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Description du produit

SPlasH & Co a réalisé des expériences de laboratoire visant a comprendre l'importance du
processus de bio-fouling sur la dispersion des microplastiques dans la colonne d'eau. Les
activités se sont déroulées en paralléle dans les laboratoires de I'Université de Génes et de
I'Université de Toulon. Ce produit présente le compte-rendu technique de ce qui a été réalisé
et les résultats obtenus.

Descrizione del prodotto

SPlasH & Co ha realizzato esperienze di laboratorio relative alla comprensione dell'importanza
del processo di bio-fouling sulla dispersione delle microplastiche nella colonna d'acqua. Le
attivita si sono svolte in parallelo nei laboratori dell'Universita di Genova e dell'Universita di
Tolone. Questo prodotto presenza il resoconto tecnico di quanto e stato realizzato e dei risultati
ottenuti.

1. INTRODUCTION

Les débris plastiques dans I'environnement marin sont une préoccupation croissante en raison
de leur impact négatif sur la vie marine, les habitats et les utilisations humaines de |'océan
(Galgani et al., 2015). Les macro (>25 mm), méso (5-25 mm) et microplastiques (<5 mm)
représentent un certain nombre de menaces pour les écosystémes marins, notamment
I'enchevétrement, l'ingestion, le transport d'espéces envahissantes et la modification de
I'habitat, et jouent un réle important dans le transport de produits chimiques toxiques (Derraik,
2002 ; Galloway et al.,, 2017 ; Kdhn et al,, 2020; Onrubia et al., 2021). Par conséquent, la
compréhension des processus qui déterminent le transport, la dispersion et I'accumulation des
débris plastiques dans les environnements marins est devenue un intérét émergeant
aujourd'hui.

Selon des estimations récentes, la quantité de débris plastiques dans les océans est 100 fois
supérieure a la quantité de débris flottants, malgré la flottabilité de la plupart de ces matériaux.
L'un des mécanismes pouvant expliquer cette différence est le bio-encrassement, puisque les
débris plastiques deviennent un substrat de plus en plus courant pour les organismes marins
(Thompson et al., 2009; Andrady, 2011 ; Subias-Baratau et al., 2022). La croissance par bio-
encrassement se produit lorsque des micro-organismes, des plantes et des animaux se fixent
et se développent a la surface des débris plastiques. La présence de bio-salissures peut
modifier de maniére significative les propriétés physico-chimiques des débris plastiques, y
compris les vitesses de sédimentation terminale et de remontée, favorisant ainsi la migration
verticale des débris plastiques (Cdzar et al., 2014).
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L'effet de I'encrassement biologique sur les vitesses terminales des débris plastiques dépend
de plusieurs facteurs, notamment du type et de la quantité de matériel biologique, de la
densité, de la forme et de la taille des débris plastiques et des propriétés physiques de
I'environnement aquatique. D'une maniére générale, lorsque les débris plastiques sont
colonisés, le bio-encrassement ou le bio-fouling, leur densité moyenne augmente, ce qui affecte
leur vitesse terminale et leur mode de transport, qui peut se faire a la surface, sur le fond ou
dans la colonne d'eau, et donc leur distribution et leur destination (Ye et Andrady, 1991 ;
Chubarenko et al., 2016 ; Fazey et Ryan, 2016). Si le taux de sédimentation augmente de
maniere significative, les débris plastiques peuvent se déposer prés du point de rejet,
probablement dans la zone subtidale ; si I'augmentation est faible, les débris plastiques
peuvent voyager avec les courants pendant toute la durée de la sédimentation (Chubarenko et
al., 2016).

Peu d'études ont abordé expérimentalement I'effet de bio-fouling sur certains types spécifiques
de débris plastiques : les macroplastiques flottants, tels que les sacs en plastique, les
applicateurs de tampons ou les ballons (Ye et Andrady, 1991) ; les macro- et mésoplastiques
flottants bidimensionnels (2D) (Fazey et Ryan, 2016) ; et les micropellets flottants et non
flottants (Kaiser et al., 2017). En outre, Chubarenko et al. (2016) ont analysé le bio-fouling sur
des microplastiques de différentes densités, formes et tailles en utilisant des modeles
physiques simplifiés et des considérations géométriques. Les résultats de toutes ces études
suggérent les aspects suivants.

l) Le bio-fouling répond a un processus cyclique. Les débris flottants peuvent se coloniser
rapidement et finir par couler, atteignant le fond ou restant dans la colonne d'eau, ou se
produisent le désencrassement et la remise en suspension des débris.

Il) La capacité du bio-fouling a faire couler plus ou moins les débris dépend du type de
débris plastique et du type de communauté qui se développe a sa surface. Par exemple,
la colonisation bactérienne est typique des microplastiques, tandis que les macro-
organismes tels que les moules bleues peuvent se développer sur des débris plus
importants.

[11) En outre, pour des débris plastiques de méme densité et de méme forme, une relation
a été établie entre la taille du matériau et le temps de colonisation nécessaire pour qu'il
coule. Plus la taille du plastique est petite, plus le bio-fouling se développe rapidement
jusqu'a ce que la densité atteigne celle de I'eau et que le plastique coule.

Bien que certaines études aient analysé l'effet de bio-fouling sur les vitesses terminales des
débris plastiques, I'ampleur et la direction de |'effet peuvent varier en fonction de plusieurs
facteurs, tels que le type d'organisme, les propriétés de surface des débris plastiques et les
conditions environnementales. Des recherches expérimentales supplémentaires sont donc
nécessaires pour mieux comprendre les interactions complexes entre les débris plastiques et
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les organismes marins, ce qui permettrait d'améliorer les modeles prédictifs du transport des
débris plastiques.

L'objectif de I'étude menée par SPlasH & Co était d'améliorer la compréhension de I'effet induit
par le bio-fouling sur les vitesses terminales de remontée et de sédimentation de nouveaux
types de débris plastiques dans les eaux calmes. Une nouvelle série d'expériences en
laboratoire a été réalisée pour évaluer la croissance de I'encrassement biologique et son effet
sur la flottabilité de types tres différents de débris plastiques, en termes de densité (flottant et
non flottant), de taille (micro, méso et macro-dimensions), de forme (irréguliere, sphérique,
cylindrique et plate) et de flexibilité. Parmiles matériaux pris en compte, on trouve les masques
de différents types utilisés lors de la pandémie de Covid-19, afin d'étudier ce qu'il advient d'un
masque lorsqu'il se retrouve dans la mer et comment il se comporte dans la colonne d'eau
lorsqu'il est recouvert par des organismes.

2. METHODOLOGIE

2.1 TESTS EFFECTUES A GENES

Cette section décrit les principales caractéristiques des matériaux plastiques utilisés au cours
des expériences, ainsi que les procédures utilisées pour incuber le bio-fouling et mesurer les
vitesses terminales.

Matériaux plastiques sélectionnés

Les matériaux plastiques étudiés comprennent 10 types de déchets plastiques (Figure 1) de
densité, de forme et de taille différentes, car ces caractéristiques définissent leur flottabilité,
c'est-a-dire leur position dans la colonne d'eau et, par conséquent, les mécanismes de transport
auxquels ils sont soumis (Chubarenko et Stepanova, 2017). Il est intéressant de comprendre
comment le bio-fouling affecte la flottabilité d'éléments aussi divers que les macro- et
mésodimensions flottantes et les microplastiques flottants et non flottants. Parmi les macro-
et mésodimensions, les cotons-tiges creux et ouverts sont analysés, ainsi que deux types de
masques, chirurgicaux et FFP2, en raison de leur présence significative et croissante dans
I'environnement marin (Mourgkogiannis et al., 2018 ; De-la Torre et Aragaw, 2021).
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Figure 1 : Matériaux plastiques étudiés. Notez I'échelle dimensionnelle différente des gabarits
P9 et P10 par rapport au reste des éléments.

La Figure 1 et le Tableau 1 présentent les principales caractéristiques de ces matériaux, a savoir:
le type de matiere plastique et sa densité spécifique (pp) ; les axes plus longs (a), intermédiaires
(b) et plus courts (c) ; la taille moyenne définie par le diamétre nominal (Dn= % (a-b-c) ) ; et la
forme représentée par le "facteur de forme de Corey" sans dimension (csf=c/v(a-b)), ou csf
prend des valeurs de 1 pour les spheres parfaites et proches de 0 pour les formes en 2D (Corey,
1949).
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Tableau 1. Principales caractéristiques des plastiques étudiés : densité spécifique (pr) ; axes le
plus long (a), intermédiaire (b) et le plus court (c) ; taille moyenne (Dy) ; facteur de forme de
Corey (csf) et classe de débris plastiques.

