing
the amount of counter-ions following an increase in either
electrolyte concentration or film charge density will increase
both the amplitude of the concentration polarization and the
magnitude of the dielectric permittivity. These trends are
illustrated and discussed in more detail in the coming section

that deals with the effect of several film properties and
indifferent electrolyte concentration on dielectric response.

3.1.1. Effect of the indifferent electrolyte concentration c".
The typical dependence of the dielectric increment Ae’(w) for
charged homogeneous films on frequency w/2x is displayed in
Fig. 3A for various values of bulk indifferent electrolyte
concentrations ¢". The inset represents the corresponding
variations of the dielectric loss &¢''(w). While A¢/(w) increases
with decreasing frequency under all conditions examined, in
line with arguments of Section 3.1, results show that for a fixed
frequency, Ag'(w) increases with increasing ¢ This increase is
due to the contribution of added electrolyte that amplifies the
magnitude of the concentration polarization and thereby that
of the dielectric permittivity increment (see Section 3.1). It
should be noted that the increase of A¢'(w — 0) (eqn (37),
Section 2.7) with increasing c* is connected to the corres-
ponding increase of k,, that follows significant screening of
film charges by ions present in the medium. Under the conditions
of Fig. 3A where the Donnan condition applies (xd > 1), the
increase of k,, = rfcosh(zyP)]'? or, equivalently, that of x with
¢ is sufficient to counterbalance the concomitant decrease in
Donnan potential P :sinh’l[chi/(ch*)], which, if solely
considered, would lead to a reduction in x, and thus to a
reduction in A¢'(w — 0) with increasing c¢*. Finally, Fig. 2A
reveals a shift of the relaxation frequency wg;r toward higher
values with increasing c*. This shift is materialized by that of the
maximum in the dielectric loss spectrum and is due to the
compression of the EDL region as reflected by the increase in
Km Or k. The distance the counter-ions have to travel across the
EDL region after application of the field (Fig. 2A) is then
reduced with increasing ¢* so that the corresponding relaxation
frequency increases. This feature is qualitatively in line with the
k-dependence of wg;r as expressed by eqn (36).

3.1.2. Effect of the film charge density z; ¢} . Fig. 3B repre-
sents the variations of A¢’ and &'’ (inset) as a function of w for
different ligand concentrations ¢ (zr is set to —1 in Fig. 3)
under the condition kd > 1. At fixed frequency, A¢'(w) is
reduced upon decrease of the density of charges carried by the
films. This is the direct consequence of the decrease in magni-
tude of the Donnan potential drop y® across the film layers.
Such decrease in [yP| indeed leads to a decrease in the amount
of counterions localized within the EDL regions and thus to a
decrease in the magnitude of the concentration polarization
and dielectric permittivity. The results are quantitatively
in agreement with eqn (37) and with the cj-dependence
of the Donnan potential. In the limiting situation where the
film is poorly charged or uncharged, i.e. zpcf < (2z¢*), we
have y® — 0, which explains why A¢’(w) becomes independent
of ¢f for sufficiently low film charge densities. The dielectric
response of the system is then similar to that of bare electrodes
with k,, — x (eqn (36)). As a last remark, we note that the
magnitude of the relaxation frequency wg;g is shifted to lower
values with decreasing ¢] (see the corresponding shift of the
maximum in ¢’(w)). It physically underpins that mobile
ionic charges need longer times to redistribute according to
equilibrium Boltzmann statistics when the local electrostatic
potential across the EDL region gets larger.’
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Fig. 4 (A) Scaled equilibrium potential distribution across the electric
double layer region at the left side of the dielectric cell as a function of film
thickness ¢ under conditions of Fig. 3C, (a) d = 50 nm; (b) d = 25 nm;
(¢) d = 10 nm and (d) d = 5 nm. (B) Scaled equilibrium potential
distribution and spatial distribution of film charges (inset) at the left side
of the dielectric cell as a function of o/d under conditions of Fig. 3D,
(a) o/d — 0; (b) o/d = 0.2 and (c) a/d = 2.

3.1.3. Effect of the film thickness d. The impact of the film
thickness d on the dielectric response Ae¢(w) is illustrated in
Fig. 3C. For a fixed frequency w, A¢'(w) increases with
increasing d from 5 nm to 50 nm, and reaches asymptotically
a constant value for sufficiently large d. To understand this
dependence, we provide in Fig. 4A the equilibrium potential
distribution across the EDL region located at the left side of
the dielectric cell. For kd < 1 or kd ~ 1, the Donnan potential
is not reached in the film layer and, accordingly |y,| < Y.
A comparison between Fig. 3C and 4A then indicates that the
increase of A¢’'(w) with d goes in pair with that of |y,|. For
kd > 1, as satisfied for sufficiently large film thickness, we
have y, — »° so that Ag/(w) reaches the aforementioned
plateau value at fixed frequency w. The magnitude of
Ae'(w — 0) conforms to eqn (37) with x,, defined in Section
2.7 for the cases kd > 1 (Donnan condition), or kd < 1 and
kd ~ 1 (|yo] < [¥°]). Varying the film thickness, or, equiva-
lently, the value of the potential y,, impacts the magnitude of
the relaxation frequency wgr (see inset, Fig. 3C) in a way
similar to that discussed in Section 3.1.2. The larger d, the
larger the magnitude of the potential deep inside the film and
the lower is wg;g.

3.1.4. Effect of the spatial distribution of fixed charges
within the film (eqn (2)). As detailed in Section 2.1, the
heterogeneity in spatial distribution of immobile charges within
the film is reflected by the magnitude of the ratio o/d. The inset
of Fig. 4B offers a representation of the charge density distribu-
tion across the film/solution interphase at the left side of the cell
for different degrees of interphase diffuseness, from o/d — 0
(homogeneous distribution) to a/d > 0 (diffuse distribution).
The corresponding equilibrium potential distributions are
reported in Fig. 4B and are in line with previous work.'”'%
In particular, Fig. 4B makes it clear that the equilibrium
potential y, decreases in magnitude with increasing o/d and,
under the conditions of Fig. 4 where xd > 1, y, reaches the
Donnan potential y° for a/d — 0. With these elements in mind,
the dependence of the dielectric permittivity increment A¢’(w)
on o/d (Fig. 3D), or equivalently on y,, becomes similar to that
discussed in the previous section when discussing the variation
of A¢'(w) with changing electrode surface potential y,, following
a change in film layer thickness d.

3.2. Impact of metal speciation dynamics on the dielectric
response of a soft charged ligand film

3.2.1. General features. The dynamics of speciation of
metal ions at the soft ligand film/electrolyte interphase is
governed by the coupling between the mixed diffusion/
conduction transports of free mobile ions i = +,M,A (relaxation
frequency wg;igp), and the local formation/dissociation of complex
ML within the film (characteristic frequencies w, and g,
respectively). In the situation where ligands L are homogeneously
distributed throughout the solution cell (i.e. not confined within
the film volume), complex ML is said to be dynamic if the
rates of interconversion between M and ML are large on the
effective time scale of the experiment.* Using our nomenclature,
this condition is written here

w, » o and wg » o (dynamic complex ML). (40)

The other limiting situation is met when the life-times of M and
ML are much larger than the operational time scale of the
experiment. This case, that refers to static or inert ML complexes,
is defined by

w, < wand wg < o (inert complex ML). (41)

In the more involved situation where ligands L are confined
within a soft ligand particle or a ligand film volume (Fig. 1),
the effective rate constants of ML complex formation and
dissociation, that we denote from now on as w; and o},
respectively, necessarily involve kinetic contributions, i.e. w,
and wy, but also metal transport contributions that depend on
colloidal ligand charge, size, permeability or geometry.>® The
dynamic/inert diagnosis for such colloidal metal complexes is
then carried out with use of eqn (40) and (41) with replacing
therein @, and w4 by o} and o}, respectively.>* This leads to
differences in terms of the dynamic/inert nature and lability
between colloidal metal complexes and metal complexes
formed with molecular ligands homogeneously distributed in
a given sample volume. While analytical and numerical deri-
vations for w; and ) have been reported for soft ligand
particles under steady-state metal diffusion across equilibrated
electric double layers,s‘lo there is so far no available study for
the dynamics of metal speciation in soft charged ligand
systems over a time window that ranges from transient,
steady-state to fully equilibrated electric double layers. We
report below such analysis using the applied frequency field as
a time probe for investigating these various dynamic regimes
in the context of metal speciation, following the motivations
given in Introduction.

In the following sections, the shape and magnitude of the
dielectric spectra are therefore discussed for soft ligand film/
electrolyte interphases over a large range of w, and wq values,
in line with the typical k, and kyq magnitudes reported in the
literature for a number of metal-ligand pairs.'® In order to
envisage all relevant situations in terms of interplay between
complexation kinetics and ion transport dynamics, we shall con-
sider the three following cases: (i) g < Wgis, (i) g & wggand
(iii) wg » wgg. For each case, the film properties zi. ¢ , d, o/d,
the bulk concentration of background indifferent electrolyte ¢
and the bulk concentration of metal ions ¢}, are kept constant.
This ensures that the relaxation frequency wg;sy, that includes the
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contribution of indifferent ions, free metal ions M and counterions
A, is basically identical for all three situations considered, which
was quantitatively verified. For each situation, wy is kept constant
and dielectric spectra are reported for various values of w,.

3.2.2. Impact of the formation and dissociation of ML
complexes on the dielectric response. We previously showed
(Section 3.1) that the value of the dielectric permittivity
increment in the low frequency regime is intrinsically determined
by the magnitude of the concentration polarization which is itself
strongly affected by the electrostatic potential distribution across
the film (Fig. 3). In the practical situation where the film is
negatively charged with z; = —1 and metal ions carry a positive
charge with zyy > 1, the conversion of a negatively charged
ligand L within the film into a complex ML with valence
zp + zym > 0 effectively leads to a decrease in the total film
charge density. As a result, the magnitude of the potential
distribution across the EDL region and thereby the dielectric
permittivity increment for the system are possibly diminished to
an extent that is controlled by the searched dynamics of metal
complexation. Obviously, the dissociation of ML leads to the
opposite effect. Before discussing in detail these basic processes
for the three dynamic situations detailed above (wg < ®gig,
wq ~ oggand og > wgg), we first provide a strategy to evaluate
a ‘reference dielectric spectrum’ that includes contributions of
all ions (i = 4+,M,A) in solution, albeit in the absence of
complexation reaction. Such reference will be shown to help in
addressing the coupling between electrodynamic and complexation
kinetic processes.

3.2.3. Deriving a reference curve for the evaluation of wg;g.
To correctly address the impact of metal speciation dynamics
on dielectric spectra, we need to compare them to a reference
curve obtained for the situation where there is no metal
complex formation, ie. K = w,/wq = 0. To do so, the
reference dielectric spectrum associated to a given complexation
situation defined by a non-zero K’ value is constructed upon
adjustment of the local equilibrium potential distribution across
the complexing film (in particular y® or y, values depending on
whether the inequality xd > 1 is satisfied or not) until it
matches the equilibrium potential distribution evaluated for the
case where metal complexation takes place. The adjustment is
done via changing the volume concentration of film charges,
i, while maintaining constant the other film properties and
electrolyte composition. This reference curves then allows for
an appropriate estimation of wg;r (see ESIT for further details).

3.2.4. Evaluation of the dynamic properties of ML complexes
via dielectric relaxation spectroscopy

Case w; <« gy The frequency-dependent dielectric
permittivity increment, A¢'(w), is displayed in Fig. 5A for
wg = 10" s7! and various values of w, ranging from 0
to 10?> s~'. Under the conditions of Fig. 5, the relaxation
frequency wgig, as derived from the corresponding reference
curve (see Section 3.2.3), is about 2 x 10* s! over the whole
range of w, values examined. Because of the conjugate nature
of the functions A¢(w) and &'/(w), we do not report the
dielectric loss spectrum that basically reflects the same
information than the storage part. A first inspection of Fig. SA
reveals that both shape and magnitude of A¢'(w) are strongly

ol2r ()

Fig. 5 (A) Dielectric response of a soft ligand film as a function of
frequency with wg = 10 s~' « @iy and with the ML formation rate
constants: (a) w, — 0;(b) w, = 10728 () w, = 107 s7; (d) w, =
1s7h () wa = 1057 () wa = 10> s7!. The film is homogeneous
(2/d — 0) with thickness d = 50 nm and ligand volume concentration
¢f = 10 mM. The medium includes free metal ions M and counterions A
with ¢y = 0.1 mM. The bulk concentration of indifferent background
1:1 electrolyte is ¢* = 1 mM. Other model parameters: H = 1 pm,
Dy =Dy = 10°m?s™!, zyy = 2and z;. = —1. (B) The curve (c) is
displayed with its reference (full line) and is divided into 4 distinct
parts (indicated) for the sake of discussion (see details in the text).
Parameters for the reference curve: same as in panel A except w, — 0
(or equivalently K’ = 0).

affected by the dynamic interconversion of M into ML
and vice versa. The low frequency limit of the permittivity
increment, A¢’(w — 0), is gradually decreased upon increase of
w,, which is the result of the decrease in magnitude of the local
equilibrium potential distribution across the ligand film, in line
with argument of Section 3.2.2. The second major feature is
the appearance and shift of a maximum in A&'(w) toward
larger frequencies upon increase of w,. To understand the
physical origin of that maximum, we focus on curve (c¢) of
Fig. 5A obtained for w, = 107" s~!. This curve is given in
Fig. 5B together with its corresponding reference obtained as
detailed in Section 3.2.3. The dielectric spectrum may be
decomposed into four distinct characteristic regimes when
gradually increasing the field frequency o (Fig. 5B).

Regime 1: the low frequency plateau in dielectric permittivity
increment. In that regime, the solicitation frequency w is
small as compared to the three characteristic frequencies w,,
wq and wgg. As a result, the electric double layers are fully
relaxed (i.e. at equilibrium), each metal ion frequently changes
from M to ML and vice versa. This situation corresponds to
that of dynamic metal complexes (Section 3.2.1). Because the
association and dissociation of ML are slow as compared to
the diffusion of the free species (w, g4 < wgqix), metal speciation
is controlled by complexation kinetics thus indicating that the
complex ML is non-labile in the low-frequency regime.

Regime 2: when increasing the field pulsation, w gets closer
to the ML dissociation frequency wy and becomes significantly
larger than the ML association frequency w,. In turn, the
formation of ML, that gives rise to a fall in A¢’(w), increasingly
becomes sluggish while ML dissociation is concomitantly
favoured, which leads to an increase in A&/(w) with increasing .
The ML complex gradually loses its dynamic nature and
ultimately becomes inert when A¢’(w) merges with the ‘reference
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dielectric spectrum’ at sufficiently large . It should be noted that
the effective frequency for the formation of ML complex
(denoted as w; in Section 3.2.1), corresponding to the frequency
where there is an inflection point for A¢’(w) in regime 2, is about
2 orders of magnitude larger than w,. This is likely so because the
presence of an EDL, which is fully relaxed within regime 2,
contributes to accelerate the diffusion of free metal ions toward
the soft ligand film. This acceleration is promoted by the
attractive interaction between metal ions and negatively charged
film. Such an effect was recently analysed in detail for steady-
state metal speciation in dispersion of charged ligand particles.>®

Regime 3: the permittivity is constant and is equal to
that given by the reference spectrum. The imposed field
frequency is now too high to render possible any formation/
dissociation of ML. The transport of free ionic species is
the only mechanism contributing to A¢’(w). In this situation,
the complex ML is fully inert.

Regime 4: the field frequency @ now gets closer to the
characteristic frequency of ions diffusion transport, wg;y, so that
free ionic species can no longer follow the imposed field, which
leads to a dramatic drop of the EDL polarization and dielectric
permittivity increment to zero value when @ > gy Under such
high frequency conditions, the system is basically frozen both in
terms of complexation kinetics and ion transport dynamics.

Returning to Fig. 5A, it then becomes clear that the
frequencies marking the transitions between the various regimes
detailed above are shifted to larger values with increasing w,.
As a result, the low-frequency plateau regime in A¢’(w) extends
over a larger w-range and the maximum in A¢’(w) is shifted to
larger w as well. In addition, the amplitude of that maximum
decreases because the effective rate of ML association then
becomes comparable to wg;y. In turn, the increase of Ae/(w) with
increasing w in the frequency regime 2 becomes strongly impeded
by ion transport dynamics, which prevents the dielectric signal
from merging to the reference spectrum, except at extreme values
of @ where the system effectively behaves as if ‘frozen’.

Case w; » wgy Fig. 6A shows A¢’(w) under the condition
wg = 10" s7' > wgr with w, ranging from 0 to 108 s
In the equilibrium limit w — 0, the dependence of A¢'(w — 0)
on w, is rigorously identical to that discussed for the situation
wg < ogg (Fig. 5A). The reason is that for two curves
identified by the same label in Fig. SA and 6A, while the
respective magnitudes of w, and wy differ, the equilibrium
stability constant for the ML complex, K’ = w,/wq, is main-
tained constant. Following the strategy adopted in the pre-
vious case, we now report in Fig. 6B the dielectric permittivity
increment A¢/(w) corresponding to w, = 10° s™! (curve (d))
together with the associated reference dielectric spectrum.
Obviously, both curves never merge, which indicates that the
complex ML is never inert over the whole range of field
frequency examined. The spectrum may be again truncated
into 4 distinct regimes with increasing .

Regime I: similarly to the case discussed in Fig. 5, the ML
complex is dynamic in this low frequency regime. In addition,
in virtue of the inequalities wgir < ®, < wq, We can state that
the diffusion of free ions (including M) is slow as compared to
the rate of ML formation/dissociation. In turn, the dynamic
complex in regime 1 is labile.
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Fig. 6 (A) Same as in Fig. 5A with wg = 10’ s' > gy and with
the ML formation rate constants: (a) w, — 0; (b) w, = 10* s7';
©w, =105 (@) w, =105 (@) wa = 10757 (D w, = 108571,
(B) The curve (d) is displayed with its reference (full line) and is divided
into 4 distinct parts (indicated) for the sake of discussion (see details in
the text). Parameters for the reference curve: same as in panel A except
w, — 0 (or equivalently K’ = 0) and ¢y; = 9.3 mM.

Regimes 2 and 3: in these range of field frequencies,
Aé'(w) increases and the ML complex loses its dynamic
character, in line with the discussion given for regimes 2 and
3 of Fig. 5B. Unlike Fig. 5, the onset of the increase in A¢'(w)
with increasing o basically takes place at the same frequency
regardless of the magnitude of w, (see curves (c) to (f) in
Fig. 6A). Examination of Fig. 6B reveals that the increase
in A¢'(w) in regimes 2 and 3 is now governed by the diffusion
of the free ionic species across the cell, having in mind that
ion transport is more limiting than formation/dissociation of
the ML complex (wgiy < @, < wq). With further increasing o,
the latter comes close to wgx and the free ion species
start having difficulties to follow the oscillations imposed
by the applied field. In turn the rate of increase in A¢’(w) with
increasing w in regime 3 is distinctly smaller than that observed
in regime 2.

Regime 4: in this regime where @ > wg;g, the diffusion of
free ion species is strongly impeded and, as a result, Ae'(w)
drops significantly. However, the association/dissociation
processes are still operative within this range of frequency
(wair < @, < wq). With @ approaching successively w, and
w4, ML complexes are formed and dissociated to some extent,
which explains why A¢’(w) in regime 4 is systematically larger
than that for the case where K’ = 0 (reference spectrum) until
Ae'(w - ) - 0.

Conformably to the above elements, for increasing values of
w, (curves (a) to (f) in Fig. 6A, see caption), the low-frequency
plateau regime (regime 1) for A¢’(w) extends over a similar
range of field frequencies w while the maximum reached by
A¢'(w) in regime 3 decreases and is further shifted to larger
frequencies similarly to the situation evoked in Fig. 5.

Case wg = gy The results corresponding to this situation
are given in Fig. 7 with wg4 = 10°s™' ~ wgrand o, varying in
the range 0 to 10® s, Because the constant K’ = w,/wq is
identical in Fig. 5-7, the variations of A¢’(w — 0) with w,
are similar to those discussed previously. In addition, it is
observed that the dependence of A¢’ on w and w, are similar
to those discussed in regimes 1 and 2 for the previous case
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Fig. 7 (A) Same as in Fig. 5A with wg = 10° s™! & wgg and with
the ML formation rate constants: (a); w, — 0; (b) w, = 102 s71;
©w, =105 (@) w, =10*s L (@ w, = 10°s7 (D w, = 106571
(B) The curve (d) is displayed with its reference (full lines) and divided
into 4 distinct parts (indicated) for the sake of discussion (see details in
the text). Parameters for the reference curve: same as in panel A except
w, = 0and ¢ =9.6m.

where wg > wgir. This is so because at such low frequencies
o and within the range of w, examined, the increase of Ag'(w)
with increasing w is not significantly limited either by
complexation kinetics or ion transport dynamics. When
comparing curve (d) of Fig. 7 to curve (d) of Fig. 6 (case
wg > 0gig), the ML complex is now less labile in the low-
frequency plateau regime (regime 1) because the respective
magnitudes of w,, wgq and wgr now underline a stronger
limitation of complexation kinetics in the ML complex for-
mation. A major difference between the situations wgq > @gix
and wg & g 18 further observed in the frequency regime 3
(Fig. 7B). While A¢’(w) only slightly increases with w in regime
3 for wq » wgr (Fig. 6B), A¢'(w) now grows through a
pronounced maximum in this regime when wyg & wgiy. The
presence of that marked maximum is related to the respective
positioning of the frequencies w, < w < wgq & Wgrin regime 3.
When o gets sufficiently large as compared to w,, there is no
time for the formation of ML so that Ae'(w) dramatically
increases. When o becomes comparable to wgyy, impeded
ion-transport leads to a strong reduction in A¢’(w) that
ultimately goes to zero at sufficiently large w/wq;r (regime 4,
Fig. 7B). Similarly to Fig. 5 and 6, the increase of w, goes in
pair with a shift toward larger frequencies of the maximum in
Aé¢'(w). In addition, as for the situation depicted in Fig. 6B, the
spectrum A¢'(w) in Fig. 7B never merges with that for the
reference situation where K’ = 0.

3.2.5. Strengths and limits of dielectric relaxation spectroscopy
within the framework of metal speciation dynamics at soft ligand
film/solution interphases. The current analysis highlights how
coupled chemodynamic and electrodynamic processes may
potentially impact both magnitude and shape of the dielectric
spectra for a soft ligand film/reactive electrolyte interphase.
It is shown that these spectra contain rich physical information
on e.g. the frequency-dependent inert/dynamic character of the
ML complex, and the frequency-dependent kinetic or transport
limitations of the ML formation. The relevance of the method
is however subjected to the condition that the measured
spectra significantly differ from those obtained in the situation

where the electrolyte is inert. In other words, modifications of
the electrostatic potential distribution across the film following
metal complexation should be large enough to affect concen-
tration polarization. In particular, such modifications are
expected to be insignificant when there is a large excess of
indifferent ions and/or ligands L as compared to the amount
of weakly binding metals in solution (K « 1). In order to
address the sensitivity of the method, we therefore derived in
ESIF a criterion for the detection of chemodynamic processes
by dielectric relaxation spectroscopy. The final result may be
written in the concise form

Km0 — Km
Km

> 0, (42)

where 0 is a scalar sufficiently large for complexation kinetics
to affect dielectric permittivity increment. i, is the reciprocal
thickness of the equilibrated electric double layer within the
film in the presence of reactive metal ions (K > 0) and xp
is that of the EDL within the film taken in the limit K — 0.
The method for evaluating k., and ko as a function of the
relevant quantities cj , ¢, ¢y and K is detailed in ESI.{ For the
sake of illustration, following the acquisition of numerous
dielectric spectra evaluated for various sets of these quantities,
we estimated 0 ~ 107*for ImM < ¢* < I0mMand 0 ~ 107°
for 10 mM < ¢* < 100 mM with ¢};/c* and K’ in the range
0.1 to 1073 under the film Donnan condition (kd > 1).

4. Conclusions

In this theoretical study, we demonstrate the impact of
the transient development of electric double layer on the
chemodynamic processes that involve reactive metal ions
and molecular ligands distributed throughout a soft poly-
electrolyte film subjected to a frequency-dependent electric
field. The dependence of dielectric permittivity on field fre-
quency is first discussed for a soft charged film in the absence of
reactive metal ions, i.e. the electrolyte ions are considered as
indifferent. The dielectric response is then shown to be affected
by the local potential gradient across the film, which generates
significant deviation as compared to the situation where films
are absent from electrode carriers. The characteristic frequency
of relaxation for the system is further found to be mainly
controlled by bulk ion concentration and electrode separation
distance rather than by the properties characterizing the film
itself (thickness, density and distribution of film charges). In a
second stage, the introduction in the medium of metal ions
able to form complex with charged sites within the film is
shown to dramatically affect the dielectric spectra. In detail,
basic connections are made between the shape/magnitude of
the spectra and the intertwined intra-film metal complexation
kinetics and ion transport dynamics. In particular, the signatures
of the frequency-dependent dynamic and labile characters of the
metal complexes are examined for various ratios between key
complex formation/dissociation frequencies and EDL relaxation
frequency.

In a forthcoming work, experiments performed on poly-
anionic film layers exposed to various metal cations will be
reported and analyzed on the basis of the here-reported
formalism. Future theoretical developments will further
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account for polymer chain dynamics, which is required
when investigating metal binding at highly flexible chains,
and will extend the current formalism to the case of soft ligand
particles.

Glossary of symbols

Subscripts

Index i Refers to the free ion species +, —, M and A.
Index &k Refers to the fixed ion species M and ML.

Main symbols

Cepr.  Charging capacitance of the EDL.

c* Bulk concentration of a z: z electrolyte.

Cik Equilibrium concentration of ion species i and k.

a3 Bulk concentration of ligand sites in the film.

ot Spatial profile for the total amount of ligands.

M Bulk concentration of metal ions.

d Film thickness.

D; Diffusion coefficient of free ion i.

H Electrode spacing.

K Stability constant for the ML complex.

K Dimensionless stability constant for the ML
complex.

ka Formation rate constant of the complex ML.

kq Dissociation rate constant of the complex ML.

P Real part of electric polarization.

pr’ Imaginary part of electric polarization.

Ryo1 Electrolyte resistance.

X Scaled axial position.

Yo Equilibrium electrode surface potential.

P Dimensionless equilibrium Donnan potential.

N Local dimensionless equilibrium electrostatic
potential.

zL Valence of the ligands.

M Valence of the metal ions.

Greek symbols

o Decay length for the spatial distribution of ligand
sites within the film.

OCif First-order field perturbation of the concentration of
ions 7 and k.

O; First-order field perturbation of the electrochemical

potential of free ion i.

0y First-order field perturbation of local electrostatic
potential.

A¢ Dielectric permittivity increment.

€ Dielectric permittivity.

g’ Dielectric loss.

Eobr Dielectric permittivity of the medium.

@, Dimensionless du;.

K Reciprocal screening Debye layer thickness in
solution.

K Contributions of the indifferent ions to .

KA Contributions of the metal counter-ions to .

Km Reciprocal Debye layer thickness in the film.

Km.o Reciprocal Debye layer thickness in the film in the
limit K — 0.

Km Contributions of the metal ions to «.

"y Equilibrium electrochemical potential of free ion i.

0 Scalar.

T, Electrode surface charge density.

10} Field angular frequency.

W, Characteristic frequency for the formation of ML
complex.

w} Effective characteristic frequency for the formation
of ML complex.

Wy Characteristic frequency for the dissociation of ML
complex.

} Effective characteristic frequency for the dissociation
of ML complex.

Wdifr Relaxation frequency.

wgpr  Characteristic frequency for building-up the EDL.

Wy Characteristic frequency associated to the transport
of the ions across the cell.

pe Local equilibrium electrostatic potential.
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Metal Speciation in Complexing Soft Film Layer :
A Theoretical Dielectric Relaxation Study of Coupled Chemodynamic and

Electrodynamic Interfacial Processes

Jenny Merlin* and Jérome F. L. Duval

Laboratoire Environnement et Minéralurgie, Nancy-Université, CNRS UMR 7569, 15 avenue du
Charmois, B.P. 40, 54501 Vandoeuvre-lés-Nancy, France.

Determination of the criterion for the detection of coupled chemodynamic and electrodynamic
interfacial processes at a soft ligand film/reactive electrolyte interphase by dielectric relaxation

spectroscopy (DRS).

As detailed in the main text, we consider a DRS experiment for the analysis of metal speciation in

a complexing soft film layer supporting a ligand concentration ¢, and an ionic solution containing a

z:z indifferent electrolyte and reactive metal ions of concentration ¢~ and c,, respectively. A stability

constant K > 0 is associated to the complex formed between the ligands L distributed throughout the
film layer and free metal ions M. The thickness of the film layer is taken here large enough (xd >>1)
so that, at equilibrium, Donnan potential y° is reached in the bulk film layer. For the sake of
comprehensiveness, a typical dielectric spectrum corresponding to the above situation is represented in
Figure S1 (curve (i) therein, detailed interpretation of the spectra is given in the main text). The impact

of chemodynamic processes is in particular reflected by the presence of a maximum in the permittivity
increment A&’ (a)) and the presence of a low magnitude permittivity plateau at low frequencies (see
main text for details).

In order to construct a quantitative criterion for the appropriate detection of such a maximum and
low frequency limit for the permittivity as a function of the key relevant parameters K, ¢, , ¢ and c,,,

we adopt the following strategy based on the separate analysis of two distinct situations. First, we
assume that metal ions M do not interact with ligands L (K — 0) while all others parameters
(including ionic strength and ligand concentration) are kept unchanged. The resulting Donnan

potential is then denoted as y™°. Because the formation of complex ML leads to a decrease in the

magnitude of the equilibrium potential distribution across the EDL, it comes | yPe >| yD|. The

1
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resulting frequency-dependent permittivity increment, Agy, (w), is displayed in Figure S1 (curve (ii)
therein). The second situation considered provides the ‘reference dielectric spectrum’ defined in
§3.2.3. of the main text. The frequency-dependent permittivity increment corresponding to this

reference is denoted as A&’ (a)) An example is given in Figure S1 (curve (iii) therein). Briefly, for

ref
this reference, the interconversion of M into ML is not taken into account (K — 0), but, contrarily to
the previous situation, the Donnan potential in the bulk film layer is set to y° via appropriate

adjustment of the ligand concentration (see details in §3.2.3. of the main text).

Conformably to the results discussed in §3.1.2, Agl,; (@) is lower than Agl () at low

frequency, in agreement with the drop (in magnitude) of the equilibrium Donnan potential following
metal complexation in the film layer. Consequently, the searched detection criterion may be written in

the form

Aeiy(0=0)-Aet, (0 0)] (S1)
A‘S’r,ef (a)—)O) | ’

where € is a scalar that must be sufficiently large for metal complexation kinetics to affect the low-

frequency limit of the dielectric permittivity increment. Because there is no interaction between M and

L in both situations considered above, Aey (@ —0) and Ag] (a) - 0) may be written using eqn

ref

(37) in the main text

Ael(0—>0)=¢ (k,H/2-1)

S2a,b
Agy (0 —>0)=¢,(x, ,H/2-1), (52.0)

1/2

with Ko = [Ki cosh (zyD’O) + K exp ( yD’O) + Ky, €Xp (—ZM y>° )] , (S3)
and x, given by eqn (38) in the main text. Combining Eqns (S1) and (S2a,b) provides the following

criterion for the detection of chemodynamic processes by DRS:

Km,o - Km

>0, (S4)
K

m

recalling that x /' >>2 under conditions of practical interest. Donnan potentials y" and y"° are then

determined via solving the Poisson-Boltzmann equation (eqn (8) in the main text) applied at ¥=0 or

X=xH . When the interconversion of ML into M is accounted for, the Donnan potential, yD, satisfies

1

. D D
2z¢ smh(zyD)+ch;,l (ey —e )—ch;: —zy0 | 1+ ——
Keye ™

-1
] =0. (S5)

Unfortunately, an explicit analytical solution of eqn (S5) is not possible. However, in the limit of low

potentials, i.e. y° < 1, eqn (S5) may be linearized and " is then given by
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* 2 * -1
»° =[Z“;? +ch;iH7+ ;C%C;bz} (S6)
M

where y = Zzizc; and A=1 +1/ Kc,, . In the absence of metal complexation in the soft ligand film,

i.e. for K— 0, the chemical source term in eqn (S5) vanishes and the equilibrium Donnan potential y>°

then satisfies the relationship
2z ¢ sinh (z pPe ) +2,Cy (ey C e )— z.¢ =0. (S7)
This equation may be linearized for low potentials ( ™° < 1) and yields

L (s8)
I

The evaluation of the detection criterion is then performed by combining eqns (S3), (S4), (S6), (S8)
and eqn (38) in the limit of low Donnan potentials, i.e. y*° < 1 and y° < 1. When the two latter
conditions are not satisfied, eqns (S5) and (S7) must be solved numerically, using standard numerical
solvers for that purpose.' In case Donnan condition is not satisfied (i.e. kd <1 or xd ~1), the above
strategy may be adopted albeit with reasoning in terms of the equilibrium surface potential
v, =y ()EzO) instead of the Donnan potential. Procedures for evaluation of y, were detailed by

Ohshima.? The acquisition of numerous dielectric spectra was performed for various sets of K, ¢, c
and c,, under the condition xd >>1. The data showed a strong sensitivity of the dielectric response
with respect to the intra-film formation/dissociation of ML complex, even at low values of K and c,,.

As a result, we estimated @ ~107* for | mM<c¢ <10 mM and O~10"° for 10 mM< ¢ <100 mM

with ¢, /¢” and K'=Kc, in the range 10” to 0.1.
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Figure S1. Dielectric permittivity increment for a soft ligand film as a function of field frequency with

[
®
[ ]
¢
.
]
[ ]
)
°

@, =10s" [ @, (i) K'=1, Donnan potential y°; (ii) K —0, Donnan potential y"°; (iii)
K —0 and Donnan potential y° (reference spectrum, see text for further details). The film is
homogeneous (a/d — 0) with a thickness d =50 nm and ligand concentration ¢, =10 mM (i, ii)
and cz =7.4 mM (iii). The medium includes free metal ions M and counter-ion A with c;,[ =0.1mM

and indifferent electrolyte with ¢ =1mM. Numerical resolution of eqns (S5-S7) provides
y?°=-1.6 and y° =—1.4. Other model parameters: H =1um, D, =D, =10 m’ s, z, =2

and z; =—1.
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Chapitre 3 — Spéciation Dynamique de Métaux dassFdms Mous

Cette étude théorique permet d’évaluer I'impactaddynamique d’établissement de la
double couche électrique sur les processus liés dyhamique de spéciation de cations
métalliques dans des films ligands mous. Ainsg ek démarque de I'ensemble des travaux
théoriques disponibles jusqu’alors dans la littématqui considerent une relaxation compléte
de la double couche lors de I'approche des iongliigtes vers les sites ligands et durant la
réaction chimique d’interconversion du complexe MRour se faire, le film ligand,
initialement a I'équilibre, est soumis a un chankgcigique fréquentiel et les variations de
I'incrément diélectrique en fonction de cette frégoe sont examinées.

Afin de mieux appréhender l'impact de la spéciatidynamique sur les spectres
diélectriques, nous nous sommes d'abord limitéa@alyse de la réponse diélectrique de
films minces chargés en contact avec une solutooamportant que des ions indifférents.
Nous avons ainsi démontré que la magnitude de lamnifivité diélectrique est
essentiellement déterminée par la distribution atergiel électrostatique dans le film chargé.
La fréquence de relaxation associée est quanteapell affectée par la présence et les
propriétés physico-chimiques (épaisseur, charggyreadiffuse) du film mince. Elle est
essentiellement gouvernée par la force ionique dieumexterne et par I'écartement des
électrodes.

L'intérét principal de cette analyse théorique @ne le couplage entre processus
électrodynamiques et processus chémodynamiques roEontpar les fréquences
caractéristiques de formation/dissociation du cexpIML et de relaxation de double couche
électrique. La présence de métaux susceptiblegatgrravec les sites ligands portés par le
film affecte fortement & la fois la magnitude etfdéame des spectres diélectriques obtenus.
Suivant la fréquence du champ appliqué, la nahege/dynamique et la labilité du complexe
ML peuvent ainsi étre déterminées pour une comsimaiguelconque des trois fréquences

caractéristiques citées.

En perspectives, cette étude sera étendue afitégrier les processus électrodynamiques
pour l'analyse de la dynamique de spéciation deamxetlans des dispersions de particules
molles qui portent des sites réactifs au sein deslenveloppes perméables. Alors que dans
cette étude, le transfert massique des cationsllimeés vers/depuis les sites réactifs est
assuré par la diffusion et la migration de ces ,idascas des suspensions de particules

colloidales complexantes soumises a un champ iéleetfréquentiel nécessitera la prise en
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compte du transport des ions indifféerents et mgtaks par convection sous l'effet du flux
électroosmotique généré par le déplacement derfyda par rapport a la phase liquide. En
particulier, nous pouvons anticiper que la taille k& particule contrélera a la fois la
dynamique de complexation et la dynamique de doableche électrique. En effet, une
augmentation du rayon de la particule complexanteaime une spéciation de plus en plus
contrblée par le transport des ions métalliquesueé diminution de la fréquence
caractéristique associée a I'établissement de |&8.DC

D'un point de vu expérimental, les résultats numés obtenus ici ont permis le
développement d’une cellule de mesure diélectrgprde LEM en collaboration avec Max
Bergmann Center of Biomaterialresde, Allemagne) pour I'étude expérimentale du
couplage entre processus eélectrodynamiques et dcyfrmmiques dans des films
polyélectrolytes minces mous et complexants dorg feopriétés physico-chimiques
(épaisseur, densité de charge) a I'équilibre séj& donnues par des analyses expérimentales
et théoriques de courant/potentiel d’écoulement.résultats expérimentaux en fonction de la

fréquence seront traités a l'aide du formalismetiogie développé dans ce chapitre.
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Chapitre 4 — Electrodynamique d’Interphases MdWledticouches

Dans le Chapitre 1 nous avons montré la naturerdinee des phénomenes d’interaction
électrostatique entre particules colloidales et pexessus gouvernant la spéciation de
cations métalliques a des interphases molles lgambur illustration, les interactions
électrostatiques entre deux particules chargéesviehnent lorsque leurs doubles couches
électrigues (DCES) respectives se recouvrent. Ceuregement s’accompagne de variations
de la distribution de potentiel électrostatiquesdkas DCEs en interaction et ainsi génére une
redistribution des ions libres au voisinage dediqdes lesquels ions retournent vers une
nouvelle configuration suivant les processus dexedlon cités au chapitre 1 (81.2.3 et
81.4.5). Il est donc important d’intégrer la dynque des interfaces que forment les surfaces
chargées avec leur milieu environnant pour l'ar@lge leurs interactions électrostatiques
avec d'autres particules colloidales ou surfaceBour se faire, les techniques
électrocinétiques dynamiques telles que la Spemipis de Relaxation Diélectrique (DRS
pour Dielectric Relaxation Spectroscopy) ou les unes électroacoustiques de mobilité
dynamique sont fréquemment utilisées. Dans le cddrees techniques de mesures, les
suspensions colloidales, initialement a [I'équilibleermodynamique, sont perturbées
électriquement par application d'un champ électidréquentiel de faible amplitude. La
fréequence de la perturbation peut en quelque &bréepercue comme une sonde temporelle
ou les processus de relaxation des interphasesisdéptat d’équilibre suite a la dite
perturbation sont analysés. L'émergence de ceqiitpobs expérimentales (DRS, mesures
électroacoustiques) a été accompagnée par le g@pesieent de multiples formalismes
théoriques qui tentent de prédire les observablasesaibles a savoir la permittivité
diélectrique de la suspension particulaire (dansake de la DRS), et la mobilité dynamique
des particules (dans le cas des techniques éleotrstiques). Alors que de nombreux
formalismes ont été publiés dans le cas de pagscdlires homogenes non-perméables aux
ions et au solvant [1-8], peu de travaux concertenparticules molles et ce en dépit de leur
relevance environnementale [9-11]. Parmi ces q@slgwavaux, Ahualliet al. [11] ont
certainement apporté la plus forte contribution.dHet, ces auteurs ont récemment élaboré
un modele théorique pour estimer la mobilité dyrcarai et la permittivité diélectrique de
suspensions concentrées de particules molles. @apgencomme indiqué dans le 81.4.6.

(Chapitre 1) de cette thése, les particules malesidérées par Ahuabit al. se limitent aux

" Voir le Chapitre 1 §1.2.3 pour des informationpiémentaires.
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particules de type cceur/couronne enveloppées dcmeche polymérique perméable
homogeéne. Ainsi elles ne sont pas représentateasultiples (bio)colloides rencontrés dans
'environnement qui présentent par nature une bg&mreéité chimique radiale comme les
acides humiques, les bactéries, ou les particuledes. Par ailleurs, les (bio)particules
comme les bactéries ou les virus sont par esseasepdradigmes des systemes mous
multicouches, c’est-a-dire des particules compogéasnon) d’'un cceur dur enveloppé de
plusieurs couches perméables concentriques dont pdespriétés électrostatiques,
hydrodynamiques et d’hétérogénéité different largeinj12-13]. Par exemple, les bactéries
peuvent manifester a la surface de leur membrardlg)ndes structures de tailles et
propriétés différentespili, fimbriag, polysaccharides, protéines, capsule). Les wrgsde
type MS2, peuvent quant-a-eux étre assimilés pddiules sphériques poreuses comportant
trois couches molles différentes. Le centre dealdiqule virale est composé de I'ARN, lui-
méme enveloppé par une deuxiéme couche d’ARNI&é&apside protéique laquelle forme la
couche la plus externe.

