N
N

N

HAL

open science

Etude et développement de structures fibreuses
non-tissées résistantes a la pénétration bactérienne

Etienne Dessauw

» To cite this version:

Etienne Dessauw. Etude et développement de structures fibreuses non-tissées résistantes a la pénétra-
tion bactérienne. Autre. Université Paris-Est, 2019. Frangais. NNT: 2019PESC0014 . tel-02316191

HAL Id: tel-02316191
https://theses.hal.science/tel-02316191
Submitted on 15 Oct 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02316191
https://hal.archives-ouvertes.fr

- - |EN
UNIVERSITE A(':MPE / s P

—PARIS-EST £~

_ MINISTERE

° M
Ittt de Chimie e ds Matériaux Paris €5t D G A DES ARMEES

These de doctorat

@
E
=
o=
=
@
=
5
17
a
&
=3
&
3

Pour I’obtention du grade de docteur de I’Université Paris-Est
Ecole Doctorale : Sciences, Ingénierie et Environnement

Spécialité : Chimie et Science des Matériaux

Etude et développement de structures fibreuses
non-tissees resistantes a la pénétration
bactérienne

Présentée par :

Etienne Dessauw

Thése soutenue le 16 Avril 2019, devant le jury composé de :

Christel Barbaud, Professeur a 1’Université Paris Diderot Rapporteur
Véronique Bennevault, Maitre de conférences a Sorbonne Université Rapporteur
Odile Fichet, Professeur a 1I’Université de Cergy-Pontoise Examinateur
Eric Lafontaine, Docteur, DGA/DS/MRIS Examinateur
Valérie Langlois, Professeur a 1’Université de Paris-Est Directeur de these

Estelle Renard, Professeur a 1’Université de Paris-Est Co-directeur






Remerciements

Les travaux de recherche présentés dans ce mémoire de thése ont été réalisés au sein de I’équipe
Systemes Polymeéres Complexes (SPC) de I’'Institut de Chimie et des Matériaux Paris-Est
(ICMPE) et s’inscrit dans le cadre d’une thése financée par la Direction Générale de
I’Armement (DGA). Ainsi, je tiens a remercier Mr Latroche, directeur de I’ICMPE de m’avoir

accueilli au sein de I’institut ainsi que la DGA pour le soutien financier.

Je tiens a remercier également le Professeur Christel Barbaud et le docteur Véronique
Bennevault d’avoir accepté de rapporter ce travail, au Professeur Odile Fichet d’avoir bien
voulu présider ce jury et enfin au Docteur Eric Lafontaine d’avoir suivi ce travail et accepté de

faire partie de ce jury de these.

Je souhaite exprimer ma gratitude a mes directrices de these, Valérie Langlois (ICMPE) et
Estelle Renard (ICMPE) notamment pour leur implication, leur enthousiasme, leur expertise

ainsi que les précieux conseils durant ces 3 annees.

Je voudrais remercier tous les membres du SPC qui ont participé de pres ou de loin a la
réalisation de ce travail. Un grand merci a Laurent pour son aide notamment sur la machine

d’electrospinning et d’extrusion.

Mes remerciements vont également aux membres du Laboratoire Eau Environnement et
Systemes Urbains (LEESU) de Université Paris-Est et particuliérement au professeur Samir
Abbad Andaloussi, pour sa patience et son aide concernant les travaux de biologie.

Je souhaiterais remercier mes collégues thésards ou plutét amis, qui ont été une source de
réconfort pendant cette thése. Merci a Antoine, Sarra, Azad, Pauline, Viera, Nour, Thibaut,

Caroline, Bao...pour tous ces bons moments.

Enfin je tiens a remercier mes parents pour le soutien indéfectible dont ils ont fait preuve toutes

ces années ainsi que leurs encouragements constants pour donner le meilleur de moi-méme.






A la mémoire de ma tante et de Thomas...