Plastiques ?I:g/m 3 a (mm) b (mm) [c(mm) D, (mm) [csf(-) |Classe

P1 PP 915 10.0 10.0 10.0 10.0 1.00 mésodimensions
P2 PP 915 5.0 5.0 5.0 5.0 1.00 mésodimensions
P3 HDPE 970 4.7 4.7 2.0 3.5 0.43 micropellet

P4 ABS 1030 4.0 3.0 2.0 2.9 0.58 micropellet

P5 Nylon-PA 1130 3.0 2.0 1.0 1.8 0.41 micropellet

P6 LDPE 910 4.9 4.9 0.07 1.2 0.01 microfilm

P7 PVC 1340 4.9 4.9 0.15 1.5 0.03 microfilm

P8 PP (cotton fioc) (950 73.0 3.0 3.0 8.6 0.20 mésodimensions
P9 Masque chir. 380 175.0 1[95.0 15 28.4 0.01 macrodimensions
P10 |Masque FFP2 1450 155.0 |105.0 2.5 35.5 0.02 macrodimensions

Incubation du bio-fouling

Le processus d'incubation du bio-fouling a duré trois mois, du 5 septembre au 6 décembre 2022,
et a combiné la croissance naturelle avec la croissance forcée ou assistée par des nutriments.
Le processus d'incubation et la préparation des échantillons pour les mesures ultérieures de la
vitesse terminale sont décrits ci-dessous. L'échantillonnage a été effectué en six instants (tj)
pour tenir compte des différents taux de croissance biologique.

Du 5 septembre au 24 octobre, les matériaux plastiques ont été immergés dans de |'eau de
mer d'une densité (pw) d'environ 1 026 kg/m? et maintenus a une température comprise entre
19 et 20 °C. L'éclairage n'était pas direct, mais artificiel et pas particulierement intense, et la
température de l'eau de mer a été maintenue a un niveau constant. Des aérateurs
maintenaient les systemes oxygénés et en léger mouvement. Dans ces conditions d'incubation,
trois échantillons ont été prélevés apres 2 (t1 : 19 septembre), 4 (t2 : 3 octobre) et 6 (t3: 17
octobre) semaines pour mesurer les vitesses terminales.

Du 24 octobre au 7 novembre, le systeme a été forcé en ajoutant des nutriments inorganiques
et du glucose pour simuler un environnement hétérotrophe. Ainsi, la matiére organique s'est
développée rapidement dans l'eau et sur les matériaux plastiques et le quatrieme
échantillonnage a été effectué (t4 : 7 novembre).
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A partir du 7 novembre, les matériaux restants ont suivi deux voies différentes pour les deux
derniers échantillonnages. Une moitié a été laissée dans le réservoir d'origine, ou il ne restait
cependant plus qu'un quart du volume d'eau, et les trois autres quarts ont été remplacés par
de I'eau de mer neuve. Nous avons ainsi simulé un systeme toujours hétérotrophe, mais moins
riche en matiére organique ; cinquiéme prélevement apres deux semaines (t5: 21 novembre).
L'autre moitié a été transférée dans un nouveau réservoir contenant 100 % d'eau de mer
propre et exposée a une lumiere continue et a d'autres nutriments pour favoriser la
composante photoautotrophe ; sixieme échantillonnage apres quatre semaines (t6 : 6
décembre).

Pour chaque instant d'échantillonnage, la densité des hydrates de carbone (pCH) a été
mesurée, car les variations de ces densités sont utilisées comme indicateur de la consistance
de I'encrassement biologique. Plus ces valeurs sont élevées, plus le développement du bio-
fouling est important.

Expériences sur la vitesse terminale

Le matériel échantillonné a été prélevé dans des récipients remplis d'eau dans le bassin
d'incubation et stocké dans un réfrigérateur a une température de 4°C pendant moins de 12
heures avant les expériences sur la vitesse terminale. Cela a permis de préserver les salissures
biologiques et de contréler les bulles d'air. Les vitesses terminales de remontée et de
sédimentation (wr,s ; ou r et s se réferent respectivement a la remontée et a la sédimentation)
en eau calme ont ensuite été évaluées pour chaque matériau plastique dans un réservoir de
50 x 50 x 50 cm3 rempli d'eau de mer a une hauteur de 46 cm (figure 2). Les vitesses terminales
ont été évaluées pour les conditions de croissance des salissures biologiques suivantes : sans
croissance des salissures biologiques (t0) et aprés chaque échantillonnage (t1, t2, ..., t6). L'effet
des différentes phases de croissance a été quantifié en comparant les mesures de vitesse a
chaque tj par rapport a t0. La densité et la température étaient les mémes que celles utilisées
pendant l'incubation avec pw autour de 1026 kg/m? et des températures entre 19 et 20°C.

Dans les conditions initiales, les matériaux flottants ont été déposés au fond du réservoir,
tandis que les objets non flottants ont été placés légeérement en dessous de la surface de I'eau
pour éviter les effets de tension superficielle. Ensuite, le temps nécessaire au matériau
plastique pour parcourir 46 cm de la colonne d'eau a été enregistré a I'aide d'une caméra, en
écartant les 10 cm les plus bas et les 10 cm les plus hauts de la colonne d'eau pour calculer la
vitesse terminale des objets flottants et non flottants, respectivement.

Dans cette étude, un minimum de 40 mesures de vitesse ont été prises pour évaluer la vitesse
terminale moyenne de chaque matiére plastique. Une mesure par objet a été prise pour les
matériaux P3 a P7 car plus de 40 objets par tj étaient disponibles ; cependant, seuls 2 objets
par tj étaient disponibles pour les matériaux P1 et P2, 5 objets par tj pour P8 et 3 objets par tj

6 La cooperazione al cuore del Mediterraneo
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pour P9 et P10. Dans ces cas, les éléments disponibles pour chaque matériau d'essai ont été
utilisés pour mesurer les vitesses terminales 40 fois.

L'appareil photo Canon EOS 40D a été utilisé pour suivre les positions du plastique a l'aide
d'images enregistrées a une vitesse de 22 fps et une résolution de 1280 x 720 pixels. Le point
central de |'objectif de I'appareil photo a été placé a 50 et 26 cm de la paroi avant et du fond du
réservoir, respectivement, afin de couvrir I'ensemble de la trajectoire des débris de plastique.
Apres étalonnage de la caméra et post-traitement de l'image en appliquant des techniques
d'analyse d'image basées sur le code MATLAB, la vitesse terminale de chaque matériau testé a
été obtenue.

50 x 50 x 50 c‘[_n3

Figure 2 : Réservoir pour la mesure de la vitesse terminale.

2.2 TESTS EFFECTUES A TOULON

Matiéres plastiques sélectionnées

Trois types de masques commerciaux en polypropyléne ont été choisis pour cette étude :
masque chirurgical composé de 3 couches, masque FFP2 (le plus largement utilisé pendant la
période de Covid), et masque lavable.
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Ces masques ont été insérés en plusieurs exemplaires dans des bouteilles préalablement
percées, elles-mémes placées dans des cages en acier galvanisé. La cage a ensuite été
immergée dans un site de la Rade de Toulon, au site IFREMER (La Seyne sur mer). A intervalles
de temps régulier (1 semaine, 2 semaines, 1 mois et 2 mois), un masque de chaque type a été
retiré de sa bouteille et utilisé pour les analyses inhérentes au projet. Nous avons mené deux
expériences d'immersion, une au moment ou les eaux sont froides (Février a Avril 2023) et la
seconde au moment ou les eaux se réchauffent (Avril a Juin 2023). Par ailleurs, pour les
masques chirurgicaux, une série a été immergée pendant 10 et 12 mois, au méme lieu
d'immersion. Apres récupération, chaque masque a été coupé en morceaux de 3x2.5cm, avec
beaucoup de précaution pour ne pas abimer le biofilm.

\ / Bottles in galvanic cage
N

Imersion Colonized masks

Figure 3. Dispositif dimmersion utilisé.

Des micro-cylindres de polystyrene (3.63 + 0.05 mm) ont également été utilisés. Comme pour
les masques, ils ont été placés dans des bouteilles préalablement percées. Les trous devant
étre adéquats pour que I'eau circule sans laisser échapper les microplastiques, les bouteilles
ont régulierement été remplacées dans la cage d'immersion pour éviter que les salissures
marines n'occultent les trous. Les micro-cylindres ont été immergé sur plusieurs séries : d'avril
a novembre 2022, tout le mois de décembre 2022 et tout le mois de mars 2023.

8 La cooperazione al cuore del Mediterraneo
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Incubation du bio-fouling

Le site choisi est un site qui sert de point d'immersion pour plusieurs projets en lien avec les
microplastiques, équipé d’'une station météo.

Musee Balaguier =

TAMARIS

Figure 4. Lieu dimmersion.