Les differents éléments ci-dessus ont donc mottéde dans ce chapitre des propriétés
électrodynamiques de suspensions concentrées teufm molles multicouches diffuses
(hétérogénes) soumises a un champ électrique aifede pulsationcw Dans la premiere
partie de ce chapitre, nous détaillerons le motleerique avec une description du systeme
étudié et la dérivation des équations fondamentalgsises pour I'estimation des observables
accessibles par les techniques de DRS et de meslgetoacoustiques (permittivité
diélectrique et mobilité dynamique respectivemengns la seconde partie nous présenterons
et discuterons les résultats théoriqgues obtenupaditulier les variations de la permittivité
diélectrique et de la mobilité dynamique en fonctote la fréquencev du champ et d’'un
certain nombre de parametres électrostatiquesptydamiques, structuraux qui définissent
la particule. Ainsi nous évaluerons I'impact surdignamique d’établissement de DCE de
particules molles multicouches de (i) la densitéctiarge portée par les couches molles
successives de la particule, (ii) leur perméabihtgrodynamique respective, (iii) leur
épaisseur, (iv) I'nétérogénéité spatiale de laithstion de segments polymériques composant
chaque couche, (v) le rayon du cceur dur de lacodeti (vi) la force ionique du milieu de
suspension, (vii) la concentration en particulessda milieu et (viii) le nombre de couches
perméables enveloppant le cceur dur de la parti@dechapitre s’achevera par une section

expérimentale décrivant la démarche entreprise lpomise au point d’'un dispositif de DRS.
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4.1. Théorie.

4.1.1. Description du systéme étudié.

L’objectif de ce chapitre est d’évaluer la répoasan champ électrique alternatif, noté
E(a)), d’'une suspension concentrée de particules splefrignolles et multicouches. Les

particules sont constituées d’'un cceur dur de rayanveloppé d'une succession be
couches polyélectrolytes, d'épaisset)r perméables aux ions et au solvant et dont les
propriétés physico-chimiques different. L'indéxst donné a chaque couche perméable de
telle sorte qué = 1 renvoie a la couche la plus interné =tN se rapporte a la couche la plus
externe (Figure 4.1A).

L’originalité de ce travail réside dans la modédlma de l'interphase molle. Ici,
l'interphase est constituée de plusieurs couchasdiktribution de la densité des segments
polymériques est caractérisée par des transiticaduglles entre couches voisines et entre la
couche externe et la solution électrolytique (FégdrlB). En supposant une distribution

homogene des sites chargés le long des segmegtagrek, la densité de charge volumique

dans l'interphase multicouche diffugg, (r) est définie par :

Pix (r):p,(\’,g(r), 4.1)

avec g(r) =)(P§(,3i - B.) f(r)+ 1, (r)} (4.2)
V-Zild,—

et f.(r) :% 1-tan % , (4.3)

ou a, controle la nature diffuse de la distribution admments polymériques dans chaque
couche polyélectrolyté. De cette maniere lorsque — O, la couchel est compacte et la

distribution de segments polymére est homogéne cktitss couche (voir la courbe pointillée

noire dans la Figure 4.1B). A l'inverse, lorsgae> 0, la transition entre les couchiéis-1 est

graduelle (courbe bleue dans la Figure 4.1B). D@ugiation (4.1), o5 est la densité de
charge volumique de la couche la plus externe. D@&asiation (4.2), le parametre sans

dimension3 est défini par3 = p°/ 05 ou p° est la densité volumique de charge daris la

eme couche dans la limite d'une distribution honmegées segments polymeéres & 0).
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Figure 4.1.(A) Représentation schématique d’'une particule enmilllticouche composée d’un cceur rigide et de
N couches polymériques perméables et soumise AampACE (a)) . Les coordonnées sphériqued|et la

nomenclature adoptée sont également indiquéeg\l(@&E de la distribution spatiale homogéne (lignantillée
noire) et diffuse (ligne pleine bleue) de la distitibn des segments polymériques depuis le coeutediar
particule vers la solution électrolytique. (C) Wimation d’une suspension concentrée de particalalticouches
selon le modele de cellule de Kuwabara.

on est par ailleurs définie paoy =z,C, ol z,et c, sont la valence et la concentration

molaire en sites chargés au cceur de la couchenexter respectivement. Le dernier

parametre introduify assure le maintien de la quantité de sites chdoyeque a, varie et

s’exprime par :
X =

B (a”fgdjg-(%zdjg {3:[?9( r)dr}. (4.4)

La friction exercée par ces segments sur les flest®osmotiques développés autour/au sein

N
k=1

de la particule, dénoték(r), est par définition déterminée par la quantitésdgments

polyméres dans chaque couche perméable. Il vient :
k(r)=kyg"(r), (4.5)
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avec k;, le coefficient de friction dans la couche exteidedans la limitea, - 0. La

fonction g™ (r) est I'équivalent hydrodynamique dgr). Elle s’écrit :

()= S 1 ()1, )] @)

i=1

avec, X" =kZ':‘,BiH {(a+ :lqjg—(mz q]a}/{sojrzg*‘( r)dr}. 4.7)

Les paramétres sans dimensiof (>0) sont donnés parB” =k°/k{ ou k° est le
coefficient de friction dans la-éme couche dans la limiter - 0. Un parametre de

« mollesse » hydrodynamique est assodke{tz‘a). Sa distribution spatiale est donnée par :

A(r)=(k(r)/n)" (4.8)
Alors que 7 désigne la viscosité du milieu, la quantuél(r), qui a la dimension d'une

longueur, représente la longueur de pénétratiomldodes flux électroosmotiques dans

I'enveloppe polymérique de la particule. D’apreséguations (4.5) et (4.8), il vient :
1/2
A(r)=A3[g" ("] (4.9)
ol 1/A; est la distance de pénétration des flux électrotisres dans la couch lorsque

a, - 0.

Les particules décrites ci-dessus sont dispers@es uh électrolyte indifférent contenant

M espéces ioniques de concentration de coeude valencez, et de coefficient de friction
ionique A, aveck = 1...M. Le milieu ionique est défini par sa viscosit&t sa permittivité
diélectrique statiqueg,e, . Ici, I'enveloppe polymérique contient une quantuffisamment
élevée de solution aqueuse de telle sorterpeies,£, sont considérées comme constante dans

chacune des couches perméables et identiques avéeur au coeur de la solution
électrolytique. Le coefficient de friction de I'idnest relié a la conductivité molaire limife)

par la relation :
N, €
k=1..M, AK:A—OM. (4.10)
/\k
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De plus, le formalisme proposé ici permet I'analgied’électrocinétique dynamique dans
des suspensions fortement concentrées en partichifas de modéliser ces suspensions
concentrées, le modele de cellule de Kuwabaratéise14]. Une particule, de rayan est
enfermée dans une sphere de ralgate telle sorte que la fraction volumique en patéc
notée ¢, dans la cellule est identique a la fraction volymel dans la suspension (Figure

4.1C). La fraction volumiqueest donnée par :

a3

F .

L’avantage de ce modele est que le probleme essimdlaire au cas des suspensions diluées.

@= (4.11)

En effet, le probleme est résolu pour une seulelleetomprenant une particule. Le systéme
d’équations différentielles a résoudre reste idprmtiaux cas des suspensions diluées, la seule
différence étant I'ajout d’équations aux limiteladrontiére de la cellule modéle, c’est-a-dire
enr =b. De plus un simple ajustement @eontrdle la concentration en particules depuis une

suspension diluéeg. ¢ - 0, vers une suspension concentrée,p>0.

4.1.2. Equations fondamentales.
4.1.2.1. Distribution de potentiel électrostatiquedes différentes espéces ioniques a
I'équilibre.
Les techniques électrocinétiques en champ altérngpiosent sur I'application d’un
champ électriqueE(w) sur une suspension de particules initialementdaisa I'équilibre

BN

thermodynamique. La premiére étape de cette étodsiste a évaluer la distribution de

potentiel électrostatique depuis la couche permeédal plus interne vers la solution
électrolytique en I'absence d’un champ électriqicf) =0), i.e. c’est-a-dire & I'équilibre
thermodynamique.

A I'équilibre, la concentration des ions libre§(r) dans la solution d'électrolyte et &

l'intérieur de la structure molle de la particudeit une distribution de Boltzmann avec :

k=1..M, cf(r):c;exp(—zF:—_';LPe(r)j:c; ex{-z V(7). (4.12)

ou F est la constante de Farad®/la constante des gaz parfaitsTeta température (en

Kelvin). W®(r) représente le potentiel électrostatique d’équlittocal et y°(r) est le

potentiel électrostatique a I'équilibre adimensialigé avecy®(r) = FW(r)/RT.
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La distribution spatiale de potentiel électrosta¢ich I'équilibre a travers linterphase

multicouche satisfait I'équation de Poisson :

e — Iog (r) pﬁx (r) — 1 < e pﬁx (r )
DZLIJ - — | — = — F - 41
(r) gogr 50£r go‘gr ; Zk Ck ( r) g(fgr , ( 3)

avec pS(r) la densité de charge volumique des ions libregquilibre. 0° est I'opérateur

Laplacien, dans les coordonnées sphériques, dlogsté parJ®e :izdi{rz Sr }
redr

Finalement, la combinaison des équations (4.123.&8) donne I'équation de Poisson —

Boltzmann qui régit les variations dé(x) dans la cellule modeéle:

02 e(x)=—M1 i expl-zV( X)+ 26 6 (4.14)
y kszcle o(-z29( ¥+ z & )%

1

ou nous avons introduit la coordonnée radiale adsioanellex telle que x=«(r—-a) et

I'opérateur Laplacien sans dimensio2-=/('2D2-=;2£[(x+/(a)2 d.] Le
(x+/(a) dx dx

parametrex représente la constante de Debye définie par
M o220 Y2
K:{ZFA} ) (4.15)
@ RTEE,
La premiere condition aux limites, associée a lamun (4.14), est reliée a la densité de

charge portée a la surface du cceur rigide de tecpker o,. Elle est donnée par [15]:

dy* ()

dx

--_Fo (4.16)
K &ERT

x=0
La seconde condition intervient a la limite de &lude modeéle, c’est-a-dire en= b (ou
x=k(b—4a)). Les conditions de symétrie entre deux cellulesines sur la distribution de
potentiel électrostatique &= b donnent :

dy* (%)
dx

=0. (4.17)

x=k(b-a)

Ainsi, I'association des équations (4.14), (4.16}4e17) détermine la distribution spatiale du
potentiel électrostatique a I'équilibre depuis térphase multicouche jusqu’a la frontiére

externe de la cellule.
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4.1.2.2. Perturbations de la distribution de potehglectrostatique et de concentration
en ions suite a I'application d’un champ alternatif
La suspension de particules, initialement a I'érel est stimulée électriguement.

Conformément aux conditions rencontrées lors d’egpées d’électrocinétique dynamique,
le champ appliquéEe'“, est dépendant en fréquence et de faible ampl{tjést un nombre
imaginaire tel quej® =1, west la fréquence du champt&ist le temps). Une faible déviation
des distributions de potentiel et de concentratiensions depuis leurs valeurs initiales
d’équilibre est alors créée. Les profils corres@omd, W(r',t) (ou y(r,t) =FW(rt)/RT) et
c (r,t), dépendent de la frequencget du tempd. lIs peuvent étre exprimés comme la
somme de leur valeur & I'équilibréPf(r) et c;(r)) et d'un terme «de perturbation » du
premier ordre proportionnel a la magnitude du chapmique ¥ (') et oc (7)) :
W(rt)=we(r)+w(re', (4.18)
k=1..M, ¢ (F,t)=cg(r)+ac,(7)e™. (4.19)
La correction de perturbation étant trés faibleagg\ta quantité correspondante d’équilibre, il

est Iégitime de négliger les termes de correct®satond ordre de telle sorte que le produit

de deux termes du premier ordre peut étre égaledfienne.

Ici, I'objectif est de déterminer la vitesse deplarticule et les termes de perturbation

M(r) et dc (T) en fonction de la fréquence du champ appliquér Pela, le formalisme est

basé sur (i) la détermination de la vitesse dud8lu(relative a la particule) en utilisant
'équation de Navier — Stockes, (i) la détermioatides distributions en ions dans
l'interphase multicouche sur la base des équatignsontinuité pour chaque espece ionique
et (iii) la détermination du potentiel électrosgaie dans I'interphase multicouche a partir de
I'équation de Poisson — Boltzmann non-linéariséensemble de ces équations différentielles
couplées est résolu pour chaque fréquence

Ces équations sont obtenues sous la conditionegugelgments polyméres et les charges
gu'ils portent restent immobiles apres applicatthnchamp électrique. Cette hypothése est
valide lorsque les segments polyméres sont rigiclest-a-dire que leur module d’Young est
suffisamment élevé de maniére a ce que les stredeeBiques/osmotiques subis par la

particule ne génere pas de déformation signifieatie sa structure molle.
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() Dérivation de I'équation de Navier — Stockes.

L’équation de Navier - Stockes détermine les e de la vitesse du fluide (relative a
la particule)d(7,t) =G(7)e™. Elle est donnée par :
ou(,t)
ot

ou P(7,t) représente la pressiop, (I',t) est la densité de charge due aux especes ioniques

nOxOxd(r,t)+0P(F,t)+ o, (Ft)IMW(rt)+k(r)ua(rt)=p, : (4.20)

mobiles etp,, est la densité massique du fluide. Dans I'équ&@o?0), nous avons considéré

un flux de fluide incompressible autour d'une parée chargée (terme de source

électrostatique,,(r,t) W (' t)) caractérisé par un nombre de Reynolds faiblengenon-

linéaire d’inertie dans I'équation compléte de Nawv Stockes négligé).
En suivant la méthodologie proposée par Ohshirbg [& troisieme terme dans I'équation

(4.20) peut étre réecrit sous la forme :
Lo (7 1)OW(Ft)= —Zdﬂk(F)EbE(r)e‘j“+pel( JOwe(r )+D(pe|( )dP(r*))s"“’. (4.21)

L’équation (4.21) fait apparaitre la foncticxmk(F), c'est-a-dire le terme de perturbation

associé au potentiel électrochimique de Ikl est défini par :

k=1...M, (7 t) = g +au (F)e™ (4.22)
avec (7)) = g +2,FW(7,t)+RTIn g (T, 1), (4.23)
ou 4, est le potentiel électrochimique standard de I’ioncfuk(F) est lié aux termes de

perturbationd¥ (') et dc, () par la relation :

k=1..M, wu (F)=z,FR(F )+RTJCi"((r)) (4.24)

La combinaison des équations (4.20) et (4.21) dtennelation suivante :
nOxOxd(7,t)+0P(7,t) - 25yk( )Ocs (r)e’ + pg (r) Dwe(r)

+0( 5 (1) (F))e ™ +k(r)a(7.t) = g, aﬁgi)

Pour résoudre I'équation de Navier - Stockes, tiljegicieux de calculer le rotationnel de

(4.25)

I'équation (4.25) afin d’en éliminer le deuxieme duatrieme et le cinquieme terme. Il vient :
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nDXDXDXG(F)—iDJ,uk(F)Dci(r)+DX(k(r)U(F)) = jap, Oxu (F). (4.26)

k=1
En considérant la symétrie sphérique du systéemdiéétii(r) peut étre écrit sous la forme

vectorielle :
(2 1d .
a(r) —(—?h(r)Ecose ,Fa(rh(r)) E sirg (3 (4.27)

avec h(r) une fonction inconnue ne dépendant que de la cookk radiale. Les termes

M(r) et du () peuvent étre définis sous la forme :

au(r):aw(r)éﬁzaw(r)mose (4.28)

-

et 5/,/k(r):—sz¢k(r)Eﬂ;”:—sz¢k(r) Ecosd. (4.29)

Toujours en adoptant la stratégie d’Ohshima, umetfon dépendante de la coordonmée
notéeé(r), satisfait la relation :
0?[&(r)Ecosd|=LE(r)E cod. (4.30)

avecé(r)=h(r), oy(r) ou ¢, (r). L'opérateur est défini par :

d*e de 2
Le = — e,
dr? ad r?
Enfin, en associant les équations (4.8), (4.9)264.(4.27), (4.29) et (4.30), I'équation

différentielle satisfaite pan(r) est donnée par

+r_2 (4.31)

PRV . 2 ()RS S
L([L+2]n(r))-6(r)= o Z{zche A (4.32)
ou nous avons introduit le paramepreel que
Y= j“;"m (4.33)

(1) =) {9 ()n()+ 2L AL 2 (430

Pour une suspension de particules enveloppéees deule couche molle d’épaisseljr

et caractérisée par une distribution spatiale h@megle la densité de segments polyméres
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chargés, I'équation (4.32) se réduit a I'équatidifecentielle dérivée par Ahualket. al ou
G (r) = 0 dans la solution électrolytee( d, <r <b) etG (r) = (49)? Lh(r) dans la couche
molle (.e. a<r <d,) [11]. De plus, en régime statique (particulesmsises a un champ
électrique DC), le paramétrg? disparait de I'équation (4.32). On retrouve altes

précédents résultats de Duval et Ohshima pour Ilgermd@éation de la mobilité

électrophorétique de particules molles monocoudifasses [15].

(i) Dérivation de I'équation de continuité pour alpze espéce ionique k.

Suite a I'application d’un champ électrique, un loatteint une vitesse locake (7,t) par
rapport a la particule. Ce flux d’ions est provoquer le flux de liquide (contribution
convective dérivant dei(r,t)) et par le gradient du potentiel électrochimiquee I'ibn k
(contribution diffusive). On a alors :

1

k=1..M, vk(r,t):a(r,t)—N y
ATk

Ou (T t). (4.35)

L’équation de continuité de I'ion libre assure la conservation du nombre total d’ibalsns
la cellule modéle. Elle est donnée par :

oc (T,t e (o
k=1..M, %=—D(ck(r,t)vk(r,t)) (4.36)
Pour un fluide incompressiblee. Oi(7,t) =0, 'association des équations (4.19), (4.22),
(4.35) et (4.36) donne :

1
NAA

k=1..M, ja)Jck(F)=—D{cE(r)U(F)— cﬁ(r)Ddyk(r)}. (4.37)

Finalement, en intégrant les équations (4.27)-(4&29(4.30) dans la relation précédente,

I'équation différentielle déterminant la potentiéctrochimique des iorkss’écrit :

dy°(r dg, (r A h(r
k=1.M, LB (r)+x°2 (4 (r)+aw(r))= dr( )[zk (;( )—Zﬁ#} (4.38)
oU la constante complexe sans dimengiprest donnée par
_ _ jwAN,
k=1..M, f oA 4.39
a K°RT (4.39)
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(i)  Dérivation de I'équation de Poisson.
La derniere équation différentielle gouvernant ditodynamique de suspensions
colloidales est I'équation de Poisson. Elle reks termes de perturbation du potentiel

électrostatique et des concentrations en ions empér :

Dzw(r):—iiszack(?). (4.40)
&, o
En incorporant les équations (4.24), (4.28)-(4.B8yuation de Poisson devient :
La'w(r):ii{ﬁcﬁ(r)[m(rh&/l(r )]}. (4.41)
& a | RT

(iv) Détermination des conditions aux limites.

Comme souligné par Ahualkt al. [2], le point clé déterminant la résolution de ce
probléme est le choix de conditions aux limitesrappées. Ici notre choix s’est porté sur les
conditions utilisées par Bradshaw-Hajek al. pour I'étude de la réponse diélectrique de
dispersions concentrées de particules dures spiedr{d@-8], ces conditions étant elles-mémes

basées sur le travail de Ahuatial.

Conditions satisfaites a la surface du coeur duladearticule (en r= a).

A la surface du cceur dur de la particule, les dord hydrodynamiques imposent une
vitesse du fluide nulle, c’est-a-ditga) = 0. En annulant les premier et second élémeans d

le vecteur (4.27), nous obtenons les deux condition

h(a)=0 (4.42)
et dn(r) . (4.43)
o |

Par définition, aucun ion ne peut pénétrer a liietér du cceur dur de la particule. La

vitesse de lionk v, (T,t)satisfait la relationv, (7,t)(&, =0, ol & est le vecteur unitaire

normal & la surface. En utilisant les équation29yet (4.35), il vient :

K=1.M 9.(r)

=0. 4.44
dr ( )

r=a

La derniere condition fait intervenir la continuithy potentiel électrostatique et du

déplacement électrique normal a la surface dertécpke dure. Il vient :
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doy (r) —iaz,a(a) =0 (4.45)
dr £a

r=a r

ou &, est la permittivité diélectrique du cceur dur dpaaticule.

Conditions satisfaites a la frontiére externe ded#lule modeéle (en r = b)

Afin de déterminer les conditions aux limites rer b, les différentes quantité$ (1)
(avec f(r)=d¥(r), oc () ou P(r))sont moyennées sur le volureale la cellule modéle.

On a alors

(f(ﬂ}=é£ﬁ(ryw. (4.46)
La premiere contrainte provient de la définition dehamp électrique
avec(-Od¥ (7)) =(E). Il vient :
oy (b)=-b. (4.47)
En admettant que le déplacement de la particule sui’application du champ n’est

attribué gu’au phénomeéne d'électrophorése, et nda diffusiophorése (déplacement de

particules di0 a un gradient de concentration), éeaosde condition est donnée par
(Od¢, (7)) =0. Il vient :
é.(b)=b. (4.48)
De plus, le déplacement de la particule est d’'negdlectrophorétique et ne provient pas

d’une contribution convective, résultat d’'un gradide pression. On a alo(QP(F» =0.1

vient P(b) =0, d'ou :

_ p5(b)

r=b

b+p b (4.49)

%[r(L +y2)h(r)]

avec |, la mobilité dynamique qui est proportionnelle &itesse de la particule et ne dépend

pas de I'amplitude du champ appliqué. A partir dsuitats expérimentaux obtenus la
méthode ESA (Electrokinetic Sonic Amplitude — vieir§1.3.1 du Chapitre 1), O’'Briest al.
ont démontré que la mobilité dynamique détermin@mriquement est en accord avec les

résultats expérimentaux seulement si le momentasaopique moyen par unité de masse est
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nul, c'est-a-dire si la reIatior(l/,oV)Lp(?)U(F)dV:O est vérifice (avec la densité

massiquep = p, dans le cceur dur g2 = p_ dans le reste de la cellule) [17-18]. Il vient :
p m

-1
ﬂe=2h(b)£1+¢p" pmj : (4.50)
b P

La derniére condition utilisée provient de la caoioti de Kuwabara, i.e.

(Oxa(r)

=0. En utilisant la définition vectorielle d&(F) (équation(4.27)), on obtient :

r=b

Lh(r)

0. (4.51)

r=b

(v) Adimensionnalisation des équations différerggkt conditions aux limites

Le systeme d’équations différentielles (équatigh82), (4.38) et (4.41)) et de conditions
aux limites (équations (4.42)-(4.45), (4.47)-(4.49)4.51)) doit étre résolu numériguement.
Pour se faire, les équations citées sont reecaifiesde faire intervenir les quantités sans
dimensions :
__KkFp

ap(r)=dp(r) ; ¢.(r)=«o.(r) ;h~(r)—£O£rR_|_ (r); A% =k7AS

d*», 2 d 2

7, :[(_2 2 : |:o:/(_2|_o:
7 y dx® x+xadx (x+Ka)2

. (4.52)

Finalement, on obtient les équations différentgelle

E([sz]ﬁ(x))_(jﬁ)z{gH (%) T >§+dg;(x)(d2(xx)+ it %aJ}

X X+ K

1 1 dye(X)i{zsz:ézkﬂ%M},

M, . Xx+ka dx <=
A -
= (4.53)

.00y ()= 250 ¢ L) o T B0 |

i {zee M p,(+ap(3]),
>zg

accompagneées des conditions aux limiteg 219
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x=0 (4.54)

oy (« (o-a))=-«h
g, (i(b-2)) =k
Lh(x) =0,
el ) (4.55)
2 ¢ 5 Y (k(b-
i[(|_+;72)ﬁ(x) :;zkc:;e (< @)+V226(K(b—a))£_1+£2¢,0p—,0mJJ
dx x=+(b-3) Y 7¢ Kb 1

4.1.2.3. Evaluation de la mobilité électrophorétiqiade la permittivité diélectrique.

Le but de ce travail est de déterminer la mobiliy@amique ue(a)) et la permittivité
diélectrique £ (w) en fonction de la fréquence du champ électriqualique. |, (w) et
£ (a)) sont toutes deux des quantités complexes telles qu

()= (@) + (@), (4.56)
et £ (w)=¢'(w)-je"(w) =0 (w) - je"(w) +¢,. (4.57)
M. (w) et &'(w) sont les parties réelles de la mobilité et dedamtivité, respectivement.
He (w) et &"(w) sont les parties imaginaires de la mobilité eta@ermittivité (au signe
pres). La quantitéAa’(a)) est appelé incrément diélectrique. Il est défimmme

Ag' (w) = €'(w) - ¢, etest utilisé en lieu et place ¢ w).
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Comme mentionné dans la section précédente, Ialitéodiynamiqueue(a)) est donnée

par I'’équation (4.50). En adoptant la nomenclagyrécifiée en (4.52)|,1€(w) devient :

_ 2h(x (b~ a)) £,6,RT [1+¢,0p = Pa j_ ' (4.58)

(@) kb Fry Pr

Pour évaluer la réponse diélectrique de la suspensolloidale, il est nécessaire de
déterminer au préalable la conductivité dynamlqh(fw) dans la cellule. Elle est définie
comme la somme de la contribution du fond ioniqke,(w), et de la contribution de la
particule (et de sa double couchaK” (w) :

K' () =K, (w)+2K (w). (4.59)

K., (w) est simplement donnée par :

* M F* -
K: (@)= ij S jaee.. (4.60)
k

K" (w) est la constante de proportionnalité entre le gheroyenné(E) et le courant local
dans la cellule(i}. En suivant a la lettre la méthodologie de Bradshiajek et al. [8],

K" (w) devient :

* Py~ P & s~z y(x
K (@)= ()02 E0 S 5 g g1

m k=1
M| 52 aEd
3| BCFG a9 90l X) () + e, P ) (4.61)
k=1 Ak dx x=k(b-a) dx x«k(b-g
En utilisant (4.59)-(4.61), il vient :
AK* (w):i theF(i e—zkf(/((b—a)) d¢k(x) -1
k=1 Ak dx x=k(b-a)
- M . n Pl . do
1 () g2y 5 P e ) 4 wfofr[ f(x) +1]- (4.62)
k=1 X _
m x=k(b-a)

A limage de la mobilité et de la permittivité, t@nductiviték” (w) (aveck’ (w)=K" (w),

AK" (w) ou K, (w)) est une quantité complexe telle que :
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K (w)=K(w)+ K'(w) (4.63)

ol k'(w) et k"(w) sont la conductivité réelle et imaginaire, respectent. K” (w) est lie
a la permittivité diélectrique par :

K" (@) =K' (@) + K" (w) =K' (w0 — 0) + we,e” (w) - ok, (A€ (w) +£,)  (4.64)

Finalement, a partir des équations (4.59),(4.60)63) et (4.64),A¢'(w) et &"(w) sont

données par :

Ag'(w) =—%(w), (4.65)
et &' (w) = AK' () —aA)gK'(w - 0) : (4.66)

4.1.3. Résolution numérique des équations.
La complexité du systeme d’équations différentgelien-linéaires (4.53) associé aux

conditions aux limites (4.54) et (4.55) nécessite wtgsolution numérique du probléeme pour

obtenir les fonctionsdo@(x), @,(x) et h(x) pour chaque fréquence; et le potentiel

électrostatique local a I'équilibrg®(X). Pour cela, nous avons développé un algorithme de
calcul FORTRAN qui permet la résolution du systed¥equations différentielles sur une
large gamme de fréquence (depuis quelques Hz jaddb’z) en intégrant dans le programme
le logiciel COLSYS développé pour la résolution pi®blemes a valeurs limiteda la
méthode de collocation [19]. Les solutions sontimaiéSes a des fonctions polynémiales
estimées automatiquement par le programme ave@méision choisie a 10 La mobilité

dynamique |, (w) , I'incrément diélectrique et la perte diélectrigde’(w) et £"(w) sont

ensuite déterminéega les équations (4.58), (4.62), (4.65) et (4.66).

Ce formalisme permet I'’évaluation de la réponséedique de suspensions concentrées
de particules sphériques molles multicouches dtsit sans restrictions sur la taille de la
particule (rayon du cceur dur et épaisseurs deshesumolles), sa charge, la perméabilité
hydrodynamique et le nombre de couches polymériqaregloppant le cceur dur de la
particule.

Les résultats numériques ont été validés en lespamnt avec d’autres résultats

disponibles dans la littérature. D’'une part lesiataons en fréquence de la permittivité (ou
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conductivité) et de la mobilité reproduisent avacces les résultats de différentes études sur
I'électrocinétique en champ alternatif de susperside particules dures [7] ou de particules
molles monocouches et homogeénes [11]. La distobudiffuse et multicouche des segments
polyméres a également été testée avec succes.aNons vérifié que la mobilité dynamique
lorsque w — 0 est identique a la mobilité électrophorétique widle par Langleéet al. [12]
dans leur analyse des propriétés électrocinétiqdes (bio)particules polyélectrolytes
constituées de 3 couches distinctes. Ainsi, ce modst a ce jour le plus complet car il
integre les situations de suspensions concentitEsgd de particules dures, de type
cceur/couronne ou entierement polyélectrolytes. s fes (bio)particules en suspension
présentent une structure molle hétérogene compbségrusieurs couches concentriques de

caractéristiques différentes.

4.2. Résultats et Discussions.

Comme indiqué dans le chapitre 1 (81.3.), la répoasun champ électrique d'une
dispersion de particules colloidales est régie Iparprocessus de polarisation de double
couche électrique et par leurs temps (ou fréquémtEeselaxation respectifs. Ces processus et
leurs impacts sur les spectres fréquentiels de littblbiynamique et de permittivité ont été
présentés en détail dans le 81.3 dans le cadresperssions de particules dures. Pour rappel,
deux processus de relaxation gouvernent la polansdtune particule et de sa DCE face a

I'application d’un champ électrique :

(i) la relaxation a avec pour fréquence caractéristique= 2D /a° (4.67)
Cette relaxation est associée a I'établissemenedpolarisation de concentration
autour de la particule chargée. Pour des particdibed le rayon varie entre 1nm et
1um, la relaxationy intervient a des fréquences comprises entre ledtHe GHz. La
permittivité diélectrique reflete la polarisatiore dconcentration. Ainsi, plus la

polarisation est importante, plus la permittivitélectrique I'est également.

(ii) la relaxation de Maxwell-Wagner (MVévec &, = 2D / k™ (4.68)

La relaxation MW provient de la migration/diffusiales ions dans la DCE. Pour des

forces ioniques comprises entre 1mM et 100mM, laxagion MW se produit a des
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fréequences de l'ordre du MHz jusquau GHz. Conéaient a la permittivité

diélectrique, la mobilité dynamique est tres sdasibcette polarisation.

Une troisieme fréquence de relaxatian, liée aux effets d’'inertie de la particule se

déplacant dans un fluide visqueux, détermine leiatians de la mobilité dynamique. Elle est
définie par :

w=271p,a (4.69)
Pour des particules de rayon compris entre 1nm jginlet suspendues dans un fluide de

densitéo,, ~ 1000 kg.ni et de viscositéy ~ 10° Pa.s,« peut varier du 10Hz jusqu'a 1&

Hz. Pour plus d’informations sur les différents mmdismes mis en jeu, le lecteur peut se
reporter au Chapitre 1 81.3 de ce travail. Bien geex-ci soient décrits dans le cadre de
particules rigides, les processus restes simildia@s le cas des particules molles.

L'objectif de cette section est d’examiner les $pEr de mobilité dynamique et de
permittivité diélectrique sur les bases des phémaméale relaxatiorm et MW. Dans un
premier temps, nous nous intéresserons aux suspsngde particules enveloppées de deux

couches perméables suspendues dans un électrgiytétrigjue 1 : 1 de concentration

* * *

C =C, =¢C,avecc, etc_ les concentrations en cations et en anions, régpeent, au ceeur

de la solution d'électrolyte. Nous analyserons défsts, sur les spectres obtenus, (i) de la
densité de charge des particules, (ii) de leur pabiiité hydrodynamique, (iii) de la taille de
leur cceur dur, (iv) de I'épaisseur des couchesmpéligues, (v) du degré d’hétérogénéité des
couches polymériques, (vi) de la concentration lent@lyte et (vii) de la concentration en
particules dans la suspension. Nous terminerons dgtide de l'impact du nombre de
couches polymériques enveloppant le cceur dur déisydas sur les variations de la mobilité

dynamique et de l'incrément diélectrique en fontiie la fréequence.

4.2.1. Impact de la charge de la couche interne, dke perméabilité hydrodynamique
de I'enveloppe polymérique et de la force ionique.
4.2.1.1. Réponse diélectrique.

Les variations, en fonction de la fréquerd@s de I'incrément diélectriquéc’(w) dans

des suspensions diluées de particules entourédewde couches molles de caractéristiques
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difféerentes dans lesquelles les segments polymsoes distribués de facon homogéene

(a..,, - 0) sont représentées dans la figure 4.2A-C. Chaquebe correspond a une densité
de charge différente de la couche perméable intavee p) = 5,07 (couche 1 d’'épaisseur
d, =20nm). La charge de la couche externe est fixée aa}ﬁ:: -10 mM (couche 2

d’épaisseurd, =5nm). Les encarts représentent les variations geriee diélectriques”(w)

correspondantes. Les paramétres utilisés pour diaitipn des spectres diélectrigues non

indiqués dans la Iégende de la figure sont présetags le tableau 4.1.

Température T=298K
Permittivité relative du milieu £ =178,54
Permittivité relative de la particule £,=20

Viscosité du milieu n=0,954.1CG Pa.s
Densité du milieu o, =0,997 g.crit
Densité de la particule p,=1,05 g.crit
Charge de surface de la particule =0
Conductivité molaire limite du cation A°=7,35crQ™
Conductivité molaire limite de I'anion A°=7,146 criQ™

Tableau 4.1 Données utilisées pour les calculs numériques datte étude.

Intéressons-nous aux spectres diélectriques péssedans la Figure 4.2A. Les particules

sont dispersées dans une solution de concentratishmM et sont caractérisées par une
mollesse hydrodynamiqueAJd,=1 avec B = |B|. Ceci implique que les flux

électroosmotiques pénetrent dans lintégralitéadeduche 2. La charge de la couche interne

est variéevia le parametre sans dimensiBpavec-5< S < 5. Lorsque S, < 0, la charge de la

couche interne est opposée a la charge de la cextéime. Dans notre cas, elle est positive.
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Figure 4.2.(A-C) Variations, en fonction de la fréquenad 277, de l'incrément diélectriquéle’ (w) et de la

perte diélectriques” (w) (encarts) dans une suspension de particules enpétspde deux couches molles pour
différents rapportsg, = p; / p, (indiqué) avec (Ax =1mMet A)d, =1; (B) ¢ =10mMet A)d, =1 et (C)

¢ =1mM et /120d2 =10. (D) Variations de la magnitude de l'incrémentld@rique au plateau basse fréquence
Ag'(a) - O) en fonction de la force ionique pour differentspparts B et degrés de perméabilité
AJd, (indiqué). Autres paramétres si non indiqués dangdbleau 4.1 p, / F =-10mM; d =20nm; d,=5nm;
a=300nm; p=0,01; a,=a, - 0;2=1; B'=|4| .
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Chaque spectre diélectrigue manifeste une décraisszontinue de la permittivité depuis
un haut plateau & — 0, signe que la DCE est completement relaxée, jasgtieindre une
valeur nulle lorsque la frequence d’oscillation cheamp est trop rapide pour permettre la
migration des ions dans les DCEs intra/extra-paldices et la polarisation de la particule. Un
examen plus précis de la figure révele que la ntadaide l'incrément diélectriquAs’(w)

est reliée a la charge totale portée par I'enserdbléenveloppe polymérique (couche 1 +

couche 2). Cette charge totale est donnée@gar > V.Zp; (ouV, est le volume de la
i=1,2

couchei). lci, |Q,| est maximale pour le rappog =5, par conséquent, a fréquence
fixée,Ag'(w) est elle aussi maximale. Lorsque la charge deudalte interne diminugd( = 2,

1 puis 0),A¢'(w) diminue également et atteint un minimum pgg= O ou la charge totale
|Q: | €st minimale. Une diminution supplémentaire &€, = -1, -2 puis -5) entraine une
inversion du signe et une augmentation de la magaitle la charge de la couche 1 et de la
charge totale. Il en résulte une augmentatiomedcw). Ce résultat provient du fait que la
magnitude deA¢c'(w) est directement reliée a la polarisation de comagon. Pour rappel,
une augmentation de la charge totale (qu’elle poisitive ou négative) entraine une
augmentation du potentiel électrostatique locadleeta quantité de contre-ions a I'équilibre
dans linterphase molle (voir les profils de potehélectrostatique a I'équilibre représentés
dans la figure 4.3A). Ces contre-ions participentédablissement de la polarisation de
concentration autour de la particule. Une augmimtatie leur concentration locale dans
l'interphase provoque une polarisation de concéntriglus importante autour de la particule
et, finalement, une augmentation Ae'(w). L’examen des variations de la perte diélectrique
&"(w) (encart de la figure 4.2A) nous montre que ladeige caractéristique associée a la
relaxation sondée par la DRiS. la relaxationa, est indépendante de la charge totale portée
par I'enveloppe perméable. Pour rappel, cette #age de relaxation est matérialisée par un
maximum dans les variations d€(w). Ce résultat est en accord avec I'équation (4.67)
(établie dans le cadre de suspensions de partigigédes) qui stipule que le temps

d’'établissement de la concentration de polarisaishéquivalent au temps nécessaire aux

especes ioniques pour se déplacer d'un cote ad'aetla particule.
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Figure 4.3.Profils de potentiels électrostatiques a I’équidibye(i) depuis la surface dure de la particule vers
le milieu externe pour des particules enveloppéegielix couches molles immergées dans un électrdyte
concentrationc’ & 1mM (panel A),10mM (panel B) e50mM (panel C) pour différents rapportg, = pf / p;’
(indigqué). La couche perméable externe (couchesinatérialisée par la largeur de la « bosse » obSe dans

le cas B = 0. Autres paramétres si non indiqués dans le Tableau 4, / F =-10mM; d, =20nm; d,=5nm;

a=300nm; p=0,01; a,=a, - 0 ;z=1; B'=|4).

La comparaison entre les Figures 4.2A et 4.2B pewfiettdier I'impact de la force
ionique du milieu sur la réponse diélectrique. kpsctres diélectriques ont été obtenus dans
les mémes conditions & I'exception de la forceqamiavea =1 mM (Fig. 4.2A) et =10
mM (Fig. 4.2B). A une fréquence donnée, la comparaides deux figures révele deux
comportements différents de la réponse diélectrigrsguec’ augmente.

Tout d'abord, considérons le cas @l est compris dans la fourchette [-2; 2]. Une

augmentation de la force ionique entraine un meilkcrantage des charges fixes dans les

couches molles par les ions libres qui entraine dimenution du potentiel électrostatique
y°(X) dans l'interphase (voir Fig. 4.3B-C). Ceci généne diminution de la polarisation de
concentration autour de la particule et finalememé diminution deA¢'(w). Ceci est en
accord avec les résultats obtenus ou nous obserponsw et S, fixés, une diminution de
A€ (w) lorsque la force ionique augmentea@el mM (Fig. 4.2A) & =10 mM (Fig. 4.2B).
Cette tendance est également illustrée dans lad-igi2D qui représente les variations de

Ag'(w) pour w— 0 en fonction dec’ pour différentes densités de charge dans la coliche

(B,=2 et 5) et différents degrés de perméabilité hygnamique Q;d,=1, 2 et 10). AAJd,
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donné et pourB, =2 (lignes pointillees),As'(w -~ 0) diminue graduellement lorsque
augmente jusqu’a atteindre une valeur presque paliec’ > 100mM.

A Tlinverse, pourB, = -5o0u 5, la comparaison des Figures 4.2A et 4@Bele une
augmentation dé\&'(w) lorsquec augmente de 1mM a 10 mM. Pour plus d'informations,
nous avons représenté dans la Figure 4.2D les iomsatle Ag'(w — 0) en fonction dec’
pour B =5 (lignes pleines). D'aprés la figure lorsqdeaugmente Ag'(w — 0) augmente
jusqu’a atteindre un maximum poar: 4mM puis diminue et atteint une valeur proche de
zéro (non visible ici). Cette augmentation de p#iviieé est due aux larges potentiels

électrostatiquesy®(x) a travers l'interphase lorsque < 4mM (Fig. 4.3A). Expliquons ce

résultat. Aprés application du champ électrostatidt(c), le nuage ionique autour/a

I'intérieur de la particule molle se déforme epkaticule se polarise suivant les processus de
relaxation décrits précedemment (81.4. Chapitrd&Jh)champ électrostatique de polarisation

est alors créeé, celui-ci étant dirigé dans le sewsrse du champ appliqué. Plus le potentiel
électrostatiquey®(x) dans l'interphase est élevé, plus 'amplitude Hanop de polarisation

est importante. Ce champ induit va alors contreditinuer les effets du champ appliqué.

