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La détermination des antibiotiques par les laboratoires médicaux n’a pas toujours été évidente
et peut parfois s’ériger en facteur bloquant pour le traitement des patients. En effet, dans
certains cas, cette détermination peut s’étendre sur plusieurs heures voire plusieurs jours.
Cette lenteur dans la détermination de la sensibilit¢ des bactéries aux antibiotiques peut
entrainer une hospitalisation prolongée du patient, rendre son traitement plus complexe et
méme entrainer sa mort. A ce probléme li¢ a la durée de détermination des antibiotiques,
s’ajoute celui de ’antibiorésistance. En effet, I’inefficacité des antibiotiques dans le traitement
de certaines infections figure aujourd’hui parmi les plus grands défis de santé publique sur le
plan mondial. L’inefficacité croissante des antibiotiques classiques est attribuée a leur sur-
consommation en sant¢ humaine et leur utilisation abusive dans 1’¢levage intensif. Aux Etats-
Unis par exemple, une utilisation inutile d’antibiotiques a hauteur de 20 a 50 % est constatée
chez I’homme et une utilisation discutable de 40 a 80 % dans ’agriculture, et ce malgré les
politiques mises en place et les sensibilisations menées par les organisations de santé.” Il
résulte d’études prévisionnelles que le rythme actuel d’évolution de I’antibiorésistance
pourrait entrainer jusqu’a 10 millions de morts par année soit un mort toutes les 3 secondes en
2050 dans le monde et sans nul doute a un retour vers les dégats des infections courantes de la
période « pré antibiotique ».” A ’état actuel de 1’avancée de I’antibiorésistance, les espoirs
pour résoudre ce probléme sont portés sur la recherche scientifique. Cependant, les
principales difficultés rencontrées dans cette recherche sont liées soit a 1’adhésion et a la
prolifération des bactéries antibiorésistantes soit a la reproductibilité des systémes sur lesquels

les bactéries adhérent.

Le fil conducteur de cette thése est de développer des surfaces de chitosane de propriétés
biologiques et physicochimiques bien contrdlées qui pourront servir dans la lutte contre
I’antibiorésistance. En effet, cette étude vise a simplifier 1’observation de I’effet des
antibiotiques sur les bactéries a travers des surfaces bioactives mais aussi a permettre une
observation plus rapide de cet effet. Ainsi, I’objectif principal de cette theése est d’¢élaborer a
partir d’un polymére naturel de parametres moléculaires bien contrdlés, des surfaces

bioactives de propriétés physicochimiques bien caractérisées afin d’établir les relations entre
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les caractéristiques moléculaires du polymere, les propriétés physicochimiques des surfaces et
les réponses biologiques. Afin d’effectuer les évaluations biologiques des surfaces, une
collaboration a été initiée au cours de cette thése avec une équipe du Laboratoire de Chimie
Bactérienne (LCB, UMR 7283) et le Laboratoire Adhésion et Inflammation (LAI, Inserm,
U1067) de Marseille pour les caractérisations biologiques des surfaces modifiées par le

chitosane.

Le choix du polymere pour réaliser cette étude est porté sur le chitosane. Le chitosane est un
bio-polymere linéaire de nature hydrophile appartenant a la classe des polysaccharides. Il est
obtenu par N-désacétylation partielle de la chitine, elle-méme généralement extraite des
exosquelettes de crustacés (crevette) ou des endosquelettes de céphalopodes (calamar). Le
chitosane est composé d’unités D-glucosamine (GIcN) et N-acétyl-D-glucosamine reliées par
des liaisons glycosidiques de type B-(1,4). Le choix du chitosane est justifi¢ d’une part par ses
propriétés de biocompatibilité, de biodégradabilité, de non toxicité, bactériostatiques,
antifongiques,... du chitosane mais aussi par certaines de ses propriétés liées a son caractere
hémocompatible telles que la bonne interaction avec les protéines et les cellules biologiques,
sur des surfaces. En plus de ces propriétés, sa structure est trés proche de celles des
glucosaminoglycanes sécrétés par certaines bactéries étudiées au cours de ce travail. D’autre
part, ce choix est motive par les travaux réalisés au Laboratoire IMP Lyon 1 (UMR 5223). Le
savoir-faire et I’expertise du laboratoire IMP notamment le pdle « matériaux polymeéres a
I’interface avec les sciences de la vie » sur la préparation de chitosanes de parameétres
moléculaires bien controlés sont d’un atout majeur pour la réalisation de cette étude. En effet,
de récents travaux menés au laboratoire ont mis en évidence les potentielles utilisations du
chitosane pour la régénération des cellules germinales, la régénération tissulaire de la peau et

du cartilage, la fabrication d’implants vasculaire,....

Ce manuscrit sera structuré en trois parties ; une premicre partie bibliographique ou nous
discuterons de fagon générale des interactions (notamment I’adhésion et la prolifération) entre
les bactéries et une surface. Cette partie inclura I’adhésion et la prolifération des bactéries sur
une surface, les propriétés des bactéries, des surfaces et les facteurs environnementaux
impliqués dans ces processus d’adhésion et de prolifération. Cette étude bibliographique sera
ensuite focalisée sur le réle des propriétés moléculaires et physicochimiques du chitosane

dans ces interactions.



La deuxiéme partie, composée de trois chapitres, est consacrée a la caractérisation
physicochimique et biologique des surfaces de chitosane élaborées par spin-coating. Dans les
deux premiers chapitres de cette partie, nous cherchons a montrer comment les propriétés
physicochimiques des films sont influencées par les parametres moléculaires du chitosane
(masse, DA) et de certaines méthodes de traitement (neutralisation, recuit, ringage des
films,...).En effet, dans ces chapitres, nous avons étudi¢ d’une part ’effet des parameétres
moléculaires sur les propriétés de mouillabilit¢ (Angles de contact, tensions de surface,
polarités de surface,...), les propriétés structurales (structure chimique, densité volumique,
gonflement,...) et morphologiques (rugosité) des films. D’autre part, I’effet de 1’acide (AcOH
ou HCI), du vieillissement des films sur ces propriétés ainsi que la neutralisation des films en
rapport avec la nature de 1’acide ont été abordés. Ces chapitres ont permis d’élucider le
comportement des propriétés physicochimiques des films vis-a-vis des parameétres
moléculaires du chitosane et des conditions expérimentales étudiées. Dans le dernier chapitre
de cette partie, les réponses biologiques des films de chitosane préparés dans les deux
premiers chapitres sont présentées. Cette €tude, réalisée par le LCB, illustre les propriétés
biologique d’adhésion et de prolifération de différentes souches de bactéries sur des films de
chitosane de parameétres moléculaires et physicochimiques différents afin de comprendre le
lien entre ces parameétres et les propriétés biologiques. Finalement, ce chapitre démontre
I’utilité des surfaces de chitosane, notamment pour caractériser 1’effet des antibiotiques sur les

souches de bactéries utilisées.

La troisieme partie de ce manuscrit est consacrée au greffage par « grafting to » de chaines de
chitooligosaccharides a structure macromoléculaire bien contrélée sur des surfaces de
silicium. Dans cette partie, nous cherchons a mettre en évidence par différentes méthodes de
caractérisation le greffage sur les surfaces et a développer des surfaces fonctionnalisées
chimiquement par des chitooligosaccharides qui pourraient comme dans le cas des films de
chitosane adsorbés, étre caractérisées biologiquement. Enfin, cette dernicre partie sera suivie

de la conclusion générale de cette these.
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I. Comprendre I’adhésion des bactéries sur une surface

L’adhésion des bactéries sur les surfaces est un phénoméne naturel trés complexe qui est
¢étudié aujourd’hui dans plusieurs domaines pour des applications spécifiques notamment dans
le biomédical (modification d’implant, ingénierie tissulaire, ophtalmologie,...)."” Les
conditions favorisant 1’adhésion n’étant pas toujours bien maitrisées, cette reprise du
phénomene d’adhésion pour des applications biomédicales est souvent confrontée a des
difficultés liées a I’adsorption des protéines sur la surface des biomatériaux et a des réponses
inflammatoires.® Pour palier cela, des études sur la compréhension de ce phénoméne
d’adhésion des bactéries sur les surfaces ont longtemps été explorées aussi bien sur le plan
théorique”'* que sur le plan expérimental.''™'* Cependant, jusqu’a nos jours, ce sujet reste peu
maitrisé. Différents modeles basés sur des approches différentes ont vu le jour pour expliquer
I’adhésion des bactéries sur une surface mais I’absence de structures possédant des propriétés
similaires a celles des bactéries rendent souvent les modeles moins efficaces pour expliquer
cette adhésion qui, outre les interactions (de Van der Waals, €lectrostatiques, acide-bases,...)

14-17

et les forces browniennes ', est favorisée par une sécrétion d’exopolysaccharides par les

(s 1820
bactéries.

En effet, il est connu que 1’adhésion des bactéries sur les surfaces fait intervenir
différents types d’interactions. Parmi celles-ci, les interactions hydrophiles et hydrophobes
sont les plus déterminantes dans le processus d’adhésion et restent mal comprises d’un point
de vue théorique.'”*'™ A ces limites, on peut rajouter les difficultés liées 4 la prise en compte
simultanée des multiples parametres liés aux facteurs environnementaux, aux propriétés de

surfaces et a celles des bactéries.

Dans ce premier chapitre bibliographique, nous rappelons d’abord, de maniere succincte les
composantes des bactéries susceptibles d’intervenir dans le processus d’adhésion. Les
modeles de référence utilisés pour décrire les phénoménes d’adhésion des bactéries ainsi que
les interactions sur lesquelles reposent ces modeles sont ensuite décrits. Il s’ensuit une
description du mécanisme d’adhésion des bactéries et des paramétres liés a la surface, aux
bactéries et au milieu environnant pouvant influencer 1’adhésion. Enfin, pour terminer ce
chapitre, quelques méthodes de modification de surface ainsi que leurs intéréts biomédicaux

sont détaillés.
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I.1. Structure et anatomie des bactéries

L’adhésion des bactéries sur les surfaces vient généralement de la combinaison des
contributions des différentes propriétés physicochimiques des différentes parties de celles-ci.
En effet, de I’attraction a I’attachement des bactéries sur la surface, des propriétés spécifiques
de certaines de leurs parties ou constituants sont sollicitées. Parmi ces constituants (Figure 1),
on peut citer la capsule, la paroi cellulaire, la membrane cytoplasmique et les flagelles dont

les structures sont décrites de maniére succincte dans ce qui suit.

Capsule

Paroi cellulaire
Membrane plasmigue

Cytoplasme

Ribosomes
Plasmides
Pili

Flagelle

Nucleoide

Figure 1 : Représentation schématique des différentes composantes d'une bactérie.

I.1.1. La capsule

De nature gluante, la capsule constitue la couche externe des bactéries. Elle peut étre de
nature polysaccharidique comme chez la plupart des bactéries et quelques fois polypeptidique
comme chez les Bacillus anthracis.*® Dans le cas de certaines souches de bactéries E. coli, ce
polysaccharide est 1’acide colanique.”” La capsule permet aux bactéries de se lier entre elles
pour former les biofilms et d’adhérer aux surfaces. Cependant, au-dela de 30 °C, ce
polysaccharide est faiblement synthétisé chez les bactéries E. coli. Cette capsule permet

. . - \ : 28
¢galement de protéger les bactéries de I’asséchement et des agressions externes.

I.1.2. La paroi cellulaire

La paroi cellulaire est une paroi rigide située sous la capsule de la bactérie. Elle entoure la

membrane cytoplasmique. La particularité de cette paroi est qu’elle est composée d’acides
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aminés non protéiques qui différent selon les espéces de bactéries. Elle est responsable de la
forme de la bactérie et ’empéche de se déformer ou d’éclater en cas d’absorption d’eau. En
effet, en absorbant de I’eau, la membrane plasmique est pressée contre la paroi cellulaire qui
permet de limiter la quantité d’eau absorbée. La paroi cellulaire constitue également une
barriere de perméabilité sélective qui bloque le passage d’¢léments nuisibles (y compris les
antibiotiques) a la survie des bactéries. La structure et la composition de la paroi cellulaire
différent fortement entre les bactéries 2 Gram négatif et celles a Gram positif (Figure 2).”°
Quelques exemples de bactéries a Gram positif et a Gram négatif sont mentionnés dans le

Tableau 1.

Bactéries a Gram négatif Bactéries a Gram positif

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumoniae Streptococcus pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa Listeria

Salmonella Lactobacillus
Helicobacter pylori Clostridium

Tableau 1 : Quelques exemples de bactéries a Gram négatif et a Gram positif.
1.1.2.1. Les Grams positifs

La paroi cellulaire des bactéries a Gram positif est essentiellement recouverte de
peptidoglycanes (40 a 80 % de la surface de la paroi). L épaisseur de la paroi peut atteindre
jusqu’a 300 nm.*® Les peptidoglycanes sont constitués de chaines linéaires
hétéropolysaccharidiques pontées par des chaines de peptides, formant une structure
tridimensionnelle sur la surface de la paroi cellulaire (Figure 2).%° La composition de la paroi
cellulaire peut varier avec les conditions de croissance des bactéries et son renouvellement
s’effectue de ’'intérieur vers ’extérieur. En effet, le peptidoglycane se forme d’abord sur la

surface interne de la paroi puis migre vers I’extérieur pour remplacer I’ancienne couche.”® Les

parois de certaines bactéries contiennent également des lipides.*®
1.1.2.2. Les Grams négatifs

La paroi cellulaire des bactéries a Gram négatif peut étre jusqu’a plus de 10 fois plus fine que
celle des bactéries a Gram positif. Contrairement a la paroi cellulaire des bactéries a Gram
positif, la paroi cellulaire des bactéries a Gram négatif est constituée de couches distinctes.

Une membrane externe a la membrane cytoplasmique, et qui est formée de plusieurs couches
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de peptidoglycanes (le gel périplasmique). Cependant, une étude suggere 1’existence d’une
seule couche de peptidoglycanes chez les bactéries E. coli.”’ Une deuxiéme couche externe a
la paroi cellulaire qui est formée d’une bicouche lipidique constituée de phospholipides
(couche lipidique interne) et de lipopolysaccharides (couche lipidique externe) (Figure 2).
D’autres bactéries, telles que les cyanobactéries, sont considérées a Gram négatif, mais

présentent également des caractéristiques de la paroi cellulaire des bactéries & Gram positif.*®

Lipopolysaccharide

Acide
Acide Pratéinede surface  téichoique

Lipat&ichaique NI

_. y
DOOBOBCAIOB)

ot Nttty
'y ‘ """""" OO

» -._‘- """""""""

Parine

Membrane
externe

20—-35 i5—-40
nm nm

Peptidoplycanes ~

40—60
nm

Membranes
3 internes

Perméase

Proté&ines membranaires

Gram positif Gram négatif

Figure 2 : Différence entre les parois cellulaires des bactéries 2 Gram positif et 2 Gram négatif. *'
I.1.3. La membrane cytoplasmique

La membrane cytoplasmique des bactéries est une membrane située a 1’intérieur de la paroi
cellulaire et qui entoure le cytoplasme. Elle est essentiellement constituée de phospholipides.
Les types de phospholipides dans la membrane cytoplasmique dépendent de la nature des
bactéries (Gram positif ou négatif). La membrane cytoplasmique des bactéries a Gram négatif
est principalement constituée de phosphatidyléthanolamine. Alors que la plupart des
membranes cytoplasmiques des bactéries a Gram positif contiennent un phospholipide (la
phosphatidylcholine) qui est absent dans celles des bactéries a Gram négatif. L.’organisation
de la membrane cytoplasmique repose sur le caractére amphiphile des phospholipides qui la
composent. Ces derniers sont constitués d’une té€te hydrophile composée de glycérol et de
phosphate et de deux queues hydrophobes constituées d'acides gras. Une des propriétés
particuliéres de cette bicouche est son imperméabilité aux molécules chargées. Dans le cas
des bactéries E. coli, cette membrane contient en proportion autant de phospholipides que de
protéines, avec plus de 200 types protéiques différents. La charge globale négative de la

plupart des bactéries provient de I’organisation de cette bicouche lipidique.
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I.1.4. Les flagelles

Les flagelles sont formés de filaments essentiellement protéiques constitués d’une seule sous
unité de protéine appelée la flagelline. Ils possédent un diamétre d’environ 20 nm.*> ** Les
bactéries sont classées suivant le nombre et la position de leurs flagelles : monotriche (un seul
flagelle polaire), lophotriche (une touffe de flagelles polaires) et péritriche (flagelles disposés
partout sur la bactérie). Les bactéries dotées de flagelles se déplacent par le mouvement
d’ondulations de leurs flagelles. Cependant, le sens du déplacement est directement 1ié au
nombre et au sens de rotation des flagelles (Figure 3).** La direction de rotation des flagelles
est controlée par des stimuli environnementaux (pH, température, certains sucres et acides

aminés).” *°

Les flagelles jouent un role prépondérant dans le processus de chimio taxie. En
effet, ce dernier doit étre accompagné par une modulation de la direction ou de la vitesse de
rotation des flagelles par le milieu environnant. La vitesse de rotation des flagelles peut
atteindre jusqu’a 100.000 révolutions par minute dans un milieu, générant ainsi une vitesse de
déplacement des bactéries d’environ 60 pum/s.** L’énergie a 1’origine de la rotation des

flagelles provient de la force protomotrice transmembranaire.

A. Flagelle péritriche

A

Rotation SCAM /

Mouvement Culbutage

(réorientation aléatoire) Rotation SAM

B. Flagelle monotriche

< Rotation SCAM > Rotation SAM
Mouvement Mouvement

(Réorientation aléatoire)

Figure 3 : Influence des flagelles au mode de déplacement des bactéries dotées de flagelles. Le mode de
déplacement des bactéries dépend du nombre de flagelles et leur sens de rotation. A : Dans le cas des
bactéries péritriches comme les bactéries E. coli, la rotation des flagelles dans le sens contraire des
aiguilles d’une montre (SCAM) résulte a une formation d’un faisceau de flagelle dont la rotation propulse
les bactéries vers ’avant et dans une direction unique. Au contraire, la rotation des flagelles dans le sens
des aiguilles d’une montre (SAM) entraine une dispersion des flagelles dans tous les sens, permettant aux
bactéries de se déplacer par culbutage et dans des directions aléatoires. B : Dans le cas des bactéries
monotriche, la rotation du flagelle suivant le SCAM propulse la bactérie vers I’avant comme dans le cas
des bactéries péritriches. Cependant, dans le cas de la rotation SAM du flagelle, la bactérie est propulsée
vers I’arriére en se déplacant en méme temps de facon aléatoire. Schéma extrait de.™*

12



Chapitre I : Etude bibliographique

I.1.5. Les pili

Les pili sont des appendices protéiques allongés ou capilliformes généralement présents a la
surface des bactéries a Gram négatif. Ils sont plus fins et plus courts que les flagelles et se
distinguent par leur taille et leur forme. Les pili sont généralement constitués d’une chaine
formée de piline complexée a I’adhésine. Les pili jouent un réle important dans le processus
de conjugaison chez les bactéries a Gram négatif. En effet, ’adhésine présente dans la
structure des pili permet leurs interactions avec les récepteurs hydrocarbonés (glycolipides ou
glycoprotéines) présents a la surface d’une autre cellule et facilite par conséquent
I’attachement entre les bactéries au cours de la conjugaison. La conjugaison peut avoir lieu

dans des conditions physiques différentes sous I’intervention de différents types de pili.*®

I.2. Interactions des bactéries avec une surface

L’adhésion des bactéries sur une surface nécessite diverses étapes qui font intervenir
différents types d’interactions dont la nature est directement liée a la distance séparant la
surface des bactéries. Ces interactions peuvent étre classées en deux catégories: les
interactions non spécifiques qui regroupent les interactions Van der Waals et électrostatiques
(Tableau 2) et les interactions spécifiques qui regroupent les interactions hydrogenes,

polaires, acide-base....

I.2.1. Les interactions non spécifiques

Les interactions non spécifiques sont généralement considérées a 1’échelle macroscopique.
Dans ces types d’interaction, les caracteres chimiques des molécules sont négligés et celles-ci
sont considérées comme des particules chargées qui agissent entre elles par des forces
physiques (Figure 4). Ces interactions jouent un role important dans le processus d’adhésion
des bactéries sur une surface. En effet, ce sont ces interactions, sous 1’effet des forces
browniennes, électrostatiques et de Van der Waals qui sont responsables du déplacement des

bactéries vers la surface ou de leur rapprochement.
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oo 0000

Figure 4 : Schéma explicatif des interactions non spécifiques entre les particules chargées dans un milieu
en interaction avec une surface chargée (boules gris sombre : chargées négativement, boules gris clair :
chargées positivement).

I.2.1.1. Les interactions de Van der Waals

Les interactions de Van der Waals sont générées par les forces de polarisation qui proviennent
des interactions entre les dipdles des atomes et des molécules induites par les charges voisines
et les dipdles permanents. Elles sont de courte portée et d’origine électrostatique. Les
interactions de Van der Waals réunissent trois types d’interactions connues sous les noms

d’interactions de Keesom, Debye et London.

+» Interactions de Keesom

Les interactions dites de Keesom proviennent des forces électrostatiques qui se développent
entre deux dipdles permanents. En effet, le rapprochement des deux dipdles conduit a un
changement d’orientation de ceux-ci sous I’effet des attractions entres les charges de signes
opposés et les répulsions entre celles de méme signe. La configuration résultant de ces
changements d’orientation permet au systéme d’acquérir une énergie minimale.”’ Cette
énergie minimale correspondant a un état liant est appelée interaction de Keesom (voir
Tableau 2). Ces interactions de Keesom sont de courte portée et ne peuvent aboutir a une

formation de liaison que si les molécules peuvent se rapprocher.”’

+¢ Interactions de Debye

Les interactions de Debye sont issues de la mise en commun d’un dip6le permanent et d’une
molécule non polaire. Dans cette situation, les charges du dipole permanent induisent dans la
molécule non polaire un moment dipolaire susceptible d’interagir de maniére attractive avec
le dipéle permanent pour créer une cohésion.’” L’énergie permettant de garder la cohésion et
la stabilité du systéme dipole permanent-molécule est appelée énergie de Debye.’” *® Cette

énergie est contrairement a 1’énergie de Keesom indépendante de la température.
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+» Interactions de London

Les interactions dispersives de London viennent des interactions entre dipdles instantanés.
L’existence de ces interactions passe par trois étapes : la création d’un dipdle instantané dans
la molécule non polaire par une fluctuation trés rapide de la densité électronique autour du
noyau, la création par le dipdle instantané initial de dipdles induits instantanés dans les
molécules voisines, I’interaction entre ces dipdles induits instantanés et le dipdle instantané
d’origine. Cette derniére étape contribue a assurer la cohésion entre les molécules.”” *® Dans

. , . Co : 38
le cas des petites molécules, ces trois étapes ont lieu simultanément.

Une maniére générale de décrire complétement les interactions attractives et répulsives mises
en jeu lors de processus d’adhésion des bactéries sur une surface est de considérer le potentiel
de Lennard Jones — Van der Waals. Cette approche revient a représenter la somme des
énergies répulsives et attractives en fonction de la distance de séparation r entre les particules

(bactéries) et la surface. La sommation de ces énergies conduit a un potentiel de la forme :
c B . . .
V(r)=-— — +—zavec C et B des constantes des interactions attractives de Van der Waals et

répulsives de Bohr respectivement. Ce potentiel met bien en évidence les interactions de

répulsion en 1/ (courte distance) et d’attraction en 1/7° (longue distance) (Figure 5).

100
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-
B .1 . s ecccnssssns
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Figure 5 : Courbe schématique du potentiel de Lennard-Jones permettant de décrire la contribution des
interactions répulsives et de Van der Waals au potentiel total d’interaction. Image extraite de.”

1.2.1.2. Interactions électrostatiques

Le changement chimique de la surface de la bactérie sous 1’effet de conditions
environnementales occasionne I’intervention de divers types d’interactions électrostatiques au

cours du processus d’adhésion des bactéries. Ces interactions ont lieu entre des particules
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chargées ou des particules possédant des moments dipolaires permanents ou induits
constituant le milieu. Le processus menant a ces interactions se fait par action et réaction des
particules concernées. En effet, sous I’influence d’une particule chargée, la distribution de
charges des particules voisines subit une perturbation entrainant une polarisation de celles-ci.
Cette perturbation des charges est accompagnée de la création d’un champ en réponse a la
modification de leur distribution. Le champ ainsi créé s’exerce en retour sur la particule a
Iorigine de la perturbation.”® L’intensité et 1’énergie des interactions ainsi créées dépendent
directement de la nature des particules mises en jeu: ions, dipdles permanents, dipdles

induits,....*

I1.2.2. Interactions spécifiques

L’adhésion finale ou irréversible des bactéries sur une surface nécessite I’intervention
d’interactions fortement localisées. Ces interactions désignées sous le nom « d’interactions
spécifiques » prennent en compte des aspects purement chimiques des interactions (ioniques,
polaires, acide-base,...).”' Ces interactions parfois appelées interactions ligand-récepteur en

biologie se font par affinité moléculaire (Figure 6).*" *'

Les interactions spécifiques sont
indispensables pour le bon fonctionnement des systémes biologiques. En effet, la structure des

cellules, leur organisation, leurs interactions, leurs réponses a un stimulus reposent sur celles-

-\t

C1
Figure 6 : Schéma explicatif des interactions spécifiques (ou ligand-récepteur) entre les bactéries et une
surface.

1.2.2.1. Interactions hydrophobes et hydrophiles

Le terme « interaction hydrophobe » fait référence aux interactions entre deux ou plusieurs
molécules apolaires ou des fragments de molécules dans 1’eau. Ces interactions sont

considérées comme responsables en grande partie de la nature et de la fonction de plusieurs
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protéines. Les interactions hydrophobes sont trés complexes et leur compréhension nécessite
la prise en compte de plusieurs interactions élémentaires: polaires, électrostatiques,
dispersives, répulsives,... A ces interactions s’ajoutent les effets d’hydratation hydrophobe.
Ce phénoméne d’hydratation est li¢ a 1’organisation des molécules d’eau sous forme
d’enveloppe autour de composés hydrophobes dans le but de maximiser le nombre de leurs
liaisons hydrogene. Apres la formation des enveloppes autour des composés hydrophobes, de
fortes interactions interviennent dans la micro-organisation dans 1’eau menant a la
coalescence des enveloppes et par conséquent a une agrégation des composés hydrophobes
sous diverses formes : les interactions hydrophobes. Ces interactions dépendent de
I’orientation des molécules d’eau dans la couche d’hydratation.*®

Les interactions hydrophiles encore appelées forces d’hydratation sont des interactions de
nature répulsive qui s’exercent entre des groupes hydrophiles de natures diverses : ions,
surfaces ou molécules totalement soit partiellement hydrophiles (molécules amphiphiles). La
non-dépendance des forces répulsives a la quantité d’électrolytes en solution prouve que ces
interactions proviennent directement d’interactions provoquées par la structure du solvant

autour de surface hydratée et non d’interactions électrostatiques.™

1.2.2.2. Liaisons hydrogéne

Les liaisons hydrogeéne sont issues d’interactions faisant intervenir dans la plupart des cas les
interactions de transfert de charges, de polarisation et de dispersion et répulsives. Ces liaisons
impliquent systématiquement un ou plusieurs atomes d’hydrogene le plus souvent liés a des
atomes tres électronégatifs, le fluor, I’oxygene ou ’azote. En effet, ces atomes attirent
I’¢lectron de 1’hydrogeéne faisant ainsi de celui-ci un atome chargé positivement et capable
d’attirer les paires d’électrons non liants des atomes des molécules voisines. Les liaisons
hydrogéne peuvent se former soit a I’intérieur d’une molécule (liaisons hydrogene
intramoléculaires) soit entre deux molécules (liaisons hydrogeéne intermoléculaires). Ces
liaisons sont responsables en grande partie de la cohésion dans les polymeres naturels et sont

d’une grande importance dans tous les systémes biologiques.™®
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Origine Intensité Portée Expression
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~ kT (Moyenne) %3 (longue) 4meyrs [2cos6,cosb
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Hydrophobe
o 7Y
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif de la nature, de la portée, de I'intensité et des expressions des différentes
interactions susceptibles d'intervenir lors du processus d'adhésion des bactéries sur les surfaces. Les

expressions sont calculées en considérant le vide (¢=1).

38,45
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I.3. Approche d’adhésion des bactéries sur une surface

L’adhésion des bactéries sur une surface est liée aux propriétés physicochimiques des
bactéries et celles de la surface. Cependant, cette adhésion est expliquée par des approches
différentes dont les plus connues sont celle dite DLVO (d’aprés Derjaguin, Landau, Verwey
et Overbeek) et thermodynamique. La premiere approche dite de DVLO basée sur la
considération des propriétés des interactions €lectrostatiques entre les bactéries et la surface et
la deuxieéme approche suggérée par Absolom est basée sur des considérations des propriétés
thermodynamiques des cellules et de la surface.” Ces deux approches ne tenant pas compte
des interactions apportées par les protéines entre elles dans le cas in vivo, ne sont valables que

. . 4
dans le cas in vitro.*®

1.3.1. Approche classique DLVO de I’adhésion des bactéries sur une

surface

Cette approche classique décrit 1’adhésion des cellules sur une surface par les interactions
¢lectrostatiques. En effet, les auteurs considérent deux niveaux d’interaction entre les cellules
et la surface.”” *”**® Un premier niveau d’interaction qui fait intervenir les forces d’interaction
de Van der Waals. Ces interactions ont lieu a des distances entre les cellules et la surface
supérieures a 50 nm. En-deca de cette valeur et tout prés de la surface, de nouvelles forces
d’interaction entrent en jeu. Ces interactions proviennent de la formation d’une double couche
de charges entre les bactéries et la surface permettant de neutraliser les charges des cellules.
Le role de cette double couche est de procurer aux cellules des charges de méme nature que
celles de la surface et générer ainsi des répulsions électrostatiques. La force générée par cette
double couche dépend de la force ionique du milieu et des charges de la surface. L’apparition
de cette force est liée a 1’épaisseur de la double couche. Cependant, cette approche présente
des limites car elle ne prend pas en compte les interactions a courte portée qui peuvent mettre
en jeu des interactions spécifiques (ioniques, hydrogene, chimiques...) et certains parametres
tels que la constante de Hamaker qui permet 1’évaluation des interactions de Van der Waals.
Ainsi, cette approche est complétée par Busscher ef al.*' qui proposent dans leur étude une
troisieme zone d’interactions entre les bactéries et la surface (Figure 7). Selon les auteurs,
cette zone se limite a une distance entre les bactéries et la surface inférieure a 1,5 nm et est le

siege d’interactions spécifiques pouvant permettre 1’adhésion.
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Figure 7 : Schéma représentatif des trois zones d’interaction entre les bactéries et la surface durant le

processus d'adhésion. Schéma extrait de.”'

- Zone 1 : distance de séparation > 50 nm, dans cette zone, les interactions entre les bactéries et la
surfaces sont de types Van der Waals et les propriétés des bactéries sollicitées sont celles non
spécifiques et macroscopiques.

- Zone 2 : distance comprise entre 10 et 20 nm, dans cette intervalle, en plus les interactions Van der
Waals, interviennent les interactions électrostatiques répulsives qui sont responsables de 1’adhésion
réversible des bactéries.

- Zone 3 : distance < 1 nm, dans cette zone interviennent les interactions spécifiques a courte distance
qui ménent a I’adhésion irréversible des bactéries.

Le contact des bactéries avec les surfaces requiert le franchissement de barri¢res énergétiques

induites par les interactions bactéries-surfaces mises en jeu lors du processus d’adhésion. A

I’approche des bactéries de la surface, ces barriéres énergétiques deviennent plus importantes

(Figure 8). En effet, a des distances mettant en jeu les interactions a longue portée (~ 10 nm),

les bactéries se trouvent dans une position de minimum secondaire. A ce stade du processus

d’adhésion, une faible énergie peut causer un détachement des bactéries de la surface. A des
distances de séparation plus petites (< 2 nm), les interactions a courte portée interviennent
dans le processus d’adhésion. A ce niveau, un franchissement d’une barriére énergétique par

les bactéries est requis pour atteindre le minimum primaire et établir des interactions acide-
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base ou hydrogene avec la surface. Le franchissement de la barriére énergétique nécessite une
dépense ¢levée d’énergie presque impossible a atteindre a cause des répulsions
¢lectrostatiques. Ainsi pour surmonter cet obstacle, des réorganisations de la surface des
bactéries (avec I’apparition de protubérances) sont nécessaires pour permettre des contacts
directs avec la surface et faciliter le franchissement de la barriére énergétique.”’ Le niveau de
la barriere énergétique dépend de 1’énergie de surface du substrat: il est élevé pour les
substrats de faible énergie de surface et trés petit voire absent pour les substrats de haute

. . 49
énergie de surface.
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Figure 8 : Energie d'interaction entre une bactérie et une surface en fonction de la distance d'approche.
En pointillé, I’énergie attractive de Van der Waals (en bas) et I’énergie de répulsion des interactions
électrostatiques (en haut). En ligne continue, I’énergie totale d’interaction.

1.3.2. Approche thermodynamique de I’adhésion des cellules sur une
surface
L’adhésion thermodynamique des bactéries en suspension dans un liquide sur une surface
peut-étre décrite par la relation thermodynamique de Young-Dupré (Equation I). Dans ces
conditions, 1’adhésion des bactéries est gouvernée par le changement de 1’énergie libre de
Gibbs qui dépend des tensions de surface entre les bactéries, la surface et le milieu de culture.
En effet, ’adhésion est énergétiquement favorisée si I’énergie libre de Gibbs est négative
(Figure 9).
AFaan = Vsb = Yib — Vsl Equation 1
Avec ysp, Vip €t Vs les tensions de surface surface-bactérie, liquide-bactérie et surface-

liquide.
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De cette approche, il ressort que les bactéries adhérent préférentiellement sur des surfaces
hydrophiles (énergies de surface élevées) si leur énergie de surface est supérieure a celle du
milieu de culture et sur des surfaces hydrophobes (basses énergies de surface) si 1’énergie de
surface des bactéries est inférieure a celle du milieu de culture. L’utilisation de 1’équation de
Young-Dupré pour décrire I’adhésion des bactéries est basée sur une adhésion réversible ce
qui n’est pas toujours le cas.” Dans le cas de I’adhésion des bactéries sans la formation d’une
interface franche bactérie-surface, cette approche devient inefficace pour décrire ’adhésion. '
En plus de ces deux désavantages, ce modele considere 1’adhésion a un état d’équilibre donné,
ce qui ne permet pas de rendre compte de la cinétique d’adhésion des bactéries.”® L utilisation
de cette approche menant parfois a des interprétations contradictoires des résultats d’adhésion
des bactéries de souches différentes sur les surfaces, Pratt-Terpstra et al.’' suggérent

I’introduction de parametres empiriques liées aux propriétés de surfaces des souches de

bactéries pour corriger et universaliser cette approche d’adhésion.
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Figure 9 : Energie interfaciale d’adhésion en fonction de la tension de surface du substrat. A faible tension
de surface, une énergie est nécessaire pour I’adhésion des bactéries tandis qu’a tension de surface élevée,
cette énergie est déja disponible pour ’adhésion.

1.3.3. Mécanisme d’adhésion et de prolifération des bactéries sur une
surface
L’adhésion des bactéries sur une surface est le plus souvent suivie d’une division continue des
bactéries et d’une sécrétion de matrice extracellulaire par celles-ci. Cette matrice
extracellulaire assure le lien entre les bactéries et garantit leur assemblage. Cet assemblage

des bactéries liées a une surface par la matrice extracellulaire est appelé biofilm.
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La formation de biofilm sur une surface passe par plusieurs étapes (Figure 10). Dans la
premigére étape, les bactéries s’attachent de maniere individuelle a la surface. Cet attachement
est gouverné par divers processus. D’abord, un film conditionnant constitué d’ions et de
protéines présents dans le milieu se forme a la surface du substrat.> > Les bactéries sous
I’effet de forces physiques (interactions électrostatiques, de Van der Waals,

»**® ou chimiques (chimiotaxie ou haptotaxie)’’ sont attirées par le film

gravitationnelles,...
conditionnant. Les effets chimiques sont souvent attribués aux aminoacides, aux glucides et
aux oligopeptides. En contact avec la surface, les bactéries s’adsorbent d’abord de maniére
réversible sur le film conditionnant. L.’adsorption des bactéries sur le film conditionnant
intervient trés rapidement (dans ’ordre d’une minute) et est fortement influencée par les
interactions hydrodynamiques et électrostatiques.” >’ Cette adsorption est suivie d’une
adhésion irréversible occasionnée par la sécrétion de substances exo-polymériques sur leur
surface. Ces substances, souvent considérées comme des adhésines sécrétées soit par les
fimbriae soit par la surface des bactéries, sont responsables de I’adhésion des bactéries sur les

60-63 " Contrairement 4 1’adhésion initiale, 1’adhésion

surfaces biotiques et abiotiques.
irréversible des bactéries sur une surface est un processus lent qui peut se dérouler sur
plusieurs heures.** Suite & leur attachement, elles commencent & subir une transformation de
leur phénotype. Cette transformation est accompagnée de la sécrétion d’une matrice
extracellulaire (étape 2). La nature de cette matrice (neutre, polyanionique ou polycationique)
dépend fortement de la nature des bactéries (Gram positif ou négatif).'® ° La quantité sécrétée
et la composition de la matrice varient également avec la souche, 1’age des bactéries et les
conditions environnementales dans lesquelles se forme le biofilm.*® La matrice extracellulaire
peut constituer jusqu’a 90 % de la matiére organique contenue dans le biofilm.'® ¢’ Elle a pour
role de créer un lien entre les bactéries a travers les intégrines, de les alerter des dangers
provenant de I’extérieur et de leur apporter les éléments nutritifs nécessaires a leur croissance
(étape 3). En plus de la matrice extracellulaire, le lien entre les bactéries est favorisé par les
interactions entre les pili. Les micro-colonies formées par les bactéries continuent a croitre et
fusionnent entre elles apres leurs contacts pour donner un biofilm mature a la surface (étape
4). Pour un confort dans leur processus de métabolisme, d’autres bactéries peuvent se
détacher de la macro-colonie pour coloniser d’autres parties de la surface (étape 5). Les
composantes de la surface des bactéries E. coli impliquées a chaque étape de la prolifération

des bactéries sont résumées dans le Tableau 3.
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1. Attachement des bactéries a la surface

2. Attachement irréversible des bactéries

3. Premiére phase de maturation — formation des micro-colonies

4. Deuxiéme phase de maturation — fusion des micro-colonies entre elles

5. Dispersion des bactéries planctoniques.

Figure 10 : Mécanisme de prolifération des bactéries attachées a une surface.

1. Attachement des bactéries Flagelle et motilité

Fimbrae type 1, curli, B-1,6-N-acetyl-D-

2. Attachement irréversible :
glucosamine

Motilité, curli, antigéne 43, acide colanique,

3. Formation des micro-colonies B-1,6-N-acetyl-D-glucosamine (EPS)

4. Fusion des micro-colonies Acide colanique (EPS), curli, pili conjugués

5. Dispersion Flagelle et motilité

Tableau 3 : Déterminants de la surface impliqués dans la prolifération des bactéries E. coli

I.4. Facteurs influencant I’adhésion de bactéries sur une surface

La compréhension du phénomene d’adhésion des bactéries sur une surface nécessite la prise
en compte des propriétés physicochimiques de la surface, des bactéries et du milieu de
culture. En effet, les propriétés physicochimiques de ces trois entités étant diverses et variées,
I’adhésion des bactéries doit résulter d’une tres forte affinité entre ces trois entités. Ainsi les
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parametres physicochimiques de chaque entité susceptibles d’agir sur ’adhésion des bactéries

sont présentés sur la Figure 11.
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Figure 11 : Paramétres physicochimiques des bactéries, de la surface et du milieu de culture susceptibles
d'agir sur I'adhésion des bactéries sur une surface. Schéma extrait de.”