Sommaire

INTRODUCTION GENERALE ...t 1
CHAPITRE | : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE .......coiiieiieieeeeeeeeeeee e 5
INEFOAUCTION ...t b e bbbttt e bbbttt e b e s neas 6
1-1. LeS MEIAS fIltraNTS .....cc.oiviiiiiice e 6
I-1-1. Les masques de protection reSPIratOire .........ccvcveveerieseeseeie e se e seese e 6
[-1-1-1. LesS filtres anti-aéroS0lS .........cceiiiiiiiiiieiee e 8
I-1-1-2. Les pieces faciales filtrantes anti-aérosols (FFP)........ccccoociveviiiesii i 9
I-1-2. Les mécanismes de filtration...........cocvoviiiiciiicce e 10
1-2. Les Medias fIDreUX NON-TISSES .......uiiiiiiiiiiiisieie e 11
[-2-1. ProducCtion dS NON-TISSES ........cceiuiireiiereeieieiesiese e se e e e e e saestesresre e enaeneeeeneas 11
I-2-2. Les polymeres utilisés dans la fabrication des Non-tiSSés ............cccvvvevevieieeiecieennn, 12
[-2-3. Fabrication des NON-TISSES .......ccceiueiiiieeeieieie et re e ene e e e e 13
e T o157 o] [ ] 1 o S SOSURRSN 14
I-2-4-1. Dispositif et principe de 1a teChNIQUE..........cooeiiiiiiiieee e 14
I-2-4-2. Les parameétres intrinseques de 1a SOIULION ...........cccoeveiveie i 17
[-2-4-3. Les paramétres de I’appareillage ...........coeoiiiiiiiiiiiiciceese e 19
[-2-4-4. Les parametres ambiantS..........cccoiveiiiiiie e 20
I-2-5. Mats fibreux a partir de polyhydroxyalcanoates (PHAS)........cccccocerrirerniineienennenns 20
[-2-5-1. Présentation deS PHAS........ooi it 20
[-2-5-2. Electrospinning deS PHAS .........ooiiiiiiiiee e 23
I-3. Les filtres NoN-tisSEs antiDaCtErIENS ..........cccviiiiiiiee e, 24
[-3-1. Les COMPOSES aNtiDACLEMIENS .........cveiiiiiieieiieriee e 25
[-3-2. Les filtres antibacteriens eXiStaNTS.........ccocvevererere e 26
I-3-3. Utilisation des huiles eSSENLIEIIES ...........ccovveiieiiie e 31
[-3-3-1. COMPOSILION CRIMIGUE .....ccvieiiiiiieiie et eae s 31
1-3-3-2. MOAES A ACTION. ...eeeiiiuriiiceiiiiee ettt et e ettt e et e e e e et e e e e et e e e e e senbaeeesenabeeeeeannes 33
I-3-3-3. Quantification de I’activité antibactérienne ............ccccverrveereeriieniie e 34
I-3-4. Encapsulation des molécules issues des huiles essentielles............cccoevvviiviiviiieriennn, 36
[-3-4-1. Géneéralités sur 1eS CYCIOUEXIINES..........ccveiviiieieece e 36
I-3-4-2. Choix des molécules pour I’encapsulation ...........cccocerveiiiiinieninieseese e 37
I-3-4-3. Caractéristiques physico-chimiques des complexes d’inclusion a base de
CYCIOUBXITINE ...t bbbttt bbbttt 39
I-3-4-4. Propriétés antibactériennes des complexes d’inclusion..........c.ceeviveiieiiiiiennns 41
(O] 0] 1151 o] o OSSPSR 43
R =] 5] [0 RSP PRPR PSRRI 44
8 o 11 od [ ] o ISR 57
11-1. Etude de Pactivité antibactérienne.................cccco i 57
[1-1-1. Tests de dilution en milieu lIQUIdE............ccoiiiiiii e 57

HI=Lm2, RASUITALS ...ttt e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeas 59



11-2. Electrospinning de nanofibres a base de PHA incorporant des complexes d’inclusion

B-CD/Carvacrol aux propriétés antibacteriennes ..........cocoeeeereneine s 62
[1-2-1. INEFOTUCTION ...ttt bbbt 62
[1-2-2. EXPEriMENTal PAIT.......ceiiiieiiieeiesee e 64
[1-2-3. RESUILS @Nd AISCUSSION ....covveiiiiiiiiiiisiisieeiee ettt 66