Selon le Programme des Nations unies pour l'environnement (PNUE), la Méditerranée est
reconnue comme l'un des 25 points chauds de la biodiversité dans le monde. Son écosysteme
marin est tres diversifié et abrite environ 4 a 18 % de la biodiversité mondiale. Dans cette zone,
les eaux cOtieres peu profondes de la Méditerranée abritent des especes clés et des
écosystemes sensibles, notamment des herbiers marins et des assemblages de coralligene. Ces
zones jouent un role crucial dans la biodiversité de la région. En outre, les eaux profondes de
la Méditerranée abritent une faune unique et fragile, qui ajoute a la richesse et a I'importance
globales de I'écosystéme marin (PROGRAMME DES NATIONS UNIES POUR L'ENVIRONNEMENT,
2023). Dans ce contexte, la région méditerranéenne connait une grande amplitude thermique
entre les saisons, avec des hivers froids et rigoureux et des étés chauds, ce qui en fait un lieu
intéressant pour observer les tendances saisonnieres (Li et al., 2012).

Les informations relatives a la température de 'eau ont été obtenues sur le site htm-net (Fig.
5). Cette comparaison visait a mieux comprendre I'impact des températures sur la formation et
la composition du biofilm se développant sur les différents types de masques.

9 La cooperazione al cuore del Mediterraneo
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Figure 5. Température moyenne de I'eau de mer sur la durée d'immersion, au site et
profondeur de I'immersion (data obtenues sur htm-net).

Traitement et analyse du bio-fouling

Loupe binoculaire

Les loupes binoculaires (Nexius zoom, Euromex, Netherlands) ont été utilisées avec un
grossissement de x6.5 a x55, de facon a observer et enregistrer la formation du biofilm a la
surface des masques.

Microscope électronique a balayage

Les analyses ont été faites par un TM4000 plus (Hitachi, Japan), avec un voltage de 5 et 15 kV,
en mode électrons réfléchis (BSE) et électrons secondaires (SE).

Laser confocal

Le microscope confocal LSM800 (Zeiss, Allemagne) utilisé est équipé d'un module laser URGB
375 nm, d'objectifs de haute qualité (10x et 20x air) et de 32 détecteurs GaAsP sensibles.
L'analyse a été effectuée en mode spectral, en mode de balayage de tuiles et en mode canal.
Le comptage des pixels fluorescents a été effectué a I'aide du logiciel Fiji (Image)).
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Estimation de la biomasse par cristal violet

Les petits morceaux de masques ont été placés dans une microplaque a 24 puits. Ensuite, ils
ont été rincés trois fois avec 2mL de solution de NaCl (8g L"). Ensuite, la microplaque a été
incubée a 35°C pendant 15 minutes. Le temps de séchage a été ajusté en fonction de 'humidité
restante dans les puits, jusqu'a ce que les plastiques soient secs.

Ensuite, 2 ml de cristal violet a 0,01 % ont été ajoutés a la microplaque. La plaque a ensuite été
incubée dans l'obscurité, recouverte d'une feuille d'aluminium et agitée doucement a 120 rpm
pendant 15 minutes a 20°C. Le cristal violet a été enlevé et |'étape de rincage décrite
précédemment a été répétée. Au cours du troisieme rincage, on s'est assuré que la solution de
NaCl ne présentait plus de couleur violette. Une fois rincée, la microplaque a été laissée a sécher
a l'air a température ambiante pendant 30 minutes.

Ensuite, 400pL d'éthanol a 95 % ont été ajoutés a la microplaque, en veillant a ce que les
matiéres plastiques soient entierement immergées. La microplaque a été doucement agitée a
120 rpm pendant 10 minutes a 20°C. Enfin, 200pL d'éthanol ont été transférés dans une
microplaque a 96 puits, et I'absorbance a été mesurée a 595 nm.

Analyses ADN

L'ADN contenu dans les biofilms qui se sont développés a la surface des masques a été extrait
a l'aide du kit DNeasy PowerBiofilm (Qiagen, Allemagne). Des triplicats des masques
sélectionnés ont été directement placés dans les tubes ‘Power biofilm’ contenant des billes en
verre et céramique qui constituent la premiére étape du kit. Les échantillons ont ensuite été
traités selon les instructions du fabricant. Une extraction a blanc a également été réalisée en
parallele.

Les concentrations d'ADN ont été analysées a I'aide d'un spectrophotométre NanoDrop® 1000
(ThermoScientific, Etats-Unis), pour mesurer la concentration et la pureté des échantillons
d’ADN. L'ADN extrait a été conservé a -80 °C pour utilisation ultérieure.

Des PCR (Polymerase Chain Reaction) ont été réalisées dans le but d'amplifier certaines régions
spécifiques de 'ADN extrait afin d’en obtenir une quantité suffisante pour les séquencer.

Détermination des vitesses de chute

Les vitesses de sédimentation des masques ont été déterminées a l'aide d'un systeme dédié
(Fig. 6), composé d'une caméra de haute précision et d'une colonne remplie d'eau de mer. Les
pieces ont été placées a la surface de I'eau de mer et leur chute a été enregistré a l'aide d'images
a haute résolution. Pour chaque masque, 50 répliquats ont été réalisés. Pendant |'expérience,
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la caméra haute fréquence capture les plastiques qui coulent, ce qui permet de calculer les
vitesses de chute en mm. s avec une trés grande précision.

Figura 6. Dispositif de détermination des vitesses de chute.

3. RESULTATS OBTENUS
3.1 RESULTATS OBTENUS A GENES

Cette section décrit les résultats obtenus sur la croissance du bio-fouling sur les différents
matériaux étudiés, ainsi que son effet sur les vitesses terminales.
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Croissance du bio-fouling

La Figure 7a montre I'évolution de la densité des glucides (ApCH) par rapport a l'instant initial
t0, c'est-a-dire I'évolution de la consistance de I'encrassement biologique, pour chacun des
débris plastiques analysés a chaque instant. Il est a noter que les mesures a t1, t3, tO et t6 ne
sont pas disponibles pour les matériaux P1, P2, P7 et P9 respectivement. Pour les conditions
d'incubation utilisées dans ces expériences, la tendance générale indique une croissance de la
bio-salissure a partir du temps initial t0 jusqu'a t4, ou le développement maximal dd aux
nutriments ajoutés se produit. Ensuite, une décroissance de pCH est observée en raison de la
dilution de la concentration en nutriments. Ce comportement est en accord avec les résultats
d'études antérieures, telles que Ye et Andrady (1991), qui décrivent des phases consécutives
d'encrassement et de désencrassement impliquant des matériaux plastiques.

Une croissance moyenne de la densité autour de 1 pg/cm? a été mesurée, atteignant des
maxima autour de 1,5 et 3,5 ug/cm? pour tous les plastiques sauf le P8. C'est dans le P8, qui est
constitué d'ouate, que la croissance maximale du pCH se produit, probablement en raison de
sa forme allongée, creuse et ouverte. Les changements de densité moyenne dans P8 sont
proches de 2 pg/cm? et atteignent 4,5 pg/cm? a t4. Le panneau " b " de la figure 7 montre la
croissance moyenne du bio-encrassement, estimée comme la densité moyenne a laquelle les
hydrates de carbone augmentent leur concentration, par rapport au diametre nominal de
chaque matériau. En accord avec les études précédentes, une plus grande croissance du bio-
fouling est associée au matériau le plus petit, bien que I'on observe un comportement différent
pour les micro, méso et macroplastiques (Hidalgo-Ruz et al., 2012 ; Chubarenko et al., 2016).

En outre, deux tendances principales de croissance des bio-salissures sont observées : une avec
une pente plus faible décrivant le comportement des matériaux P1 a P7 (bien que P4 s'écarte
de ce comportement), c'est-a-dire tous les microplastiques et les mésoplastiques P1 (ligne
bleue en pointillés), et une autre avec une pente plus forte expliquant le comportement des
matériaux plus grands, qui sont les cotons-tiges (P8) et les masques (P9 et P10) (ligne noire en
pointillés). Ce comportement différent peut s'expliquer par le fait que différentes
communautés peuvent se développer sur des débris de tailles différentes. Comme le suggerent
des études antérieures, telles que Andrady et al. (2011) ou Kaiser et al. (2017), les
microplastiques peuvent étre fortement colonisés par des micro-organismes tels que des
bactéries ou des microalgues, tandis que des organismes plus grands peuvent se développer
dans les méso- et macroplastiques et favoriser une concentration biologique plus élevée. Dans
le panneau "c" de la Figure 7, le bio-encrassement adhérant au macromatériau P10 peut étre
observé a I'ceil nu, alors que dans d'autres €léments, cette croissance n'est pas aussi facilement
identifiable. Ces tendances de bio-encrassement modifient les taux terminaux de
remontée/sédimentation des plastiques.
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Figure 7. Développement de I'encrassement biologique dans chaque matériau plastique (Pi) :
a) Evolution de la densité des hydrates de carbone en fonction de t0 (ApCH). Les points bleus
et les losanges blancs représentent respectivement les variations de la moyenne et de I'écart-
type des densités. Les lignes grises en pointillé représentent les changements de densité
minimum, moyenne et maximum pour les 10 types de débris plastiques ; b) développement
moyen du bio-salissure en fonction de Dy ; et ¢) exemple de bio-salissure sur un masque FFP2
(matiere plastique P10).