1.4.1. Facteurs liés aux propriétés de la surface

L’adhésion des bactéries sur une surface est fortement influencée par les propriétés de la
surface. En effet, des études ont montré qu’en raison de la différence des propriétés chimiques
et de mouillabilité de la surface, une bactérie peut ou non y adhérer. La rugosité de la surface
joue un role primordial dans le processus d’adhésion des bactéries. La présence de rugosité a
la surface favorise I’adhésion des bactéries. En effet, les aspérités constituent des sites
d’accrochage pour les bactéries et les protegent des écoulements hydrodynamiques du milieu
de culture et d’autres facteurs exogénes qui pourraient les empécher de s’accrocher a la
surface.”” Le caractére électrostatique de la surface apporte une contribution non négligeable
dans le processus d’adhésion. Les bactéries étant pour la plupart chargées, une corrélation

entre leurs charges et celles de la surface favoriserait fortement 1’adhésion. Sur une étude de

25



Chapitre I : Etude bibliographique

I’adhésion des bactéries sur des surfaces chargées de méme caractére hydrophile/hydrophobe,
Gottenbos er al.’' ont montré que I’adhésion était plutét favorable si les surfaces sont
chargées positivement. L’énergie de surface, liée indirectement aux propriétés chimiques et de
rugosité de la surface influence fortement 1’adhésion des bactéries. Généralement, les surfaces
hydrophiles sont moins favorables & 1’adhésion des bactéries.”””* Des études suggérent des

propriétés de mouillabilité intermédiaires pour avoir une bonne adhésion des bactéries.””””’

1.4.2. Facteurs liés aux conditions environnementales

La croissance et le métabolisme des bactéries sont fortement liés aux conditions
environnementales (pH, température, la force ionique du milieu, ...).”® Ainsi toute variation
de ces conditions modifiera I’adhésion des bactéries sur la surface. Certaines bactéries voient
leur taux d’adhésion varier sous 1’effet de la température. Cela est en lien avec 1’existence
pour chaque souche de bactéries d’une température optimale associée a la production de
nutriments, d’enzymes,... et a la présence de certains appendices a leur surface.””™ Le
changement du pH du milieu qui peut affecter 1’état de charge de la surface et des bactéries
constitue un facteur clé pour 1’adhésion des bactéries. Dans le cas spécifique des surfaces
métalliques ou d’oxydes métalliques, ce changement peut affecter fortement ['état
d’oxydation. Une étude menée par Fletcher et al®* sur I’effet du pH sur 1’adhésion de
pseudomonas fluorescens sur des substrats de verre a montré une augmentation de leur
adhésion avec la diminution du pH. La force ionique du milieu influence les interactions entre
la surface et les bactéries. Cette influence conditionne I’adhésion des bactéries sur la surface.
Ainsi, selon la nature des sels, cette force ionique peut impacter positivement ou
négativement 1’adhésion des bactéries.* ™ Selon les régimes d’écoulement hydrodynamique
du milieu, 1’adhésion des bactéries peut s’avérer difficile. En effet, en régime laminaire,
I’adhésion des bactéries va dépendre de leur faculté a traverser la couche limite qui se forme a
I’interface solide/liquide tandis qu’en régime turbulent, I’adhésion des bactéries repose sur le
temps d’interaction entre les bactéries et la surface qui est trés court a cause des
tourbillonnements. D’autres é¢tudes ont montré que la sécrétion des macromolécules pouvant

faciliter I’adhésion des bactéries dépend aussi des conditions hydrodynamiques du milieu.*®*’

1.4.3. Facteurs liés aux propriétés des bactéries

Les propriétés physicochimiques des bactéries sont directement liées a I’espéce, la souche et
’age de la bactérie.”™ En effet, leurs propriétés physicochimiques relévent des propriétés

chimiques des macromolécules constituant leurs membranes externes. L’adhésion des

26



Chapitre I : Etude bibliographique

bactéries est fortement dépendante des propriétés physicochimiques de surface de la bactérie.
Pour une bactérie donnée, les paramétres physicochimiques susceptibles d’influencer son
adhésion sont ses propriétés de mouillabilité, d’interactions électrostatiques et spécifiques, sa
forme, sa capacité a s’étaler... Les caracteres hydrophiles et hydrophobes des bactéries

72, 74, 89

impactent fortement leur adhésion sur une surface. En effet, des études ont montré que

les bactéries hydrophobes ont une tendance préférentielle a adhérer sur des surfaces

72, 74, 90
7 ont

hydrophobes et les bactéries hydrophiles sur des surfaces hydrophiles. Des études
prouvé que la diminution de I’hydrophobicité des bactéries entrainerait une diminution de
I’adhésion des bactéries. Katsikogianni ef al. ont étudié la prépondérance des propriétés
hydrophobes de la surface et des bactéries sur leur adhésion. Ces derniers concluent dans leur
é¢tude que I’hydrophobicité de la surface jouerait le role le plus important dans le processus
d’adhésion.”’ La charge de surface des bactéries contribue également a I’adhésion bactérienne
sur une surface. Cette charge provient de 1’état d’ionisation des macromolécules constituant la

surface des bactéries et dépend des propriétés du milieu de culture : pH, force ionique,....">""

Les bactéries présentent souvent une charge surfacique négative; " " %

plus celle-ci est
¢levée, plus les bactéries sont hydrophiles.”” Ainsi, toute augmentation de cette charge
entrailne une diminution de ’adhésion. Les macromolécules constituant la surface des
bactéries peuvent faciliter leur adhésion sur les surfaces. Cependant, leur synthése peut
dépendre de I’état physiologique des bactéries et des conditions du milieu. La forme et la
présence ou non de flagelles a la surface des bactéries apportent une contribution importante

o 96-98
dans leur processus d’adhésion sur les surfaces.

En effet, sous ’effet du pH du milieu et
de certains de ses constituants, les bactéries peuvent acquérir un caractére de chimio-taxie
positif ou négatif leur permettant de se déplacer dans une direction privilégiée augmentant

ainsi leur probabilité de trouver la surface.

1.4.4. Le « surface sensing » ou la détection de la surface

Certaines bactéries poss¢dent la faculté en se déplacant dans le milieu de culture de détecter la
surface et de diriger leur mouvement vers celle-ci: la chimiotaxie. Cette détection de la
surface est guidée par la variation de concentration du milieu de culture pres de la surface due
aux ions ou petites molécules que la surface libére dans le milieu. Ces ions ayant servi de
guide pour les bactéries, ils sont piégés entre elles et la surface (Figure 12). Ce piégeage
d’ions induit, dans le cas de 1’adhésion des bactéries E. coli, une diminution du pH et de
1’osmolarité du milieu de culture prés de la surface.” La diminution de ces deux paramétres

affecte directement les propriétés bioénergétiques et de transcription des bactéries et peut
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permettre une corrélation liée au pH a I’adhésion bactérienne.'® En plus de ces phénomeénes,
le contact des bactéries avec la surface induit des contraintes physiques qui peuvent entrainer
une inhibition de la rotation de leurs flagelles.'”''* En bref, la détection de la surface par les
bactéries entraine une série de changements, le plus souvent morphologiques, qui facilitent

leur adhésion.

pH Osmolarité Inhibition des flagelles

—H" -« = osmolytes

——

- * b gty et b - - - .

Figure 12 : Effet du rapprochement de la bactérie avec la surface sur le pH, I'osmolarité du milieu et sur
1a rotation des flagelles. Schéma extrait de.”

I1. Modification de surfaces et intéréts biologiques

Les matériaux bruts ne possédant pas nécessairement toutes les propriétés requises pour
certaines applications de surface, la modification de 1’extréme surface permet de combiner en
un seul matériau toutes les propriétés nécessaires a une application. L’utilisation de cette
technique dans divers secteurs pour adapter les matériaux a leurs utilisations croit de maniére
continue. Dans le secteur biomédical qui requiert des matériaux dont les propriétés de masse
et de surface sont censées répondre aux normes conventionnelles, la modification de surface
sert d’outil pour rendre les surfaces des biomatériaux biocompatibles et leur apporter une
activité physiologique. Etant donné que les surfaces des biomatériaux constituent les
premieres zones de contact entre ceux-ci et le vivant, la maitrise de ces propriétés de surface
permet d’éviter les interactions non spécifiques entre les cellules et les biomatériaux et par
conséquent assurer leur intégration.'®'”” Cette technique permet, par la modification des
parameétres physicochimiques des surfaces (mouillabilité, charges de surface, rugosités,
structures,...), d’accéder a des matériaux qui peuvent présenter des caractéristiques telles
que : la résistance a I’usure et a la corrosion, la résistance mécanique, la biocompatibilité, la
conductivité électrique... Plusieurs méthodes de modification de surface sont disponibles

. s s 108 : 109 A 110
pour modifier les propriétés d’une surface (plasma, ~ traitement laser, =~ revétement,

111

greffage de polymeres ou de nanoparticules, ...). Cependant, celles-ci présentent des
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avantages différents vis-a-vis de certains domaines biomédicaux (ingénierie tissulaire,

libération de médicaments, orthopédie,...).

I1.1. Méthodes et approches de modification de surfaces

La modification de surface doit nécessairement se faire par des revétements de couches ultra-
minces qui ne vont concerner que les propriétés de surface des matériaux. Contrairement aux
revétements épais, les films ultra-minces présentent souvent une bonne adhésion et n’affectent
pas les propriétés de masse des matériaux. Les différentes approches permettant d’améliorer
les fonctionnalités des surfaces des matériaux peuvent étre réparties en deux catégories : une
premiére catégorie qui permet la modification chimique ou physique de la surface par
altération des atomes ou molécules de la surface du matériau initial et une deuxieme catégorie
qui nécessite un nouveau revétement élaboré par voie physique ou chimique pour apporter
une nouvelle composition chimique a la surface. Le choix de la méthode de modification de la
surface des biomatériaux peut s’avérer trés important pour leur durabilité et leur efficacité.
Par exemple, dans la conception de cathéters, I'utilisation de revétements d’hydrogels
physiques est privilégiée du fait de leur caracteére glissant tandis que pour des applications
dans des zones du corps de forte humidité, la modification par greffage chimique de la surface

des biomatériaux est préférée car elle permet d’éviter la délamination des revétements.

I1.1.1. Modification des aspects topologiques de la surface

Cette approche de modification de la surface des biomatériaux est largement utilisée dans le
domaine biomédical. Elle permet d’apporter des modifications topologiques de la surface des
biomatériaux sans altérer leurs propriétés chimiques.''? La modification de la topologie des
surfaces peut se faire de manicre réguliere ou irréguliére. Cette approche peut étre utilisée
seule ou combinée a d’autres approches pour améliorer les propriétés de surfaces.
L’introduction de rugosités a la surface des biomatériaux augmente ’aire de contact entre
ceux-ci et le vivant et permet de favoriser leurs interactions.' > Des études ont montré que
I’introduction de rugosités a la surface modifie fortement les propriétés hydrophiles de la
surface des biomatériaux et par conséquent améliore 1’attachement des bactéries sur ceux-

- 117,118
(0

La création d’une structure réguliere a la surface des biomatériaux peut diminuer les
interactions non spécifiques entre les biomatériaux et les protéines qui sont souvent
responsables du mauvais fonctionnement des biomatériaux.'"” Ces nano structurations de la
surface des biomatériaux sont utilis€ées, par exemple, pour améliorer I’attachement des

cellules endothéliales qui interviennent dans la régénération des parois des vaisseaux sanguins
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120, 121

et aident a limiter les risques de thrombose. La création de nano-piliers dans les

biomatériaux poreux permet une prolifération des bactéries et sert dans la libération de

;1. 122
médicaments.

I1.1.2. Modification des aspects chimiques de la surface

La modification chimique permet de modifier chimiquement les propriétés des surfaces des
biomatériaux sans affecter significativement les propriétés de masse. Cette approche réunit les
techniques telles que le dépot chimique par voie vapeur, le dépdt physique par voie vapeur,
les techniques de greffage chimique, les revétements par des films minces,...."*" '** Le niveau
de modification de la surface des biomatériaux peut étre différent dans cette approche. En
effet, certaines techniques nécessitent la formation de liaisons chimiques et d’autres un dépot
par voie physique. Le traitement des surfaces par plasma offre diverses possibilités pour
faconner la surface des biomatériaux. Il a ét¢ montré que la modification de surface par
dopage par plasma pulsé (PIII) induit une augmentation du caractére hydrophile de la surface
des biomatériaux, améliore 1’adhésion des protéines et réduit les risques de formation de

thrombus et d’agrégation des thrombocytes.'**

Le traitement des biomatériaux par plasma
ammoniacal promeut 1’adhésion de cellules endothéliales.''® '* Dans leur étude, Lee et al.’*®
127 ont démontré que le traitement des surfaces par plasma de vapeur d’eau entraine une
génération de groupes hydroxyle a la surface des biomatériaux et par conséquent une
amélioration de I’attachement des bactéries. La modification des surfaces par des
monocouches auto-assemblées (notées SAM pour self-assembled monolayers), présente
I’avantage d’avoir des couches ordonnées et une orientation contrdlée des chaines constituant

les couches. Ces particularités des SAM offrent le choix d’exposer des groupes ou fonctions

. . . . o 128
requises permettant de répondre a des besoins spécifiques.

I1.2. Applications des films minces dans le domaine biomédical

Les propriétés biologiques (biocompatibilité, biodégradabilité), physicochimiques
(mouillabilité, énergie de surface, rugosité, porosité) et mécaniques (€élasticité, résistance a la
corrosion, résistance a 1’usure) des films minces leur permettent d’occuper une place
importante dans la conception et les applications des biomatériaux. En effet, les problémes les
plus délicats couramment rencontrés dans le domaine biomédical proviennent des failles des
propriétés de surface des biomatériaux (fibrose, coagulation sanguine, réponses
inflammatoires,...)."*> ** Pour contourner ces problémes, il apparait nécessaire de recourir au

traitement de surface afin de bien controler les propriétés de surface des biomatériaux pour
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des besoins spécifiques. Ainsi, le traitement de surface est largement utilisé dans différents
domaines biomédicaux. Dans I’orthopédie, le traitement de surface permet d’éviter les
infections bactériennes et d’assurer [’ostéo-intégration. Dans la fabrication d’implants
(cardiaques, neuronaux, cochléaires,...), l'utilisation de revétements biodégradables et
biocompatibles est indispensable pour leur bonne intégration. Les films ultra minces peuvent
servir de moyen pour ¢éviter les risques d’infections post-implantation, améliorer la
biodisponibilit¢ des médicaments, réduire la dose thérapeutique, ou faciliter la vectorisation

;1. 131, 132
des médicaments.

Le traitement de la surface des micro-aiguilles s’avere étre tres
efficace pour une libération effective et moins invasive des médicaments."”> Dans 1’ingénierie
tissulaire, la modification de surface peut permettre une meilleure différentiation des
ostéoblastes, une meilleure minéralisation et une bonne ostéoconductivité. En effet, Mathews

et al."**

ont montré dans leur étude que le revétement des surfaces des implants par un tri
polymeére (Chitosane-Collagénel-Acide hyaluronique), permettra d’avoir de bonnes
propriétés d’ostéoconductivité et d’ostéointégration. L’ importance accordée aux biocapteurs
dans I’industrie biomédicale revient aujourd’hui aux techniques de traitement de surface. En
effet, ’utilisation de cette technique dans la fabrication des biocapteurs a permis une grande
avancée dans plusieurs études: le traitement local d’inflammation,'” la détermination

d’antibiotiques,*® le diagnostic et la thérapie des maladies liées aux os,”’ la détection de

. . . . . 1
certaines maladies virales aigués,'*® ....

Les réponses biologiques (adhésion, interaction et croissance) des bactéries sur une surface
relévent fortement d’une synergie entre les propriétés chimiques et physicochimiques de
celles des bactéries et de la surface, et peuvent changer d’un polymeére a un autre. Ainsi, dans
cette étude de caractérisations physicochimiques et biologiques des films minces supportés,
nous avons choisi d’utiliser un polysaccharide issu de la biomasse : le chitosane. Le chitosane
a I’avantage de posséder une structure chimique modulable et proche de celles de certains
exopolysaccharides sécrétés par certaines bactéries lors de leur processus d’adhésion sur une
surface. Pour mieux pouvoir comprendre les réponses biologiques des films de chitosane, il
est nécessaire de prendre connaissance de ses propriétés moléculaires et physicochimiques
ainsi que du lien qui existe entre elles. Dans ce but, nous allons présenter les propriétés
moléculaires, physicochimiques, biologiques des films a base de chitosane ainsi que leurs

applications dans le domaine biomédical.
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II1. Le Chitosane : de la biomasse a I’utilisation biomédicale

I11.1. Origine et structure du chitosane
La chitine a été découverte pour la premiere fois en 1811 sous le nom de « fungina » chez des
champignons par le chimiste frangais Henri Braconnot.”” En 1823, sur des études de
cuticules de coléopteres, Auguste Odier découvre un polymere de méme nature qu’il nomma
chitine qui est 1’appellation utilisée aujourd’hui. Cependant, la découverte du chitosane en
tant que tel est datée de 1859 avec les travaux de Charles Rouget. Cette découverte est
survenue par observation d’un produit soluble lors du traitement de la chitine par de la potasse
a température €levée. 1l faudra attendre les travaux de I’allemand Felix Hoppe-Seyler en 1894

pour que le chitosane regoive le nom qu’il porte aujourd’hui.'*’

Le chitosane est un copolymeére naturel appartenant a la famille des polysaccharides. Ce
copolymere de nature linéaire est composé d’unités D-glucosamine (GIcN) et de N-acétyl-D-
glucosamine (GIcNAc) reliées par des liaisons glycosidiques de type B-(1—4) (Figure 13).
Le chitosane est généralement obtenu par N-désacétylation partielle ou totale de la chitine,
I’un des biopolyméres naturels les plus abondants dans la biomasse. La chitine est extraite par
traitement acide ou enzymatique des exosquelettes des crustacés, des cuticules des insectes,

de ’endosquelette des céphalopodes et de la paroi cellulaire de certains champignons.'*!

OH NH,
NH
OH
O DA 100-DA
N-acétyl-D-glucosamine D-glucosamine
(GIcNAc) (GIcN)

Figure 13 : Structure chimique de la chitine et du chitosane (DA représente le pourcentage molaire
d’unités N-acétyl-D-glucosamine contenues dans les chaines de polymeres).

La chitine et le chitosane possédent des structures chimiques treés proches et il n’existe pas de
nomenclature officielle permettant les différencier. Ainsi pour différencier ces deux

biopolymeres, leurs propriétés intrinséques sont utilisées. La différence entre ces deux
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biopolymeres est souvent basée sur une délimitation d’intervalle de degré d’acétylation. Ce
degré d’acétylation correspond au pourcentage molaire d’unités N-acétyl-D-glucosamine
contenues dans les chaines de polymeéres. Cependant, cette délimitation du DA pouvant varier
avec certaines propriétés ou avec les sources des deux biopolyméres, la solubilité est
considérée comme le moyen le plus efficace pour différencier la chitine du chitosane. Le
chitosane est soluble dans les solutions aqueuses d’acides diluées tandis que la chitine ne I’est
pas. La chitine est soluble que dans le N,N-diméthylacétamide (DMAc) en présence du
chlorure de lithium (LiCl).

II1.2. Parametres moléculaires du chitosane

Les diverses propriétés attribuées a la chitine et au chitosane sont fortement liées a leurs
parametres moléculaires. Ce lien oblige a connaitre de manicre précise ces paramétres pour
bien comprendre les propriétés physicochimiques et biologiques du chitosane, et en particulier

son degré d’acétylation et sa masse molaire.
II1.2.1. Le degré d’acétylation

Les propriétés électrostatiques, mécaniques, biologiques, physicochimiques,... du chitosane
dépendent fortement du degré d’acétylation. En effet, en fonction de ce paramétre, Schatz et
al. sont parvenus a définir des intervalles de prédominance de la nature des interactions que

\ . 142 . eone .
possede le chitosane. " Ces intervalles sont délimités comme suit :

— Intervalle 1 : DA <20 %. Dans cet intervalle de DA, les chaines de chitosane ont un
caractére polycationique. Les interactions prédominantes sont essentiellement
¢lectrostatiques et les chaines de chitosane sont étirées ;

— Intervalle 2 : 20 % < DA < 50 %. Dans cet intervalle intermédiaire, les interactions
hydrophiles/hydrophobes se contrebalancent et leurs impacts sur les propriétés sont
équilibrés ;

— Intervalle 3: DA > 50 %. Dans ce dernier intervalle de DA, les interactions

hydrophobes sont fortement prédominantes.

I11.2.2. L.a masse molaire

La masse molaire du chitosane est le plus souvent liée a la source de chitosane. Cependant,
cette masse molaire peut étre ajustée par des méthodes chimiques de traitement telles que la

dépolymérisation par exemple. Plusieurs propriétés du chitosane sont connues pour étre
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influencées par la masse molaire : propriétés rhéologiques, hygroscopiques, mécaniques...
r r .. 143 ’ . e . .
Des études menées par Kofuji et al.”™ ont montré que la viscosité d’une solution de chitosane
dépend fortement de sa masse molaire et de sa dispersité. Les propriétés mécaniques telles
que I’¢longation a la rupture, la résistance a la traction de matériaux a base de chitosane sont
fortement améliorées avec I’augmentation de la masse molaire.'** '* Il a été prouvé aussi que
le caractere hygroscopique du chitosane est li¢ a sa masse molaire. En effet, ce caractére, plus
L, ., . 146 , . .
précisément le gonflement, augmente avec la masse molaire.”™ Les réponses biologiques du
chitosane dépendent également de la masse molaire du chitosane. En effet, celle-ci peut
influencer ’adhésion, le métabolisme et la prolifération des bactéries. Cependant, cette

. . . . Ly 147-1
influence de la masse molaire reste contradictoire dans la littérature.'*”'*°

II1.3. Propriétés du chitosane en solution

II1.3.1. Solubilité du chitosane

En dehors de ces groupes amine et acétamide, le chitosane posseéde des fonctions hydroxyle et
éther sur sa chaine principale. La présence de ces fonctions et groupes dans la structure du
chitosane influence fortement sa solubilité. En milieu aqueux pur, ces groupes interagissent
entre eux par des liaisons hydrogeéne pour empécher la dissociation des chaines de chitosane
et par conséquent la solubilité du polymeére. Cependant, en milieu aqueux d’acide dilué, cette
solubilité est liée a la protonation des fonctions amine de sa chaine principale qui induit une
énergie de répulsion électrostatique trés supérieure a 1’énergie attractive, favorable a la
formation de liaisons hydrogeéne. Outre les caractéristiques du milieu (pH, force ionique,...),
la solubilité du chitosane dépend aussi de son DA et de sa masse molaire. Varum ez al.">' ont
montré que la solubilité du chitosane augmente avec la diminution de sa masse molaire. Le
chitosane devient plus soluble quand son DA diminue.'* Malgré la diminution de la solubilité
avec I’augmentation du DA, le chitosane devient soluble sur un plus large intervalle de pH
quand son DA augmente. A des DA proches de 50 %, le chitosane est soluble dans 1’eau quel
que soit le pH."' Les propriétés de solubilité du chitosane en fonction du DA sont expliquées
par Sorlier et al."** En étudiant une série de chitosane de DA compris entre 5 % et 89 %,
Sorlier et a/ ont montré que le pK intrinseéque du chitosane (pKo) augmente lorsque le DA
augmente. Ce résultat traduit le renforcement du caractére cationique du chitosane en solution
avec I’augmentation du DA. La nature des acides utilisés peut jouer un réle important dans la
solubilisation du chitosane.'™ En effet, les contre-ions libérés par les acides dans le milieu
étant différents, leurs encombrements stériques affecteront de maniére différente la rigidité

des chaines et par conséquent la solubilité du polymere.
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I11.3.2. Conformation du chitosane en solution

La conformation en solution des chaines de chitosane est liée a plusieurs parameétres sensibles
et parfois difficiles a contrdler. Parmi ces parameétres, on peut citer : le DA, la force ionique
du milieu, le degré d’ionisation des chaines de chitosane, la distribution des résidus N-acétyl-

D-glucosamine le long des chaines....

La conformation des chaines de chitosane en solution est directement liée a son DA et a sa
masse molaire. Plusieurs études liées a la détermination de la conformation des chaines de
chitosane en solution sont reportées dans la littérature. Une étude sur une série de chitosanes
réacétylés de maniére homogeéne, a montré une augmentation de la longueur de persistance
des chaines de chitosane avec I’augmentation du DA (11 nm (DA= 2 %) a 15 nm (DA = 60
%))."**'%® Une évolution similaire de la longueur de persistance des chaines de chitosane en

fonction du DA a été observée par Terbojevich er al’”” 1%

Les auteurs expliquent ce
phénomene par la stabilisation du chitosane avec 1’augmentation du DA due a la formation de
liaisons hydrogeéne intermoléculaires.

Une étude plus compléte de I’effet du DA sur la conformation des chaines de chitosane en
solution en fonction du DA a été effectuée par plusieurs auteurs.'*> '°% 1% Ces derniers

définissent trois intervalles de DA qui régissent la conformation des chaines.

— DA < 25 % : domaine polyélectrolyte ; dans cet intervalle, les chaines de chitosane
présentent une densité de charge élevée conduisant a une expansion des chaines de
chitosane qui résultent des interactions répulsives inter et intra chaines. Le caractére
polyélectrolyte des chaines étant tres présent dans cet intervalle, la conformation des

chaines dépend aussi de la concentration en sel dans le milieu.

—25 % < DA <50 % : domaine de transition ; dans cet intervalle de DA, un équilibre

entre les interactions hydrophiles et hydrophobes commence a s’établir.

— DA > 50 % : domaine hydrophobe ; dans ce domaine, les chaines deviennent tres
faiblement chargées du fait de I’augmentation du DA. Cette augmentation favorise les
interactions segment/segment au détriment des interactions segment/solvant, ce qui

induit une association des chaines.
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IT1.4. Caractérisation des paramétres moléculaires du chitosane

I11.4.1. Le degré d’acétylation

La détermination du degré d’acétylation du chitosane peut étre effectuée par plusieurs
techniques : titration colloidale, titration potentiométrique, spectrométrie de masse,
spectroscopies IR et UV, dichroisme circulaire, spectroscopie RMN,.... Cependant, de par sa
fiabilité, sa facilit¢ d’utilisation, sa rapidité et sa faible consommation de produit, la

spectroscopie RMN du proton reste la technique la plus utilisée.

Plusieurs techniques sont proposées pour la détermination du DA a partir du spectre RMN 'H.

Celle de Hirai et al.'®

a été utilisée dans cette étude. Pour déterminer le DA du chitosane,
'intégrale des protons du groupe méthyle (Icy,) des unités N-acétyl-D-glucosamine situee
vers 2 ppm est comparée avec celle de la somme des intégrales des protons (H, — Hg')

(In,-n,,) des unités N-acétyl-D-glucosamines et D-glucosamines situées entre 3 et 4 ppm

(Figure 14). Le DA est ainsi donné par la relation :

1
0, = & - :
DA (%) = 1 * 100 Equation II

6 IHZ—H6[

Les analyses dans notre étude ont été effectuées a température ambiante. Le solvant utilisé est
une solution aqueuse deutérée d’acide chlorhydrique en présence de triméthylsilylpropanoate

de sodium deutéré (TSP-d4).

T T T T T T T T T T T T T T T T T T r T T
58 5.6 54 52 5 483 46 44 432 4 3.8 36 3.4 3.2 3 23 2.6 44 22 b4 18

Figure 14 : Spectre RMN du proton 'H du chitosane (expérience réalisée dans du D,O a température
ambiante).
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La RMN du proton permet aussi la détermination de la distribution des unités acétylées le
long de la chaine principale. Virum er al.'® ont montré que le déplacement chimique du
proton H; dépend de la nature de 1’unité adjacente (acétylée ou non). Ainsi, cela permet de
calculer la fréquence des diades et par conséquent déterminer le type de distribution

(statistique ou en bloc) des unités N-acétyl-D-glucosamine et D-glucosamine.

I11.4.2. LL.a masse molaire

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour déterminer la masse molaire du chitosane : la
viscosimétrie capillaire, la diffusion statique de la lumicre, la chromatographie d’exclusion

stérique (CES), I’osmométrie,....

Les masses molaires des chitosanes étudiés dans le cadre de ce travail ont été mesurées par
chromatographie d’exclusion stérique couplée a la diffusion de la lumiére. L association de
ces deux techniques permet une caractérisation compléte de la masse molaire du chitosane. En
fait, celle-ci permet d’obtenir les masses molaires moyennes en nombre (M;) et en masse

(My) ainsi que la dispersité (D).

L’utilisation de la chromatographie d’exclusion stérique pour 1’analyse des polyélectrolytes
s’avere trés délicate du fait des interactions entre I’¢luant et la phase stationnaire et celles
induites par les polyélectrolytes. Afin de contourner ces phénomeénes d’interactions, il est
important de bien choisir le pH et la force ionique du solvant. Dans notre étude, nous avons
choisi une solution tampon acide acétique 0,2M / acétate d’ammonium 0,15 M de pH=4,5.
Les caractéristiques de cette solution permettent de limiter la possibilit¢ de formation de
liaisons hydrogéne entre le chitosane et la phase stationnaire et de favoriser I’écrantage des
charges du chitosane.'** '%

La détermination de la masse molaire moyenne en masse n’est possible que grace a la
connaissance des valeurs d’incrément de I’indice de réfraction (dn/dc) dans le solvant. Ce
parametre est fortement dépendant de la nature de 1’¢luant, des caractéristiques du solvant et

1 ’ . . . , . . , .
du DA.'®® Dans notre cas, la détermination des valeurs d’incrément de 1’indice de réfraction et

les mesures de la masse ont été effectuées dans le méme solvant.
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ITL.5. Propriétés biologiques du chitosane

IT1.5.1. Propriétés bactériostatiques

Les propriétés physicochimiques et moléculaires du chitosane lui conférent un caractére
inhibiteur de plusieurs types de bactéries et de champignons. Deux principaux mécanismes
d’inhibition des bactéries par le chitosane sont décrits dans la littérature. D’une part, ce
phénomene est expliqué par le caractere polycationique du chitosane qui interfeére par des
interactions électrostatiques sur le métabolisme des bactéries. D’autre part, ce phénomene est
compris comme un blocage de la transcription de I’ADN des bactéries en ARN du fait de
I’adsorption du chitosane sur les molécules de I’ADN lorsqu’il s’infiltre dans les bactéries.'®”
70 Les interactions du chitosane avec les bactéries a Gram négatif et les bactéries & Gram
positif se font de manieres différentes. Sur un plan général, plusieurs études dans la littérature
ont montré que les interactions sont plus fortes entre le chitosane et les bactéries a Gram
négatif et que celles-ci sont plus sensibles aux propriétés antibactériennes du chitosane que
celles & Gram positif.'”" "> Des études portant sur I’effet de ’age des bactéries ont suggéré
une variation des propriétés d’électronégativité de la surface des bactéries qui serait liée a leur

173, 174

croissance. Tsai et al. concluent que cette variation influence fortement I’adhésion et la

prolifération des bactéries sur le chitosane.!” Le caractére bactériostatique du chitosane est

d’autant plus présent que son DA est faible. L’effet de la masse molaire est souvent

contradictoire sur ’ensemble des travaux de la littérature.!’> 7178

I11.5.2. Propriétés anti-tumorales

Le chitosane et ses dérivés présentent a la fois des activités antitumorales dans les milieux in
vivo et ex vivo. Ces propriétés du chitosane ont ét¢ mises en évidence dans plusieurs études.
Tokoro et al. ont constaté I’effet antitumoral du chitosane par une sécrétion importante

d’interleukines 1 et 2 qui induisent une maturation et une infiltration des lymphocytes T

180
L

cytolytiques.'” In vivo, Lin et a ont découvert que le chitosane peut permettre une

augmentation de la production de lymphokine et par conséquent une prolifération des

lymphocytes T cytolytiques. Plusieurs études ont démontré que le chitosane peut agir

181-183

directement sur les cellules tumorales par apoptose. Il peut également avoir des effets

pro apoptotiques trés forts pour certaines cellules cancéreuses. Le chitosane peut également

184

aider a la suppression de certaines cellules d’hépatome humain.”™" L’effet antitumoral du

. . crN s s r . 1 1
chitosane est directement 1ié a ses propriétés moléculaires. ' 1%
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I11.5.3. Propriétés de biocompatibilité

La biocompatibilité est une fonction indispensable des biomatériaux pour leurs applications
dans le domaine biomédical. Elle réside dans leur capacité a ne pas produire d’effets toxiques
ou nuisibles sur les systémes biologiques.'™” '®® Cette fonctionnalité peut inclure d’autres
aspects des biomatériaux tels que la cytocompatibilité, la non-toxicité,....""” Plusieurs études
ont prouvé que cette fonction de biocompatibilité est présente chez le chitosane.'™ """ En
effet, des études menées sous des approches différentes ont confirmé le caractere

biocompatible du chitosane pour divers types de cellules.'®* %1%

I11.6. Propriétés physicochimiques des films de chitosane

I11.6.1. Mouillabilité des films de chitosane

Les propriétés de mouillabilité des films font généralement référence aux angles de contact a
I’eau et a la tension de surface. Ces propriétés participent fortement aux propriétés
biomédicales des biomatériaux. En effet, la variation de ces deux propriétés peut permettre
I’adhésion et la prolifération de plusieurs types de bactéries. Les propriétés souhaitées pour
I’adhésion et la prolifération des bactéries sont I’hydrophobie et de manic¢re générale des
tensions de surface ¢levées. Les propriétés de mouillabilité des films de chitosane sont
fortement dépendantes des parameétres moléculaires du polysaccharide. Cependant, les
conclusions sur ces propriétés en fonction des parametres du chitosane sont contradictoires
dans la littérature. Foster et al., dans leur étude de la mouillabilité de films de chitosane
commercial non supportés (obtenus par évaporation de solvant), d’épaisseur ~ 20 um et de
DA compris en 15 et 28 %, ont observé une diminution des angles de contact avec
I’augmentation du DA. En effet, les angles sont compris entre 75 et 65 ° pour les DA
supérieurs a 20 %. Ils obtiennent une valeur d’angle fortement ¢levée de 1’ordre de 105 ° pour
le DA 15 %."" Tomihata et Ikada, sur des films d’épaisseur 150 pum préparés suivant la
méthode de Tokura,'” rapportent une augmentation des angles de contact avec
I’augmentation du DA. Les auteurs observent des angles qui varient de 49 ° pour le DA 0 % a
69 ° pour le DA 100 %."”” Wenling et al., sur des films de DA compris entre 5 et 30 % et
d’épaisseur entre 60 — 90 um, ont obtenu des angles compris entre 74 et 80 °. Cependant, les
auteurs n’ont pas observé de tendance en fonction du DA.*™ Ces contradictions peuvent
provenir de la source du chitosane ou de la méthode de réacétylation, d’ou I’importance dans
notre étude de considérer des séries de DA issues de la méme source de chitosane et

réacétylées dans des conditions de réaction homogene. On retrouve différentes valeurs de
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tensions de surface du chitosane dans la littérature ; des valeurs de I’ordre de 70 mN/m pour

201, 202

le chitosane en solution et des valeurs comprises entre 30 et 35 mN/m sur des

. 203-2
membranes de chitosane.’*2%

Qun et Ajun ont observé des tensions de surface du chitosane
en milieux aqueux de HCI et de AcOH qui restent presque constantes avec la variation du

DA.202

111.6.2. Gonflement des films de chitosane

Connu pour ses propriétés hygroscopiques, le chitosane gonfle facilement en contact avec
I’eau. Cette caractéristique est souvent traduite par le pourcentage d’eau absorbée a 1’équilibre
par le polymere. Le gonflement des films de chitosane est d’une grande importance dans le
domaine biomédical. En effet, cette propriété des polymeres facilite 1’inclusion des principes
actifs et leur relargage dans les systémes biologiques. Le gonflement du chitosane résulte des
interactions entre les molécules d’eau et les groupes hydrophiles du polymere. La densité des
groupes hydrophiles sur la chalne principale et les forces intermoléculaires constituent les
principaux facteurs qui gouvernent le gonflement du chitosane. Cependant, celles-ci
dépendent des parameétres moléculaires du chitosane (DA, masse molaire, cristallinité,...), des
parameétres du milieu environnant (pH, force ionique, température, humidité,...). Une étude
menée sur I’effet du pH sur le gonflement des films de chitosane a prouvé une augmentation
du gonflement des films avec la diminution du pH, jusqu’a un pH limite en deca duquel les
films de chitosane deviennent solubles. En effet, les auteurs ont étudié le gonflement des films
de chitosane d’épaisseurs comprises entre 70 et 90 um dans des milieux de pH différents : eau
distillée, solution saline normale, tampon phosphate a pH 7,2 et tampon HCI-KCI pH 1,2. En
immergeant les films de chitosane dans les solutions tampon HCI-KCI pH 1,2 et saline
normale, les auteurs ont observé une dissolution facile et rapide des films de chitosane. Dans
I’eau distillée, les films de chitosane de faible masse molaire gonflent trés rapidement avant
de se dissoudre dans I’immédiat. Un gonflement plus important et une dissolution sous forme
de fragments apres 2 h d’immersion ont été notés pour les films de masse molaire élevée.
Dans la solution tampon a pH 7,2, les auteurs ont constaté un gonflement important des films
au cours des 15 premicres minutes d’immersion puis une diminution du gonflement au-
dela.”® Ces résultats peuvent provenir de la différence du degré d’ionisation des chaines de
chitosane en fonction du pH. Une étude de gonflement dans I’eau distillée d’une série de
chitosane de DA compris entre 9 et 48 % a montré que le gonflement du chitosane augmente
avec 1’augmentation du degré d’acétylation. Les auteurs ont observé lors de cette étude un

gonflement suivi d’une dissolution du film pour le DA 48 %. Ils expliquent ce phénoméne par
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les propriétés cristallines du chitosane et par une éventuelle existence de groupes hydrophiles
résiduels apres la formation de liaisons hydrogene aux DA élevés. En effet, pour les DA
proches de 50 %, les zones amorphes du chitosane se solubilisent facilement a cause de
I’affaiblissement des liaisons intermoléculaires di a la distribution aléatoire des fonctions
acétamide et des fonctions amine. Pour les faibles DA, les auteurs relient le gonflement des

films au degré d’association des groupes hydrophiles (fonctions hydroxyle et amine).”"’