11-2-3-1. Preparation and characterization of the carv/CD-Inclusion Complexes,

Carv/CD-1C and POIYCD/CAIV........ccuviieiieie ettt sae e snes 66
11-2-3-2. Elaboration of electrospun materials .............ccocoiiiiiiiciineneees 72
I1-2-3-3. Radical Scavenging Activity and antibacterial activities ...............cccccevviinennnn, 74

(0] 0 [od 111 o] o 10U 76

ACKNOWIBAGMENT ... e e e e reesraenteaneenres 76

-3, RETEIEINCES ......eceieeeeeee ettt s e e e e e aesteebeeneeneeneeneens 77

CHAPITRE 111 : ASSEMBLAGE MULTICOUCHES ANTIBACTERIEN A BASE DE

CHITOSANE ET DE POLYMERE DE CYCLODEXTRINE.........coooveeeeeee 83
ENEFOUCTION ..ot e e e e e e et e e e e e e e e ettt eeeee e e e e e reeeaeeeeans 84
HH1-1. Partie eXperimentale ... 87
HH1-2. RESUITALS B QISCUSSION......o ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e reeeaeeeeans 90
[11-2-1. Dépdt d’une sous-couche d’adhésion de chitosane SUF 1@ PP ..., 90
I11-2-2. Assemblage couche par couche de chitosane/polymere de cyclodextrine a la surface
AU PP ettt e et e et eeeeeeeae———————————————————————————————————————————— 96
111-2-3. Etude des activités antiradicalaires et antibactériennes des matériaux multicouches
............................................................................................................................................ 102
CONCIUSTON e ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e e eaeeeaans 104
R I INCES ... ettt e e e e e e et ettt e e e e e e e et e eee e e e ae e ———aeaaeeaeaar————— 106

CHAPITRE IV : FONCTIONNALISATION DE SUPPORTS FILTRANT EN

POLYPROPYLENE PAR DE L’ACIDE TANNIQUE .........ccccoooiiiiiiiinieeseeee, 108
INEFOTUCTION ... 109
IV-1. Greffage de I’acide tannique sur un support en PP par extrusion réactive.......... 110
IV-2. Réticulation de I’acide tannique au travers du support médian............................ 117
IV-2-1. Réticulation de I’acide tannique en milieu alcalin ..o, 117
IV-2-2. Réticulation d’un dérivé polyméthacrylaté de I’acide tannique...........cccervennne. 121

IV-3. Greffage de I’acide tannique sur le mat poreux en présence de benzophénone ... 125
CONCIUSION ... bbbttt b bbb 127
IVV-4. Partie expérimentale : matériel et m&thodes.............cooveiiiiiiii e 128

R I ENCES ... ettt e e e e e 131



CONCLUSION GENERALE .....ooii s

Annexes






Liste des figures

Figure 1. Appareils de proteCtion reSpPIratoire ..........ccooveuerierereninisieiee e 7
Figure 2. Piéce Faciale Filtrante (a), de demi-masque (b) et de masque complet (c)*.............. 8
Figure 3. Principaux mécanismes de filtration des particules : diffusion brownienne (a),
interception directe (b), impaction inertielle (c) et attraction électrostatique (d).............c....... 10
Figure 4. Les principaux marchés des NON-tISSES .........cceruriririeireriiiee e 12
Figure 5. Schéma de 1’ eleCtrOSPINMING ........ecveiieriieieiieie e sie e ste e e sre e sre e reaeesneas 15
Figure 6. Influence de la tension sur la forme du jet de polymere ...........ccocooiiiiiniiiicnnn, 15
Figure 7. Comparaison de la gamme des diamétres de fibres réalisables par electrospinning
avec d’autres structures biologiques et technologiques™®.............cccocevviereiieevericeiiere e, 16
Figure 8. Images obtenues par MEB de 1’évolution de la morphologie de fibres obtenues par
electrospinning en fonction de la concentration de la solution de polymeére’.......................... 17
Figure 9. Granules de PHB dans w. eutropha®® (image MET) ........cc.cceevveeeivieieiecneieeeere s 21
Figure 10. Les différents types de PHA ... 22
Figure 11. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation™® ................c..cccocoveevernen 31
Figure 12. Mode d’action des huiles essentielles sur une cellule bactérienne!®>172,.............. 34
Figure 13. Les différents types de CyCIOIeXIrNES .......ccvivirerieiieieise e 36
Figure 14. Microplagque de 96 trOUS .........ccecieiieiieeie ettt nneas 58
Figure 15. Croissance de E. coli (A) et S. aureus (B) pour différentes concentrations de
(00T AV Uo o] OSSOSO PR PRSPPI 59
Figure 16. Croissance bactérienne a 24h pour E. coli et S. aureus en fonction de la
CONCENLrAtION A& CANVACTON ......oviiiiiiciece bbb 61