C’est pourquoi, une augmentation de entraine une polarisation de concentration plus

importante et une augmentation Ae'(cw — 0) dans la limite olc’ < 4mM. A partir dec ~

4mM, lorsquec augmente, le potentie}®(x) diminue de telle sorte que I'amplitude du
champ induit diminue également et sa contributi@msdla réponse diélectrique devient
négligeable. Par conséquent, le comportement déplanse diélectrique de la suspension est

similaire au casg, = -2 avec une diminution d&&'(w - 0) lorsquec” augmente.
Toujours en accord avec I'équation (4.67), la fesgpe de relaxatiom), / 277 ne dépend

pas de la force ionique du milieu et reste égaliel&’s’ quelles que soient la charge de la
particule et la concentration en électrolyte. Cetservation confirme que la relaxation

sondée par la DRS est bien la relaxation

La comparaison entre les Figures 4.2A et 4.2C ped¥tudier 'impact de la mollesse
hydrodynamique des couches perméables envelopgantparticules sur leur réponse

diélectrique. Les spectres diélectriques ont étéerals dans les mémes conditions a
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I'exception du paramétrd)d, qui augmented)d, = 1 (Fig. 4.2A) aA)d, = 10 (Fig. 4.2C).
Ceci implique que, pour la Figure 4.2A, les flur@&toosmotiques, développés autour/au sein
de la particule pendant leur mouvement sous l'efietchamp électrique, pénétrent dans

I'integralité de la couche 2 d'épaissetly et, pour la Figure 4.2C, la distance de pénétratio
des flux électroosmotiques dans la particule, estina 1A), est plus limitée avec
1/A9=d,/10.

La comparaison entre les Figures 4.2A et 4.2C reaniie, a5, fixé, Ag'(w) augmente

lorsque AJd, diminue. Commentons ce résultat. Podifd, = 10, la particule est peu

perméable. Les flux électroosmotiques pénétrebtefmient dans la couche 2 ou les variations
de potentiel électrostatiques d’équilibre sontl&sben magnitude. A l'inverse, pougd, =

1, la particule présente une large perméabilitérdgyghamique. Les flux électroosmotiques
pénétrent en profondeur dans la couche 2 jusqulénite de la couche 1 ou les potentiels
sont plus importants. Par conséquent, les distdbstde potentiel sondées par les flux

augmentent en magnitude lorsque la mollesse hydardigue de la particule augmente. A

une fréquence fixée, on observe donc une augmentdt As'(cw) lorsque AJd, diminue.
Cette tendance est confirmée dans la Figure 4.2rowbserve, ag et c fixés, une

augmentation d&¢'(w — 0) lorsqueA2d, diminue.
Enfin, les variations de la perte diélectriqa&w) (encart de la Fig 4.2C) montrent que
la fréquence de relaxatiow/277 est indépendante de la perméabilité hydrodynamitpuéa

particule puisque celle-ci reste égale & &1@uel que soitA’d, .

4.2.1.2. Mobilité dynamique.
Les variations de mobilit¢é dynamique correspondaraex réponses diélectriques
analysées dans le paragraphe précedent sont re@esselans la Figure 4.4. Ici, nous avons

représenté uniquement les variations de la molifrgamique réelle sous sa forme réduite,

dénotéeld (w) donnée par :

7 ()= (0)—L—. (4.70)
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Pour rappel, la mobilitg/(w — 0) est égale a la mobilité électrophorétiqug déterminée

dans des conditions statiques, c’est-a-dire sopgli@ation d’'un champ DC.

La Figure 4.4A représente les variationsgdéw) en fonction de la fréqueneg27 pour
des suspensions diluées de particules molles de tgpur/couronne dont I'enveloppe
perméable est composee de deux couches homogengs—0) de caractéristiques
différentes. Les particules, caractérisée par umdlesse hydrodynamiquel)d,=1, sont
dispersées dans une solution de concentratiebmM. La charge de la couche 2 est fixée &

,0§/F =-10 mM et la charge de la couche 1 est variégidel du parametrg,.

Considérons la situation g8} = 5 (courbe verte foncee). Les deux couches pereab
portent une charge négative. La mobilité dynamiegtedonc négative sur toute la gamme de
fréquences sondées. Les variations de cette cosmhé similaires a la courbe typique
commentée dans le Chapitre 1 §1.3.2.1. Pour rappkhsses fréquences/Zr< 1CG s7),

I (w) est constante sous la variation di27r et sa magnitude est égale a la mobilité
électrophorétique sans dimension obtenue sousliéapipn d’'un champ électrique DC. Dans
ce régime, la DCE est complétement relaxée. Unéndtion de w/ 277 engendre une légére

diminution de [7(w)| entre 18 et 10 s, signature de la relaxatiow, suivie d’une
augmentation deff (w) | entre 10et 10 s*, signature de la relaxation MW. La courbe atteint

un maximum aw?27= 10 s* avant de décroitre rapidement jusqu'a atteindre wateur
nulle.

Pourg, = -5 (courbe verte claire), la couche 1 est chapgsitivement contrairement a la
couche 2 qui est chargée négativement. La figuretma@ue 7' (w) est positive sur toute la

gamme de fréquence sondée. La particule se comgorte comme une particule chargée
positivement. Analysons ce phénomeéne. Lorsgue 1mM, les gradients de potentiels
électrostatiques a travers linterphase sont ingmist (aveck d, < 1). Par conséquent, les
variations de potentiels sondées par le flux éestmotique dépendent des propriétés
physico-chimiques de la couche interne chargédipesient d’ou I'apparition d’'une mobilité

positive.
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Figure 4.4. (A-C) Variations en fonction de la fréquenc®/ 2 de la mobilité dynamique réelle
adimensionnaliséer’ (a)) dans une suspension de particules enveloppées ae cmiches molles pour

différents rapportsg, (indiqué) avec (Ax =1mMet A)d, =1; (B) ¢ =10mMet A)d, =1 et (C)c =1mM
et /12°d2 =10. (D) Variations de# (a) - O) en fonction de la force ionique pour différentpparts S, et
degrés de perméabilité12°d2(indiqué). Autres paramétres si non indiqués dangableau 4.1 p;’/F =-

10mM; d,=20nm; d,=5nm; a =300nm; ¢=0,01; a,=a, - 0;z=1; B'= |,Bl|.

- 159 -



Chapitre 4 — Electrodynamique d’Interphases MdWledticouches

Lorsque le flux électroosmotique pénétre dansriacgire molle de la particule, celui-ci
sonde (i) les variations de potentiel électrostagiglans la couche 2 et (ii) les forces de
friction exercées par les segments polymeres,)oét (i) dépendent tous deux du parametre
B, (avecﬁlH = |B). Premierement, lorsqug, augmente de -5 a -1, la magnitude des
variations de potentiel a I'équilibre dans la zeoadée par les flux électroosmotiques (ici la
couche 2) diminue (voir les profils g&(x) correspondants dans la Figure 4.3/ .() | doit
donc diminuer ce qui est en effet observé. Deuxmerd, la diminution de,8H=,81H est
supposee diminuer les forces de friction exercéms Ilps segments polyméres et, par
conséquent, accélérer la particule (augmentationzdéw)|). D’apres la Figure 4.4A, la
contribution électrostatique domine la contributioydrodynamique avec une diminution de
|7 (w) | lorsque la charge de la couche 1 dimingg diminue).

Une augmentation supplémentaire Gg depuisf, = 0 jusqu'af, = 5, entraine un
changement de signe d& (w) qui est dans ce cas négative. Ceci est la conségquies
potentiels électrostatiques négatifs sondés plluxeslectroosmotique puisque la charge de la
couche 1 est soit nullg3( = 0), soit du méme signe que la charge de la @ac{f, > 0).
Analysons les variations de la magnitude ddw) a w fixé en fonction deg,. Comme
attendu, 'augmentation g& de 0 a 1 entraine une augmentation@éd) | quel que soitu
Cependant, la comparaison des résultats obtenusfeul, 2 et 5 nous montre que pour (i)
w2m> 10 s', |@ (B,= 5)| est supérieur af(B,=1;2)| et pour (i) w2m < 10 s,
|7 (B,= 5)| est inférieur & (B, =1;2)|. Dans le régime (i), la fréquence d’oscillatiom d
champ ne permet pas la diffusion/migration des enss la DCE et le nuage ionique autour
de la particule n’est pas polarisé et ne crée pashdmp de polarisation opposé au champ
appliqué. Par conséquenfy (w)| augmente lorsque la charge de la couche 1 augnf@nt
augmente). Dans le régime (ii), la fréequence di@@n du champ autorise le déplacement
des ions dans la DCE. Pofy = 2 et surtout pouB, = 5, les potentiels électrostatiques dans

l'interphase sont élevés et entrainent une fortaration de la particule qui crée un champ
de polarisation induit. Pour rappel, ce champ darmation induit contre les effets du champ

appliqué, c'est pourquoif (w)| est quasiment constante lorsggjeaugmente de 1 a 2 puis
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diminue quangs, augmente de 2 a 5. Ce méme phénomene est arl@uigi la diminution de

la permittivité lorsque que la charge de la coutlaeigmente (voir le 84.2.1.1).

Pour finir, la forme des courbes obtenues pBur -5 et 5 sont fortement impactées par
les relaxationsy et MW (notamment avec I'apparition d’'un pic). Anverse, les autres cas
présentés iciff= -2 jusqu'a 2) manifestent une seule décroissaec’ (w)| lorsquew/2r
se rapproche dey/27z Les potentiels électrostatiques I'équilibre avéra l'interphase et la

charge des couches molles ne sont pas suffisangtesites pour que le déplacement des ions

au voisinage/au sein de la particule provoque deations importantes de mobilité.

La comparaison entre les Figures 4.4A et 4.4B peutettudier I'impact de la force
ionique du milieu sur la mobilité dynamique. Legespes de mobilité ont été obtenus dans les
mémes conditions & I'exception de la force ioniguecc =1 mM (Fig. 4.4A) et =10 mM
(Fig. 4.4B).

Commencons par la comparaison des courbes laleslfisé& -5 et = 5. Pour ces deux

cas, nous observons une augmentationfd&d) | quandc augmente a I'image des résultats

de réponse diélectrique correspondants. L’expbecast identique. L’augmentation de
conduit a une diminution des magnitudes des paisrdéiectrostatiques a I'’équilibre a travers

l'interphase ce qui affaiblit le champ de polaiisat et accélére la particule Z|(w)|
augmente). Les variations d@ («w)| pour 5, = -2 af, = 2 sont plus attendues avec une
diminution de J7 ()| quandc augmente, c’est-a-dire quand la magnitudeydé) dans
l'interphase diminue. Ces résultats sont illustréess la Figure 4.4D qui représente les
variations defZ («) pourw— 0 en fonction dec” pour différents parametrgg (3, =2 et 5)

et différentes perméabilités hydrodynamiqueédd,=1, 2 et 10). Pourd’d, = 1 (courbes
vertes) etc’ < 2 mM, la figure montre qued| (B, = 5)| est inférieur af (B, =2)| pour les

raisons citées plus haut. Lorsqaeest supérieur & 2 mM, la tendance est inversée avec

|7 (B,= 5)| > |F'(B,=2)| puisque I'écrantage des charges fixes par les mabiles est
suffisant pour diminuer les effets du champ de sdtion (7' (5,= 5)| augmente et

|7 (B, =2)| diminue lorsque augmente).
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Maintenant, intéressons-nous a la situationG -1 ol les couches 1 et 2 ont une
densité de charge de méme magnitude mais de sppusé@. Pour de faibles forces ioniques

(c' =1 mM, fig. 4.4A), I (w) est positive sur toute la gamme de fréquences Ao — 0)
= 0,23. A l'inverse pouc = 10 mM (fig. 4.4B), 7 (&) est négative avef (w — 0) = -0,28.
Ce résultat est illustré dans la Figure 4.5 quirésente les variations dg'(w — 0) en

fonction dec’. Examinons plus en détail ce changement de signe.

1 10 100
Force ionigue (mM)

Figure 4.5. Variations deZ (w — 0) de particules entourées de deux couches mollderarion de la force
ionique avecB =1 et A)d,= 1. Autres paramétres si non indiqués dans le Tabkdu:p; / F =-10mM;

d,=20nm; d,=5nm; a = 300nm; ¢=0,01; a,=a, - 0 ;z=1; B = |,81|.

Premiérement considérons la situationae 2 mM, 7 (w) est positivei.e. du méme

signe que la charge de la couche 1. Dans ce cagrddients de potentiels électrostatiques a
I'équilibre dans l'interphase sont importants efilx électroosmotique qui se développe dans
l'intégralité de la couche 2 sonde les propriétiestéostatiques de la couche 1 chargée
positivement (ave& d, < 1). Sous I'augmentation @e, I'étendue de la DCE dans la structure
molle diminue et les gradients de potentiels diramuégalement. Ceci impliqgue que les
propriétés électrostatiques de la couche 1 impaatenmoins en moins la mobilité de la

particule quand:'augmente. C’est pourqudi? (w) diminue et atteint une valeur négative

pourc > 2 mM (kd, > 1). Notons queZ (w) tend vers une valeur non nulle quagid-
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en raison de la présence d’'une enveloppe polynegridpargée a la surface de la particule
rigide [15-16].

La comparaison entre les Figures 4.2A et 4.2C ped¥tudier les effets de la mollesse
hydrodynamique des particules molles sur les variatde leur mobilité dynamique. Les
variations de &7’ (w) en fonction dew ont été obtenues dans les mémes conditions a
I'exception du paramétrel)d, qui augmente del)d, = 1 (Fig. 4.2A) aA)d, = 10 (Fig.
4.2C).

Pour AJd, = 10, la zone sondée par le flux électroosmotigsiecaractérisée par des
potentiels & I'équilibre/® (X) compris entre -2 et 1 pour des paraméfgsariant de -5 a 5
(voir la Figure 4.3A). Lorsquelyd, = 1, le flux électroosmotique pénétre plus en@ndeur

dans la structure perméable et sonde des poteyftiedsqui varient entre -4 et 3 en fonction

de B,. Pour ung, fixé, les distributions dg® (x) sondées par le flux augmentent en magnitude
lorsque la perméabilité hydrodynamique de I'envptomolle de la particule augment&(,
diminue). Par conséquent () doit augmenter quandJd, diminue. Nous observons bien

ce résultat en comparant les Figures 4.4A et 4.4C.

La Figure 4.4D donne des informations supplémersaier les effets del)d, sur
A (w - 0). Pour AJd,>> 1, la pénétration du flux dans la structure malé la particule est
trop faible pour queZ (w — 0) dépendent des propriétés électrostatiques deueheol et
H (w - 0) est quasiment indépendantlesur la gamme de forces ioniques analysée. Plus la
particule sera perméablee( plusAJd, sera faible), plus les propriétés électrostatiqiesa

couche 1 impacteron® (w - 0).

4.2.2. Impact de I'épaisseur des couches molles emtant une particule sur sa
mobilité dynamique.
Les variations de la mobilit¢ dynamiqyé(w) en fonction de la fréquencg/27r dans
des suspensions diluées de particules constituéescdeur dur entouré de deux couches
molles, dont leur épaisseur respective est vasiget représentées dans la Figure 4.6. Pour se

faire, I'épaisseur de I'enveloppe polymeérique tetabt fixée a +d, = 30 nm et (w) est
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évaluée pour différents rappodgd,. La densité de charge de la couche 2 est fixgg/&F =

-10mM et la couche interne 1 porte une chargegieesopposee aves; = -5.

dfd=5;.d/d—>xn
21 E]

-0.05F d/d =05 7
1!5 L L L L L L L -04 1 L 1 1 1 L L L L L L L L L
10° 10° 10° 10° 10° 107 10° 10° 10'° 100 10° 10° 10° 10° 100 10° 10° 10" 10* 10° 10" 107 10° 1107 10" 10° 10"
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Iz, 24
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Figure 4.6. Variations en fonction dev/ 277 de la mobilité dynamique réelle adimensionnalisTée(a)) de
particules enveloppées de deux couches molles. pagscules sont suspendues dans une solution de
concentration en électrolyte (A; Dy =1mM, (B; E) ¢ =10mM et(C; F) ¢ =50mM pour différents

rapports d, / d, (indiqué) avec (A-CL/A] =0,1nmet (D-F) 1/A] =5nm Autres paramétres si non indiqués

dans le Tableau 4.153=-5; p; | F =-10mM; ¢=0,01; a,=a, - 0;z=1; B = |,Bl| ; d, +d,=30nm.

Les Figures 4.6A-C représentent les variationgidev) pour des particules caractérisées

par une faible mollesse hydrodynamiqaéA?=0,1nm et suspendues dans une solution

électrolyte de concentratian= 1 mM (panel A)c = 10 mM (panel B) et = 50 mM (panel
C). La distribution des potentiels locaux a I'éduié y° (X) correspondants sont représentés

dans la Figure 4.7. A faible force ionique £ 1 mM - panel A) et poud,/d,— oo, I7'(w) est

uniquement contrdlée par les propriétés électrigst@as de la couche 2 chargée négativement.
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I (w) est donc negative. Pour l'autre cas extrémelgd,— 0, 7' (w) est positive et est
déterminée exclusivement par les propriétés élsetiqgues de la couche 1. En augmentant le
rapportd,/d, de 0 a 5,7 (w) diminue et reste positifdf/d,=0 a 0,2), puisiZ (w) change de
signe et augmente en valeur absoldigd{ = 0,5 a 2). En effet, pout,/d, = 0 a 0,2 le flux
électroosmotique sonde principalement les propriérostatiques de la couche 1 awef
< 1. Pourd,/d, = 0,5 a 2, la DCE s’étend seulement au sein dedahe?2 kd, > 1) de telle
sorte que I7 (w) dépende de moins en moins des caractéristiquela @®uche 1 sous
'augmentation del,/d;. Une augmentation supplémentairedde, (ded,/d, = 5 ad,/d, —x)
n'a pas d’effet sur les variations @é(w). Dans cette situation, I'égalitéd, >>1 est vérifiée
signe que les propriétés électrostatiques de laheoli n'impactent pag' (w) .

Comparons les panels A a C.cSiaugmente, Les gradients de potentiel électrosiatiy

travers l'interphase diminuent (voir Figure 4.7 densité de charge portée par la couche 1

impactent de moins en moins les variationszdév) . A I'exception du cas spécifique ou la
particule porte exclusivement des charges posit{dg/sl, —x), les spectres de mobilité
dynamique obtenus pour chaque rapmbftl, se resserrent et sont méme confondus pour

¢ =50mM ouk d, >>1 quel que soit,/d,.
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Pldjd — o 1 01y S
0 2 4 6 8 10 0 é 1b 15 20 0 5 10 15 20 25 30 35 40
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dld —>x
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Figure 4.7.Profils de potentiels électrostatique;é(x) a | ‘équilibre depuis la surface dure de la padie vers

le milieu externe de particules bicouches immergkes un électrolyte de concentratiana 1mM (panelA),
10mM (panel B) et50mM (panel C) pour différents rapportsl, / d, (indiqué). Autres parametres si non

indiqués dans le Tableau 4.1 B= -5;p,/ F =10mM; ¢ = 0,01; a,=a, -~ 0; z =1; ,Bl”:|,81| ;
d, + d =30nm.
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Les Figures 4.6D-F représentent les variationg/dey) pour des particules caractérisées

par une perméabilité hydrodynamiquell# 5nm et suspendues dans une solution électrolyte
de concentratior = 1 mM (panel D)c = 10 mM (panel E) et = 50 mM (panel F). Les
variations de la mobilitéZ (w) en fonction del,/d; sont similaires aux résultats obtenus dans
le cas ou la structure molle autour des particelspeu perméable (4= 0,1nm — Fig.

4.6A-C). La seule différence notable est illustiéas les panels E et F. En particulier pour

= 50 mM (panel F), méme si la conditiond, >>1 est satisfaite /' (w) dépend des
caractéristiques de la couche 1 pour les rappfts = 0,2 a 1 de telle sorte que I'ensemble
des courbes ne sont pas confondues avec la situBtty —o. Ceci est di a une péenétration

plus en profondeur des flux électroosmotiques an ge I'enveloppe polymérique (] =

5nm) par rapport au cas précédentA{H0,1nm). L'impact des propriétés de la distribution

de segments polymeéres dans la couche 1 sur legtivas de la mobilité dynamique est donc

plus déterminant.

Les spectres diélectriques correspondants ne sanppgsentés ici car les variations de

A¢'(w) obéissent a la méme loi que dans la section pe@t€dvec une augmentation de la
magnitude deA&'(w — 0) avec la charge totale. Nous avons également &éfyife cy, est a

la fois indépendant dé,/d, et ded, + d, et ce méme lorsque la particule est imperméable
(avec 1A)— 0) et lorsque I'épaisseur totale de I'envelopplypérique est proche du rayon

du cceur dur de la particule.

4.2.3. Impact du rayon du cceur dur de la particule.

La Figure 4.8A-B représente les variations de rémegent diélectriqueAs’(w) (Fig.
4.8A) et de la perte diélectrique’(w) (Fig. 4.8B) en fonction de la fréquencg/2/r dans
des suspensions de particules entourées de deaResomolles pour différents rayon du coeur

dur de la particulea) sous la conditiom + d,+ d,+ "< b afin d’éviter le recouvrement des

segments polymériques et des DCEs de deux padisgisines. La fraction volumique de

particule dans la solution est fixéegee a*/b® = 0,01 de telle sorte qu'une diminution de
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implique une diminution du rayon de la cellule miedget par conséquent un rapprochement

des particules suspendues.
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Figure 4.8. Variations en fonction de la fréquencg/ 277 de l'incrément diélectrique.‘ke’(w) (panel A), de la

perte diélectrique” (w) (panel B) et de la mobilité dynamique réelle adigiennaliséezZ (w) (panel D)
dans une suspension de particules enveloppéesweadeiches molles pour différents rayons de coeuadu
(indiqué). Panel C : Profils de potentiels électaigjues ye(x) a I'équilibre correspondants depuis la surface
dure de la particule vers la solution d’électrolyteutres parametres si non indiqués dans le Tabkdu:

¢ =1mM; A)d, =1; B=8"=5;p; | F =10mM; d =20nm; d,=5nm; =0,01; a,=a, - 0 ;z=1.

A basse fréquencé)&’'(w — 0) diminue lorsque diminue de 300 nm a 50 nm. Ceci est
la conséquence directe de la diminution du volue® @buches perméabl¥s et V, (voir la
Figure 4.9 pour illustration). La magnitude de'(w — 0) étant déterminée par la charge
totale Q,, (définie parQ,, =V,3,05+V,0%) portée par la structure molle de la particules un
diminution deV, et V, conduit & une chute dAs'(w - 0). La figure montre une légére

augmentation dé\&'(w — 0) lorsquea varie de 50 nm a 10 nm. Cette augmentation peait ét

expliquée en examinant les distributions de pogtrétiectrostatiques a I'équilibrg (x) a
travers l'interphase représentées dans la Fig@@.4oura = 50 a 300 nm, les profils dé
(X) sont quasiment identiques (les propriétés élstdtimues et de I'épaisseur de l'interphase

sont inchangées sous la variationadet la conditiora + d, + d,+ x* << b est vérifiée). Pour

a =10 nm, la distribution dg°® (X) montre une légére augmentation du potentiel |deals

I'interphase. Malgré le respect de la conditeos d, + d,+ k! < b, deux particules voisines
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entrent en interaction électrostatique avec unue@ment de leurs DCEs extra-particulaires
respectives ce qui entraine une augmentation denpek local dans la zone de recouvrement.
Cette augmentation de potentiel électrostatiqueallaonne lieu a l'augmentation de

Ag'(w - 0) observée.

En accord avec I'équation (4.67), la fréquence atarsstique de la relaxationr (w,)

augmente vers de plus hautes fréquences lorsqagda du coeur dur de la particule diminue

(voir le déplacement du maximum dans les variatibms” (w) vers la droite). Pour a = 50 a
300 nm, w, est inversement proportionnellead Pour comprendre ce résultat, nous avons

schématisé dans la Figure 4.9 deux particules giffiérents rayons lors de I'établissement

d’un gradient de concentration autour des partgaigte a I'application du champ électrique.

E (w)
—
Q
N ,,;f’f

Figure 4.9. lllustration de la polarisation de concentratia¥t et des flux de diffusion résultants autour de la
particule, pour deux rayons de cceur dur de la paté a

Typiquement, le schéma de gauche représente &isittoua = 300 nm et le schéma de
droite correspond au cas ai= 50 nm. La relaxatiomr est caractérisée par la diffusion de
contre-ions autour d’'une particule (ici du cotéidvers le coté gauche) résultant du gradient
de concentration (fleche verte dans le schéma)e Sayon du cceur dur de la particule
diminue, la distance que ces contre-ions doiventrcquair pour se déplacer
d’'un c6té a l'autre de la particule diminue égaletr(goir Fig. 4.9). Par conséquent le temps

associé a ce parcours diminue et la fréquencesmonelante ¢y,) augmente.
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Pour a =50 et 100nm, les variations @&(w) en fonction dew/2771 manifestent un léger
épaulement &J2/7= 3.10s”, signature de la relaxation MW. Comme attendag, ne

dépend pas de la taille de la particule et reststant quel que scét

La Figure 4.8D représente les variations de la héh#elle sans dimensiofy' (w) en
fonction de la fréquences27/7 obtenues dans les mémes conditions que poudéétie la
réponse diélectrique.

Pour w— 0, le rayona impacte peu les variations ¢&(w). Contrairement aA&'(w) ,
I (w) ne dépend pas directement@g. A la place 7 (w) est liée a la distribution d€ (x)
dans la zone de l'interphase dans laquelle ledlextroosmotique pénétre (idfd,=1).

Pour w2r> 10's* (i.e. w2msupérieur &y,,,/2/renviron), une diminution da entraine
une augmentation de7|(w) |. En effet, lorsquevest supérieur &3,,, et se rapproche dg, la

particule décélere et atteint une valeur nulle duanest trop grand pour permettre a la
particule de se déplacer. Paur= 300 nm, la décélération de la particule intemvia des
fréquences proches @277 ~ 10's?, la décélération débute ensuiterd? 7 ~ 5.10s poura
=100 nm et &/277~ 10fs* poura = 50 nm. Ce résultat est en accord avec la rel§#69)
qui montre que la frequenag augmente lorsqua diminue. Dans la situation ai= 10 nm,

la diminution de j7 (w)| dans le régime hautes fréquences (ici pal@r > 4.1Fs") est

faible dans la gamme de fréquence sondée (jus@i%&™). Ici, la fréquence de relaxatiag
intervient & des fréquences supérieures'&s10
La derniére information donnée par la Figure 4.8Dcerne I'impact de la relaxatiam

sur les variations de/ (w). Poura = 50 a 300 nm, nous observons une légéere dimimutéo
|7 (w) | entre 4.10et 10 s* due & la relaxation. Cette diminution est décalée vers les hautes

fréquences lorsqua augmente en accord avec les résultats de répigisetdque. Poun =

10 nm, la relaxatiomr n'impacte pas les variations g& (w) car, d’'aprés les résultats de

réponse diélectriquey, est confondue aves,,, avecw, = @, = 3.10 s™.
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4.2.4. Impact de la concentration en particules dang suspension.

La Figure 4.10A-B représente les variations dectément diélectriqueAe’(w) (Fig.
4.10A) et de la perte diélectriqug(w) (Fig. 4.10B) en fonction de la fréquena#2/r dans
des suspensions de particules entourées de dewkeaomolles pour différentes fractions
volumiques en particulegsous la conditiom + d,+ d,+ K< b pour éviter le recouvrement
des segments polymériques et des DCE de deuxydesgicoisines. Le rayon du cceur dur des
particulesa est fixé de telle sorte qu'une augmentationgantraine une augmentation de la

concentration en particules dans la solution etafgprochement des particules suspendues

dans la solution.
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Figure 4.10. Variations en fonction de la fréquenee/ 277 de l'incrément diélectriquede’ (w) (panel A), de

la perte diélectrique” (w) (panel B) et de la mobilité dynamique réelle adigiennaliséefz (w) (panel C)

dans une suspension de particules enveloppéeswecdeches molles pour différentes fractions voluesg
(indiqué). (C) Variations deAs'(w — 0) en fonction de la fraction volumiqug Autres parameétres si non

indiqués dans le Tableau 4.X:=1mM; A)d, =1; B=8"=5;p, | F =-10mM; d,=20nm; d,=5nm; a =

300nm; a,=a, - 0;z=1.

A basses fréquenced)¢'(w — 0) augmente lorsquep augmente de 0,01 a 0,2 et
A¢'(w - 0) diminue quandy augmente de 0,2 a 0,5. Cette observation estldétdans la
Figure 4.10C ou la magnitude dAs&'(w — 0) est représentée en fonction @geUne

dispersion de particules trés diluge << 1) est caractérisée par une permittivité qualien

car la suspension est composée essentiellemerduieel de permittivités,. L'impact de la

polarisation de concentration autour des quelquasicples présentes est donc masque.
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L’'ajout de particule dans la solution entraine wugmentation graduelle d&s'(w — 0)

jusqu’a atteindre une valeur critique papr 0,2. Cette augmentation provient de I'ajout de
particules chargées dans la suspension qui va deyet une augmentation de la quantité de
charges fixes dans la solution. Une augmentati@plémentaire dep entraine une brusque
chute deA¢'(w — 0). Pour comprendre ce phénoméne, considérons lag-iglil ou deux
suspensions de particules sont représentées paxifrdetions volumiques différentes et pour

des gammes de fréquences autorisant I'établissesedatpolarisatiomn.

Figure 4.11. lllustration de la polarisation de concentratiadt et des flux de diffusion résultants, pour deux
fractions volumiquegdifférentes

La figure de gauche illustre la polarisation de cmntration pour des fractions
volumiquesgcomprises entre 0,01 et 0,1. Dans ce cas, detixydas voisines et leurs zones
d’accumulation/déplétion d’électrolyte neutréc) sont nettement séparées. Lorsque les
particules se rapprochent c’est-a-dire pgur 0,2, ces zones se recouvrent (voir la figure de
droite). L'amplitude de la polarisation de concatitm diminue et la permittivité chute.
L’examen des distributions de potentiels électragiias a I'équilibrey® (X) (non montré ici)
nous permettent d’affirmer qu’il N’y a pas recouvesrhdes DCEs extra-particulaires de deux
particules voisines dans la gamme de fractionsmimues g examinéei(e. de ¢ = 0,001 a
0,6).

D’apres la Figure 4.10AA¢' (w) diminue et devient négatif lorsqye augmente dans le

regime des hautes frequenced2(r > /27T~ 3.10 sb).Pour en connaitre la cause,

référons-nous a I'équation (1.17) (Chapitre 1 81)4.'équation indique que le moment

dipolaire créé immédiatement apres application dlamp électrique, et donc avant que les
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contre-ions ne migrent dans la DCE (relaxation M\&§t déterminé par la différence de

permittivité entre la particule duree(= 2) et le milieu de suspensios, & 78,4). Pour des
suspensions de particules diluégs~(0,01), la quantité de solide de permittivigs est faible
devant le volume de solution de permittivigg. Par conséquent la permittivité complexe
& (w—) tend verse, d'ol Ag'(w - ») =€ (w — ©)—¢ =0. L'ajout de particules dans la
solution impose une augmentation graduelle de ¢éntfié de matiere de permittivitg <¢, et
donc une diminution d&&'(w - ).

L’examen des variations de&"(w) en fonction dew (Figure 4.10B) montre une
dépendance dey, vis-a-vis deg@ L’ajout de particules dans la solutiopgugmente) entraine
une augmentation dey,. Cette caractéristique n’est pas apportée pauditgn (4.67) mais

peut étre expliquée en examinant la Figure 4.11.sDiencas de suspensions diluées
représentées dans le dessin de gauche, I'étabbssatiun gradient de concentration génére
des flux de diffusion de contre-ions d’'un cotéautre de la particule. Le temps de diffusion
associé a ce déplacement est proportionragl/zD . Lorsquepaugmente, la distance séparant
deux particules voisines diminue et est inférieauee(illustration de droite). Par conséquent,
les contre-ions vont diffuser d’une particule a tr@usur une distance plus faible. Le temps de

relaxationa diminue et la fréquence associeg augmente.

Notons quew,, ne dépend pas de la fraction volumigeet reste proche de 353. ce

résultat est attendu puisque d’'une part la releraitW est régie par la migration des ions

dans la DCE, et d'autre part nous avons exclu lewaement des DCE de particules

voisines. La distance caractéristique de migraties ions reste donc inchangée durant I'ajout
de particules dans la solution.

Les variations de la mobilité réelle sans dimensidfw) en fonction de la fréquence
af271 correspondantes aux variations Ae'(w), sont illustrées dans la Figure 4.10D. Les
résultats prédisent une diminution e (k) | lorsquep augmente. Ceci est la conséquence du

fait que les interactions hydrodynamiques entreplaticules, lorsque leur concentration dans

la solution augmente, gene leur mouvement.
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4.2.5. Influence du degré d’hétérogénéité dans la glribution de segments
polymeriques sur la mobilité dynamique.

La Figure 4.12A représente les variations @éw) en fonction de la fréquenc&/2/7
pour des suspensions diluées de particules modletyk coeur/couronne dont I'enveloppe
perméable est composée de deux couches de prsppBysico-chimiques différentes. Le
degré d’hétérogénéité spatiale de la distributies degments polyméres a l'intérieur de
chaque couche molle est varié a l'aide des paramefrg, La distribution des segments
dans la couche i est homogene lorsque>0, et la distribution est hétérogene papr 0. Les
particules sont caractérisées par une mollesse thydamique A)d,=2 et sont dispersées
dans une solution de concentratior10 mM. La couche 2 est chargée négativement avec
©3/F =-20 mM et la couche 1 est chargée positivemesat @) /F = 8,02 /F = 40 mM.

Les Figures 4.12B et 4.12C représentent respectineias profils de concentrations en

charge fixes p, (X)/ F et de potentiels électrostatiques a I'équiliy’e (x), a travers

I'interphase, correspondants aux variationsi@v) obtenues dans la Figure 4.12A.

50

o =5nm
2

a]z—)O
3 4 5 G 7 8 9 i " - . L
10 10" 10° 10° 10" 10° 10° 10 10 0 5 10

o2m(s”) K(r-a)

Figure 4.12. (A) Variations en fonction de la fréquenc@/2mr de la mobilité dynamique réelle
adimensionnalisée (w) dans une suspension de particules enveloppéesudecdaches molles pour différents

parameétres a, (indiqué). Distribution de la densité de chayge(x)/F (panel B) et de potentiel
électrostatique d’équilibre adimensionnalig&x) (panel C) correspondantes a travers linterphaseitres
paramétres si non indiqués dans le Tableau 4cl=10mM; AJd, =2; 3= -2; B'= 2; p; | F =-20mM;

d =20nm; d,=10nm; ¢=0,01; z=1.

Les spectres diélectriqgues ne sont pas représenmssque quedAs’(w) est indépendant

de a._, , Comme la magnitude dAs'(w) est déterminée pd@, €lle ne dépend pas des
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variations dea,_, , et donc de I'hetérogéneité spatiale dans la Hision des segments

polyméres. Rappelons que le paraméfrelans I'équation (4.2) assure le maintien de la
quantite de charge sous la variation gg, , La frequence de relaxation), n'est pas
contrdlée par les propriétés physico-chimiqueseatereloppe polymérique. Par conséquent, a
AJd, constant, les spectres diélectriques sont panfiaité superposables sous les variations
dea_; »

Tout d'abord, examinons les variations de la déndi charge a travers l'interphase

(Figure 4.12B). Pourr_, , —0, la distribution des segments polymeriques dassduches 1

et 2 est homogene. On a alors un profil de dentéharge fixep, (x)/ F «en escalier »
(courbe verte). Lorsque, augmente €, =5 nm — courbe bleue), les segments polymériques
de la couche 2 se déploient vers la solution ébgique. La distribution depo,, (X)/ F est
caractérisée par une décroissance graduell@déx)/ F | depuis le coeur de la couche 2 vers
le milieu extérieure. Lorsque; augmente ¢, =5 nm — courbe rouge), la transition entre la
couche 1 et la couche 2 est caractérisée par umeisgance continue de,, (x)/ F depuis le

coeur de la couche 1 vers la couche 2.

A une fréquence donnée, les résultats présentéslaaiigure 4.12A révéelent une légére

augmentation deff (w) | quand la couche 2 devient hétérogémg=6 nm). Pour comprendre
ces résultats, examinons les variations de potsnékectrostatiques a I'équilibrg® (x)
associées (Fig. 4.12C). Les lignes pointilléeséspntent les transitions couche 1/couche 2 et
couche 2/solution dans la limite_, ,—0. Ici, la permeéabilité hydrodynamique de la couZhe
est donnée parl)d, = 2. La région ol la pénétration du flux électrnotique est
significative (.e. x > « (d;, + d,/2)) est caractérisée par des potentiels électigses a
I'équilibre plus importants quand, augmente. Par conséquent la mobilité de la pagtidait
augmenter lorsque, augmente également. De plus lorsque le flux élestrmtique pénétre

dans la structure molle de la particule, celuienide aussi les forces de friction exercées par
les segments polyméres. Augmenter le degré d’hgtéenté de linterphase couche
1/solution implique une augmentation de la force fdetion exercée par les segments

polymeres sur le flux dans la zone d'intéiiét.(x> « (d, + d,/2)). Cet effet hydrodynamique
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tend a décelérer la particule lorsoqugaugmente et agit contre I'effet electrostatique tqnd
a accélérer la particule. Ici, nous observons ugere augmentation deZ'(w)| sous
'augmentation de, . L'effet electrostatique surpasse légerementdigffydrodynamique.

A linverse, une augmentation dg génere une diminution d¢/|(w) | quelle que soitu
En effet, augmentes, a pour résultat une diminution dg,| (X)| (voir la fig. 4.12B) et une

augmentation de la friction exercée par les segmpalymeéres (voir les équations (4.5) et

(4.6)) dans la zone sondée par le flux électroosmef c’'est-a-dire pour > « (d, +d,/2).

4.2.6. Impact du nombre de couches perméablé¢$ enveloppant des particules en
suspension sur leur réponse diélectrique et leur rbdité dynamique.
La derniére étude porte sur I'impact de la quartéécouches perméables entourant des
particules en suspension sur la réponse diéleetetla mobilité dynamique de la suspension.
Les particules, enveloppées tecouches perméables homogéenes de méme épaisseur
d ., , Sont suspendues dans une solution de concentratidd mM. Les variations de
Ag'(w) et 7' (w) en fonction dew/277 sont déterminées pour des suspensions de pasticule

composées d’'un cceur dur entouréNdel a 5 couches perméables en maintenant la charge

totale dans l'interphase mol@,; et I'épaisseur de l'interphase = z d. ) constantes sous
i=1..N

la variation deN. De plus, les interphases molles sont définietelie sorte que les couches
les plus internes (couches 1) sontN fois plus chargées que les couches externes (esuch
= N), les couches = 2 sontN — 1 fois plus chargées que les couchedN et ainsi de suite

avecf ., \.=N—i+1. La Figure 4.13A représente la distributionlaelensité de charges
i (X)/F a travers les interphases molles pburF 1 & 5 et les distributions de potentiel
électrostatique a I’équilibrng® (X) correspondantes sont illustrées dans la Figu/@a4.

Les variations deAe'(«w) en fonction dew/277correspondantes ont été déterminées pour
trois perméabilités hydrodynamiques de la structumdle différentes et sont représentées

dans la Figure 4.14A-C avec (A A° —0, (B) /A% =5 nm et (C) 1A% =10 nm.
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Figure 4.13. Distribution de la densité de charge (x)/ F (A) et du potentiel local & I'équilibre/° (x) (B) &
travers l'interphase de particules enveloppées de Na N =5 couches perméables (indiqué). La charge totale
portée par la particule et I'épaisseur de I'envgbeppolymérique globale sont gardées constantes d{gs

25nm Autres parameétres si non indiqués dans le Tableauc =1mM ; B = ,Bj“ i 9=001; a - 0 ; z=1.

Pour 1/A3 —0, les flux électroosmotiques ne pénétrent pas dangarticule et se

développent a I'extérieur de la particule. La régepndée par les flux est donc située a
I'extérieur de la particulex(> & di) OU les variations d¢ (x) varient trés peu en fonction de

N. CommeQ,; est maintenue constante sous I'augmentatidd, des spectres diélectriques se
superposent.

Pour 143 =5 nm et 143=10 nm,y® (x) diminue lorsqueN augmente dans la région ou la
pénétration du flux électroosmotique est signifi@fi.e. x> 2,1etx > 1,5 respectivement).
Par conséquent, @ donné et &y constant,A¢'(w) diminue lorsque le nombre de couches

entourant la particule augmente.

Les variations detZ (w) en fonction dew/277correspondantes aux variations Ae'(w)
(Fig. 4.14A-C) sont représentées dans la FiguréR+H. La perméabilité hydrodynamique de

la structure molle de la particule pour chaque pasé donnée par: (D)L/AJ—0, (E)

1/A3=5 nm et (F) 142 =10 nm.
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Figure 4.14. Variations de l'incrément diélectriquAs’ (w) (panel A-C) et de la mobilité dynamique réelle

adimensionnaliséeZ (a)) (panel D-F) en fonction de la fréquence/ 277 dans une suspension de particules
enveloppées de N 4 a N = 5 couches perméables (indiqué) caractérisées pdiérdifites mollesses
hydrodynamiques 1/ A; — 0 (panels A et D) 1/ A= 5 nm(panels B et E) e1/ A =10 nm(panels C et F).