I11.6.3. Propriétés de cristallinité des films de chitosane

Les propriétés cristallines des films de chitosane influencent fortement les propriétés
physicochimiques et mécaniques des films. Une étude menée par Chen et al. a montré que la
résistance a la traction des films de chitosane obtenus par évaporation du solvant diminue
quand la cristallinité des films diminue.’”® Des différences de cristallinité suivant la méthode

209
Wan et

de réacétylation (homogene ou hétérogene) ont été également observées par Aiba.
al., en investiguant les propriétés cristallines des films de chitosane neutralisés par de
I’hydroxyde de sodium, de masses molaires similaires et de DA compris entre 8 et 30 %, ont
trouvé que celles-ci étaient liées au DA. En effet, le taux de cristallinité des films de chitosane
augmente avec le DA.'* Une tendance similaire de I’effet du DA sur la cristallinité est
observée par Gamiz-Gonzalez et al.*'’ Cependant, Suh e al.*'' rapportent que la cristallinité
est maximale pour la chitine non désacétylée (DA = 100 %) et le chitosane totalement
désacétylé (DA = 0 %) et que la cristallinit¢ minimale est atteinte pour un DA intermédiaire.
Le taux de cristallinité¢ des films de chitosane dépend également de la masse molaire et il
diminue quand la masse molaire diminue.'** ?'* Huei e al. ont étudié la cristallinité d’une
série de membranes de chitosane de méme DA et de masses molaires différentes et leurs
résultats ont montré que la cristallinité diminuait avec la diminution de la masse molaire.'*

Cependant, Wan et al. ont quant a eux observé dans leur étude une diminution de la

cristallinité quand la masse molaire augmente.'*®

I11.7. Applications biomédicales de films minces de chitosane

Le processus de libération des médicaments est la plupart du temps li€ au mécanisme de
libération, au pH du milieu, a I’épaisseur du systéme contenant le médicament (film, matrice,
capsules,...), aux propriétés chimiques et physicochimiques du systéme et a la quantité
initiale de médicament introduit dans le systéme. Des propriétés de biodégradabilité¢ des
systtmes de libération des médicaments sont requises pour ¢éviter d’éventuels effets

secondaires. Ce critére indispensable et d’autres propriétés du chitosane ont permis son
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utilisation pour la libération de médicaments. Rodrigues et a/, dans leur étude sur la libération
de dexaméthasone par des films de chitosane ont montré que les films constitués d’une seule
monocouche de chitosane permettent une libération maximale et plus rapide de la
dexaméthasone.””® Des tests de libération de diazépam chez des lapins ont conduit & des
résultats similaires entre des films de chitosane et des formulations commerciales.*'* L effet
bactéricide des films de chitosane sur la plupart des microorganismes empéchant la
cicatrisation des plaies, sa perméabilité a I’oxygene, son caractére hydro absorbant et sa
biocompatibilité justifient son attractivit¢ pour la régénération tissulaire. En effet, la
cytocompatibilité¢ des films de chitosane avec les kératinocytes et les fibroblastes favorise
leurs adhésions et leurs proliférations sur les films et par conséquent la régénération
tissulaire."™ Des études menées par Allan et al*" ont confirmé que les propriétés
bactéricides, la perméabilité aux gaz et le caractere hydrophile des films de chitosane
permettent leur utilisation dans la fabrication des lentilles de contact. Une étude sur la
perméabilité des films de chitosane a certains métabolites a permis de mettre en évidence leur

utilisation potentielle pour I’hémodialyse.*'®
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Conclusion

Les films de chitosane possédent des propriétés biologiques trés intéressantes
(biocompatibilité, biodégradabilité, bioactivité, hémocompatibilité, non toxicité,...) qui
motivent aujourd’hui son utilisation pour plusieurs applications biomédicales. Ces propriétés

biologiques sont fortement liées aux paramétres moléculaires.

Les propriétés physicochimiques des films de chitosane influencent fortement leurs propriétés
d’adhésion bactérienne. Ainsi, la maitrise des propriétés physicochimiques des films est
importante pour comprendre les réponses des bactéries quant a leur adhésion sur les films de
chitosane. En effet, le chitosane présente une structure chimique composée de deux types de
groupes responsables de son caractére hydrophile et/ou hydrophobe. Donc, toute modification
de ces groupes impacte directement les propriétés de mouillabilité (angles de contact, énergie
de surface, polarité,...) des films. En plus de cet effet structural, les propriétés de mouillabilité
des films de chitosane peuvent étre affectées par la rugosité des films liée a la méthode

d’élaboration des films.

A T’instar des propriétés moléculaires et physicochimiques des films de chitosane, 1’adhésion
des bactéries est également trés sensible aux propriétés des bactéries (structure, charge de
surface, propriétés chimiques de surface,...) et aux conditions environnementales (pH, force
ionique, température, écoulement hydrodynamique,...). Ainsi, une corrélation entre les
propriétés moléculaires, physicochimiques et biologiques des films de chitosane nécessite la

considération des propriétés liées aux bactéries.

Au vu de ce recueil bibliographique qui révele parfois des résultats contradictoires sur les
propriétés physicochimiques et biologiques des films de chitosane en relation avec leurs
parametres moléculaires, nous avons choisi de travailler avec deux séries de chitosanes issues
de sources différentes (calamar et crevette) avec des parameétres moléculaires bien controlés
(DA, masse molaire, dispersité). A partir de ces différentes séries, une étude systématique de
caractérisation des films élaborés par spin-coating en vue de parvenir a une maitrise des
propriétés physicochimiques (angles de contact, énergies de surface, polarités,...) et
structurales (morphologies, structures chimiques, gonflements,...) des films a ét¢ effectuée.
Ces caractérisations permettront de comprendre et d’établir un lien entre les propriétés

physicochimiques des films et celles moléculaires et biologiques.
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Chapitre II : Etude des propriétés des films de chitosane élaborés par spin-coating

Introduction

L’objet de ce chapitre est consacré aux propriétés de mouillabilité des films de chitosane
¢laborés par spin-coating. On étudiera D’effet des paramétres chimiques et moléculaires
(masses molaires, degré d’acétylation) du chitosane, des compositions des solutions utilisées
pour solubiliser le chitosane, de la neutralisation ou non des films formés et de leur
vieillissement, sur les propriétés physicochimiques de ces films. Pour mener a bien cette
¢tude, des chitosanes de propriétés moléculaires bien connues sont utilisés. En effet, des
chitosanes de masses molaires (600 kg/mol et 180 kg/mol, déterminées par chromatographie
d’exclusion stérique) et ré-acétylés a différents degrés d’acétylation (compris entre 1 et 55 %,
déterminés par la RMN du proton) sont utilisés. La solubilisation des chitosanes a été

effectuée dans des solutions aqueuses d’acide acétique et d’acide chlorhydrique.

L’étude des propriétés physicochimiques des films de chitosane a été menée par des
techniques classiques de caractérisation. Parmi celles-ci, nous avons utilisé¢ 1’ellipsométrie
pour déterminer les épaisseurs des films, la tensiométrie pour évaluer les angles de contact, la
tension et la polarit¢ de surface des films et la microscopie optique pour imager la
morphologie des empreintes des gouttes des liquides sondes aprés leur séchage. Pour aller
plus loin dans la compréhension des propriétés de mouillabilité des films de chitosane, en plus
du choix de I’eau comme liquide sonde, nous avons ¢galement considéré la solution aqueuse
d’acide acétique ayant servi a la solubilisation du chitosane pour effectuer les mesures d’angle
de contact. Comme les films de chitosane gonflent lorsqu’ils sont en présence d’eau, les

polarités et les tensions de surface ont été évaluées avec 1I’éthyléne glycol et le diitodométhane.
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I. Préparation des films de chitosane

I.1. Purification et réacétylation du chitosane
I.1.1. Purification

La purification consiste a débarrasser le chitosane brut des impuretés et insolubles qu’il
contient. Pour arriver a cela, une solution aqueuse acide de chitosane de concentration 0,5 %
en masse est préparée. La quantité d’acide acétique utilisée pour solubiliser le chitosane est
déterminée par stoechiométrie des unités glucosamine afin d’assurer la solubilisation du
polymere tout en évitant la dégradation des chaines polymeéres. Apreés dissolution du
chitosane, la solution est filtrée avec des filtres en ester cellulosique (CME) de tailles de
porosité décroissantes. Des filtres de tailles 3 pm, 1,2 pm et 0,45 pm sont utilisées pour le
chitosane 600 (Mw = 600 kg/mol) et celles de tailles 3 pm, 1,2 um, 0,45 um et 0,22 um pour
le chitosane 180 (Mw = 180 kg/mol). Le chitosane purifié est ensuite précipité par de
I’ammoniaque puis lavé par centrifugation avec de I’eau milli-Q. On s’assure d’un lavage
suffisant du chitosane en comparant le pH de la solution de chitosane aprés chaque lavage a

celui de I’eau milli-Q. Le chitosane lavé est congelé puis lyophilisé.

I.1.2. Réacétylation

Pour réacétyler le chitosane, une solution du chitosane purifi¢ de concentration 1 % en masse
est préparée avec le méme procédé qu’a I’étape de la purification. La réaction de réacétylation
se déroule dans un milieu hydroalcoolique en rajoutant 900 mL de 1,2-propanediol pour 1 L
de solution de chitosane.' Le mélange est mis sous agitation mécanique pendant 2 h puis
laissé au repos pendant environ 3 h pour enlever les bulles de la solution. Une solution
anhydride acétique/ 1,2-propanediol est alors préparée en utilisant 100 mL de 1,2-
propanediol. La quantit¢ d’anhydre acétique a ajouter dépend du DA ciblé. La solution
anhydride acétique/ 1,2-propanediol est mise sous agitation mécanique pendant 45 min, puis
ajoutée goutte a goutte dans la solution hydroalcoolique de chitosane placée sous agitation. La
solution est laissée sous agitation pendant une nuit, puis le chitosane est précipité en rajoutant
50 mL d’ammoniaque et lavé avec de 1’eau milli-Q. Plusieurs cycles de lavage du précipité
sont effectués pour enlever le maximum possible de solvant (ammoniaque et le 1,2-
propanediol) et du sous-produit de la réaction (acétate d’ammonium). Enfin, le précipité de

chitosane est congelé et lyophilisé pendant 3 jours.
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I.2. Préparation des solutions de chitosane

Des analyses thermogravimétriques des différents lots de chitosane utilisés au cours de cette
these ont été effectuées afin de déterminer leur teneur en eau et ainsi mieux contrdler les
concentrations en chitosane des solutions préparées. Les mesures thermogravimétriques ont
été effectuées sous flux d’hélium par un appareil ATG (TA Instruments Q500
Thermogravimetric analyser) en augmentant la température par des valeurs d’incrément de 10
°C/min jusqu’a 600 °C. Les teneurs en eau déterminées pour les différents lots de chitosane

sont répertoriées dans le Tableau 1.

Chitosane 600 Chitosane 180
Teneur en eau Teneur en eau
DA (%) . DA (%) .
(% massique) (% massique)
2.4 8 1,0 5
8,0 6 9,0 4
12,2 8 14,4 5
21,5 6 25,5 5
34,0 8 35,2 8
453 9 41,9 8
52,5 9 52,1 11

Tableau 1 : Pourcentage en eau dans les différents lots de chitosane.

Les solutions de chitosane ont été préparées en utilisant deux acides différents : 1’acide
acétique (AcOH) et I’acide chlorhydrique (HCI). Nous avons privilégié dans cette étude la
solubilisation du chitosane par ajout d’acide en quantité steechiométrique des unités
glucosamine du chitosane. La solubilisation est effectuée sous agitation mécanique et a
température ambiante. Les concentrations utilisées dans cette étude ont été choisies en rapport
avec la masse molaire de chitosane pour éviter d’avoir des solutions trop diluées ou tres
visqueuses. Ainsi pour le chitosane de masse molaire moyenne (chitosane 180), des
concentrations de 2, 1,42, 1, 0,67 et 0,5 % (m/m) en chitosane sont utilisées tandis que pour le
chitosane de haute masse molaire (chitosane 600), les concentrations en chitosane sont 1,

0,67,0.5, 0,4 et 0,33 % (m/m).

64



Chapitre II : Etude des propriétés des films de chitosane élaborés par spin-coating

1.3. Détermination de la viscosité des solutions de chitosane

Les viscosités des solutions de chitosane ont été déterminées a 1’aide d’un rhéométre a
contrainte contrélée (AR2000, TA Instruments) utilisant une géométrie couette. Les mesures
ont été effectuées a 25 °C avec un intervalle de vitesse de cisaillement de 0,01 a 100 s'. La
quantit¢ minimale de solution utilisée pour les mesures est de 8 mL. Les valeurs de viscosité
sont déterminées en considérant le plateau newtonien aux faibles vitesses de cisaillement

(Figure 1).
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Figure 1 : Exemple de courbes expérimentales des mesures de viscosité des solutions de chitosane (a
gauche : chitosane 180 ; a droite : chitosane 600).

Les valeurs de viscosité des différentes solutions utilisées dans cette étude ont été¢ déterminées
dans le but de trouver I’intervalle des viscosités permettant d’avoir des films de chitosane
homogenes. Les viscosités obtenues sont représentées sur la Figure 2 en fonction de la
concentration en chitosane.” * Les viscosités des solutions augmentent avec la concentration
en chitosane, comme report¢ dans la littérature. Nous notons aussi la décroissance de la
viscosité avec l’augmentation du degré d’acétylation (Figure 2). De tels résultats se
retrouvent dans la littérature®” et s’expliquent par le changement de conformations des
chaines de chitosane reli¢ a la balance entre interactions hydrophiles/hydrophobes. Les
valeurs ¢élevées des viscosités a bas degrés d’acétylation résultent du comportement
polyélectrolyte du chitosane qui se traduit par I’extension des chaines de chitosane via les
répulsions ¢€lectrostatiques. La viscosité des solutions de chitosane peut dépendre fortement de
la nature de I’acide utilisé pour dissoudre le polymére (organiques ou inorganiques) et des

anions/contre-ions libérés par la réaction acido-basique entre I’acide et le chitosane en milieux
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aqueux. Ces différences d’influence des solvants sur la viscosité proviennent de la capacité de
neutralisation des groupes amine protonés, des effets de génes stériques occasionnées par les
anions se trouvant dans le milieu et les répulsions électrostatiques entre les groupes amine
protonés. Les viscosités des solutions aqueuses de chitosane obtenues par ajout d’acide
chlorhydrique sont Iégerement plus petites que les viscosités des solutions contenant 1’acide
acétique. Ces différences de viscosité peuvent résulter de la taille de 1’anion qui peut
provoquer un encombrement stérique. Plus la taille de I’anion est grande, plus la chaine est
encombrée et plus la chaine de chitosane devient rigide.’ Cette rigidité des chaines de

chitosane contribue a I’augmentation de la viscosité.
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Figure 2: Variation de la viscosité des solutions de chitosanes 600 et 180 en fonction de la concentration en
chitosane dans une solution aqueuse d’acide acétique et d’acide chlorhydrique pour différents degrés
d’acétylation.

1.4. Adsorption d’une chaine de polyélectrolytes sur une surface

En contact avec une surface chargée, les chaines de polyélectrolytes de charges opposées
s’adsorbent sur la surface par attraction ¢lectrostatique pour neutraliser les charges
surfaciques du substrat. Ce phénoméne s’explique par un remplacement des contre-ions de la
surface par les ions de la chaine de polyélectrolyte et n’est possible qu’en faisant 1’hypothése

que les ions de la chaine de polyélectrolyte sont monovalents et que les interactions surface-
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contre-ions et surface-solvant sont faibles pour pouvoir étre remplacées par celles entre la
surface et les chaines polyélectrolytes. Les contre-ions de la surface remplacés par les ions de
la chaine sont alors libérés dans la solution et provoquent une augmentation de 1’entropie du
systetme. D’autres interactions surface-chaines polyélectrolytes peuvent s’ajouter aux
interactions ¢€lectrostatiques, notamment les interactions de Van der Waals ou les liaisons
hydrogéne.... Ces interactions entre les chaines et la surface du substrat entrainent une perte
de degrés de liberté des chaines et par conséquent des conformations figées de celles-ci. Les
chaines ainsi adsorbées peuvent adopter des conformations différentes a la surface du

substrat : queue, train, boucle (voir Figure 3).

boucles

gueue / \‘ quene

trains

Figure 3 : Différentes conformations d’une chaine de polyélectrolyte sur une surface plane

L’adsorption des polymeéres sur une surface est liée a leurs structures (étoiles, cycliques,
linéaires, copolyméres & blocs...)® et a celles de la surface (lisse, rugueuse, plane,
sphérique...).*” Sur une surface chargée, un polymére de charge opposée et un polymére
neutre s’adsorbent différemment. Dans le cas des polymeres de charge opposée, sous I’effet
de la répulsion des sites chargés du polymere, les chaines de polymeére sont étirées avant
d’étre attirées par la surface chargée. Ceci conduit a la formation d’une couche dense de
polymere sur la surface. Cependant, dans le cas des polymeéres neutres, leurs conformations en
solution restent moins perturbées a I’approche de la surface et 1’absence de I’étirement des

chaines méne & une structure moins dense a la surface (Figure 4).°

Figure 4 : adsorption d'une chaine chargée (a gauche) et d'une chaine neutre (a droite) en interaction avec
une surface.’
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I.5. Préparation des substrats

Les substrats de silicium sont découpés puis nettoyés par immersion dans un mélange piranha
(acide sulfurique concentré et eau oxygénée, (H,SO4/H,O;; 7/3 v/v)) chauffé a 150 °C. Les
substrats sont ensuite lavés abondamment avec de 1’eau milli-Q et placés dans un bain a ultra-
sons avant d’étre séchés par de I’air sec AeroClean-XYZ. Cette étape du nettoyage est
indispensable et permet de débarrasser le substrat des traces organiques et des polluants
inorganiques et elle permet également de générer des fonctions silanol. Aprés cette étape de
nettoyage, les substrats sont placés pendant 15 minutes dans une enceinte UV pour volatiliser
sous forme de H,O, CO,, NO,... les composé€s organiques restants a la surface et y régénérer

les fonctions silanol juste avant la modification de la surface.

I.6. Elaboration des films de chitosane par spin-coating

Il existe différentes méthodes d’élaboration des films minces de polymeéres: dépdt par
plasma, par pulvérisation, par dip-coating, etc. Mais la plus utilisée est le dépot par spin-
coating. Cette méthode de dépot des films minces reste la plus adaptée pour élaborer des
monocouches et des films minces de polymeéres homogenes et uniformes en épaisseurs allant

jusqu’a 2000 nm. "

\ _
i bt Rl b o

Figure 5 : schéma des différentes étapes de la formation d’un film par spin-coating : () dépot la goutte
de solution, (b) début de la formation du film, (c) homogénéisation en épaisseur du film et (d) évaporation
du solvant.

Les principes du spin-coating peuvent étre résumés en quelques étapes (Figure 5) : (a) Dépot
de la solution a spin-coater sur le substrat. () Mise en rotation de la té€te du rotor. Cette étape
constitue la phase d’accélération de la téte du rotor et grace aux forces centrifuges générées
par cette accélération, la solution s’étale totalement sur le substrat. (¢) Phase de rotation a
vitesse maximale constante : cette étape assure le contrdle et ’homogénéité en épaisseur du
film. Au cours de cette derniére phase, la viscosit¢ de la solution augmente suite a

I’évaporation du solvant, ce qui entraine la formation du film de polymeére. Dans cette these,
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les films ont été préparés a une vitesse de rotation de 2000 rpm pendant 5 min afin de

permettre I’évaporation compléte du solvant.

La qualité du dépdt et I’épaisseur des films minces obtenus par cette technique dépendent du
solvant utilisé, de la concentration en polymére'' et des paramétres de 1’atmosphére

environnante.'?

I1. Détermination des épaisseurs des films de chitosane par ellipsométrie

Les épaisseurs des films de chitosane ont été déterminées par ellipsométrie. Cette technique
repose sur le changement de polarisation de la lumiere. La lumiere incidente polarisée
rectilignement devient polarisée elliptiquement apreés réflexion sur la surface. Dans cette
¢tude, I’ellipsometre utilis€é pour les mesures est le modele SOPRA GES-5 (Goniometer
Ellipsometer Spectroscopic 5t generation) équipé d’une lampe a arc au xénon. L’angle
d’incidence lors des mesures est fixé a 70 ° correspondant a 1’angle d’incidence de Brewster
du silicium. Au minimum trois mesures sont effectuées sur chaque échantillon a des endroits
différents pour s’assurer de I’homogénéité des films. Les données ellipsométriques sont
ensuite traitées par le logiciel d’analyse Winelli de Sopra en utilisant un modéle de Cauchy.

Les ajustements ont été¢ effectués dans I’intervalle 2 - 4,5 eV.

I1.1. Effet de la concentration et de la viscosité des solutions sur les épaisseurs

Des ¢études approfondies ont montré que les épaisseurs des films de polymeéres élaborés par
spin-coating sont affectées par les parametres expérimentaux (vitesse et temps de rotation du
spin-coater), les propriétés des solutions (concentration, viscosité, vitesse d’évaporation des
solvants) et les parametres environnementaux (humidité relative, température...). Différentes
approches et différentes hypothéses sont utilisées dans la littérature pour expliquer la variation
des épaisseurs sous Deffet des paramétres mentionnés ci-dessus.'" ' Afin de mieux
comprendre la variation des épaisseurs des films obtenus dans cette étude, nous avons
représenté les épaisseurs obtenues en fonction de la concentration des solutions de chitosane

pour différents degrés d’acétylation et différentes masses molaires (Figure 6).
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Figure 6 : Variations des épaisseurs des films de chitosanes 600 et 180 en fonction de la concentration en
chitosane dans une solution aqueuse d’acide acétique et d’acide chlorhydrique.

Les épaisseurs des films de chitosane augmentent avec la concentration en chitosane de la

solution spin-coatée et varient de 25 nm a 500 nm pour le chitosane 600 et de 20 nm a 350 nm

pour le chitosane 180, I’effet de 1’acide utilis¢ (HCl ou AcOH) étant mineur. Les épaisseurs

des films évoluent de maniere lin€aire avec la concentration en chitosane pour les faibles

concentrations, c’est-a-dire des concentrations inférieures a 0,67 % et 1,42 % pour les

chitosanes 600 et 180 respectivement. Au-dela de ces concentrations, on sort du domaine

linéaire de la viscosité (cf Figure 2), ce qui explique les résultats obtenus a plus haute

concentration. Cette variation lin€aire entre épaisseur et concentration est en adéquation avec

le modéle de Daughton et al.” Pour mieux comprendre ’effet des paramétres des solutions de

. . o 1 o 15
chitosane sur les épaisseurs, nous avons étudié¢ I’effet de la viscosité. Meyerhofer ~ propose

un modele dans lequel 1’épaisseur dépend de la vitesse de rotation du spin-coater (@), de la

viscosité de la solution (#) et de la vitesse d’évaporation du solvant (e) (Equation I):

h = k(o_l/zn(l)/3el/3 > ‘1(1)/3

Equation I

Dans notre étude, la vitesse de rotation du spin-coater et le solvant étant fixés, nous n’avons

comme seule variable que la viscosité des solutions. La variation des épaisseurs en fonction
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de la viscosité (Figure 7) présente une pente légerement plus grande que celle proposée par la

relation de la relation de Meyerhofer.
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Figure 7 : Variations des épaisseurs des films de chitosane 600 et 180 en fonction de la viscosité des
solutions de chitosane dans une solution aqueuse d’acide acétique et d’acide chlorhydrique.

Malgré leur viscosité plus faible, les solutions de chitosane préparées avec HCI donnent des
films d’épaisseurs légerement plus grandes que les solutions préparées avec AcOH pour la
méme concentration en chitosane. Cela peut provenir des différences d’interaction entre les
chaines de chitosane et la surface et probablement de I’effet de la différence des forces de

dissociation de AcOH et HCI sur la conformation des chaines.

I1.2. Effet du recuit des films sur les épaisseurs

Dans le but de minimiser les effets du solvant résiduel dans les films, certains films de
chitosane ont été recuits a 200 °C pendant 2 minutes apres dépdt et avant caractérisations.
Cette température a été choisie en référence a 1’étude de ’effet de la température sur les films
de chitosane effectuée par Murray et al.'” Les auteurs ont effectué le recuit des films a
différentes température pendant 4 h et n’ont observé par infrarouge un début de détérioration

qu’au-dela de 250 °C.
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La diminution relative de I’épaisseur des films de chitosane n’est pas constante. Les
pourcentages des pertes d’épaisseur observés lors du recuit a 200 °C pendant 2 minutes sont
représentés sur la Figure 8. Ces pertes pourraient s’expliquer par des différences de teneur en
solvant résiduel et également par un changement de la structure des films. Trois régions
différentes sont observées sur la décroissance des épaisseurs des films de chitosane.

La région I correspond aux plus faibles épaisseurs ; inférieures a 40 nm. Dans cette zone, les
pertes d’épaisseur sont de 1’ordre de 5 a 15 %. Ces variations peuvent étre issues d’un
changement de la morphologie du film et/ou d’une dégradation partielle des films de
chitosane. La région Il correspond aux épaisseurs comprises entre 40 nm et 200 nm. Dans cet
intervalle d’épaisseur, nous observons les pertes les plus faibles aux alentours de 5 %,
indépendamment du degré d’acétylation, et de la masse molaire du chitosane. La région III
concerne les plus grandes épaisseurs ; supérieures a 200 et 400 nm pour les chitosanes 180 et
600 respectivement. De fortes diminutions des épaisseurs allant jusqu’a - 15 % pour le

chitosane 180 et - 40 % pour le chitosane 600 sont notées dans cette région.
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Figure 8 : Variations relatives des épaisseurs des films de chitosanes 600 et 180 en fonction de I'épaisseur
initiale du film aprés un recuit de 2 minutes a 200 °C (films obtenus a partir d’une solution aqueuse
d’acide acétique).
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I1.3. Effet du lavage des films de chitosane a I’eau acide pH 4

Dans le but de ne garder que les chalnes de chitosane adsorbées a la surface, les films de
chitosane ont été lavés avec une solution aqueuse d’acide acétique a pH 4 pendant 10 minutes
avant d’étre séchés par de 1’air sec. Apres lavage, les films de chitosane perdent leurs teintes
initiales qui sont liées aux épaisseurs supérieures a 40 nm et on obtient des films qui
présentent la méme couleur que le substrat de silicium. Les épaisseurs des films avant et apres
lavage sont représentées sur la Figure 9. Les épaisseurs des films rincés sont inférieures a 5
nm et trés faibles par rapport aux épaisseurs des films avant ringage. Par comparaison des
épaisseurs des films rincés entre les deux masses molaires de chitosane, nous notons des

épaisseurs légérement plus grandes pour la plus petite masse molaire.
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Figure 9: Effet du lavage des films de chitosane sur I’épaisseur des films pour les chitosanes 600 et 180
(NR : films de chitosane non rincés ; RA : films de chitosane rincés par une solution aqueuse d’acide
acétique pH 4 pendant 10 minutes).

Cette différence d’épaisseur peut provenir du mode d’adsorption des chaines de chitosane
influencé par leur longueur ou de leurs conformations a la surface (queues, trains, boucles...).
Pour la méme masse molaire, les différences d’épaisseurs observées peuvent étre expliquées
par la répartition des chaines a la surface qui doit étre probablement inhomogene a 1’échelle

nanométrique.
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II1. Etude de la mouillabilité des films de chitosane

L’¢étude du comportement d’une goutte de liquide en contact avec la surface d’un matériau
renseigne sur plusieurs phénomeénes comme illustré sur la Figure 10 et permet d’avoir acces a
plusieurs propriétés physicochimiques (mouillabilité, tension de surface, polarité...). Ces
propriétés directement liées aux aspects chimiques et structurels de la surface permettent
d’expliquer les propriétés d’interaction de la surface. Dans le domaine biomédical, elles sont
largement utilisées pour comprendre ou corréler I’interaction des cellules bactériennes avec
les biomatériaux. Ces propriétés peuvent étre modulées par des modifications chimiques de la
structure du polymere ou par des traitements spécifiques de la surface pour étre adaptées a des

applications précises.

Comportement de

la vapeur
Mouvement du Tension de surface

Mouillabilité
Dynamique OLG
»
d’évaporation —
\ WA

Figure 10 : Quelques propriétés tirées du comportement d’une goutte de liquide en contact avec une
surface.'®

III.1. Technique de détermination des propriétés de mouillabilité

L’angle de contact est I’angle formé par la tangente de la goutte liquide déposée et le plan de
la surface a la ligne de contact triple (Figure 11). Les mesures des angles de contact ont été
effectuées a I’aide d’un tensiometre optique de marque KRUSS. Cet appareil est doté d’une
caméra permettant de visualiser la goutte du liquide sonde sur la surface et d’un logiciel Easy
Drop permettant de mesurer I’angle a gauche et a droite de la goutte déposée. Le volume de la
goutte déposée lors des mesures est de 1 pL. Ce volume de la goutte détachée de ’aiguille
suit la loi de Tate (Equation II). Deux liquides sondes ont été utilisés pour les mesures : I’eau
permutée milli-Q et une solution aqueuse d’acide acétique a pH 4 (solution utilisée pour
dissoudre le chitosane). Pour des raisons de stabilité de la goutte déposée, les valeurs des

angles de contact sont prises 10 secondes apres le dépot de la goutte. Des mesures d’angle de
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contact en fonction du temps de vieillissement des films de chitosane ont été effectuées. A

chaque fois, quatre mesures sont effectuées a différents endroits de la surface.

2mya
V= Y
Pg

Avec v : la tension de surface du liquide, a : le rayon de ’orifice de 1’aiguille, g : accélération

Equation 11

de la pesanteur et p : la masse volumique du liquide.

Figure 11 : Angles de contact d’une goutte liquide déposée sur une surface.

La mouillabilité d’une surface peut dépendre fortement de 1’échelle de sa rugosité. Cependant,
dans notre cas, les films étant trés lisses (cf. Chapitre. IIL, Section I), cette rugosité n’est pas

susceptible d’influer sur les propriétés de mouillabilité."*°

Les tensions et les polarités de surface des films de chitosane ont été déterminées par la
méthode de la goutte. Du fait des fortes interactions entre la goutte d’eau et les films de
chitosane (solubilisation du polymeére dans certains cas), les tensions de surface ont été
mesurées en utilisant le diiodométhane et 1’éthyléne glycol comme liquides sondes. Les

propriétés de ces deux liquides sont résumées dans le Tableau 2.

Energie de surface Composante polaire | Composante apolaire
(mJ/m?) (mJ/m?) (mJ/m?)
Diiodométhane 50,80 0 50,80
Ethyléne glycol 47,70 16,80 30,90

Tableau 2 : Energies de surface des liquides sondes utilisées pour évaluer les énergies de surface des films
de chitosane.

Dans cette étude, la méthode d’Owens-Wendt décrite par 1’équation ci-dessous a été utilisée
pour déterminer la tension et la polarité des films. Cette méthode donne acces aux

composantes polaire et apolaire (ou dispersive) de la tension de surface v (Ys = y5 + v9).
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(14 cos6)y; = 2\/\/2\(? + 2\/y§yf Equation ITI

Ouvy;, y?et yf sont respectivement la tension de surface totale, la composante dispersive et la

composante polaire de la tension de surface totale des liquides sondes.

La polarité de surface des films est déduite de la tension de surface des films par la relation

suivante :

P
Ys ,
P (%) = ” x 100 Equation IV

I11.2. Notions de « pinning » et de « tache de café »

Pour bien décrire les propriétés de mouillabilité des surfaces, il est important de tenir compte
de D’effet de 1’évaporation de la goutte sur celle-ci. Ce phénomene est largement étudi¢ dans

la littérature®'™’

aussi bien sur le plan expérimental que sur le plan théorique. Une goutte
d’eau de rayon R déposée sur une surface s’évapore lentement jusqu’a son asséchement
complet. Cette évaporation au cours du temps a I’intérieur de la goutte, induit des flux de
convection qui dépendent de la distance » du centre de la goutte aux solutés (Figure 12).

Ces flux de convection divergent aux bords de la goutte (» = R) entralnant ainsi un flux de
matiere du centre de la goutte vers la ligne de contact triple pour compenser 1’évaporation
subie (Figure 12). Ce phénoméne dure jusqu’a l’assechement complet de la goutte

occasionnant ainsi la formation de la «tache de café ». La formation de la «tache de

café » dépend du sens de la mobilité de la ligne de contact triple, du mode d’évaporation, des

28-30

interactions entre la surface, le solvant et le soluté et du caractére hydrophile ou

hydrophobe de la surface.

Figure 12 : Phénoméne de pinning dans une goutte déposée sur une surface

La nature des fluides (biologiques, colloidaux, ioniques...), leurs compositions et leurs

propriétés rhéologiques conduisent a des modes d’évaporation différents et donc a des

31, 32

« taches de café » de morphologies différentes. L’étude de 1’évaporation d’une goutte de

76



Chapitre II : Etude des propriétés des films de chitosane élaborés par spin-coating

polymere (Figure 13) par Kajiya et a/ montre des morphologies totalement différentes au

séchage de la goutte.”’

* ¥ \* ? Y
X C o ¢ P ' \ ]
y ) ‘ ) S T
N N
Y \

&m &m

Figure 13 : Différences de morphologies apreés séchage d’une goutte de polymére sur une surface.

Trois modes distincts d’évaporation de la goutte sont décrits par Mollaret et al.*' Le premier
mode (Figure 14.A) est décrit comme un régime d’évaporation a diametre de base de la
goutte constant. Dans ce régime, le diamétre de base de la goutte reste constant tandis que la
goutte d’eau s’évapore occasionnant ainsi la diminution de I’angle de contact. Dans le second
régime (Figure 14.B), le diamétre de base de la goutte se rétracte mais I’angle de contact reste
constant. Ce phénomeéne est observé sur les surfaces idéales et s’explique par la non-
perturbation de 1’équilibre de la goutte lors du déplacement de la ligne de contact triple. Dans
le troisiéme régime considéré comme un régime mixte (Figure 14.C), une évaporation a
diametre de base constant succede a une diminution de I’angle de contact. Au fur et a mesure
de cette évaporation, les forces de Young agissant sur la ligne de contact triple provoquent un

« dé-pinning » de la goutte et par conséquent une diminution du diameétre de base de la goutte.

L L L

(A) (B) ©)
Régime a diametre de base Régime a angle de contact Régime mixte
constant constant

Figure 14 : Différents régimes de variation de ’angle de contact d’une goutte en contact d’une
surface au cours du temps.
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II1.3. « Tache de café » et stabilité de la goutte sonde sur les films de chitosane

Les gouttes des liquides sondes (I’eau et une solution aqueuse d’acide acétique a pH 4)
utilisés pour étudier les propriétés de mouillabilité des films de chitosane conduisent a des
empreintes différentes aprés séchage de la goutte par évaporation. Ces morphologies
dépendent de la nature du solvant utilisé¢ pour former le film de chitosane, du pH du liquide
sonde, du degré d’acétylation du chitosane et de 1’épaisseur du film (voir Figure 15). Apres le
séchage de la goutte d’eau sur les films de chitosane formés avec ’acide acétique, deux types
de morphologies apparaissent : a bas DA, un anneau trés fin indiquant la marque de la goutte
est observé a la ligne de contact triple, ce qui indique que le film ne s’est pas solubilis¢. Aux
DA plus élevés (proches de 50 %), une solubilisation partielle du film est observée.
Contrairement aux films obtenus avec AcOH, la goutte d’eau solubilise tous les films obtenus
avec HCI a tous les DA. Cependant, I’acide acétique a pH 4 entraine une solubilisation
partielle du film de chitosane formés avec AcOH a tous les DA. Ces comportements de la
goutte d’eau sur les films formés avec AcOH sont liés aux propriétés de solubilit¢ du
chitosane. La goutte d’eau ne solubilise pas les films de chitosane de bas DA formés avec
I’acide acétique alors qu’elle solubilise les films formés avec HCI ; ceci peut s’expliquer par
la neutralisation du chitosane par évaporation de 1’acide acétique. Ce phénoméne de non
solubilisation ne se produit pas sur les films secs formés a partir de solutions d’acide
chlorhydrique, le chitosane étant sous forme polyélectrolyte soluble. Pour un DA donné, nous
avons observé un changement de morphologie de I’empreinte de la goutte d’eau sur les films
avec AcOH. En effet, aux faibles épaisseurs, la trace de la goutte est moins marquée tandis
que celle-ci devient de plus en plus nette avec 1’augmentation de 1’épaisseur. Ces différences
de morphologies des empreintes de la goutte entre les films de faibles épaisseurs et les films
aux €paisseurs ¢levées peuvent étre dues a des ruptures a I’intérieur du film qui proviendraient

du gonflement-dégonflement des films dans le cas des épaisseurs élevées.
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Chapitre II : Etude des propriétés des films de chitosane élaborés par spin-coating

I11.4. Détermination des angles de contact en fonction du vieillissement des

films

111.4.1. Films non rincés

Les mesures d’angle de contact permettent de caractériser la mouillabilité des films de
chitosane, leur sensibilit¢ au pH, I’interaction entre les liquides sondes et les films
(gonflement et solubilisation locale des films de chitosane). Les angles de contact évoluent au
cours du temps et deviennent stables 24 h aprés la préparation des films formés avec AcOH.
Ces mesures en fonction du vieillissement des films de chitosane ont pour but de comprendre
les évolutions qui se produisent dans les films en fonction du temps. Cette évolution pourrait
provenir de la neutralisation lente du chitosane par évaporation de 1’acide acétique ou de la
réorganisation des chaines de chitosane au cours du temps. Pour les films formés avec HCI,
cette neutralisation ne se produit pas, le chitosane reste sous forme ionisée et trés soluble.”
L’augmentation des angles de contact en fonction du temps sur les films avec HCI peut étre
due a une réorganisation des chaines. Par comparaison, les angles de contact sont largement
plus grands sur les films obtenus avec AcOH par rapport aux angles mesurés sur les films
obtenus avec HCI (Figure 16). Cette différence s’explique par le fait que les films formés
avec HCI restent plus hydrophiles, ce qui favorise 1’étalement de la goutte. Des études par
analyse thermogravimétrique confirment ce résultat: elles ont montré que les films de
chitosane formés avec HCI sont plus hygroscopiques que les films formés avec AcOH. En
effet, des films de chitosane obtenus avec HCI portés a une température de 130 °C voient
leurs liaisons formées avec 1’eau se rompre mais apres refroidissement a température
ambiante, les films récupérent la quantité d’eau perdue.®® Ces variations des angles de contact
en fonction du temps suggerent un effet prédominant de la neutralisation du chitosane pour les
films formés avec AcOH tandis que pour les films formés avec HCI, le phénomene
hygroscopique des films est persistant, ce qui signifie que la neutralisation n’intervient pas ou

tres peu.
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Figure 16 : variations des angles de contact a I’eau en fonction du vieillissement des films de chitosanes
600 et 180 non rincés préparés avec AcOH et HCI pour différents degrés d’acétylation.

Nous avons étudié I’effet d’un pH acide du liquide sonde sur les films de chitosane. Comme
les films formés avec HCI sont solubles dans le liquide sonde neutre, cette étude a été
effectuée seulement sur les films obtenus avec AcOH. Les résultats de cette étude présentent
une tendance similaire avec les angles de contact a I’eau sur les films formés avec AcOH mais
avec des valeurs d’angles plus petites dues a 1’affinité plus grande du chitosane pour les
solutions aqueuses acides qui le dissolvent quel que soit le DA (Figure 17). A I’image des
angles de contact a I’eau, ces angles changent 1égérement 24 h apres la préparation des films.
Néanmoins, ces angles sont plus élevés que ceux obtenus avec 1’eau sur les films formés avec
HCI. 1l est probable que I’hydratation d’un film de chitosane neutre qui s’ionise au fur et a
mesure de sa dissolution soit moins efficace que 1’hydratation d’un film de chitosane sous sa

forme polyélectrolyte.
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Figure 17 : Comparaison des angles de contact a I’eau et avec la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 en
fonction du vieillissement des films de chitosane 180 rincés et non rincés obtenus avec AcOH (le code
couleur est le méme sur les 4 graphes de la figure).