Figure 17. Chemical structures of carvacrol/CD-Inclusion complex and polyCD/carvacrol 63
Figure 18. Schematic representations (a) electrospinning process (b) formation of
PHBHV(carv/CD-IC) in one step (c) formation of 3-layered electrospun [PHBHV-

(POIYCD/CArV)-PHBHWV] ..ottt re s 64
Figure 19. *H NMR spectra (a) CD, (b) carvacrol, (¢) carv/CD-IC ..........cccevveuererrerrrererenns 69
Figure 20. 'H NMR spectra of (a) polyCD, (b) polyCD/CarV ...........cccceeevveeeveeeieeenseenennns 70
Figure 21. XRD patterns of CD (a) and carv/CD-I1C (D) .......ccccovireriiniieieie e 71
Figure 22. TGA curves of native CD, carv and carv/CD-IC..........c.ccccocoviviiiiveic e, 72
Figure 23. XRD patterns of PHBHV nanofibers (a) PHBHVgi(carv/CD-IC)y (b) and
PHBHV83(CArV/CD=1C)17 (€) +vereervereeterieitesiisieeiieieiesie sttt sttt sttt st sneeneeneennas 74
Figure 24. Absorption spectra at 517 nm in presence of DPPH (A), bacterial Inhibition for (a)
PHBHYV, (b) PHBHV(carv/CD-IC)g, (c) [PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV] (B)................ 75
Figure 25. Picture of a Sup Air® FFP3 mask (a), the different layers of the mask (b) .......... 84
Figure 26. Layer by layer assembly based on ionic interactions.............cccccocvveveeiieeieevneenne, 85
Figure 27. Pictures of the experimental setup (a) and the paint sprayer used (b) ................... 88
Figure 28. FTIR spectra of PP filter (a), chitosan (b), (PP/CS)sp (c), P(CD) (d),
[(PP/CS/P(CD)])5 (B) .rvevereiueiteiteeieeieeieitestesteste s e staese e et et e stestestesbeasaese e s e s e sbesaesresreeneeneenseneas 91
Figure 29. Evolution of the cumulated mass gain (m) and the peak ratio R1 (e) of (PP/CS) in
function of the NUMDET OF SPraYS.......ccoiiiiiic s 92
Figure 30. SEM images of a PP (a), (PP/CS)imp (b) PP/CS: spray (C), and (PP/CS)7 spray (d) .... 93
Figure 31. EDX spectra of a PP (a) and (PP/CS)7s (1)....ccveovierieiiiriiincee s 95
Figure 32. Strategy for functionalizing commercial protection masks with layer-by-layer
07100 T OSSR 96
Figure 33. Influence of final mass gain, R1 and R for the different layer of
[PP/CS/P(CD)LMMT]S «veuvereerertereerearesteieesesteseeseasessesessesseseesessesseseesessesessessessessesessessesessessessesesss 97

Figure 34. MIP profiles of a PP, (PP/CS)7 spray and [PP/CS/P(CD)LMM75]5 +-verveeververireeeienes 99



Figure 35. Influence of the molar mass of P(CD) solution on mass gain, Ry et R2 of the

[PP/CS/P(CD)Lmm75]5 aNd [PP/CS/P(CD)HMM3]5. - veerveereeirieiiaiieiiieiieeiesieesiesee e 100
Figure 36. SEM images and EDX analyses of [PP/CS/ P(CD)umms]s (a) and [PP/CS/
(1D ) TRy =] (o) ISR 101