Modifications de la vitesse terminale

La Figure 8 montre les fonctions de densité de probabilité (PDF) des vitesses terminales de
montée/sédimentation des matiéres plastiques étudiées en laboratoire a I'instant t0. Les signes
mathématiques positifs (couleur bleue) et négatifs (couleur rouge) se référent aux vitesses
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d'ascension et de sédimentation des matériaux flottants et non flottants, respectivement. Par
conséquent, les vitesses médianes suivantes et leurs écarts types sont obtenus pour chaque Pi
: 18,45+0,52 cm/s (P1) ; 14,02+0,34 cm/s (P2) ; 5,19+0,19 cm/s (P3) ; -1. 89+0.10 cm/s (P4) ; -
6.00+0.17 cm/s (P5); 0.70+0.09 cm/s (P6) ; -2.45+0.06 cm/s (P7) ; 3.84+0.16 cm/s (P8) ; 7.66+0.52
cm/s (P9) et 5.88+0.66 cm/s (P10). Les écarts a la moyenne pour les matériaux rigides (tous les
Pi sauf P6, P9 et P10) sont toujours inférieurs a 5%, alors que les matériaux souples
(microplastique P6, mais aussi masques P9 et P10) présentent des écarts plus importants, entre
7% et 12%. En outre, il convient de souligner que certains mouvements secondaires sont
perceptibles lors de la mesure des vitesses terminales des macro- et mésoplastiques. Les
mouvements secondaires classés de la plus forte a la plus faible intensité correspondent a P10,
P1 et P2. En outre, P9 tourne d'abord sa position de 180° et effectue ensuite une ascension
verticale vers la surface de |'eau.
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Figure 8. Fonctions de densité de probabilité (PDF) des vitesses terminales expérimentales de
montée/sédimentation (wr,s) a t0. Les couleurs bleu/rouge correspondent aux vitesses
d'ascension/sédimentation des matériaux flottants/non flottants.

Ces vitesses terminales initiales sont modifiées par la croissance de I'encrassement biologique,
comme le montre la Figure 9. Les changements dans les vitesses terminales sont générés en
réponse aux modeles d'encrassement et de désencrassement illustrés a la Figure 7a. En
général, a I'exception de P8, la croissance du bio-encrassement augmente la densité moyenne
des matériaux plastiques et produit une augmentation négative/positive des vitesses
terminales de remontée/de désencrassement.
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Figure 9. Distributions des vitesses terminales expérimentales (wr,s) de chaque Pi aux instants
tj; les nombres a l'intérieur des panneaux indiquent I'augmentation relative de la vitesse
terminale médiane par rapport a tO (pas de croissance du bio-salissure). Notez les différentes
échelles de l'axe y.
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La vitesse ascendante initiale des sphéres flottantes P1 (Dn = 10 mm ; csf=1; ws® = 18,45 cm/s)
est réduite d'environ 4 et 5 % aux instants t2 et t3, respectivement, ce qui coincide avec le
maximum de ApCH mesuré sur ce matériau plastique, qui approche 1,5 et 2,0 pg/cm?. Aux
autres instants, aucun changement significatif de bio-encrassement n'a été enregistré qui
pourrait modifier la condition de vitesse terminale. Dans P2 (Dn =5 mm; csf = 1; ws® = 14,02
cm/s), qui a la méme forme et la méme densité que P1 mais qui est plus petit, les changements
de vitesse commencent a étre significatifs a t3 pour ApCH autour de 0,5 pg/cm?, réduisant de 6
% par rapport a sa valeur initiale. La réduction maximale oscille autour de 9 %, est atteinte a t4
et se maintient a t5, lorsque I'augmentation des glucides dépasse 2 pg/cm?. La réduction de la
vitesse terminale de P3 (Dn = 3,5 mm ; csf = 0,43 ; ws = 5,19 cm/s) est de 13 % a partir de t1 et
se maintient autour de cette valeur pendant le reste de tj, avec ApCH entre 0,2 et 3,5 pg/cm?,
Un phénomeéne similaire se produit a P4 (Dn = 2,9 mm ; csf = 0,58 ; ws® = -1,89 cm/s), avec une
augmentation positive du taux de sédimentation initial d'environ 10 % a partir de t1, lorsque la
densité des glucides dépasse 0,2 pg/cm?.

L'effet du bio-fouling sur les vitesses de sédimentation de P5 (D, = 1,8 mm ; csf = 0,41 ; ws®= -
6,00 cm/s) est inférieur a 3 % quel que soit le degré de développement biologique a la surface
de ce matériau, qui varie entre 0,4 et 2 yg/cm?® Aucun changement significatif n'est observé
dans les vitesses terminales de P6 (D, = 1,2 mm ; csf ~ 0; ws®= 0,70 cm/s), sauf au moment de
la plus forte concentration de bio-salissures en t4 (ApCH > 3 pg/cm?) ou les changements de
vitesse sont de 7 %. Le ApCH est toujours inférieur a 0,5 pg/cm? dans les autres temps testés
pour P6. Il n'y a pas non plus de changements significatifs dans les vitesses pour P7 (D, = 1,5
mm ; csf ~ 0; ws'®=-2,45 cm/s), atteignant seulement un changement de 3 % a t4, lorsque le
développement biologique est a son maximum (ApCH proche de 2 pg/cm?). Le comportement
du matériau flottant P8 (D, = 8,6 mm ; csf = 0,2 ; ws® = 3,84 cm/s) est significativement différent
de celui des autres matériaux étudiés. Le P8 est le matériau dans lequel la croissance de la bio-
salissure est la plus importante et cette croissance génére des vitesses ascendantes plus
élevées, contrairement aux autres matériaux flottants. Ce comportement peut s'expliquer par
la forme allongée, creuse et ouverte du P8. Comme nous l'avons décrit, nous nous sommes
assurés pendant les expériences que les cavités et les pores des matériaux étaient remplis
d'eau. Au début des expériences, I'eau occupait la totalité du trou intérieur de P8 ; cependant,
le développement de I'encrassement biologique a eu lieu a la fois dans les zones extérieures et
intérieures du coton-tige. Par conséquent, l'encrassement biologique entraverait
progressivement l'entrée de l'eau au coeur de la P8, réduisant sa densité moyenne et
augmentant sa vitesse terminale. La variation maximale est de I'ordre de 17 % a l'instant du
développement biologique maximal (ApCH est proche de 4 pg/cm? a t4).

En ce qui concerne la masque chirurgical P9 (D, = 28,4 mm ; csf ~ 0 ; ws® = 7,66 cm/s), C'est le
matériau qui subit la plus forte variation de sa vitesse terminale, se réduisant d'environ 38 % et
48 % lorsque ApCH est supérieur a 2 pyg/cm? (t4) et 2,5 pg/cm? (t5), respectivement. Enfin, le
masque P10 (D, = 35,5 mm ; csf ~ 0 ; ws® = 5,88 cm/s) présente la plus forte réduction de sa
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vitesse de remontée de 20 % pour des développements de bio-salissures supérieurs a 3 pg/cm?
at4.

En résumé, la mesure dans laquelle le bio-encrassement affecte les vitesses terminales des
débris plastiques dépend des caractéristiques intrinséques de ces matériaux, telles que la
densité, la taille, la forme, la porosité ou la flexibilité. C'est ce que montre la figure 10, qui illustre
I'évolution des vitesses terminales en fonction de I'augmentation de la densité des hydrates de
carbone pour chaque Pi. Les points gris dans le panneau 'a' sont les vitesses mesurées, les
points noirs représentent les vitesses médianes, et les lignes représentent l'ajustement de la
courbe entre les vitesses médianes et les changements dans le pCH moyen, avec R? supérieur
a 0,75 pour tous les matériaux. La forme de ces courbes, c'est-a-dire le taux de variation des
vitesses terminales, est différente pour chaque Pi et dépend de ses caractéristiques physiques.
Tous ces changements dans les vitesses terminales sont représentés dans les panneaux "b" et
"c" de la figure 10. Les marqueurs du panneau "b" représentent le diagramme de dispersion
des variations moyennes des vitesses terminales (Aws) exprimées en pourcentages et les
variations de la densité moyenne de biosalissure (ApCH) exprimées en différences absolues ;
ces marqueurs présentent différentes tailles et formes, telles que le cercle, I'étoile, le diamant,
la croix et le carré, et se réferent a la taille et a la forme des matériaux plastiques, a savoir :
sphére, balle, microfilm, coton-tige et masque de visage, respectivement. Les couleurs dans
lesquelles ces marqueurs sont affichés regroupent les matériaux en fonction de leur forme.
L'échelle grise est utilisée pour les spheres, I'échelle rouge pour les granulés, I'échelle bleue
pour les éléments 2D et la couleur verte pour la laine de coton. Les lignes pleines et pointillées
de ces couleurs sont les courbes d'ajustement pour les matériaux flottants et non flottants,
évidemment avec le méme R? que dans le panneau 'a'. Le panneau 'c' montre ces ajustements
de courbes sous forme de matrice, ou les matériaux plastiques sont classés de bas en haut, du
plus grand au plus petit csf (c'est-a-dire de la plus grande a la plus petite sphéricité), et D, est
indiqué pour chaque matériau afin de les classer en micro, méso et macro, délimités par des
lignes bleues en pointillés.
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Figure 10. Vitesse terminale sur les augmentations de la densité des glucides (wrs - ApCH) : (a)
diagrammes de dispersion et ajustements de courbes entre le w,s médian (cm/s) et le ApCH
(ug/cm?), (b) diagrammes de dispersion et ajustements de courbes entre les changements du
wrs Médian (%) et le pCH (ug/cm?), et (c) représentation matricielle des ajustements entre le
ApCH (ug/cm?) et le ApCH (ug/cm?).