111.4.2. Films recuits et neutralisés

Les propriétés physicochimiques du chitosane sont fortement liées a ses parametres
structuraux et moléculaires et peuvent étre modulées par des méthodes de formulation ou des
prétraitements comme la neutralisation par exemple. Dans cette étude, les films de chitosane
ont été neutralisés par voie vapeur par une solution aqueuse d’ammoniaque a 1 % (v/v). Les
films sont au préalable recuits a 200 °C pendant 2 min pour accélérer I’évaporation du
solvant. Les films recuits sont ensuite placés dans un dessiccateur en présence de la solution
aqueuse d’ammoniaque pendant 1 h. En milieu aqueux AcOH, les groupes amine du
chitosane sont protonés (pKa entre 6,1 et 6,4).>**> Aprés neutralisation, les films de chitosane
retrouvent leurs groupes amine libres. Les propriétés de mouillabilit¢é en fonction du
vieillissement des films neutralisés ont été déterminées afin de voir I’effet de la neutralisation
et pouvoir apporter une comparaison avec les films formés avec AcOH. Dans ce but, les
angles de contact a I’eau et a la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 ont été mesurés en

fonction du temps. Les résultats obtenus sont représentés sur la Figure 18.
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Figure 18 : Angles de contact a 1'eau et avec la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 sur les films de
chitosanes 600 et 180 neutralisés en fonction de leur vieillissement pour différents degrés d’acétylation.

Malgré la neutralisation, les angles augmentent avec le temps avant de devenir stables 24 h
apres leur préparation et leur neutralisation. Ce phénomeéne suggere 1’importance des effets de
réorganisation des chaines de chitosane en plus des effets de neutralisation des films sur les
angles de contact avant les 24 h. Au-dela des 24 h, la stabilité des angles est due a la stabilité
structurale des films, autrement dit, a la neutralisation et a la réorganisation des films. Des
valeurs d’angle de contact similaires ont été trouvées par Noriega and al,>> sur des films de
chitosane neutralisés avec des solutions aqueuses de NaOH a différentes concentrations et a
différents temps de neutralisation. Par comparaison avec les films formés avec AcOH non
recuits et « non neutralisés » avec les vapeurs d’ammoniaque, on retrouve des valeurs
légérement différentes. Ceci suggere une neutralisation des films avec ’acide acétique au
cours du temps. Ce résultat est confirmé par spectroscopie infrarouge (voir Chapitre. III,

Section IT).

I11.4.3. Films lavés avec une solution aqueuse d’acide acétique pH 4

Les films de chitosane obtenus aprés spin-coating sont lavés avec la solution aqueuse d’acide

acétique a pH 4 ayant servi a la solubilisation du chitosane pendant 10 minutes. Le but de ce
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ringage est de ne garder sur le substrat de silicium que les chaines de chitosane fortement
adsorbées. De facon a mettre en évidence la présence du chitosane sur les surfaces rincées, en
raison des faibles épaisseurs des films et de 1’absence de couleur sur les surfaces rincées avec
la solution aqueuse d’acide acétique a pH 4, les mesures d’angle ont été effectuée a la fois sur
les surfaces rincées et sur un substrat nettoyé au piranha et placé dans I’enceinte UV. Les
angles de contact obtenus sur ces films sont représentés sur la Figure 19. Les angles de
contact a I’eau et a la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 pour le substrat de silicium sont
trés bas et évoluent avec le temps. Ce caractere hydrophile du substrat de silicium nettoyé au
piranha est 1i¢ a la présence des groupes silanol a la surface du substrat. La dépendance
temporelle et la faible augmentation des angles sont expliquées par la lente condensation des
fonctions silanol en fonctions siloxane a la surface du substrat. Par comparaison, les angles de
contact sur les films rincés sont largement plus grands que sur le substrat nettoyé au piranha.
A D’instar des films non rincés, les films rincés présentent des angles qui augmentent au cours

du temps et qui deviennent stables a partir 24 h apres la préparation.
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Figure 19 : Angles de contact a ’eau et avec la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 sur les films de
chitosane 180 rincés avec la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 pendant 10 minutes. Pour
comparaison, les mesures ont également été effectuées sur le substrat de silicium nu nettoyé au piranha et
placé dans I’enceinte UV pendant 15 minutes.
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Aussi bien pour I’eau que pour la solution aqueuse d’acide acétique a pH 4, les angles de
contact sur les films adsorbés diminuent avec 1’augmentation du degré d’acétylation. Ces

résultats sont en accord avec ceux trouvés par Foster et al >

Cette décroissance des angles
peut étre reliée aux propriétés du chitosane en solution. La solubilité du chitosane en milieu
aqueux pur dépend du degré d’acétylation: il devient plus soluble quand le degré
d’acétylation augmente et tend vers les DA proches de 50 % du fait du déplacement de la
balance hydrophile/hydrophobe. Cependant, certains auteurs ont observé une tendance inverse
ou un manque de tendance en fonction du degré d’acétylation.”” ** Ces différences de
tendance peuvent provenir de la source du chitosane, de la distribution statistique ou aléatoire
des motifs acétylés le long de la chaine principale du chitosane qui peut avoir une influence

sur les propriétés cristallines, de la technique d’élaboration des films de chitosane, de la

nature du substrat qui sont susceptibles d’impacter les résultats des mesures.

II1.5. Détermination des angles de contact statiques

L’étude de ’effet du vieillissement des films de chitosane sur les angles de contact ayant
montré qu’il n’évoluaient plus a partir de 24h aprés leur préparation, les angles de contact
statiques ont ét¢ déterminés 24 h aprés la préparation des films afin de s’assurer de leur

stabilité ou de la minimisation de I’effet de la réorganisation des chaines a la surface.

IIL5.1. Effet du degré d’acétylation

On retrouve dans la littérature différentes variations des angles de contact en fonction du DA
sur des films de chitosane. Dans leur étude, Foster et al*® ont observé une diminution des
angles de contact avec 1’augmentation du DA. Tomihata et al.*’ quant & eux ont obtenu des

angles de contact qui augmentent avec le DA. Cependant, Wenling et al.*®

n’ont pas observeé
de tendance sur la variation des angles de contact en fonction du DA. Dans notre étude, nous
avons observé pour différentes masses molaires de chitosane une décroissance des angles de
contact avec I’augmentation du DA (Figure 20). Ce phénomene peut relever des propriétés
d’absorption et d’adsorption de 1’eau par le chitosane en fonction de son DA. Ces propriétés

40 o . r A
%40 3 1a densité des groupes amine et acétyle sur la chaine

sont attribuées dans la littérature’
principale du chitosane. Blair et al.’’ relient ce phénoméne au pourcentage de groupes
acétylé : plus le nombre de groupes acétylé diminue (ie plus le DA diminue), moins le
chitosane est hydrophile. En effet, les auteurs ont observé dans leur étude sur des films de
chitosane neutralisés avec une solution aqueuse de NaOH, un regain d’humidité des films qui

diminue avec la diminution du DA. Des résultats similaires ont été observés par Nakajima et
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al.* qui expliquent ce phénoméne par la densité de groupes amine sur la chaine principale. En
effet, ils ont constaté que plus le nombre de groupes amine présents sur la chaine augmente
(ie plus le DA est petit), plus le regain d’humidité des films diminue. Beccera et a/, sur leur
¢tude de gonflement des films de chitosane neutralisés séparément dans des solutions de NaCl
et de PBS, ont observé une augmentation du gonflement avec I’augmentation du DA. Ils
attribuent ce phénomene au comportement anhydre et hydraté de la microstructure cristalline
du chitosane en rapport avec son DA.*' Les angles de contact sur les films formés avec HCI

sont trés similaires et ne présentent pas une tendance claire en fonction du DA (Figure 16).
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Figure 20 : Angles de contact statiques a I'eau et avec la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 obtenus
72 h aprés la préparation avec AcOH des films de chitosanes 600 et 180 en fontion du degré d'acétylation.

I11.5.2. Effet de 1a masse molaire du chitosane

La masse molaire des chaines de polymeére étant souvent un paramétre impactant les
propriétés des matériaux, nous avons décidé d’étudier son effet sur les paramétres
physicochimiques des films de chitosane (angles de contact, tensions et polarités de surface).
Pour ce faire, des films de chitosane d’épaisseurs trés similaires ont été préparés pour les deux
masses 600 et 180, et pour les deux solutions acides (AcOH et HCI). Les épaisseurs des films

obtenus sont reportées sur la Figure 21.
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Figure 21 : épaisseurs des films des chitosanes 180 et 600 préparés avec AcOH et HCI et utilisés pour
étudier I’effet de la masse molaire.

Les angles de contact ont ét¢ déterminés 24 h apres la préparation des films. Les résultats des

mesures d’angles de contact obtenus sont représentés sur la Figure 22.
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Figure 22 : Comparaison des angles de contact a I’eau et avec la solution aqueuse d’acide acétique pH 4 en
fonction du degré d’acétylation sur des films de chitosane 600 et du chitosane 180 (épaisseurs trés proches

(cf Figure 21).
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A un DA donné, les angles de contact a 1’eau sur les films préparés avec AcOH sont
légérement plus grands sur le film avec la plus grande masse molaire. Ce résultat peut étre
reli¢ a la différence du nombre d’enchevétrements par chaine de chitosane a la surface du
substrat. Le nombre d’enchevétrements étant d’autant plus grand que la masse molaire est
¢levée, le gonflement du film formé avec la plus grande masse est ralenti, ce qui limite la
proportion d’eau dans le film. Cependant, le rapport entre les longueurs des chaines des deux
masses molaires étant petit (de ’ordre de 3), cette tendance peut également provenir de la
nature visqueuse de la goutte liquide apres la solubilisation partielle du film de chitosane. En
effet, a masse molaire ¢levée, la solubilisation partielle du film conduit a une goutte liquide
plus visqueuse qui s’étale moins rapidement que dans le cas des films a faible masse.
Cependant, les angles de contact a I’eau sur les films obtenus avec HCI ne présentent pas de
différence pour les deux masses molaires. En parallele, des mesures d’angles de contact avec
la solution aqueuse de AcOH a pH 4 sur les films préparés avec AcOH ont été effectuées. Les
résultats montrent une tendance similaire avec les angles de contact a 1’eau mais présentent
pour un DA donné une différence d’angle plus marquée d’environ 10 ° entre les deux masses
molaires. Cet écart des angles de contact a la solution aqueuse d’acide acétique entre les films
des deux masses molaires s’explique par la solubilisation plus nette des films par ’eau
acidifiée et par conséquent la nette différence du caractére visqueux de la goutte liquide

déposée sur les films des deux masses.

I11.5.3. Effet des épaisseurs des films de chitosane

L’effet des épaisseurs des films de chitosane sur leurs mouillabilités a été également étudié.
Pour cela, les angles de contact ont été mesurés sur des films d’épaisseurs différentes préparés
par dissolution du chitosane d’une part dans AcOH et d’autre part dans HCI. Aucun effet des
épaisseurs sur les angles de contact a 1’eau des films préparés avec AcOH n’a été observé (cf.
Figure 23). Cela suggeére que les angles de contact a ’eau ne sont dus qu’aux propriétés
moléculaires du film de chitosane. Cependant, les angles de contact a I’eau obtenus sur les
films préparés avec HCl augmentent légerement mais significativement avec ’épaisseur. La
goutte d’eau solubilisant localement les films formés avec HCl, cette tendance peut provenir
du ralentissement du déplacement de la ligne de contact triple lorsque les épaisseurs
augmentent. Cette méme tendance est observée avec les angles de contact a la solution
aqueuse de AcOH a pH 4 et peuvent s’expliquer par les mémes raisons. Les angles de contact
a I’eau et a la solution aqueuse de AcOH a pH 4 obtenus avec AcOH présentent des

différences assez marquées. En effet, les angles de contact sur les films non rincés présentent
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des valeurs largement plus grandes que celles mesurées sur les films rincés avec la solution
aqueuse de AcOH a pH 4 (Figure 19 et Figure 23). Cela prouve la contribution des

interactions liquide-substrat sur la valeur des angles de contact.
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Figure 23 : effet des épaisseurs des films de chitosane 180 préparés avec AcOH et HCI sur les angles de

contact statiques a ’eau et avec la solution aqueuse d’acide acétique pH 4.

IV. Etude de I’hystéreése de contact des films de chitosane

L’hystérese de contact se définit comme la différence entre 1’angle de contact a I’avancée et
I’angle de contact au retrait de la goutte liquide. Les angles de contact a I’avancée et au retrait
de la goutte sont obtenus respectivement par gonflement de la goutte jusqu’a atteindre 1’angle

maximal et par retrait de la goutte jusqu’a atteindre I’angle minimal (Figure 24).
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Figure 24: Mesure de I’hystérése d’angle de contact (a gauche : angle a I’avancée, a droite : angle au
retrait).
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Les mesures de I’hystérése de contact ont été effectuées a une vitesse de 12 uL/min lors du
dépot et du retrait de la goutte d’eau. Le volume total de la goutte a déposer a été fixé a 30 pL.

Les angles de contact ont ét¢ mesurés toutes les secondes.

Selon les parametres influengant I’hystérese de contact, celui-ci est classé en deux catégories ;
I’hystérése thermodynamique et I’hystérese cinétique. Les sources de 1’hystérése de contact
thermodynamique sont la rugosité et I’hétérogénéité de la surface tandis que 1’hystérése de
contact cinétique provient de la déformation de la surface, de la pénétration du liquide dans le

film, de la mobilité ou de la réorientation des chaines a la surface du film.

Lors des mesures de I’hystérése de contact, les caracteres des films de chitosane (lisses,
homogenes et hydrophiles) n’ont permis que la détermination des angles de contact a
I’avancée. Ce phénomeéne vient du fait que les angles au retrait sont toujours nuls. En effet,
tous les films de chitosane en contact avec la goutte d’eau gonflent et restent hydrophiles quel
que soit le DA. Ainsi, I’hystérése mesurée dans cette étude est de nature cinétique. De
maniere générale, les angles de contact a I’avancée sont légerement supérieurs aux angles de
contact statiques. Comme pour les angles statiques, les angles a 1’avancée deviennent plus
petits avec I’augmentation du DA (Figure 25). Cette décroissance des angles a I’avancée en
fonction du DA concorde bien avec les propriétés hygroscopiques du chitosane. En effet, le
chitosane a bas DA contient une faible proportion d’unités acétylées, ce qui lui confére son
caractére moins hydrophile comparé au chitosane de DA plus élevé.” En comparant les films
«non neutralisés » et neutralisés, on remarque une légére différence des angles a 1’avancée
(Figure 25). Cette légere différence peut provenir de I’effet du recuit qui permet une
réorganisation plus rapide des chaines qui deviennent plus proches de leur état d’équilibre.
L’effet des épaisseurs des films de chitosane sur les angles de contact a I’avancée a été étudié
et les résultats montrent qu’ils augmentent quand 1’épaisseur du film de chitosane diminue,
que le film soit neutralis¢ ou pas (Figure 25). Ces résultats s’expliquent par I’effet de
gonflement du film de chitosane par la goutte d’eau. En effet, comme on peut le constater sur
la Figure 15, les films avec les plus grandes épaisseurs sont plus sensibles au gonflement par
la goutte d’eau. Cette sensibilité facilite la pénétration de la goutte d’eau dans le film qui

entraine par conséquent la diminution des angles a I’avancée.
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Figure 25 : Effet du degré d'acétylation, des épaisseurs et de la neutralisation des films de chitosanes 600
et 180 sur les angles de contact a 'avancée.

V. Etude de la tension et de la polarité de surface des films de chitosane

Les tensions et polarités de surface rendent compte de la mouillabilit¢ des matériaux et
constituent des parametres cruciaux pour comprendre dans le domaine biomédical les
interactions entre les bactéries et les biomatériaux.** Ces parameétres dépendent
indirectement de la morphologie de la surface du matériau mais aussi de ses propriétés
chimiques. Busscher et al.* ont montré qu’il existe une rugosité seuil de 0,1 pm en-deca de
laquelle les valeurs d’angles de contact (dont sont déduites les tensions de surface) ne sont pas
influencées. Au-dela de cette valeur, la rugosité peut soit diminuer ou augmenter les angles,
soit étre sans effet sur les angles. Dans notre cas, les rugosités étant trés faibles comparées a
cette valeur, les tensions de surface ne peuvent alors dépendre que des parametres

moléculaires et des propriétés physicochimiques du chitosane.

V.1. Effet du degré d’acétylation

De manicre générale, les tensions de surface des films de chitosane préparés avec AcOH

décroissent 1égérement avec I’augmentation du DA. Des tensions de surface comprises entre
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46 et 48 mN/m pour le chitosane 600 et entre 45 et 47 mN/m pour le chitosane 180 ont été
obtenues a bas DA. Ces tensions de surface diminuent légérement et varient entre 45 et 47
mN/m et entre 43 et 46 mN/m pour les chitosanes 600 et 180 respectivement a DA plus élevé.
Les tensions de surface des films formés avec HCI augmentent Iégerement avec le DA et sont
plus grandes que les tensions de surface sur les films formés avec AcOH. A bas DA, les
tensions de surface des films avec HCl varient entre 49 et 51 mN/m et entre 50 et 52 mN/m a

DA plus ¢élevé pour les deux masses molaires de chitosane (voir Figure 26).
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Figure 26 : Variations des tensions de surface des films de chitosanes 600 et 180 préparés avec AcOH et
HCI en fonction du degré d’acétylation.

Des valeurs de tensions de surface plus petites (30 — 35 mN/m) de films non supportés de
chitosane sont parfois rencontrées dans la littérature.***® Cette différence de tension de
surface peut étre expliquée par la différence de rugosité entre les films supportés et les
membranes de chitosane qui peut influencer indirectement la valeur de la tension de surface
ou par les interactions supplémentaires que peut induire le substrat de silicium. Cependant, les
polarités de surface évoluent dans le méme sens et augmentent avec le degré d’acétylation
pour les deux acides (Figure 27). A faible DA, les polarités des films sont plus petites et
varient entre 2 et 6 puis entre 4 et 7 pour les chitosanes 180 et 600 respectivement. A DA plus

¢levé, les polarités entre les deux masses de chitosane sont presque identiques et varient entre
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7 et 8. Les films obtenus avec HCI sont plus polaires et présentent des polarités de I’ordre de
10 pour les plus petits DA. Ces polarités évoluent légerement avec le DA et passent en

moyenne a 12 aux DA plus élevés (Figure 27).
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Figure 27 : Variations des polarités de surface des films de chitosanes 600 et 180 préparés avec AcOH et
HCIl en fonction du degré d’acétylation.

La variation de la polarit¢ des films avec le DA reléve du caractére hygroscopique du
chitosane. En effet, les polarités des films augmentent avec 1’augmentation du DA. Cette
augmentation peut se justifier par les propriétés de solubilit¢ du chitosane dans I’eau. Le
chitosane est d’autant plus soluble dans 1’eau que son DA est proche de 50-60 %. Par
application de la relation utilisée pour le calcul des polarités aux valeurs de tensions de
surface retrouvées dans la littérature,”**® des valeurs trés proches de celles des films formés
avec AcOH sont retrouvées. Ces variations de tensions et de polarités de surface en fonction
du DA peuvent dépendre aussi de la conformation des chaines de chitosane, de leurs densités
de charges et de leurs propriétés d’interactions électrostatiques en relation avec le DA et la

nature de 1’acide.
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V.2. Effet de 1a masse molaire

Les tensions et les polarités (Figure 28) de surface ont été déterminées sur des films
d’épaisseurs trés proches de chitosane 180 et de chitosane 600 afin d’étudier I’effet de la
masse molaire sur celles-ci. Les tensions de surface des films du chitosane 180 formés avec
AcOH sont plus grandes que celles des films du chitosane 600 tandis que pour ceux formés
avec HCI, les tensions de surface sont trés proches. Ce décalage des tensions de surface des
films formés avec AcOH entre les deux masses molaires peut s’expliquer par la différence de
I’organisation des chaines a la surface et du taux d’enchevétrement en rapport avec leurs
longueurs. Quant aux films formés avec HCI, sous 1’effet de I’écrantage des charges positives
des chalnes de chitosane par les contre-ions CI°, les chaines se comportent comme des
chaines neutres d’ou le rapprochement des tensions de surface entre les deux masses molaires.
Le caractere plus hydrophile des films de chitosane obtenus avec HCI provient du fait que la
constante d’équilibre permettant la réaction d’hydrolyse du chitosane est trés basse pour le
HCI et par conséquent ne permet pas a la réaction de se produire. En plus, HCI étant trés
soluble dans 1’cau, la formation des sels de chlorure d’ammonium est fortement favorisée
méme a trés faible quantité d’eau. Cela explique également la présence de sels de chlorure
d’ammonium & Iétat sec des films.*® Une tendance inverse de celle des tensions de surface a
été observée pour les polarités. Les polarités sont légérement plus grandes sur les films de
chitosane 600 pour les films formés avec AcOH et sur les films de chitosane 180 pour les
films formés avec HCI. En référence a la variation des polarités en fonction du DA, plus le

DA est grand, plus la surface est polaire.
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Figure 28 : Effet de l1a masse molaire sur les tensions et les polarités de surface des films de chitosanes 600

et 180 préparés avec AcOH et HCI en fonction du degré d’acétylation (dans cette étude, les films de
chitosanes 600 et 180 sont d’épaisseurs trés proches).

V.3. Effet des épaisseurs des films de chitosane

Les tensions de surface sont indépendantes des épaisseurs des films de chitosane. Cette
indépendance peut provenir du fait que les films sont assez épais pour empécher les
contributions du substrat de silicium aux valeurs des tensions de surface. Les tensions de
surface sont de 1’ordre de 46 mN/m sur les films formés avec AcOH et de 50 mN/m sur les
films formés avec HCI pour toutes les épaisseurs (Figure 29). A I’instar des tensions de
surface, les polarités ne varient pas avec les épaisseurs (Figure 30). Les films formés avec
AcOH sont moins polaires (polarités comprises entre 5 et 10 %) que les films formés avec
HCI (polarités comprises entre 10 et 15 %). Cette différence de tension de surface et de
polarité entre les films peut étre due a la contribution de HCI qui est susceptible de former des
ions chlorure d’ammonium avec les groupes amine du chitosane. Ces ions sont susceptibles
d’induire une instabilité des films et d’augmenter les interactions entre les films de chitosane

et les liquides sondes.
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Figure 29 : Effet des épaisseurs des films de chitosanes 600 et 180 sur les tensions de surface des films

préparés avec AcOH et HCL
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Figure 30 : Effet des épaisseurs des films de chitosanes 600 et 180 sur les polarités de surface des films

préparés avec AcOH et HCL
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Dans le but d’étudier I’effet du vieillissement des films et de la neutralisation sur les tensions
et les polarités de surface, les mesures ont été effectuées a deux temps différents (5 h et 24 h)
aprés préparation et neutralisation. Les résultats obtenus (voir Figure 31) montrent une
diminution des tensions et des polarités de surface avec le temps. Ce phénomeéne peut
provenir de la stabilit¢ des films ou de leur comportement vis-a-vis des conditions
environnementales pour minimiser leurs tensions de surface. Cette décroissance des tensions
et des polarités de surface avec le temps est expliquée par Amaral et al.*’ comme un effet de
réorientation moléculaire qui peut survenir a I’interface chitosane/air lors de la préparation
des films. Ils suggeérent que les groupes amine polaires peuvent se réorienter vers I’intérieur
du film rendant ainsi la surface du film moins dense en groupes amine. Cette tendance est a la
fois observée sur les films « non neutralisés » et neutralisés par les vapeurs d’ammoniaque.
Par comparaison des films neutralisés et « non neutralisés », les tensions et les polarités de
surface sont tres similaires 24 h aprés leur préparation. Cela suggere a nouveau la
neutralisation des films au cours du temps et qu’avant 24 h, les propriétés physicochimiques
des films sont gouvernées par les aspects de réorganisation des chaines, puis au-dela, soit par
la stabilité chimique des films soit par la réorganisation des chaines, soit par la combinaison

des deux phénomenes.
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Figure 31 : Effet du vieillissement et de la neutralisation des films de chitosane 600 (DA = 52,5 %) sur la
tension et la polarité de surface.
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Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudi¢ de manicre détaillée et exhaustive les propriétés des films
de chitosane ¢laborés par spin-coating. Cette étude nous a permis de mieux comprendre 1’effet
des parametres moléculaires du chitosane et de certains parameétres des films sur les propriétés
physicochimiques des surfaces fonctionnalisées. Nous avons également étudi¢ dans cette
partie 1’évolution temporelle des propriétés physicochimiques des films. Une étude
comparative des propriétés physicochimiques des films pour différents solvants du chitosane
(solution aqueuse de AcOH et HCI) ainsi qu’une étude sur I’effet de la neutralisation des
films par des vapeurs d’ammoniaque ont été également menées. De maniere générale, les
propriétés physicochimiques des films de chitosane évoluent au cours temps avant de devenir
stables. Le caractére hydrophile des films de chitosane dépend fortement des parameétres
moléculaires du chitosane. En effet, les films formés avec AcOH deviennent plus hydrophiles
avec I’augmentation du DA et avec la diminution de la masse molaire. Cette tendance est
presque absente pour les films avec HCI de fait des valeurs d’angles de contact fortement
resserrées pour les différents DA et masses molaires. Cependant, nous pouvons noter que les
films avec HCI sont fortement plus hydrophiles que les films avec AcOH pour un DA et une
masse molaire donnés. Un effet des paramétres moléculaires a ¢galement été observé sur les
tensions et polarités de surface. Cependant, ces effets sont moins importants que ceux sur les
propriétés hydrophiles des films. Les tensions de surface diminuent légérement avec
I’augmentation du DA pour les films avec AcOH tandis qu’elles augmentent avec
I’augmentation du DA pour les films avec HCI. Les polarités de surface évoluent dans le
méme sens pour les deux acides. En effet, elles augmentent avec I’augmentation du DA.
Cependant, soulignons que les tensions et les polarités de surface sont plus grandes sur les
films avec HCI. L’influence de 1’épaisseur des films sur les propriétés physicochimiques est
quasi absente et n’a été observée que sur 1’angle de contact a 1’avancée. Ce dernier diminue
avec ’augmentation de 1’épaisseur. L’étude en paralléle des propriétés physicochimiques des
films de chitosane neutralisés a confirmé I’hypothese de la neutralisation au cours du temps

des films formés avec AcOH.
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Introduction

Ce troisieme chapitre de la thése vient compléter 1’étude sur la caractérisation
physicochimique des films de chitosane. Le principal objectif de ce chapitre est 1’¢tude des
propriétés morphologiques et structurales des films de chitosane déposés a la surface du
silicium afin de mieux comprendre la dépendance de ces propriétés aux parametres
moléculaires et physicochimiques des films de chitosane. En effet, nous nous sommes
intéressés tout d’abord a 1’étude des propriétés chimiques des films et I’influence de la
température, de la neutralisation et de la nature de 1’acide (AcOH ou HCI) sur ces propriétés.
Cette étude de la structure chimique des films sera complétée par une étude de I’aspect
morphologique des films. Dans ce dernier cas, nous avons analysé les films en AFM en vue
de comprendre leur organisation a la surface du silicium et I’'impact des parametres
moléculaires du chitosane (DA, masse molaire) et de certains facteurs (température, recuit,
épaisseur,...) sur cette organisation. En plus de ces deux études, le comportement des films de
chitosane a I’interface avec un liquide (D,0) a différents pH a été exploré. Ici, nous avons
sondé I’effet de la longueur des chaines, du DA et des épaisseurs sur la structure des films a
leurs interfaces avec D,0. La structure des films a été¢ déterminée par la réflectivité des
neutrons a I’interface film/liquide. Le gonflement des films est déduit des courbes de profil de
densité obtenues de cette réflectivité. Cette étude permettra de rendre compte du gonflement
des films de chitosane et élucider leur sensibilité aux liquides sondes (eau et eau acidifiée a
pH 4) constatée lors de 1’évaluation des propriétés de mouillabilité (Chapitre IT).

Ce chapitre est introduit par I’étude de la morphologie des films par AFM pour élucider
certaines différences de propriétés des films notamment les différences d’épaisseur liées a
I’acide utilis¢, au recuit des films, au DA,... observées dans le chapitre II. Cette partie sera
suivie de la détermination de la structure chimique des films par IR afin d’évaluer si elle
existe la contribution des parametres chimiques des films a ces différences de propriétés.
Enfin, les propriétés de gonflement des films de chitosane sont évaluées pour comprendre la
sensibilit¢ des chaines de chitosane au pH et I’effet des paramétres moléculaires sur le

gonflement.
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I. Etude de la morphologie des films de chitosane par AFM
I.1. Principe de la technique AFM

La microscopie a force atomique (AFM) est une technique de caractérisation qui permet de
déterminer la morphologie d’une surface a travers les interactions entre une pointe et la
surface. Le principe de I’AFM consiste a focaliser un faisceau laser a I’extrémité de la pointe
et de mesurer sa déflection. En effet, le faisceau laser incident est réfléchi par la pointe puis
transmis a une photodiode qui permet de mesurer cette déflection (Figure 1). La déflection
correspond a une variation de la distance pointe-échantillon et peut étre ajustée par la boite
piézoélectrique sur laquelle 1’échantillon a imager est fixé. Il existe différents modes
d’acquisitions d’image par AFM ; dans notre cas d’étude, nous avons travaillé en mode
oscillant. Les études de morphologie ont été effectuées avec un AFM Nano-observer
(Concept Scientific Instruments) et les images obtenues ont été traitées par le logiciel de
traitement d’image Gwyddion. Les pointes utilisées pour étudier la morphologie des films ont

une raideur 40 N/m et ont été fournies par Bruker.

Photodiode f" L aser

_ [y

Pointe AFM
—

Surface aimager |.

Boite piézoélectrique

Figure 1 : schéma du fonctionnement de la microscopie a force atomique.

1.2. Effet des différents acides et du degré d’acétylation
L’effet sur la morphologie des films des paramétres moléculaires du chitosane (DA, masse
molaire), des épaisseurs des films de chitosane et du type d’acide utilisé pour préparer les
solutions a été étudié. Les solutions de chitosane ont été préparées en utilisant AcOH et HCI
comme acides pour solubiliser le chitosane en milieu aqueux. Les solutions aqueuses acides
ont ensuite €té utilisées pour former des films par spin-coating. Apres le dépdt, les épaisseurs
sont déterminées par ellipsométrie puis la morphologie est caractérisée. Dans le but d’étudier
I’effet de 1’acide utilisé pour dissoudre le chitosane sur la morphologie des films, des
solutions de chitosane de concentrations similaires sont préparées avec AcOH et HCI. Les

morphologies obtenues par AFM sont présentées dans la Figure 2.
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Figure 2 : Effet du type d’acide (AcOH et HCI) et degré d'acétylation sur la morphologie des films obtenus
avec le chitosane 180. (Ep. : Epaisseur, RMS. : Root Mean Square)

Les films obtenus dans 1’ensemble de cette étude présentent des rugosités moyennes trés
faibles (< 2 nm). Néanmoins, des différences peuvent étre observées suivant I’acide utilisé
pour former les films, notamment aux faibles DA. En effet, les rugosités sont plus grandes
lorsque HCI est utilisé. Ces différences de rugosité peuvent s’expliquer par la différence de
comportement du chitosane vis-a-vis de ces deux acides. En effet, les films préparés avec
AcOH sont (partiellement) neutralisés (par évaporation de I’acide acétique lors du séchage)
tandis que les films obtenus avec HCl restent sous forme de polyélectrolytes chargés avec la
formation de sels de chlorure d’ammonium entre les fonctions amine du chitosane et les
molécules de HCL.

Pour le méme acide et pour la méme concentration en polymere, nous avons également
observé des différences de morphologie des films de chitosane en fonction du DA. De

maniére générale, la rugosité des films diminue lorsque le DA augmente (Figure 2).

1.3. Effet de I’épaisseur des films de chitosane
Dans le but de mieux cerner I’évolution de la rugosité des films de chitosane en fonction des

épaisseurs, différents films de différentes épaisseurs ont été analysés par AFM. Seules les
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images a DA 1 % sont représentées dans cette section. Cependant, elles restent représentatives
de ce qui est observé pour les autres DA (Cf Annexe A). De manicre générale, les films
présentent des rugosités inférieures a 2 nm qui diminuent 1égérement avec les épaisseurs
(Figure 3). Cette faible variation de la rugosité des films en fonction des épaisseurs peut
s’expliquer par une différence d’organisation des chaines a la surface induite par la différence
de viscosité des solutions utilisées pour la préparation des films par spin-coating. Néanmoins,
la faible différence de rugosité entre les différentes épaisseurs montre que cet effet reste
mineur dans notre cas d’étude. Murray et Dutcher ont observé une tendance similaire entre
des films d’épaisseur inférieure a la centaine de nanometres et des films d’épaisseur
supérieure.’ En effet, les auteurs ont montré dans leur étude que les films ayant des épaisseurs

inférieures a la centaine de nanomeétres étaient trés lisses avec des rugosités d’environ 1 nm.
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Figure 3 : Effet de ’épaisseur sur la morphologie des films de chitosane obtenus avec le chitosane 180.

1.4. Effet du recuit des films de chitosane

Dans le but d’accélérer I’évaporation de 1’acide acétique résiduel, les films de chitosane sont
recuits (voir les parametres du recuit dans le chapitre II, paragraphe I1.2) avant d’étre

analysés par AFM. Les morphologies obtenues sont présentées sur la Figure 4. Les rugosités
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des films sont inférieures a 2 nm, a la fois pour les films recuits et non recuits. Néanmoins,
nous observons en général une légere augmentation de la rugosité des films apres le recuit a
200 °C. Ce phénomene peut provenir d’une éventuelle dégradation ou de changement de
structure cristalline des films a la surface du substrat notamment avec 1’évaporation des
molécules d’eau présentes dans les films.?

Opm 2 4 6 8
0
2. i
6
8

10 nm 10 nm

,_.
=
=
3

S
[ R R S Y N -]
[ R R S Y N -]
[ R Y R - RT-1

=}
=}
=}

DA: 1% DA : 14,4 % DA : 41,9 %
Ep. : 230 nm Ep.:316 nm Ep. : 328 nm
RMS : 1,09 nm RMS : 0,53 nm RMS : 0,50 nm

opm 2 4 6 8 opm 2 4 6 8 opm 2 4 6 8
T "% 3 = # 10 nm -’.: e T e 10 nm

R Ry N ]
T Y L]

=)
=

DA: 1% DA : 14,4 % DA : 41,9 %

Ep.: 179 nm Ep. : 244 nm Ep.: 295 nm
RMS : 1,55 nm RMS : 0,52 nm RMS : 0,70 nm

Figure 4 : Effet du recuit sur la morphologie des films de chitosane obtenus avec le chitosane 180. En
haut : films de chitosane non recuits ; En bas : films de chitosane recuits.

II. Caractérisation par spectroscopie infrarouge des films de chitosane
I1.1. Effet des acides acétique et chlorhydrique sur la structure chimique des
films de chitosane

Afin de mieux comprendre ’effet de AcOH et de HCI sur la structure chimique des films de
chitosane, les chitosanes purifiés ont été d’abord analysés par spectroscopie infrarouge pour
servir de référence (Figure 6). Les degrés d’acétylation des différents chitosanes sont
déterminés par la méthode de Domszy et Roberts® (DA = (A1gs5 / Azaso ) * 100/1,33) puis
comparés a ceux déterminés par la RMN du proton (voir Tableau 1). La méthode de calcul

avec les lignes de base considérées est représentée sur la Figure 5.
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Figure 5 : Illustration de la méthode détermination du DA des lots et des films de chitosane par IR.

Chitosane 600 Chitosane 180
RMN 'H Infrarouge RMN 'H Infrarouge
2.4 4,4 1,0 3,9
8,0 14 9,0 15,4
12,2 24 14,4 22,4
21,5 33,7 25,6 24,6
34,0 37,6 35,3 41
45,3 47,7 41,9 49
52,6 52,3 52,2 55,3

Tableau 1 : Récapitulatif des valeurs de DA déterminées par la RMN du proton et par IR des différents

lots de chitosane.

De maniere générale, les DA déterminés par infrarouge sont plus grands que ceux déterminés
par RMN 'H surtout aux faibles DA. Cette différence entre les DA peut provenir d’un
éventuel manque de sensibilité de la méthode IR aux faibles DA. Ces spectres mettent en
¢vidence le caractére neutre des chitosanes avec ’apparition de la bande de vibration du

groupe -NH, vers 1598 cm™ pour les faibles DA. Cette bande est 1égérement décalée aux DA

élevés et apparait aux alentours de 1550 cm™ (Figure 6).
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Figure 6 : spectres infrarouge des chitosanes 600 et 180 pour les différents DA. Les spectres ont été décalés
verticalement de A = n x 0,25 pour des raisons de lisibilité.

Les spectres infrarouges des films de chitosane obtenus avec AcOH et HCIl (Figure 7)
prouvent la présence de sels de chlorure d’ammonium dans le cas des films formés avec HCI
par le décalage des bandes de vibration du -NH, des chitosanes bruts situées vers 1598 cm’™
vers les bandes de vibration du -NH;" qui se situent vers 1515 cm’ et 1615 em™. Cependant,
les films obtenus avec AcOH présentent des pics tres proches de ceux du —NH; des chitosanes
bruts. Ceci prouve que AcOH n’est plus présent dans les films alors que HCI reste présent
dans le film. Ainsi, les films formés avec AcOH se neutralisent relativement rapidement par
simple évaporation sans avoir a subir de traitement spécifique, tandis que les films formés

avec HCl restent chargés sur des durées beaucoup plus longues.”
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Figure 7 : Etude par infrarouge de ’effet de AcOH et de HCI sur la structure des films de chitosane

I1.2. Effet de la température et de l1a neutralisation sur la structure des films
de chitosane
D’une part, des films ont été recuits a 100 °C et 150 °C pendant 4 h pour enlever le solvant
résiduel. La température d’ébullition de I’AcOH étant d’environ 118 °C, ces deux
températures sont largement suffisantes pour évaporer le solvant sans pour autant détériorer
thermiquement les films de chitosane.' D’autre part, des films ont été neutralisés par des
vapeurs d’ammoniaque comme décrit dans le chapitre II. La finalité de ces deux traitements
reste la méme : convertir les ions -NH;" en —NH,. Cette conversion se traduit en infrarouge
par I’apparition (et ’augmentation de son intensité) de la bande de vibration des groupes —
NH,; associée a une diminution, voire méme la disparition, de la bande de vibration des
groupes —NH;".* > Les résultats obtenus sont représentés dans la Figure 8. Pour mieux rendre
compte de I’impact du recuit et de la neutralisation sur les propriétés chimiques des films de
chitosane et ainsi apporter une comparaison entre ces différents traitements, les différents DA

des films recuits, non recuits et neutralisés ont été déterminés.
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Figure 8 : Effet du recuit et de la neutralisation sur la structure chimique des films.

Les valeurs des DA apparents des films de chitosane sont rapportées dans le Tableau 2. Les
pics considérés dans la détermination du DA apparent permettront de rendre compte d’une
part de effet de la désorption des molécules d’eau 4 travers le pic a 3450 cm™ incluant aussi
la contribution des liaisons —OH de I’eau. D’autre part, de la présence excessive ou non de —
NH;" 4 travers le pic a 1650 cm™. Du fait de la contribution des ions chlorure d’ammonium a
la valeur du DA a cause de la superposition du pic de ces ions et de la fonction amine, les DA
apparents n’ont été calculés que pour les films de chitosane obtenus avec AcOH. De fagon
générale, les films de chitosane non recuits et non neutralisés avec les vapeurs d’ammoniac
présentent des valeurs de DA légérement inférieures aux DA obtenus avec les chitosanes
bruts. Apres le recuit des films a 100 °C, le DA apparent reste légerement différent de celui
des films non recuits. Cependant, a 150 °C, les DA apparents deviennent fortement
supérieurs. Ces effets du recuit sur les DA viennent d’une potentielle altération de I’intensité
du pic de référence a 3450 cm™ due a I’évaporation des molécules d’eau des films de
chitosane. Cette méme tendance est observée par Murray et Dutcher qui expliquent eux aussi
ce phénoméne par la méme raison.' Les films neutralisés avec les vapeurs d’ammoniac

présentent dans 1I’ensemble des DA similaires aux DA des films non recuits et non neutralisés.
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Cette similitude des DA confirme le caractére neutre des films de chitosane obtenus avec

AcOH.