Figure 37. Influence of the concentration of the P(CD)-carv solution and the molar mass on
mass gain (MG), R1 and R2 of [PP/CS/ P(CD)nmms-Carv]s and [PP/CS/ P(CD)mmrs-Carv]s

................................................................................................................................................ 102
Figure 38. Kinetic study of the Radical Scavenger Activity for [PP/CS/P(CD).mmzs]s, [PP/CS/
P(CD)Hmms-Carv]s and [PP/CS/ P(CD)LMM7.5-CarV]s....cccveveeiieiieieeie e esie e 103
Figure 39. Antibacterial test of PP, [PP/CS/P(CD)Lmm75]s and [PP/CS/ P(CD)Lmmz.s-Carv]s
................................................................................................................................................ 104
Figure 40. Stratégies d’immobilisation de I’acide tannique sur un mat poreux médian d’un
MASQUE COMIMENCIAL......cvieiiiieie ettt e st e be e b e sra e reeneeereenneens 110
Figure 41. DTG (A) et TGA curves (B) of thermo-oxidative degradation of AT, PP, PPooAT1o
Bl P P EEA T 15D CPE vt e e e s 112

Figure 42. Pourcentage d’acide tannique libéré (déterminé par spectroscopie UV-visible) (A)
et perte de masse (déterminée par gravimétrie) au cours de I’immersion des échantillons dans

1€ MELNANOI (B). ...ttt ettt n 113
Figure 43. Coloring of the solution according to the extraction time in methanol
(PPgsAT 10D CP5 SPECIMENS) ....ueiuiireitiite sttt sttt st bbbt 114
Figure 44. Courbe d’étalonnage de I’acide tannique dans le méthanol.............c..cocvrverenen. 114
Figure 45. Spectres FTIR de I’acide tannique (a), du PP (b), du PP9oAT1o (C) et du
PPEEATIODCPE (A) .veteitiiiieiieiieie ettt bbbttt bbbt e b e ne s et e e 115
Figure 46. Evolution du rapport R3 en fonction du temps d’immersion dans le méthanol .. 116
Figure 47. Formule chimique du bis-tris MEthane ...........cccccveveiieie i, 118
Figure 48. FTIR spectra of PP (a), AT (b), PP after immersion 88h in bis-tris/tannic acid
solution (c) and after 24h of washing inwater (d) .........ccceoeiiievi i 119
Figure 49. FTIR spectra of PP (a), tannic acid (b), PP after immersion 88h in tannic acid
solution (c) and after 24h of washing in water (d) .........cccooeiiieviicie i 120
Figure 50. Synthése de I’acide tannique polyméthacrylaté (AT-MA) ......ccooiriiininiininnnn, 121
Figure 51. Spectres FTIR de I’acide tannique (a) et du dérivé AT-MA (D) .....ccooovvvivennnnen. 122
Figure 52. Spectres RMN !H dans le DMSO de I’acide tannique (a), du GMA (b) et d’un
échantillon AT-MA (c) préparé avec 10 équivalents de GEMA par fonction phénol ........... 123
Figure 53. Schéma du procédé de réticulation des dérivés d’acide tannique méthacrylatés (AT-
MA) au travers du SUPPOIt METIAN. .........ceeiieieiieie ettt 123
Figure 54. Spectres FTIR du mat en PP (a), du dérivé AT-MA (b) et de I’échantillon réticulé
R (o) OSSOSO 124

Figure 55. Procéde de greffage des dérivés AT-MA en surface du filtre poreux médian..... 126
Figure 56. Spectres d’un mat fibreux natif (a) et du greffage de I’acide tannique en présence de
benzophénone (N° 8 aprés 3 extractions) (D) ........coererereriniiiiieeee e, 127



Introduction Générale







Introduction générale

Introduction générale

La santé et la sécurité sont des enjeux qui suscitent un intérét grandissant pour
I’ensemble de la population mondiale toujours soucieuse des risques de contamination
environnementale, chimique, ou biologique auxquels elle pourrait-étre soumise. Ces risques
sont ¢galement au cceur des préoccupations de la santé publique francaise et mondiale au travers
notamment de deux problématiques : les risques d’infections nosocomiales et ceux liés aux

bioaérosols de nature infectieuse.

Selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS)?, plus de 1,4 millions de personnes dans le
monde souffrent d’infections nosocomiales. Plus précisément, dans les pays dits
« développés », entre 5 et 10 % des patients admis dans des h6pitaux modernes y contractent
une ou plusieurs infections, ce risque étant 2 a 20 fois plus éleve dans les pays dits « en voie de

développement ».

Parallélement aux risques d’infections nosocomiales, les risques d’exposition aux bioaérosols
de nature infectieuse ont largement attiré 1’attention en raison de leur omniprésence et de leurs
impacts sur la santé des individus. En effet, les bioaérosols sont de petites particules en
suspension dans l'air (de 0.001 a 100 um) de nature biologique qui peuvent contenir des
organismes vivants. Par conséquent, des microorganismes pathogénes (virus, bactéries,
champignons, allergenes...) peuvent exister dans les bioaérosols. Ces derniers se déplacent
facilement d'un environnement a un autre, causant des effets néfastes sur 1’organisme :
allergies, infections et maladies respiratoires. Entre 2000 et 2009, 21 725 cas de peste
pneumonique ont été reportés dans le monde dont 1612 morts. En 2013, plus de 20 millions de
cas de rougeole ont été détectés, causant la mort de 145 000 personnes?. Chaque année selon
1’OMS, Streptococcus pneumoniae tue environ 500 000 enfants dans le monde entier. En 2015,
1.8 millions de personnes sont mortes de la tuberculose et 480 000 personnes ont développé
une tuberculose multi résistante?. Ces récentes phases épidémiques encouragent le
développement et 1’intérét de nouvelles technologies pour la prévention du risque infectieux

aéroporté qui pourrait également étre efficace face au risque latent du bioterrorisme.

Jusqu’a maintenant, les masques de protection respiratoires permettent de faire face a différents
types de menaces pour 1’organisme. Celles-ci peuvent prendre différentes formes : poussiéres,

fibres, vapeurs, aérosols, brouillards, fumée. Cependant, ces protections ne sont pas toutes
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efficaces en raison de leur porosité voisine du micromeétre. Cette taille de pores est trop grande
pour stopper certains virus ou bactéries dont la taille est comprise entre 10 et 100 nanometres
pour les virus et entre 100 nm et 10 um pour les bactéries. Seuls certains types de masques
(FFP2 et FFP3) sont suffisamment efficaces pour stopper les bactéries et les virus et sont

actuellement utilisés pour la protection civile dans les cas de hauts risques de transmission.

Cependant, au fur et a mesure de leur utilisation, les masques vont perdre de leur efficacité.
Leur durée de vie dépendra de certaines conditions tels que : leur capacité d’absorption ou de
filtration, la concentration des contaminants, le rythme respiratoire, les parametres ambiants
(température, humidité). L’évolution de la performance de ces filtres va donc dans le sens d’une
augmentation d’efficacité de filtration ainsi qu’une perméabilité suffisante pour laisser circuler
le débit d’air voulu dans le but d’augmenter leur confort et leur durée de vie. D’autre part, il
n’existe pas a 1’heure actuelle de protection respiratoire possédant une protection active contre
les bactéries et/ou virus. En effet, I’objectif de notre étude sera d’élaborer un support filtrant
capable de limiter sa pénétration au travers du filtre mais également susceptible de pouvoir

détruire I’agent pathogéne ou empécher son adhésion.

L’enjeu se retrouve finalement dans 1’émergence de nouveaux filtres « fonctionnalisés »
capables d’offrir une résistance optimale a la pénétration bactérienne, ainsi qu’une alternative
efficace aux moyens déja existants. Dans ce contexte, la nature chimique, la géométrie et la
modification chimique des fibres seront des paramétres pertinents a évaluer pour améliorer les

propriétés barrieres des substrats fibreux.