La comparaison des mésoplastes sphériques P1 et P2 (csf = 1) montre un taux progressif de
changement de vitesse dans les premiers stades du développement biologique. Ces
changements sont similaires mais légérement plus élevés pour I'élément ayant le plus petit
diamétre, cependant, les deux taux seraient proches de 10 % par rapport aux vitesses initiales
lorsque la densité des glucides atteint des valeurs proches de 4 pg/cm?. Lorsque les matiéres
plastiques perdent leur sphéricité, comme les micropellets P3, P4 et P5 (csf ~ 0,5), le taux
maximal de variation de la vitesse est atteint avec de faibles augmentations de la densité de
bio-salissures, et la valeur de ce taux varie pour différentes tailles de débris plastiques. Pour
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P3, P4 et P5, on a constaté que ces valeurs étaient plus importantes pour des diametres
nominaux plus élevés. Une variation de prés de 3 % serait obtenue pour P5; 12 % pour P4, dont
le diametre nominal est supérieur de 60 % ; et 13 % pour P3, dont le diamétre nominal est
supérieur de 90 % a celui de P5. Ceci n'est pas en contradiction avec les résultats de I'expérience
de terrain, expérimentale ou analytique, obtenus par Hidalgo-Ruz et al. (2012), Chubarenko et
al. (2016) et Fazey et Ryan (2016).

Bien que ces études aient montré que le bio-encrassement se développe plus rapidement dans
les petits débris et coule donc plus tét que dans les grands débris, les panneaux 'b' et 'c' de la
figure 10 représentent des changements dans les vitesses terminales pour la méme croissance
biologique, qui peuvent toutefois s'étre produits a des moments différents (voir figure 7a). Cela
impliquerait une plus grande quantité de bio-salissures en termes absolus dans les boulettes
de plus grande surface, ce qui pourrait avoir une plus grande influence sur leurs vitesses
terminales. Comme déja mentionné, le comportement du coton-tige P8 (csf ~ 0,2) est
significativement différent du comportement des autres matériaux étudiés, observant des
augmentations de 20 % de leurs vitesses de montée initiales pour des croissances de bio-
encrassement de 4 ug/cm?. Dans les matériaux bidimensionnels, tels que les microplastiques
P6, P7 et les masques P9, P10, des changements graduels de leurs vitesses terminales se
produisent, méme avec des taux plus élevés pour les éléments plus grands et plus flexibles.
Avec ces tendances, on s'attend a des changements d'environ 10 % par rapport a la vitesse
initiale pour P6 et P7, 20 % pour le masque rigide P10 et pres de 80 % pour le masque souple
P9, avec des ApCH de 4 pg/cm?.

Compte tenu de ces résultats, il est confirmé que la forme des débris plastiques est un
parametre important qui influence fortement les vitesses terminales des débris plastiques et
pourrait déterminer si le bio-encrassement modifie leur comportement de flottant a non
flottant. Par exemple, si les tendances induites par le bio-encrassement sur les vitesses
terminales des flotteurs P1, P9 et P10 se poursuivent, ces matériaux pourraient éventuellement
couler.

3.2 RESULTATS OBTENUS A TOULON

Croissance du bio-fouling

Loupe binoculaire

La colonisation a pu étre mise en évidence au cours du temps (Tableau 2). Cette méthode de
suivi permet seulement une visualisation globale. Cependant, nous avons pu constater une
différence de colonisation avec la saison dimmersion, les eaux chaudes promouvant une
colonisation plus rapide et plus dense.
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Tableau 2 : Colonisation des 3 types de masque étudiés, mise en évidence par observation a la

loupe binoculaire.

Masque chirurgical Masque FFP2 Masque lavable

B

2
semaines

1 mois

2 mois

Microscope électronigue a balayage

Quelques exemples d'images obtenues par microscope électronique a balayage sont présentés
en Fig. 11. De facon conjointe a l'observation a la loupe binoculaire, un développement du
biofilm assez rapide a été mis en évidence. Nous avons pu montrer que ce développement été
initié dans les zones d'enchevétrement des fibres de PE.
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Figure 11. Exemples d'images obtenues par Miscroscopie électronique a balayage sur les
différents masques étudiés. L'échelle est mentionnée dans le coin gauche de chaque image.

Dans la Figure 11, il est possible d'observer la formation de structures allongées dans les figures
d et f, ainsi que la formation d'EPS a la surface des masques dans les Figures a, b, c et e.

Les structures allongées mentionnées pourraient étre des diatomées marines, qui s'installent
dans les parties les plus rugueuses du masque, comme la partie plate qui relie les fibres pour
former la structure du masque. Les diatomées sont des algues eucaryotes tres diverses dont la
paroi cellulaire est composée de silice. Cette classe d'algues est extrémement abondante et
représente environ 40 % de la productivité primaire de I'océan. Elles sont considérées comme
le principal composant de la flore marine en eau libre (Brinkmann et al., 2011).

Il convient de mentionner que ces structures n'ont pas été trouvées dans la zone superficielle
des fibres, ce qui indique une préférence pour l'installation dans des parties spécifiques. Tous
les masques étudiés (chirurgicaux, FFP2 et lavables) comportent a la fois des parties plates et
fibreuses. Ces organismes ont été trouves dans des études sur la formation de biofilms sur des
microplastiques dans des environnements marins, ce qui indique que les masques, bien que
plus grands que les microplastiques, présentent des tendances et des caractéristiques
similaires a celles des petits polymeres. Cela suggere que si les microfibres sont libérées des
masques, elles pourraient transporter ces organismes avec les microplastiques dans la colonne
d'eau (Ramsperger et al., 2020).

Dans le contexte des diatomées marines, le principal produit de la photosynthese de ces
organismes sont des EPS de faible poids moléculaire, ce qui peut étre corroboré, comme le
montre les images MEB. Toutefois, les résultats (en attente) sur le matériel génétique des
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biofilms pourront permettre de mieux comprendre les organismes qui colonisent les masques
de cette étude (Hofmann et al., 2009; Underwood et al., 2004).

Laser confocal

Pour les études liées a la microscopie confocale a fluorescence, des efforts ont été faits pour
développer une méthode visant a manipuler le moins possible I'échantillon et a éviter
l'utilisation de colorants chimiques dans les échantillons. Cette approche a permis d'optimiser
le temps d'analyse et de minimiser |'utilisation de substances. Dans I'équipement utilisé, divers
objectifs disponibles ont été testés, ainsi que différents lasers de différentes longueurs d'onde
pour obtenir I'excitation des substances d'intérét (telles que la chlorophylle). En outre,
différents modes d'imagerie ont été utilisés dans ce processus, tels que le tilescan (qui permet
I'acquisition de plusieurs images d'une région, formant une mosaique), le mode spectral (qui
permet 'acquisition des longueurs d'onde émises), et le mode canal (qui permet de fixer des
longueurs d'onde spécifiques et d'intérét pour obtenir des images avec des fausses couleurs)
(Table 3).

Table 3: Exemple d'images obtenues au microscope confocal avec un masque FFP2 immergé 2
semaines, 1 mois et 2 mois. Les couleurs correspondent a la région de fluorescence de la
chlorophylle a.
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Masque FFP2
2
semaines
1 mois
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2 mois

Ainsi, il est évident que la colonisation augmente au cours du temps.

Avec la microscopie confocal a balayage laser, il est possible de détecter une image
hyperspectrale sur la surface des masques immergeés, ou chaque pixel représente un spectre
d'émission de fluorescence. La Figure 12 montre un exemple d'image hyperspectrale d'un
masque chirurgical aprés 2 mois d'immersion. A partir de ces images, il est possible d'obtenir
différentes régions fluorescentes qui forment I'image globale grace a un mélange linéaire.