Chitosane 600 Chitosane 180
RMN IR RMN IR
Bruts NR 100 °C | 150 °C | Neut. Bruts NR 100 °C | 150 °C | Neut.
8,0 6,8 10 19,2 15,2 9,0 8,2 8,5 16,6 10,8

12,2 12,5 17,3 22,5 15,2 14,4 11,7 13,7 21,2 13,8
21,5 22,8 19,6 28,7 23,8 35,3 32,5 33,7 39,7 34,9
34,0 35,2 34,7 45 36,8 41,9 39 34,6 47,8 43

Tableau 2 : Récapitulatif des valeurs de DA (%) obtenues par recuit a différentes températures et aprés
neutralisation des films de chitosane formés avec AcOH. Bruts : lots de chitosane réacétylé ; NR : non
recuits ; 100 °C : films de chitosane recuits a 100 °C ; 150 °C : films de chitosane recuits a 150 °C ; Neut. :
neutralisés.

I11. Etude de la structure des films par réflectivité de neutrons

II1.1. Introduction a la conformation des polyélectrolytes faibles

I11.1.1. Effet du pH sur I’ionisation et la conformation des polyélectrolytes faibles

Le degré d’ionisation des polyélectrolytes faibles est directement 1i¢ au pH du milieu. Dans le
cas de chaines portant des amines, le degré d’ionisation augmente lorsque le pH diminue.
Cependant, cette augmentation est limitée dans un intervalle de pH qui dépend des propriétés
de solubilité¢ du polyélectrolyte dans le milieu considéré. La variation du degré d’ionisation
est également liée a la concentration en polyélectrolyte et a la taille des chaines. En effet, des
¢tudes par titration potentiométrique ont montré une augmentation du degré d’ionisation des
chaines de chitosane avec la diminution de leur concentration.® Cet effet est lié a la
concentration et a la distribution des contre-ions dans le milieu. En milieu dilué, les contre-
ions écrantent moins les charges, ce qui favorise les répulsions électrostatiques entre les
monomeres et induit par conséquence une augmentation de I’ionisation. La méme tendance
est observée avec la diminution du degré d’acétylation du chitosane.’

La conformation des chaines de polyélectrolytes faibles dépend du coefficient de dissociation
o (Figure 9). En effet, lorsque celui-ci est nul, les chaines adoptent une conformation en
pelote et quand il est proche de I'unité, les chaines deviennent fortement étirées. Cependant, a
un coefficient de dissociation a inférieur a I’unité, la conformation des chaines reste liée a la
concentration en polymere: le rayon de giration des chaines augmente quand leur
concentration diminue, conséquence de la baisse de la force ionique associée a la réduction de

la concentration en contre-ions. De ce fait, les répulsions électrostatiques augmentant, il en
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résulte un déploiement des chaines polymeres. A o = 1 (expansion maximale des chaines), le

rayon de giration est indépendant de la concentration en polymére.®

Figure 9 : Effet du degré d'ionisation des chaines de polyélectrolytes sur leurs conformations en solution.
De la gauche a droite: a = 0, 0,5, 1. Code couleur: en gris, monoméres non chargés, en bleu, monomeres
chargés, en rouge, les ions H'.

II1.1.2. Conformation des chaines de polyélectrolytes faibles en interaction avec
une surface

L’interaction des polyélectrolytes avec une surface et leur organisation sur celle-ci sont des
phénomenes trés complexes et leur compréhension nécessite la prise en compte de plusieurs
parametres. Parmi ces paramétres, on peut notamment citer les interactions entre les
monomeres chargés des polyélectrolytes, la densité¢ de charge de la surface, la concentration
en polyélectrolyte et en sel dans la solution, 1I’échelle d’étude. ..

Pour mieux décrire ces phénomeénes d’interactions entre les chaines de polyélectrolyte faible
et une surface chargée, nous allons introduire le modéle de Dobrynin.”"" On considére une
surface chargée de densité de charge o et des chaines de polyélectrolyte faible possédant N
monomeres en interaction, chacun de longueur b, la fraction de monomeres chargés étant

notée f. Notons D la taille d’une pelote de la chaine de polyélectrolyte (Figure 10).

27

B L "t
E— + +t 4 \
I X R + *+ % g

+
N_ PRl
Figure 10 : schéma représentatif de l'interaction entre une chaine de polyélectrolyte et une surface de
charge opposée.
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On peut définir alors les grandeurs suivantes :
- La densité de charge seuil d’adsorption o, = [52(fN) ™3
- La densit¢ de charge surfacique o* a laquelle les chaines adsorbées a la surface
commencent & s’enchevétrer : 0™ = (b2u’/3f1/3N)~1 avec u le paramétre d’interaction
défini par : [z/ b ; [ est la longueur de Bjerrurn et correspond a la distance de séparation
a laquelle les interactions entre deux charges élémentaires est comparable a 1’énergie
thermique kzT avec kg la constante de Boltzmann et 7 la température.

- La densité de charge o. de transition de la configuration 2D a la configuration 3D des

chaines adsorbées : g, = ;—2

- La densité de charge g4.5 au-dela de laquelle les chaines adsorbées sont compressées dans

la direction perpendiculaire de la surface : ggop = b~ 15" f 1N 73/

- L’¢épaisseur des chaines adsorbées D en fonction de la densité de charges surfaciques :

Densité de charges ¢ 0 < Ogef Oger < 0 < 0, o> o,

Epaisseur D (IgfNo)™t b?3(lgfo)~1/3 DS(U/UQ)“

En régime dilué :

A faible densité de charge surfacique, la conformation des chaines a la surface est faiblement
influencée. Les chaines s’adsorbent alors en adoptant des conformations relatives a leurs
propriétés électrostatiques. A partir d’une densité de charge o supérieure a o5 (> oy),
I’interaction entre les chaines commence a devenir de plus en plus importante et la distance
les séparant devient plus grande que la distance séparant le bout chaine libre de la surface. Les
chaines ainsi adsorbées sont contraintes par les répulsions ¢électrostatiques a se confiner dans
des cellules de dimension R = (%N)l/ 2 appelées cellules de Wigner (Figure 11). Cette
conformation des chalnes a la surface vient des interactions répulsives exercées par
I’ensemble des chaines de densité de charges effectives efN/R? sur une chaine considérée
comme isolée. Dans ces conditions, I’épaisseur de la couche des chaines varic en o et
dépend d’une loi de puissance en N avec le degré de polymérisation de la chaine. Quand la
densité de charges surfacique atteint la densité de charges Og4er qui induit une compression
des chaines adsorbées dans la direction perpendiculaire a la surface, I’épaisseur de la couche

devient indépendante du degré de polymérisation des chaines et varie en 0.
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Figure 11 : Représentation de 1'adsorption des chaines de polyélectrolytes en milieu dilué sur une surface
par le modéle de Wigner.

En régime semi-dilué :

Au-dela de la densité de charge surfacique d’enchevétrement des chaines ¢, les chaines
s’auto-organisent a la surface de maniére dense avec un écart entre les chaines voisines de la
taille de la longueur de corrélation des chaines ¢ (Figure 12.A). Cette conformation des

chaines sous formes de pelotes de tailles D? est induite par les répulsions électrostatiques

inter-chaines. L’épaisseur de la couche ainsi formée est proportionnelle a o /3 et est
gouvernée par le gain d’énergie apporté par les attractions ¢électrostatiques due aux charges de
la surface et la perte d’entropie émanant de la compression des chaines. A une densité de
charge trés grande o > g., une structure a trois dimensions se forme. Cela provient du fait que
les attractions entre les chailnes et la surface ne sont pas suffisantes pour compresser les
chaines a une échelle inférieure a D?. Dans cette configuration, I’interaction des chaines avec
le champ effectif créé par les autres chaines prédomine sur celle créée par la chaine.

1/3

L’¢épaisseur du film varie alors en o . Cette variation de 1’épaisseur avec la densité de

charge vient de la balance entre les attractions électrostatiques surface-polyélectrolytes et les
répulsions entre monomeres chargés de la chaine de polyélectrolyte. Dans ce type de régime,
le profil de densité de la couche de polyélectrolyte est assimilé¢ a un empilement de pelotes de

taille croissante avec la distance a partir de la surface (Figure 12.B).

Figure 12 : Effet de la densité de charges surfaciques sur la conformation des chaines de polyélectrolyte en
régime semi dilué.

En résumé, 1’épaisseur de la couche adsorbée sur une surface de densité de charge o évolue de

maniere non linéaire avec celle-ci (Figure 13).
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Figure 13: Variation de 1'épaisseur d'une couche de polyélectrolyte faible adsorbée sur une surface en
fonction de la densité de charge surfacique.

I11.1.3. Comportement en solution des chaines de polyélectrolytes faibles

Les interactions et la conformation des chailnes de polyélectrolytes faibles en solution
dépendent de la densité de charge des chaines, de la nature du solvant, du degré d’ionisation
des charges li¢ au pH du milieu, de la concentration en polymere, de la nature hydrophile ou
hydrophobe du polymére, et de la présence ou non de sel dans le milieu. Le chitosane étant
considéré comme un polyélectrolyte hydrophobe, nous allons focaliser cette étude de
conformation en solution sur les polyélectrolytes hydrophobes. De maniére générale, une
chaine de polyélectrolyte isolée, dans un milieu ne contenant pas de sel adopte une
conformation étirée, formée de pelotes (Figure 14) dont la taille dépend de la qualité du
solvant.'” Dans le cas d’une chaine fortement chargée, la conformation dévient fortement

dépendante de la condensation de Manning.

—efy

&

Figure 14 : Représentation schématique d’une chaine de polyélectrolyte faiblement chargée et ses blobs
électrostatiques en solution. Schéma tiré de

Comme mentionné précédemment, la structure des polyélectrolytes hydrophobes en solution
est liée a leur concentration dans le milieu. Cette dépendance permet de définir une
concentration critique de transition C” entre les structures des chaines dans le milieu. Ainsi,
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en-deca de cette concentration, le milieu est dit de régime dilué et au-dela, régime semi-dilué.
En régime dilué, la longueur de corrélation est largement plus grande que la distance entre
deux perles et la conformation des chaines dépend de cette distance (Figure 15.A). Le rayon
des perles formées dans ce régime varie en C"“. Dans le régime semi-dilué, I’augmentation
de la concentration en polyélectrolyte fait tendre la valeur de la longueur de corrélation vers
celle séparant deux perles adjacentes. A un méme ordre de grandeur entre ces deux
parametres, les interactions entre les perles deviennent écrantées et par conséquence, un blob
ne pourra plus contenir qu’une seule perle (Figure 15.B). Le rayon des perles adopte alors

une variation en C3.1

A. B.

Figure 15 : Représentation schématique des chaines de polyélectrolyte en solution : A. régime dilué; B.
régime semi-dilué. Schéma adapté de."

II1.2. Détermination de la structure des films

II1.2.1. Interaction neutron matieére
Les neutrons possédent la faculté de pénétrer trés profondément la matiére et d’interagir
fortement avec les noyaux atomiques de celle-ci. Cette forte pénétration des neutrons dans la
maticere est due a leur neutralité (absence de charge) qui induit une absence d’interactions
entre ceux-ci et les électrons de la matiére. L’amplitude de ces interactions est décrite par la
longueur de diffusion cohérente b caractéristique du pouvoir de diffusion de chaque atome.
Cette grandeur, difficile a obtenir théoriquement, est déterminée expérimentalement puis

, 14, 15
tabulée ™

(voir Tableau 3). Elle varie de mani¢re non systématique avec le numéro
atomique, dépend de la direction du spin nucléaire et peut varier fortement entre deux
isotopes.'* Un exemple typique de ce décalage est observé entre I’hydrogéne (H ou 'H) et le
deutérium (D ou “H) qui présentent des longueurs de diffusion cohérente de -0,374.10™'% cm et
0,667.107" cm respectivement. La diffusion cohérente a laquelle est associée la longueur de
diffusion cohérente est la seule diffusion qui permet de déterminer la structure. La densité de

longueur de diffusion neutronique d’une molécule, noté Nb, correspond au contraste

120



Chapitre 111 : Etude de la structure et de la morphologie des films de chitosane

neutronique intrinseéque d’une espece ; elle est obtenue a partir des longueurs de diffusion des
atomes qui la composent et est donc caractéristique de sa composition chimique. Elle est

définie par la relation :

b;
Nb = 2 vV Equation I
i
avec b; la longueur de diffusion cohérente des atomes constituant la molécule et V' le volume

de la molécule.

Longueur de diffusion cohérente b (107"% cm)

'H D C 0 N Si
-0,374 0,667 0,665 0,580 0,936 0,415
Densité de longueur de diffusion Nb (10™° A™)

H,O D,O SiO, Si (Cristal)
-0,56 6,38 3,40 2,07

Tableau 3 : Longueurs et densités de longueur de diffusion de quelques atomes et molécules.

1I11.2.2. Méthode de variation de contraste

La variation de contraste est d’une grande importance pour 1’étude de la diffusion des
neutrons par un systeme ou la réflectivité¢ des neutrons sur une interface. Le principe de la
variation de contraste consiste a substituer un atome d’un matériau ou d’un solvant par un de
ses isotopes dans le but d’induire une forte variation de la longueur de diffusion sans pour
autant modifier de fagon significative les propriétés physicochimiques et structurales du
matériau. Le plus souvent cette substitution concerne 1’hydrogéne qui est remplacé par le
deutérium. La substitution de I’hydrogéne par le deutérium permet de faire varier le contraste

et de diminuer la diffusion incohérente.

111.2.3. Détermination de la réflectivité

Considérons un faisceau de neutrons se réfléchissant sur une interface plane entre deux
milieux semi-infinis de densités de longueur de diffusion cohérentes p; et p,. Deux cas
peuvent étre envisagés selon la nature de l’interface : le cas idéal de I’interface abrupte
(absence de rugosité et d’interdiffusion entre les deux milieux) et le cas réel ou I'interface
peut étre rugueuse. Dans les deux cas, une réflectivité est obtenue ; on parle de réflectivité de
Fresnel dans le cas de la surface idéale. La réflectivité sur une surface est définie comme étant
le rapport entre les intensités du faisceau réfléchi et du faisceau incident. De maniére

générale, elle est donnée par la relation :
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dp 2

R(q) e , ,
= —exp(2iqz) - dz Equation II
0

Rr(q) B

, . . 2T,
Avec g le vecteur d’onde des neutrons exprimé par la relation : g = — sin 0.

dz

Dans les conditions de la réflectivité de Fresnel, un vecteur d’onde critique g, est défini et est

donné par la relation :

qc =/ 4m(p; — p1) Equation ITI

Pour des valeurs de ¢ inférieures a cette valeur critique, la réflectivité est totale (R(q < q¢) =
Rr(q) = 1). Pour g > ¢. la Réflectivité de Fresnel est dépendante de cette valeur critique et

s’écrit :
. (1_ (% )2)1/2 ?
1

Dans cas de I’interface réelle, I’expression de la réflectivité devient plus complexe et les

Rp(q) = Equation IV

courbes de réflectivité obtenues se différencient de celle de la réflectivité de Fresnel par
I’apparition des franges périodiques (franges de Kiessig) (Figure 16) dont la période Ag est

donnée par la relation :

21
Aq = d Equation V

(avec d I’épaisseur du film gonflée sur la surface du cristal de silicium dans notre cas

d>étude).

"Plateau ' '

14— A - 1, ‘L// Coupure B
<
E 0,1; E &é 0,15 (7 Franges de Kissieg 3
E | = /
3 001y % 0,01
3 g &
1T 1E-3

0,01 9. 0,02 0,03 0,04 0,05 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

Vecteur d'onde q (A) Vecteur d'onde q (A)

Figure 16: Représentation semi-logarithmique de la réflectivité de Fresnel Rg (A) et de la réflectivité R sur
un film de chitosane (B).

En pratique, et dans le cas de multicouches, la réflectivité est trés souvent affectée par les
facteurs de rugosité et d’interdiffusion entre les couches. L’effet de ces deux facteurs se

traduit par une atténuation des franges de Kiessig, qui devient trés marquée aux grands ¢.'°
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I11.2.4. Principe de la réflectivité des neutrons

Les mesures de réflectivité ont été effectuées en utilisant la technique du temps de vol (time
of flight) qui consiste a fixer ’angle d’incidence du faisceau de neutrons et effectuer un
balayage sur une gamme de longueurs d’onde disponibles du faisceau (typiquement 2 A a 25
A). Deux angles d’expérience ont été choisis lors de la premiére campagne de cette étude : -1
° et -1,8 ° (dont les gammes de q sont 1,32.10'2 — 1,43 et 7,37.10'3— 7,97.10'1 A’
respectivement) ; un seul lors de la deuxieéme campagne : -1,34 ° (dont la gamme de q est
8,33.10'3 -1,9 A'l). Dans ce mode de réflectivité, on détermine le temps de vol des neutrons
pour arriver au détecteur situé¢ a une distance L de la source. Connaissant ces deux parametres,

la longueur d’onde des neutrons est déterminée par la relation de De Broglie :
h h t )
1= mv m L Equation VI
(h: la constante de Planck 6,62.10°* m*kg-s™ et m = 1,675.10" kg la masse du neutron)
Les neutrons provenant de la source de neutrons passent par le guide de neutrons puis arrivent
directement dans le collimateur mis sous vide. Les neutrons qui ressortent du collimateur sont
ensuite envoyés vers I’échantillon. Ainsi le faisceau incident est réfléchi par I’échantillon vers

le détecteur (Figure 17).

Détecteur

Echantillon

h

Collimateur

Guide de
neutrons

Film de

chitosane /

Faisceau Faisceau
Incident Réfléchi

Réglage de la
position du
détecteur

Figure 17 : Schéma de la technique de réflectivité des neutrons sur une interface solide/liquide.
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L’¢tude de la réflectivité des neutrons se fait généralement sur quatre types d’interfaces :
air/liquide, solide/solide, air/solide et solide/liquide (Figure 18). Dans cette étude, les
expériences ont été effectuées a I’interface solide/liquide. La géométrie du systéme permettant
de garder les échantillons en contact avec le solvant (D,O) durant les expériences est

présentée sur la Figure 19.

Air
\/ - Solide -

Solide
(a) (b)

\Mb/' Solide
I Liquide I

(© (d)

Figure 18 : Différentes configurations d’étude de la réflectivité des neutrons sur une interface

Cellule porte-échantillons

Cuve en Téflon® contenant le D,O

o a ®
Disque en Téflon I

Cellule porte-échantillons

Figure 19 : Schéma de la géométrie du porte-échantillons pour les mesures de la réflectivité des neutrons.
Ce porte-échantillons maintient ensemble les piéces en Téflon® et I’échantillon de facon a maintenir le
liquide de facon étanche sur le substrat de Si.

I11.3. Partie expérimentale
I11.3.1. Préparation des échantillons

Pour mieux comprendre le comportement structural des films de chitosane en fonction de
leurs parameétres moléculaires (masse moléculaire, degré d’acétylation, longueur des

chaines,...) dans des milieux de pH différents, nous avons effectué des expériences de
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réflectivité des neutrons. Ces expériences ont été réalisées au laboratoire Léon Brillouin CEA-
Saclay sous la supervision de Fabrice COUSIN et Didier LAIREZ. Pour mener cette étude,
les films de chitosane ont été élaborés par spin-coating sur des cristaux de silicium de forme
circulaire de diamétre 5 cm et d’épaisseur 0,5 cm. Du fait de la solubilit¢ des films de
chitosane obtenus avec les solutions d’acide chlorhydrique a n’importe quel pH, nous avons
choisi d’effectuer ces expériences avec les films obtenus avec les solutions d’acide acétique.
L’¢tude de la réflectivité a été effectuée en utilisant des solutions de D,O a différents pH (8,1,
7,1, 6,1, 5,5 et 4,4) de concentration en sel NaCl 10 mM pour stabiliser les pH et limiter les
effets de force ionique entre les différents pH. Ces pH lus correspondent a des pH réels de 8,5,
7,5, 6,5, 5,9, et 4,8 respectivement d’aprés la relation (pD = pHj, + 0,40) de Long et Glasoe.'’
Des films d’épaisseurs inférieures a la centaine de nanomeétres ont €té choisis lors de cette
¢tude de fagon a rester, méme une fois les films gonflés, dans la gamme de profils mesurables
par réflectivité de neutrons. D>O a été choisi dans cette étude pour son bon contraste avec les
polysaccharides, sa faible diffusion incohérente et pour pouvoir observer le plateau de

réflectivité totale (pour ¢ < g.), impossible a observer a I’interface Si-H,O.

I11.3.2. Méthode de traitement des données de réflectivité

Les résultats de réflectivité présentés dans la suite de ce chapitre ont été obtenus en faisant un
ajustement numérique des données brutes avec le logiciel Pasimat développé au LLB par
Didier LAIREZ. Le mod¢le multicouche a été considéré pour le traitement. Cependant, dans
notre cas, nous n’avons considéré qu’une seule couche de chitosane sur la surface du cristal
de silicium. Les paramétres d’ajustement utilisés lors de ces traitements de données sont les
densités de longueurs de diffusion des différents milieux (cristal de silicium, film de chitosane
et I’eau lourde), I’épaisseur de la couche de chitosane et la rugosité a 1’interface chitosane
gonflé/eau lourde (la rugosité a la surface du wafer de silicium a été considérée comme nulle).
Avec ce modele, nous avons déterminé : le plateau de réflectivité, 1’épaisseur a 1’état gonflé
des films et les profils de densité¢ des films de chitosane. Un exemple d’ajustement d’une
courbe de réflectivité et le profil de densité correspondant est présenté dans la Figure 20. Le
profil de densité des films correspond a la variation de la concentration en chitosane dans la
direction verticale (z) a partir de la surface du cristal. De manicre générale, il est représenté
par la fraction volumique, déterminé par la relation :

p(z) — Pp,0)
Pchi — P(p,0)

0(2) = Equation VII
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Avec p(z) la densité¢ de longueur de diffusion dans le film, p.y; la densité de longueur de

diffusion du chitosane sec et pp, ¢y la densité de longueur de diffusion du D,0O. La densité de
longueur de diffusion du chitosane a été calculée par la relation :
Pcni = (4,40 — 0,61 x DA). 107°A~2 Equation VIII

Le gonflement des films de chitosane est déterminé en considérant I’inverse de la fraction

volumique en monomeres.

10"y —r e 0,30 ; ; ; . .
Chitosane 600 ; DA: 8 % ; Ep.: 220 A @
10° ~4@ Courbe de réflectivité ] o 025 ]
— Fit =
L .S 0,20+ ;
> 3 g .
= B 0.15] |Chitosane 600 ; DA: 8 % ; Ep.: 220 A ]
Q — Y ; iy
O i o Profil de densité
= Z 0,10 ]
& | &8
o 0,05 ]
<
] =
T T T T T T _— LL‘ 0’00- T T T T T =
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0 100 200 300 400 500 600
-1 .
Vecteur d'onde q (A™) Distance z (A)

Figure 20 : Courbe de réflectivité et exemple d’ajustement et de profil de densité obtenus sur un film de
chitosane de DA 8 % et d'épaisseur 220 A en contact avec du D,O a pH 8.
I11.4. Résultats expérimentaux

I11.4.1. Effet du degré d’acétylation

Pour mieux faire apparaitre 1’effet du degré d’acétylation sur les résultats de réflectivité, des
films d’épaisseurs proches ont été sélectionnés. Nous nous sommes contentés dans cette partie
de représenter les courbes de réflectivité et de profils de densité a pH 7,1 (Figure 21), car les
films sont presque insensibles au pH pour un DA donné (voir Section I111.4.3 : effet du pH).
Nous observons comme dans le cas de Dl'effet du pH des courbes qui présentent des
différences par la présence ou non de franges. En effet, les franges deviennent de moins en
moins marquées a mesure que le DA augmente, pour devenir invisibles pour les DA > 20 %.
En effet, a DA élevé, les courbes de réflectivité présentent des profils mous a cause de la forte
rugosité et de I’interdiffusion a I’interface solide/D,0. Ces phénomeénes, souvent observés
avec les films hydrogels de polymére,' ne permettant pas de tirer nécessairement de bonnes
informations des courbes de réflectivité, nous nous sommes limités au DA (< 15 %) pour
lesquels la présence de ces phénomenes est tres faible.

Les courbes de profils de densité issues des ajustements des données de réflectivité sur 1’effet
du DA sont présentées sur la Figure 21. Visiblement, les chaines de chitosane présentent des

profils de concentration différents en fonction du DA. Les profils de densité des films sont
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trés abrupts notamment a bas DA. Autrement dit, les films présentent une rugosité et une
interdiffusion faibles. Cela signifie que les surfaces des films a I’état gonflé sont tres plates et
que la concentration a proximité de la surface est la méme que la concentration au cceur du
film. En effet, pour un pH fixé, les chaines de chitosane deviennent plus étirées quand le DA
augmente. Les pH du liquide sonde étant proches du pH neutre, ce phénomene peut relever de
I’effet du DA sur la solubilité du chitosane en milieu aqueux ou de son caractére hydrophile."
Ces résultats concordent avec I’augmentation du gonflement des films de chitosane avec le

DA (Figure 22).
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Figure 21 : Courbes de réflectivité des neutrons et de profils de densité des films de chitosane d’épaisseurs
assez proches en fonction du DA et a pH 7,1 du D,0. En haut : le chitosane 180. En bas : le chitosane 600.

Les résultats de gonflement tirés de cette étude sont présentés sur la Figure 22. L’effet des
épaisseurs étant faible pour un DA donné, nous avons considéré la moyenne du gonflement
sur toutes les épaisseurs des films afin d’avoir un apercu global de I’effet du DA sur le
gonflement des films de chitosane. Malgré la diminution du rayon de giration des chaines de
chitosane avec I’augmentation du DA prouvée par Schatz et al*, pour un pH fixé, le
gonflement des films de chitosane augmente avec 1’augmentation du DA. En effet, pour des
pH variant entre 6,1 et 8,1, le gonflement des films varie en moyenne autour de 2 pour le DA

1%, autour de 3 pour les DA proches de 10 %, puis a environ 3,5 - 4 pour les DA proches de
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15 %. La différence des longueurs des chaines entre les trois DA de chaque masse étant treés
faible, cette différence de gonflement des films de chitosane en fonction du DA vis-a-vis du
pH peut étre expliquée par les propriétés hydrophiles du polymeére. En effet, le chitosane étant
plus hydrophile & mesure que son DA augmente (cf. Chapitre 2), il gonfle davantage.”' Cette
différence de comportement des films de chitosane peut ¢galement provenir de 1’effet de la
cristallinité. En effet, le chitosane étant d’autant plus cristallin que son DA est faible, cette
cristallinité réduit 1’acces a certains sites du chitosane par 1’eau et limite par conséquence son

taux de gonflement.”
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Figure 22 : Gonflement des films en fonction du degré d'acétylation pour différents pH du D,0. A
gauche : le chitosane 180. A droite : le chitosane 600.
111.4.2. Effet des épaisseurs des films de chitosane

Dans le but de déterminer 1’effet des épaisseurs des films de chitosane sur le gonflement de
ceux-ci, des films avec trois épaisseurs différentes ont été préparés pour chaque DA. Pour
observer en détail cet effet, les courbes de réflectivité issues des données expérimentales et les
ajustements théoriques sont représentées sur la Figure 23. De maniére générale, ces courbes
présentent des différences de gonflement d’une épaisseur a 1’autre. En effet, les franges de
Kiessig sont plus marquées aux plus grandes épaisseurs et celles-ci deviennent de plus en plus
larges avec la diminution des épaisseurs des films. Ces résultats sont a la fois observés pour le
chitosane 180 et pour le chitosane 600. Les profils de densité obtenus des ajustements
théoriques des données de réflectivité sur ’effet des épaisseurs des films de chitosane sont
représentés sur la Figure 24. Ces profils montrent des épaisseurs a 1’état gonflé des films qui
suivent la méme tendance que les épaisseurs seches. En effet, les épaisseurs a 1’état gonflé
augmentent avec ’augmentation des épaisseurs seéches. Ces variations montrent bien la

dépendance du profil de densité des films a leurs épaisseurs séches.
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Figure 23 : Courbes de réflectivité des neutrons sur des films de chitosane de méme DA et d’épaisseurs
seches différentes en contact avec du D,O a pH 7,1. A gauche: chitosane 180 DA 1 % en haut et chitosane
180 DA 9 % en bas. A droite : chitosane 600 DA 2,4 % en haut et chitosane 600 DA 8 % en bas.

014 T T T T T T T 0,4 T T T T T
-e- )l B
2 03] 1 03] ]
g ]
€ : .
S 0.2+ 8 0,2 g
> ] ]
IS Chitosane 180 1 Chitosan 600 1
5 014 DA %% PEET1 1 014 DA:2.4 ; pH:7.1 1
o —— 454 A
L %A : ——324 A
——241A ] ]
O’O 7 T T I_ T T I_ T = O‘O N T T T —I I— R
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 0 200 400 600 800 1000 1200
0)3 L L L e 013 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
<
g B B
g %% 1 %2 1
S
3
Q ] ]
0,14 Chitosane 180 _ 0,1- Chitosane 600 |
_5 DA:9 % ; pH:7.1 | DA:8 % ; pH:7.1
B ——522A | ——426 A
®© ——280A ] ——220A
L ] — 144 A | —149A
O’O- e e T LS we o e o p e O'O- e e L B S o s o e e e B
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Distance z (A) Distance z (A)

Figure 24 : Effet des épaisseurs des films de chitosane sur la variation des profils de densité des films de
chitosane 180 et 600 4 bas DA et a pH 7,1.
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Les gonflements extraits des courbes de réflectivité sont représentés sur la Figure 25. Le
gonflement de films de différentes épaisseurs est quasi-identique dans la gamme d’épaisseurs
étudiée pour les DA 1 et 2,4 %. Cependant, aux DA plus élevés, le gonflement des films
diminue de fagon plus nette avec 1’augmentation des ¢&paisseurs. Cette variation du
gonflement peut provenir des phénoménes d’interactions interchaines et chaines-surface. En
effet, aux plus grandes épaisseurs, la densité de charges étant plus grande, les interactions
chaines-surfaces deviennent plus prépondérantes et tendent a compresser les chaines dans la
direction perpendiculaire a la surface et ménent par conséquent a des gonflements plus petits.
Cependant, aux plus faibles épaisseurs, les interactions de répulsion interchaines sont plus
présentes et poussent les chaines a s’étirer le maximum possible conduisant ainsi a des

gonflements plus grands. Cette tendance peut également provenir du caractére hydrophile du

substrat de silicium qui rend la couche de chitosane proche de la surface plus gonflée.
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Figure 25 : Gonflement des films de chitosane en fonction de leurs épaisseurs séches pour différents pH du
D,0. A gauche : le chitosane 180 a différents DA. A droite : le chitosane 600 a différents DA. Le code de
couleurs de la légende est le méme pour toute la figure : orange : pH 8,1 ; vert: pH 7,1 ; bleu : pH 6,1 ;
violet : pH 5,5.
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111.4.3. Effet du pH

L’¢étude de la sensibilit¢ au pH des films de chitosane a été effectuée en déterminant le
gonflement des films en fonction du pH. Pour cela des solutions de D,O équilibrées a
différents pH de 4,5, 5,5, 6,1, 7,1 et 8,1 ont été utilisées. Les courbes de réflectivité des
différents échantillons a différents pH sont représentées sur la Figure 26. On remarque la trés
grande similitude des courbes de réflectivité obtenues a pH 8,1, 7,1, et 6,1 ; ceci indique que
la structure des films de chitosane de DA compris entre 1 % et 10 % ne change que trés peu.
A partir du pH 5,5, les franges de Kiessig sont décalées vers les petits q, indiquant un léger
gonflement des échantillons. A pH 4,5, les franges de Kiessig disparaissent totalement, ce qui
est indicatif de la dissolution du film dans la solution de D,O. Les échantillons présentent
pour certains des gonflements différents en fonction du pH ; ils sont présentés sur la Figure
28. Les profils de densité tirés des ajustements de 1’effet du pH du D,O sur la réflectivité des
films de chitosane sont présentés sur la Figure 27. Nous constatons dans cette étude qu’a un
DA et une épaisseur donnés, les profils de densité présentent une faible sensibilité au pH. En
considérant par exemple un pKa de 6,1, le taux d’ionisation des chaines de chitosane passe de
0,01, 0,09 et 0,5 pour les pH 8,1, 7,1 et 6,1 respectivement. Ces valeurs de taux d’ionisation
quoique faibles restent trés différentes. Ces valeurs suggerent que la faible sensibilité des
courbes de profil de densité au pH, doit étre di a la densité d’interactions interchaines qui est
suffisamment importante pour figer la structure du systéme sur la gamme de pH considérée
plutot qu’au taux d’ionisation des chaines. Ce comportement similaire des profils de densité
des chaines de chitosane est également observé sur le gonflement presque constant des films

en fonction du pH
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Figure 26 : Courbes de réflectivité des neutrons des films de chitosane en fonction du pH de D,0O. A
gauche : le chitosane 180 pour les DA 1% et 9 %. A droite : le chitosane 600 pour les DA 2,4 % et 8 %.
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Figure 27 : profils de densité des chaines de chitosane en fonction du pH de 1'eau lourde.
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Dans le but de bien visualiser 1’effet du pH sur le gonflement des films, nous avons considéré
le gonflement sur toutes les épaisseurs et pour chaque DA. Les résultats obtenus sont
présentés sur la Figure 28. Il apparait clairement que le DA présente 1’effet le plus important
sur le gonflement. En effet, un gonflement tres similaire des films de chitosane est observé
lorsque le pH de la solution de D,O diminue pour les DA inférieurs a 10 %. Cependant, pour
les DA supérieurs a 10 %, le gonflement augmente légerement avec la diminution du pH.
Cette augmentation du gonflement des films de chitosane avec la diminution du pH est liée a
I’étirement des chaines en fonction du pH. En effet, la diminution du pH du milieu augmente
le taux d’ionisation des unités D-glucosamine et la densité de charges le long des chaines de
chitosane. Cette augmentation de la densité de charges induit une augmentation du caractere
hydrophile du chitosane, une augmentation des forces de répulsion entre les unités chargées

du chitosane et par conséquent une augmentation de I’étirement des chaines.
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Figure 28 : Gonflement des films de chitosane en fonction du pH du D,0 pour différents DA. A gauche : le
chitosane 180 et a droite : le chitosane 600.
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111.4.4. Effet de 1a longueur des chaines de chitosane

Afin de bien observer 1’effet de la masse molaire du chitosane sur la réflectivité, nous avons
considéré des films d’épaisseurs proches et de faibles DA (Tableau 4). Pour des épaisseurs
similaires et des DA proches, les courbes de réflectivit¢ du chitosane 600 présentent des

franges plus étirées que celles du chitosane 180 (Figure 29). Cette différence est observée a

tous les pH et est plus marquée aux plus grands DA.

Chitosane 180 Chitosane 600
DA (%) Epaisseurs (A) DA (%) Epaisseurs (A)
1 336 2.4 324
144 8 149
14,4 171 12,2 185

Tableau 4: Epaisseurs des films de chitosane considérées dans 1'étude de I'effet de la longueur des chaines

de chitosane.
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Figure 29 : Courbes de réflectivité des films d’épaisseurs proches pour les chitosanes 180 et 600 pour

différents DA et différents pH du D,0.

Les courbes de profils de densité obtenues des ajustements des courbes de réflectivité sur

I’étude de D’effet de la masse molaire sont représentées sur la Figure 30. Nous notons de
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maniere générale une dépendance des profils de densité a la masse molaire du chitosane.
Cependant, cette dépendance est a considérer avec le DA. En effet, a bas DA (< 2,5 %), les
profils de densité sont trés similaires entre les deux masses et a tous les pH. Cela suggére qu’a
faible DA, les chaines s’étirent trés peu et de maniere similaire. Ce résultat se confirme par les
valeurs faibles et proches de gonflement obtenues pour les faibles DA entre les deux
chitosanes (Figure 31). Ce phénomene a également été observé dans le Chapitre II (Section
I11.3) sur les empreintes de la goutte d’eau sur les films d’épaisseurs faibles et de faibles DA.
Des profils de densité différents sont ensuite observés avec 1’augmentation du DA (compris
entre 8 % et 15 %). Dans cet intervalle de DA, les chaines du chitosane 600 deviennent plus
étirées. Cette différence d’étirement des chaines peut provenir d’une différence de sensibilité

au pH des films en rapport avec le DA.
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Figure 30 : Profil de densité des films de chitosane d'épaisseurs proches pour les chitosanes 180 et 600
pour différents DA et différents pH du D,O.

Les résultats de gonflement obtenus des deux différents chitosanes sont présentés sur la
Figure 31. Ces résultats montrent qu’a des DA et épaisseurs proches, les films du chitosane
600 gonflent plus que ceux du chitosane 180. Cette différence de gonflement entre les deux
chitosanes confirme une contribution de la longueur des chaines au gonflement des films. En

effet, Berth et Dautzenberg ont montré que le rayon de giration des chaines de chitosane
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augmente avec I’augmentation de la masse molaire.”> Ces résultats peuvent aussi provenir des
propriétés de cristallinité des films de chitosane. D’une part, Wan et al.** ont montré que la
cristallinité des films de chitosane augmente avec la diminution de la masse molaire ce qui
peut limiter le gonflement des films du chitosane 180 et d’autre part, Kurita et al.>> ont prouvé
qu’a DA identique (13 %), le chitosane 600 est plus hygroscopique que le chitosane 180 du

fait d’une perte de cristallinité du chitosane 600.

6 T T T T T T T 6 T T T T T T T
pH 8,1 pH 7,1 °
~€ - Chitosane 180 2 Chitosane 180
51| -@ - Chitosane 600 . 51| -@- Chitosane 600 ]
.-®

=
o o [ J
g 4 S ] 44 ]
= S e S PS
5 o e O
O 3 ] 3 ]

ole ® e

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Degré de N-acétylation (%)
6 ; ; ; . . .
PH 6,1 °
g Chitosane 180

54| -@- Chitosane 600 O
= o '
] o
g 4- ]
(]
=
=
S}
©3 & ]

P
P B

0 2 4 6 8 10 12 14
Degré de N-acétylation (%)

Figure 31 : Gonflement des films de chitosane en fonction du DA pour deux masses molaires (longueur des
chaines) pour différents DA et différents pH du D,0 (épaisseur des films cf tableau 4).
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Conclusion

L’analyse des structures et de la morphologie des films de chitosane a permis de bien
comprendre leur dépendance aux parametres moléculaires et physicochimiques (DA, masse
molaire, épaisseur) et environnementaux (température, pH, neutralisation, nature de
I’acide,...).