Autres paramétres si non indiqués dans le Tableau 4 =1mM; By = ,8: ;a=300nm; a, - 0;z=1.

Pour les trois perméabilités considérées, les digumontrent une diminution dg'[(c) |

sous l'augmentation d¥, a wdonné et &y, constant. Prenons par exemple la situation ou la

particule n’est pas perméable/@; —0), les flux électroosmotiques sondent les gradielet
potentiel a I'extérieur de la structure molbe X « dit = 2,6). Ici, |0, (X = & Gior)| diminue
lorsqueN augmente, d’ou la diminution d@'|(w) | observée.

Cette explication s'applique également pour lesotag/A. =5 et 10 nm ol la magnitude

des distributions de densité de charge et de peterilectrostatiques a I'équilibre diminue

dans les régions de pénétration du flux lorsqueotabre de couches enveloppant la particule
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augmente. On a alors une diminution @é(4)| sous I'augmentation dd malgré que la

conservation de la charge totale dans l'intégralééa structure polymérique.

4.3. Synthése des principaux résultats théoriques.

Cette étude théorique permet de prédire les vaniatile la permittivité diélectrique et de
la mobilité dynamique de suspensions concentréegbidgparticules molles multicouches
diffuses et sphériques en fonction de la frequehcehamp électrique appliqué. Les impacts
des principaux parametres définissant les parscaele leur milieu de suspension sur la
réponse diélectrique et la mobilité dynamique datadalysés.

En particulier les résultats obtenus ont montré tpse propriétés électrostatiques et
hydrodynamiques des couches polymériques intempadtent les magnitudes et variations

en fréquence de la mobilité dynamique, de l'incrénaéglectrique et de la perte diélectrique,
en particulier a faible force ionique et podffd, < 1.

D’'une part, la permittivité est essentiellement \yuée par la charge portée par
'ensemble des couches perméables qui enveloppertelr dur de la particule. Négliger la
charge des couches internes peut conduire a unsossigstimation importante de la
magnitude de la réponse diélectrique (voir poumgXe la Figure 4.2). De plus, les résultats
décrits dans la section précédente ont claireméntodtré qu’assimiler une interphase
multicouche a une couche unique de méme charge f¢at engendrer une grande disparité
en termes de magnitude entre la permittivité r@herphase multicouche) et la permittivité
calculée (interphase monocouche).

D’autre part, la contribution des propriétés deacb@s internes dans les variations en
fréquence de la mobilité dynamique est plus congfaxisque la magnitude de la mobilité est
directement reliée aux gradients de potentiels triélstatiques sondés par les flux
électroosmotiques développés autour et au seia garticule suite a son déplacement sous
'effet du champ électrique. Plus la perméabilitgdiodynamique de la particule sera
importante et la force ionique de son milieu depsusion sera faible, plus la mobilité
dépendra de la distribution des segments polymeéhasgés dans les couches internes. De
méme, il est important de ne pas assimiler unerghtse multicouche a une interphase

monocouche de méme charge totale car une telleodpmation conduit a une mobilité
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dynamique possiblement erronée en termes de stgihe magnitude, en particulier a basses
fréquences (voir la Figure 4.14).

Le caractere homogéene/hétérogene de la distributesnsegments polymériques entre
chaque couche et entre la couche externe et li@oimpacte également les variations de la
mobilité dynamique en fonction de la fréquence. INég la nature diffuse de la particule
molle peut conduire a une sur/sous-estimation dadgnitude de la mobilité dynamique a

une fréquence donnée.

Par conséquent, cette étude théorique se présemmme une extension nécessaire aux
travaux de Ahualliet al [11] (AC électrocinétique de suspensions de @algs molles
monocouches caractérisées par une distributiomagpdtomogene des charges fixes) pour la
comprehension des propriétés électrodynamiqueghil@particules molles monocouches et
multicouches telles que les bactéries, les vires, acides humiques ou les particules
microgels. Cette analyse constitue une base pdwitement et la compréhension de travaux
expérimentaux portant notamment sur la réponsedi@ue de suspensions concentrées de
souches bactérienn&scherichia coliK-12 (notéesE. colj) via la DRS. Cette étude sera
effectuée par Jennifer Martin, dont la thése vientiébuter au LEM (octobre 2011-septembre
2014 —dynamique de spéciation de cations métalliques iatecphases molles biotiques

(bactéries) et abiotiques (hydrogéls)

4.4. Application aux expériences : manipulations expratoires.

Dans cette partie, nous nous intéresserons a lardémeffectuée pour la mise au point
d'un montage expérimental et d'un protocole appéoppour I'étude des propriétés
électrodynamiques de suspensions colloidales cadepate (bio)particulesa la DRS.

Sur le principe, la DRS est une technique relateeimsimple. La suspension de
particules est injectée dans une cellule cylindrithermostatée (voir le schéma 4.18A pour
illustration). Aux extrémités de la cellule sont g@iates deux électrodes de platine
« noircies » (une fine couche de platine est déppsé électrolyse sur I'électrode de platine)
entre lesquelles un champ électrique alternatif a@spliqué a l'aide d'un analyseur

d'impédance. L'impédance entre ces mémes électradésmesurée en fonction de la

" Des informations supplémentaires sur les souchebennes sont disponibles dans le §5.1.2 duitcadp
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fréequence du champ appliqué. A partir de ce sigagbermittivité diélectrique peut étre
déterminée (détails plus tard dans le texte).

En appliquant une difféerence de potentiel entre desix électrodes, les électrodes
deviennent légérement chargées. Ces charges de gposé entrainent |'établissement de
DCEs a la surface des électrodes et une sépard¢isrcharges dans la cellule de mesure
(déplacement des ions libres d’'une électrode arBaet a I'intérieur des DCEs). On parle de
polarisation d'électrode. Les variations de peirii& diélectrique, en fonction de la
fréquence du champ, associées a la polarisatidectféde ont été déterminées dans cette
these dans le cadre de l'analyse de la dynamiquspéeiation dans des films ligands
(Chapitre 3 équation 3.34) :

-1

V2 cosf( {(ja)+ W) e, ]1/2)— 1
. J G— _ L —10+1] (471)
Jw+ ey, smh( A (jwtary, ) lay ] )

avecay,, =k°D, etw, =4D,/H?ouH est distance de séparation entre les deux élestrod

£ (@)= 6| (1 [0 (

Le comportement asymptotique de I'incrément etadpdrte diélectrique a basses fréquences

est donné par :

=3/2
Ael T [ﬁj (4.72)
.

(o}

-1
et 5,','ED[ “’j . (4.73)

avecw, = &l (w, 1 2)* 0O H %",

Considérons une expérience de DRS. La suspens@lgsae (composée de particules
molles dispersées dans une solution de concemtratie= 1mM) est introduite dans une
cellule de DRS dans laquelle les électrodes squaréés par une distaneefixée a 2 cm.
Sous l'application du champ, les électrodes se selar. Dans ces conditions, la fréequence de
relaxation associée & la polarisation des électredesstimée au..~ 10 s' et I'incrément
diélectrique a basse fréquente,.(w — 0) est de l'ordre de 1Qqvoir les équations (3.36) du
Chapitre 3). Supposons que les particules en saspeEnont un cceur dur (de rayar 300

nm) est enveloppé de deux couches molles (aljec20nm, d, =5nm, pg/F: -10 mM,
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Add,=1 eta,_,, — 0) (voir la Figure 4.2A). La permittivité basse frémce Q&' (w - 0)) et
la fréquence de relaxatiow, associée a I'établissement d’'une polarisationaleentration
autour des particules (relaxatiar) sont estimées #\&'(w — 0) < 400 etw,~ 5.10° s™.

Ag,(w - 0) est donc supérieur A¢'(w — 0) de plus de quatre ordres de grandeur. Dans

cette situation le signal associé a la polarisaties €lectrodes masque completement le signal
associé a la polarisation de concentration autearparticules (que I'on veut mesurer) méme

Si ape est inférieur aw,. Il est donc nécessaire d’éliminer la réponseediéique due a la

polarisation des électrodes du signal brut meswiécgmprend les contributions de la
polarisation de concentratioet de la polarisation des électrodes. Pour cela, déifiiés

techniques sont possibles. Parmi elles, deux érneétées dans le cadre de cette these.

() Cellule a 4 électrodes.

Cette cellule nous a été prétée par le laboraRiesical Chemistry and Colloid Science
a Wageningen (Pays-Ba$§on utilisation est la solution idéale aux prol@ande polarisation
d’électrodes car 'impédance mesurée est intégreemeliée a la polarisation des DCEs des
particules en suspension (pas de contribution flets el’électrode). Le champ électrique est
appliqgué entre deux électrodes qui se polarisefdstiice est d'utiliser deux électrodes
supplémentaires pour mesurer I'impédance. Le couna@® a travers ces deux électrodes de
mesures est trés faible et la polarisation a ladiase est négligeable. Une représentation de
cette cellule est proposée dans la Figure (4.15).

Cependant, l'utilisation d’'une cellule a quatre #ledes souffre d’'un inconvénient
majeur : le dispositif électronique pour mesureampédance est trés complexe et le
laboratoire ne possédait pas des compétences paliser un tel dispositif électronique
guelque peu instable. Nous nous sommes donc towerésun systéme expérimental plus
commun constitué d'une cellule basique a deux rmEdes. Pour cela, nous avons
« transformé » la cellule & quatre électrodes em cellule a deux électrodes. Le signal,
mesuré directement par I'impédancemétre, comprandohtribution des particulest la

contribution des électrodes. Ne pouvant pas moddigeométrie de la cellule et notamment
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Figure 4.15. (A) lllustration du dispositif a 4 électrodes podes mesures de permittivité. a : électrodes de
mesures ; b : électrodes entre lesquelles le chéiegtrique est appliqué ; ¢ : ouvertures pour Foduction de

la suspension colloidale (d’aprés Kijlstra et al[2. Photographie (B) de la cellule a quatre éledes utilisées
dans cette thése et (C) d’'une électrode notée b daschéma représenté dans la panel A.

la séparation des électrodes, nous avons chotsaier les résultats selon la méthode dite de

« dérivée logarithmique » pour supprimer la pokitn des électrodes de notre signal.

(i) Dérivée logarithmique.
Cette méthode consiste a séparer par le calculotdaribution des électrodes et la
contribution des particules dans la permittivitééleGtrique brute mesurée (o) =

&'(w) - j&"(w) viala cellule a deux électrodes. La perte diélectigl{cw) est définie par :

£'(a) = £pe(@) + £,(0) (4.74)
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ou &ne(w) et €, (w) sont les pertes diélectriques associées a laipatian des électrodes et
a la relaxatiora, respectivement. Pour supprimgy.(«w) de €"(w), une nouvelle fonction est
introduite :

7_768'(0))
2 0lnw

£p(@) =~ = &, pe(@) + 5 (). (4.75)

.....

associées a la polarisation des électrodes atedabeationa, respectivement.
En considerant les équations (4.72) et (4.73) eefaition dew,, &; o-(w) dépend devet
H selon :

&5 pe(@) Dw¥H ™. (4.76)
La perte diélectrique recherchéeeg, (w) est similaire a & ,(w) dou

"

&, (w) =&, ,(w) [21]. La comparaison entre les équations (4.73) et (4m6htre que

a

&p pe(@w) diminue plus rapidement lorsquey augmente queé..(w) puisque l'on a

n n

&5 pe(@) Dw™? et gp(w) Dw™. Comme &, (w) =&, (@), le signal di a la relaxation
a est mieux séparé du signal d0 a la polarisatiors dies variations dep (w) par rapport a

&"(w) . C’est pourquoi il est judicieux de traiter lesulats en utilisant la fonctiog], (w) .

La méthode de dérivée logarithmique est détailesda publication de Jimenet al.
[21], c’est pourquoi nous utiliserons leurs figupeair décrire le traitement des résultats.

La dérivée logarithmique de la réponse diélectrigyéw) est d’abord calculée avec
I'équation (4.75). Les variations typiques en fometde wde £, (w) sont représentées dans la
Figure 4.16A. A basses fréquences, la courbe nsaifeine décroissance de(w)

proportionnelle &v>?, signature des effets de polarisation des éleetro@ette décroissance
est suivie par I'apparition d’'un « pic » d’absogpti d0 a la polarisationr autour des
particules colloidales. Nous pouvons donc soustrirpartie proportionnelle &2 des

variations de £;(«w) pour obtenir la perte diélectrique provenant esiglement de la

relaxationa (voir Figure 4.16B).
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Figure 4.16. (a) Variations typiques dee’ (w). & (w) est la superposition des’ _(w) 0 w ™’ (effet des
électrodes) et desgva(a)) (effet de la relaxatiorn). (b) Perte diélectriquesgva(a)) de la suspension aprés
soustraction de;, _(w) de €, (w) (d'aprés Jimenez et §21]).

D, EP

Les variations de, (w) obtenues sont ensuite reproduites (et extrapsiée® gamme

de fréquence ou la polarisation des électrodes magesat le signal) a I'aide d’expressions
capables de modéliser la dépendance fréquentiella déponse diélectrique telles que les
expressions de Cole-Cole [22-23] ou Hauvriliak-Negd84]. En utilisant les paramétres

obtenus lors de la modélisation @& (w), I'incrément diélectriqueAe, (w) est finalement

reconstruit en utilisant ces mémes modéles.

4.4.1. Déroulement des expériences : Test sur destaules de latex.

Pour valider le dispositif expérimental et les t&ga obtenus, nous avons effectué des
expériences tests sur des particules de latex cortrates, de rayon 520nm, manufacturées
par Microgenics Corporatior{Fremont, CA), avec pour but de comparer nos gopésultats
avec d’autres résultats disponibles dans la liiiéea[21]. La cellule utilisée est une cellule a
4 électrodes dont nous avons retiré les deux éldesr de mesures. Celle-ci est reliée a un

analyseur d'impédance 4284A de la société Agilampable de générer un courant alternatif
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de pulsation comprise entre 40Hz et 110 MHz et dsurer une impédance compleke(c)

sur toute cette gamme de fréquence. La cellulességilnous donne acces a une gamme de
fréquence plus restreinte allant de 40Hz a 500K &gte limitation n'est pas problématique
car la relaxationa, sondée par la DRS, intervient typiguement dansdemaine de
fréquences. L’analyseur d'impédance est connect@ ardinateur pour la récupération et le

traitement des résultats.

La manipulation débute par une compensation delesabliant 'analyseur a la cellule.
Pour celaZ” («) est mesuré sur la gamme de fréquence nous istériegle 40Hz & 500kHz)
en court-circuit. L'opération est répétée mais dales conditions de circuit ouvert.
L’analyseur d’'impédance effectue alors lui-mémedpérations pour retirer le signal apporté
par les cables du signal mesuré.

La constante de celluld est ensuite déterminée en mesurdnt(c) de différentes

solutions tampon de conductivitgconnueZ («) étant constante sur la gamme de fréquence

analysée, il est alors facile de calcuteen utilisant la simple relatiof = |Z| o ou |Z| est le

module de&Z' ().
Notre premier test était de vérifier la dépendameeav®? du signal d’un fond ionique
seul (la seule contribution provient de la poldr®ades électrodes). Les résultats montrés
proviennent d’expériences effectuées sur une solutiampon de conductivitéos =
1413u S.cil (& 25°C).
La permittivité réelles’(w) est calculée en utilisant la relation :
NZ"(w)
[Z'Z(a)) + Z"z(a))]a)eo '

£'(w) = (4.77)

La dérivée logarithmiques,(w) est ensuite déterminée avec I'équation (4.75). Les
variations des;, (w) avec la fréquence sont montrées dans la Figuie(gdints rouges) dans
une représentation log-log. Comme attenidg(e,, (w)) est linéairement dépendant de la(
aveclogep (w) 0-1,8logw, ou &) (w) O w™*®. Mais contrairement & la théori (w) n'est

pas proportionnel aw??. Ceci s'explique par le fait que les électrodes smmt pas

parfaitement planes, parfaitement polarisablesedbdgueur infinie comme supposé dans la

théorie. C’est pourquoi nous observons une légéveation avecs), (a)) Ow™®.
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Figure 4.17.Variations ¢, (a)) en fonction de la fréquence pour une solution aledactivitéo = 1413u S.cih

(points rouges) et meilleur fit obtenu (ligne rir

L’étape suivante était d’injecter dans la cellufe suspension de particules de latex de
fraction volumiqueg > 2%. Le fond ionique utilisé est une solutiondorure de sodium

(KCI) de concentration 0,5mM. Mais aprés traitemées variations de;(w) ne nous ont

pas permis de faire ressortir le signal propre alsuspension. En effet, le signal obtenu
semble provenir essentiellement des effets desrétlat méme si celui-ci manifeste une
décroissance rapide lorsque la fréequence augménta vue des résultats obtenus par
Jimenezet al.[21], le pic d’absorption résultant de la relagatir aurait d0 apparaitre dans

les variations de (w) .

Apres de nombreux tests et discussions, nous alé&esminé que la cellule utilisée n’est
pas adaptée aux mesures de dispersion diélectédgbasses fréquences pour les raisons
suivantes.

Premierement, la cellule utilisée n’est pas thetatés alors que le signal mesuré dépend
de la température. Deuxiémement, la géométrie dmellale est fixée de telle sorte que la
distanceH séparant les électrodes ne peut pas étre madifseélectrodes sont séparées de
4cm environ ce qui représente une séparation php®rtante que la séparation typique de
cellules a deux électrodes (environ 2cm ajustables).plus, méme si l'utilisation de la

méthode de dérivée logarithmique ne le nécessigeoplgatoirement, il est tout de méme
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conseillé d'effectuer les mesures d'impédances plifférentes valeurs dél, puisque ce
paramétre contrdle en grande partie la réponseedfitjue générée par les effets des

électrodes et n'influe pas sur la relaxatimn

sortie eau vis
thermostatée suspension  micrométrique
— colloidale /
‘ 1

Pt-électrode entrée eau
thermostatée

Figure 4.18. (A) lllustration de la cellule a 2 électrodes étmbe au laboratoire et (B) Représentation en 3
dimensions de cette méme cellule.

Par conséquent, une cellule a deux électrodes stlsém dans la Figure 4.18 a été
construite. La température de I'échantillon peue &ontrdlée et deux vis micromeétriques

permettent un ajustement fin de la séparation esrédes de mesures.

4.5. Conclusions et Perspectives.

Dans ce chapitre, nous avons présenté un formaligoue I'analyse de la réponse

diélectrique et de la mobilité dynamique de susipeissconcentrées de (bio)particules molles
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multicouches. En particulier, nous avons détermim&ontribution des propriétés électro-
hydrodynamiques de chacune des couches perméatieslal contrle des variations de la
permittivité diélectrique et de la mobilité dynamégen fonction deu (voir le 84.3 pour plus
d’'informations). Ce formalisme se présente commeuide nécessaire pour l'interprétation
de résultats expérimentaux. Ses applications faitsoat diverses avec notamment I'étude de
I'électrodynamique de (bio)particules telles quebactéries, les virus ou encore les particules
hydrogels. Le travail expérimental effectué dansddre de cette thése a permis la mise au
point d’'un dispositif et d’'un protocole expérimdntaes expériences seront réalisées au sein
du laboratoire avec notamment I'analyse de I'élelytnamique de suspensions concentrées
de souches bactérienngscherichia ColiK-12. Une seconde application est prévue pour des
suspensions de particules virales MS2. En effetexiste au sein du laboratoire en
collaboration avec le Laboratoire de Chimie Physiddicrobiologie de I'Environnement
(LCPME, Nancy) une étude portant sur les propriédés surface et d'agrégation de
bactériophages MS2 en comparaison avec d'autreicydas virales synthétisées ne
présentant pas de couche ARN interne. Les propré@eetrostatiques et hydrodynamiques de
ces particules en fonction du pH et de la forcegioa du milieu de suspension ont déja été
déterminées par électrophorése (le lecteur petdféeer a la publication de Diket al [25]
pour plus d’informations). Il serait donc judiciediévaluer les propriétés électrodynamiques
de ces particules en utilisant le dispositif expémtal et en s’aidant du formalisme théorique
développé ici.

Finalement, une des motivations de ce travail est prise en compte de
I'électrodynamique d’interphases molles dans le&npiménes de spéciation dynamique. Dans
le chapitre précédent, nous avons montré que liaitiqun de spectres diélectriques permettait
I'analyse du couplage entre processus électrodyqesaiet chémodynamiques dans des films
mous capables de former des complexes avec desngatétalliques présents dans la
solution. Une étude en cours porte sur I'évaluatieda dynamique de spéciation métallique
dans des suspensions de particules molles compésxenuplée a la dynamique d’interphases
molles. Pour se faire, la stratégie employée dacbdpitre 3 (systémes plans) sera adaptée au
cas plus complexe des suspensions de particuleeandllais a la difféerence de I'étude
précédente ou le systeme ligand ne se déplaceapaapport a la phase liquide, ce nouveau
formalisme devra tenir compte du transfert massjgjus complexe des cations métalliques

par diffusion, migration mais également par coneecsous I'effet du flux électroosmotique
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généré par le déplacement de la particule par ragpda phase liquide. Des termes de
réaction chimique devront étre intégrés dans lesions gouvernant les distributions en ions
(ligands, métal libre et métal complexé) et ledritistions de potentiel électrostatique en
régime statique et dynamique. Nous pouvons anticjperia taille de la particule contrélera a
la fois la dynamique de complexation et la dynaraige double couche électrique. En effet,
une augmentation du rayon de la particule complkexantraine une spéciation de plus en
plus controlée par le transport des ions métalligeesine diminution de la fréquence

caractéristique associée a I'établissement de I8.DC
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Le travail théoriqgue de cette these s’inscrit dengadre de 'ANR Jeune Chercheur
PHYSCHEMBACT (2007-2011), porté par Jérbme F. L.v&lu Physico-cheminal
determinants of bacterial adhesialont I'objectif est d’évaluer les contributionsygico-
chimiques gouvernant les interactions de bactéaesc leur environnement proche en
conditions d’équilibre et/ou en conditions dynanasu

Le modéle bactérien étudié est de typscherichia coliK12. Les quatre souches
isogéniques utilisées, ont été modifiées afin d'empr (ou non) a la surface de leur
membrane externe des structures moléculaires gariéefimbriag pili ou adhésine de type
antigene 43 (Ag43). L'influence de ces structures s propriétés électrostatiques
(distribution de charge, hétérogénéité spatialeydrddynamiques (perméabilité) et
meécaniques (élasticité) de l'interface bactérieensur la cinétique d’adhésion des bactéries
aux surfaces sera quantifiée dans un régime dibgui{dans le cadre de cette thése) et/ou

dans un régime hors-équilibre (dans des travauwxdut

5.1. Présentation de la souche bactérienfescherichia coliK-12.

5.1.1. Structure de I'enveloppe de bactéries Gram géatives [1].

Les bactérieg€scherichia coli(ou E. coli) sont des bacilles, c’est-a-dire des bactéries en
forme de « batonnets », de type Gram négatifs (mmG-). L'enveloppe de ces bactéries
Gram — est constituée de deux membranes (internextetrne) séparées par l'espace
périplasmique qui contient une fine couche de pdeptiycanes (voir la Figure 5.1). Cette
structure membranaire est a l'origine d’un résutigatif a la coloration de Gram [2]. Celle-
ci consiste a colorer les bactéries en laissargtpgmune molécule (le cristal violet) a travers
la membrane cellulaire jusque dans le cytoplasmeeatre de la cellule bactérienne. Suit une
étape de décoloration (ou de lavage) a I'alcooleocristal violet n’est pas retenu par la fine
couche de peptidoglycanes (1-3 nm). Les bactéri€sain — perdent alors leur coloration
violette a l'inverse des bactéries a Gram + quit gwatégées par une couche plus dense et
plus épaisse de peptidoglycane (20-80 nm). Apressenonde coloration (a la fuchsine ou la
safranine), les cellules bactériennes a Gram —ngrgnune teinte rosée ou rouge les

différenciant des bactéries a Gram +.
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L’espace interpériplasmique des bactéries Grant eagsstitué de protéines qui délivrent
des nutriments aux transporteude la membrane interne. Il contient égalementetieymes
impliqués dans la synthése des peptidoglycanearet ld modification de composés toxiques
pouvant endommager la cellule.

Les membranes cellulaires sont constituées pritesipent de phospholipides organisés
sous la forme d’une bicouche. Leurs tétes hydreptsbnt orientées vers les milieux aqueux
intra/extracellulaires et leurs deux queues hydobps respectives sont dirigées vers
l'intérieur de la bicouche. Une particularité de reembrane externe est la présence de
lipopolysaccharides (LPS) faisant face a la counte¥ne de phospholipides (voir le schéma
5.1). Ceux-ci sont ancrés dans la membrane exfggindes lipides A alors qu’une longue
chaine polysaccharidique se retrouve dans le maéidracellulaire. Les LPS contribuent a la
charge négative de l'interface bactérienne et piEs#edans certains cas un pouvoir
pathogéne car elles peuvent agir comme une endefogt occasionner des symptémes
survenant dans les infections de bactéries a Graf8].—Une des fonctions les plus
importantes de la membrane externe est son rolead&re protectrice face a la perte de
constituants comme les protéines ou les enzymemplggmiques, et face a I'entrée
d’antibiotigues ou autres substances toxiques puuteeer ou endommager la bactérie. La
présence de porines autorise la diffusion depuisnigeu extracellulaire vers le milieu
intracellulaire, evice-versade petites moléculesgde glucose.

Les bactéries a Gram — sont également capableyrdbétiser a la surface de leur
membrane externe des structures moléculaires supptéires, comme.g. les capsules,
et/ou des appendices pouvant mesurer de quelqueseres jusqu’a plusieurs micrometres
de long comme les flagelles (qui assurent la mitdrides cellules), lepili ou encore les
fimbriae (qui interviennent dans le processus de conjugdis@térienne ou participent a la
bio-adhésion). Les roles de ces deux derniereststas seront détaillés dans la prochaine

section.

" Protéine de la membrane interne permettant leagesse petites molécules comme le glucose

" Toxine située dans la membrane externe de napmeolysaccharidique
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Figure 5.1.lllustration de I'enveloppe de cellules bactériearieram — (d’aprés L.M. Prescott et[4l).

5.1.2. Présentation des quatre souches mutantgs coli analysées en Chapitre 6 et 7

de cette these.

Découverte en 1885 par Théodore Eschekcttoli est une entérobactérie commensale,
présente généralement dans la flore gastro-intdstiles mammiferes. Caractérisée par un
métabolisme anaérobie facultatif, elle est capdblsurvivre dans un environnement naturel
et de se propager dans de nouveaux hdtes. Sousrnsa pathogene, elle est responsable
d’infections urinaires et entériques et peut éaecduse de maladies nosocomiales. Son
génome a par ailleurs été le premier génome bantéotalement séquencé [4]. De par sa
découverte ancienne et sa culture en laboratois®eaiE. coli constitue un des
microorganismes les plus connus et étudiés.

Les quatre souchds. coli K-12 étudiées ont été génétiqguement modifiées’paité de
Génétique de Biofilms (UGB) (de I'Institut Pastdraris) a partir de la souche mé&eColi
MG1655. Les quatre souches ont été modifiées dérpdmer naturellement le marqueur
GFP (Green Fluorescent Protein), protéine qui neatef une fluorescence verte lorsqu’elle
est excitée par une lumiére bleue ou ultraviolee. plus, les souches mutantes se

différencient par les structures externes qu'elgésentent (ou pas) sur leurs parois
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respectives, c’'est-a-dire I&sbriae de type-1, lepili de type-F, et les adhésines Ag43. Ces
différentes structures sont illustrées dans la rfeéigh.2 et des images obtenues par
Microscopie a Force Atomique (mode contact) dedrgusouches a 'air sont présentées dans
la Figure 5.3 (plus de détails dans le 85.4.2 suprincipe de I'imagerie AFM en mode

contact). Les quatre souches étudiées sont :

(i) La souche E2152Dépourvue de structures externes, elle constitusoleche de

référence dans nos travaux.

(il La souche E2146Cette souche a été génétiqguement modifiée afinudexgrimer
desfimbriae de type-1 qui représente donc la seule structyrerree présente sur la paroi
bactérienne. Léimbriae de type 1 est un filament constitué de protéipgektes fimbrilines
(FIM) ancré dans la membrane externe. Sa strubilieoidale atteint des longueurs pouvant
varier de 1 a 10 um pour un diamétre oscillanteeb®r et 20 nm [5]. A I'extrémité se trouve
une adhésine spécifique du mannose, FimH assuealitékion sur des cellules hotes [6].
Ainsi, lesfimbriae de type 1 peuvent jouer un réle important darfer@ation de biofilms, la

pathogénicité et la virulence bactérienne [7]

Polymeric filaments Adhesins

V7 E2146 "\ ‘ E2498 \|

Reference cell wall Type-1 fimbriae Type-F pili Ag43 adhesins

Figure 5.2. Représentation schématique des structures extedmebaque souche E. Coli étudiée. (d'aprés
Francius et a[8]).

(i) La souche E2302Cette cellule exprime a sa surface essentielleahespili de type
F (appelés égalemepili sexuels) associés a la conjugaison bactérienned8pili de type F

ont une structure tubulaire hélicoidale composéeealrépétition de protéine appelée pilines.
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Sa longueur est comprise entre 10 et 100 um ediaametre entre 5 a 10 nm [10]. Legd de
type F permettent le transfert de matériel génétide plasmidefl1] et sont également les
récepteurs permettant I'infection de la bactérie ¢es bactériophaghs?]. De plus, lesili

de type F sont impliqués dans I'adhésion sur deases abiotiques et dans la maturation des
biofilms [13].

0.5

0.0

nm

-0.5

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
pm pm

Figure 5.3.Images de déflexion des souches bactériennes E2)522146 (B), E2302 (C) et E2498 (D) dans

I'air par Microscopie a Force Atomique en mode it

(iv) La souche E2498Cette derniére souche présente uniquement sur red ges
adhésines Ag43 qui sont des protéines rigides gtetiee taille (10 nm)[14]. L’antigéne 43

(noté Ag43) est une adhésine, c’est-a-dire uneépretde la membrane externe appartenant a

" Molécules d’ADN distincte de I’ADN chromosomiquemessentielle & la survie de la particule
T Virus n'infectant que les bactéries
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la famille des auto-transporteur€ette molécule spécifique intervient lors deixation des
bactéries a un substrat qu’il soit biologique oioipue mais également de I'auto-agrégation
via des processus de reconnaissance biomoléculane lestdomaines des Ag43. Elle est
responsable d’infections du tractus urinaires ef@® aux bactéries qui en sont porteuses la
capacité de « s’auto-agréger » et est expriméagmfimportante durant le mode de vie sous
forme de biofilms [15-16].

Ces différentes structures de surface conféerent @aterphases bactériennes des
propriétés physico-chimiques (électrostatiquesyghamiques, mécaniques et structurales)
variées en termes par exemple de taille et de tdefigis bactéries de type E2146 sont
recouvertes d’'un millier démbriae alors que seulement 4 b de type F sont présents a la
surface des bactéries E2302 contre plus 60 000 AgdBles bactéries E2498).

5.1.3. Cultures bactériennes.

Les cultures de bactéries ont été réalisées au rawi@® de Chimie Physique
Microbiologie de I'Environnement (LCPME, Vandoeuveés-Nancy) et ont été encadrées par
le Dr. Christophe Merlin. Le protocole pour la cué des quatre souches bactériennes a été
établi par les Dr. Christophe Beloin (Institut Pasje Dr. Christophe Merlin (LCPME) et

moi-méme.

5.1.3.1. Préparation des antibiotiques et milieu cdture pour la croissance des

bactéries.

Choix des antibiotiques

Pour assurer la sélection de la souche bactériétnéiée, des antibiotiques sont
nécessaires. Les antibiotiques utilisés pour chamuehe bactérienne sont listés dans le
tableau 5.1.

" Protéines capables de diriger leur propre transfos la membrane externe
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Souche bactérienne Antibiotiques
E2152 Amp, Km
E2146 Amp, Km
E2302 Amp, Tet
E2498 Amp, Km

Tableau 5.1 Antibiotiques utilisés pour la culture de chaquedcte bactérienne.

L’ampicilline (Amp) est utilisée a 100ug/mL finaleest-a-dire dans la suspension
bactérienne, et est conservée dans une soluticghad@ (50%) a -20°C. La kanamycine
(Km) est utilisée a 50pg/mL final et est conserdaas de I'eau déminéralisée a 4°C. La
tetracycline (Tet) est utilisée a 7,5ug/mL finalest conservée dans une solution d’éthanol
(50%) a -20°C.

Préparation du milieu minimum M63B1

Le milieu utilisé pour la culture en phase liquidies souches bactériennes est le milieu
M63B1. Il est considéré comme un milieu minimum (@Auvre) car il ne comporte que les
éléments chimiques strictement nécessaires aissarce des bactéries. Le protocole pour sa
préparation a été élaboré par I'équipe UGB de titims Pasteur. La composition du milieu

M63B1 pour 1L final est donnée dans le tableauastiv

Composé chimique Quantité (pour 1L final)
KH ,PO, 136 ¢
(NH_)2S04 (20%) 10 mL
MgSO4,7H,0 (10%) 1 mL
FeSQ, 7H,0 (1%o) 0,5 mL
Thiamine (0,5%o) 2mL

Tableau 5.2.Composition du milieu M63B1 pour 1L final.

Chaque élément est introduit dans 500 mL d’eau émiisée. Le pH de la solution est

ensuite ajusté a 7 a l'aide d’'une solution d’hygax de potassium (KOH) de concentration
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10 M. La solution est complétée avec de I'eau dénaiisée pour atteindre un volume total de

1L. Le milieu est finalement autoclavé pendant 20utes a 120°C.

5.1.3.2. Protocole de culture bactérienne.

Les différentes étapes de culture bactérienne s&ssumees dans la Figure 5.4. Les
souches bactériennes sont conservées dans unlmy@t80°C dans un tampon de stockage
contenant 50% d'un tampon bactérien @R, — 3,0g/L ; NaHPO, — 7,0g/L ; NaCl —
4,09/L ; MgSQ,7H,0 — 0,2g/L) et 50% de glycérol (100%).

Les bactéries sont inoculées directement depuisry®tube dans du milieu LB
(Lysogenic Broth) gélosé dans lequel nous avonst@jles antibiotiques appropriés (étape 1
dans la figure). La boite de Pétri contenant ceeerble est placée dans une étuve a 37°C
pendant 2 jours. Cette pré-culture sur boite perdeetérifier visuellement I'absence de
contamination et d’avoir acces a des colonies baciges isolées.

La veille des manipulations, en fin d’apres-midieua deux colonies sont prélevées de la
culture sur boite et sont suspendues dans un egl@rmontenant le milieu minimum M63B1
complété avec 0,4% de glucose et les antibiotigpesopriés. Le volume de la suspension est
fixé a 1/3 de la contenance maximale de I'erlenmafia de conserver une oxygeénation de la
suspension constante (étape 2 de la figure). lderéyer est ensuite placé dans un bain
thermostaté a 37°C et sous agitation contrblée (h69 toute la nuit pour une culture dite
overnight.

Le lendemain matin (le matin des manipulations)léasité optique de la suspension a
600nm (DQog) est mesurée a l'aide d’'un spectrophotomeétre Wpegsophotometre Safas
Monaco) (étape 3). Cette quantité est proportidanglla concentration en bactéries dans
I'echantillon analyse (dans la limite ou < 1) ou une D@y de 1 correspond a une
concentration en bactéries de€’ bactéries/mL. Suivant la Qg mesurée, un volume adéquat
de la culture overnight est introduit dans un erieger contenant du milieu M63B1 + 0,4%
glucose afin d’obtenir une D@ = 0,05 (étape 4). L'erlenmeyer est placé dans un ba
thermostaté a 37° C et sous agitation a 160 rpnr pae derniere culture. Durant cette
culture, la croissance de la bactérie est vérdigenesurant toutes les 30 minutes las§3@Qu
bouillon bactérien (étape 5). Lorsque la suspenaiteint une D@y d’environ 0,5-0,6, la
culture est arrétée. La croissance de la bactétia ee moment en phase exponentielle (pour

plus d’informations voir le §5.2).
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Stock -80°C | '
‘. Mesure de la DOy
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—_——
< | I‘,‘
Culture sur boite P 4 5
LB+Ab Culture "overnight" :
2 jours a 37°C M63B1 + 0,4% glucose
+Ab a 37°C et sous agitation P
N contrélée (160 rpm)
=
H (T |
i—- / \
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Suspension finale h el h f \
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K& / 2 X centrifugation + 0,4% glucose a 37°C et sous
N— 15 min, 5000 G a 4°C agitation contrélée (160 rpm)

Figure 5.4.Protocole de culture bactérienne (détails danzldd).

Les bactéries sont séparées de leur milieu dereupar centrifugation pendant 15
minutes a 5000 G et 4°C (étape 6). Le culot baatéest ensuite dispersé dans une solution de
nitrate de potassium (KN{ de concentration identigue a celle du fond iosicie la
suspension bactérienne a étudier. La centrifugagisin répétée une fois pour obtenir la

suspension finale (étape 7).

5.2. Suivi de la croissance bactérienne dans dest®mes clos.

Afin d'étudier la croissance des bactéries, lesatians de la population totale de cellules
bactériennes sont suivies en mesurant 13,pd2 la suspension. Ces variations de population
proviennent de la division bactérienne ou une bictéére se divise en deux bactéries-filles.

Les bactéries sont cultivées dans un systeme clestra-dire qu’elles sont inoculées et
cultivées dans un volume défini de milieu nutritehsans ajout de milieu frais au cours de la
culture. Par conséquent, au fil de la culture lacemtration en nutriments diminue alors que

la concentration en déchets toxiques produitsgsmbéactéries augmente.
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Une courbe de croissance, qui représente les ioasadlu logarithme de la concentration
en bactéries en fonction du temps de culture, @eeatdivisée en 4 phases successives [1]:

() Phase de latenceen général, lorsque les bactéries sont introduites le milieu

frais, celles-ci ne se divisent pas immédiateména guantité de bactéries n'augmente

pas ou peu.

(i) Phase exponentielleles bactéries se divisent a un taux constant gpend du

milieu et des conditions de culture. Durant cettege, la population bactérienne est

homogene en termes de propriétés chimiques et glbggjues, c’est pourquoi les

souches bactériennes sont généralement étudigdemsa exponentielle.

(iii) Phase stationnairela quantité de bactéries vivantes est constanteipalement en

raison du manque de nutriments disponibles damslieu.

(iv) Phase de déclinla quantité de bactéries vivantes diminue dudaitépuisement du

milieu en nutriments et de la quantité croissargeddchets toxiques présents dans la

culture.

Toutes nos expériences ont été réalisées sur desheso bactériennes en phase
exponentielle. De plus, cette phase nous rensegymele temps de génération d'une
population bactérienne, c’est-a-dire le temps rezies pour doubler la population.

Durant la phase exponentielle, la concentratiobaatérie, et par conséquent ladgsde
la suspension, croit exponentiellement avec le sedw® culture selon DQy U exp™. Le

temps de génératio est donné pat, = In2 / A.

5.3. Mesure de la mobilité électrophorétique des b&gries par

microélectrophorese.

La mobilité électrophorétiqug, des quatre souches bactériennes est mesuréectiorfion

de la concentration en sel du milieu de suspen®dlO;) a I'aide d'une Zetaphorémetre IV
(CAD Instrumentation, France). Les données serpstiite traitées a I'aide d’un formalisme
théorique approprié afin d'évaluer les propriétésctéostatiques et hydrodynamiques des
interfaces bactériennes (densité volumique de eh@gyméabilité, parametre d’hétérogénéité
de distribution de charge et de matériel membranpgrméable). Le Zetaphorémétre IV

utilise la technique de la microélectrophorése gomsiste a suivre le mouvement des
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particules dispersées sous I'application d’'un chaleptrique constant grace a la microscopie
optique.

Le dispositif expérimental est composé d’une chande mesure capillaire en quartz
(Si0,). A ses deux extrémités, sont présentes deux rétlxt planes de palladium
parfaitement paralleles permettant I'applicatiomrdchamp électrique continu (800 V/cm).
Cependant, avec un tel dispositif, le mouvementladg@articule est le résultat de deux
phénomenes électrocinétiques : I'électrophoresen@us intéressent) et I'électro-osmose. Ce
dernier donne naissance a un mouvement de fluie¢edes parois électriquement chargées
suite a l'application d’un champ (voir la Figuré Sour illustration). Le capillaire en quartz
se charge négativement au contact d’un milieu aquélne double couche, composée
essentiellement de cations se développe a linterfzapillaire/solution. Sous l'action du
champ les ions dans la DCE migrent et entraine augaine couche de fluide qui elle-méme
entraine une couche de fluide adjacente, couchraieant elle aussi une couche de fluide
voisine. Le capillaire étant fermé a ses extrémigdluide s’écoule dans le sens inverse au
centre du capillaire. Il existe donc deux plangedps plans stationnaire, ou la vitesse du
fluide, due a I'électro-osmose, est nulle (Figur&)5L'électrophorése est alors le seul
phénomene électrocinétique impliqué dans le mounenhes particules. C’est donc au niveau

de ces deux plans stationnaires que les mesumsliété électrophorétique sont effectuées.

»  capillaire
9 9 ﬁﬁﬁj’ﬁ/
Socooee o0 @ |

________ :__________________ plans
________ ‘___________________ — stationnaires
00000 >G @ O .~—¢lectrode
@ 9 9 99 9 9 9 9@

Figure 5.5.lllustration du phénoméne d’électro-osmose dansapillaire.