Les signaux de fluorescence peuvent étre expliqués comme une combinaison linéaire de
contributions provenant des fluorophores présents dans le volume observé. La déconvolution
linéaire est une technique utilisée pour séparer et identifier différents fluorophores dans une
image sur la base de leurs caractéristiques spectrales distinctes. En analysant les spectres
d'émission de chaque pixel, il est possible de déterminer la contribution de chaque composant
fluorescent et de générer des images séparées représentant leur distribution dans I'échantillon
(Dickinson et al., 2018; Zimmermann et al., 2014). En ce sens, il est possible de séparer les
principaux composants fluorescents et de les attribuer aux organismes qui ont colonisé le
masque.

La Figure 12 (a) montre les régions fluorescentes dans la premiere expérience (temps froid) et
la (b) la deuxieme expérience (temps chaud).
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Figure 12. Principales régions de fluorescence détectées sur les masques immergés en
période hivernale (a) et printaniere (b).

La région 1 correspond a la région de fluorescence de la chlorophylle a, qui se situe autour de
670 nm. Cette substance est présente dans une grande diversité d'organismes marins, tels que
les algues, les microalgues, les cyanobactéries et le phytoplancton, que I'on peut trouver dans
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le biofilm attaché a la surface de ces masques, car ils assurent la stabilité mécanique et la
protection contre les adversités environnementales et font partie du biofilm (Zheng et al., 2021).

La région 2 (deux pics a 570nm et 650nm) peut étre attribuée au microphytobenthos, qui est
défini comme un producteur primaire microscopique vivant en association avec des substrats
benthiques. Les microphytobenthos, également connus sous le nom de microalgues
benthiques, peuvent vivre en relation commensale ou symbiotique avec les macrophytes ou la
macrofaune. Cependant, le terme microphytobenthos se réféere spécifiquement aux
microalgues vivant en association avec des substrats inertes (Cahoon, 2019; Zacharioudaki et
al., 2022). En raison des caractéristiques des biofilms, qui contiennent un large éventail de
micro-organismes produisant une substance polymére extracellulaire (EPS), comme
précédemment mentionné, avec des polysaccharides, des acides nucléiques, des lipides et des
substances humiques (Vu et al., 2009), ils possedent un large éventail de groupes fluorophores
dans cette matrice, ce qui rend l'identification d'un groupe ou d'un composant spécifique de
I'EPS difficile.

Dans le cas de la région 3, une large bande de fluorescence peut étre observée dans toute la
région, avec une intensité plus élevée autour de 480 nm, ce qui peut indiquer des substances
présentant une complexité structurelle importante.

Il est donc possible de déterminer dans une zone spécifique la quantité de pixels fluorescents
et d'effectuer ainsi une analyse semi-quantitative de I'évolution de la colonisation du masque
par le biofilm, comme le montre la Figure 13.
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Figure 13. Décompte des pixels fluorescents sur les masques étudiés, immergés en période
hivernale (a) et printaniére (b).

La température est un facteur extrémement important pour le développement des biofilms,
car elle influence considérablement I'activité physiologiqgue des micro-organismes
(Sooriyakumar et al., 2022). Des études indiquent déja que la présence de biofilms est plus
abondante et diversifiée pendant les périodes plus chaudes, ce qui est crucial pour corréler la
présence de biofilms avec la température (Pinnel et al., 2019).

Sur ce point, les observations faites dans ces expériences sont cohérentes avec la littérature
existante, car pendant la période froide, ou la température moyenne a varié de 9,2 a 14,7 °C, la
colonisation du masque a varié de 0,4 a 7,1 % dans le PFF2, de 0,3 a 4,5 % pour le masque
lavable et de 0,1 a 18,8 % pour le masque chirurgical, tandis que pendant la période chaude,
ou la température moyenne allait de 17,7 a 23,5 °C, le masque PFF2 (de 2,2 a 27,8 %), le masque
lavable (de 1,9 a 35,9 %) et le masque chirurgical (de 1,9 a 21,8 %) présentaient une colonisation
plus élevée.

Il est également possible d'observer une stabilité de la quantité de pixels fluorescents entre les
échantillonnages de 1 mois et de 2 mois (4 et 8 semaines, respectivement) pendant la période
froide. En évaluant la température moyenne de cette période, ce paramétre a varié de 12,9 a
14,7 °C, soit une variation de 1,8 °C, ce qui constitue une explication possible.

28 La cooperazione al cuore del Mediterraneo
La coopération au cosur de la Méditerranée



4 .niterrey

s tomoren spqu
MARITTIMO-IT FR-MARITIME &Co

Fonds européen de développement régional
Fondo Europeo di Sviluppo Regionale

PRODUIT T1.2.1
Estimation de la biomasse par cristal violet

Avec cette méthode, il est possible de déterminer de facon quantitative la biomasse qui s'est
développée sur les masques immerges (Fig. 14).

Une analyse de variance a deux facteurs avec répétition (ANOVA) a été réalisée pour vérifier la
différence d'absorbance moyenne entre et parmi les échantillons. Dans la variation entre les
échantillons, qui prend en compte les prélévements des masques, le p <0,05 (1x10®), indique
qu'il y a une différence dans les moyennes d'absorbance entre les prélevements, ce qui
corrobore la croissance du biofilm.

Dans cette analyse entre les masques, un p<0,05 (0,007) a également été obtenu, indiquant une
différence statistique entre les moyennes. Il est possible d'observer que I'absorbance moyenne
du masque chirurgical (2,28) était plus élevée que celle du FFP2 (1,68) et des masques lavables
(1,57).

Une hypothese soulevée est que la structure du masque chirurgical en multi couche promeut
la colonisation, ce que nous avons observé visuellement avec la loupe.
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Figure 14. Détermination quantitative de la biomasse retrouvée sur les masques immergés
obtenue par coloration au cristal violet.

Ce fait est un indicateur intéressant de la maniére dont la conformation des masques, ainsi que
la facon dont ils sont introduits dans I'environnement, peuvent affecter la dynamique des
biofilms. Des études antérieures ont déja indiqué que diverses caractéristiques de surface sont
des facteurs décisifs pour la formation de biofilms, corroborant le fait que les masques ayant
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une plus grande surface, tels que les masques chirurgicaux, ont une plus grande exposition et
par conséquent une plus grande colonisation (Zheng et al., 2021).

Analyses ADN

Les résultats de ces analyses sont encore en cours.

Vitesses de chute

Masques

Le polypropylene est un polymeére flottant en raison de sa densité inférieure a celle de I'eau
(p=0,9 g cm?), ce qui lui permet de rester a la surface lorsqu'il est vierge. Cependant, des études
indiquent qu'apres colonisation par un biofilm, la densité de ces plastiques peut étre modifiée,
les faisant couler et entrainant des changements dans la distribution et la dynamique de ces
polymeres dans la colonne d'eau (Pete et al., 2023; Semcesen and Wells, 2021). Ce changement
peut en effet avoir un impact sur différents organismes qui n'étaient auparavant pas affectés
par les plastiques, tels que les organismes benthiques, qui sont situés au fond des
environnements aquatiques, provoquant divers effets sur les caractéristiques fonctionnelles,
telles que le comportement, le métabolisme et I'alimentation (Berlino et al., 2021).

La vitesse de sédimentation a été réalisée avec les masques des deux périodes
meétéorologiques. Pour les deux périodes testées, la colonisation par le biofilm n'a pas été
suffisante pour entrainer la chute des morceaux de masque. Cependant, pour des durées
d'immersion plus longues (10 et 12 mois), nous avons pu mettre en évidence que la colonisation
a cette fois ci impacté la densité et entrainé la chute des morceaux de masques testés le long
de la colonne d'eau (Figure 15).
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Figure 15. Vitesses de chute mesurées pour des morceaux de masques FFP2, immergés 10 et
12 mois.

Il est donc possible de conclure que la formation de biofilms sur les masques est associée a des
diatomées marines qui, a leur tour, excretent des EPS qui recouvrent le masque durant
limmersion. L'analyse de la fluorescence permet de déduire la présence de diverses
substances provenant de producteurs primaires, tels que des algues, des microalgues, des
cyanobactéries, du phytoplancton et du microphytobenthos. Des régions trés complexes ont
également été identifiées, ce qui corrobore la matrice extracellulaire complexe des EPS. En
analysant les images, on observe que pendant les périodes froides, I'évolution des biofilms
contenant des especes fluorescentes se produit a un rythme plus lent, tandis que pendant les
périodes plus chaudes, une évolution plus notable et plus prononcée a lieu.

L'analyse au cristal violet a permis d'observer que les masques lavables et les masques PFF2
forment moins de biofilms que les masques chirurgicaux. Une hypothese pour expliquer ce fait
est que les masques chirurgicaux ont des structures plus complexes que les masques lavables
et PFF2.