Les films de chitosane présentent des morphologies dépendantes de la nature de 1’acide
(AcOH et HCI), du DA et de I’épaisseur des films. De maniére générale, les films sont
légérement moins rugueux avec AcOH. Une diminution de la rugosité des films avec la
diminution des épaisseurs est ¢également observée d’une part et d’autre part avec
I’augmentation du DA. Cependant, ces rugosités sont trés faibles (< 2 nm) et cela se retrouve
dans les résultats de réflectivité des neutrons avec les profils de densité trés abrupts. Les
différents traitements (recuit, neutralisation) des films de chitosane, ont permis par 1’analyse
de leur structure chimique par IR de confirmer la neutralisation au cours du temps des films
obtenus avec AcOH (moins de 24 h). L’analyse de la structure des films par la réflectivité des
neutrons (gonflement et profil de densité des films) présente des résultats plus sensibles aux
paramétres moléculaires (DA, masse molaire) qu’a 1’épaisseur, et au pH. En effet, le
gonflement des films augmente avec I’augmentation du DA. Pour des épaisseurs proches, le

gonflement est plus grand avec les films du chitosane 600.
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Chapitre IV : Caractérisation biologique des films de chitosane

Introduction et contexte de I’étude

Ce chapitre s’inscrit dans le cadre d’un projet collaboratif entre le laboratoire Ingénierie des
Matériaux Polymeres de ['université de Lyon (UMR 5223), le Laboratoire de Chimie
Bactérienne (UMR 7283, Tam Mignot et Julie Tréguier) et le Laboratoire Adhésion et
Inflammation (Inserm U1067, CNRS UMR 7333, Olivier Théodoly) de I’'université d’Aix-
Marseille. Ce projet vise a apporter une solution pour lutter contre la résistance des bactéries
aux antibiotiques. Ce phénomene d’antibio-résistance ne cesse de prendre de 1’ampleur et
constitue actuellement une menace sanitaire d’échelle mondiale. Ce phénoméne naturel est
accentué par la consommation excessive d’antibiotiques. Selon un rapport rendu public en
juin 2015 par le Ministére de la Santé,' la France consommerait 30 % de plus d’antibiotiques
que la moyenne européenne et 3 fois plus que les Pays-Bas, la Suéde ou la Norveége. De nos
jours, les infections dues a 1’antibio-résistance touchent plus de 150.000 personnes/an en
France et 12.500 personnes en meurent directement. Selon des études prévisionnelles, en
I’absence d’une politique efficace de lutte contre 1’antibio-résistance, ce phénomene
entrainerait plus de 10 millions de décés/an a travers le monde en 2050 et le colt estimé pour

résoudre ce probléme s’¢éléverait a plus de 100.000 milliards de milliards de dollars.?

L’antibio-résistance est également responsable de certaines infections nosocomiales. En effet,
certaines bactéries isolées en milieu hospitalier telles que le Staphylococcus aureus, le
Staphylococcus pneumoniae, 1’Escherichia coli,... sont résistantes aux antibiotiques. Le
traitement actuel de ces infections se fait par injection intraveineuse d’antibiotiques qui
nécessitent le plus souvent une hospitalisation prolongée des patients, ce qui impose a la
communauté un effort financier important. Par conséquent, proposer une solution aux
traitements de ces infections limiterait les hospitalisations prolongées, les dépenses médicales

et la mortalité dues a ces infections.

Un des buts de ce projet est de parvenir a un dispositif de diagnostic rapide qui permettrait de
déterminer les antibiotiques les plus efficaces plus de fagon plus simple et plus rapide que les

méthodes « traditionnelles » de détermination (sur gélose ou VITEK ®).

Pour mener a bien cette étude et éviter tout probléme lié a la reproductibilité des tests
biologiques, des films de chitosane de paramétres moléculaires (DA et masse molaire) bien
controlés et de propriétés physicochimiques, morphologiques et structurales bien maitrisées

(Cf Chapitres II et III) ont été utilisés. Le choix du chitosane comme support d’adhésion des
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bactéries est lié a ses propriétés intéressantes de bio-adhésion.” * Différentes souches de
bactéries (Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus) ont été choisies
pour mener cette étude. Les résultats présentés dans ce chapitre sont une évaluation
biologique des films de chitosane. En effet, ils illustrent I’adhésion et la prolifération des
bactéries sur les films. L’analyse biologique des films de chitosane a ¢t¢ effectuée par les
laboratoires LCB (Laboratoire de Chimie Bactérienne, UMR 7283) et LAI (Laboratoire
Adhésion et Inflammation, Inserm U1067, CNRS UMR 7333) de Marseille.
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I. Partie expérimentale

I.1. Préparation des films de chitosane
Les films de chitosane utilisés dans cette ¢tude ont été¢ préparés par spin-coating sur des
substrats transparents de verre pour faciliter les caractérisations optiques nécessaires en
biologie. L’objectif étant d’avoir des films d’une épaisseur inférieure a la centaine de
nanometres, des solutions de chitosane de concentrations de 0,67 % et 0,5 % pour le chitosane
600 et de 1 % et 0,67 % pour le chitosane 180 ont été choisies. Les différents paramétres
moléculaires de la bibliothéque de chitosanes utilisée dans cette étude sont présentés dans le

Tableau 1.

Source Masse My, (kg/mol) DA (%) Dispersité (P)

1,0 1,78

9,0 1,82

14,4 1,87

Crevette ~ 180 25,5 1,84
35,2 1,78

41,9 1,66

52,1 1,56

2,4 1,39

8,0 1,44

12,2 1,40

Calamar ~ 600 21,5 1,43
34 1,41

453 1,52

52,6 1,37

Tableau 1 : Caractéristiques moléculaires des différents chitosanes utilisés dans cette étude.

I.2. Préparation du milieu de culture des bactéries

La solution de culture des bactéries a été préparée a partir d’une solution meére de LB
(lysogeny broth) a 37 °C. Cette solution est constituée de 10 g/L. de bacto-casitone (BD,
225930), 5 g/L d’extrait de levure bacto (BD 212750), 5 g/L de NaCl (Biosciences, RC-0,93)
en concentration et de 1’eau osmosée ajustée par du MgCl,, CaCl,, ZnCl,, et du KCI dans le
but d’obtenir des concentrations de 0,46 pg/L, 6,15 ng/L, 3,21 ng/L et 5,02 nug/L de Mg, K,
Ca et de Zn respectivement. La solution de culture est ainsi obtenue par dispersion des

bactéries dans cette solution mere de LB (densité optique D.O. = 0,5). La solution est ensuite
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diluée pour avoir une D.O. d’environ 0,01. Les différentes souches de bactéries utilisées dans

cette étude sont mentionnées dans le Tableau 2.

Escherichia coli (Gram négatif)
MG |ECc [ECc | ECc |ECc |ECc | ECc | ECc | ECc | ECc | ECc |ECc | ECc | ECc |ECc | ECc

K17 1655 53 | 106 | 219 | 227 | 668 | 673 | 677 | 678 | 687 | 695 | 698 | 704 | 727 | 746 | 750
Klebsiella pneumoniae (Gram négatif) Staphylococcus aureus (Gram positif)
ATCC LM21 | LM21 | LM21 USA NCTC

600703 | “M21 | A weec A| Awzm | A wzx COL 300 | Newman | g3os

Tableau 2 : Tableaux récapitulatifs des différentes souches de E. coli, de K. pneumoniae et de S. aureus
testées sur les films de chitosane (Les noms attribués aux différentes souches de bactéries représentent des
codes internes).

1.3. Méthode de culture des bactéries sur les films de chitosane

Les tests sur les films sont effectués en utilisant des canaux milli-fluidiques (sticky-slide VI
0.4, IBIDI) pour maximiser le nombre de tests sur chaque surface. Les films sont d’abord
hydratés par de 1’eau a travers les canaux (Figure 1.A). Apres I’étape d’hydratation, la
solution contenant les bactéries est déposée sur les films par les canaux milli-fluidiques
(Figure 1.B). Les canaux milli-fluidiques permettent de faciliter le contact entre les bactéries
et le film de chitosane, de réduire la quantité de bactéries en suspension et de travailler avec
des solutions peu concentrées en bactéries. Une fois le dépot effectué, un ringage sous flux
par une pompe a travers les canaux milli-fluidiques est effectu¢ dans le but d’évacuer les
bactéries en suspension qui n’ont pas adhéré et de maintenir le champ d’observation clair

(Figure 1.C).

B 1
A . C g
Dépot des bactéries | /7 :
b/ Ringage
sous flux

Réhydratation
du chitosane

Figure 1 : tests de culture des bactéries sur les films de chitosane ; A : réhydratation du film de chitosane ;
B : dépot des bactéries par les canaux milli-fluidiques ; C : rincage sous flux par le milieu de culture (flux
de rin¢age : 1 a 1,5 mL/min puis 1,5 a 5 mL/min ; flux de travail : 3 mL/h).
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1.4. Tests de sensibilité des bactéries aux antibiotiques

Les tests de sensibilité des bactéries ont été principalement effectués sur les souches E. coli
(E. coli K12, ECc 227 et ECc 687). Les différents antibiotiques utilisés dans cette é¢tude sont
I’ampicilline (Amp), I’ertapénem (ERT) et le mecillinam (MEC). Pour tous les antibiotiques
testés, une méme concentration en bactéries a été utilisée. La solution de bactéries est déposée
sur la surface de chitosane a travers les canaux millifluidiques. A chaque canal millifluidique,
une concentration différente d’antibiotique est rajoutée. Aprés 1’ajout de 1’antibiotique a
travers les canaux millifluidiques, une image de 1’évolution de la morphologie des bactéries
est prise toutes les 2 — 3 minutes. Les tests avec 1’ampicilline ont été effectués avec un milieu
LB contenant 100 pg/L d’ampicilline. Les effets de ’ertapénem et du mecillinam sur les
bactéries ont été évalués sous différentes concentrations. A la fin des acquisitions et pour
chaque antibiotique, la plus petite concentration entrainant la mort des bactéries a été
considérée comme étant la concentration minimale inhibitrice (CMI). Les concentrations
minimales inhibitrices obtenues de cette étude sont comparées a celles obtenues par le

systeme VITEK®.

I.5. Techniques d’observation de I’adhésion des bactéries

L’observation de I’adhésion et de la prolifération des bactéries sur les films de chitosane a été
effectuée par microscopie optique et par microscopie a contraste interférentiel par réflexion
(MCIR). Le premier permet d’observer les bactéries a la surface des films et le second de
visualiser les zones de contact entre les bactéries et la surface. Le principe du MCIR est bas¢
sur D'interférence des lumicres réfléchies par les bactéries et le substrat. Une partie de la
lumiere incidente I, est réfléchie en premier par le substrat pour donner une premiére onde
réfléchie. L’onde transmise par le substrat est ensuite réfléchie a nouveau par les bactéries
pour donner une onde réfléchie I, (Figure 2). L’interférence des ondes I; et I, permet une
augmentation du contraste et par conséquent une visualisation claire des zones de contact qui

apparaissent trés sombres.
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Figure 2 : principe du microscope de contraste interférentiel (a gauche) permettant la visualisation des
zones de contact entre les bactéries et la surface (a droite).

I1. Résultats expérimentaux

I1.1. Adhésion et prolifération des bactéries E. coli

Avant d’¢étudier directement 1’effet des parametres moléculaires du chitosane et des propriétés
physicochimiques des films de chitosane sur les réponses biologiques des bactéries, nous
avons d’abord effectu¢ des tests d’adhésion des bactéries E. coli K17 a la fois sur des
substrats de verre recouverts et non recouverts de chitosane. Les tests biologiques sont
d’abord effectués sur des substrats de verre nus (non recouverts de chitosane) qui vont servir
de référence pour I’adhésion et la prolifération de E. coli K17 sur les films de chitosane de
différents degrés d’acétylation. Les résultats d’adhésion sont présentés sur la Figure 3.C. Les
résultats montrent une adhésion tres faible des bactéries sur ces substrats nus. Les mémes tests
sont ensuite effectués sur des substrats de verre recouverts de chitosane puis rincés par une
solution aqueuse d’acide acétique a pH 4 dans le but de ne garder qu’une monocouche de
chitosane adsorbée sur les substrats de verre. Contrairement aux substrats de référence, les
substrats de verre recouverts de chitosane puis rincés présentent une adhésion de E. coli K17
(Figure 3.C). Ces résultats montrent I’importance de la présence du chitosane sur les
substrats de verre pour I’adhésion des bactéries.

Dans le but d’¢tudier I’effet des parametres moléculaires du chitosane et les propriétés
physicochimiques des films, les tests de culture bactérienne ont été effectués sur des films non
rincés de chitosane de différents DA, de différentes masses molaires et d’épaisseurs
inférieures a la centaine de nanometres. Le choix de mener cette étude sur des films non

rincés vient de leur caractére lisse et homogéne. Les résultats obtenus sont résumés dans le
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Tableau 3.A. Ces résultats montrent une adhésion initiale de E. coli K17 sur tous les films de
chitosane. L’adhésion des bactéries est suivie de leur prolifération sur les films de chitosane.
Cependant, 1’adhésion et la prolifération des bactéries dans le temps suivant un métabolisme
normal n’ont été observées que pour le DA 52,1 % du chitosane 180 (Figure 3.B). Une
prolifération des bactéries a également été observée avec le DA 2,4 % du chitosane 600 mais
le métabolisme de prolifération est altéré : des contraintes physiques entrainant une torsion
des bactéries ont été remarquées (Figure 3.A). A I’issue de ces premiers tests de E. coli K17,
d’autres souches de E. coli ont été testées pour confirmer les résultats des films du chitosane
180 (DA 52,1 %). Les résultats d’adhésion et de prolifération de ces différentes souches sont
présentés dans le Tableau 3.B. Nous avons observé que plus de 80 % des souches de E. coli
testées présentent, comme dans le cas de E. coli K17, une adhésion et une prolifération

suivant leur métabolisme normal.

A B |_Souches Adhésion
K12 +
DA (%) Conc. Adésion t0 | Prolifération | Morphologie MG1655 +
1 0,67% + + - ECc 227 +
2 1 1% N R i ECc 219 +
: ECc 53 +
2 35,2 0,67% + + +/- ECc 106 +
©
S 41,9 0,67% + + +/- ECc 704 +
c - ECc 727 -
() 52,1 0,67% + + + ECc 678 n
52,1 1,30% + + + ECc 677 +
S 2,4 0,50% 4 + ] ECc 668 *
© ECc 773 +
e 2,4 0,67% + + - ECc 637 N
©
8| 525 0,50% ¥ ¥ - ECc 746 -+
= - ECc 750 -
Q 52,5 0,67% + + - ECc 698 A
ECc 695 -

* métabolisme anormal

Tableau 3 : récapitulatif des résultats d’adhésion et de prolifération des bactéries E. Coli sur les films de
chitosane. B : chitosane 180, DA 52,1 %.

149



Chapitre IV : Caractérisation biologique des films de chitosane

Chitosane 600
DA 2.4 % 15ml I DA 2,4 % 15ml

Chitosane 180
DA 35 % 15ml

Chitosane 180
DA 52,1 %

Substrat de verre
nen recouvert de
chitesane

Chitesane 180
DA 52,1 %

NI

-

Figure 3 : adhésion et prolifération de E. coli sur les films de chitosane. (A) : Chitosane 180 DA 35 % et
Chitosane 600 DA 2,4 %. (B) : Chitosane 180, DA 52,1 %. (C) : Différence entre substrats recouvert et
non recouvert de chitosane (gauche : dépot des bactéries sans rincage; droite : aprés ringage sous flux par
le milieu de culture).

I1.2. Adhésion et prolifération des bactéries Klebsiella pneumoniae

L’adhésion de différentes souches (ATCC 700603 et LM21) et de différents mutants du K.
pneumoniae sur les films de chitosane a été également étudic¢e. Les résultats de cette étude
sont résumés dans le Tableau 4. A ’instar des bactéries E.coli, la souche de K. pneumoniae
(ATCC 700603) présente une adhésion et une prolifération normale sur les films de chitosane
180 (DA 52,1 %) (Figure 4.A et Figure 4.B). Contrairement a la souche E. coli, I’adhésion
des bactéries K. pneumoniae est observée avec une épaisseur du chitosane 180 (DA 52,1 %)
un peu plus grande. En plus de ce DA, nous avons observé une adhésion et une prolifération
des bactéries K. pneumoniae sur les films a DA 21,5 et 34 % du chitosane 600. Cependant,
des adhésions partielles ont été ¢galement observées sur d’autres DA (Tableau 4). Les tests
d’adhésion de la souche K. pneumoniae (LM 21) sur les films de chitosane ont également

montré une adhésion de cette souche sur les films a DA 21,5 % du chitosane 600 et 52,1 % du
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chitosane 180. Des perturbations du métabolisme des bactéries K. pneumoniae (LM21 A wec
A) lors de leur prolifération sur les films du chitosane 600 (DA 34 %) ont été notées (Figure

4.C).

Parameétres chitosane Réponses biologiques
Source DA (%) Conc. (%) | KP700603 LM21
1,0 0,67 - -
9,0 0,67 - ;
14,4 0,67 -
Chitosane 180 25,5 0,67 -
35,2 0,67 -
41,9 0,67 -
Test 1 52,1 0,67 -
2,4 0,67 +
8,0 0,67 -
12,2 0,67 +
Chitosane 600 21,5 0,67 +++
34 0,67 +++ et
453 0,67 ++
52,6 0,67 ++
1,0 1,3 - +
9,0 1,3 +++ -+
Chitosane 180 1 - o
35,2 1,3 +++
Test 2 41,9 1,3 +
52,1 1,3 ++ A+
2.4 0,4 -
Chitosane 600 |~ 04 o
34 0,4 n
453 0,4 +++

Tableau 4 : récapitulatif des résultats d'adhésion et de prolifération des bactéries K. pneumoniae sur les
films de chitosane : « +» adhésion et prolifération ; « - » ni adhésion ni prolifération ; « * » métabolisme
anormal ; Conc (%) : concentration en masse de chitosane (Cf chapitre II, section II.1 pour les épaisseurs
correspondantes).
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ATCC 700603

.

’ -~

0 min 30 min 60 min 90 min

LM 21 Awec A

Figure 4 : Adhésion et prolifération des bactéries K. pneumoniae sur les films de chitosane. (A) Adhésion
de K. pneumoniae ATCC 700603 sur le chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc: 1,3 %). (B) Adhésion de K.
pneumoniae LM21 sur le chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc : 1,3 %). (C) Adhésion de K. pneumoniae LM21
Awec A sur le chitosane 600 (DA 34 %, Conc : 0,67 %).

I1.3. Adhésion et prolifération des bactéries Staphylococcus aureus

Les différentes souches de Staphylococcus aureus (S. aureus, « staphylocoque doré ») (NCTC
8325, COL, USA 300 et Newman) utilisées dans cette étude présentent une adhésion et une
prolifération sur les films de chitosane 180 (DA 52,1 %) (Figure 5.A). Cependant, une
adhésion de ces différentes souches a également été observée sur les substrats de verre non
recouverts de chitosane. Dans le but d’évaluer I’effet du chitosane sur I’adhésion de ces
différentes bactéries, les forces d’adhésion des bactéries ont été déterminées a la fois sur les
substrats recouverts et non recouverts de chitosane. Pour cela, les bactéries adhérentes sont
soumises a des flux du milieu de culture a différentes contraintes de cisaillement. Les résultats
ont montré que le détachement des bactéries sur les surfaces intervient a partir d’une
contrainte de cisaillement de 1,2 dyn/cm2 (soit 0,12 Pa) pour les substrats non recouverts de

chitosane et & partir de 20 dyn/cm” (2 Pa) sur les substrats recouverts de chitosane (Figure
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5.B et Figure 5.C). Ces études ont également prouve la possibilité d’adhésion de la souche S.
aureus (NCTC 8325) sur le chitosane 180 (DA 1 %).

A

0 min

)\4émin

Figure 5 : (A) Adhésion et prolifération des bactéries S. aureus sur le chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc :
0,67 %). (B) Resistance aux flux hydrodynamiques du LB des bactéries S. aureus adhérents sur le
chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc : 0,67 %). (C) sur le substrat de verre.

I1.4. Effet non toxique des films de chitosane sur les bactéries E. coli

Le caractere non toxique des films de chitosane a été déterminé sur les films du chitosane 180
(DA 52,1 %). Pour cela, I’effet du chitosane sur le temps de génération des bactéries et I’effet
a long terme du contact entre le chitosane et les bactéries sur la prolifération ont été étudiés
(Figure 6). A I’issue de ces ¢études, le temps de génération des bactéries E. coli a 27 °C est
estimé a 39 min. Cependant, ce temps est trés €élevé par rapport au temps de génération a 37
°C des bactéries qui est de I’ordre de 20 min.” Cet écart peut découler de la différence des
conditions expérimentales, notamment la température. L’effet non toxique du chitosane 180
(DA 52,1 %) a été prouvé en faisant proliférer les bactéries sur le film et les laissant en
contact avec celui-ci pendant 72 h. Apres 72 h, le milieu de la culture est renouvelé avec du
milieu neuf. A D’issue de ces étapes, une nouvelle prolifération suivant un métabolisme

normal des bactéries E. coli a été observée (Figure 6.D).
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Figure 6 : Adhésion et prolifération des bactéries E. coli K12 : (A) sur le chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc:
0,67 %) ; (B) sur le chitosane 600 (DA 2,4 %, Conc : 0,67 %). (C) Temps de génération moyenne au bout
de n =257 divisions des bactéries E. coli K12 sur le chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc : 0,67 %) a 27 °C. (D)
Reprise de la prolifération des bactéries E. coli K12 sur le chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc: 0,67 %) apres
72 h de contact avec le chitosane 180 (DA 52,1 %, Conc : 0,67 %).

IL.5. Etude de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques

Les résultats de cette étude montrent une sensibilit¢ des bactéries E. coli a tous les
antibiotiques testés. En présence d’ampicilline dans le milieu LB, les bactéries de la souche E.
coli K12 augmentent en taille de fagon continue et perdent en méme temps leur capacité a se
diviser. Au bout d’une heure d’observation, un changement de morphologie des bactéries est
observé. Ce changement continu conduit a des ruptures de la membrane plasmique et par
conséquent a la mort cellulaire des bactéries (Figure 7.A). Les tests de sensibilit¢ aux
antibiotiques en fonction de la concentration ont permis de déterminer la concentration
minimale inhibitrice (CMI) et I’effet des antibiotiques sur la croissance des bactéries (Figure
7.B, C, D et E). Ces valeurs sont généralement comparables a celles obtenues par VITEK®

pour ’ETP et plus petites pour le MEC, prouvant ainsi I’efficacité de la méthode (Tableau 5).
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Figure 7: (A) Effet de PAMP sur la croissance de E. coli K12. (B) Effet de la concentration de ’ETP sur la
croissance de ECc 227. (C) Effet de 1a concentration de ’ETP sur la durée de vie de ECc 227. (D) Effet de
la concentration en MEC sur la taille de ECc 687. (E) Prolifération de ECc 227 en fonction de la
concentration en ETP (« + » prolifération de ECc 227, « - » effet bactéricide ou bactériostatique de ’ETP).
Chaque ligne du tableau représente un test différent.

ECc 227 ECc 687 ECc 698
Vitek ® | Chitosane | Vitek ® | Chitosane | Vitek ® | Chitosane
ETP <0,5 S|1<0,01 S|4 R[{05-1 S
MEC 8 S <8 S|2 S105-1 S|<l1 S|1<0,5 S
AMP >16 R |>32 R|<2 S|<2 S

Tableau 5 : Comparaison des résultats de détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
par VITEK® et sur le chitosane (S : sensibilité, R : résistance).

II1. Discussion des résultats expérimentaux

I11.1. Effet des paramétres moléculaires
Les résultats issus des tests d’adhésion présentent en général une adhésion initiale des
bactéries sur tous les films de chitosane. Cette adhésion provient de la présence de chitosane
sur les substrats de verre étant donné 1’absence d’adhésion sur les substrats de référence. En
effet, les unités N-acétyl-D-glucosamine du chitosane peuvent jouer un réle chimio attracteur
et faciliter ’adhésion de certaines bactéries.” ’ L’adhésion des bactéries est suivie de leur

prolifération sur les films de chitosane. Cependant, I’adhésion et la prolifération des bactéries
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dans le temps suivant un processus de métabolisme normal n’ont été observées que pour
certains DA. En effet, suivant les tests effectués, nous avons observé une bonne adhésion et
prolifération des bactéries E. coli sur les films du chitosane 180, DA 52,1 % ; des bactéries K.
pneumoniae sur les films de 52,1 % (chitosane 180), 21,5 et 34 % du chitosane 600 et des
bactéries S. aureus sur les DA 1 % et 52,1 % du chitosane 180. Cette différence de réponse
biologique vis-a-vis des plus petits DA s’explique par la densité de groupes amines protonés
sur la chaine principale.*'? En effet, ce phénoméne vient des interactions électrostatiques
entre les groupes amines chargés positivement et les charges négatives des bactéries. Ces
interactions peuvent se manifester de deux maniéres : soit par un changement des propriétés
de perméabilité de la membrane des cellules qui provoque un déséquilibre de la pression
osmotique interne de la bactérie et par conséquent une inhibition de la croissance
bactérienne'™ ' ; soit par une hydrolyse des peptidoglycanes de la bactérie qui provoque
ensuite une fuite des électrolytes intracellulaires tels les ions potassium et d’autres petites
molécules (protéines, acides nucléiques, glucose...).'””'® Ces résultats concordent bien avec

des résultats de la littérature™ '

qui ont prouvé que le chitosane est d’autant plus
bactériostatique ou antibactérien que son DA est faible. Le manque ou le faible taux
d’adhésion des bactéries E. coli et leur torsion durant la prolifération sur les films de

224 B effet, il est

chitosane 600 apparait étre contraire a certains résultats de la littérature.
rapporté que la masse molaire présente plus d’influence que le DA sur ’adhésion des
bactéries et que les chitosanes de plus petites masses présentent un caractére bactéricide ou
bactériostatique plus prononcé que les chitosanes de masse molaire élevée.”” Cependant, on
retrouve beaucoup de résultats contradictoires sur ce sujet. Rhoades et Roller™ et No et al.*’
montrent 1’absence d’activité antibactérienne des oligosaccharides et des unités D-
glucosamines tandis que Jeon et al. *® concluent sur la nécessité d’avoir des chitosanes de
masses supérieures a 10 kg/mol pour observer une inhibition des bactéries. Raafat et al. * ont
observé quant a eux un comportement similaire de 1’activité antibactérienne du chitosane au-
dela 10 kg/mol. Ainsi, il est difficile de porter directement une conclusion sur 1’effet de la
masse molaire sur 1’adhésion des bactéries étant donnée I’influence des autres facteurs
intrinséques du chitosane et des facteurs environnementaux dont la sous-estimation peut
conduire a des conclusions erronées. Une prolifération des bactéries a également été observée
sur d’autres DA des chitosanes 180 et 600, mais le métabolisme de prolifération est altéré :
une torsion des bactéries, particulierement visible au moment de la division, a été remarquée.

L’adhésion des bactéries E. coli sur une surface intervient généralement suite a une série de

changements de leur morphologie. Cependant, lors de I’adhésion, les bactéries peuvent subir
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des contraintes physiques dues a leur contact avec la surface et aux bactéries adjacentes déja
attachées a la surface. Ces contraintes physiques peuvent entrainer une inhibition de la
rotation de leurs flagelles et par conséquent une altération de leur physiologie.”® L’adhésion
des bactéries E. coli sur les surfaces est facilitée par la sécrétion d’une substance polymérique
extracellulaire et une altération de leur charge de surface.’"*? La masse molaire du chitosane
peut également étre a I’origine de la perturbation du métabolisme des bactéries conduisant a
leur torsion. Ce phénomene peut étre observé a la fois pour les chitosanes de faible ou de forte
masse molaire. A faible masse molaire, le chitosane peut passer a travers la membrane des
bactéries, se lier avec leur ADN et empécher la synthése de ’ARNm.*>® A masse molaire
plus élevée, les chaines ne pouvant pas traverser la membrane, le chitosane forme une
enveloppe autour de la bactérie, empéchant les nutriments nécessaire a la vie de la bactérie de

37-40 < e ,
Les différences observées sur

passer et entrainant par conséquent une lyse de la bactérie.
les propriétés d’adhésion et de prolifération des bactéries d’une méme espece sur les films de
chitosane peuvent provenir de leur différence d’age ou étape de croissance. En effet,
I’électronégativité des bactéries d’une méme espéce peut varier avec leur croissance.’’ La
souche S. aureus CCRC 12657 en fin de phase de sa croissance exponentielle présente plus de
sensibilité aux dérivés maltose du chitosane tandis que la souche E. coli O157:H7 présente
une grande sensibilité au milieu lors de sa phase de croissance exponentielle.*” ** Ces résultats
d’adhésion peuvent également relever de la différence des propriétés chimiques de la surface
des bactéries (Gram positif ou négatif) et qui peuvent se comporter différemment avec les
parametres du milieu (pH, température, force ionique...). Cependant, des conclusions
différentes sur ce sujet sont présentes dans la littérature. No ef al. *” puis Chung et al.** ont
montré que les bactéries a Gram négatif sont plus sensibles aux effets antibactériens du
chitosane tandis que Zhong et al.** ont observé le contraire. Un troisiéme facteur pouvant,

expliquer la différence de ces résultats est la présence ou non de flagelles, de pilus ou de

fimbrae sur la surface des bactéries.

I11.2. Effet des paramétres physicochimiques

L’adhésion des bactéries sur des surfaces est treés sensible aux propriétés physicochimiques
des surfaces. Pour mieux comprendre cette sensibilité, les propriétés physicochimiques des
différents films de chitosane utilisés dans cette étude ainsi que les résultats d’adhésion et de
prolifération des bactéries sont représentées dans le Tableau 6. Ces résultats
physicochimiques sont obtenus 24 h aprés la préparation des films. Les résultats

physicochimiques des films de chitosane testés avec les bactéries E. coli sont assez similaires.

157



Chapitre IV : Caractérisation biologique des films de chitosane

En effet, les tensions de surface, les polarités de surface et des angles de contact varient tres
peu pour des DA consécutifs d’un méme chitosane ou entre les DA proches mais de masses
molaires différentes. Ces faibles variations des parametres physicochimiques entre les
différents films de différents DA montrent que 1’adhésion et la prolifération des bactéries E.
coli sont presque indépendantes de ceux-ci. Nous notons également par le DA 52,1 % du
chitosane 180, une absence de ’effet de 1’épaisseur sur 1’adhésion et la prolifération des
bactéries E. coli. Cependant, nous devons noter que dans notre étude, 1’adhésion des bactéries
s’effectue sur des surfaces légeérement hydrophiles. Cette adhésion sur les surfaces
hydrophiles peut étre expliquée dans le cas des bactéries E. coli par le role du flagelle dans le
processus d’adhésion. En effet, sur les surfaces hydrophiles, les flagelles adhérents sont
partiellement attachés a la surface, entrainant ainsi un mouvement aléatoire des filaments
comparable a celui d’une chaine de polymere attachée a la surface d’un colloide. Ce
mouvement des filaments crée des génes stériques qui peuvent empécher 1’adhésion
supplémentaire de flagelles et par conséquence diminuer le taux d’adhésion des bactéries.
Cependant, sur les surfaces hydrophobes, la premiere adhésion s’effectue comme sur les
surfaces hydrophiles, mais au cours du temps, les flagelles changent de conformation et
s’attachent sur toute leur longueur a la surface. Cet attachement sera I’objet de la diminution
du mouvement des filaments et des génes stériques et favorisera par conséquent 1’adhésion de

4
nouveaux flagelles.*®

Sources DA Epaisseurs Angles (%) Tensions de Polarités Réponses biologiques
(%) (nm) surface (mN/m) Adhésion | Morphologie
~50 63,5 + 4,66 47,03 £0,44 5+0,49 + -
1 ~ 80 65,8 +2,40 45,23 +£0,02 4,95+0,68 + -
Chitosane | 35,2 ~50 60,8 £1,20 46,11 £1,22 6,55+0,87 + +/-
180 41,9 ~50 |573+098 | 459%0,70 | 6,60£0,18 + +-
~50 53,2+0,35 4535+0,34 7,28 £ 0,89 + +
! ~150 | 546+3,42 | 4335+034 |950+057 | + +
~50 68,8 £1,34 46,25+ 0,19 4,86 +0,63 + -
Chitosane > ~100 | 673+1,06 | 4616047 | 4,16+0,29 + -
600 ~50 58,9+0,77 43,13 +£0,44 7,46 £0,11 + -
S 553+1,77 | 4546+030 |699+055 |  + -

Tableau 6 : récapitulatif des propriétés physicochimiques des films de chitosane et de

bactéries E. coli.
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A T’instar des résultats d’adhésion et de prolifération des bactéries E. coli sur les films de
chitosane, I’adhésion et la prolifération des bactéries K. pneumoniae restent presque
insensibles aux propriétés physicochimiques (tensions de surface, polarités de surface et
angles de contact) des films. Cependant, nous pouvons noter un effet de 1’épaisseur des films
du chitosane 180 (Tableau 7). En effet, nous remarquons une absence d’adhésion et de
prolifération des bactéries K. pneumoniae sur les films du chitosane 180, d’épaisseur environ

50 nm tandis que, pour les films d’épaisseur d’environ 150 nm, nous observons une bonne

adhésion et bonne prolifération des bactéries K. pneumoniae.

Réponses
) Tensions de ) . .
Sources |DA (%)| Epaisseurs | Angles (°) Polarité biologiques
Surface (mN/m)
KP700603 | LM21
1,0 63,5+4,66 | 47,03+0,44 5+0,49 -
9,0 61,3+2,51 | 47,19+0,87 | 5,7+0,37 -
) 14 4 62,4+0,91 | 46,95+0,88 | 5,5+0,69 -
Chitosane
120 25,5 | ~50nm | 637+4,41 | 46,43 +0,54 5,9+1,14 -
35,2 60,8 41,20 | 46,11+1,22 | 6,55+ 0,87 -
41,9 57,3+0,98 | 45,9+0,70 6,6 +0,18 -
- 52,1 5324035 | 4535+0,34 | 7,28+0,89 -
N
ﬁ 2.4 67,3+1,06 | 46,16+0,47 | 4,16+0,29 +
8,0 64,6 +1,41 | 46,75+1,29 | 5,15%0,77 -
12,2 63,7+0,42 | 46,46+0,56 | 6,45%0,16 +
Chitosane
21,5 | ~100nm | 632 +1,10 | 46,45+0,61 | 4,66+0,61 N
600
34,0 61,4+2,90 | 46,01+094 | 6,76+0,82 +++ +
453 56,9+1,48 | 45,7+0,27 |10,79 + 1,47 +
52,5 553+1,77 | 4546+0,30 | 6,99+0,55 +
1,0 66,1 +1,72 | 44.84+050 | 5,89 +1,88 - +
9,0 64,4 +1,13 4525+1,49 7,89 +1,11 +++ Ak
Chitosane | 14,4 612+1,34 | 4518+1,78 | 8,26+0,39 +++
~ 150 nm
180 35,2 583+0,98 | 44,76+1,43 | 8,76+1,17 -
Sj 41,9 548+1,62 | 4438+042 | 9,76+1,62 +
N
ﬁ 52,1 54.6+3,42 | 43354034 | 9,50+0,57 +++ +
2.4 68.8+1,34 | 4625+0,19 | 4,86+0,63 -
Chitosane | 21,5 50 65,1+1,55 | 4504+0,49 | 5,17+0,61 et
~ nm
600 34,0 62,8+1,13 | 4539+1,76 | 6,21+0,23 +
453 59,142,554 | 4433+1,23 | 7424041 H+

Tableau 7 : récapitulatif des propriétés physicochimiques des films de chitosane et de I’adhésion des

bactéries K. pneumoniae.
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Conclusion

De maniére générale, les différents résultats des tests biologiques sur les films de chitosane
sont fortement liés aux parameétres moléculaires. Cette étude a révélé de maniere reproductible
la possibilité¢ de faire adhérer différentes souches de bactéries (E. Coli, S. aureus et K.
pneumoniae) sur des films de chitosane de méme parameétres moléculaires (DA 52,1 %, masse
molaire 180 kg/ mol) sans altérer leur physiologie (comportement, phénotype de prolifération)
mais aussi sur des films de paramétres moléculaires différents. Les résultats d’adhésion et de
prolifération obtenus dans cette étude prouvent la possibilit¢é de moduler 1’adhésion des
différentes souches bactéries en ajustant les parameétres moléculaires du chitosane. Les tests
de résistance aux antibiotiques des bactéries étudiées au cours de ces caractérisations
biologiques, ont conduit a des concentrations minimales inhibitrices trés cohérentes avec
celles des techniques actuelles. Cette cohérence des tests de sensibilité aux antibiotiques
montre 1’efficacité des surfaces développées et leur potentielle utilisation pour le diagnostic
rapide. A I’issue de cette étude, il peut étre envisagé de développer des surfaces combinant

plusieurs formulations de chitosane sélectives quant aux bactéries visées.
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Introduction

Ce chapitre de la thése est consacré au greffage chimique covalent par « grafting to » de
dérivés propargyl de chitooligosaccharides (COS) sur des surfaces de silicium. Le but de cette
¢tude est de parvenir a des surfaces fonctionnalisées qui pourraient, comme dans le cas des
surfaces modifiées par adsorption, servir pour des études d’interaction entre les surfaces et les
bactéries. Le choix de la méthode de greffage par « grafting to » s’impose du fait que les
polysaccharides ne sont pas polymérisables. Les dérivés propargyl de COS utilisés dans cette
¢tude ont été synthétisés au laboratoire. En effet, le laboratoire dispose d’une expertise dans la
fonctionnalisation de COS par des fonctions réactives susceptibles de réagir sur des surfaces

fonctionnelles adaptées.

Le greffage des COS a été effectué en trois étapes. D’abord les surfaces de silicium ont été
fonctionnalisées par un monochlorosilane. Une fois cette étape effectuée, le chlore terminal
du silane a été substitué par une fonction azoture issue d’une solution saturée de NaNj. Enfin,
le greffage entre les dérivés propargyl de COS et les fonctions azotures a été réalisé¢ en milieu
aqueux d’acide chlorhydrique pour former des cycles triazoles. Cependant, avant d’effectuer
le greffage des surfaces de silicium, des greffages en solution entre les COS et des molécules

modeles ont été¢ d’abord effectués afin de trouver un mode opératoire optimisé.

Les différents produits issus des greffages en solutions ont été caractérisés par spectroscopie
RMN du proton, spectroscopie infrarouge et spectrométrie de masse MALDI-TOF pour
valider le mode opératoire. Les brosses de COS formées sur les surfaces de silicium ont été
caractérisées par microscopie AFM, spectroscopie infrarouge, spectrométrie de masse TOF-
SIMS, ellipsométrie et tensiométrie pour déterminer respectivement la morphologie, la
structure chimique, les épaisseurs et la mouillabilité des brosses. Ainsi, en premiere partie est
présenté le greffage en solution des COS avec des molécules modéles et en deuxieéme partie la

synthése chimique des brosses de COS sur les surfaces de silicium.

La présence de ce chapitre dans cette thése est d’une grande importance puisqu’il traite de la
chimie « click » de polysaccharides sur des surfaces planes. A notre connaissance, ce sujet est

rarement abordé¢ dans la littérature ou fait souvent I’objet de greffage sur des nanoparticules.
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I. Généralités sur la chimie click

L’approche de la chimie « click » a été introduite dans la synthése organique pour la premicre
fois en 2001 par Sharpless et al. ' Cette chimie a pour objectif de former de maniére simple et
efficace des liaisons carbone-hétéro-atomiques entre de petites molécules ; elle répond a un
certains nombres de critéres. Les réactions de la chimie « click » nécessitent des conditions
expérimentales simples et doivent conduire a des produits uniques et stables avec un bon
rendement. La purification des produits doit se faire avec des méthodes de purification
simples (non chromatographiques). Les réactions ne doivent pas étre sensibles aux solvants et
les sous-produits issus des réactions doivent étre inoffensifs. Cette chimie, développée
initialement pour la synthése organique, va trés rapidement s’étendre dans le domaine des
matériaux polymeéres pour la synthése de polymeres hyperbranchés et pour la
fonctionnalisation des polyméres linéaires.”