Les particules sont visualisées a partir de laexé&h d'un faisceau laser. Leurs
trajectoires sous 'action du champ sont enregistigar une caméra CCD (Charge-Coupled
Device). La position des particules est repéréatervalles de temps réguliers. Les mesures

sont répétées trois fois de fagcon a ce que le noahdrirajectoires total dans ces 3 cycles soit
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compris entre 80 et 120. A partir de chacune dédregsctoires, un logiciel (Zetaphoremeter

v5, CAD Instrumentation, France) va tout d’aborded@iner la vitessev, de chaque
particule puis leur mobilité électrophorétique,E v,/ E). Le logiciel retourne ensuite les

résultats sous la forme d’'un diagramme en barrereuiésente la répartition des mobilités
mesurées. Pour chaque souche bactérienne et quellsoit la concentration en sel de la
suspension, les diagrammes ont toujours manifastéeul pic indiquant la présence d'une
seule population bactérienne. La mobilité électavptique de I'ensemble des particules dans

la suspension est finalement déterminée en moyétmsotalité des résultats.

Des mesures de mobilité sont effectuées pour lasresouches bactériennes (E2152,
E2146, E2302 et E2498) a 25°C et a pH naturel (enw,6). Les bactéries sont dispersées
dans 100 mL de solutions de Kh@e différentes concentrations (de 0,5 a 200mMPgob>=
0,05 (5.10 bactéries/mL). La mobilité¢ électrophorétique paiiraque concentration est
ensuite mesurée trois fois.

L’expérience est reproduite une a deux fois dasscdeditions indépendantes (nouvelles

cultures bactériennes, nouveaux fonds ioniques)daivalider les résultats.

5.4. Microscopie a Force Atomique.

Développée en 1986, la Microscopie a Force AtomidAa€M — Atomic Force
Microscopy) est une microscopie a sonde localest@edire qu’elle consiste a déplacer une
sonde (pointe triangulaire en nitrure de siliciumawnlloidale) de dimension nanométrique au
voisinage d'une surface a analyser et & mesurantesactions locales entre la surface et la
sonde en fonction du déplacement de cette derriarlisation de la Microscopie a Effet
Tunnel (STM — Scanning Tunneling Microscope), autrieroscopie a sonde locale, étant
limitée aux matériaux électriguement conductetds;M a été développé a partir de la méme
approche, en vue d’analyser avec la méme résolti&solution atomique) la surface de
matériaux conducteurs et isolants comme les polgmeéu les surfaces biologiques. L’AFM
permet de visualiser la topographie des échangilleh de cartographier les propriétés
mécaniques et structurales de ce dernier a I'échalhométrique.

Les expériences d’AFM ont été réalisées au Labweatale Chimie Physique
Microbiologie de 'Environnement (LCPME, VillersgeNancy) sous I'encadrement du Dr.

Grégory Francius. L'appareil de type MFP3-Bio (Asyl Research Technology, Mannheim,
- 206 -



Chapitre 5 — Matériels et Méthodes

Allemagne), est constitué d’'un microscope inversgm@us IX71 couplé a un AFM (téte
optique qui porte la sonde et le scanner piéza@dee!). Le systéme fonctionnel de contréle
est constitué d’'un ordinateur, d'un boitier élentque appelé contréleur et d’'une interface

Asylum Research couplée au logiciel Igorpro conadis® par Wavemetric.

téte optique

illuminateur
(microcopie a
fluorescence)

Scanner-platin
piézoélectriqu

Figure 5.6.Photographie d’'un AFM de type MFP3-Bio (Asylum).

5.4.1. Principe de la Microscopie a Force Atomique.

Le principe de fonctionnement de '’AFM est reprééestans la Figure 5.7. Il repose sur
la mesure des interactions entre une pointe AFMidension nanométrique et une surface.
Cette interaction dépend non seulement de la daist@mtre la pointe et la surface mais
également de leurs propriétés physico-chimiqugseies.

La pointe AFM est fixée a I'extrémité d'un microlewsouple de constante de raidkur
Dans cette étude, nous avons utilisé un ensembiéefraicrolevier MLCT-AUNM en nitrure
de silicium (SiNg) de la société Bruker-Nano (Bruker Nano AXS, Paau, France). La
pointe utilisée est de forme tétraédrique montéaisuevier triangulaire (voir la Figure 5.8).

L’échantillon est fixé sur un scanner piézoélecteiqqui contrdle son déplacement dans
les trois directions de I'espace ¥, z) et donc la distance le séparant de la pointe.

Les interactions entre la pointe et la surface ggméune déflexion du levier. Cette

déflexion est détectée a I'aide d’'un systeme optidin laser est focalisé sur I'extrémité du
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Photodiode

Sample

Piezoelectric
scanner

Figure 5.7.lllustration du principe de 'AFM (d’apres Dufréfter]).

levier et le rayon réfléchi est capté par un phétecteur a quatre quadrants. La déflexion du
levier entraine une déviation de la trajectoireralyon réfléchi et une variation de lintensité
recue par chaque quadrant. Cette intensité etdeckment de la céramique piézoélectrique
sont enregistrés et traités par un logiciel de rébamtpour visualiser la topographie de la

surface et acquérir des courbes de forces enprainde et la surface analysée.

1.0kV-D 7.0mm x150 SE(M) 300um  1.0kV 7.2mm x10.0k SE(L) 5.00um

Figure 5.8.Images de Microscopie Electronique a Balayage dealgciers (image de gauche) et pointe
(image de droite) MLCT-AUNM. La pointe est fixd&atrémité du microlevier.

Avant chaque manipulation, la géométrie de la moast vérifiée en utilisant un réseau
commercial pour une visualisation 3-D de la poiff&T1, NT-MDT Company, Moscow,
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Russie). La constante de raideur de chaque miceoletilisé est ensuite déterminée par la
méthode des « fluctuations thermiques » [18]. Qutiéhode consiste a mesurer les variations
(d’origine thermique) de déflexion du microleviaidsé au repos. La constante de raideur du

microlevier k. est reliée a 'amplitude de ces variations pajuation :

ks T
= o,
(Z)

ou ¢ est une constant propre a la géométrie et audgpaicrolevier,k, est la constante

(5.1)

de Boltzmann]T la température e<tzz> la moyenne des carrés des positions du microlevier

par rapport a sa position moyenne prise commeelétﬁér(zz> =0).

5.4.2. Utilisation en mode imagerie.

Il existe trois mode d’'imagerie de 'AFM : le modentact et les modes dynamiques
c’est-a-dire les modes non-contact et contactnmteznt.

En mode contact, la pointe AFM est placée en comteet la surface de I'échantillon a
analyser. Il est possible de travailler a forcestante ou hauteur constante. Le premier cas est
le plus utilisé. Il consiste a maintenir constalateléflexion du microlevier et donc la force
d’interaction entre la pointe et la surface appdeuLa force d’'interaction pointe-surfaeest
reliée a la déflexion verticale du microleviéa par la loi de Hooke :

F=k.Ad. (5.2)

Lors du balayage de la surface de I'’échantillorsigmal mesuré par le photodétecteur est
comparé a un signal de référence. Une boucle deartion ajuste en continu la hauteur de
I'échantillon afin d’obtenir une forc& constante. Les déplacements enregistrés du scanner
piézoélectrique supportant I'échantillon enregsts®nt ensuite traités pour construire une
image en 3-Dimensions de la topographie de la seirfaes images réalisées en mode contact
des quatre souches bactériennes étudiées dansolfgireprésentées dans la Figure 5.3.

A hauteur constante, la déflexion verticale du olevier est mesurée en fonction des
déplacements latéraux de I'’échantillon. Ce moddéiregé aux surfaces a faible rugosité.

L’inconvénient du mode contact est le risque d'ulégormation ou dégradation des
échantillons composés de polymeres ou de matéh@lrgiques fragiles. C'est pourquoi

deux modes dynamiques, non-contact et contachiittents, ont été développés.
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Ces deux modes consistent a faire osciller le r@erer a une fréquence proche de sa
fréquence de résonnance. En mode contact intermittermode « tapping », la pointe rentre
en contact avec I'échantillon & chaque oscilladammicrolevier. L'interaction entre la pointe
et I'échantillon entraine une variation d’amplitudies oscillations du microlevier. Une boucle
de rétroaction ajuste la hauteur de I'échantilloarpmaintenir une amplitude constante. Une
image de la topographie en 3D de I'échantillonce&ée a partir de ses déplacements dans les
trois directions de lI'espace. En mode non-contactmicrolevier oscille au voisinage de
I'échantillon sans jamais entrer en contact avec lles forces pointe-échantillons (plus
faibles que dans le mode « tapping ») entraineatvamiation d’amplitude des oscillations et
une déviation du microlevier. Une boucle de réttioacva alors s’appliquer pour maintenir
constant un de ces deux parametres. Le mode ndaeta@st trés peu utilisé en raison des
faibles interactions mises en jeu entre la poitte surface et la nécessité de travailler dans
un environnement a faible bruit de fond.

5.4.3. La spectroscopie de force [19].

En tout point de la surface, la déflexion du micvade est mesurée en fonction du
déplacement du scanner piézoélectrique durant pproehe et son retrait de la surface a
analyser. En utilisant la loi de Hooke, la déflexidn levier est convertie en force
d’interaction pointe-échantillon pour obtenir ureibe force-distance ou courbe d’approche-
retrait, c’est-a-dire les variations de la forcent#raction entre la pointe et I'échantillon en
fonction de la distance les séparant.

Des courbes typiques d’approche-retrait pouvane &btenues sur des systemes
bactériens sont représentées dans la Figure 5r9.deol'approche de la céramique vers la
pointe AFM, I'échantillon et la pointe vont entren interaction. Tout d’abord, avant le
contact pointe-échantillon, les interactiang. électrostatiques et de van der Waals entre les
deux protagonistes vont entrainer la déflexioneluelr et une variation de la for&e(voir la
zone « Forces de surface » dans la Figure). Lorggseanner se rapproche de la pointe,
I'échantillon et la sonde entrent en contact etinésractions mécaniques interviennent. Deux
cas peuvent se présenter. Si I'échantillon est déformable (constante de raideur tres

supérieure &), 'augmentation de la forcg lorsque la distance de séparation diminue est

linéaire et est essentiellement le résultat deéfarchation du levier. Si I'échantillon est mou

(mollesse mécaniqueg,g.systémes polymériques ou microorganismes, la cessfmn et/ou
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'indentation de I'’échantillon va entrainer desia#ions linéaires et/ou non-linéaires Besn
fonction de la distance de séparation (voir la FeghL9). Nous détaillerons plus tard dans ce
paragraphe comment extraire les proprietés mécasiqile I'échantillon, c’est-a-dire
I'élasticité et la constante de raideur, a pantis @ariations de F en fonction de l'indentation

dans ces régimes linéaires et non-linéaires.

Propriétés mécaniques

Force

Forces de surfaces

N /

Viscoélasticité Adhésion

0
Distance de séparation

Figure 5.9.Courbes typiques d'approche (courbe rouge) et daitgcourbe bleue) obtenues par AFM
sur des systémes mous bactériens. La distancepdeasién nulle représente le point de contact etdrpointe

est I'échantillon.

Lors de la phase de retrait, si I'échantillon est rdéformable et s’il n’y a aucune
interaction avec la pointe, la courbe de retraisiggerpose a la courbe d’approche. Dans le
cas contraire, les disparités entre la courbe dmitrect le courbe d’approche peuvent
renseigner sur les propriétés viscoélastiques éehdintillon et sur les forces d’adhésion

agissant entre la pointe et I'échantillon.

Dans ce travail, nous avons étudié exclusivemest deurbes d’approche afin de
déterminer I'élasticité et la constante de raiddes 4 souches bactériennes. Les courbes
d’approche forces-distances sont converties enbeoforce-indentation. Un exemple de

courbe force-indentation effectuée sur des systdraetgriens est illustré dans la Figure 5.10.
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Experiment
3 Hertz
Hooke

Force, F (nN)

-
1

200 -100 0 100 200 300 400
Indentation, & (nm)

Figure 5.10.Exemple d'une courbe de force-indentation d’'unésyst bactérien dans une solution de

concentration 1mM.

L’indentation & correspond a la déformation imposée au matériéel,est nulle hors
contact et augmente lorsque la pointe entre enacbet appuie sur la bactérie. C’est dans
cette zone que l'on peut relier la déformation ‘@ehantillon 8, la force d’appui ou force
appliguée aux propriétés mécaniques de I'échantil@ans le cas des bactéries, cette zone
présente un régime de déformation non-linaire sdivn régime de déformation linéaire
lorsque la force excede 2 nN.

Le régime non-linéaire correspond au domaine derdeftion dominé par les propriétés
mécaniques des structures externes de la pardiadésries. Leur module d'Young ndEéest
déterminé a I'aide du modele de Sneddon, qui estagaptation du modele de Hertz pour la
déformation d’'un échantillon mou totalement élagtigpar un cbne rigide. L'équation de
Sneddon s’écrit :

F =2E1an0) 5 (5.3)
7T(1—I/2)
ou oest le demi-angle de la pointe AFMeg¢st le coefficient de Poisson.

Le régime linéaire de déformation est quant a helié a la pression de turgescence

(pression osmotique interne) qui contrebalancerdagion exercée par la pointe AFM sur le

cytoplasme de la bactérie. La pression de turgescest liée a la constante de raideur de la
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bactériek,,, [20] qui n’est autre que le coefficient de propmrhalité entre la forc€ et la

profondeur d’indentatiod (loi de Hooke) avec :
F=k_,O. (5.4)

cell
Si 'AFM est utilisé en mode force-volume, la swdaa étudier est alors divisée en une
grille de Nx N pixels. Dans chacun des pixels de la grille,despriétés mécaniques et/ou
adhésives de la surface sondée sont déterminéatiishtion de ce mode permet alors de
cartographier les propriétés mécaniques et adledieda surface, ce qui a été effectué dans

le cadre de notre étude.

5.4.4. Préparation des échantillons a analyser.

Avant d’étre analysées par AFM, les bactéries,gdes négativement, sont immobilisées
électrostatiquement sur des supports. Pour se fagesupports (lames de verre borosilicaté),
chargées négativement, sont recouvertes d’une racbe d’'un polyélectrolyte cationique :
le polyéthylénéimine (PEI). Le PEI de grande massédaire (750 000 a 1 000 000 g/mol)
forme une couche fortement liée a la surface deevegrace aux fortes interactions
électrostatiques entre les deux éléments. La puweambnsiste a immerger les lames de verre
dans une solution de PEI (0,2%) pendant 30 minu@sles-ci sont ensuite rincées
abondamment avec de I'eau Milli-Q puis séchéeazbte et stockées dans des boites de Pétri
stériles. Par la suite, 1 mL de culture bactériesaes antibiotique a DG = 0,5-0,6 est
déposé sur la lame recouverte de PEI pendant 2@tesinL’échantillon est alors rincé
abondamment trois fois avec de I'eau Milli-Q. L'ensble lame de verre/PEl/bactéries est
ensuite rincé une derniere fois avec 50 mL d'uratiem de KNG de concentration 1 mM.
Finalement, la lame est placée dans une celluleidég d'analyse AFM. Cette derniére
posséde un réservoir d’environ 2 mL qui permetalevdr I'échantillon avec une solution de
KNO3 de concentration d’'intérét (1 mM ou 100 mM).

5.5. Adhésion de bactéries sous écoulement controlé.

5.5.1. Cellule d’écoulement.
Des résultats préliminaires sur les propriétés litatbn de la souche bactérienne E2146
(surexpression déimbriae de type 1) sous contrainte hydrodynamique congrédé@t été

obtenus. Notre travail a débuté avec la mise eneptiiun dispositif expérimental et le
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développement d'un protocole associé avec, enttee,ala création d'une chambre
d’écoulement a flux convectif tangentiel controlé.

L’adhésion de la souche bactérienne E2146 (suresipredefimbriae de type 1) sur des
coupons de verre est analysée sous une contraidtedynamique contrélée. L'objectif est
de comprendre la cinétigue d’adhésion cBezoli sous divers débits d’écoulement et, par
conséquent, pour difféerents nombres de Pécletci@ssa des transports bactériens purement
diffusifs (Pe << 1), purement convectifs (Pe >>ol)résultant de la balance entre processus
de diffusion et de convection (Pe intermédiaires)nombre de Péclet est donné par :

Pe= el (5.5)
bact

ou u,, est la vitesse moyenne du fluk,, . est le coefficient de diffusion de la bactérie et

act

a,., est la taille de la bactérie.

La cinétique d’adhésion ainsi que l'organisatiodifmiensionnelle des dépbts de bactéries
sont quantifiées a I'aide d’'un programme informagéicgous le logiciel Matlab que nous avons
élaboré sous la direction du Dr. Isabelle Bihan@e programme détermine le taux de
recouvrement de bactéries sur la surface, la dist@mtre premiers voisins et les aires et

périmétres des bactéries isolées et des agrégasibas formés.

Le dispositif expérimental se compose d'une celldlécoulement a flux convectif
tangentiel contr6lé, dans laquelle les bactérieg aolhérer sur des surfaces de verre, d'une
pompe péristaltique, qui contrble le débit d’écoudat de la suspension bactérienne dans la

cellule, et d’'un réservoir contenant la suspenbictérienne.

Nous avons créeé la cellule d’écoulement a géomegdgtangulaire spécifiqguement pour
ces expériences. Celle-ci est constituée de deayupk paralleles en polyméthacrylate de
méthyle (PMMA) séparées par un joint en silicorméhe qui contrdle I'espacement entre les
deux plaques ou la suspension bactérienne s’éccilelmm). La plaque inférieure,
représentée dans la Figure 5.11, présente deugasartg trois cavités pouvant contenir des

coupons de verre de dimension 20x10x1mm, ainsinguarrivée et une sortie de liquide.
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Sens d’écoulement
du fluide

Figure 5.11.Représentation de la partie inférieure de la celldiécoulement. Les coupons de verre sonr

placées dans les 6 cavités.

Les coupons de verre sont situés a une distandenalende 5 cm de l'arrivée de liquide.
Cette distance assure I'établissement d’'un écoulestable laminaire de la suspension au
niveau des coupons et, par conséquent, des corglitigdrodynamiques identiques pour
chaque échantillon [21]. La distance miniméale requise pour I'établissement d'un flux
laminaire dans une cellule de géométrie rectangukst liee au nombre de Reynolds Re par
la relation :

Le=constant& hx R (5.6)
avec hjla hauteur du canal d’écoulement (1Imm). Les valedes la constante de
proportionnalité peuvent varier entre 0,013 et 8,04 seconde étant la plus critique. Dans le

cas d’'une cellule rectangulaire, Re est donné par

__ PQ
Re—m y (57)

ou p,, est la densité du fluid€) est le débit volumique d’écoulement(&t), 77 la viscosité
du milieu et w, la largeur du canal. Par conséquent, les dimessim la chambre

d’écoulement assurent I'établissement d’'un flux ifaite au niveau des coupons pour des
nombres de Reynolds tels que ReL000 (o, =1000 kg.nt et 7 = 10° kg.ni1.s%). Cette

condition est toujours satisfaite dans cette épaeque le débit hydrodynamique maximal
appliqué Q = 400 mL.h") est associé & un nombre de Reynolds:Re<< 1000.

La géométrie de la cellule ne permet pas une ob8erven continu de I'adhésion des

bactéries sur les surfaces de verre en foncticemps. Aprés un temps d’adhésion souhaité,
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les lames de verre sont retirées de la cellule ptrarobservées au microscope a fluorescence
inversé. Ce choix a été motivé par le fait que,sddas expériences futures, les forces
d’'attachement des bactéries sur la surface sexaiées par AFM qui permet I'évaluation
des forces latérales nécessaires au décrochenmgebbdigries. Le détachement des bactéries
est réalisé en appliqguant une force latérale aoissentre la pointe AFM et les bactéries
jusqu’a ce que celle-ci domine la force d'interactbactérie-surface et décroche la bactérie

adhérée.

Pour suivre la cinétique d’adhésion des bactémesis avons fixé différents temps
d’expériences (de 5 a 60 minutes) pour 5 débitsimmues (50 ; 100 ; 150 ; 200 et 400
mL/h) associés a des nombres de Reynolds comprs @/5 et 3 et des nombres de Péclet

compris entre 10et 10.

5.5.2. Protocole expérimental pour l'adhésion de baégries dans une chambre

d’écoulement.

La cellule d’écoulement contient six coupons dereger Avant d'étre insérés dans la
cellule, ceux-ci sont immergés dans une solutioma#ecyl sulfate de sodium (SDS) 0,1%
chauffée a 60°C pendant 30 minutes. Le SDS sobgbidit retire les matieres organiques
présentes a la surface des coupons. Ceux-ci seniterplacés dans une solution d’acide
chlorhydrique de concentration 0,1M a 60°C pend&hminutes. Les coupons sont rinces
trés abondamment un a un a I'eau milli Q, puisééhBnol avant d’étre séchés délicatement
sous flux d’azote. Finalement ils sont réservés pl@s manipulations futures dans du papier
KimTech (KimTech Sciences Kimberly Clark) ou direca insérés dans la cellule
d’écoulement.

La suspension bactérienne utilisée pour 'adhéegirpréparée selon le protocole décrit
dans le 85.1.3.2, a la différence que les cultaresnilieu liquide sont réalisées dans du milieu
LB et qu'une seule centrifugation (5000 G, 15 masuet 4°C) est effectuée. Le culot
bactérien est dispersé dans du milieu M63B1 + Ogi%¢ose pour atteindre une o= 1.
Ainsi, les bactéries restent en phase exponentgdlecroissance pendant la durée de la
manipulation.

L’expérience d’adhésion débute en faisant circans la cellule d’écoulement la

suspension bactérienne pendant 7 minutes & un déhbi25mL /h. La suspension occupe
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alors la totalité de la cellule et chaque coupdnresouvert de suspension bactérienne. La
pompe péristaltique est ensuite arrétée pendantirutes. Cette étape, appelée pause
hydrostatique, permet d’amorcer I'adhésion desédvas sur les plaques de verre. Apres cette
pause, la circulation de la suspension bactériesheclancée en augmentant progressivement
le débit d’écoulement jusqu’au débit souhaité. Li&glbn des bactéries sur les surfaces de
verre sous écoulement contrélé commence. La porépstatique est arrétée lorsque le
temps d’adhésion souhaité est atteint. Les couponsalors rincés en faisant circuler dans la
cellule (méme débit, durée 8 minutes) le milieu B&3+ 0,4% glucose afin d’enlever les
bactéries non-adhérées sur la surface. La deratape consiste a retirer les coupons de la
cellule. Durant l'ouverture de la cellule, il estaessaire de vérifier que les coupons ne
séchent pas. En effet, lors du séchage des plaguesried, des forces capillaires vont agir sur
les bactéries adhérées et entrainer leur réordgamissur la plaque. Aprés avoir placé les
coupons dans une boite de Pétri, nous déposortate@ient sur leur surface environ 1mL
d’'un tampon phosphate salin (PBS).

Un des six coupons a analyser est placé dans lloke gouvant contenir du liquide pour
une observation au microscope a fluorescence. @eglopL de PBS sont finalement déposés

sur la surface.

5.5.3. Microscopie a Fluorescence.

La distribution spatiale des bactéries sur laaaafest observée par microscopie a
fluorescence. La bactérie E2146 est naturellementdkcente car elle exprime le marqueur
GFP. Ainsi, lorsque les bactéries sont éclairéesipdaisceau lumineux de longueur d’onde
A = 475nm (lumiére bleue), elles émettent par flaoeace une lumiere verte de longueur
d’'ondeA = 510nm. Le microscope utilisé est le microscapeisé Olympus 1X71 couplé a
I’AFM (voir la Figure 5.6).

Le principe d’un microscope a fluorescence invasseéreprésenté dans la Figure 5.12.
Une source de lumiere, ici une lampe métal halkeet un faisceau lumineux de couleur
blanche (longueurs d’onde comprises entre 350 nAO@bm). Le faisceau passe a travers un
filtre d’excitation qui sélectionne la longueur die d’excitation désiréel(= 475nm). Ce
rayon est ensuite réfléchi sur un miroir dichrompadéi. Aprés avoir traversé |'objectif
(grossissement x20), il éclaire I'échantillon etcigx la molécule GFP exprimée par les

bactéries. La molécule GFP excitée émet alors yonreement fluorescent en retournant a
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son état fondamental plus stable. Ce rayonnemerigmdjueur d’'ondd = 510nm, passe dans
I'objectif et est transmis a travers le miroir dicinatique sans étre dévie. Finalement, un
dernier filtre, dit d’émission, sélectionne la lére verte 4 = 510nm) et supprime les rayons
ultra-violets (qui peuvent abimer les yeux de lafsateur), violets et bleus restants pour
ameéliorer le contraste de I'image observée. L'imdgdéchantillon formée par le microscope
peut étre directement observée par I'observateuprise en photographie a I'aide d’'un
appareil numérigue de la marque Olympus.

échantillon

objectif

source de faisceau
lumiére d'excitation~._

filtre
) d'excitation - \ 7

( -

\ J %

miroir
dichromatique il

7

filtre d'émission ¢y

\
o

faisceau d'émission
de fluorescence
pour l'observation

Figure 5.12.Principe d’un microscope inverseé a fluorescence.

Au minimum deux des six coupons sont observés awostope a fluorescence inverseé.

Pour chaque coupon analysé, des clichés sont stréegs sur dix emplacements différents.

5.5.4. Traitement des images.

Nous avons développé un programme sous le loditadlab pour déterminer a partir des
clichés enregistrés le taux de recouvrement deébestsur la surface, la surface et le
périmétre de chaque bactérie ou agrégat bacté@raréfet la distance entre premiers voisins.

Les difféerentes étapes pour I'analyse des imagas sgprésentées dans la Figure 5.13.

Premierement, I'image d’origine est convertie eamae de gris. Chaque pixel de I'image est
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associé a un nombre compris entre 0 (couleur netr&)(couleur blanche) qui détermine son
niveau de gris. Cette image est ensuite binarisést-a-dire transformée en une image en
noir ou blanc (0 ou 1) ou un pixel de couleur blanceprésente le systeme bactérien et un
pixel de couleur noire correspond a la surface.rPoela, un niveau de gris seulil,
automatiquement déterminé par le programme ou iclpEs I'opérateur, représente la
frontiere qui détermine si un pixel correspond wsté&sme bactérien ou au coupon de verre. A
partir de cette image binaire, le taux de recouer@nd de la surface par les bactéries est
calculé en faisant la somme des pixels blanc (basdésur la somme totale des pixels.

Pour déterminer le périmétre et I'aire des amasébaos, les amas ou bactéries coupés
par le contour de I'image sont supprimés. Nous audtilisé une des fonctions de matlab
(« regionprops») pour le calcul des aires et des périmeétres.

Finalement, le programme détermine la position dwydentre de chaque bactérie ou
amas et calcule la distance les séparant. Le progeasélectionne et retourne la distance

minimale pour chaque amas qui représente la disti@®éparant de son plus proche vaisin.
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Sg E conversion en
cliché d'origine nuances de gris binarisation

taux de recouvrement

position des barycentres ¢limination des bactéries

de chaque bactérie ou amas —— 7 les
contours de I'image

distances entre aire et périmetres
plus proches voisins des bactéries/amas

Figure 5.13.Cheminement des différentes étapes de l'algorittiéveloppé sous matlab pour le traitement des

clichés de bactéries adhérées sur un coupon deverr
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Chapitre 6 — Propriétés Nanomécaniques et Eleatrobynamiques chei. coli

La réactivité des bactéries dans leur environnemsinéssentiellement déterminée par les
propriétés physico-chimiques et biochimiques datdiiphase bactériennee( de enveloppe
bactérienne) qui sépare les bactéries du milielereat Pour de nombreux systemes
bactériens, la membrane externe est recouvertégsastructures de surface telles queplies
lesfimbriae, les exopolysaccharides ou les flagelles. Chatjuetsre posséde des propriétés
physico-chimiques différentes (électrostatiquesdrbgynamiques, meécaniques) et peut
s'étendre sur quelques nanometres (Ag43) jusquedgges micronsfimbriae pili) depuis la
membrane externe vers le milieu externe. Ces stegtsont impliquées dans de nombreux
processus d’interface physiques et biologigees.le transfert de plasmides par conjugaison,
'adhésion sur des surfaces biotiques/abiotiquessjriteractions entre bactéries, la formation
de biofilms, la motilité ou encore la pathogénicité. Pendant la croissanda division
cellulaire ou en réponse a un stress osmotiquevéleppe bactérienne subit des contraintes
morphologiques qui peuvent affecter l'intégrité ¢k bactérie. Afin que I'enveloppe
bactérienne neutralise la pression interne de seagee, il est nécessaire que ses propriétés
meécaniques refletent le comportement d’'une maédeefois rigide et malléable. Des études
précédentes ont démontré que les propriétés mémmiqles bactéries changent
significativement en réponse a des forces agissantleur structure comme lors de la
croissance et la division bactérienne ou pendasitpl®cessus d’adhésion et d'infection.
Ayant connaissance de ces éléments, il est claimgucompréhension de la réactivité de
cellules bactériennes requiert des mesures et rtespiiétations précises des propriétés
meécaniques de I'ensemble de I'enveloppe bactérienngosée de la membrane externe et
des structures de surface.

La Microscopie a Force Atomique (AFM) a émergé carume technique de choix pour
comprendre les propriétés mécaniques des microsrgas a I'’échelle nanométrique. Un de
ses avantages majeurs est qu'elle permet I'étudesttactures de surface dans un milieu
agqueux de composition contrblée. Ceci la rend e@@alur analyser I'enveloppe bactérienne
en réponse a un stress osmotique. Bien que I'eppel@t les structures de surfaces de
bactéries Gram — soient précisement identifieesgtades AFM des propriétés mécaniques
de cellules vivantes dans un milieu agueux en fonale la force ionique du milieu restent

rares. En particulier, 'analyse des contributioespectives des structures de surfaces dans le

" Capacité d’'une cellule vivante a se déplacer es@mmant de I'énergie.
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controle de I'élasticité de I'enveloppe bactérieratede la pression de turgescence reste a
explorer. De plus I'impact de la réorganisationcée structures, suite a un stress osmotique,
sur les propriétés mécaniques de l'enveloppe bantéx ne fait I'objet d’aucune étude
précise malgré son role dans les phénomeéenes gantdm réactivité des bactéries dans un
environnement hypotonique/hypertonidue

Dans ce chapitre présenté sous la forme d’unegatldi, nous nous intéressons a I'étude
des propriétés mécaniques de quatre mutamsli K-12 (décrits dans le Chapitre 5 85.1.2)
en fonction de la force ionique du milieu. Pourp@lp les quatre souchdscoli ont été
modifiees de maniére a ce qu'elles expriment sgktient (ou non) sur leur membrane
externe des structures de surfadestiriae de type-1 pili de type-F, adhésines Ag43).

L’'analyse des courbes de force-indentation pernettidire le module d’Young et la
pression de turgescence des bactéries en fonatida fibrce ionique du milieu (1-100mM).
Les courbes obtenues permettent également d’évldsecthangements morphologiques de
I'enveloppe bactérienne dans des conditions dessstrBypertonique. Des mesures
électrocinétigues par microélectrophorése compiétéatude AFM. Les données
expérimentales sont analysées a l'aide d'un fosmadi théorique développé pour la
détermination de la mobilité électrophorétique detipules molles hétérogénes en forme de
batonnet. Les propriétés électrostatiques et hyamiques (densité de charge et
perméabilité hydrodynamique des appendices decagfet de la membrane externe, capacité
a gonfler sous une diminution de la force ionigeeht déterminées. Ce couplage analyse
AFM/analyse électrocinétique permet de détermieer¢lations entre la nature des structures
composant I'enveloppe bactérienne et leurs pragmiélectro-hydrodynamiques (densité de

charge, perméabilité, gonflement) et mécaniquesiiélté/rigidité).

Note : Dans la publication, la Figure 4 a été renguée par erreur par la Figure 3.
Nous avons donc ajouté la vraie Figure 4 a la fined'article (avant les Supporting

Informations).

" Environnement ayant une concentration en seli@fée (hypotonique) / supérieure (hypertonique)rpaport

a la concentration en sel dans le cytoplasme delliale
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Abstract

The physicochemical properties and dynamics of bacterial envelope, play a major role in bacterial activity. In this study, the
morphological, nanomechanical and electrohydrodynamic properties of Escherichia coli K-12 mutant cells were thoroughly
investigated as a function of bulk medium ionic strength using atomic force microscopy (AFM) and electrokinetics
(electrophoresis). Bacteria were differing according to genetic alterations controlling the production of different surface
appendages (short and rigid Ag43 adhesins, longer and more flexible type 1 fimbriae and F pilus). From the analysis of the
spatially resolved force curves, it is shown that cells elasticity and turgor pressure are not only depending on bulk salt
concentration but also on the presence/absence and nature of surface appendage. In 1T mM KNOs, cells without
appendages or cells surrounded by Ag43 exhibit large Young moduli and turgor pressures (~700-900 kPa and ~100-
300 kPa respectively). Under similar ionic strength condition, a dramatic ~50% to ~70% decrease of these nanomechanical
parameters was evidenced for cells with appendages. Qualitatively, such dependence of nanomechanical behavior on
surface organization remains when increasing medium salt content to 100 mM, even though, quantitatively, differences are
marked to a much smaller extent. Additionally, for a given surface appendage, the magnitude of the nanomechanical
parameters decreases significantly when increasing bulk salt concentration. This effect is ascribed to a bacterial exoosmotic
water loss resulting in a combined contraction of bacterial cytoplasm together with an electrostatically-driven shrinkage of
the surface appendages. The former process is demonstrated upon AFM analysis, while the latter, inaccessible upon AFM
imaging, is inferred from electrophoretic data interpreted according to advanced soft particle electrokinetic theory.
Altogether, AFM and electrokinetic results clearly demonstrate the intimate relationship between structure/flexibility and
charge of bacterial envelope and propensity of bacterium and surface appendages to contract under hypertonic conditions.
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Introduction

The reactivity of bacteria with respect to their close environ-
ment is largely connected to biochemical and physicochemical
properties defining the microorganism interphase, z.e. the cell wall,
that spatially separates the bacteria from the outer medium [1].
For gram-negative bacteria, the cell wall consists of an outer
membrane, which contains lipopolysaccharides (LPS) and sur-
rounds a gel-like periplasm with a thin peptidoglycan layer
[1,2,3,4]. These cell wall components are separated from the

cytoplasm by the inner membrane predominantly composed of

phospholipids with embedded proteins. Despite their deceptively
simple organization, gram-negative nude cell wall are involved in a
vast array of complex cellular processes that serve key biological
functions, e.g. ion channel conductance [5], cell signaling [6], cell
growth or cell division [4,7]. Additionally, these constituents are
known to be essential in maintaining cellular shape [4] and in
resisting internal Turgor pressure. For numerous bacterial systems,
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the cell wall is further decorated by surface layer organizations of
the type pili, fimbriae, curli, exopolysaccharides (EPS) or flagella.
These so-called surface appendages may protude several hundreds
of nanometers from the anchoring cell wall. It is now well-reported
that such bacterial surface ultrastructures are involved in
numerous physical and biological interfacial processes, e.g. plasmid
transfer through conjugation [8], adherence to materials or host
cell surfaces [9], cell-cell interactions [10], biofilm formation
[11,12,13,14,15], motlity [16,17,18] and pathogenicity
[19,20,21].

In the course of cellular growth and division, or in response to
osmotic changes within the neighboring environment, cell wall
undergoes morphological constraints affecting in some cases their
integrity. For cell walls to appropriately counteract the inner Turgor
pressure and allow efficient bacterial growth and division, it is
necessary that their mechanical properties reflect the behavior of
both stiff and ductile materials. Previous work demonstrated that
mechanical properties of bacteria, including cell wall elasticity,
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change significantly as a result of forces acting on bacterial structure
as it is the case during cell growth and division [22,23], or during
adhesion and infection processes [9,24,25]. In view of these
elements, a fundamental comprehension of the physiological
processes and reactivity of bacterial cells necessarily requires,
besides the underlying details on gene expression [26,27,28],
accurate measurement and interpretation of their mechanical
properties [22,29,30,31,32] in relation with envelope structure that
includes not only cell wall but also surface appendages.

In the past decades, much progress has been made in
understanding the mechanical and more generally the physico-
chemical properties of microorganisms [33,34]. However, due to
the small size of the cells, these properties remain difficult to address
at a nanometric level. In this context, atomic force microscopy
(AFM) has emerged as a valuable and powerful tool [35] for
studying nanomechanical characteristics of living cells [36,37,38].
Other practical applications of AFM includes the imaging of cell
ultrastructures such as pili, fimbriae [14,39,40] or the elucidation of
the impact of antibacterial molecules [38,41,42] on genetically
modified bacteria [37,43]. A major advantage of AFFM is that it
allows measurements of surface nanostructure in aqueous media of
controlled composition, which makes it ideal for analyzing cell wall
response to osmotic stress. Although the structure and possible
chemical make-up of Gram-negative cell wall may be now
accurately identified, AFM studies on mechanical properties of
individual living cells in aqueous medium as a function of salt
concentration remain scarce. In particular, unraveling the respec-
tive contribution of long or short external structures in governing
bacterial envelope elasticity, Turgor pressure and stretching
modulus (i.e. bacterial surface tension) remain an issue. Also, the
impact of cell wall ultrastructure reorganization following swelling/
stretching processes on nanomechanical properties of the bacterial
envelope as a whole, has deserved too little attention despite the
fundamental importance of these phenomena in governing bacterial
reactivity under hypotonic/hypertonic stress conditions.

In this study, we report a systematic investigation of the ionic
strength dependent-nanomechanical properties of FE. coli K-12
mutant strains which selectively express (or not) surface append-
ages such as type 1 fimbriae, F' conjugative pilus or autotransported
adhesin antigen 43, known to be involved in biofilm formation
and/or bacterial pathogenicity [15,20,44,45,46,47,48] (see Mate-
rials & Methods for a full description of these surface structures).
Analysis of the AFM force-indentation curves yields the Young
moduli, internal Turgor pressures and stretching moduli of the
bacteria of interest as a function of medium ionic strength. It
further allows evaluating not only how nanomechanics is impacted
by envelope structure but also addressing the changes operated on
this structure in hypertonic stress conditions. The AFM study is
complemented by electrokinetic measurements which, upon
modeling on the basis of theory for permeable (soft) bioparticles,
highlight the relation existing between density of charges carried
by the surface appendage, its propensity to swell upon lowering
medium salt content and its intrinsic elasticity/rigidity as
determined independently by AFM. Overall, this work quantita-
tively underlines the intertwined relationships between nature of
bacterial envelope structure, their dynamic features (swelling), and
physico-chemical properties expressed in terms of nanomechani-
cal, electrostatic and hydrodynamic (permeability) characteristics.

Materials and Methods

Bacterial strains
The E. coli K-12 strains used in this study are listed in Table 1
and Table 2 where relevant information on their respective
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construction, antibiotic resistance, genotype and surface append-
ages expression can be found. These isogenic strains were
constructed from Escherichia coli MG1655 (E. coli genetic stock
center CGSC#6300) by transformation and A red linear DNA
gene inactivation method using the pKOBEG plasmid [49,50],
followed by Pluir transduction into a fresh E. coli background when
possible. Alternatively, strains were constructed by Pluvir transduc-
tion of previously constructed and characterized mutation or
insertion. All strains used in this study contain the gfpmut3 gene
linked to the bla ampicillin resistance gene (amp®, 100 pg/ml) that
makes them fluorescent, and a deletion of the fiE to fiiR genes
replaced by the cat chloramphenicol resistance gene (em”, 25 pg/
ml), which ensures the absence of flagella. Absence of flagella was
verified by absence of motility using motility assay on low agar
motility plates (data not shown). Our reference strain (E2152) has
been constructed by creation and Pluir transduction of mutations
previously shown to i/abolish type 1 fimbriae production (deletion
of the type 1 fimbriae encoding operon, AfimA-H: zeo, zeo™ 50 g/
ml), or ii/abolish adhesin Ag43 production (deletion of the flu
gene, Afl: km, km® 100 ug/ml or Afl zeo, zeo™ 50 pg/ml).
Primers used to construct the AfliE-R: cat, Aflu: km, Aflu: zeo and
the AfimA-H: zeo deletions are listed in Table 1. The strain E2152,
devoid of these 3 surface appendages, was selected as a reference
for comparing AFM data and electrokinetic results with those
obtained for the strains E2146, E2498 and E2302 which
constitutively produces the external ultrastructure type 1 fimbriae,
the Ag43 protein and the type-I' pili, respectively (Fig 1).
Constitutive expression of the Ag43 protein was previously
obtained by placing a constitutive promoter in front of the flu
gene [12] whereas constitutive expression of the type 1 fimbriae was
previously obtained by placing a constitutive promoter in front of
the fimA-H operon [51]. Production of the I pili was obtained by
introducing the F’tet plasmid into the reference strain E2152 by
conjugation, creating E2302. All constructions were verified by
PCR. The E2152, E2146, E2302 and E2498 strains deleted for- or
selectively expressing- the three different appendages listed above
were phenotypically checked before proceeding with the experi-
ments reported in this study. All three strains displayed phenotypes
in line with previous description [12,47,52]. In details, we
systematically verified that i/absence and constitutive production
of type 1 fimbriae were respectively verified by deficiency in- or
enhancement of- yeast agglutination and biofilm formation; ii/
absence and constitutive production of the Ag43 adhesin were
respectively verified by deficiency in- or enhancement of-
autoaggregation as well as by Western Blot immunodetection;
iti/presence of the F pili was verified by sensitivity to phage M13
and increased biofilm formation (Table S1).