Avec la realisation d'expériences sur I'ADN, ainsi que l'identification d'organismes d'ordre
supérieur en collaboration avec des biologistes, il sera possible d'obtenir plus d'informations
sur les caractéristiques des biofilms présents sur ces masques.

Sur des temps d'immersion longs, nous avons mis en évidence une modification de la densité
et donc de la dynamique des microplastiques dans la colonne d’eau. Ainsi, il est évident qu'avec
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le temps et la colonisation a la surface et dans les masques, ceux-ci auront tendance a couler.
Se pose donc la question du devenir des masques utilisés en grand nombre pendant la période
COVID et de leur impact sur le fond des océans du globe. En effet, nous avons préalablement
mis en évidence que le biofilm se développant a la surface des microplastiques immergés a un
potentiel de bioaccumulation des métaux trés fort (Onrubia et al., 2021). Ainsi, en coulant, les
masques vont transporter des contaminants de la surface vers le fond des océans, rajoutant
encore a leur toxicité.

Microplastiques

Le développement du biofilm a été ici aussi mis en évidence, méme si les piéces sont trés
petites. Nous avons pu mettre en évidence la présence de diatomées (Figure 16).

' ' e el g
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B
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Figure 16. Exemples d'images obtenues par Microscopie électronique a balayage sur les
micro-cylindres de polysytrene immergés.
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La taille des pieces a entrainé une variation asse importante. Cependant, nous avons pu mettre
en évidence un impact de la température de l'eau sur le développement du biofilm, comme
démontré précédemment. Les résultats de cette technique sont présentés en corrélation avec
les vitesses de chute sur la Figure 17.

Le polystyrene a été choisi pour sa densité plus grande que celle de I'eau. Avec la colonisation,
nous pouvons voir que les vitesses augmentent (Figure 17). Les tests statistiques ont montré
des différences significatives entre chaque condition. Comme pour la série d'expériences avec
les masques, plus le microplastique est immergé longtemps, plus il est colonisé et plus sa
vitesse de chute augmente (Figura 17).
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Figure 17. Boxplot des vitesses de chute pour les micro-cylindres de polystyrene, vierges (en
jaune), et immergés (en bleu) sur des durées plus ou moins longues, et a différentes saisons.
CV représente les résultats d’estimation de biomasse par cristal violet.
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Pour cette série d'expérience, comme pour celle concernant les masques, la présence d'un
biofilm et de diatomées va donc fortement impacter la dynamique des microplastiques dans la
colonne d'eau. Cet impact est dépendant de la saison et de la durée d'immersion.

4. CONCLUSIONS DES TESTS

Dans cette étude expérimentale, I'effet du développement des salissures biologiques sur les
vitesses terminales de différents types de débris plastiques a été étudié. Les matériaux
plastiques flottants et non flottants ont été analysés, en analysant non seulement les vitesses
de sédimentation lorsque les matériaux plastiques peuvent couler, mais aussi les changements
dans les vitesses d'ascension pour les matériaux flottants. En outre, les matiéres plastiques
examinées avaient des formes différentes, allant de spheres parfaites a des formes
bidimensionnelles ou plates, en passant par des éléments creux et ouverts tels que des cotons-
tiges. En ce qui concerne la taille, des micro-, méso- et macroplastiques ont été analysés, y
compris les deux principaux types de masques utilisés pendant la pandémie de Covid-19

(masques chirurgicaux souples et masques FFP2 plus rigides).

Le bio-fouling incubé pour cette étude est décrit en termes de densité d'hydrates de carbone et
a atteint un degré de développement similaire, avec de légéres variations, dans tous les
matériaux plastiques a I'exception du coton-tige. La densité a été environ deux fois plus élevée
dans le coton-tige que dans les autres matériaux plastiques, probablement en raison de sa
forme allongée, creuse et ouverte. En outre, |'existence de relations linéaires entre le
développement de I'encrassement biologique et la taille des débris plastiques a été confirmée
: plus le matériau est petit, plus le développement de I'encrassement biologique est important.
Toutefois, ce degré de changement s'est avéré différent pour les microplastiques et les
meéso/macroplastiques, ce qui pourrait étre di au fait que différentes communautés peuvent
se développer sur des débris de tailles différentes, les micro-organismes colonisant les
microplastiques et les organismes plus grands se développant sur les méso et macroplastiques.

Le bio-fouling développé n'a pu couler aucun des matériaux flottants (a l'exception des
morceaux de masques immergés pendant 10 et 12 mois), mais a modifié les vitesses terminales
de tous les plastiques étudiés. Les tendances générales décrivent des densités moyennes
croissantes pour les plastiques et, par conséquent, des augmentations négatives/positives des
vitesses de remontée/décantation, qui entravent la flottabilité. Le degré d'implication du bio-
fouling dans les vitesses terminales dépend fortement des caractéristiques intrinséques de ces
matériaux, telles que la densité, la taille, la forme, la porosité ou la flexibilité. Par conséquent,
la variation maximale de la vitesse pour les granulés irréguliers est obtenue avec de faibles
augmentations de la densité du bio-encrassement, qui reste inchangée aprés la variation
initiale. Pour une méme densité d'hydrates de carbone, les taux de variation dépendent de la
taille des débris de plastique et sont plus élevés pour les grandes tailles, car une plus grande
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surface implique une plus grande quantité absolue de bio-salissures affectant la vitesse
terminale.

Les matériaux bidimensionnels présentent également des taux de changement de vitesse plus
élevés pour les éléments plus grands et plus flexibles, mais ces changements sont graduels,
progressifs et augmentent avec la croissance de l'encrassement biologique. On constate
également que les changements sont progressifs pour les spheres parfaites ; cependant, dans
ce cas, les taux de changement sont similaires mais légerement plus élevés pour les éléments
plus petits. En outre, les caractéristiques des débris plastiques peuvent influencer non
seulement le taux de changement des vitesses terminales, mais aussi le comportement décrit
dans les tendances générales. L'exception au comportement général concerne a nouveau la
laine de coton. Le Q-tip est un matériau flottant dont la vitesse ascendante augmente avec la
croissance initiale des salissures biologiques, contrairement a d'autres matériaux flottants. Cela
pourrait s'expliquer par une réduction de la densité effective de ce matériau lorsqu'il est
immergé dans l'eau, car la croissance des salissures biologiques rend difficile I'entrée de I'eau,
qui occupait initialement tout I'intérieur du matériau creux. En fin de compte, il est confirmé
que la forme des débris plastiques est un parametre important qui influence fortement les
vitesses terminales des débris plastiques et pourrait déterminer si le bio-encrassement modifie
leur comportement de flottant a non flottant.

En résumé, le bio-encrassement est un facteur important qui influence le comportement des
débris plastiques dans les environnements aquatiques. Le bio-encrassement peut augmenter
la densité moyenne des débris plastiques, en étant capable de couler méme les plastiques les
moins denses, c'est-a-dire qu'il influence la vitesse terminale du plastique, son mode de
transport et donc sa localisation le long de la colonne d'eau, qui peut étre a la surface, au fond
ou a des profondeurs intermédiaires et, par conséquent, sa distribution et sa destination.

5. APERCU DE LA CROISSANCE DE L'ENCRASSEMENT BIOLOGIQUE SUR LES
MATERIAUX PLASTIQUES

Suite aux résultats obtenus lors de l'expérience en laboratoire sur l'interférence de la
croissance du biofilm sur la densité/la flottabilité de différents types de matériaux plastiques,
une expérience in situ a été entreprise pour étudier la croissance de |'encrassement sur des
matériaux plastiques similaires pendant la période estivale. A cette fin, un certain nombre de
structures auxquelles les matériaux étaient attachés, c'est-a-dire du PET (bouteilles d'eau
coupées en deux), des masques FFP2 et des masques chirurgicaux (ci-aprés dénommeés mask),
ont été immergés dans les eaux du Porto Antico de Génes. Il est prévu de répéter I'expérience
en période hivernale avec les mémes méthodes, afin de mettre en évidence d'éventuelles
variations liées a la saisonnalité.
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Metodologie

Seize structures ont été construites, constituées de grilles en plastique, chacune contenant 3
échantillons de PET, 3 échantillons de FFP2 et 3 échantillons de mask (Figure 18). Tous ces

échantillons ont été préalablement pesés a l'aide d'une balance analytique, afin d'obtenir un
poids initial de tare.
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Figure 18. Exemple de deux structures contenant du PET, du FFP2 et un mask avant
immersion en mer.

Les structures ont été immergées dans I'eau a deux profondeurs proches, a savoir un demi-

metre et un metre sous la surface (ci-aprés dénommeées échantillons sup et prof) (Figures 19 et
20). La profondeur de la colonne d'eau sur le site est de 6 m.
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Figure 19. Structures prétes a plonger.

Figure 20. Structure immergée.