Ainsi, cette étude va s’articuler autour de quatre chapitres. Le chapitre I présentera les différents
concepts généraux et matériaux nécessaires a la compréhension et a la réalisation de ce travail
notamment les différents types de médias filtrants existants et les généralités sur les médias
filtrants non-tissés. Nous aborderons également la mise en ceuvre des non-tisses, tout en faisant
un focus sur la mise en ceuvre par electrospinning. Enfin, une synthése bibliographique des
filtres non-tissés antibactériens de maniére générale et des différents agents antibactériens

existants nous permettra de positionner notre étude par rapport a la littérature existante.

Le chapitre 11 constitue un des deux axes majeurs de ce travail, a savoir la mise en ceuvre de
structures fibreuses non tissées antibactériennes par la technique d’electrospinning. Deux
méthodes seront décrites afin de créer des structures fibreuses pouvant étre, a terme, utilisées

pour la filtration des aérosols infectieux. Cette étude sera complétée par la caractérisation
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physicochimique des différents matériaux elaborés. Les propriétés anti-adhérentes contre deux

souches de bactéries pathogénes seront également évaluées par une étude in vitro.

Les chapitres III et IV seront consacrés au deuxiéme axe d’étude de la thése, la modification
chimique de surface des supports fibreux commerciaux. L’objectif de ces deux chapitres est de
proposer des méthodes de fonctionnalisation simples et peu colteuses. Le chapitre 111 proposera
une méthode de fonctionnalisation, appelée « Layer-by-Layer » a 1’aide d’un polymeére
anionique portant des motifs cyclodextrine et d’un polymeére cationique possédant des
propriétés antibactériennes i.e. le chitosane. L’intérét d’introduire des cyclodextrines repose sur
les capacités de complexation de ces molécules. L’introduction de molécules bioactives dans
les cyclodextrines devrait augmenter 1’activité des matériaux filtrants.

Le chapitre 1V décrira la fonctionnalisation physique et chimique de supports filtrants par un
polyphénol végétal, 1’acide tannique, dont les propriétés antimicrobiennes sont clairement

établies.

(1) OMS | Pourquoi wun Defi mondial sur les infections nosocomiales
https://www.who.int/gpsc/background/fr/ (accessed Feb 28, 2019).

(2) Kim, K.-H.; Kabir, E.; Jahan, S. A. Airborne Bioaerosols and Their Impact on Human
Health. J. Environ. Sci. 2018, 67, 23-35. https://doi.org/10.1016/j.jes.2017.08.027.
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Introduction

Les objectifs principaux de la thése consistent a développer une structure fibreuse non-tissée
résistante a la pénétration bactérienne et, dans un deuxieme temps, de fonctionnaliser en surface
un masque de protection respiratoire. Le premier chapitre se consacre donc a I’étude
bibliographique en vue de réaliser ces deux objectifs. La premiére partie traite des bactéries et
de leurs structures. La deuxieéme partie s’intéresse aux différents types de médias filtrants et
particulierement aux masques de protection respiratoire (type FFP2 et FFP3) ainsi qu’aux
mécanismes de filtration. La troisiéme partie décrit le processus d’electrospinning, une
technique permettant la fabrication de structures fibreuses non-tissées ainsi que les parametres
influencant la mise en ceuvre de ces nanofibres. Dans une quatriéme partie seront présentés les
polymeres utilisés pour réaliser les structures fibreuses. Nous nous sommes intéressés aux
polyhydroxyalcanoates (PHAs) mais egalement aux polymeres de cyclodextrine afin de
pouvoir mettre a profit leurs propriétés de complexation. Enfin dans les parties 5 et 6 nous
aborderons les différents composés antibactériens, leur encapsulation dans la cyclodextrine et

les propriétés physico-chimiques de ces complexes d’inclusion.

I-1. Les médias filtrants

I-1-1. Les masques de protection respiratoire

Il existe principalement deux grandes familles de protection respiratoire : les appareils filtrants
et les appareils isolants. Dans le cadre de cette thése, nous nous intéresserons uniquement aux
appareils filtrants. Un appareil peut étre filtrant a I’encontre des poussicres, des aérosols, mais
également des gaz et vapeurs. Les appareils filtrants peuvent étre divisés en deux sous
catégories : les appareils «a ventilation libre » dont le passage de 1’air est assuré uniquement
par les échanges respiratoires du porteur de ’appareil, et les appareils « a ventilation assistée »

au moyen d’un moteur (Figure 1).
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Appareils de protection respiratoire

| ]
Appareils filtrants Appareils isolants
l
| ]
Ventilation libre Ventilation controlée
Piece faciale filtrante Demi-masque ou masque complet + ventilateur
(FFP) motorisé + filtre(s)