Biological functions and characteristics of the surface
appendages examined in this study

Type 1 fimbriae, constitutively expressed in E2146 strain, are
filaments consisting of proteins called fimbrilin anchored at the
outer bacterial membrane. They exhibit a rod-shaped and helical
structure of total contour length 1 to 10 um and diameter 6 to
20 nm [53,54]. Type 1 fimbriae play an important role in biofilm
formation, bacterial pathogenicity and virulence [46] essentially
because these structures render possible host cell colonization by
bacteria. A protein called the FimH adhesin is located at the
extremity of each fimbriae, and ensures adhesion to host cells
following docking mechanism [55,56]. Type-F pili or sex pili
expressed in E2302 strain are associated to conjugation [57,58].
They may be described as helically built tubules with a hollow core
of 2 to 4 nm in diameter and a 10 to 100 um long flexible filament
[59] which consists of repeating units of pilin. These filamentous
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structures allow genetic transfer of plasmid genes [60,61] but also
infection by specific bacteriophages [62]. I pili have been shown
to strongly promote adhesion to abiotic surface and biofilm
formation [47]. Furthermore, we constructed a strain constitu-
tively expressing Antigen 43 protein (E2498). The Ag43 protein is
constituted by 2 different polypeptides and forms a ~10 nm long
structure known to be rigid [63]. This abundant outer membrane
protein in E. coli belongs to the autotransporter family, promotes
bacterial autoaggregation and biofilm formation, and is associated
to urovirulence [20,45,64].

Growth conditions

Bacteria were pre-grown overnight at 37°C: under agitation
(150 rpm) in M3B1 minimal medium supplemented with 0.4%
glucose (M63Blglu) and with the appropriate antibiotic for the
proper selection of the strain of interest. The following day, fresh
M3Blglu medium was inoculated with the overnight culture to an
ODggp of c.a. 0.05 and cultivated under the same conditions until
the biomass reached an ODg of 0.5-0.6.

Bacterial cells dedicated to AFM studies were extensively washed
with 50 ml of I mM KNOjs (see details below) while cells dedicated
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Table 1. Genetic and phenotypic characteristics of the studied bacteria.

Strain or plasmid Relevant genotypic and phenotypic characteristics Source or reference

Strains

MG1655gfp MG1655_)attamp_gfp, Amp® 121
GFP+

MG1655Afli AfliE-R: cat, Cm® This study
deletion of fliE to fliR genes by A-red recombination
no flagella

MG1655Afim AfimAICDFGH: zeo, Zeo® This study
deletion of fimA to fimH genes by A-red recombination
no type 1 fimbriae

MG1655Aflu: km Aflu: km, Km® This study
deletion of the flu gene by A-red recombination
no Ag43 protein

MG1655Aflu: zeo Aflu: zeo, Zeo® This study
deletion of the flu gene by A-red recombination
no Ag43 protein

MG1655kmPcLfim fimAICDFGH operon placed under the control of the kmPcLrbs cassette APy promoter, Km® [51]
constitutive type 1 fimbriae

MG1655kmPcLflu flu gene placed under the control of the kmPcLrbs cassette APy promoter, Km® [12]
constitutive Ag43

MG1655_F'tet Strain containing the F conjugative plasmid, Tet® [47]
constitutive F pili

E2152 gfp_AfliE-R: cat_Aflu: Km_AfimAICDFGH: zeo, Amp®, CmF, Km®, Zeo? This study
subsequent P1vir transduction of AfliE-R: cat, Aflu: km and AfimAICDFGH: zeo in MG1655gfp
GFP+, no flagella, no Ag43 protein, no type 1 fimbriae, no F factor

E2146 gfp_AfliE-R: cat_Aflu: zeo_kmPcLfim, Amp®, Cm®, KmF, Zeo? This study
subsequent P1vir transduction of AfliE-R: cat, Aflu: zeo and kmPcLfim in MG1655¢gfp
GFP+, no flagella, no Ag43 protein, no F factor, constitutive type 1 fimbriae

E2498 gfpo_AfliE-R: cat_AfimAICDFGH: zeo_kmPcLflu, Amp®, CmF, Km®, Zeo® This study
subsequent P1vir transduction of AfliE-R: cat, AfimAICDFGH: zeo and kmPcLflu in MG1655gfp
GFP+, no flagella, no type 1 fimbriae, no F factor, constitutive Ag43

E2302 gfp_AfliE-R: cat_Aflu: Km_AfimAICDFGH: zeo_F'tet, AmpR, CmF®, KmR, ZeoF, Tet? This study
conjugation of F'tet within E2152
GFP+, no flagella, no Ag43 protein, no type 1 fimbriae, F+
Plasmids

PKOBEG pSC101 ts (replicates at 30°C), araC, arabinose-inducible Aredypo. operon, cmR [50]

Relevant genotype and phenotype characteristics of the various E. coli mutants selected for this study.

doi:10.1371/journal.pone.0020066.t001

to electrokinetic study were washed once in KNOj salt medium
prior to use: the cultures (10 mL aliquots) were centrifuged at
5000 g for 15 min at a temperature of 4°C, supernatants were then
eliminated and the pellets were resuspended in an equal volume of
KNOj3 aqueous solution (of concentration I mM to 100 mM, range
examined for electrophoresis analysis). Cells were centrifuged
(5000 g, 4°C, 15 min) a second time and cell pellets were finally
resuspended in KNOj solution before use for electrokinetic
experiments. The bacterial suspensions were adjusted in ionic
strength upon addition of appropriate aliquots of 1 M KNOj
electrolyte solution. We verified that gentle centrifugation in the
range 2000 g-5000 g did not impact the reported electrophoretic
mobilities of our selected bacteria, recalling that electrophoresis is
mostly sensitive to physico-chemical properties of their outermost
peripheral region [65]. Concerning AFM experiments that probe
internal parts of the bacteria via indentation experiments, we rather
chose avoiding centrifugation of the bacteria in order to fully
guarantee the absence of perturbation of their mechanical
properties following change in physiology and/or ruptures of some
of their surface appendages. Our experience is that, depending on
the type of bacterial strain considered, centrifugation might lead to
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Table 2. Genetic sequences characteristics of the studied bacteria.

Target gene Primer name Sequence

fliE-R fliR.500-5
fliE.500-3
fliR.cat.L-3rev
fliE.cat.L-5rev

Primers used to generate deletion mutants in different E. coli strains
gttgattaatgatgagcttg

tccaagacaactgactaact
CTGCGAAGTGATCTTCCGTCACAGGttccgtaacgtttatcatgttatc
GATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAAgttttgtaacctgttgttaattac

fliR.ext-5 gaccaatagatattcatcaa
fliE.ext-3 ctaattggtgtaaacttaccat
flu flu.A1.500-5 CCCgAATTCTgCggTggACCggATATTTg
flu.B1.500-3 atttccttgctgatatcttc
flu.A2GB-L-3 gattttgagacacaacgtggctttCATcagcttttccttagattg
flu.B2.GB-L-5 cttcacgaggcagacctcagcgccTAAcagaaccatcgcctctctgtg
flu.ext-5 atacgctggtcagtgegctc
flu.ext-3 atcagtgacggtgaaatatc
flu.zeo.L-5 TTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGAcagaaccatcgcctctctgtg
flu.zeo.L-3 GTCAACACGTGCTCGGATCCAGAACATcagcttttccttagattg
fimA-H fimA.500-5 GAGAAGAGGTTTGATTTAACT
fimH.500-3 TCCAGCAACTGGTCAGCTGGTT
fimA.zeo.L-3 GTCAACACGTGCTCGGATCCAGAAGCTGCTTTCCTTTCAAAAAA
fimH.zeo.L-5 TTCGTGGCCGAGGAGCAGGACTGAGAAATCACAGGACATTGCTAATG
fimA.ext-5 CTTGACCTTAATGAAGGTAG
fimH.ext-3 TTTCGGCGTTTCGATTCTGGTGC

doi:10.1371/journal.pone.0020066.t002

important surface structure modification as observed e.g. for
Pseudomonas fluorescens (paper in preparation).

Electrophoretic mobility measurements

Electrophoretic (electrokinetic) mobility (EPM) measurements
were performed in a quartz suprasil cell at 24°C (Zetaphoremeter
IV, CAD Instrumentations, Les essarts le Roi, France) and were
determined from the reflection by bacteria of a laser beam tracked

Polymeric filaments

E 2‘15:?%5 ﬁma?%%

Reference cell wall Type-1 fimbriae Type-F pili
Reported length of
extended appendages 1-10 uym 10-100 pm

2Amp, ampicillin; Cm, chloramphenicol; Km, kanamycin; Tet, tetracycline; Zeo, zeocin.
Primers used to construct the AfliE-R: cat, Aflu: km and the AfimA-H: zeo deletions are listed here.

with a charge-coupled device camera. Using an image analysis
software, recorded images were processed in real time to calculate
the electrophoretic mobilities from the displacement (migration
motion) of bacteria subjected to a constant direct-current electric
field (800 V/m). Different cycles were recorded to carry out 100
measurements of bacterial mobility for a given KNOj electrolyte
concentration in the range 1 mM to 100 mM. Additionally, the
reproducibility of the experiments was addressed by repeating the

Adhesins

Ag43 adhesins

10 nm

Figure 1. Spatial organization of the external structures for the various £ coli strains investigated. Pili and fimbriae are structures with
reported total lengths of about ~10-100 um (E2302) and ~1-10 um (E2146), respectively, while antigen Ag43 protein layer is a short and rigid

structure ~10 nm thick (E2498).
doi:10.1371/journal.pone.0020066.g001
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electrokinetic measurements with at least three different fresh
bacterial dispersions.

Electrophoretic mobility data processing for a soft
bacterial particle

The ionic-strength dependence of the electrophoretic mobility
data was quantitatively interpreted using the electrokinetic theory
for cylindrical soft particles developed by Duval et al. and
extensively described in [65]. For the sake of completeness, the
modeling of the bacteria together with the basic physical elements
of the aforementioned theory are briefly recalled below. The
reader is referred to [65] for more complete details.

Theoretical representation of the bacterium/aqueous
medium interphase. The bacteria of interest here may be
assimilated to rod-like bioparticles of length L at the surface of
which the cell wall and its appendages can be represented by a
permeable, charged gel-like layer which exhibits a certain
propensity for fluid (electroosmotic) flow penetration during the
field-driven motion of the bacteria. Because of the presence of such
permeable component, bacteria are recognized as paradigms of so-
called soft (z.e. permeable) biocolloids [66,67]. The bacteria are
modeled here as soft particles comprised of (i) a hard-core of radius
a, which is impermeable to electroosmotic flow and corresponds to
the cytoplasmic part, and (ii) the permeable charged gel-like layer,
of thickness d, located at the bacterial periphery around the
cytoplasm. When modeling the electrokinetic behavior of the
bacteria, it is necessary to account for the effect of interphasial
swelling and corresponding chain heterogeneity on the local
distribution of the material density within the bacterial soft
envelope [65,68]. This can be achieved by necessarily abandoning
the conventional picture of the bacterial soft structure viewed as a
homogeneous permeable (step-like) layer. Instead, we represent
the bacterial interphase as a soft polyelectrolyte layer of which the
density gradually decays from maximum value within the bulk gel-
like layer to zero in the electrolyte solution. Without any detailed
molecular information on the local distribution of the soft matter
that surrounds the cytoplasm, the radial density distribution, f{r), of
material that constitutes the permeable charged gel-like layer may
be described by a function of the form [65]:

_mn _1

o iw{lftanh(#>} (1)

where 7, is the nominal density of soft material for a homogeneous
gel layer distribution, n(r) is the radial dependence of the density of
soft matter within the permeable charged gel-like layer, r the radial
position according to the polar coordinate system taken at the
center of the particle (see Fig 1). The characteristic parameter o/d
represents the degree of the diffuseness (or extension) of the
interphase with the limit «/d—0 implying a step-like or
homogeneous soft layer distribution. The dimensionless
parameter ® is obtained from the required condition that the
total quantity of gel material is constant upon variation of the
interfacial diffuseness as subsumed in the ratio a/d. For highly
hydrated soft surface layers and assuming uniform distribution of
charges along a single chain, it was demonstrated that f{r) pertains
to the distribution of the local friction exerted by the gel layer on
electroosmotic flow and to the spatial dependence of the density of
charges carried by the gel layer [68]:

2
7= (40) @

S(r)
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where pg and Ag are the volume density of fixed charges and the
hydrodynamic softness parameter within homogeneously
distributed soft gel-like structure (limit o/d—0), respectively.
The quantity 1/q defines the characteristic penetration length
of electroosmotic flow within the permeable gel-like layer while
Pax() and A(r) denote the local volume charge density and
hydrodynamic softness throughout the permeable part of the
particle, respectively. A major advantage for introducing the
quantity « in the representation of the bacterial soft component
is that it allows for accounting situations where interfacial
swelling takes place, with as a result an expansion of the gel
layer, i.e. increase of its thickness [68,69]. Based on the profile
expressed by eq 1, the overall extension of the soft layer is about
d+2.30 [68]. This extension is accompanied by an increased
friction exerted by the outer edge of the bacterium soft layer on
the electroosmotic flow, thereby reducing the magnitude of the
mobility [68]. This feature, theoretically and experimentally
addressed in previous publications [65,68,70], illustrates the
utmost role played by polymer tails on hydrodynamic flow field
developments, as qualitatively recognized long ago by Cohen-
Stuart et al. [71,72].

Electrokinetic model for a rod-like, diffuse soft parti-
cle. For a given electrolyte composition, the electrophoretic
mobility p, which is accessible by the experiment, is dependent on
the various electrohydrodynamic quantities (i.e. the parameters pg
and Ag) pertaining to the bacterial cell wall or surface appendage
assimilated to the gel-like layer, on its thickness, on the radius of the
cytoplasm (core bacterial component) and also on the soft material
distribution (homogeneous or diffuse) in the r-direction, Z.c. on a/d.
For a cylindrical particle, u further depends on the orientation of the
particle-long axis relatively to the direction of the applied electric field
([65] and see further references therein)

2 1
p=gl Ry, 3)

where u, and u,, are the electrophoretic mobilities of the
cylindrical particle with its axis perpendicular and parallel to the
applied electric field, respectively. The components u;, and u,,
are obtained upon collocation-based numerical resolution [73] of
the set of coupled Navier-Stokes, Poisson Boltzmann and
continuity governing equations explicitly detailed in [65] for a
particle of cylindrical geometry in an electrolyte of dielectric
permittivity & & composed of i=1,...,N different ionic species
with valency z;, and bulk concentration ¢”. This theory does not
suffer from any restriction on the magnitude of the particle core
and shell sizes nor on the magnitude of the electrostatic potential
within the shell layer. As such, it constitutes an extension of the
approximate formalism by Ohshima [74,75,76] which is strictly
applicable in the high ionic strength limit where electric double
layer polarization phenomena are insignificant [70]. A review of
successful applications of diffuse soft particle electrokinetic
formalism, as briefly outlined above in the case of cylindrical
particles, may be found in [70]. These latter studies illustrate the
potentiality of electrokinetic methods for determining (i)
clectrohydrodynamic and swelling properties of (bio)particles
like bacteria [77], yeast cells [78], viruses [79], erythrocytes [69]
or colloidal microgels, as well as the (ii) changes in interfacial
properties upon (bio)particle surface modification following
exposure to biospecific molecules or enzymatic actions [69,80].

AFM measurements

AFM images and force-distance curves were recorded using an
MFP3D-BIO instrument (Asylum Research Technology, Atomic
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Force F&E GmbH, Mannheim, Germany). Silicon nitride
cantilevers of conical shape were purchased from Veeco
(MLCT-AUNM, Veeco Instruments SAS, Dourdan, France),
and their spring constants, denoted as k, were determined using
the thermal calibration method [81], providing £ values of
~10.4%+1.7 pN nm™. Prior to experiment, the geometry of the
tip was systematically controlled using a commercial grid for 3-D
visualization (TGT1, NT-MTD Compagny, Moscow, Russia) and
curvature of the tip in its extremity was found to lie in the range
~20 to 50 nm. Experiments were performed in 1 mM and
100 mM potassium nitrate solution at pH~6.6 and room
temperature. Cells were electrostatically-immobilized onto poly-
ethyleneimine (PEI)-coated glass slides according to a procedure
detailed elsewhere [82]. Such method avoids the necessity to resort
to chemical binders between substrate and bacterial sample, thus
minimizing any chemical modification of bacterial cell wall/
surface organization.

Glass slides were freshly prepared upon immersion in 0.2%
PEI solution for 30 minutes, extensively rinsed with Milli-Q
water, dried with nitrogen and stored in a sterile Petri dish. One
mL of bacterial culture (ODggg pm~0.5-0.6) was directly
deposited onto the PEl-coated glass slide for 20 minutes and
then the bacteria-coated surface was extensively rinsed 3 times
with Milli-Q water. We emphasize that high molecular weight
PEI (750 000 to 1 000 000 g/mol) was used for avoiding
desorption and interaction with bacterial cell wall, and the
absence of PEI contamination onto tip and samples was
systematically verified. This important point was extensively
addressed in our recent paper [83] dealing with the methodology
for analysis of approach curves on E. coli 2152 and retraction
curves on Pseudomonas fluorescens (construction of force volume
images). In particular, it was verified that PEI did not alter the
selectivity of (functionalized) tip with respect to given molecular
compounds present on Pseudomonas fluorescens surface. In addition,
the high molecular weight of PEI (polycationic polymer) used in
this study forms a very stable monolayer strongly bond to
(negatively charged) glass substrate due to important (attractive)
electrostatic interaction. To the best of our knowledge, no PEI
adsorption phenomenon has yet been reported in literature under
the experimental conditions of interest here. Having in mind
those elements, each bacterial sample was extensively rinsed with
50 ml of 1 mM KNOj and then was immediately transferred into
the AFM liquid cell with addition of 2 ml of KNOjs solution of
adjusted concentration and pH~6.6. Finally, we mention that
bacteria immobilized onto the PEl-coated substrate were
extensively rinsed with KNOs in order to get rid of un-adhered
free bacteria and possibly remaining residues from minimum
growth medium.

Nanomechanical AFM data processing

Mechanical properties were measured by recording a grid of 32-
by-32 and 16-by-16 force curves obtained upon approach of the
tip to the bacteria, using a maximum applied force of 4 to 5 nN in
order to avoid sample damage. The bacterial spring constant, ke,
was determined from the slope of the linear portions of the raw
deflection versus piezo displacement curves [84,85,86] according to:

keen =k (1 iv> “4)

with s the experimentally accessible slope of the compliance region
reached for sufficiently large loading forces. The bacterial Young
modulus was obtained by interpreting the non-linear regime in the
force versus indentation curves according to Sneddon model [87]:
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_ 2E Tan(o)
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5? (5)
where F is the loading force, 8 the indentation depth, £ the
Young modulus, v the Poisson coefficient, and ¢ the semi-top
angle of the tip. Equation 5 refers to cases where compression
and deformation of a soft planar interface is occasioned by a tip
of conical geometry [88]. Recalling that the curvature radii of the
probed bacteria are about two orders of magnitude larger than
that of the tip we can consider a cone/plan contact for describing
mechanical interaction. In addition, though eq 5 truly holds for
indentation depths below the curvature radius of the AFM tip (z.e.
in the first ~50 nm of indentation), we verified that description of
experimental data with eq 5 was very satisfactory for larger
indentations. Young Moduli resulting from force curve interpre-
tation over the whole non-linear indentation regime (including
the first 50 nm where Sneddon model is accurate) or within the
first 50 nm only, very well compare to magnitudes reported in
literature for bacteria. Young moduli were determined for a
piezodrive speed of 1000 nm/s (0.5 Hz), which ensures full
relaxation of the bacterial surface structure upon successive
measurements, as verified from additional experiments carried
out at different speeds of piezodrive. This also fully justifies the
use of the static physical model of Sneddon as adopted in our
analysis. In addition, the model is valid for elastic surfaces on the
premise that tip-surface adhesion is absent or insignificant. For
the bacterial systems of interest here, this restriction is satisfied in
view of the very low magnitude of the adhesion forces (<0.01 nN)
measured upon retraction of the tip from the bacteria. The
mathematical analysis was performed on 1024 measured force
curves with an automatic Fortran C++ algorithm described
elsewhere [37,89] using ¢ =35°, as inferred from tip geometry,
and v=1/2. Under low ionic strength condition (I mM salt
concentration) and for loading forces typically lower than 0.1 nN,
we systematically observed slight deviations of the indentations
curves from those predicted according to eq 5. This feature will
be analyzed in more details in a forthcoming publication. It is
assigned to the effects of electric double layer repulsion and/or
steric interaction between bacterial interphase and AFM tip
[90,91]. A detailed analysis of the force-separation distance
curves (s.e. in the regime where there is no contact between tip
and bacterium surface) reveals that the typical characteristic
length of interaction between E2152 and tip in 1 mM electrolyte
concentration is about 11 nm [83], which very well corresponds
to the Debye layer thickness expected from theory at such salt
content in solution. This supports the idea that the short range
interactions between E2152 and tip, as measured by AFM, are
predominantly governed by electrostatics, at least in case of the
bare E2152 strain devoid of long surface appendage. For all
strains, we scrupulously verified that ignoring the region where
clectrostatic/clectrosteric interactions come into play for appro-
priately positioning the contact point between AFM and bacteria,
leads to an error in the determination of Young moduli of about
1 to 4% in the worst cases, which remains within the error bar of
AFM data (see details in Figs S1-82 and Histogram S2
therein). In this study, ignoring the electrostatic/electrosteric part
of the force curves for evaluating the nanomechanical parameters
is justified in view of (i) the significant difference between spatial
range of mechanical indentation and that where electrostatic
forces are operative and (ii) the low value reported for the typical
magnitude of electrostatic forces (~0.1 nN, (38)) as compared to
that of the loading forces (0-5 nN).
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Results

Bacterial cell surface imaging

In order to correlate the presence or absence of surface
appendages with their genetic and phenotypic characteristics, the
four bacterial strains considered in this study were first imaged in
air using AFM in contact mode. For that purpose, the bacteria-
coated PEI surfaces were rinsed and gently dried with nitrogen.
Additionally, while the resolution of the height images was limited
due to the large curvature of the analyzed rod-shaped cells,
deflection images were found to be significantly more sensitive to
bacterial surface relief and morphological details, as shown in
Fig 2.

The AFM images reported in Fig 2 point out that E2152
bacterial strain can be assimilated to a 3 um long rod-shaped cell
of diameter 0.8 um (Fig 2a). As expected, E2152 bacterial cell
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envelope did not exhibit any visible surface appendage. In the case
of E2146 (Fig 2b) and E2302 (Fig 2c) strains, filamentous
structures could be distinctly observed. Quantitative analyses of
the images performed on a statistically representative number of
cells provides appendage length for the E2146 strain in the range
0.2 to 10 pm with a diameter of about 10 nm, values that are in
good agreement with those reported in literature for type-1_fimbriae
[54,92]. Additionally, it is found that E2146 cells are surrounded
by a 100 nm to 200 nm thick layer, as materialized by the white
arrows depicted in Fig 2b. This layer, absent from the E2152 E.
coli reference strain, probably consists of partially bent fimbriae. A
heterogeneous envelope composed of 2 pm to 10 pm long
filaments (~10 nm in diameter) could be identified for the
E2302 strain (Fig 2c). In view of the genetic construction of this
strain, these filaments are identified as F-pili. Their dimension
corresponds to the low size limit as reported in [93,94] for such
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Figure 2. Bacterial morphology observed by AFM in air (contact mode). AFM height and deflection images (z-scale =200 nm) recorded in air
for E coli cells immobilized on a PEl-coated glass surface. a) E2152 b) E2146 c) E2302 d) E2498. The white arrows correspond to the thickness of a layer

that surrounds the bacteria (see details in main text).
doi:10.1371/journal.pone.0020066.9g002
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surface appendage. Similarly to E2146, E2302 further exhibits a
50 nm thick layer around the cell wall, the origin of which possibly
stems from the presence of partially or completely stretched F-pili
along the cell wall. No filamentous surface appendage could be
evidenced for the E2498 strain (Fig 2d), in line with previous SEM
studies indicating that Ag43 does not form recognizable extended
surface structure [63]. Despite this, the presence of a peripheral
50 nm thin layer around E2498 cells could be unambiguously
detected and it is believed that this layer reflects the presence of the
expected Ag43 coating. The thickness of this protein layer is
however larger than that reported in literature [45,95]. Such
discrepancy is possibly attributed to strong convolution of the
image by particle geometry, recalling that curvature and edges of

1 mM KNO;
I
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the cantilever tip of radius 20 to 50 nm are expected to contribute
when imaging thin surface envelopes like Ag43 protein layer [96].

Following the previous findings, attempts were done to image
the various bacteria in 1 mM and 100 mM KNOj; aqueous
electrolyte so as to appreciate the dynamics of the above identified
surface structures with varying salt medium content. Unfortunate-
ly, AFM technique used in contact mode turned to be
inappropriate for imaging refined details pertaining to the
bacterial surface ultrastructures of interest under wet conditions,
as illustrated in Fig 3. This difficulty is imputed to the easy
dislodging of the surface appendages by the AFM tip operating in
fluid media according to contact mode, argument already
mentioned by several authors [39,97]. The required stress exerted

100 mM KNOQO;
|

Height images Deflection images

Height images

Deflection images

d
]
o
=
2
2
4]
o
-
E
=
+
[ 5
-
far)
-
_:'i’ "
1 pm

Figure 3. Bacterial morphology observed by AFM in aqueous medium (contact mode). AFM height and deflection images (z-scale=2 um
and d-scale=50 nm) recorded in 1 mM (left) and 100 mM (right) KNOs aqueous solution for a single E. coli cell immobilized on a PEl-coated glass
surface (z-scale=2 um and d-scale =50 nm). a) E2152 b) E2146 c) E2302 d) E2498.

doi:10.1371/journal.pone.0020066.g003
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by the tip on the bacterial structure for appropriate imaging of
flexible F-pili or fimbriae filaments probably exceeds the forces
responsible for their anchoring to the cell membrane and/or leads
there to spatial displacement, thus rendering inefficient any surface
scan for unraveling morphological details. Despite this limitation,
images of bacteria as depicted in Fig 3 allow for retrieving
quantitative morphological information for the bacteria as a
whole, in particular their propensity to swell or shrink when
changing salt concentration.

The E2152 reference strain may be assimilated to a
2.9%0.2 um long smooth rod-shaped cells with a diameter of
about 1.2%0.1 um in 1 mM KNOg solution, while 1.8+0.4 pum
long cells with diameter of 0.8+0.2 pm are observed in 100 mM
salt concentration (Table 3). In addition, root mean square (r.m.s)
roughness of the E2152 mutant - as determined from analysis of
the bacterial topography over a 500 nm X 500 nm surface area -
decreases from 1.2%£0.5 nm to 0.7%£0.5 nm when increasing
KNOj salt concentration from 1 mM to 100 mM (Table 4).
Qualitatively, a similar concentration-dependence of the r.m.s
roughness and bacterial dimensions is found for E2146, E2302
and E2498 mutants (see details of data in Tables 3-4).
Quantitatively, these results suggest a mean volume contraction
(shrinkage rate) from 1 mM to 100 mM electrolyte concentration
that is significantly larger for the bare E2152 strain (~73%) as
compared to that for other cell mutants (~63%-65%). Further-
more, for a given ionic strength, r.m.s roughness for the strains
exhibiting surface appendage at their outer periphery, is
systematically larger than that for bare E2152 cells, result that is
intuitively expected.

Nanomechanical properties of the bacterial strains

To determine the nanomechanical properties of the four
bacterial strains of interest in this study, force-distance curves
were recorded, converted into force-indentation curves, and
subsequently analyzed according to eqs 4 and 5 for determining
the bacterial spring constant, related to the inner Turgor pressure
of the cell, and the Young modulus that reflects cell surface
elasticity/rigidity. Also, use of 3D force volume mode rendered
possible the generation of spatial distribution of Young Modulus
(elasticity map) at the bacterial surface. Fig 4 shows these elasticity
maps for the four cells (a, b, ¢ and d) in 1 mM KNOj solution,
together with the dispersion in Young modulus values as
determined within the spatial region indicated by the white
windows on the elasticity maps. Also, for the sake of illustration,

Table 3. Morphological characteristics of cells investigated in
aqueous medium.

Average

Strains 1 MM KNO3 100 mM KNO; shrinkage

Length Diameter Length Diameter

(um) (um) (um) (um) (%)
2152 29*0.2 1.2%+0.1 1.8x0.4 0.8%0.2 ~73%
2146 2.8+0.3 1.0+0.2 2.1+£0.2 0.7*+0.1 ~63%
2302 29*03 1.1x0.2 1.9+0.1 0.8*0.1 ~66%
2498 27%03 1.1+x04 1.9+04 0.8+0.3 ~63%

Morphological characteristics (length and diameter) averaged over
measurements carried out on 10 cells in 1 mM and 100 mM KNO3. The
(average) extent to which cells shrink when passing from 1 mM to 100 mM
solution is indicated.

doi:10.1371/journal.pone.0020066.t003
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Table 4. Mechanical characteristics of cells investigated in
aqueous medium.

Strains 1 MM KNO3 100 mM KNO;
Non linear Non linear
regime Roughness regime Roughness
(nm) (nm) (nm) (nm)
2152 20-30 1.2+0.5 50-80 0.7+0.5
2146 80-120 1.5%0.6 250-350 1.1+0.8
2302 80-120 2.2+0.9 180-250 1.2+0.5
2498 30-50 1.7+0.5 80-120 +0.4

Mechanical characteristics (non linear regime) and average roughness carried
out on 10 cells in T mM and 100 mM KNO3. The (average) extent to which cells
shrink when passing from 1 mM to 100 mM solution is indicated. Maximal
indentation in the non-linear regime (Hertzian behavior) and roughness values
as obtained from AFM images of 500 nm x 500 nm bacterial surface area.
Values are indicated under 1 mM and 100 mM KNOs electrolyte concentration
conditions.

doi:10.1371/journal.pone.0020066.t004

typical force-indentation curves are given for each strain and were
found to be in agreement with the force-indentation relationship
expected from Sneddon model (eq 5), thereby rendering possible
determination of Young moduli. Consistent with the work of
Gaboriaud ¢ al. [65], the force curves recorded on cell surfaces
exhibit a non-linear regime at low loading forces (eq 5) followed by
a linear regime for higher forces (eq 4). Bacterial spring constant
values, k.., were determined from the slopes of the linear portions
of the force-versus-piezo displacement curves as described in
Material & Methods section.

In Fig 4 (1 mM salt concentration), the contrast in elasticity
maps demonstrates that the cells were substantially softer than the
PEI-coated glass slide for which a Young modulus of about tens of
GPa is estimated. The curves recorded across the interphases
formed between bacteria and aqueous medium yielded Young
modulus of about 950 kPa for the reference E2152 bacteria,
whereas for the other strains, elasticity was significantly lower with
values of about 340, 500, and 700 kPa for E2146, E2302 and
E2498, respectively (Histogram Sla). Elasticity maps recorded
on the cells further showed a homogencous contrast, indicating
that curvature/edge effects did not influence substantially the
shape of the force curves, as confirmed upon closer inspection of
the dispersions in Young moduli values. The data further indicate
that the presence of external polymeric structures obviously
impacts the mechanical softness of the bacteria. Quantitatively,
cell surfaces with type 1 fimbriae and F-pili are 3 to 2 times softer,
respectively, as compared to that of E2152 cells devoid of these
appendages. For the cell wall covered by Ag43 adhesins, elasticity
is only 1.4 times softer than that determined for the reference
strain. Additionally, the force-indentation curves clearly evidence
that the range of indentation where non-linearity applies (eq 5), is
depending on the presence and nature of bacterial surface
appendages. For the reference bacteria, cell wall was non-linearly
deformed over 20 to 30 nm while for E2146 and E2302 strains,
this spatial range is about 80 to 120 nm. For E2498, the non-linear
deformation spans over 30 to 50 nm. The bacterial spring
constant ey of the various bacteria are further reported in
Histogram S1b. In 1 mM KNOj solution, £ is 0.18%0.06 N/
m for the E2152 strain and for E2302, E2146 and E2498 cells, we
obtain k.. values of about 0.07, 0.08 and 0.11 N/m (see details in
Histogram S1b), respectively. The here-determined magnitude
of keen 1s in excellent agreement with that expected for gram-

May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | 20066



1 mM KNO;
l

Influence of Bacterial Surface Appendages

100 mM KNO;
|

Height images Deflection images

Height images

Deflection images

d
&
o
=
2
2
a
14
-
E
=
+
15
-
foar]
-
-:? "
1 pm

Figure 4. Nanomechanical properties of bacteria investigated in 1 mM KNOs. Deflection images (first column), elasticity maps (scale 0-
20 MPa) (second column) and Young modulus distributions (third column) obtained in 1 mM KNOs solution for a) E2152 b) E2146 c) E2302 d) E2498.
Young modulus distributions were calculated within the spatial range marked by the white window positioned in the corresponding elasticity map
(n=256 force curves). Elastic (Young) moduli and bacterial spring constants were extracted from typical force-indentation curves shown in insets:
open symbols are raw AFM data, solid lines stand for theoretical fits according to eq 5 (blue color, Hertzian non-linear regime) and straight lines
represent fits on the basis of eq 4 (red color, linear or compliance regime associated to Turgor pressure contribution).

doi:10.1371/journal.pone.0020066.g004

negative bacteria [38,98]. The Turgor pressure of each bacterium
was estimated from Arnoldi equations [86] (sce further details in
caption of Histogram Slc) taking for £ the values commented
above and further assuming that value of 4, the stretching modulus
of the bacterial envelope, is in the range 0.1 to 0.2 N/m as
suggested in [85,86,99]. The corresponding procedure is detailed
in Fig S83. The average bacterial radius required for the
calculation was 500 nm. As a result, we obtained for the reference
bacteria a Turgor pressure of 280-350 kPa, magnitude that is in
agreement with previous results [100]. For bacteria exhibiting
surface appendages, the Turgor pressure is found to be

@ PLoS ONE | www.plosone.org

significantly lower with values in the range 80-120 kPa for
bacteria with type 1 fimbriae and F-pilz, and 150-200 kPa for
bacteria covered by Ag43 adhesins. These rough estimations point
out the role played by cell wall external structures for improving
the stability of bacterial envelope against osmotic stress.

In Fig 5, mechanical measurements are shown under
conditions where KNOj3 concentration is 100 mM. Young moduli
of about 300 kPa were obtained for the E2152 reference bacteria
and we found moduli of 152, 320 and 298 kPa for E2146, E2302
and E2498, respectively (Histogram Sla). In addition, the
deformation is non-linear over 50 to 80 nm for the E2152
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Figure 5. Nanomechanical properties of bacteria investigated in 100 mM KNO;. Deflection images (first column), elasticity maps (scale 0-
20 MPa) (second column) and Young modulus distributions (third column) obtained in 100 mM KNO; solution for a) E2152 b) E2146 c) E2302 d)
E2498. Young modulus distributions were calculated within the spatial range marked by the white window positioned in the corresponding elasticity
map (n=256 force curves). Elastic (Young) moduli and bacterial spring constants were extracted from typical force-indentation curves shown in
insets: open symbols are raw AFM data, solid lines stand for theoretical fits according to eq 5 (blue color, Hertzian non-linear regime) and straight
lines represent fits on the basis of eq 4 (red color, linear or compliance regime associated to Turgor pressure contribution).
doi:10.1371/journal.pone.0020066.g005

reference bacteria, while this characteristic distance of defor- in ke value was found for the four bacterial strains examined
mation is found to be significantly more important for E2146, (0.003 N/m, Histogram S1b), and the evaluation for the
E2302 and E2498 (350, 250 and 120 nm, respectively, see corresponding Turgor pressure leads to values in the range 20 to
Table 4). At 100 mM salt concentration, no significant change 40 kPa.

@ PLoS ONE | www.plosone.org 1 May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | €20066



Electrokinetics

The dependence of the electrophoretic mobility g on ionic
strength is reported for the bacterial strains £2152, E2146, E2302
and E2498 in Fig 6. For all strains, u is negative, as expected for
biological particles [70], and decreases in absolute value upon
increase of salt concentration, in agreement with enhanced
screening of the charges embedded within the cell wall and/or
surface appendage by ions present in the medium. The
clectrokinetic behavior of the cells is further typical of that for
soft particles, as judged from the presence of an asymptotic plateau
value for the electrophoretic mobility at sufficiently high ionic
strengths [66], particularly evident when patterns depicted in Fig 6
are plotted according to a linear scale in ionic strength.
Additionally, similarly to the nanomechanical features of bacteria
reported above, the presence/absence and nature of the surface
appendage impact notably the electrokinetic properties of the cells.