Deux structures ont été prélevées a chaque échantillonnage, une sup et une prof. Les dates
d'échantillonnage sont présentées dans le Tableau 4. L'expérience a duré environ 4 mois
pendant la période estivale. Les conditions météorologiques sont restées assez stables, avec
des épisodes pluvieux généralement peu intenses ou tres limités dans le temps. En général, ces
épisodes ont eu lieu au moins une semaine avant I'échantillonnage, a I'exception de ceux
précédant I'échantillonnage de la premiére, septiéme et dixieme semaine d'incubation.
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Tableau 4. Dates d'échantillonnage et temps d'incubation des matériaux. Les données relatives
aux jours de pluie ont été obtenues aupres de la station météorologique de Sestri Ponente
(www.ilmeteo.it).

data settimane campionamento per eventi piovosi
08-giu posa -

15-giu 1 PET, FFP2, mask 9-14 giu
22-giu 2 PET, FFP2, mask ;

30-giu 3 PET, FFP2, mask .

13-lug 3 PET, FFP2, mask 3,4e6lug
29-lug f§ PET, FFP2 21,24,25e 28 lug
16-ago 10 PET FFP3 4,5¢e 12 ago
07-set 13 PET, FFP4 27-31 ago
03-ott 17 PET, FFP5 13-23 set

Aprés les quatre premiers échantillonnages, les mask ont été retirés de leurs supports. La
dynamique de ce fait, qui n'était absolument pas prévu dans le schéma expérimental, n'est pas
claire. Afin de vérifier si ce type de tissu se détériore dans l'eau au point de perdre sa
consistance et d'échapper ainsi au systeme d'ancrage aux structures (fil de péche), certains
mask ont été placés dans des récipients qui permettaient le passage de I'eau mais empéchaient
la dispersion d'éventuels fragments (Figure 21).

Apres deux mois, les mask étaient toujours intacts et solides, I'hypothese de la fragmentation a
donc été écartée. Le fait que lors du dernier échantillonnage ou ils étaient encore présents
(semaine 5), certains présentaient des coupures et des lacérations (bien que substantielles)
souleve I'hypothese que des animaux d'une certaine taille (poissons) ont pu étre attirés par les
fouling et les ont prélevées pour se nourrir.
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Figure 21. Mask placé dans des conteneurs de protection avant d'étre immergé.

In situ et en laboratoire, des images des structures et des salissures ont été prises, en collectant
qualitativement les organismes sessiles les plus grands qui se sont développés sur les surfaces
et les organismes vagiles qui ont des relations avec les substrats eux-mémes.

Pour chaque type de matériau, des sous-échantillons en quatre exemplaires, de 1 x 2 cm, ont
été prélevés au hasard. Ces échantillons ont été immédiatement traités pour I'évaluation de la
biomasse microbienne photoautotrophe, selon la méthode de Holm-Hansen et al. (1965). Les
valeurs ont été rapportées au cm?. Le matériel non utilisé pour I'analyse a été placé a -20 °C
pour des investigations ultérieures, qui se concentreront sur la qualité et la quantité de
matériaux organiques et inorganiques adhérant aux surfaces. Toute modification de la
flottabilité des matériaux colonisés sera également estimée.
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Résultats préliminaires

Colonisation par des organismes unicellulaires

Les organismes unicellulaires photoautotrophes (microalgues) commencent immédiatement a
coloniser les substrats, d'abord en étant piégés dans les structures (Figure 22A), puis en y
adhérant plus solidement (Figure 22B).

Figure 22. Détail de la surface du mask aprés une semaine (A) et deux semaines (B). Sur la
deuxieme photo, la couleur verte indique le développement de colonies de photoautotrophes
unicellulaires.

La colonisation par d'autres organismes et le matériel détritique adhérant, méme
transitoirement, aux surfaces tendent a masquer le développement de la composante
microbienne photoautotrophe, mais les analyses pigmentaires (chlorophylle-a et
phéopigments, derniers composants dégradés et donc plus actifs) montrent que la
communauté connait des cycles de développement et de décroissance (Figure 23). La biomasse
(chlorophylle-a, Figure 23A-C) est généralement un peu plus importante dans les échantillons
prélevés en surface que dans ceux prélevés en profondeur. L'inverse est vrai pour les pigments
dégradés, caractéristiques d'organismes moins actifs ou morts. Les phéopigments ont
tendance a s'accumuler avec le temps (Figure 23D-F). Ces tendances, similaires pour tous les
substrats, entrainent des fluctuations du rapport chlorophylle-a/féopigments (Figure 23G-l). La
fluctuation la plus importante, enregistrée sous la forme d'une diminution de la chlorophylle-a
pour les septieme et dixieme semaines, est concomitante d'une légere intensification des
événements pluvieux, bien qu'assez faibles. Il n'est pas exclu que I'apport d'eaux continentales
ait pu influencer indirectement les photoautotrophes, par exemple en augmentant la turbidité
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de I'eau et en ralentissant ainsi les processus photosynthétiques. D'autre part, I'apport de
nouveaux nutriments peut avoir favorisé la phase de développement ultérieure.
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Figure 23. Tendances des pigments photoautotrophes a la surface du PET (gauche), du FFP2
(centre) et du mask (droite). A-C : chlorophylle-a, D-F : phéopigments, G-I : rapport
chlorophylle-a/phéopigments.

Colonisation par des organismes multicellulaires

La premiére semaine d'incubation ne conduit pas a la colonisation par des organismes
pluricellulaires (Figure 24A), il faut attendre au moins deux semaines pour observer
I'augmentation du matériel sur les surfaces (Figure 24B), avec une colonisation initiale par des
polychetes serpulides surtout sur des surfaces plus lisses comme le PET (Figure 24C). D'autres
types d'organismes multicellulaires tels que les bryozoaires (Figure 24D) commencent a
peupler les substrats avec de petites colonies.
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Figure 24. Etablissement d'organismes multicellulaires au cours de la premiére et de la
deuxieme semaine d'incubation.

Au cours des semaines suivantes, la taille des colonies de bryozoaires, leur diversité et leur
abondance ont eu tendance a augmenter (Figure 25), initialement en accord avec la croissance
de la communauté microbienne photoautotrophe.

Figure 25. Colonies de bryozoaires a la troisieme semaine d'incubation.

A partir de la troisieme et de la quatrieme semaine, des colonies plates encrodtantes sont
également présentes (Figure 26).
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Figure 26. Colonies de bryozoaires a la troisieme et quatrieme semaine d'incubation.

Au cours de la quatrieme semaine, des algues filamenteuses apparaissent sur les substrats
(Figure 27) et surtout sur les structures qui les abritent.

Figure 27. Colonie de bryozoaires et algues filamenteuses au cours de la quatrieme semaine.

A partir de la cinquieme semaine, on observe une colonisation croissante du substrat, avec un
recouvrement quasi continu. Des polychéetes sédentaires (familles des Sabellidae et des

43 La cooperazione al cuore del Mediterraneo
La coopération au coeur de la Méditerranée



4 nterrey £>

UNIONE EUROPEA SPlasH
MARITTIMO-IT FR-MARITIME &Co

Fonds européen de développement régional
Fondo Europeo di Sviluppo Regionale

PRODUIT T1.2.1
Serpulidae), des bryozoaires et des ascidies s'installent, proliferent et deviennent bien visibles,

notamment a l'intérieur du FFP2, ou ils sont protégés de I'environnement extérieur et,
potentiellement, des prédateurs (Figures 28 et 29).

Figure 28. Colonisation de l'intérieur de FFP2 a la semaine 10.
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Figure 29. Colonisation de l'intérieur du FFP2 a la semaine 10 et détail des ascidies.

Des organismes encro(tants sont également présents a I'extérieur du FFP2 et sur le PET (Figure
30).

Figure 30. Colonisation FFP2 et PET a la semaine 10.
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Au cours de la 13e semaine, le PET se présente également comme un refuge et favorise une
colonisation intense, ce qui lui confére une dimension tridimensionnelle et crée de nouvelles

niches pour d'autres organismes (Figure 31).
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Figure 31. Détail de la colonisation PET a la semaine 13.

Ala semaine 17, des balanes sont également observées sur FFP2 (Figure 32).
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Figure 32. Détail de la colonisation de FFP2 par les balanes et des structures circulaires plates
construites par les organismes pour s'installer contre une ascidie a la semaine 17.

La présence de nouvelles niches physiques et écologiques favorise la présence d'organismes
vagiles, tels que les crustacés (Figure 33), les mollusques, les polychétes et les nématodes
(Figure 34).
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Figure 33. Organismes sessiles (Sabellidae) et vagiles (Crustacea) trouvés dans FFP2 et
associés a la structure tridimensionnelle du bio-fouling.
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Figure 34. Organismes vagiles (élargissement des mollusques, des polychetes et des
nématodes).
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