Les réactions de la chimie « click » peuvent s’effectuer dans des solvants polaires et apolaires.
Les solvants ou mélanges de solvants couramment utilisés dans la littérature sont le
diméthylformamide, le tétrahydrofurane, le diméthylsulfoxyde, I’acétone, le chloroforme, ou
des mélanges de solvants comme le mélange acétone /eau,...” Dans notre étude, nous avons
choisi d’utiliser 1’eau légérement acidifiée avec I’acide chlorhydrique (HCIl) de facon a
solubiliser efficacement les COS.

Les réactions de la chimie « click » sont souvent catalysées par différents sels de cuivre avec
parfois des sels oxydants ou réducteurs et des bases réactionnelles. Dans cette étude, le sulfate
de cuivre penta hydraté et [’ascorbate de sodium ont été utilisés comme catalyseur et oxydant
respectivement.

Parmi les réactions de la chimie « click », la plus répandue est la cycloaddition 1,3-dipolaire.
Cette réaction consiste a coupler un composé 1,3-dipolaire (azotures) et un composé
dipolarophile (alcynes) pour former un cycle triazole ; elle a été découverte pour la premiére
fois par Michael  la fin du XIX®™ siécle. Dans les années 60, cette réaction est améliorée par
Huisgen et est réalisée a des températures élevées.® Cependant, il a été démontré que dans ces
conditions, la réaction de cycloaddition alcyne/azoture n’est pas stéréospécifique et conduit a

un mélange d’isoméres (cf. Figure 1).”
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Figure 1 : Réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire alcyne/azoture réalisée sous température (85-120 °C).

Ce n’est qu’a partir de 2001 que la réaction est reprise et catalysée par des sels de Cu(I) a
température ambiante par Medal et Tornge.® Le premier mécanisme réactionnel (Figure 2) a

6té proposé en 2002 par Rostovtsev et al. * et il sera confirmé par Rodionov et al.'
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Figure 2 : Mécanisme réactionnel de la réaction de cyclo-addition 1,3-dipolaire alcyne/azoture (schéma
réactionnel extrait de '").

I1. Etude du greffage en solution de quelques substrats modeles

Afin de s’affranchir des problémes intrinseéques aux réactions a I’interface solide-liquide, nous
avons entrepris une étude préliminaire en solution afin de trouver un protocole expérimental
optimisé qui pourra ensuite étre transféré au greffage sur les surfaces. La molécule modele
choisie est hydrosoluble et simple a caractériser. Il s’agit du O-(2-azidoéthyl)-O’-méthyl-
triéthyléne glycol (PEG-N3) (Figure 3). L’objectif étant de greffer des COS (COS A et B)
(Figure 3) sur les surfaces de silicium, nous avons mis en évidence le succes du greffage en
solution des COS par le protocole optimisé. La méthode de synthése et les résultats des

caractérisations des COS sont résumés dans 1’annexe B.
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Figure 3 : Structures chimiques de PEG-N; et de COS A et B utilisés dans cette étude de greffage en
solution.
I1.1. Méthodes expérimentales

IL.1.1. Protocole expérimental du greffage en solution

Le greffage en solution des COS sur les substrats modeles est réalisé¢ en se basant sur des
protocoles de la littérature.'*"> Une masse de 60 mg des dérivés propargyl de COS (degré de
polymérisation moyen X : 16 ou 27) est dissoute dans 10 mL d’une solution aqueuse de HCI a
pH 4. Le PEG-N; (5 €q. molaire par rapport a la fonction alcyne) est ajouté dans le milieu. La
solution est dégazée pendant 15 min par bullage d’argon. Le sulfate de cuivre pentahydraté
(CuS0O4:5H,0 6 €q. molaire par rapport a la fonction alcyne) et 1’ascorbate de sodium (18 éq.
molaire par rapport a la fonction alcyne) sont dissous séparément chacun dans 2,5 mL d’eau
pure. Ces solutions sont ajoutées successivement dans le milieu réactionnel maintenu sous
argon. Le mélange réactionnel est laiss€ sous argon et mis sous agitation a température
ambiante pendant 72 h. La solution est ensuite lavée par dialyse dans I’eau pure en utilisant
des membranes (SPECTRUM Labs) en ester de cellulose de seuil de coupure 1000 g/mol. La
solution est enfin congelée puis lyophilisée pour récupérer le produit. Le produit obtenu est
d’un aspect poudreux. Les masses de produits récupérés apres le greffage sont de 40 mg pour
le couplage COS A-bloc-PEG et 36 mg pour le couplage COS B-bloc-PEG. Ces masses

correspondent a des rendements massiques respectifs de 61,5 et 57 %.
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I1.1.2. Techniques de caractérisation

Apres le greffage, les produits issus des différentes réactions en solution (copolymeres COS
A-bloc-PEG et COS B-bloc-PEG) sont caractérisés par spectroscopie infrarouge (IR),
spectroscopie RMN du proton et spectrométrie de masse MALDI-TOF.

I1.1.2.1. Analyses par spectroscopie infrarouge

Les analyses infrarouges des différents échantillons ont été effectuées en mode ATR diamant
en utilisant un spectrométre IR Nicolet iS 10 équipé d’un détecteur HgCdTe (MCT) refroidi a
une température proche de celle de I’azote. Ce détecteur permet d’avoir un trés bon rapport
signal sur bruit. L acquisition des spectres a été effectuée dans la gamme spectrale 4000 — 650
cm’ avec une résolution de 4 cm™ et un nombre de scans de 128. Les spectres IR obtenus de

CTM

ces analyses ont été traités par le logiciel OMNI Spectra.

I1.1.2.2. Analyses par spectroscopie RMN du proton

Les analyses par la RMN du proton des produits de couplage ont été¢ effectuées par un
spectrometre Bruker AVANCE III fonctionnant a 400 MHz. Les données obtenues de ces
expériences ont été traitées par le logiciel Topspin. Les échantillons sont dissous dans du D,O
en présence de TSP (acide triméthylsilylpropanoique) pour fixer le pic de référence a 0 ppm et
de HCI pour faciliter la solubilisation. Une quantité de matiere de 10 mg est dissoute dans 0,7
ml de D,O pour la préparation des tubes. Les expériences ont été réalisées a température

ambiante avec 128 scans.

12 VI
/ N v 111 I
NH 0—CH; | \/\O CH,
N§ N Y 11 s
34

COS A-bloc-PEG (X~16): RMN 'H: (D,0, 298 K, 400 MHz): & (ppm) = 8,25 (s, H", 1H),
7,70 — 7,10 (d, H'™* Ar, 4H), 4,94 (d, H' GIcN, 16H), 4,40 — 4,05 (m, H>” amf, 4H), 4,05 —
3,40 (m, H*® GleN, H® amf, CH,N, H™, HY"Y, 100H), 3,4 — 3,30 (s, H', 3H), 3,30 — 3,10 (m,
H® GIcN, 16H)
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COS B-bloc-PEG (X~27): RMN 'H: (D,0, 298 K, 400 MHz): & (ppm) = 8,25 (s, H", 1H),
7,70 — 7,10 (d, H"™ Ar, 4H), 4,94 (d, H' GIcN, 27H), 4,40 — 4,05 (m, H*> amf, 4H), 4,05 —
3,40 (m, H® GleN, H® amf, CH,N, H™™ H""Y, 155H), 3,4 — 3,30 (s, H', 3H), 3,30 — 3,10 (m,
H* GIeN, 27H) (Ar : aromatique, GleN : glucosamine, amf : 2,5-anhydro-D-mannofuranose).

I1.1.2.3. Analyses par spectrométrie de masse MALDI-TOF

Les spectres MALDI-TOF ont été acquis par un spectrometre Voyager — DE STR (AB Sciex,
Framingham, MA) équipé d’un laser a azote (337 nm, impulsions 3 ns). L’acquisition des
spectres a ¢ét¢ effectuée en mode linéaire et réflectron. Les ions ont été accélérés par un
potentiel de 20 kV. Les spectres de masse ont été obtenus apres un nombre d’acquisition égal
a 300. Une calibration externe de 1’analyseur de masse a été effectuée par un mélange de
peptides  (peptides de Sequazyme'™ standards kit, AB Sciex). L’acide 2.5-
dihydroxybenzoique fourni par Sigma-Aldrich a été utilisée comme matrice dans toutes les
expériences. La matrice et les échantillons ont été dissous dans I’eau a une concentration de
10 mg/mL. Un mélange de 45 pL de la solution de la matrice et 5 pL de la solution de
I’échantillon a ensuite été préparé pour le dépot sur la lame d’analyse. Des gouttes de volume

0,5 uL du mélange ont été déposées sur la lame puis séchées a température ambiante.

I1.2. Résultats et discussion

Le greffage en solution des COS a été effectu¢ avec un PEG-N; commercial de faible masse
molaire (233 g/mol) dans le but de faciliter la caractérisation du produit de greffage. Nous
avons choisi de travailler en milieu aqueux d’acide chlorhydrique qui est un bon solvant a la
fois pour les réactifs et pour les catalyseurs utilisés dans cette étude notamment le
CuSO04-5H,0 et I’ascorbate de sodium. La réaction a été réalisée sous argon et a température
ambiante pendant 72 h (Figure 4). Aprés greffage, le produit de la réaction est lavé par
dialyse avec une membrane d’ester de cellulose de seuil de coupure suffisamment grand
(1000 g/mol) pouvant permettre I’élimination de I’exces de catalyseurs et de PEG-N3; non

réagi.
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Figure 4 : Schéma de la réaction de greffage en solutions du PEG-Nj; et du COS A.

Les spectres infrarouges des produits de départ montrent bien des bandes de vibrations
caractéristiques correspondant aux fonctions alcyne et azoture. Le PEG montre une bande de
vibration intense aux alentours de 2100 cm™ qui correspond & la bande de vibration de la

. 13, 14, 16-18
fonction azoture —Nsz.” > ™

Les COS terminés par le groupe propargyle, révelent des
signaux de vibration vers 3400 - 3300 cm™ correspondant 4 la fonction alcyne (Figure 5)."
Apres le couplage du PEG-N3 avec les COS terminés alcyne (COS A et COS B), nous notons
la disparition des bandes de vibration de la fonction azoture et de la fonction alcyne sur les
produits de greffage et I’apparition d’une nouvelle bande de vibration aux environs de 1650

cm™ qui correspond 4 la formation du cycle 1,2,3-triazole (Figure 5)."
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Figure 5 : Spectres IR du COS A, du PEG-N; et du produit de couplage COS A-bloc-PEG (les spectres ont
été décalés pour faciliter la lecture).

Dans le but de faciliter I’identification des pics des spectres des produits de couplage par
spectrométrie de masse MALDI-TOF, nous avons d’abord analysé les produits de départ
(COS A et B, PEG-N3). Les spectres obtenus sont présentés sur la Figure 6. Les résultats
montrent des spectres avec des pics de valeurs m/z : 208,1 uma (Figure 6a), 1121,6, 1282,7,
1443,8, 1605,9 uma,... (Figure 6b), 1282,6, 1443,7, 1604,7, 1765,8 uma,... (Figure 6¢) qui
correspondent respectivement aux pics attendus du PEG-N3, du COS A et du COS B. Le pic
de la masse mono isotopique théorique du PEG-Nj3 était attendu a 233,1 uma. Cependant, ce
pic apparait a 208,1 uma au lieu de 233,1 uma. Ce phénomene peut étre di a une éventuelle
transformation dans le spectrometre de masse de la fonction azoture en une amine primaire.
Concernant les spectres des COS A et B, ils présentent une distribution de pics espacés de 161
g/mol. Cet écart entre les pics est dii aux motifs répétitifs des unités glucosamine (C¢H;104N),
mettant en évidence que les produits COS A et B sont composés de différents degrés de

polymérisation de chaines oligomeres.
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Figure 6 : Spectres de masse MALDI-TOF des composés oligoméres utilisés pour le greffage en solution : @) PEG-N; ;
b): COS Aetc): COSB.
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Les résultats des analyses de spectrométrie de masse MALDI-TOF effectuées sur les produits
de greffage sont présentés sur la Figure 7. Les spectres des copolymeres COS A-bloc-PEG et
COS B-bloc-PEG présentent différentes distributions de pics qui correspondent toutes aux
couplages attendus. De manicre générale, les couplages des COS avec le PEG-N; montrent
des pics €équivalents aux masses molaires des produits censés se former. Dans le cas du
couplage COS A-bloc-PEG, nous observons a 1515,8 uma un pic de la masse expérimentale
du couplage entre les chaines de COS (X = 6) et celles du PEG ainsi que des pics a 1677,5,
1837,5, 2001,8 uma,... qui correspondent respectivement a X = 7, 8, 9,... du COS A-bloc-
PEG. Ces pics, comme dans le cas des spectres des produits de départ sont espacés de 161
g/mol (masse molaire de I'unité¢ glucosamine). Le copolymere COS A-bloc-PEG (Figure 7)
qui correspond au plus petit degré de polymérisation moyen en nombre du bloc COS (X = 16)
montre deux distributions de pics. Les pics de ces deux distributions sont décalés entre eux de
2 uma. Le copolymére COS B-bloc-PEG (Figure 7) qui représente le plus grand degré de
polymérisation moyen en nombre du bloc COS (X = 27) présente trois distributions de pics
différentes. Deux premieres distributions dont le décalage entre les pics correspond a la
différence de la masse molaire des adduits utilisés pour effectuer les analyses (39 g/mol et 23
g/mol pour le potassium et le sodium respectivement). Une troisiéme distribution décalée de
63 g/mol de la premiére distribution est notée. Cette nouvelle distribution peut correspondre a
une possible complexation des motifs glucosamine par I’exces des sels de cuivre utilisés
comme catalyseur pour le greffage. Cette complexation des motifs glucosamine est fonction
de l’acidit¢ du milieu réactionnel. En effet, Kwang-hee et al. ont montré qu’une forte
interaction coopérative entre le chitosane et les ions cuivrique (Cu®") était possible en solution
aqueuse dans un domaine de pH > 5,1.%° Ainsi, cette méthode d’analyse nous a permis de

mettre en évidence le succés des couplages en solution des COS A et B avec le PEG-N;.

176



Chapitre V: Greffage chimique covalent de chitooligosaccharides sur des surfaces de silicium

1718.6

00 1557.6

555.7 a

716.6

13949

397.0

1515{
1677,
12353 617.5

1573,
1073.2 1458.7
1031 1194 13408 1485 5,

30 0, 1 .| 3

79 ]4-]5,1 15514 IB76

10
ey 2523.4

2683.2

43,2
. ‘, 51 g 30059
l'] s 1181 ‘l 1 31669
I,‘ 5 1370. bl2 | I| 1545
Ho.b il L .l. 11|| 3247.4
il NTHA

50 |||r 5 1048, 5164 1 ] | s 4.8
' s | i | 1LV 0 3650.4
!ﬁ1 o | it Il I M, | (o

4666.9
- I [TV 49889 gog5 5

ey i 5721.2 P
20 L itH BE. 8

1

613 mha 35494 51;]7,6

Figure 7 : Spectres de masse MALDI-TOF des produits issus des différents greffages en solution: a) COS
A-bloc-PEG ; b) COS B-bloc-PEG.

Dans le but de confirmer les résultats obtenus par spectroscopie IR et spectrométrie de masse
MALDI-TOF sur la formation du cycle triazole, nous avons caractérisé par la spectroscopie
RMN du proton les produits issus de la réaction de couplage entre COS A ou B et PEG-N3. 11
est largement rapporté dans la littérature que le proton du cycle triazole formé par la fonction
azoture et la fonction alkyle apparait entre 7,45 et 8,45 ppm.”’* Les spectres de RMN 'H
obtenus sont présentés sur les Figure 8 et Figure 9. Nous notons pour les COS terminés
alcyne le signal caractéristique de I’alcyne a 2,9 ppm. La fonction azoture ne présentant pas
de proton, la mise en évidence de sa présence sur le PEG-N3 est validée par spectroscopie
infrarouge et par spectrométrie MALDI-TOF. Les spectres de RMN 'H des différents produits
de greffage combinent bien les pics des signaux des produits de départ. En effet, nous notons
clairement la présence du signal 1ié¢ aux protons du groupe CH; du PEG a 3,3 ppm et le signal
a 3,1 ppm correspondant aux protons H> du motif glucosamine. Nous observons également
apres couplage la disparition du signal a 2,9 ppm li¢ au proton de la fonction alcyne des COS.

A cela s’ajoute I’apparition a 8,3 ppm du signal 1ié¢ au proton du cycle 1,2,3-triazole censé se
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former d’apres la littérature. Les valeurs des intégrales des signaux des produits de couplage
notamment les signaux des protons H? GleN a 3,1 ppm (Intégrales : 16H et 27H pour les
produits de couplage COS A-bloc-PEG et COS B-bloc-PEG respectivement), des protons H'
du groupe CH; du PEG 4 3,3 ppm (Intégrale : 3H) et des protons H'™ du cycle aromatique a
7,2 et 7,5 ppm (Intégrale : 4H) et du proton du cycle 1,2,3-triazole a 8,3 ppm (Intégrale : 1H)
montrent que les produits obtenus correspondent comme attendu aux produits de couplage

COS-bloc-PEG.
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III. Greffages chimiques des chitooligosaccharides sur des surfaces de
silicium
III.1. Généralités sur la fonctionnalisation des surfaces
Le greffage chimique covalent présente de nombreux avantages, en particulier, il permet une
fixation covalente stable, localisée et controlée des chaines de polymeéres a la surface. Cette
technique offre aussi la possibilit¢é de combiner sur une méme surface des greffages de
polymeres de propriétés différentes et ainsi préparer des surfaces polyfonctionelles (brosses
polydisperses, brosses mixtes...).”* La liaison chimique entre les chaines de polymére et une
surface peut étre créée de deux maniéres : soit entre des chaines polymeéres dont les extrémités
sont fonctionnalisées par des fonctions réactives avec une surface préalablement modifi¢e
avec des fonctions réactives compatibles avec celles des chaines de polymere (« grafting to »),
soit par polymérisation de monomeres a partir d’amorceurs préalablement fixés a la surface

(« grafting from ») (Figure 10).

Figure 10 : Méthodes de greffage chimique covalent sur une surface (2 gauche : le « grafting to» ; a droite : le
« grafting from » ; schéma extrait de la thése de Guillaume SUDRE) >

Le « grafting to » présente I’avantage de maitriser les caractéristiques des chaines polymeres
en amont. En dehors de ces avantages, le « grafting to » est le seul moyen de pouvoir greffer
des brosses de polysaccharides sur des surfaces. Ainsi, c’est cette méthode que nous avons
choisie pour effectuer le greffage des COS sur les surfaces de silicium.

Le greffage chimique des polymeéres peut étre effectué sur différents types de surfaces,
organiques et inorganiques. En 1’absence de fonctions réactives sur la surface, celle-ci peut
étre activée par plasma, irradiation UV ou gamma, oxydation chimique... pour générer des
fonctions réactives. Dans le cas spécifique de surfaces inorganiques, telles que le silicium et le
verre par exemple, et en cas de non compatibilité entre les fonctions réactives de la surface et

du polymere, il existe une étape intermédiaire trés connue pour fonctionnaliser la surface : la
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silanisation. Cette étape permet de greffer d’abord sur la surface un silane possédant des
fonctions compatibles avec les fonctions réactives du polymere. Le greffage covalent par
« grafting to » peut étre réalis€¢ en solution ou en masse. Dans ce dernier cas, la surface
activée est recouverte du polymere a greffer qui est ensuite chauffé a une température
supérieure a sa température de transition vitreuse pour faciliter la mobilité des chaines, et
ainsi, permettre le greffage. Cependant, cette méthode de greffage en masse ne peut pas
s’appliquer aux polysaccharides car ces derniers possédent une température de transition

vitreuse supérieure a leur température de dégradation. *°
II1.1.1. Nettoyage des surfaces de silicium

La réaction entre un polymeére et une surface nécessite que la surface soit propre et qu’elle
présente les fonctions chimiques requises pour la réaction. Ainsi toute modification chimique
d’une surface doit primordialement commencer par une étape de nettoyage et d’activation de
la surface. Parmi les méthodes de nettoyage et d’activation d’une surface, les plus connues et
plus utilisées sont le nettoyage par une solution piranha (mélange a proportions variables,
généralement 70/30 ou 2/1 (v/v) d'acide sulfurique H,SO4 et de peroxyde d'hydrogéne H,0,)
et D’activation par plasma. Ces deux procédés de nettoyage combinés permettent de
débarrasser la surface de ses impuretés organiques et inorganiques (gaz, acides gras, sels, ions
métalliques...) et de générer des groupes silanol (Si-OH) qui vont permettre la réaction. Il a
été prouvé par Carim et al.”’ que ces méthodes de nettoyage permettent d’avoir jusqu’a 5

. 2 . U
groupes silanol par nm” a la surface du silicium.

II1.1.2. Silanisation

La silanisation consiste a établir des liaisons covalentes fortes entre une surface et un
organosilane de formule générale X-Si-(R;)(Ry)(R3). Cette technique a été initiée par
Plueddeman® a la fin des années 1970 sur des surfaces d’oxydes métalliques et de verres.
Aujourd’hui, cette technique est utilisée sur d’autres types de surfaces pour des applications
en optique, électronique, et biologie.”” L’organosilane peut étre de nature mono, di, tri ou
tétra-fonctionnel.

La réaction des organosilanes sur une surface est influencée par divers facteurs : la nature du
solvant, le pH, la température, la nature du silane (mono, di, trifonctionnel) et la longueur de

la chaine principale carbonée.

Les réactions de silanisation peuvent avoir lieu dans des solvants aqueux et des solvants

organiques anhydres. Cependant, ces types de solvants influencent différemment la réaction.
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En milieux aqueux, la réaction de silanisation (Figure 11) est déclenchée par une hydrolyse
des groupes hydrolysables du silane qui provoque une condensation des molécules entre elles
et avec les fonctions silanol du substrat.’® >’ La polymérisation des silanes conduit 4 un réseau
tridimensionnel a la surface du substrat. Un exces d’eau dans le milieu réactionnel peut
entrainer une réticulation des molécules du silane entre elles et conduire ainsi a formation de

\ . 36,38
structures trés complexes a la surface du substrat.”
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Figure 11 : Schéma réactionnel d'un organosilane en milieu aqueux avec les groupes silanol d'une surface.

En milieux organiques anhydres, I’absence de molécules d’eau dans le milieu empéche
I’hydrolyse des groupes hydrolysables du silane. La réaction de silanisation se produit alors
par une autocatalyse directe. Deux étapes sont décrites lors de la silanisation dans les milieux
anhydres (Figure 12). Une premicre attaque nucléophile de [’oxygene d’un groupe
hydrolysable du silane sur le pont de silane suivie d’une hétéro-condensation entre les autres
groupes hydrolysables du silane et les fonctions silanol de la surface.”” Dans certains cas, le
caractere hydrophile du groupe terminal du silane peut intervenir dans le processus de
silanisation. En milieu anhydre, le greffage du silane se fait de maniére horizontale et conduit
a une couche de silane bien ordonnée. Il a été rapporté par Lee* que du fait des génes
stériques occasionnées par certaines molécules de silane et du nombre limité de fonctions

silanol a la surface, seuls au maximum deux groupes hydrolysables du silane peuvent réagir.
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Figure 12 : Schéma réactionnel d'un organosilane en milieu anhydre avec les groupes silanol d'une surface.

Le greffage des organosilanes a la surface d’un substrat est fortement influencé par la

, , 41 . . . i
température expérimentale.” En effet, il existe pour chaque organosilane une température
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e 42,43
critique

qui dépend du nombre de carbones de la chaine principale de I’organosilane. En
dessous de cette température critique, la cinétique de formation de la monocouche
d’organosilane est lente et homogéne et au-dessus, on obtient une formation rapide et moins

s s A . 42
organisée (sous forme d’ilots) de la couche de silane.

I11.1.3. Azidation

L’azidation est le plus souvent une réaction de substitution d’un atome halogene X (X = Cl,
Br, I,...), d’un groupe hydroxyle ou carboxylique par une fonction azoture (N3). La
substitution du groupe hydroxyle nécessitant une étape intermédiaire, 1’azidation par
substitution d’un atome halogéne est couramment utilisée pour les greffages sur les surfaces.
Cette derniére peut se réaliser facilement dans les solvants organiques courants et mélanges de
solvants  (toluéne, N,N-diméthylformamide, méthanol, hexaméthylphosphoramide,
acétonitrile/eau...), en milieu aqueux en présence ou non de catalyseurs (Nal, KI,...) a haute
température ou a température ambiante (Figure 13). Cependant, Peigen et al.** ont montré
que la cinétique d’azidation, le rendement, et la distribution a la surface peuvent étre
fortement influencés par le solvant. Différents sels d’azoture sont utilisés dans la littérature™

4 L, . . .
¥ pour réaliser 1’azidation.
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Figure 13 : Schéma général de I’azidation par substitution d’un halogéne.

II1.1.4. Réaction « Click » azoture/alcyne sur des surfaces planes

Les propriétés de la chimie « click » azoture/alcyne, telles que la régiosélectivité, la non
dépendance au pH et a la nature du solvant ont permis son transfert de la solution aux
surfaces.” Les premiéres réactions de « click » sur des surfaces ont été réalisées sur des
surfaces d’or par Collman et al.” Leur étude reposait sur le greffage de ferrocénes sur des
surfaces d’or via la réaction de « click » azoture/alcyne. Ces réactions ont été par la suite
reprises et étendues aux surfaces de verre, silicium,... La réaction « click » azoture/alcyne sur
des surfaces de silicium (voir Figure 14) a été introduite par Lummerstorfer et Hoffmann.**

Cette réaction constitue I’exemple typique de la réaction de Huisgen sur des surfaces de

silicium en 1’absence de systéme catalytique. Deux différentes techniques de « click » sur les
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surfaces sont mentionnées dans la littérature : la chimie «click» en solution et le
« microcontact printing ». La premicre, plus utilisée, peut nécessiter ou non |’utilisation de
systémes catalytiques. En effet, il a été montré que la chimie « click » impliquant des groupes
acétylene riches en ¢€lectrons nécessite un systeme catalytique de sels de cuivre et que celui-ci
permettait d’accélérer la réaction d’un facteur 10’ par rapport a la réaction sans systéme
catalytique.” Le « microcontact printing » a 1’avantage d’étre rapide et ne nécessite pas de
systéme catalytique. Son principe est basé sur une application directe et sous pression d’un
tampon (PDMS) préalablement imbibé de la solution contenant le polymere (dérivé alcyne) a

. P 1,52
greffer sur la surface fonctionnalisée (azoture).”">
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Figure 14 : Schéma de la premiére réaction « click » azoture/alcyne sur des surfaces de silicium.>*

Différents types de catalyseurs et de solvants sont utilisés pour réaliser la réaction de cyclo-
addition 1,3 dipolaire.” Dans le cas spécifique de la réaction « click » azoture/alcyne, le Cu(I)
est souvent utilisé, soit directement, soit en passant par le Cu(Il) en présence d’un sel
réducteur tel que I’ascorbate de sodium. Dans certains cas, les catalyseurs sont accompagnés
de bases. La réaction «click » de polymeres synthétiques sur des surfaces planes est

largement répandue dans la littérature, mais celle de polysaccharides reste a ce jour tres rare.

I11.2. Méthodes expérimentales
I11.2.1. Nettoyage des substrats de silicium

Les substrats de silicium découpés en des surfaces de dimensions 15 mm x 15 mm sont
nettoyés par un mélange piranha constitué d’acide sulfurique concentré 96 % (H,SO4) et de
I’eau oxygénée 40 % (H,0,) (7/3) chauffé a 150 °C. Ce mélange exothermique est un oxydant
tres fort particulicrement efficace pour nettoyer les surfaces. Apres le nettoyage, les surfaces
sont abondamment rincées avec de I’eau permutée (résistivité = 18 MQ-cm) et mis dans le

bain a ultra-sons avant d’étre séchées par de 1’air comprimé en bouteille (deroclean XYZ). Le
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nettoyage est complété par I’activation des surfaces dans une enceinte UV plasma cleaner
pendant 15-20 min. Cette étape d’activation se caractérise par une forte hydrophilie de la

surface validée par une mesure d’angle de contact a I’eau.

111.2.2. Silanisation des substrats

La silanisation des surfaces de silicium par le silane (3-chloropropyl)trimethoxysilane a été
effectuée en phase liquide dans des conditions anhydres. Apres le nettoyage des surfaces de
silicium au piranha et leur activation par UV/Ozone pour générer les fonctions silanol (Si-
OH), elles sont directement placées dans un réacteur a fond plat par I’intermédiaire d’un
cristallisoir. Le réacteur est mis sous balayage argon pendant 15 min. Un volume de 300 pL
du silane est dissout dans 17 mL de toluéne anhydre (1,75 % de silane en volume du toluéne)
puis la solution de silane est transférée par canulation dans le réacteur. L ’enceinte du réacteur
est maintenue sous argon pendant 3 h a température ambiante. Apres silanisation, les surfaces

sont lavées par du toluéne puis séchées a I’argon.

I11.2.3. Azidation des substrats

L’azidation de la monocouche de silane greffée sur les surfaces de silicium a été réalisée dans
du DMF anhydre. Pour cela, une solution de DMF saturée par du NaN; a été préparée en
introduisant 0,5 g de NaN3 dans 50 mL de DMF. L’azidation a été catalysée par des sels de
KI. La solution de KI est obtenue en dissolvant 0,1 g de KI dans 20 mL de DMF. Les surfaces
de silicium modifiées par le silane sont placées dans le réacteur a fond plat, la solution de
NaNjs puis celle de KI sont transférées successivement dans le réacteur par canulation. Le
réacteur est ensuite protégé de toute lumiere et placé dans I’étuve a 80 °C pendant 72 h. Les
surfaces sont ensuite lavées plusieurs fois par du DMF puis par du toluéne pour faciliter leur

séchage.

I11.2.4. Greffage des chitooligosaccharides sur les substrats

Dans cette étape finale du greffage, les COS modifiés par des dérivés propargyl sont greffés
sur les fonctions azotures introduites dans la deuxiéme étape pour former des fonctions
triazole. Le greffage des COS est effectué¢ dans les heures qui suivent ’azidation. Le COS
fonctionnalisé alcyne (30 mg) est dissous dans 4 mL d’une solution aqueuse de HCI a pH 4.
Les surfaces fonctionnalisées azotures sont placées dans le réacteur mis sous flux d’argon. La
solution de COS est ajoutée dans le réacteur par une canule. Les catalyseurs CuSO4-5H,0 et

I’ascorbate de sodium sont dissous séparément dans 2 mL d’eau pure chacun en quantité 6 et

186



Chapitre V: Greffage chimique covalent de chitooligosaccharides sur des surfaces de silicium

18 équivalents molaires de la fonction alcyne respectivement. Les deux solutions de
catalyseurs sont ajoutées successivement dans le milieu réactionnel maintenu sous balayage
d’argon. Le réacteur est ensuite placé dans 1’étuve a température ambiante pendant 72 h.
Apres le greffage, les surfaces sont lavées par une solution aqueuse de HCl a pH 4 puis

séchées par de I’air sec.

I11.3. Méthodes de caractérisation

Les surfaces sont caractérisées par ellipsométrie pour évaluer 1’épaisseur de la couche greffée,
par tensiométrie pour déterminer les angles de contact, par microscopie a force atomique pour
déterminer la morphologie des couches et par spectroscopie infrarouge et spectrométrie TOF-
SIMS pour déterminer la composition chimique de la surface et les liaisons chimiques établies
au cours des différentes étapes du greffage. Les techniques de mesures des épaisseurs et des
angles de contact sont décrites dans le chapitre II et la microscopie a force atomique dans le
chapitre III. Ici nous allons seulement présenter la technique IR sur les surfaces et celle du

TOF-SIMS.

II1.3.1. Analyse des surfaces par spectroscopie IR

Les caractérisations par infrarouge ont été effectuées par réflexion totale atténuée (ATR) sur
des cristaux de silicium de forme trapézoidale d’angle de base de 45 ° et de dimensions
70x10x1 mm. Un systéme prété par le laboratoire Science et Ingénierie de la Matiére Molle
(Yvette TRAN, UMR 7615) et adapté a la taille des cristaux a été utilisé pour faire passer le
signal dans les cristaux. Le spectrométre est le méme que celui utilisé pour la caractérisation
des produits de greffage en solution (paragraphe I1.1.2.1). La gamme spectrale explorée lors
de D’acquisition de spectres a été délimitée entre 4000 et 1500 cm™ (le silicium absorbe
fortement le rayonnement infrarouge pour les nombres d’onde inférieurs a 1500 cm™, ce qui
rend les spectres difficilement exploitables). Dans le but d’améliorer la qualité des spectres, la

r . S S -1 s sl \
résolution a été fixée a 4 cm™ et le nombre d’acquisitions a 524 scans.

II1.3.2. Analyse des surfaces par spectroscopie de masse TOF-SIMS

La technique de caractérisation ToF-SIMS est une spectrométrie de masse de surface basée
sur 1’analyse des ions secondaires obtenus lors du bombardement de la surface par des ions
primaires. Elle permet de déterminer la composition chimique élémentaire et moléculaire de
I’extréme-surface d’un matériau (profondeur d’information limitée d’une a quelques

monocouches). Elle est d’'une grande sensibilit¢ mais la quantification des données reste

187



Chapitre V: Greffage chimique covalent de chitooligosaccharides sur des surfaces de silicium

complexe. Les échantillons ont été analysés sous ultra vide par un appareillage TOF-SIMS
PHI TRIFT III (ions Au’ de 22 keV). Les spectres ont été traités par le logiciel
WinCadence®.

II1.4. Résultats et discussion

Le greffage des COS sur les surfaces de silicium a été effectué en trois étapes: i) la
silanisation, ii) 1’azidation et iii) le greffage « click » azoture/alcyne. D’abord les surfaces de
silicium sont modifiées par une monocouche de (3-chloropropyl)triméthoxysilane dans le
toluéne anhydre, a température ambiante et sous atmosphére d’argon pour éviter les
phénomenes de condensation. Le choix du silane s’est orient¢ vers le (3-
chloropropyl)triméthoxysilane du fait de la réactivité de son chlore terminal et de la longueur
de sa chaine carbonée courte qui peut limiter son adsorption a la surface. Dans la deuxi¢me
étape, le chlore de I’organosilane est substitué¢ par la fonction azoture dans le DMF saturé par
NaNjs en présence d’iodure de potassium (KI) a 80 °C pendant 72 h. La troisiéme étape qui
correspond au greffage « click » des fonctions alcyne des COS avec les fonctions azoture de
la surface est effectuée en milieu aqueux pH 4 (équilibré avec HCI) en présence des sels de
cuivre et d’ascorbate de sodium. D’aprés la littérature, la réaction « click » azoture/alcyne
peut s’effectuer a température ambiante ou a des températures allant jusqu’a 120 °C.
Cependant, les COS étant trés sensibles a la température, nous avons toujours réalisé le

greffage a température ambiante pour éviter la moindre dégradation.
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II1.4.1. Silanisation des surfaces de silicium

Apres silanisation, des mesures d’angles de contact a I’eau sont effectuées sur les surfaces
afin de vérifier le succes du greffage du silane. Les surfaces étant trés hydrophiles (angles
nuls) apres leurs activations par traitement piranha et irradiation UV, cette étape de

caractérisation permettra par le changement des propriétés de mouillabilit¢ de la surface,
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d’émettre des hypotheéses sur 1’état de greffage du silane. Les angles de contact apres le
greffage du (3- chloroprolyl)triméthoxysilane sont de 1’ordre de 76 °. Ces angles de contact
sont obtenus au bout de 3 h de greffage. Ce fort changement de la nature hydrophile de la
surface de silicium est cohérent avec 1’hypothese.

Les ¢épaisseurs de la couche de silane greffées a la surface sont déterminées par ellipsométrie.
Les épaisseurs des couches de silane varient entre 0,6 et 0,8 nm. Ces valeurs d’épaisseur pour
la couche de silane correspondent typiquement & celles d’une monocouche de silane.”™

Les spectres IR obtenus apres 1’étape de la silanisation (Figure 19) montrent des bandes de
vibration aux alentours de 2930 cm™ et 2955 cm™. Ces bandes de vibration correspondent aux
bandes de vibration caractéristiques des groupes CH et CH, respectivement du silane. Ceci
confirme le succes du greffage du silane sur les cristaux de silicium.

En plus de I’infrarouge, les échantillons ont été analysés aussi par spectrométrie de masse des
ions secondaires a temps de vol (TOF-SIMS). Les spectres obtenus pour 1’étape de la

silanisation sont représentés sur la Figure 15.
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Figure 15 : Spectre de masse TOF-SIMS en mode positif apreés le greffage du (3-chloropropyl) triméthoxysilane suivi

d’un rincage de la surface de silicium (m/z augmente d’un graphe a I’autre).
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Les spectres de masse TOF-SIMS en mode positif des échantillons aprés la silanisation,
(silanisation avec ringage) présentent des ions moléculaires relatifs a des structures
aromatiques notamment les pics détectés a m/z = 77,04, 91,05 et 115,04 qui correspondent
respectivement aux ions secondaires suivants : C¢Hs', C;H;™ et CoH;" (Figure 15). Le pic a
m/z = 27,97 (Si") (non illustré) indique la détection du substrat. En mode négatif, nous avons
également remarqué la présence de certains pics caractéristiques du silicium. Ces pics
apparaissent aux valeurs de m/z : 59,96 (Si0O;), 76,97 (SiOsH") et 136,95 (SiOsH™ + SiOy’) et
peuvent provenir du fait que la surface n’est pas totalement couverte. Le pic a m/z = 58,99 en
mode positif peut correspondre a un fragment du silane (SiCH;0") mais il est de faible
intensité (Figure 15). Les isotopes du chlore qui peuvent provenir du silane ont également été
observés (m/z = 34,96 et 36,96) (Figure 16). Il était attendu que le silane soit davantage
détecté par ToF-SIMS (notamment via des signatures moléculaires plus spécifiques) mais la
détection de signatures aromatiques et azotées pourrait indiquer une contamination d’extréme

surface.
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Figure 16 : Spectre de masse TOF-SIMS en mode négatif apres le greffage du (3-chloropropyl) triméthoxysilane suivi
d’un rincage de la surface de silicium (m/z augmente d’un graphe a I’autre).

L’opération de ringage pouvant étre a I’origine d’une contamination, les spectres de masse
TOF-SIMS en mode positif des échantillons greffés (silanisation avec ringage) (Figure 15)
ont alors été comparés a des spectres des échantillons de référence (silanisation sans ringage)
(Figure 17). Les résultats sont trés similaires et I’origine des signatures aromatiques reste

donc a déterminer.
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Figure 17 : Spectre de masse TOF-SIMS en mode positif aprés greffage du (3-chloropropyl) triméthoxysilane et sans

rincage de la surface de silicium (m/z augmente d’un graphe a ’autre).

111.4.2. Azidation du silane

La substitution du chlore de la monocouche de silane par I’azoture (N3) dans le DMF en
présence du NaNjs a d’abord été caractérisée par la mesure de I’angle de contact. Les angles de
contact apres azidation diminuent par rapport a ceux de I’étape de silanisation (76 °) et sont
compris entre 64 ° et 68°. Une légére augmentation des épaisseurs est notée apres cette étape.
Les épaisseurs obtenues varient entre 1,06 nm et 1,15nm, au lieu 0,6 et 0,8 nm avant
azidation.