In details, three types of behavior may be distinguished: that of
the reference cell E2152, for which |u| and its increase with
decreasing ionic strength is most significant; that of E2146 strain
for which |u| is lowest at fixed concentration and its increase
when lowering electrolyte concentration is least pronounced; and
finally an intermediate behavior which is that of the strains E2302
and E2498 for which |u| significantly increases when decreasing
ionic strength from 100 mM to about 10 mM, and subsequently
levels off for concentrations lower than 10 mM. Analysis of the
data was carried out according to a methodology detailed
elsewhere [65] on the basis of the theory outlined in previous
section. For that purpose, the length scale associated to the
thickness of surface appendage and/or cell wall was estimated
from nanomechanical AFM analysis of the bacteria in 1 mM
KNOj solution, ze. from the spatial range where non-linearity
between loading force and nano-indentation applies, thus
providing d~25 nm for E2152, d~40 nm for E2498 and
d~100 nm for E2146 and E2302. It is indeed under such low
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Figure 6. Electrophoretic mobility of the bacteria. Electropho-
retic mobility versus KNOs salt concentration as measured for E2152,
E2146, E2302, and E2498 strains (indicated). Solution pH~6.6.
doi:10.1371/journal.pone.0020066.g006

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Influence of Bacterial Surface Appendages

ionic strength conditions that deformation of the very bacterial soft
component upon compression/indentation by the AFM tip is least
impeded by a possible concomitant deformation of bulk cytoplasm
[65]. This important element, further commented in the
Discussion section, is supported by the large Turgor pressure of
the cells obtained in 1 mM solution as compared to that
determined in 100 mM salt concentration, in line with results
and observations by Gaboriaud et a/. [65]. Analysis of the data are
given in Fig 7 for each strain, recalling that the electrokinetic
parameters p, (expressed below as a volume concentration of
charges) and 4 are jointly determining the slope and magnitude of
the mobility as a function of ionic strength in the high salt
concentration regime, while interphasial heterogeneity of the
bacterium (parameter o) may further come into play at sufficiently
low ionic strengths as a result of possible swelling of the cell wall/
surface appendage. The reader is referred to [68] for further
details. The legend of Fig 7 collects the magnitude of the
electrokinetic parameters obtained for the various bacteria, having
in mind that values are given with a precision of=10%, in relation
with the error bars of experimental data. Remarkably, data for the
reference bacteria E2152 could be reproduced by theory over the
whole range of ionic strength examined in this study. The charge
density for this strain is high (pg = —170 mM) as compared to that
obtained for other gram-negative bacteria like Shewanella [65] and
is in good agreement with that determined by Sanohara et al. for
E. coli [101]. The analysis suggests that it is not necessary to
introduce any interphasial heterogeneity of the bacteria for
adequately reproducing electrokinetic behavior at low ionic
strengths. The rate of increase of |u| upon decrease of ionic
strength may be indeed solely attributed to a significant
polarization of the electric double layer around/within the
bacteria, as expected for such large values of charge density
[68]. Also, an hydrodynamic penetration length 1/Aq of about
0.7 nm 1s determined, which denotes a poor intrusion of the
clectroosmotic flow within the thin cell wall that serves as only soft
component for the reference strain devoid of type 1 fimbriae, F-pili
or Ag43 protein. For bacteria with type 1 fimbriae (E2146), we
obtain significantly lower charge density (pp=—30 mM) and
larger hydrodynamic penetration length (1/Xy= 1.7 nm) than for
the E2152 strain. This indicates that the charges responsible for
the motion of the particles upon action of the electric field are
either present in lower number or distributed over larger volume
than for E2152 cells and that the supporting soft structure is
significantly permeable, i.e. inhibits flow penetration to a lower
extent than within the cell wall surrounding the reference bacteria
E2152. Additionally, mobility values for ionic strengths lower than
~20 mM are compatible with an increase of a, z.e. a heteroge-
neous extension of the bacterial appendage by electrostatically-
driven swelling processes connected to repulsive interactions
between neighboring charges carried by the fimbriae. For the
E2498 strain covered by Ag43 protein layer, electrokinetic data
are excellently reproduced in the ionic strength range 5 mM to
100 mM adopting the values pg=—170 mM and 1/, =0.6 nm.
For lower ionic strengths, the slight decrease in |u| with
decreasing ionic strengths is interpreted by a swelling of the outer
edge of the protein layer, as judged by the increase in length scale
o that allows the recovering of data points collected at KNOj
concentrations lower than 5 mM. Similarly to E2152, the set of
electrokinetic parameters (pg, ) obtained for E2498 typically
pertains to a soft structure that is rather compact, highly charged,
and poorly permeable. Finally, despite the proven presence of F-
pili at the surface of E2302 strain, the dependence and magnitude
of |u| with ionic strength depicts features that are surprisingly
similar to those obtained for the strain E2498. It was systematically
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Figure 7. Electrokinetic analysis of the bacterial electrophoretic mobilities. Quantitative analysis of the electrokinetic patterns of (A) E2152,
(B) E2146, (C) E2302, (D) E2498. The charge density p,, the characteristic flow penetration length 1/4,, the heterogeneity length scale « and the
thickness d of the soft bacterial component are indicated below. (A) E2152: d =25nm. p, = —170mM, 1/, =0.7nm, a—0. (B) E2146: d =100nm.
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doi:10.1371/journal.pone.0020066.g007

verified that an analysis taking into account a thickness d~100 nm
for these F-pili rendered impossible any appropriate fit of the data
at large ionic strengths and further systematically required a
charge density and hydrodynamic penetration length of magni-
tudes po~—160 mM, 1/X,~0.6 nm that mark the presence of
compact soft structures (see values derived for E2152 and E2498)
rather than that of the expected long, flexible filaments (see values
obtained for E2146). An explanation for this counterintuitive result
is inferred upon closer inspection of the AFM images detailed in
Fig 3. Indeed, in the case of E2146, type 1 fimbriae clearly
constitute a continuous polymeric layer surrounding the cell
membrane whereas for E2302, the number of observed F-pili is
extremely low (to a maximum of 5) and by no means may be
assimilated to a polymeric layer of which electrohydrodynamic
properties can be tackled on the basis of a mean field model. In
other words, the quantities py and 1/ derived for E2302 suggest
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that the electrokinetic properties for these bacteria are mainly
governed by the cell membrane supporting the F-pili rather than
by the F-pili themselves which are either too scarce for generating
any predominant contribution to the overall mobility of the
bacteria, or completely retracted along the cell wall, thereby
covering heterogeneously a insignificant spatial fraction of the
overall bacterial surface. This is supported by the excellent
quantitative recovering of the electrokinetic data for E2302 at
ionic strengths larger than 10 mM, taking for the cell surface
appendage thickness the value d~25 nm, z.e. that associated to the
cell wall thickness for the reference strain E2152. For salt
concentration below 10 mM, data measured for E2302 are
further in line with a heterogeneous extension of the bacterial
soft interphase, which is probably associated to a stretching of the
few F-pili surrounding the cell and/or that of the supporting cell
membrane.
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For the strain E2146, the electrokinetic analysis points out a
value of the dimensionless parameter 1/ which is about 50 times
lower than the typical thickness ~100 nm of the fimbriae layer.
Additionally, within the salt concentration range of interest in this
study, the fimbriae layer thickness is much larger than the Debye
layer thickness, classically denoted as x~'. These elements indicate
that for the E2146 strain, the electroosmotic flow solely probes the
charges located at the outer edge of the soft component of the
bacteria with as a result an insignificant contribution of charges
located within the supporting cell wall. Such reasoning is in line
with the observation by Duval et al. [102] on the electrokinetic
features of fibrillated S. Salivarius of which electrophoretic mobility
is determined by the outer corona of the fibrils only, and is further
supported by numerical simulations performed according to the
electrokinetic formalism for soft multi-layered bioparticles adapted
for cylindrical geometry [79] (not shown) (and see review in [70]).
For the strain E2498, the electrohydrodynamic analysis discussed
above was carried out taking an overall soft layer thickness of
~40 nm as inferred from AFM mechanical results. This layer
however encompasses not only the Ag43 protein layer but also the
cell wall which is about 25 nm thick, as judged from AFM results
obtained for the reference strain E2152. Consequently, the
thickness for the only Ag43 protein layer is about 15 nm, in good
agreement with values reported in the literature [70]. The
important feature is that the typical dimension of this layer is of
the order of k™' in 1 mM salt concentration. As a result, ignoring
the two layer-structure for the soft component of E2498 and
assimilating it to a single component within electrokinetic analysis,
may lead to erronecous estimation of the local electrostatic potential
distribution all across the soft interphase, and thus misinterpreta-
tion of the electrophoretic mobility. In view of the separate
determination of the thicknesses of cell wall and Ag43 protein
layer and further recalling that electrokinetic features of the only
cell wall are known from analysis of mobility data collected for
E2152, we therefore refined our interpretation of results depicted
in Fig 7D for E2498 by amending the electrokinetic formalism for
soft multi-layered bioparticles developed in spherical geometry
[79] to the case of cylindrical particles. Along this line, the soft
component of E2498 now consists of two layers, the cell wall of
known thickness and charge density (po=—170 mM), and the
15 nm thick Ag43 protein layer for which py and flow penetration
degree 1/4¢ are to be determined. Corresponding results are
essentially identical to those obtained by assimilating the two-layer
structure of E2498 to a single shell basically because the charge
density as retrieved for the Ag43 protein layer is fortuitously of the
same order of magnitude than that derived for the cell wall only
(based on analysis of E2152).

Discussion

On the relationships between nature of bacterial external
structures, their mechanical elasticity and
electrohydrodynamic properties

In this work, the electrokinetic and elastic properties of E. coli
interphases are determined by electrokinetic and AFM nanome-
chanical analyses. The investigation is carried out for four
bacterial strains that differ according to the presence/absence
and nature of surface appendages as detailed in Table 1.

For sufficiently large electrolyte concentrations, the repulsive
electrostatic interactions between neighboring charged sites within
the soft parts of the bacteria are screened. Attractive segment-
segment interactions therefore lead to collapse of the associated
gel-like structure of the appendage/cell wall surrounding the
bacteria. Under these conditions, the electrokinetic signature of all
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bacteria can be satisfactorily interpreted by considering the soft
surface layer as homogeneous (x—0). More in details, electro-
phoretic mobility measured for the reference bacteria E2152 are
quantitatively explained taking a charge density po~—170 mM
and a hydrodynamic penetration length 1/4y~0.7 nm. These
values reflect the electrohydrodynamic features of the cell wall
which is further characterized by an important Young Modulus
(950 kPa). This extreme mechanical rigidity of the cell wall, as
compared to that of other appendages carried by the mutant
bacteria, agrees with the absence of swelling for the cell wall over
the whole range of ionic strengths 0.5-100 mM examined by
electrokinetics. Indeed, the degree of swelling for a given charged
polymeric layer is subject at equilibrium to the condition of zero
net osmotic pressure II=0, where Il contains an entropic
contribution, Il,;, related to polymer-solvent mixing, an
electrostatic contribution I, determined by the charge density
po, and an elastic contribution I, which is intrinsically
governed by the rigidity of the polymer chains. For E2152, the
rigidity of the cell wall prevents from significant swelling despite
the large volume charge density determined for the soft part of
this bacterium. Additionally, the compact and rigid character of
the cell wall is supported by a sub-nanometric electroosmotic flow
penetration as subsumed in the quantity 1/4q. For the sake of
comparison, values as large as 1/Ao~2—4 nm were obtained for
Shewanella  bacterial strains [65] or other highly permeable
bioparticles like viruses [79]. In case of E2498 strain with the
Ag43 protein layer at the surface, swelling takes place for salt
concentrations below~5 mM, as indicated by the corresponding
increase of the parameter o. Because the charge density obtained
for E2498 is of the same order of magnitude than that determined
for the reference strain, this result suggests that the Ag43 protein
layer is more flexible, less rigid than the cell wall component, thus
allowing for layer extension as driven by the repulsive interactions
between neighboring charged chains. This is confirmed by AFM
analysis of the mechanical properties of E2498, which indicates a
Young modulus that is about 30% lower than that for E2152. The
electrokinetic and mechanical features of the mutant bacteria
E2146 covered by the type 1 fimbriae considerably differ from
those obtained for E2152 and E2498. The charge density and
Young modulus obtained for the E2146 strain are indeed ~6 and
~2-3 times lower as compared to values collected for E2152 and
E2498, while the typical flow penectration length is about ~2.5
times larger. These comparisons clearly indicate the loose
structure of the fimbriae layer, its resulting larger permeability
with, in turn, a significant layer swelling at salt concentrations
below ~20 mM. Finally, the electrophoretic features of E2302
resemble those of E2498 and E2152 at least in the high ionic
strength regime, mainly because the presence of few F-pili and
their discontinuous positioning at the bacterial surface, as imaged
by AFM, do not lead to a significant contribution to the overall
mobility of the bacterium which is instead determined by the
electrohydrodynamic properties of the supporting cell wall.
However, the nanomechanical softness of E2302 bacterial
interphase seems to be mainly controlled by the very loose F-
pili, even if those are present at a very low density. This is inferred
from the low value of the Young modulus (~500 kPa) obtained
for this strain, which is about 50% lower than that determined for
the reference E2152 strain. Such sensitivity of the AFM
mechanical analysis to the presence of a few surface appendages
only is explained by the low spring constant chosen for the AFM
tip, thus allowing for refined local measurements over a few nm?
spatial resolution while electrophoresis should be rather consid-
ered as a technique yielding averaged information over the whole
surface area of the bacteria.
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On the response of E. coli bacteria on osmotic stress,
effects on cell spring constant (or equivalently inner
Turgor pressure)

The AFM and electrokinetic data discussed above demon-
strate the key roles played by mechanical rigidity and volume
charge density of cell wall and surface appendages
determining their propensity to swell upon lowering ionic
strength. With regard to the inner Turgor pressure of the cells
that is accessible by AFM only, we found that under 1 mM salt
concentration condition, it decreases appreciably with the
presence of external polymeric filaments like type 1 fimbriae
and F-pili. On the contrary, in 100 mM salt concentration,
regardless of the presence and nature of surface appendage, the
Turgor pressure remains roughly identical for all strains and is
systematically lower in magnitude than that determined in the
low ionic strength regime. It is known that bacteria respond to
changes in the osmolarity of their environment by regulating
their Turgor pressure through exoosmotic water release [103].
Our results show that the presence of loose, flexible surface
appendage around the bacteria under low electrolyte concen-
tration condition acts as a protective barrier, thereby attenuat-
ing the impact of changes in extracellular ionic strength and
lowering the osmotic pressure constraint. The underlying
processes are possibly related to the building up of chemical
and ionic gradients within the (swollen) appendage associated-
gel layer, with as a result a significant suppression of the osmotic
stress exerted on the cytoplasm, thereby lowering the inner
Turgor pressure. Another explanation for the dependence of the
Turgor pressure on surface appendages is quantitatively
provided in Figs 83—84 where the reader is referred for details.
Basically, the analysis suggests that there is a quantitative
correlation between the stretching modulus of the bacterial
envelope, /4, and the presence/absence and nature of surface
appendage anchored at the cell wall. In details, it is found that 4
significantly decreases with the presence of long/flexible
appendages (type 1 fimbriae and F-pili), meaning that these tend
to decrease the surface energy of the overall bacterial envelope.
Recalling that the Turgor pressure is intrinsically depending on
the stretching modulus 4 of the bacterial envelope and the cell
spring constant (3), the AFM study carried out on the four
bacterial strains indicates that the dependence of the Turgor
pressure on bacterial surface structures may be accounted for
upon arguing the impact of these more or less loose structures
on the quantity 4 or equivalently on the bacterial surface
energy.

In 100 mM salt concentration, where stretching of the surface
appendage is less marked and/or insignificant, the range of the
non-linear regime in the force indentation curves, supposedly
associated to the deformation of the surface appendage, is
surprisingly broader than that obtained in 1 mM concentration.
As invoked in preceding sections, this feature is attributed to the
very low Turgor pressure of the cells as a result of water release,
and the high osmotic stress bacteria are facing is not regulated by
the presence of any surface appendage as confirmed by the quasi-
identical Young moduli obtained for the four bacterial strains
examined here (Histogram Sla). The picture is basically that of
significantly contracted bacteria (which is supported by the study
of bacterial morphology, see Table 1) due to partial loss of inner
water so that the interphase with surrounding medium is rendered
very elastic or flexible, as confirmed by the low values of Young
moduli (Histogram Sla). Consequently, upon compression of
the AFM tip onto the bacteria, the deformation concerns not only
the bacterial soft component but also the elastic cytoplasm volume.
This leads to a misleading interpretation when attributing the non-

in
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linear mechanical behaviour to the compression of the surface
appendage and/or cell wall only.

Conclusion

In this paper, we report a systematic analysis of the nanomecha-
nical properties (Young modulus, inner Turgor pressure) and
electrokinetic features (electroosmotic flow penetration length scale
and volume charge density) for four E. coli bacterial strains
expressing or not the surface appendages type 1 fimbriae, type-F
pili or Ag43 protein layer. It is found that bacterial elasticity and
inner Turgor pressure strongly decrease in the presence of loose
surface filaments under conditions of low medium ionic strength
(1 mM) while these properties remain roughly identical in 100 mM
salt concentration where exoosmotic water loss and bacterial
contraction are most significant. A qualitative connection is made
between the rigidity of the bacterial interphase and their swelling
features upon lowering ionic strength, thereby pointing out the
concomitant importance of the charge density they carry together
with their intrinsic elasticity in governing the degree of interphase
extension. It is further shown how the electrophoretic patterns
(mobility versus ionic strength) are correlated to the presence/
absence, nature of the surface appendages carried by the bacteria, in
excellent agreement with the expected genotypes and phenotypes of
the bacteria and their imaging by AFM.

In forthcoming studies, the here-reported static analysis of the
electrokinetic and nanomechanical properties of the four E. coli
bacterial strains will be extended by a dynamic investigation where
bacteria will be subjected to electric and mechanical frequency-
dependent stimulations. It is believed that the complete set of
physico-chemical data collected for these bacteria with known
interphasial structures, will then allow for a quantitative
understanding of their adhesion features onto substrates with
well-controlled surface chemistry.

Supporting Information

Figure S1 Force curves recorded for the strain E2152 (4
graphs on the left) and for the strain E2302 (4 graphs on
the right) with experimental data marked by the open
symbols (pink), Hertz expression by the solid blue curve
and exponential regression by the solid red line at 1 mM
(panels A and C) and 100 mM (panels B and D) KNO3
concentration. The plots depicted in panels C and D are zooms
of the data points within the onset of the non-linear regime as
materialized by the windows given in panels A and B.

(EPS)

Figure S2 Force curves recorded for the strain E2146 (4
graphs on the left) and for the strain E2498 (4 graphs on
the right) with experimental data marked by the open
symbols (pink), Hertz expression by the solid blue curve
and exponential regression by the solid red line at 1 mM
(panels A and C) and 100 mM (panels B and D) KNO3
concentration. The plots depicted in panels C and D are zooms
of the data points within the onset of the non-linear regime as
materialized by the windows given in panels A and B.

(EPS)

Figure S3 Bacterial spring constant as a function of
Turgor pressure for stretching moduli of the bacterial
envelope fixed at values of 0.10, 0.15, 0.20, 0.30 and
0.40 N/m. The dashed horizontal line corresponds to the kcell
value obtained by AFM for the E2152 strain in 1 mM KNO3
electrolyte concentration.

(EPS)
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Figure S4 Bacterial spring constant in 1 mM KNO3
electrolyte concentration as a function of Turgor
pressure. The curves correspond to computations performed
with the minimum stretching moduli (indicated) Amin which allow
retrieving of the experimentally determined k.. for E2152, E2146,
E2302 and E2498 bacteria.

(EPS)

Table S1 Phenotypic assays to validate the constructed
strains.

(DOCX)

Histogram S1 Variations of mechanical properties for
each bacterial structures. a) Elastic modulus (or Young
modulus) in 1 mM and 100 mM KNOj solution. b) Bacterial
spring constant in 1 mM and 100 mM KNOj solution. ¢) Turgor
pressure in 1 mM and 100 mM KNOj solution. ' Elasticity and
bacterial spring constant are averages calculated from 1024 force
curve measurements. * Turgor pressure estimations were done

K
= 1(7p*)where p is the

2 Ko(p )

Turgor pressure, a the bacterium radius (~500 nm), K¢ and K;
are modified Bessel functions of the second type of order 0 and 1,
respectively. p* stands for the reduced curvature radius defined

3pR3
by p*x=p [ﬁ} with p the cantlever tip radius

according to the equation Keei = =7 pa
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(p~20 nm) and A the stretching modulus of the bacterial envelope
(0.1=A =0.2 N/m). See Test SI for further details.
(EPS)

Histogram S2 Histograms of elasticity of bacterial cell
envelops determined in 1 mM KNO3 solution according
to Hertz model only (black) and according to Hertz
model after suppression of the electrostatic part of the
force versus separation distance curve (grey).

(EPS)

Text S1
DOC)

Acknowledgments

G.F. thanks Dr Bernard Senger for assistance in AFM mechanical analysis
of the loading force-indentation curves. G.F. and J.F.LL.D. gratefully thank
Dr. Fabien Gaboriaud for fruitful discussions in the initial stage of this work
and Dr Héléne Guilloteau for her assistance in checking the genotypes of
the studied strains.

Author Contributions

Conceived and designed the experiments: GF J-MG CB JFLD. Performed
the experiments: GF JFLD PP JM YA. Analyzed the data: GF JFLD.
Contributed reagents/materials/analysis tools: GF J-MG CB CM JFLD.
Wrote the paper: GF JFLD CB.

. Craig L, Pique ME, Tainer JA (2004) Type IV pilus structure and bacterial
pathogenicity. Nature Reviews Microbiology 2: 363-378.

Ulett GC, Valle J, Beloin C, Sherlock O, Ghigo JM, et al. (2007) Functional
analysis of antigen 43 in uropathogenic Escherichia coli reveals a role in long-
term persistence in the urinary tract. Infection and Immunity 75: 3233-3244.
Mabbett AN, Ulett GC, Watts RE, Tree JJ, Totsika M, et al. (2009) Virulence
properties of asymptomatic bacteriuria Escherichia coli. International Journal of
Medical Microbiology 299: 53-63.

Thwaites JJ, Mendelson NH (1985) Biomechanics of bacterial walls: studies of
bacterial thread made from Bacillus subtilis. Proc Natl Acad Sci U S A 82: 2163-2167.
Thwaites JJ, Mendelson NH (1991) Mechanical-Behavior of Bacterial-Cell
Walls. Advances in Microbial Physiology 32: 173-222.

. Costerton JW, Stewart PS, Greenberg EP (1999) Bacterial biofilms: A common
cause of persistent infections. Science 284: 1318-1322.

Volle CB, Ferguson MA, Aidala KE, Spain EM, Nunez ME (2008)
Quantitative changes in the elasticity and adhesive properties of Escherichia
coli ZK1056 prey cells during predation by Bdellovibrio bacteriovirus 109].
Langmuir 24: 8102-8110.

Belas R, Simon M, Silverman M (1986) Regulation of lateral flagella gene-
transcription in Vibrio parahaemolyticus. Journal of Bacteriology 167: 210-218.
Csonka LN (1989) Physiological and genetic responses of bacteria to osmotic-
stress. Microbiological Reviews 53: 121-147.

Bartlett D, Wright M, Yayanos AA, Silverman M (1989) Isolation of a gene
regulated by hydrostatic-pressure in a deep-sea bacterium. Nature 342:
572-574.

Chemeris NA, Fikhte BA (1979) Results of measuring the modulus of elasticity
of microorganism cell walls. Mikrobiologiia 48: 99-101.

Ubbink J, Schar-Zammaretti P (2005) Probing bacterial interactions: integrated
approaches combining atomic force microscopy, electron microscopy and
biophysical techniques. Micron 36: 293-320.

Ubbink J, Schar-Zammaretti P (2007) Colloidal properties and specific
interactions of bacterial surfaces. Current Opinion in Colloid & Interface
Science 12: 263-270.

Vadillo-Rodriguez V, Beveridge TJ, Dutcher JR (2008) Surface viscoelasticity
of individual gram-negative bacterial cells measured using atomic force
microscopy. Journal of Bacteriology 190: 4225-4232.

Schar-Zammaretti P (2002) Surface morphology, elasticity and interactions of
lactic acid bacteria studied by atomic force microscopy. Abstracts of Papers of
the American Chemical Society 224: U397-U397.

Dufréne YF, Boonaert CJP, van der Mei HC, Busscher HJ, Rouxhet PG (2001)
Probing molecular interactions and mechanical properties of microbial cell
surfaces by atomic force microscopy. Ultramicroscopy 86: 113-120.

5. Dufréne YF (2008) Towards nanomicrobiology using atomic force microscopy.
Nat Rev Microbiol 6: 674-680.

Francius G, Tesson B, Dague E, Martin-Jezequel V, Dufrene YF (2008)
Nanostructure and nanomechanics of live Phaeodactylum tricornutum morpho-
types. Environ Microbiol 10: 1344-1356.

20.

21.

22.

23.

25.

26.
27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e20066



37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

48.

49.

60.

61.

62.

63.

64.

Francius G, Lebeer S, Alsteens D, Wildling L, Gruber HJ, et al. (2008)
Detection, localization, and conformational analysis of single polysaccharide
molecules on live bacteria. ACS Nano 2: 1921-1929.

Francius G, Domenech O, Mingeot-Leclercq MP, Dufrene YF (2008) Direct
observation of Staphylococcus aureus cell wall digestion by lysostaphin. Journal of
Bacteriology 190: 7904-7909.

Touhami A, Jericho MH, Boyd JM, Beveridge TJ (2006) Nanoscale
characterization and determination of adhesion forces of Pseudomonas aeruginosa
Pili by using atomic force microscopy. Journal of Bacteriology 188: 370-377.
Schmid T, Burkhard J, Yeo BS, Zhang WH, Zenobi R (2008) Towards
chemical analysis of nanostructures in biofilms I: imaging of biological
nanostructures. Analytical and Bioanalytical Chemistry 391: 1899-1905.
Meincken A, Holroyd DL, Rautenbach M (2005) Atomic force microscopy
study of the effect of antimicrobial peptides on the cell envelope of Escherichia
coli. Antimicrobial Agents and Chemotherapy 49: 4085-4092.

Mortensen NP, Fowlkes JD, Sullivan CJ, Allison DP, Larsen NB, et al. (2009)
Effects of Colistin on Surface Ultrastructure and Nanomechanics of Pseudomonas
aeruginosa Cells. Langmuir 25: 3728-3733.

Cross SE, Kreth J, Zhu L, Qi FX, Pelling AE, et al. Atomic force microscopy
study of the structure-function relationships of the biofilm-forming bacterium
Streptococcus mutans; 2005 Jul 20-22; Marina del Rey, CA: Iop Publishing
Ltd, S1-S7.

Mulvey MA, Lopez-Boado YS, Wilson CL, Roth R, Parks WC, et al. (1998)
Induction and evasion of host defenses by type Il-piliated uropathogenic
Escherichia coli. Science 282: 1494-1497.

Van der Woude MW, Henderson IR (2008) Regulation and Function of Ag43
(Flu). Annual Review of Microbiology 62: 153-169.

Wiles TJ, Kulesus RR, Mulvey MA (2008) Origins and virulence mechanisms
of uropathogenic FEscherichia coli. Experimental and Molecular Pathology 85:
11-19.

. Ghigo JM (2001) Natural conjugative plasmids induce bacterial biofilm

development. Nature 412: 442-445.

Pratt LA, Kolter R (1998) Genetic analysis of Escherichia coli biofilm formation:
roles of flagella, motility, chemotaxis and type I pili. Molecular Microbiology
30: 285-293.

Derbise A, Lesic B, Dacheux D, Ghigo JM, Carniel E (2003) A rapid and
simple method for inactivating chromosomal genes in Yersinia. FEMS
Immunol Med Microbiol 38: 113-116.

. Chaveroche MK, Ghigo JM, d’Enfert C (2000) A rapid method for gene

replacement in the filamentous fungus Aspergillus nidulans. Nucleic Acids
Research 28: n” 22¢97.

. Korea CG, Badouraly R, Prévost MC, Ghigo JM, Beloin C (2010) E. coli K-12

possesses multiple cryptic but functional chaperone-usher fimbriae with distinct
surface specificities. Environmental Microbioloy 12: 1957-1977.

. Roux A, Beloin C, Ghigo JM (2005) Combined inactivation and expression

strategy to study gene function under physiological conditions: Application to
identification of new Escherichia coli adhesins. Journal of Bacteriology 187:
1001-1013.

. Mol O, Oudega B (1996) Molecular and structural aspects of fimbriae

biosynthesis and assembly in Escherichia coli. FEMS Microbiology Reviews 19:
25-52.

. Hahn E, Wild P, Hermanns U, Sebbel P, Glockshuber R, et al. (2002)

Exploring the 3D molecular architecture of Escherichia coli type 1 pili. ] Mol Biol
323: 845-857.

. Miyazaki ], Ba-Thein W, Kumao T, Yasuoka MO, Akaza H, et al. (2002) Type

1, P and S fimbriae, and afimbrial adhesin I are not essential for uropathogenic
Escherichia coli to adhere to and invade bladder epithelial cells. FEMS
Immunology and Medical Microbiology 33: 23-26.

. Klemm P, Christiansen G (1987) Three fim genes required for the regulation of

length and mediation of adhesion of Escherichia coli type 1 fimbriae. Mol Gen
Genet 208: 439-445.

. Reisner A, Haagensen JAJ, Schembri MA, Zechner EL, Molin S (2003)

Development and maturation of Escherichia coli K-12 biofilms. Molecular
Microbiology 48: 933-946.

. Wu XR, Sun TT, Medina JJ (1996) In vitro binding of type l-fimbriated

Escherichia coli to uroplakins Ia and Ib: relation to urinary tract infections. Proc
Natl Acad Sci USA 93: 9630-9635.

. Wang YA, Yu X, Silverman PM, Harris RL, Egelman EH (2009) The

Structure of F-Pili. Journal of Molecular Biology 385: 22-29.

Silverman PM (1997) Towards a structural biology of bacterial conjugation.
Molecular Microbiology 23: 423-429.

Dionisio F, Matic I, Radman M, Rodrigues OR, Taddei F (2002) Plasmids
spread very fast in heterogeneous bacterial communities. Genetics 162:
1525-1532.

Jacobson A (1972) Role of F-puli in penetration of bacteriophage FI. Journal of
Virology 10: 835-843.

Caffrey P, Owen P (1989) Purification and N-terminal sequence of the o-
subunit of antigen-43, a unique protein complex associated with the outer-
membrane of Escherichia coli. Journal of Bacteriology 171: 3634-3640.
Anderson GG, Palermo ]JJ, Schilling JD, Roth R, Heuser J, et al. (2003)
Intracellular bacterial biofilm-like pods in urinary tract infections. Science 301:
105-107.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

76.

77.

78.

79.

80.

8l.

82.

83.

84.

86.

87.

88.

89.

90.

9L

92.

Influence of Bacterial Surface Appendages

. Gaboriaud F, Gee ML, Strugnell R, Duval JFL (2008) Coupled Electrostatic,

Hydrodynamic, and Mechanical Properties of Bacterial Interfaces in Aqueous
Media. Langmuir 24: 10988-10995.

56. Ohshima H (1995) Electrophoresis of soft particles. Advances in Colloid and

Interface Science 62: 189-235.

. Duval JFL (2007) Electrophoresis of soft colloids: basic principles and

applications. In: Wilkinson KI, Lead J, eds. Environmental Colloids and
Particles: Behaviour, Separation and Characterization. pp 315-344.

Duval JFL, Ohshima H (2006) Electrophoresis of diffuse soft particles.
Langmuir 22: 3533-3546.

Hyono A, Gaboriaud F, Mazda T, Takata Y, Ohshima H, et al. (2009) Impacts
of papain and neuraminidase enzyme treatment on electrohydrodynamics and
IgG-mediated agglutination of type A red blood cells. Langmuir 25:
10873-10885.

Duval JFL, Gaboriaud F (2010) Progress in electrohydrodynamics of soft
microbial particle interphases. Current Opinion in Colloid & Interface Science
15: 184-195.

Stuart MAC, Waajen F, Dukhin SS (1984) Electrokinetic effects of adsorbed
neutral polymers. Colloid and Polymer Science 262: 423-426.

Stuart MAC, Mulder JW (1985) Adsorbed polymers in aqueous-media: the
relation between potential, layer thickness and ionic-strength. Colloids and
Surfaces 15: 49-55.

Ascher U, Christiansen J, Russell RD (1981) Collocation Software for
Boundary-value odes. Acm Transactions on Mathematical Software 7:
209-222.

Ohshima H (1997) Electrophoretic mobility of cylindrical soft particles. Colloid
and Polymer Science 275: 480-485.

. Ohshima H (2001) On the electrophoretic mobility of a cylindrical soft particle.

~olloid and Polymer Science 279: 88-91.

Ohshima H (2003) Electrophoretic mobility of a charged cylindrical colloidal
particle covered with an ion-penetrable uncharged polymer layer. Journal of
Colloid and Interface Science 258: 252—-258.

Clements A, Gaboriaud F, Duval JFL, Farn JL, Jenney AW, et al. (2008) The
major surface-associated saccharides of Klebsiella pneumoniae contribute to host
cell association. PLoS One 3: 3817.

Shamrock V], Duval JFL, Lindsey GG, Gaboriaud F (2009) The role of the
heat shock protein Hspl2p in the dynamic response of Saccharomyces
cerevisiae to the addition of Ciongo red. FEMS Yeast Research 9: 391-399.
Langlet J, Gaboriaud F, Gantzer C, Duval JFL (2008) Impact of chemical and
structural anisotropy on the electrophoretic mobility of spherical soft multilayer
particles: the case of bacteriophage MS2. Biophysical Journal 94: 3293-3312.
Viota JL., Mandal S, Delgado AV, Toca-Herrera JL, Méller M, Zanuttin F, et
al. (2009) Electrophoretic characterization of gold nanoparticles functionalized
with human serum albumin (HSA) and creatine. Journal of Colloid and
Interface Science 332: 215-223.

Lévy R, Maaloum M (2002) Measuring the spring constant of atomic force
microscope cantilevers: thermal fluctuations and other methods. Nanotechnol-
ogy 13: 33-37.

Vadillo-Rodrigues V, Busscher HJ, Norde W, De Vries J, Dijkstra R]B, et al.
(2004) Comparision of atomic force microscopy interaction forces between
bacteria and silicon nitride substrata for three commonly used immobilization
methods. Applied and Environmental Microbiology 70: 5441-5446.

Polyakov P, Soussen C, Duan J, Duval JFL, Brie D. Automated Force Volume
Image Processing for Biological Samples Francius G. PLoS One, In press.
Boulbitch AA (1998) Deflection of a cell membrane under application of a local
force. Physical Review E: Statistical, Nonlinear, and Soft Matter Physics 57:
2123-2128.

. Boulbitch A (2000) Deformation of the envelope of a spherical gram-negative

bacterium during the atomic force microscopic measurements. ] Electron
Microsc (Tokyo) 49: 459-462.

Arnoldi M, Fritz M, Bauerlein E, Radmacher M, Sackmann E, et al. (2000)
Bacterial turgor pressure can be measured by atomic force microscopy.
Physical Review E: Statistical, Nonlinear, and Soft Matter Physics 62:
1034-1044.

Sneddon IN (1965) The relation between load and penetration in the
axisymmetric Boussinesq problem for a punch of arbitrary profile. Interna-
tional Journal of Engineering Science 3: 47-57.

Hertz H (1881) Ueber die Beriihrung fester elastischer Kérper. Journal fiir die
Reine und angewandte Mathematik 92: 156-171.

Francius G, Hemmerle J, Ball V, Lavalle P, Picart C, et al. (2007) Stiffening of
soft polyelectrolyte architectures by multilayer capping evidenced by
viscoelastic analysis of AFM indentation measurements. Journal of Physical
Chemistry C 111: 8299-8306.

Gaboriaud F, Dufréne YF (2007) Atomic force microscopy of microbial cells:
Application to nanomechanical properties, surface forces and molecular
recognition forces. Colloids and Surfaces B - Biointerfaces 54: 10-19.

Fan TH, Fedorov AG (2003) Electrohydrodynamics and surface force analysis
in AFM Imaging of a charged, deformable biological membrane in a dilute
electrolyte solution. Langmuir 19: 10930-10939.

Pouttu R, Puustinen T, Kukkonen M, Virkola R, Laurila M, et al. (2000)
Functional variability of type 1 fimbriac of Escherichia coli. Advances in
Experimental Medicine and Biology 485: 63-68.

May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e20066



93.

94.

95.

96.

97.

98.

Lawn AM (1966) Morphological features of the pili associated with Escherichia
coli K 12 carrying R factors or the F factor. Journal of General Microbiology
45: 377-383.

Silverman PM, Clarke MB (2010) New insights into F-pilus structure, dynamics,
and function. Integrative Biology 2: 25-31.

Kajava AV, Cheng N, Cleaver R, Kessel M, Simon MN, et al. (2001) Beta-
helix model for the filamentous haemagglutinin adhesin of Bordetella pertussis and
related bacterial secretory proteins. Molecular Microbiology 42: 279-292.
Dufréne YF (2008) Atomic force microscopy and chemical force microscopy of
microbial cells. Nat Protoc 3: 1132-1138.

Pelling AE, Li YN, Shi WY, Gimzewski JK (2005) Nanoscale visualization and
characterization of Myxococcus xanthus cells with atomic force microscopy.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 102: 6484-6489.

Schaer-Zammaretti P, Ubbink J (2003) Imaging of lactic acid bacteria with
AFM - elasticity and adhesion maps and their relationship to biological and
structural data. Ultramicroscopy 97: 199-208.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

100.

101.

102.

103.

Influence of Bacterial Surface Appendages

. Boulbitch A, Quinn B, Pink D (2000) Elasticity of the rod-shaped Gram-

negative eubacteria. Physical Review Letters 85: 5246-5249.

Yao X, Jericho M, Pink D, Beveridge T (1999) Thickness and elasticity of
gram-negative murein sacculi measured by atomic force microscopy. Journal of
Bacteriology 181: 6865-6875.

Sonohara R, Muramatsu N, Ohshima H, Kondo T (1995) Difference in surface
properties between Escherichia coli and Staphylococcus aureus as revealed by
Electrophoretic Mobility measurements. Biophysical Chemistry 55: 273-277.
Duval JFL, Busscher HJ, van de Belt-Gritter B, van der Mei HC, Norde W
(2005) Analysis of the interfacial properties of fibrillated and nonfibrillated oral
streptococcal strains from electrophoretic mobility and titration measurements:
evidence for the shortcomings of the ‘classical soft-particle approach’.
Langmuir 21: 11268-11282.

Marquis RE (1968) Salt-induced contraction of bacterial cell walls. Journal of
Bacteriology 95: 775-781.

May 2011 | Volume 6 | Issue 5 | e20066



Reference

Fim +

F+

Ag43 +

Deflection images

Elasticity maps

Elasticity histrograms

25
6
sl Experiment
= - —— Model
20 1 ‘Z:' 4 4
w3
= i ]
“-:’ ]
o
2 -1
T 10 200 -100 0 100 200 |
E Indentation, & (nm)
20 MPa
5 y
04
0 1000 2000 3000 4000
0 MPa Elasticity (kPa)
25
6
5} Experiment
= [ —— Model
20 1 £ ]
w 3
g g
- 15 4 w1 7
8 0
o [ "
3 b ) ) '
& 10 200 100 0 100 200 |
o
i Indentation, & (nm)
£ ]
0 4 T T
0 1000 2000 3000 4000
Elasticity (kPa)
25
6
5‘ Experiment
=, | —— Model
g7 7
w3
& ﬁ 2!
< & ol J
> i
(‘-:’ 0
o [ n N
3 # ’ )
o 200 100 O 100 200 |
E Indentation, & (nm)
0 1000 2000 3000 4000
Elasticity (kPa)
25 T
&
5 Experiment
.} —— Model 1
20 4 E 7
= A
= 151 & ]
3 |
) 1
5 1
3 - 4 :
g 104 200 00 0 100 200
u‘: Indentation, & (nm)
5 |
0 4 T
0 1000 2000 3000 4000
Elasticity (kPa)

Figure 4.




Supporting Information S1

On the impact of the electrostatic part of the fore curves on the determination of
nanomechanical parameters.

Force measurements were recorded in 1 mM and 100KMNM; concentrations for the four
bacterial strains E2152, E2302, E2146 and E2498idered in the study. Typical data are
given in Figures S1-S2 where the quality of theaddtaccording to Hertz expression within
the non-linear regime of the force curves is higjed. Additionally, an exponential
regression of the data is indicated as an indiaaitdne role played by electrostatic forces at
the onset of the non-linear regime. As judged frtdm appropriateness of the Hertz
expression in reproducing data for very low loadiogces (0.1-0.3 nN), the results suggest
that electrostatic forces are most operative utaerionic strength condition (1 mM KNO
concentration) where screening of the volume chaagged by the bacterial envelop is least
screened by ions present in the medium. In addiitois clear that electrostatic forces are
most significant for the E2152 and E2498 straires,those that exhibit the larger volume
charge densitiegy as determined independently from electrokinetialysis. This qualitative
result is in line with expectation.

A rigorous determination of the nanomechanical matars of the bacteria requires excluding
from the mechanical analysis of the non-linear megof the force curves the spatial range
where electric double layer repulsion between ARdand bacteria is present. This is done
upon shifting accordingly the contact point. Wheoning so, it appears that this shift is
negligible as compared to the overall piezo-driad does not affect to a significant degree
the general pattern of the modeled force versusnitadion curve. This is further verified upon
computation of Young moduli when taking into accotime aforementioned shift of the

contact point between bacteria and AFM tip as alres$ the presence of electrostatic forces.
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Figure S1:Force curves recorded for the strain E2152 (4 gmph the left) and for the strain E2302 (4 graphs
on the right) with experimental data marked byapen symbols (pink), Hertz expression by the slid curve
and exponential regression by the solid red liné atM (panels A and C) and 100 mM (panels B and BpDR
concentration. The plots depicted in panels C andr® zooms of the data points within the onset efribin-
linear regime as materialized by the windows givepanels A and B.
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Figure S2:Force curves recorded for the strain E2146 (4 gmph the left) and for the strain E2498 (4 graphs
on the right) with experimental data marked by dpen symbols (pink), Hertz expression by the $dlid curve
and exponential regression by the solid red liné atM (panels A and C) and 100 mM (panels B and BpDR
concentration. The plots depicted in panels C andr® zooms of the data points within the onset efritin-
linear regime as materialized by the windows givepanels A and B.
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The results indicate that a slight under-estimabbrthe elastic modulus of about 1 to 5%
(according to the strain) is obtained if includinghe mechanical analysis data points located

within the electrostatic regime of the force verseaparation distance curves (Histogram S2).
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Histogram S2:Histograms of elasticity of bacterial cell envelafetermined in 1 mM KNO3 solution according
to Hertz model only (black) and according to Hertadel after suppression of the electrostatic pathe force
versus separation distance curve (grey).

As an example, we obtained for E2152 strain elastiduli of 953 kPa and 981 kPa when
reasoning on the basis of Hertz model without amt suppression of the part of the force
curves reflecting electrostatic double layer rejouls respectively. The corresponding

difference in elastic modulus is for that straimath3%.

Evaluation of inner bacterial turgor pressure.

Ky (p*)

Turgor pressure estimations were done using thdidimpquation k K. (")
o\P

Ci

_EIT pa
ell 2

wherep is the Turgor pressur@, the bacterium radiuszh00 nm), k and K are Bessel

3pR3 1/2

functions andp* the reduced curvature radius defined ;bjy:p[ 4()\

cantilever tip radiusg~ 20 nm) and\ the stretching modulus of the bacterial enveldp&Q

4



< A <0.2-0.40 N/m). We have to express the bacteriahgmonstant (which is obtained from
AFM data analysis of the compliance regime) in then of a parametric function of the

turgor pressure
Keer (P.A) = p(p.A) (1)

, with f(p,)\):M wherep is the searched parameter. To evalyatave fixed the

Ko(p,A)
stretching modulua at values of 0.10, 0.20, 0.30 and 0.40 N/m whighia agreement with
typical magnitudes reported in literature (Arnoédial. 2000 and Boulebitch 2000, complete
references are given in the main text).
For low bacterial spring constanksy, the stretching modulus poorly impacts the Turgor
pressure,p, whereas for largekgy, the stretching modulua significantly governs the
magnitude op (Figure S3).
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Figure S3: Bacterial spring constant as a function of Turgoessure for stretching moduli of the bacterial
envelope fixed at values of 0.10, 0.15, 0.20, @3 0.40 N/m. The dashed horizontal line corresgaiodthe
kcell value obtained by AFM for the E2152 strairlimM KNO3 electrolyte concentration.

On the basis of the parametric curves plotted guig S3, it is possible to obtain the Turgor
pressure of the bacterial strains of interest endtudy recalling that thee values are known

5



from analysis of the compliance region in the foreesusindentation curves. For the sake of
illustration, the case of the E2152 strain in 1 mM@gNoncentration is treated in Figure S3.
It is clear that the parametric curves computedréatistic values ok adequately reproduce
the experimentally determinég, for A > 0.15 N/m. More precise computations indicate tha
the minimum value required for reproducikg of E2152 strain in 1 mM KN©electrolyte
solution isA = 0.18 N/m. Assuming that the quantitys indicative of the surface energy of
the bacterial envelope, we may postulate on thés bEfsthermodynamic arguments that a
good approximation fok corresponds to the minimum valwed. minimum bacterial surface
energy) that allows for retrieving the measuredtdraal spring constant. Following such a
strategy, it is then possible to estimatéor the four bacterial strains E2152, E2498, E2302
and E2146. This is illustrated in Figure S4 wherep@@metric curves in agreement with the

keen Values of each strain are depicted. The correspgngininimum) values of. are also

indicated.
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Figure S4:Bacterial spring constant in 1 mM KNO3 electrolgtincentration as a function of Turgor pressure.
The curves correspond to computations performed thithminimum stretching moduli (indicatedhin which
allow retrieving of the experimentally determinggl kor E2152, E2146, E2302 and E2498 bacteria



From Figure S4, the dependence of the quation the type of strain is evidenced. This
dependence suggests thiatdecreases for bacterial envelopes covered with nperdig
appendages (strains E2146 and E2302), meaning thairésence of such flexible surface

appendages tends to decrease the surface endirgylmdcterial envelope.

Bacterial strains

The four strains analyzed in this study are all ésog strains and have been specifically
created for the purpose of the analysis. All motadior insertions present in these strains
come from either already existing and previouslyarelsterized strains, or correspond to
deletion of genes, which deletion by other antibiaharkers are known to lead to the
expected phenotypes. A precise list of straingyiiorand construction) is provided in Table 1
in the main text. In addition, the classical phgpets associated with deletion of the
constitutive expression of the three different ailine studied herd.€. type 1 fimbriae, the
Ag43 adhesin and the F pili) were systematicallyifieal by different assays such as yeast
agglutination and biofilm formation for type 1 fim&e, western blot immunodetection and
bacterial autoaggregation for the Ag43 adhesin, BB phage sensitivity and biofilm

formation for the F pili (see Table S1 for details).



Table S1.Phenotypic assays to validate the constructechstrai

Yeast Biofilm Bacterial Ag43 M13 phage

rain Motili . . . . . i
Strains otility Agglutination formation Autoaggregation immunodetection sensitivity

E2152 - - +/- - - -
E2146 - +++ +++ - R .
E2498 - - ++ +++ +++ -
E2302 - - +++ +/- - 4+

For all mutant strains of interest in this stud tresults of motility, yeast agglutination and
biofilm formation tests are reported for type 1 linae, western blot immunodetection and

bacterial autoaggregation for Ag43 adhesin, and pH&ge sensitivity and biofilm formation

for F pili.



Chapitre 6 — Propriétés Nanomécaniques et Elegrodynamiques cheg. coli

Dans ce chapitre nous avons analysé les proprigéEaniques (module d’Young et
pression de turgescence), électrostatiques (demsitharge volumique) et hydrodynamique
(perméabilité) de quatre souches bactérieleasoli qui expriment (ou non) a la surface de
leur membrane externe des structures de surfincdbrige de type-1,pili de type-F et
adhésine Ag43). Nos résultats ont montré qu’a dafbtce ionique (1mM), I'élasticité et la
pression de turgescence diminuent lorsque destwtescfilamenteusedibriae et pili)
recouvrent la membrane externe. Au contraire, arb®Q elles restent quasi-constantes et
sont systématiquement plus faibles qu’a faible doimnique quelle que soit la nature des
structures externes de surface. Nos résultats erdrque la présence de ces structures autour
de la bactérie agit comme une barriére de proteaiatténue I'impact d’'un changement de
force ionique dans le milieu extracellulaire. Cpeut étre relié a I'établissement de gradients
ioniques dans la structure molle, associée auxrafipes de surface, avec pour résultat, un
affaiblissement du stress osmotique ressenti gabdetéries et une diminution de la pression
de turgescence. Finalement, nous avons montré qge variations de la mobilité
électrophorétique en fonction de la force ioniquantscorrélées a la nature et a la
présence/absence d’'appendices autour de la memleanaccord avec les génotypes et

phénotypes des bactéries et I'imagerie AFM.

Dans de futurs travaux, cette analyse en régiméqueéa des propriétés électro-
hydrodynamiques et mécaniques des quatre souclodsribane sera étendue a une étude
dans les régimes dynamiques hors-équilibre ou lastébies seront soumises a des
stimulations électrique et mécaniques dépendantedréguence. Il est attendu que la
connaissance des propriétés physico-chimiques detéries dans le régime statique et
dynamique, autorisera une compréhension quanstalévleurs propriétés d’adhésion sur des

substrats dont la chimie de surface est contrblée.
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Chapitre 7

Etude Préliminaire des
Premiers Stades d’Adhésion
Bactérienne sous Conditions
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Chapitre 7 — Adhésion de Bactéries sous Conditiytyodynamiques Contrélées

Dans les milieux aqueux naturels, de nombreusekile®l bactériennes vivent
essentiellement attachées a une surface de tetke e les bactéries sous leur forme libre
« planctonique » sont minoritaires [1]. En effets bactéries ont une propension a coloniser
des surfaces biotigues et abiotiques pour former cmmmunautés organisées appelées
biofilms . La formation de ces biofilms intervient sur demimeux matériaux en contact avec
un milieu agueux comme les canalisations, les pipg] les dents, les coques de bateaux, les
cathéters ou encore les prothéses. Elle peut desiconséquences séveres dans de nombreux
secteurs industriels (industrie de I'eau, agroatitaige, pétroliere) et peut présenter un risque
pour la santé publique. Un grand nombre de domasesgonc concerné par les biofilms et,
de ce fait, par les mécanismes qui déterminerdag&tnitiale de leur formation : 'adhésion
plus ou moins réversible des bactéries sur leacesf Cette étape est contrdlée par un grand
nombre de facteurs. Parmi eux, nous pouvons oieconditionnement de la surface a
coloniser (dépét de molécules organiques et inaggas sur la surface), le transfert massique
des bactéries (mouvement brownien, motilité, sédtat®n, transport convectif), la charge et
la balance hydrophobe/hydrophile de la surfacel@nis®er et de la bactérie, la topographie de
la surface (rugosité) et les propriétés physicongipies du milieu environnant (pH, force
ionique, nature du sel, température, etc) [1].

L’adhésion bactérienne est donc contrblée en pagée le couplage entre les
interactions bactérie-surface et bactérie-bact@nieractions électrostatiques, hydrophobes,
de van der Waals, stériques, etc) et le transfatsique des bactéries par diffusion
convective. Deux situations limites peuvent étresdées. Dans le cas ou le flux convectif
vers/parallélement a la surface engendre une dépoglus rapide des bactéries sur la
surface a coloniser, I'adhésion bactérienne estderpar le transport massique. En revanche,
si une augmentation du flux convectif conduit & udguction de la déposition des bactéries
ou favorise leur détachement de la surface, I'adhésst limitée par les interactions entre les

bactéries et la surface [3].

" Communauté structurée de cellules microbiennekises dans une matrice de polymére autoproduite et
adhérentes entre elles et/ou a des surfaces afagde vivantes ou inertes [2. Costerton, J. Vwandowski,

Z.; Caldwell, D. E.; Korber, D. R.; Lappin-Scott, M., Microbial biofilms. Annual Review of Microbiology
1995,49, 711-745.]
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Originellement I'objectif de cette étude était cilyrser les premiers stades d’adhésion
des quatre souches bactérienescherichia coliK12 (E. col) décrites précédemment
(Chapitres 5 et 6) sur des surfaces de verre dass cdnditions de transport (par
diffusion/convection) controlées. Pour rappel, sesches mutantes difféerent selon la nature
des structures externes qu’elles présentent (Quspadeurs parois, c'est-a-dire l8mbriae
de type-1, leili de type-F, et les adhésines Ag43. Les mesureétéraffectuées dans une
chambre a flux convectif tangentiel contrélé quesavons développée spécifiquement pour
cette étude. Il s’agit ici d’étudier la cinétiguadhésion de chaque bactérie, dont nous avons
déja déterminé les propriétés électrohydrodynansigaienécaniques au Chapitre 6, dans des
conditions variées de debit hydrodynamique et deélmr cette cinétique d’adhésion a la
nature des structures de surfaces entourant le®riesc et a leurs propriétés physico-
chimiques respectives. Pour un débit donné, lailigion des bactéries déposées sur la
surface a été visualisée par microscopie a fluerest et ce pour différents temps
d’adhésion. La localisation des bactéries sur téaesa, leur organisation ont plus précisément
été quantifiéesvia I'utilisation d’'un programme de calcul MATLAB queouns avons
développé et qui permet une évaluation fine dauntjté de bactéries adsorbées sous forme
isolée ou agrégée (clusters), de la taille desgadséet de la distance entre premiers voisins.
Ici, nous présenterons les résultats préliminaifasihésion deE. coli sur une surface de
verre. Nous avons choisi comme premier sujet detadbactérie E2146 qui manifeste a sa
surface des structures externes de tijpdoriae connues pour leur réle déterminant dans
I'attachement initial cellule-surface [4]. Les d@®s acquises nous ont permis de mettre au
point (i) un montage expérimental, (i) un protezae mesure et (iii) un programme de

traitement informatique.

7.1. Conception de la chambre découlement, et déweglpement du

programme MATLAB pour le traitement des clichés d’adhésion.

Avant de présenter les résultats de cinétique @sidh, intéressons-nous d’abord au
montage expérimental et au traitement des donrigesffet, ceux-ci ont été entierement

développés dans le cadre de cette étude.

" Les quatre souches ont été modifiées afin d'exgrimaturellement le marqueur GFP (Green Fluorescent

Protein) qui manifeste une fluorescence verte Igilsest excité par une lumiere bleue ou ultravitde
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Premiérement, nous avons construit spécialement posi expériences une chambre
d’écoulement a flux tangentiel contrélé, représertans la Figure 5.11 du Chapitre 5. Sa
géomeétrie assure |'établissement d’un flux lamaiu niveau des surfaces de verre pour des
nombres de Reynolds tels que R&000 (voir le Chapitre 5 85.5 pour plus d’inforinas).
Pour cette étude préliminaire dont les premierslt&@s sont présentés dans ce chapitre, nous
avons considéré des surfaces simples de verrailleades coupons d’adhésions insérés dans
la chambre d’écoulement a été choisi en vue d'effecsur ces mémes coupons (i) des
expériences AFM visant a quantifier le détachematdral des bactéries sous contraintes
imposées par une pointe et (i) des expériencedréténétiques pour quantifier en fonction
du temps d’adhésion la modification des propri€iéstrostatiques de la surface colonisée.
Ces contraintes ont résulté en une dimension ddéaces de verre de 10x20x1mm et, par
ailleurs, ne permettent pas une observaitiositu de I'adhésion des bactéries. L'observation
des coupons a, dans notre été étude, été réalméeniproscopie a fluorescence apres
démontage de la cellule.

Deuxiemement, nous avons optimisé les conditiopem@xentaled.e. choix du milieu
de suspension, de la concentration en bactériesldanilieu, des débits hydrodynamiques et
des temps d’adhésion. Ainsi, les bactéries soresukies dans le milieu pauvre M63B1 +
0,4% glucose a une R = 1. Les surfaces de verre, insérées dans la gealidroulement,
sont mises en contact avec la suspension bactéraont I'écoulement tangentiel est controlé
(débit hydrodynamiqu® de 50, 100, 150, 200, 400 et 600 mi).let ce pendant des temps
variés (5, 10, 20, 30, et 60 minutes). Les nomlidesPéclet Pe associés aux débits
hydrodynamiques choisis sont compris entréet01d, c’est-a-dire Pe >> 1 quel que soit le
débit imposé. Les transports bactériens sont demenpent convectifs (voir le Chapitre 5
85.5.1). Une fois le temps d’adhésion choisi attdes coupons de verre sont retirés de la
chambre en s’assurant que les échantillons ne egqhes (réorganisation des dépots
bactériens sous l'effet des forces de capillari@®s échantillons sont ensuite observés par
microscopie a fluorescence. La Figure 7.1 représel@s clichés typiques de bactéries
adhérées (apparaissant en vert) sur la surfaceede Yde couleur plus sombre) pour
différents temps d’adhésion et pour un débit hygnashique de 50 mL:h Le temps initial
t = 0 marque la transition entre la pause hydragiatiet I'écoulement de la suspension au
débit choisi (voir le Chapitre 5 §85.5.2).
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Figure 7.1.Images, par microscopie a fluorescence, de baaaievert) adhérées sur une surface de verre
sous un débit hydrodynamique 8@ mL.h' et pour différents temps d’adhésion (indiqué).

Troisiemement, un programme de traitement des édickous le logiciel MATLAB
(détails dans le Chapitre 5 §85.5.4) a été dévelpppé évaluer :
- le taux de recouvrement de la surface par leshbast(.e. le rapport entre la surface
occupée par les bactéries et la surface totale)
- laire et le périmetre de chaque agrégat bactéaené

- la distance entre premiers voisins bactériensassurface

7.2. Cinétique d’adhésion de bactéries E2146 sur deupons de verre :

résultats préliminaires.

Comme précisé au-dessus, les expériences d’adhénsioBté d’abord menées sur la
bactérie E2146 (surexpression dienbriae) pour six temps d’adhésion et six débits
d’écoulement différents. Dans la Figure 7.1, nousna représenté des clichés obtenus pour
les 6 temps d’adhésion sous un débit hydrodynanfigéed 50 mL.A. Pour comparaison, la
Figure 7.2 montre les clichés obtenus pour les métamps d’adhésion sous un débit

hydrodynamique de 400 mL*h
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Figure 7.2.1mages, par microscopie a fluorescence, de bacéaievert) adhérées sur une surface de verre
sous un débit hydrodynamique 4@0 mL.h" et pour différents temps d’adhésion (indiqué).

Une comparaison rapide des images nous renseigigatjuement sur la relation entre
la cinétigue d’adhésion des bactéries sur les aesfaet la magnitude du flux convectif
tangentiel. Ici, une augmentation du débit hydragigue implique une diminution de la
quantité de bactéries déposées sur la surface. eud00 mL.i', les bactéries semblent
significativement présentes sous la forme isolééa ejuantité d’agrégats formés semblent
diminuer comparativement & la situation ou le désitfixé &Q = 50 mL.K".

Les taux de recouvreme@icalculés pour chaque débit en fonction du temadtdsiort
sont représentés dans la Figure 7.3. Par souclade,cles incertitudes suf ne sont pas
montrées sur la figure (ces incertitudes correspond environ 10% de la valeur d&
Chaque courbe manifeste une croissance exponentgis une valeur asymptotique
maximale. Nous avons donc représenté sur la figaredes lignes pointillées les courbes de
tendance associées. Ces courbes de tendancergdtigfelation empirique :

O(t) = g, +6,(1-expt At)) (7.1)
ou g, est le taux de recouvrement & 0. Cette origine de I'échelle temporelle estisigo
juste apres I'étape de pause hydrostatique (cexqlique pourquoi, n'est pas nul)g,+6,
représente le taux maximal de recouvrement &test la constante cinétique caractéristique

d’adhésion de la bactérie. L’ensemble de ces paramest indiqué dans le Tableau 7.1.
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Q (mL.h™) 50 100 150 200 400 600
&, (%) 2,28 2,10 2,64 2,54 2,39 2,22
9,92 8,33 5,86 4,93 1,61
0,097 0,093 0,318

6,(%) 9,76
0,20 0,14 0,075
Tableau 7.1 Paramétres utilisées pour la modélisation des u#ies deden fonction de t pour chaque débit

A (min™)
hydrodynamique.

Pour chaque temps une diminution du débi@ entraine une augmentation @eCeci

implique que, dans ces conditions, le flux de fpanisbactérien convectif inhibe la déposition
des bactéries sur la surface et/ou contribue faténau détachement des bactéries déja
adhérées. L'adhésion bactérienne est donc, dansoleditions examinées, limitée par les

interactions bactéries-surfaces. Pour un tempsimé&oon remarque qu’une diminution Qe
de 100 & 50 mL:h n'a pas ou peu d'influence sur la quantité maiénde bactéries adhérées.

14
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Figure 7.3.Variations du taux de recouvremefien fonction du temps d’adhésion t pour différelébits

hydrodynamiques Q avec£)%0 mL/h(cercles pleins bleus), Q £00 mL/h(cercles pleins rouges), Q 50
mL/h (cercles noirs), Q 200 mL/h(cercles verts), Q 400 mL/h(cercles vides bleus) et Q600 mL/h
(cercles vides rouges). Les lignes pointillées éspntent les courbes de tendance pour chaque débit.

Cependant, le taux initial de déposition défini pi#dtl-o augmente. Ce résultat est

confirmé dans la Figure 7.4 ou nous avons reprédestvariations deddt|-o en fonction de

Q.
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04 ] *
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Figure 7.4.Variations du taux de déposition initial en fonetidu débit d’écoulement Q.

Dans la situation ou l'adhésion bactérienne esttdenpar le transfert massique des
bactéries vers/depuis la surface a coloniser,ube it@tial de déposition augmente sous I'effet
de l'augmentation d&) selon une loi puissance [3]. Dans notre cas, Ulx taitial de
déposition diminue lorsqu® augmente et ce sur toute la gamme de débits @rasidCe
résultat prouve encore une fois que, dans nos ttonsli 'adhésion bactérienne est limitée

par les interactions bactérie-surface.

Pour finir, intéressons-nous brievement a l'infloeerdu débit d’écoulemer® sur la
distance entre premiers voisins. A titre d’exempleys avons représenté dans les Figures
7.5A et 7.5B les résultats obtenus 25 minutes pour des débi= 50 mL.h' et Q = 400

mL.h, respectivement, sous la forme d’histogrammes.

Al B

Fréquence (%)
Fréquence (%)
N

0 T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 14

distances entre plus proches voisins (um) distances entre plus proches voisins (L m)

Figure 7.5.Histogrammes des distances entre premiers voistrss @minpour (A) Q =50 mL/het (B) Q =
400 mL/h.Les lignes pleines correspondes aux courbes detaedde type log-normal.
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Les distributions des distances entre premiersin®ig suivent parfaitement une

distribution de type log-norm#(x) avec

1 1 2
Xamexp( 2az(log(x) ,u)j (7.2)

ou u est la moyenne du logarithme des distanceto est I'écart type. Ces deux parametres

f(x)=

sont données par= 1,06 pm e = 0,37 pmM?pourQ = 50 mL.K, etp = 1,46 um e =
0,47 pnM?pourQ = 400 mL.K'. La distance moyenne entre premiers voisiret la variance

v sont déterminées a partir deet oavec :

m=exp(u+o’ /2) (7.3)

et v=exp(2u+o?)(expf’® ) 1. (7.4)
On obtient alorsn= 3,08 um et = 1,44 pripourQ = 50 mL.K", etm= 4,81 pm ev = 5,84
unt pourQ = 400 mL.K".
Dans le cas d'une distribution complétement aléatdies bactéries sur la surface, la
moyenne des distances entre premiers voisins asedéqar [5]:
0,5

M andom = ﬁ
100 *SE2146

ou s.,,,, est la surface de la bactérie E2146. Dans unundéforce ionique égale a 1 mM,

(7.5)

Seo16= 2,8UN (voir Table 3 dans le Chapitre 6). On obtient pQur 50 mL.KY, m_ . =2,8
um et pouQ = 400 mL.iY, m_,. .= 3,9 um. En comparant ces résultats avec les reatteu
m obtenues expérimentalement, on obtient, quel quel m < m_ .- Ce résultat indique

gue les bactéries ont tendance a former sur lacrfles clusters, c'est-a-dire des petits
agrégats bactériens. Nous pouvons observer catlariee grace aux images de microscopie a
fluorescence présentées dans les Figures 7.1.et 7.2

Maintenant, comparons les valeursrden fonction deQ. LorsqueQ augmente de 50 a
400 mL.K', les bactéries isolées et les agrégats bactédigmssés sur la surface sont mieux
séparés les uns des autres (la distance moyenmepeatniers voisinsn augmente de 3,08
um a 4,81 um). C'est ce que I'on observe qualgatent a travers les images des Figures 7.1
et 7.2. De plus, ce résultat est en accord avebute de I'espace occupé par les bactéries sur

la surface lorsqu® augmente & diminue de 8,8 a 4,6%).
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La derniére étape de ce travail exploratoire edétarmination de la force d’attachement
des bactéries sur la surface de verre par AFM. dtacthement des bactéries est réalisé en
appliquant une force latérale croissante entrepaigte AFM et les bactéries jusqu’a ce que
la force appliguée domine la force d’interactiorctBaie-surface et décroche la bactérie
adhérée. Pour se faire, une image AFM de la sugaab/sée est d’abord réalisée. Dans notre
cas, méme en appliguant une force minimale entngoiate et I'échantillon (500pN), les
bactéries se décrochent de la surface. Les bat®oi@ donc trés faiblement adhérées a la
surface ce qui a rendu impossible une déterminagjoantitative précise de leur force

d'attachement.

7.3. Conclusions et Perspectives.

Dans ce chapitre, nous avons présenté des expesienxploratoires pour I'étude de la
cinétigue d’adhésion de bactériés coli sur des plaques de verre dans des conditions
hydrodynamiques controlées. Ces expériences reéslsdr la bactérie E2146 (surexpression
de fimbriae) nous ont permis de développer et d’optimiser igpakitif de mesure et un
programme de traitement des données.

Nos résultats ont montré que le taux de recouvrenheia surface par les bactéries et le
taux initial de déposition augmentent lorsque Iditdé’écoulement, et donc le flux de
transport des bactéries par convection, diminugati indique que I'adhésion de la bactérie
E2146 sur des surfaces de verre est principalenaitée par les forces d’interaction
bactérie-surface (de nature électrostatique, hydrop et de van der Waals). Ce résultat est
en accord avec les expériences AFM qui ont monteélg magnitude de la force d’interaction
entre la bactérie et la surface de verre est giégia 500 pN. Suite a cette étude préliminaires
des expériences sont en cours sur I'adhésion dméeses bactéries sur des surfaces de verre
recouvertes d’'une monocouche de polyethyleneimifEl)( polyélectrolyte chargée
positivement et ce maniére a favoriser la fixataes bactéries une fois déposées. Il est
attendu qu’'a la fois le taux de recouvrement, lextanitial de déposition et la force
d’attachement bactérie-PElI augmentent sous l'affet forces électrostatiques attractives
entre les bactéries et le PEI comparativement ésixltats présentés dans ce chapitre.

De plus, nous pourrons déterminer si les proprighdsico-chimiques des bactéries sont
(ou ne sont pas) a I'équilibre durant la fixatiasdactéries vers/depuis la surface a coloniser.

Pour se faire nous estimerons le taux (ou le tergsictéristique d’adhésion des bactéries, a
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un débit donné, et nous le comparerons aux tenmpstéaistiques associés a la relaxation des
interphases bactériennes qui seront déterminéSmeatroscopie de Relaxation Diélectrique
dans le cadre d'une thése débutée depuis octoldré @0 laboratoire (Jennifer Martin —
dynamique de spéciation de cations métalliquesiat@xphases molles biotiques (bactéries)

et abiotiques (hydrogels)
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Conclusion Générale et Perspectives

Conclusion Générale

Dans les milieux naturels, la matiere solide eseesellement présente sous la forme de
(bio)particules dites mollese(g. bactéries, particules virales, acides humiques). dta
présence de structures souples de type polyélgietrdans le volume de la (bio)particule
molle ou a sa surface lui confére une perméahiltdrodynamique aux ions et aux flux
hydriques qui la différencie des particules dumgides, non perméables aux ions et au
solvant. Ces (bio)particules molles sont sans cessenises a des contraintes électriques,
hydrodynamiques et/ou mécaniques issues des itieraaju’elles entretiennent avec des
ions ou des particules présentes dans leur voisinagus l'effet de ces perturbations, les
(bio)interphases molles, qu’elles développent deecmilieu environnant, et leurs propriétés
physico-chimiques évoluent continument dans le sesgbon des processus dits de relaxation.
Ces (bio)interphases ne maintiennent donc pas seiceent une configuration
complétement relaxée.€. d’équilibre) pendant les processus interfaciaux d’interactions
électrostatiques interparticulaires ou encore theptexation avec des métaux présents dans le
milieu.

Dans ce contexte, les travaux de recherche thé&wigu expérimentaux menés pendant
cette théese ont porté sur I'évaluation:

- des propriétés électro-hydrodynamiques et/ou méaas de (bio)interphases molles
hétérogenes completement relaxées et/ou non relgx@edans le régime transitoire
hors-équilibre qui suit la perturbation)

- de I'énergie d'interaction électrostatique entbé)particules molles hétérogenes et
multicouches dans le régime d’équilibre

- de limpact de la dynamique hors-équilibre desppeiés électriques de (bio)films
polymériques mous ligands sur leur capacité a foxdes complexes avec des cations

métalliques.

Nous avons dans un premier temps évalué a I'aigle fidrmalisme théorique les énergies
d’interactions électrostatiques entre (bio)pargsulmolles multicouches hétérogenes en
régime d’équilibre (Chapitre 2). Le modéle estisafinment complet pour intégrer les effets

de courbure des (bio)particules molles (au-deld@raitement de Derjaguin) et considérer les
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interactions entre (bio)particules portant une dérde charge de forte magnitude (au-dela
des approximations de Debye-Hickel). Cette appresha priori I'étude la plus compléte et
pertinente disponible dans la littérature pournestiles interactions électrostatiques entre
(bio)particules de relevance environnementale. figt, eelle inteégre toutes les situations en
terme de taille de particules, magnitude des dé&msie charge, dissociation des groupes
ionogéniques, degré d’hétérogénéité dans la disioib spatiale de ces groupements et ce
pour chaque couche composant la structure molléa gearticule. Nous avons notamment
montré que les propriétés électrostatiques des hesudnternes entourant la particule
pouvaient contrdler a la fois le signe et la magietde I'énergie d’interaction électrostatique,
en particulier & faible force ionique. De plus, s@vons souligné I'incapacité des précédentes
théories basées sur les traitements de Derjaguie Bebye-Huckel a reproduire nos résultats
numériques pour des petites particules (de ray@miéur a quelques dizaines de nanomeétres)
dans un milieu de faible force ionique. Ces réssiltdmoignent des limites des expressions
analytiques développées par Ohshima (particulegemmolonocouches homogénes en accord
avec un traitement de Derjaguin et/ou de Debye-Eljighour interpréter la contribution de
chaque couche perméable enveloppant les partienlésteraction dans le contréle de leur

énergie d’interaction électrostatique.

Afin de mieux comprendre les processus régulangéetivité des interphases molles
dans les écosystémes aquatiques, il est nécedsdaborer des formalismes théoriques en y
incluant une dimension temporelle. Nous avons di#weloppé deux modéles théoriques et
deux expériences associées pour une meilleure ébmpsion de la dynamique des
(bio)interphases molles et de leur réactivité chimi depuis le régime transitoire jusqu’au
régime stationnaire et d’équilibre.

Premiérement, nous avons dérivé un modéle consataélynamique de spéciation de
cations métalliques dans un film polymérique moassdlequel sont distribués des sites
réactifs susceptibles de complexer ces cationsgi@aa3). Pour la premiére fois, cette étude
a permis d’évaluer I'impact de la dynamique spétimporelle d’établissement de la double
couche électrique sur les processus chémodynamidéfisis par le couplage entre le
transport des métaux depuis/vers le film réaattih cinétique de complexation locale au sein

du film. La méthode consiste a stimuler électrigaetnle film ligand, initialement a

I'équilibre, en appliquant un champ électrique trégtiel. Les variations de la permittivité
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diélectrigue du systeme sont déterminées en fana® la fréquence du champ appliqué,
laguelle frequence peut étre percue comme une dengeorelle permettant de disséquer les
différents processus de complexation/transportimmits selon leur échelle de temps
caractéristigues. Le couplage complexe entre lescegsus électrodynamiques et
chémodynamiques est controlé par des fréequencastédstiques de formation/dissociation
du complexe et de relaxation de double coucheré&aet Ainsi, nous avons montré que ces
fréquences de formation/dissociation du complexpaittaient a la fois la magnitude et la
forme des spectres diélectriques obtenus. Suigafretuence du champ appliqué, la nature
inerte/dynamique et la labilité du complexe ont dterminées pour une combinaison
guelconque des trois fréquences caractéristiguggsci Nos résultats ont conduit a une
collaboration entre le LEM et Max Bergmann Center of BiomaterigBresde, Allemagne).
Dans le cadre de cette collaboration, une cellalendsure diélectrique a été développée pour
I'étude du couplage entre processus électrodynaigti chémodynamiques dans des films
polyélectrolytes minces mous ligands dont les péb@s physico-chimiques (épaisseur,
densité de charge) a I'équilibre sont déja connpas des analyses expérimentales et
théoriques de courant/potentiel d’écoulement effees par les deux groupes de recherche
cités précédemment.

Deuxiémement, le dernier modele théorique élabars dette thése (Chapitre 4) a pour
objectif 'analyse de la dynamique de (bio)intergds molles dans les régimes d’équilibre
thermodynamique et hors-équilibre. Cette approcheee jour I'étude la plus générale car
les (bio)particules molles considérées sont enydep d'une succession de couches molles
de caractéristiques différentes (épaisseur, demgt&€harge, hétérogénéités spatiales). De
plus, elle integre les situations de suspensiomeardrées et diluées de particules de type
cceur/couronne mais également de particules duresnt@rement polyélectrolytes. Cette
approche est donc une amélioration du modele dalirat al. strictement valide dans le cas
de suspensions de particules molles monocouchesd®mas. Pour évaluer les propriétés
électrodynamiques des (bio)interphases, la suspengparticulaire est perturbée
électriquement par un champ de fréquence variabés. variations de la permittivité
diélectrigue et de mobilité dynamique en fonctian aktte fréquence sont examinées. La
relaxation vers un état d’équilibre de la doubleate électrique (localisée a la surface et au
sein de la (bio)particule molle) perturbée éleckeimpent est régulée par deux processus de

relaxation : la relaxation MWO (migration des iat@ns la double couche électrique) et la
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relaxationa (établissement d’'un gradient de concentrationediblyte neutre autour de la
particule). A travers I'examen de I'évolution temglte de ces processus et de leur impact
respectif sur les spectres de permittivité et debilit®, nous avons pu déterminer la
contribution des propriétés physico-chimiques dasches molles internes enveloppant les
particules dans le contrble des variations de labilibé@'permittivité des suspensions
particulaires. Ainsi, les limites de la théorieAleualli et al.ont pu étre mises en évidence. En
effet, (i) négliger le gonflement/rétraction dent&rphase (sous un changement de force
ionique ou de pH du milieu), (ii) négliger les prigpés électrostatiques, hydrodynamiques et
structurales des couches internes et (iii) assiniilgerphase multicouche a une interphase
monocouche de méme charge totale peut engendrdodeesur/sous-estimation a la fois de
la permittivité et de la mobilité (avec un possibleangement de signe) sur toute la gamme
des fréquences sondées. Parallelement a cette, étudemontage expérimental de
Spectroscopie de Relaxation Diélectrique (DRS),mprimettra d’évaluer expérimentalement
la dynamique hors-équilibre de (bio)interphasegté développé (plus de détails sur les

applications de cette technique dans la partiepetives).

Ce dernier modéle servira de guide pour la commsibe des propriétés
électrodynamiques d’interphases bactérienne dansatke de I'ANR Jeune Chercheur
PHYSCHEMBACT. Son objectif est d'évaluer les cdomtiions physico-chimiques
gouvernant les interactions de bactéries avec éwironnement proche en conditions
d’équilibre et/ou en conditions dynamiques en atli]acquisition de données expérimentales
avec le développement de formalismes théoriques.

Dans le cadre de 'ANR, la derniére étude que rnmums menée est une analyse a
'équilibre des propriétés meécaniques (module divguet pression de turgescence),
électrostatiques (densité de charge volumique)eétdadynamiques (perméabilité) de quatre
souches bactériennes mutariseherichia Colisoumises a un stress osmotique (Chapitre 6).
Ces souches mutantes expriment spécifiguement ¢gol & la surface de leur membrane
externe des structures de surfaomlfriae de type-1pili de type-F et adhésine Ag43). Cette
étude combine la Microscopie a Force Atomique (AlRMgerie et spectroscopie de force)
avec une technique électrocinétique : la microsdptiorese. Les résultats obtenus ont montré
le réle clé joué par les propriétés mécaniqueslattréstatiques dans le controle de la

rétraction de l'interphase bactérienne sous I'effeine diminution de la force ionique du
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milieu. En effet, les bactéries répondent & uneirdition de force ionique de leur milieu
environnant en régulant leur pression de turgescarttavers la libération d’eau depuis leur
cytoplasme vers le milieu externe. Nos résultatsnoontré qu’a faible force ionique (1ImM),
I'élasticité et la pression de turgescence dimihuermsque des structures filamenteuses
(fimbriae et pili) recouvrent la membrane externe. Au contraire0@ thM, elles restent
guasi-constantes et sont systématiquement plukegadu’a faible force ionique quelle que
soit la nature des appendices de surface. Nostatsuhontrent que la présence de ces
structures autour de la bactérie agit comme unéébarde protection et atténue I'impact d’'un
changement de force ioniqgue dans le milieu exthdedle. Ceci peut étre relié a
I'établissement de gradients ioniques dans la wtrecmolle, associée aux structures de
surface, avec pour résultat, un affaiblissemergtokss osmotique ressenti par les bactéries et
une diminution de la pression de turgescence. &imaht, nous avons montré que les
variations de la mobilité électrophorétique en tarcde la force ionique sont corrélées a la
nature et a la présence/absence de structuresralgola membrane, en accord avec les
génotypes et phénotypes des bactéries et 'imagé&iié.

Les recherches menées durant cette these ont mdldighécessité de prendre en compte
pour I'analyse expérimentale et théorique des pétds physico-chimiques de (bio)particules
naturelles et de leur réactivité dans le milieuiemnant :

(i) une représentation des (bio)particules qui intére mollesse mécanique et
hydrodynamique des particules, une hétérogénédtiasp de la structure molle et la
présence possible de plusieurs couches mollesageigtes différentes autour de la
particule

(i) l'impact de la dynamique spatio-temporelle d’étsddiment de la double couche
électrique sur les processus gouvernant la régetdes particules molles dans le

milieu.
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Perspectives

Cette thése constitue une premiére étape dansstaiption des processus régulant les
interactions interparticulaires et la réactiviténasigue de (bio)interphases a la fois en régime
d’équilibre et en régime transitoire. Plusieurs applications/esitars des outils théoriques et
expérimentaux développés durant cette thése s@nedéours ou le seront ultérieurement.

Tour d’abord, dans le cadre de 'ANR PHYSCHEMBAGIgs expériences de DRS
seront menées sur les quatre mutaBisColi dont les propriétés physico-chimiques a
I'équilibre ont déja été déterminées (voir le Clragpb). Ce travail sera effectué dans le cadre
d’une thése qui vient de débuter au laboratoirenier Martin —dynamique de spéciation de
cations métalliques aux interphases molles biosg(actéries) et abiotiques (hydroggls)
Les résultats seront interprétés a l'aide du foismad établi dans le Chapitre 4. Cette
collection de données obtenues dans des condgiatisues et dynamiques permettront de
comprendre l'adhésion de ces mémes bactéries sa surface sous conditions
hydrodynamiques contrblées. Les expériences exploga d’adhésion bactérienne que nous
avons realisées ont permis la mise en place d’spoditif et d’un protocole expérimental
adapté pour cette étude (Chapitre 7). La cinéttjadhésion et I'organisation des bactéries
sur la surface seront déterminées pour chaque sobahtérienne et pour chaque débit
hydrodynamique. Pour une souche bactérienne daetrgeur un débit donné, nous pourrons
déterminer si les propriétés physico-chimiquestieséries sont (ou ne sont pas) a I'équilibre
durant le transport et/ou la fixation des bacténess/depuis la surface a coloniser en
comparant les temps caractéristiqgues d’adhésion lagetemps caractéristiqgues associés a la

relaxation des interphases bactériennes.

Nous avons indiqué qu'une cellule de mesure digtpet a été construite en
collaboration ave®dax Bergmann Center of BiomateridBresde, Allemagne) pour I'analyse
de I'impact de la dynamique d'établissement dedabde couche électrique sur les processus
dynamiques de spéciation de cations métalliques das films polyélectrolytes minces mous
et complexants. Les résultats expérimentaux seamalysés a l'aide de notre modéle
(Chapitre 3).
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Alors que cette cellule de mesure diélectrique perfinvestigation du couplage entre
processus électrodynamiques et chémodynamiquesddanfdms mous ligands, la cellule de
DRS construite au laboratoire permettra I'analysecd couplage dans des suspensions de
particules molles susceptibles de fixer des catiodgalliques. Il serait donc intéressant
d’effectuer des mesures de spectroscopie diéleetrsur des suspensions de particules,
comme des particules microgels ou des acides h@migonnues pour former des complexes
avec des cations métalliques présents dans le umdie suspension. Pour comprendre
correctement les données acquises, celles-ci senodelisées a l'aide d’'un formalisme
théorique en cours d’élaboration. La stratégie eyé® pour la dynamique de spéciation dans
des films mous ligands sera adaptée au cas pluplerendes suspensions de particules
molles. Ce nouveau formalisme devra tenir compté&rahsfert massique plus complexe des
cations métalliques par diffusion, migration magalément par convection sous I'effet du

flux électroosmotique généré par le déplacemeta garticule par rapport a la phase liquide.

Bien sdr, cette liste d’applications n’est pas etige. Par exemple, les propriétés
électrodynamiques de suspensions de particuleleyi@g. bactériophages MS2 dépourvue
ou non de leur ARN interne), dont les propriétés régime d’équilibre ont déja été
déterminées par électrophoréese, pourront étre séedyen couplant des mesures diélectriques

par DRS avec les prédictions du modéle théorigésgmté dans le chapitre 4 de ce manuscrit.

Pour finir, considérons les modeéles théoriques pkgtude de la dynamique de
(bio)interphases particulaires (Chapitre 4) et ptéatude du couplage entre processus
électrodynamiques et chémodynamiques dans des tilous ligands (Chapitre 3). Ces deux
modeles ont été développés dans la situation oahaies polymériques qui composent la
structure molle des particules ou des films mina@st rigides. Le mouvement des chaines
chargées et la déformation de la structure molike sa la perturbation électrique sont
négligés. Il sera donc intéressant d’examiner laadyique des chaines polymériques, a
laguelle est associée un temps caractéristiqueeld®ation, et d’évaluer son impact sur la

dynamique des (bio)interphases et sur la dynandguspéciation de métaux.
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Propriétés électrostatiques, mécaniques et chémodymiques de (bio)interphases molle :
Analyses en régime d’équilibre et transitoire.

Résumé

Dans les milieux naturels, la matiere solide esteesellement présente sous la forme de
(bio)particules molles perméables aux ions et dux hydriques. Ces particules sont sans cesse
soumises a des perturbations électriques/mécanigleedelle sorte que les propriétés physico-
chimiques des (bio)interphases qu’elles forment deemilieu évoluent continument dans le temps.
Les (bio)interphases ne sont donc pas nécessairém&myuilibre durant les processus interfaciaux
(interactions électrostatiques, complexation deamét Dans ce contexte, nous avons évalué
théoriquement ['énergie d’interaction électrosta¢tiqa I'équilibre entre (bio)particules molles
multicouches de tailles et de densités de chafg&aires. Puis nous avons déterminé I'impact de la
dynamique hors-équilibre des propriétés électriqgegbio)films mous ligands sur leur capacité a
former des complexes avec des métaux. Le dernidélmdhéorique élaboré a pour objectif I'analyse
de la dynamique de (bio)interphases multicouchagrbgenes en régimes d'équilibet hors-
équilibre. Enfin nous avons analysé a I'équiliter,alliant 'AFM et I'électrophorése, les proprigté
mécaniques et électriques de bactéBesoli exprimant spécifiqguement (ou non) des structuees d
surface différentes. Toutes ces études ont moatn&dessité de prendre en compte pour I'analyse de
la réactivité de (bio)particules dans leur milienvieonnant (i) une représentation fidele des
(bio)particules (mollesse mécanique et hydrodynamidpétérogénéité spatiale de la structure molle)
et (i) I'impact de la dynamique spatio-temporetles (bio)interphases sur les processus gouvernant
leur réactivité.

Mots clés : particules molles — interaction électrostatiqueomplexation métallique Escherichia
coli — Microscopie a Force Atomique — régime hors-élgl— électrodynamique

Electrostatic, mechanical and chemodynamic properés of soft (bio)interphases:
Analyses in equilibrium and transitory regimes.

Abstract

In natural media, the solid matter is mainly presas soft (bio)particles (bacteria, viruses, humic
acids) which are permeable toward ions and hydtges. These (bio)particles are unceasingly
exposed to electrical/mechanical perturbations, that the physicochemical properties of
(bio)interphases, developed by (bio)particles wlith medium, evolve continuously. (Bio)interphases
are thus not necessarily at equilibrium during rfiaigial processe®.g. electrostatic interactions,
complexation with metallic contaminants. Under suechcontext, we evaluated theoretically at
equilibrium the electrostatic interaction energyween soft multilayered (bio)particles with arbitra
sizes and charge densities. We then determinednibect of non- equilibrium electric properties of
soft ligand polymeric (bio)films on their abilityp tform complexes with metals. The aim of the last
theoretical model developed here is to analyze diggamics of multilayered heterogeneous
(bio)interphases in both equilibriuamd non-equilibrium regimes. Finally we analyzed atigrium,

by coupling AFM and microelectrophoresis measurdmemechanical and electrical properties of
bacterial straind€Escherichia colithat specifically express (or not) different sudastructuresli,
fimbriag, adhesin Ag43). All these studies highlighted tieeessity to integrate for the analysis of
(bio)particles reactivity with their surrounding diem (i) a close representation of soft (bio)pdesc
(mechanical and hydrodynamic softness, spatiakbgémeity of the soft material) and (ii) the impact
of spatiotemporal dynamics of (bio)interphaseshengrocesses governing their reactivity.

Key words : soft particles — electrostatic interaction — niatatomplexation -Escherichia coli—
Atomic Force Microscopy — non-equilibrium regimelectrodynamics
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