Les spectres de masse TOF-SIMS en mode négatif de 1’étape d’azidation (Figure 18)
confirment la présence d’ions azotés. Ces ions sont détectés a m/z = 26,00 et m/z = 42,00 et
correspondent aux ions CN™ et CNO™ respectivement mais ces ions ont également été détectés

en surface des échantillons apres silanisation. Il faut donc rechercher des signatures

193




Chapitre V: Greffage chimique covalent de chitooligosaccharides sur des surfaces de silicium

moléculaires plus spécifiques et nous avons observé en mode positif un pic moléculaire de
faible intensité a m/z = 161,02 qui est susceptible de correspondre a la substitution du chlore
par la fonction azoture (Si03C3N3H7+). C’est toutefois a nouveau une signature de faible

intensité ne démontrant pas un recouvrement significatif de la surface.
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Figure 18 : Spectres de masse TOF-SIMS en mode positif des surfaces apres I’azidation.

L’azidation a été¢ également caractérisée par spectroscopie IR. En effet, la substitution du
chlore par I’azoture se caractérise par I’apparition d’une bande de vibration intense a 2100

cm’! (Figure 19).!> 141618

I11.4.3. Greffage des chitooligosaccharides

Comme pour les étapes précédentes du greffage, les angles de contact ont été d’abord mesurés
sur les brosses de COS. Les angles déterminés avec 1’eau sur ces brosses varient entre 55 et
62 °. Des valeurs du méme ordre ont été trouvées sur les films de chitosane déposés par spin-
coating (cf. Chapitre I1, Section II1.5.3). Cette similitude des valeurs des angles de contact
entre les films de chitosane et les brosses de COS combinée a la différence des angles entre
les trois étapes du greffage suggerent la réussite de la modification de la surface. Les
épaisseurs de surfaces greffées augmentent largement comparées a 1’azidation. Elles varient
entre 2,7 nm et 3,5 nm. Cette augmentation des ¢épaisseurs peut provenir d’une présence de
COS a la surface. La validation de la structure chimique des brosses de COS a été effectuée

par spectroscopie IR (Figure 19). En effet, le succes du greffage entre la fonction alcyne des
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COS et la fonction azoture a la surface peut étre mis en évidence de deux maniéres. D une
part, par les liaisons C-H et C=C caractéristiques du cycle triazole formé. Comme ces liaisons
sont déja présentes dans les molécules de départ (présence des liaisons C-H dans le motif
répétitif des COS, dans 1’anhydromanno-furanose (amf) et dans le cycle benzénique et la
présence des liaisons C=C dans le cycle benzénique), elles peuvent se superposer aux pics du
triazole et rendre la distinction moins nette. Cependant, on observe bien le pic vers 1650 cm’™
qui est caractéristique de la liaison C=C du triazole. D’autre part, par la disparition complete
du signal de vibration a 2100 cm™ 1ié a la fonction azoture qui n’est plus présente & la surface.
Cette bande de vibration 4 2100 cm™ reste inchangée aprés avoir réalisé les mémes étapes de
greffage en 1’absence des catalyseurs (CuSO4 5H,O et I’ascorbate de sodium), ce qui

confirme le succes du greffage.
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Figure 19 : Spectres IR des différentes étapes de greffage sur les cristaux de silicium ((1) : silanisation, (2) : azidation
et (3) : greffage des COS). Référence greffage : silanisation + azidation + greffage sans catalyseurs et sans ringage.

La morphologie de la surface apres chaque étape de greffage a été caractérisée par AFM et la
rugosité RMS (Root Mean Square) a ¢été choisie pour évaluer les rugosités. Les images
obtenues présentent des morphologies et des rugosités différentes aprés chaque étape de
greffage (Figure 20). La surface modifiée par le silane apparait tres lisse avec une rugosité de
0,32 nm. Apres azidation et greffage du COS, les rugosités deviennent plus grandes et valent

0,72 nm et 0,82 nm respectivement. La plus grande rugosité du greffage par rapport a la
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silanisation et a 1’azidation peut s’expliquer par la différence significative du degré de
polymérisation des chaines des COS (voir résultats MALDI-TOF, Figure 6). Ce changement

des morphologies entre les différentes étapes constitue une indication de greffage des COS
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Figure 20 : Images par AFM de la morphologie des surfaces aprés chaque étape de greffage.

En ce qui concerne les résultats obtenus par spectrométrie de masse TOF-SIMS (Figure 21 et
Figure 22), la modification de surface semble plus marquée sur les échantillons apres le
greffage des COS par rapport aux étapes de silanisation et d’azidation. En effet, la
contribution azotée sur les spectres de masse en modes positif et négatif semble plus
significative que pour les autres échantillons. Nous avons observé de nombreux fragments
pouvant correspondre aux COS en modes positif et négatif dont potentiellement les pics a m/z
= 409,18 (en mode négatif) et m/z = 528,14 (en mode positif) mais les structures chimiques
restent a déterminer (Figure 21). Cependant, nous avons observé un effet du ringage avec la

nette diminution d’intensité du pic a m/z : 528,14 (Figure 22).
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Figure 21 : Spectres de masse TOF-SIMS en mode positif des échantillons de référence aprés greffage et sans rincage
des chitooligosaccharides sur les surfaces de silicium.

197



Chapitre V: Greffage chimique covalent de chitooligosaccharides sur des surfaces de silicium

2

5.0E+5- 28
4.0E+5

g 3.DE+5—:
8§

2.0E45
b 23
1.0E+5 |
1 | i
0 L Z‘ i 5

0 30 40 50
Mass [m/z]

45

20
57

151

o

Counts
%

50

S
E_
S
-
=
S
-

2

-

| —]
+—

.

S

'

k-

L

—

-

e

-

b= ——,

-

o
o

R

-

_—

L

=5

=

&

L

b

I

P waal
(2] T T

(=3
3
g

g
?

147

g

§
IJll?ll]l?llll

Gounts
g
?

424
402

Counts
n

410 420 430 440
Mass [m/z]

528,14

Counts
i
g

«

511 536

500 510 520 530 540
Mass [m/z]

Figure 22 : Spectres de masse TOF-SIMS en mode positif des surfaces de silicium aprés greffage des
chitooligosaccharides sur les surfaces de silicium (Rincage aprés chaque étape de greffage).
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Conclusion

Dans ce chapitre, avant d’étudier le greffage par « grafting to » des COS sur les surfaces de
silicium, nous avons considéré leur greffage en solution dans le but de trouver un protocole
optimis€. Pour parvenir a cela, les dérivés propargyl de COS ont été greffés a un PEG
commercial fonctionnalisé azoture. Ces différents greffages en solution ont été validés par
spectroscopie IR et RMN et spectrométrie de masse MALDI-TOF. Le greffage sur les
surfaces est ainsi effectué a 1’aide du méme protocole qu’en solution. Cependant, le greffage
sur les surfaces reste plus complexe que celui en solution et fait intervenir des étapes
intermédiaires de greffage. D’abord, une premicre étape qui consiste a modifier la surface du
silicium par le (3-chloropropyl)triméthoxysilane. Cette étape est suivie par la substitution du
chlore du silane par la fonction azoture. Le greffage proprement dit du COS est enfin effectué
en couplant I’alcyne du COS a la fonction azoture pour former le cycle 1,2,3-triazole.

Dans le but de confirmer le succes du greffage des COS sur les surfaces de silicium, des
caractérisations par spectroscopie IR et spectrométrie de masse TOF-SIMS de la structure
chimique de la surface ont été effectuées apres chaque étape du greffage. Ces caractérisations
sont complétées par des caractérisations par AFM, ellipsométrie et tensiométrie. De toutes les
caractérisations effectuées sur les surfaces, nous avons observé apres chaque étape du
greffage des changements qui peuvent indiquer le greffage des COS mais certaines
caractérisations nécessiteraient d’étre poursuivies (notamment le ToF-SIMS) pour donner

encore plus de force a cette conclusion.
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Dans cette thése, nous avons étudié de fagcon systématique les propriétés physicochimiques et
structurales des films de chitosane ¢élaborés par spin-coating. Ces propriétés, qui sont
sensibles aux paramétres moléculaires et a la source du chitosane, aux méthodes
d’¢laboration, a certains traitements (recuit, neutralisation, vieillissement,...) sont dans la
plupart des cas retrouvées de manicre contradictoire dans la littérature. Pour s’affranchir des
effets de la source et la méthode de réacétylation du chitosane, nous avons travaillé dans cette
these avec deux lots de chitosane fortement désacétylés, I’un issu de la crevette et de masse
molaire moyenne proche de 180 kg/mol et I’autre issu du calamar et de masse molaire de
I’ordre de 600 kg/mol. Les degrés d’acétylation de ces deux lots ont été variés par

réacétylation homogene.

Les propriétés physicochimiques (angles de contact, tension et polarité de surface) des films
ont été étudiées en tenant compte de 1’effet du vieillissement, du recuit, de la neutralisation,
de la nature des contre-ions de I’acide utilis¢ afin de comprendre dans chacune de ces
conditions I’effet des paramétres moléculaires des chitosanes utilisés. D’abord, les résultats
obtenus dans toutes ces conditions d’étude ont révélé une dépendance temporelle des
propriétés physicochimiques. En effet, les propriétés de mouillabilité varient en fonction du
temps et commencent a devenir stables a partir de 24 h aprés la préparation des films. Le
caractére hydrophile des films de chitosane augmente lorsque le DA augmente alors que les
tensions et polarités de surface des films de chitosane varient trés légeérement. L’un des
résultats les plus importants de cette partie est la neutralisation des films de chitosane préparés
avec la solution aqueuse d’acide acétique. En effet, la comparaison des propriétés
physicochimiques des films neutralisés et non neutralisés a prouvé que les films de chitosane
se neutralisent au cours du temps par évaporation de 1’acide acétique. Une influence de la
masse molaire du chitosane est également a souligner. A ’inverse de la tension de surface qui
diminue, les angles de contact et la polarité¢ des films de chitosane augmentent lorsque la
masse molaire augmente. Selon la nature des contre-ions de I’acide utilisé lors de la
solubilisation du chitosane et par conséquent la nature des sels formés entre le chitosane et les
acides, nous avons observé des tendances différentes sur la variation des propriétés
physicochimiques. L’utilisation de HCI conduit a la formation de sels de chlorure
d’ammonium avec le chitosane. Ces sels étant trés sensibles a I’eau, les films obtenus sont
largement plus hydrophiles par rapport aux films formés avec AcOH qui sont neutralisés en
24 h environ. Le caractére hydrophile des films augmente treés faiblement avec 1’augmentation

du DA. A I’instar des films obtenus avec AcOH, les tensions et polarités de surfaces sur les
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films avec HCI varient tres 1égérement avec le DA. Cependant, elles restent plus élevées sur
les films avec HCI. L’effet de la masse sur les parameétres physicochimiques des films formés
avec HCI n’a été observé que sur la polarité. En effet, la polarité des films diminue avec

I’augmentation de la masse molaire.

L’¢étude de la morphologie des films de chitosane a permis de voir que les films obtenus avec
AcOH sont légerement plus lisses que les films formés avec HCl. Néanmoins, les films
obtenus avec ces deux acides présentent des rugosités moyennes inférieures a 2 nm et
dépendent légerement du DA, des épaisseurs et du recuit des films. La détermination de la
structure chimique des films de chitosane a prouvé la neutralisation des films d’acétate de
chitosane et la formation des sels de chlorure d’ammonium pour les films préparés avec HCI.
La détermination du gonflement des films de chitosane par la réflectivité des neutrons révele
que celui-ci dépend fortement des parametres moléculaires du chitosane et moins des
¢épaisseurs des films et du pH environnant. Pour une méme masse molaire de chitosane, le
gonflement des films augmente avec 1’augmentation du degré d’acétylation. Cette tendance
est observée avec la masse molaire pour des DA proches. La variation du gonflement sous
I’effet du pH et des épaisseurs des films est trés faible. Le caractére abrupt des courbes de
profil de concentration confirme la faible rugosit¢ des films de chitosane a 1’état sec
puisqu’elle se retrouve a 1’état gonflé. Une étude de la cristallinité des films de chitosane dans
les différentes conditions (nature de 1’acide, vieillissement, recuit, neutralisation,...)
considérées au cours de cette thése pourra permettre une interprétation plus objective de

I’effet du taux de cristallinité sur les propriétés physicochimiques des films de chitosane.

L’ ¢tude de I'impact de I’humidité relative sur les propriétés physicochimiques des films de
chitosane ainsi que 1’évaluation de la quantité d’eau dans les films peuvent s’avérer trés

intéressantes pour maitriser d’avantage les propriétés physicochimiques des films.

Plusieurs souches de bactéries ont été utilisées pour sonder la réponse biologique des films
préparés par spin-caoting en solulibilisant le chitosane par une solution aqueuse d’acide
acétique. Les réponses biologiques obtenues au cours de cette étude dépendent fortement des
parameétres moléculaires des films de chitosane et de la souche de bactéries. D’abord, les
souches de bactéries utilisées présentent, de manicre générale, une adhésion et une
prolifération suivant un métabolisme normal sur les films du chitosane 180 de DA=52,1 %.
En dehors de ce DA, I’adhésion et la prolifération des différentes souches de bactéries se font

de manicre préférentielle. La souche de K. pneumoniae adhére et prolifére sur les films de
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chitosane 600 de DA 34 % tandis que les bactéries S. aureus montrent une préférence pour le
chitosane 180 de DA 1 %. Les tests de sensibilité¢ aux antibiotiques des différentes souches de
bactéries utilisées dans cette étude ont mené a des concentrations minimales inhibitrices
(CMI) tres similaires et parfois inférieures a celles obtenues par la méthode VITEK® de
référence. De maniére générale, ces résultats sur la réponse biologique des films de chitosane
prouvent la possibilit¢ de pouvoir moduler 1’adhésion et la prolifération des bactéries en
ajustant les paramétres moléculaires du chitosane. Des caractérisations biologiques de films
d’autres types de polysaccharides ou de la gélose pourraient permettre une comparaison avec
les réponses biologiques des films de chitosane et aider a mieux comprendre I’effet du

chitosane sur I’adhésion et la prolifération des bactéries.

Parallelement a 1’adsorption physique du chitosane sur les surfaces par spin-coating, nous
avons ¢tudié¢ le greffage chimique de chaines de chito-oligosaccharide sur des substrats de
silicium. Ce greffage a d’abord été validé en solution par couplage des COS dérivés propargyl
avec des molécules modeles. Ce greffage en solution a permis la mise en place d’un protocole
optimisé pour le greffage sur les surfaces. A 1’opposé du greffage en solution qui se fait par
couplage direct entre les molécules, le greffage sur les surfaces est effectué en trois étapes : la
silanisation, 1’azidation et le greffage des chito-oligosaccharides. Ces différentes étapes de
greffage sur les substrats sont validées par diverses techniques de caractérisation. Il serait trés
intéressant de tester le greffage sur les surfaces avec des chito-oligosaccharides de taille de
chaines plus grande que celle des chito-oligosaccharides utilisés au cours cette these afin de
pouvoir approfondir la caractérisation structurale des brosses par la réflectivité des neutrons.
La réussite de ce greffage de chito-oligosaccharides sur des surfaces planes offre la possibilité
d’utilisation des chito-oligosaccharides dans des applications biomédicales ou 1’adsorption
physique présenterait des limites (zones a humidité ¢levée pouvant entrainer la délamination

du film adsorbé par exemple).

Les caractérisations biologiques des surfaces de chitosane adsorbées ont révélé des
utilisations potentielles pour des applications biomédicales. En effet, les surfaces de chitosane
physisorbées pourraient étre utilisées pour améliorer la surface des implants pour faciliter leur
intégration et éventuellement pour le diagnostic rapide afin d’aider a lutter contre
I’antibiorésistance. Une étude des interactions brosses de chito-oligosaccharides-bactéries
pourrait étre intéressante car pouvant mener a d’autres perspectives. Des tests sur la capacité

des brosses de chito-oligosaccharides a piéger des nanoparticules et sur la cinétique de
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libération de celles-ci dans un milieu proche des conditions physiologiques pour aider a

limiter les inflammations liées a I’utilisation des implants.

L’analyse des propriétés d’interaction des films de chitosane avec différentes protéines en
présence du milieu de culture des bactéries d’une part ainsi que I’étude du comportement des
films (étirement, structure des chalnes) en contact avec ce milieu d’autre part, peuvent
contribuer a la compréhension de certains résultats biologiques mais également d’apporter

une réponse a la question de la stabilité des films de chitosane dans le milieu de culture.
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LEXIQUE DE QUELQUES TERMES BIOLOGIQUES

Adhérence : Force liant la surface d’une cellule a celle d’une autre cellule ou a une structure
cellulaire. Elle résulte d’interactions entre des protéines d’adhérence de la membrane
plasmique des deux cellules adjacentes, ou entre des protéines d’adhérence et un constituant

de la matrice extracellulaire.

Adhésines : Substances protéiques, glucidiques, ou lipidiques de la surface des bactéries,

favorisant leur adhérence aux membranes de la cellule hote.

Antibiorésistance : Capacité des bactéries a travers des mécanismes biologiques d’acquérir

une résistance a un ou plusieurs antibiotiques.

Antibiotique : Substance ayant la capacit¢ de tuer les bactéries (effet bactéricide) ou
d’inhiber leur multiplication (effet bactériostatique). Le mécanisme d’action des antibiotiques

est tres variable. I1s sont plus ou moins spécifiques de certaines familles bactériennes.

Biocompatibilité : Capacité des polyméres (ou biomatériaux) a ne pas produire d’effets

toxiques ou nuisibles sur les systémes biologiques.

Biodégradabilité : Capacité des polymeéres (ou biomatériaux) a se décomposer en des

substances plus simples sous 1’effet des enzymes provenant des micro-organismes.

Biofilm : Assemblages ou amas de bactéries bien structurés, li€s entre eux et a une surface par

une matrice extracellulaire.

Capsule bactérienne : Enveloppe épaisse qui entoure la paroi ou la membrane externe de
certaines bactéries et qui ne s’en détache pas facilement. Elle est essentiellement constituée de
polysaccharides (souvent antigéniques). La présence d’une capsule augmente généralement le

pouvoir pathogéne d’une souche bactérienne.

Chimiotaxie : Déplacement d’une cellule ou d’un organisme unicellulaire en réponse au

gradient de concentration d’une substance soluble qui diffuse a partir de cellules productrices.

Conjugaison : Transfert de matériel génétique d’une cellule a une autre ou fusion du génome
de deux bactéries. Chez les bactéries a Gram négatif, transmission d’un plasmide d’une
cellule a une autre, éventuellement accompagné d’une partic du génome bactérien. Le

transfert se limite a I’ADN.
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Cytotoxique : Qui présente un caractére toxique pour les cellules

Fimbriae : Filaments de 3 a 10 nm de diameétre et de 100 nm de longueur attachés a la
membrane externe de certaines bactéries. Les fimbriae sont formées d’une protéine spécifique

(fimbrilline) codée par le chromosome bactérien ou par un plasmide.

Flagelle bactérien : Structure filamenteuse constituant I’appareil locomoteur des bactéries.
Le flagelle comprend un filament, un crochet et un corps basal. Le filament est un cylindre
creux de 2 a 10 nm de diamétre, en forme d’hélice gauche étirée ; il est enticrement constitué
de flagelline. Le crochet est une structure tubulaire recourbée a angle droit, un peu plus large
que le filament, et reliant celui-ci au corps basal. Le corps basal est constitué d’un axe qui
traverse la paroi de la bactérie et qui se termine par un anneau appliqué contre la membrane
plasmique. La rotation de I’anneau par rapport a la membrane entraine le crochet et provoque

le mouvement du filament.

Haptotaxie : Déplacement d’une cellule sur une substance, orienté par le gradient par le

gradient de concentration d’un ligand lié au substrat.

Intégrines : Superfamille de protéines transmembranaires établissant des liens entre le

cytosquelette d’actine et des composants extracellulaires.

Membrane plasmique : Membrane séparant le cytosol du milieu extracellulaire. La
membrane plasmique des bactéries peut avoir une composition chimique assez différente de
celle des eucaryotes mais sa structure en double couche est fondamentalement la méme. Elle

comprend aussi de nombreux transporteurs dont certains sont affectés aux sécrétions.

Métabolisme : Caractéres généraux des processus physicochimiques se déroulant dans un

organisme vivant, concernant notamment ses sources d’énergie, de carbone et d’électrons.
9

Osmolarité : Concentration de 1’ensemble des substances osmotiquement actives, exprimée

en osmoles par kg de solvant.

Paroi bactérienne : Partie de I’enveloppe des procaryotes (a I’exception des mycoplasmes et
des formes L), située a I’extérieur de la membrane plasmique et relativement rigide. La nature

de la paroi est généralement identifiée par la coloration de GRAM.

Perméase : Protéine ou complexe protéique membranaire qui effectue un transport facilité

spécifique de certaines molécules a travers la membrane.
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Phénotype : Ensemble des caractéres présentés par un individu ou par une cellule. Il est

habituellement influencé par des facteurs exogeénes (nutrition, illumination, température, etc.)

Pilus : (pl. pili) Filament de 8 nm de diamétre et de 1 a plusieurs um de long, formant un
étroit canal (2 nm), constitué¢ d’une protéine spécifique (piline), porté par les bactéries F'. Il
est nécessaire a I’adhérence de la bactérie F' a la bactérie F~ lors de la conjugaison et il

constitue le canal par lequel I’ADN est transféré.

Porines : Protéines formant des canaux permettant la diffusion d’ions et de petites molécules.
Ce sont des multimeres de chaines polypeptidiques conformées en feuillets B antiparalléles.
Les feuillets s’enroulent en un tonnelet dont la surface externe, hydrophobe, s’insére dans une

membrane et dont le centre, hydrophile, forme un canal transmembranaire.
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1. Films élaborés avec la solution aqueuse d’acide chlorhydrique

+* Chitosane 600, concentration 0.5 % (m/m)

DA :2,4 % Ep. : 85 nm DA : 8 % Ep. : 77 nm DA : 12,2 % : Ep. : 70,5 nm
RMS : 1,67 nm RMS : 1,57 nm RMS : 0,93 nm

oum 2 4 6 8 opm 2 4 6 8
DA :21,5% ; Ep.: 48 nm DA : 34 % ; Ep. : 55 nm DA : 45,3 % ; Ep.: 56 nm
RMS : 1,11 nm RMS : 0,81 nm RMS : 0,45 nm

Opym 2 4 6 8

DA :52,6 % ; Ep. : 44 nm
RMS : 0,59 nm

+* Chitosane 600, concentration 1% (m/m)

0 pym 2 4 & 8 |.J 2 _ ﬁ 8
DA :2,4%; Ep.: 425 nm DA :8 % ; Ep. : 488 nm DA :12,2% ; Ep. : 459 nm
RMS : 1,89 nm RMS : 1,51 nm RMS : 1,06 nm
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¢ Chitosane 18(), concentration 2 % (m/m)

Opm 2 Opm 2 4 6 8 opm 2
0 10 10 i} 10 nm
9 9 9
2 a 8 2 8
7 7 7
4 6 & 4 6
5 3 5
6 4 4 § 4
3 3 3
8 2 2 8 2
o s > F i) a
DA.1%,Ep..267nm DA :9 % ; Ep.:340 nm DA : 14,4 % ; Ep. : 286 nm
RMS : 1,45 nm RMS: 1 45 nm RMS : 0,97 nm
Opm 2 0 pm 2 4 6 8
10 nm 0 10 nm 10 nm
9 g g
8 2 8 8
7 7 7
6 4 [ [
3 3 3
4 6 4 4
3 3 3
2 8 2 2
0 1] 1]

. " t ‘
DA 25 6 % ; Ep. : 325 nm DA :35,3 % ; Ep. : 288 nm DA : 41,9 % ; Ep 295 nm
RMS : 1,37 nm RMS : 0,49 nm RMS : 0,51 nm

+¢* Chitosane 180, concentration 1.42 % (m/m)

opm 2 4 6 8 opm 2 4 6 8
10 nm E iy T L 10 nm 10 nm
9 9 9
8 8 8
7 7 7
6 6 6
5 5 5
4 4 4
3 3 3
2 2 2

e 0 5 \ ' . ¥ 0 * : ; i
DA : 1% Ep.: DA :9%;Ep.:214 nm DA :14.4 % ; Ep. : 191 nm
RMS : 1,39 nm RMS : 06nm RMS : 1, 14 nm
Opm 2 4 3] 8 Opm 2 8 Uum 2 G 8
- T ATREY IS . 3% 10 nm 10 am o P i 10 am

9 9 9
8 8 o 8
7 7 k 7
5 6 4 6
5 5 E 5
4 4 6 4
3 3 3
2 2 8 2

o
=}

DA 256%,Ep 193nm DA :35,3 % ; Ep.: 184 nm DA 419% Ep 191 nm
RMS : 1,14 nm RMS : 1,10 nm RMS : 0,97 nm
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Annexe A : Morphologie des films de chitosane par AFM

+¢+ Chitosane 180, concentration 1 % (m/m)

opm 2 4 6 8 opm 2 4 6 8 opm 2 4 6 8

DA : 1% ;Ep.:80nm DA :9%;Ep.: 83 nm DA : 14,4 % ; Ep. : 81 nm
RMS : 1,10 nm RMS : 0,99 nm RMS : 1,16 nm
opm 2 4 6 8
DA :25,6 % ; Ep.: 74 nm
RMS : 0,59 nm
2. Films élaborés avec la solution aqueuse d’acide acétique
¢ Chitosane 600, concentration 0.67 % (m/m)
opm 2 4 6 8
DA : 8% ; Ep.: 93 nm DA :12,2% ; Ep.: 99 nm
RMS : 0,83 nm RMS : 1,26 nm
Opm 2 4 6 8 Opm 2 4 6 8 opm 2 4 6 8
DA :21,5% ; Ep.: 87 nm DA :34 % ; Ep. : 95 nm DA : 45,3 % ; Ep.: 94 nm
RMS : 0,46 nm RMS : 0,39 nm RMS : 0,42 nm
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Annexe A : Morphologie des films de chitosane par AFM

+¢+ Chitosane 600, concentration 1 % (m/m)

Opm 2 + 6 8 Opm 2 4 6 8
DA :2,4 % ; Ep.:434 nm DA : 8 % ; Ep. : 487 nm DA : 122% Ep. : 486 nm
RMS : 1,35 nm RMS : 1,29 nm RMS : 1,65 nm

opm 2 4 6 8
DA : 21 ,5% ; Ep. : 481 nm
RMS : 118nrn

+¢ Chitosane 180, concentration 2 % (m/m)

0pm 24 s i opm 2 4 o 8 opm 2 4 & 8
DA : 1% ; Ep.:288 nm DA :9%; Ep.: 254 nm DA : 14,4 % ; Ep. : 332 nm
RMS : 1,33 nm RMS : O2nm RMS : lOSnm

opm 2 8 opm 2

10 nm 0 10 nm
2
4
6
8

DA : 353% Ep 267 nm DA :41,9% ; Ep.: 293 nm
RMS : 0,6 nm RMS : 0,62 nm

o oW B owm oe N @ o
o oW B owm oe N @ o
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Annexe A : Morphologie des films de chitosane par AFM

+¢ Chitosane 180, concentration 1.42 % (m/m)

0 pm 5 0pm 5 0pm 5
10 OF £ 10nr 0 [ 10 nmw
9 g ]
8 8 8
7 7 7
6 6 6
5 5 5 5 5
4 4 4
3 3 3
2 2 2
0 e B 0 - 0
DA : 1% Ep.: 145 nm DA :9%; Ep.: 146 nm DA : 14,4 % ; Ep.: 131 nm
RMS : 1,27 nm RMS : 1,19 nm RMS : 0,78 nm
0pm 5 0pm 5
: i R S 10nw 0 - 10 nw
9 ]
8 8
7 7
6 6
5 5 5 5
4 4
3 3
2 2
. 0 . ) 0
DA :35,3% ; Ep.: 139 nm DA : 41,9 % ; Ep. : 145 nm
RMS : 0,33 nm RMS : 0,40 nm
¢ Chitosane 180 DA 55 % AcOH (NR)
Opm 2 4 6 8
Ry - 5 10 nm 10 nm 10 nm
] 9 9
8 8 8
7 7 7
6 6 [
5 5 5
4 4 4
3 3 3
2 2 2
... i : § R 0 ¥« { = v 0
DA :52,2% ; Ep.: 225 nm DA :52,2% ; Ep.: 185 nm DA :52,2% ; Ep.: 85 nm
RMS : 1,8 nm RMS : 1,08 nm RMS : 0,88 nm
Opm 2 4 6 8
10 nm 0 10 nm
9 9
8 2 8
7 7
] 4 [
5 5
4 6 4
3 3
2 8 2
0 0

DA :52,2% ; Ep.: 45 nm DA :52,2% ; Ep.: 26 nm
RMS : 0,75 nm RMS : 0,64 nm
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Annexe A : Morphologie des films de chitosane par AFM

+¢ Chitosane 180 DA 55 % AcOH (RA)

Opm 2 4 6 B

DA: 522 % ; Ep.: <5
RMS : 1,7 nm

Opm 2 4 6 8
O] RS

10 nm

2 N W s o W W

nm DA :522%;Ep.:<5nm
RMS: 1,51 nm

=
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-
El

2 N W s O N W

10 nm

=T C R VE R T U I - BT |

DA :52,2% ; Ep.:<5nm
RMS : 0,82 nm

+¢* Chitosane 600 DA 55 %: effet recuit et neutralisation

Non recuit

Recuit + neutralisation

Oym 2 4 3 8

0
2
4
3
8

Conc. : 0,05 %
RMS : 0,63 nm

Opm 2 4 ]

8

Conc. : 0,1 %
RMS : 0,38 nm

Conc. : 0,2 %
RMS : 0,58 nm
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Opm 2 4 6 8
10 nm
9
]
7
6
5
4
3
2
0
Conc. : 0,05 %
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Opm 2 4 ] 8
10 nm
9
]
7
6
5
4
3
2
0 = . :
Conc. : 0,1 %
RMS : 1,07 nm
Opm 2 4 6 8
10nm| 0O
9
8 2
7
6 4
5
4 6
3
2 8
0
Conc. : 0,2 %
RMS : 0,61 nm

10 nm

L= N T L L I I < LT
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3

O N W s N @ W

10 nm

O N W s U~ 0 W

Oym 2 4 3 8

10 nm
9
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7
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2
0

Conc. : 0,05 %

RMS : 0,86 nm
10 nm
9
]
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2

h AR 0
Conc. : 0,1 %
RMS : 0,72 nm
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Conc. : 0,2 %
RMS : 0,92 nm
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Annexe B : Synthése des chitooligosaccharides dérivés propargyl

ANNEXE B: SYNTHESE DES CHITOOLIGOSACCHARIDES DERIVES
PROPARGYL
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Annexe B : Synthése des chitooligosaccharides dérivés propargyl

1. Synthése des COSamf X~16 et 27

OH
0.
OH OH HQ
o o CHO
H NaNO,, HCI H
O OH > O 0
TA, 12 h
H NH, H NH,
n~715 X

Chitosane (DA~ 0 %) COSamf(X~16et 27)

Le chitosane (2,1 g, 13 mmol d’unités GIcN) est dissous dans de 1’eau par ajout de 1,2 mL de
HCI (37 % m/m). Une solution aqueuse de NaNO, (de rapport molaire GIcN/NaNO, =4 et 10
respectivement pour les COSamf X~16 et 27) fraichement préparée est ajoutée dans la
solution de chitosane. Le mélange est laiss¢ a température ambiante pendant 12 h. Pour
COSamf X~16, la solution est neutralisée (en ajustant le pH du milieu a 8 par ajout
d’hydroxyde d’ammonium (28 % m/m)) puis filtrée par des filtres en ester cellulosique (seuil
de coupure 500 g/mol, Spectrum Labs). Apres précipitation dans 1’éthanol et séchage sous
vide du produit, une poudre blanche (1,5 g, rendement massique 70 %) est obtenue. Pour
COSamf X~27, le produit est précipité (ajustement du pH a 9 par ajout d’hydroxyde
d’ammonium (28 % m/m)) puis lavé plusieurs fois par de 1’eau distillée avant d’étre
lyophilisé. Le produit obtenu (1,6 g) a un rendement massique de 76 % et se présente sous

I’aspect d’une poudre blanche.

COSamf (X ~ 16): RMN 1H (D20, 298 K, 500 MHz): & (ppm) 5.10 (d, J 5.3 Hz, H' amf,
1H), 4.80-4.65 (m, H' GIcN, 16H), 4.45 (t, J 4.8 Hz, H’ amf, 1H), 4.21 (t, J 4.9 Hz, H* amf,,
1H), 4.12 (m, H® amf, , 1H), 4.05-3.40 (m, H? et H® amf, H**® GIcN, 66H), 3.10-2.90 (m, H
GIcN, 16H).

COSamf (X ~ 27): RMN 1H (D20, 298 K, 500 MHz): & (ppm) 5.10 (d, J 5.3 Hz, H' amf,
1H), 4.80-4.65 (m, H' GIcN, 27H), 4.45 (t, J 4.8 Hz, H’ amf, 1H), 4.21 (t, J 4.9 Hz, H* amf,,
1H), 4.12 (m, H® amf, , 1H), 4.05-3.40 (m, H” et H® amf, H**° GIcN, 110H), 3.10-2.90 (m, H’
GIcN, 27H).
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Annexe B : Synthése des chitooligosaccharides dérivés propargyl

2. Synthese du 4-propargyloxyaniline-g-COSamf X ~ 16 et 27

OH
OH HO (0N —
CHO
H Q n
© 0 H,N
H NH, ,
X (Ethanol)

(Tampon acétate
d'ammonium)

NaBH;(CN)
48 h, 40 °C
OH
0.
HO
H NH—QO—CHZ —
¢}

Une masse de 1 g de COSamf est dissous dans 30 mL d’une solution aqueuse de tampon
d’acétate d’ammonium (0,15 M, pH 5,5). Cette solution est mélangée avec une solution de 4-
propargyloxyaniline (2 éq./unit¢ amf dans 20 mL d’éthanol). Le mélange est mis sous
agitation a température ambiante pendant 30 min. Du cyanoborohydrure de sodium (2
€qg./unité amf) est rajouté dans le milieu réactionnel et le mélange est maintenu sous agitation
pendant 2 jours a 40 °C. Pour X~16, la solution est neutralisée (par ajout d’hydroxyde
d’ammonium (28 % m/m) a pH 9) puis filtrée avec des filtres en ester cellulosique (seuil de
coupure 500 g/mol, Spectrum Labs). Le produit est récupéré par précipitation dans 1’éthanol
puis séchage sous vide. Le produit obtenu est de nature poudreuse avec un rendement
massique de 87 % (0,87 g de produit). Pour X~27, le produit est précipité (ajustement du pH a
9 par ajout d’hydroxyde d’ammonium (28 % m/m)) puis lavé plusieurs fois par un mélange
eau/éthanol (1/1, v/v) avant d’étre lyophilisé. Le produit obtenu se présente sous forme de

poudre (0,9 g) avec un rendement massique de 90 %.

X ~ 16: RMN 'H (D,0, 298 K, 500 MHz): & (ppm) 7,50 (d, J 9,0 Hz, H-Ar, 2H), 7,20 (d, J
9,0 Hz, H-Ar, 2H), 4,90 (d, J 8,1 Hz, H' GIcN, 16H), 4,40-4,05 (m, H*® amf, 4H,), 4,05-3,40
(m, H® GIcN, H® amf, CH,N, 67H), 3,30-3,10 (m, H? GlcN, 16H), 2,95 (s, =CH, 1H).
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Annexe B : Synthése des chitooligosaccharides dérivés propargyl

X ~27: RMN 'H (D0, 298 K, 500 MHz): & (ppm) 7,50 (d, J 9,0 Hz, H-Ar, 2H), 7,20 (d, J
9,0 Hz, H-Ar, 2H), 4,90 (d, J 8,1 Hz, H' GIcN, 27H), 4,40-4,05 (m, H*> amf, 4H,), 4,05-3,40
(m, H® GIcN, H® amf, CH;N, 111H), 3,30-3,10 (m, H* GIcN, 27H), 2,95 (s, =CH, 1H).
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Titre : Préparation et caractérisations physicochimiques et biologiques de surfaces modifiées par du
chitosane

Résumé : Les modifications de surface par du chitosane ont été effectuées dans cette thése de deux
facons : physisorption de chitosane de différents parametres moléculaires (« spin coating » de
solutions acides homogeénes) et greffage de chaines de chitooligosaccharides dérivées propargyl
(« grafting to») sur les surfaces de silicium. Le premier cas d’étude vise a apporter une
compréhension sur le lien existant entre les propriétés physicochimiques des films et les paramétres
moléculaires du chitosane et I’impact de ses propriétés physicochimiques et paramétres moléculaires
sur les réponses biologiques. A cette fin, les propriétés de mouillabilité, morphologiques, structurales
des films d’une part et d’autre part les réponses d’adhésion et de prolifération de bactéries sur les films
de chitosane ont été caractérisées. Dans cette étude, nous avons €galement pris en compte 1’effet du
type d’acide utilisé lors de la préparation des solutions ainsi que le vieillissement des films sur leurs
propriétés physicochimiques. A I’issue de cette étude, les tests biologiques, notamment 1’adhésion et la
prolifération de bactéries sur les films de chitosane, ont montré des résultats plutot liés aux parameétres
moléculaires des films qu’a leurs propriétés physicochimiques.

Le deuxiéme cas de modification de surface vise a fonctionnaliser chimiquement les surfaces de
silicium par des chitooligosaccharides par la méthode « grafting to ». Cette modification a été réalisée
en trois étapes : silanisation, azidation et greffage des chitooligosaccharides. Toutes ces étapes ont été
validées par différentes caractérisations de la surface aprés chaque étape de greffage par ellipsométrie,
tensiométrie, AFM, spectroscopie infrarouge et spectrométrie TOF-SIMS.

Mots clefs : Chitosane, films minces, modification de surface, adhésion et prolifération bactérienne.

Title: Preparation of model surfaces modified by chitosan: physicochemical characterizations and
biological response.

Abstract: The surface modifications have been carried out in this thesis by two different routes: by
physisorption of chitosan chains with different molecular parameters onto silicon surfaces (spin
coating of homogeneous acidic solutions) and grafting of propargyl- terminated chito-oligosaccharides
chains onto silicon surfaces (grafting to). The first study case was to understand the relationship
between the physicochemical properties of chitosan films and the molecular parameters, and to find
the impact of these physicochemical properties and molecular parameters on the biological responses.
To this end, the physicochemical properties such as the wettability, morphology, chemical and
physical structure of chitosan films on the one hand, and the bacteria adhesion and spreading on
chitosan films on the other hand, have been characterized. In this study, we have also considered the
effect of the type of acid used when solubilizing the chitosan on the films neutralization as well as the
film ageing effects on the physicochemical properties. At the end of the study, the biological response
of the chitosan films showed more sensitivity towards the chitosan molecular parameters than towards
the physicochemical properties of the films.

The aim in the second case of surface modification was to functionalize the silicon surfaces with chito-
oligosaccharides by the “grafting to” method. It was conducted in three steps: silanisation, azidation
and grafting of chito-oligosaccharides. All these steps were validated one by one by carrying out
various characterizations using ellipsometry, tensiometry, AFM, infrared spectroscopy and TOF-SIMS
spectrometry.

Key words: Chitosan, thin films, surface modification, bacteria adhesion and proliferation.

INTITULE ET ADRESSE DU LABORATOIRE : Ingénierie des Matériaux Polyméres, UMR CNRS
5223, Université Claude Bernard de Lyon 1, Batiment Polytech’Lyon, 15 Boulevard André Latarjet,
69622 Villeurbanne Cedex France.
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