Demi-masque ou . . .
+
masque complet + Casque, cagoule ou écran facial ou combinaison

filtre(s) ventilateur motorisé + filtre(s)

Figure 1. Appareils de protection respiratoire

Les appareils filtrants qui proceédent par épuration de I’air ambiant sont généralement constitués
d’une piece faciale enveloppant les voies respiratoires (nez et bouche). Il en existe de deux
sortes : soit la piece faciale est elle-méme filtrante dans la plus grande majorité de sa surface,
c’est une « Piéce Faciale Filtrante » (FFP) (Figure 2a), soit la piéce faciale est équipée d’un

filtre adapté, il s’agit 1a d’un demi-masque ou d’un masque de protection respiratoire
(Figure 2 b).
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(@)

Oculaire

Jupe de masque
Soupape inspiratoire
du demi-masque
intérieur

Jupe de masque

Jeu de brides

Jeu de
Soupape brides
inspiratoire

Raccord Raccord

Demi-masque
Soupape intérieur
expiratoire

Soupape inspiratoire
Soupape expiratoire Bordure d'étanchéité

(b) ()
Figure 2. Piece Faciale Filtrante (a), de demi-masque (b) et de masque complet (c)*

Membrane phonique

Nous nous intéressons d’une part aux filtres anti-aérosols intégrés aux demi-masques (ou

masques complets) et d’autre part aux picces faciales filtrantes (FFP).

I1-1-1-1. Les filtres anti-aérosols

Selon les normes NF EN 143 et NF EN 143/A1, trois différentes classes de filtres anti-aérosols

sont répertoriées : les filtres P1, P2 et P3. Ces filtres correspondants sont différenciés en

fonction de leur efficacité de filtration par rapport au chlorure de sodium composé de particules

dont le diametre est de 0.6 um et un aérosol d’huile de paraffine dont le diametre des particules

est de 0.4 um. Le filtre P1 posséde une efficacité de filtration dite faible de 80 %, le filtre P2

posseéde une efficacité moyenne de 94 % tandis que le filtre P3 posséde une efficacité de

filtration haute de 99.95 %. Autrement dit, les masques de protection P1, P2 et P3 ont une

pénétration respectivement de 20, 6 et 0.05 %.
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Selon les conditions dans lesquelles les masques sont utilisés, les filtres peuvent se colmater et
ainsi opposer une résistance au passage de 1’air, ce qui aura un impact négatif sur 1’efficacité
globale du filtre. Plus le colmatage est important plus la géne respiratoire se fera ressentir et
plus I’étanchéité du filtre sera compromise. L’étanchéité du masque est déterminée en mesurant
le paramétre de fuite au visage. Ce parametre, selon la norme, ne doit pas dépasser 2 % pour un
demi-masque (NF EN 140) et 0.05 % pour un masque complet (NF EN 136). La relation entre
la pénétration d’un aérosol et la fuite au visage permet d’établir un nouveau parametre : la fuite
totale vers I’intérieur correspondant a la pénétration totale des aérosols par le filtre et les joints
faciaux.

Concentration du contaminant

a I’intérieur de la piéce faciale

Fuite totale vers I’intérieur (%) = Conceniration du contaminant. > 00

a I’extérieur de la piece faciale

Les caractéristiques pour les différents masques sont reportées dans le Tableau 1. L’efficacité
globale d’un masque dépend non seulement de ’efficacité du filtre mais également de la fuite
au visage.

Tableau 1. Normalisation pour les appareils filtrants équipés de filtres P1,
P2 et P3 selon la norme NF EN 140

P1 P2 P3
Efficacité (%) 80 94 99.95
Fuite au visage (%) 22 8 2.05

I-1-1-2. Les pieces faciales filtrantes anti-aérosols (FFP)
Selon les normes NF EN 149/A1, les propriétés de filtration des demi-masques filtrants sont
testées dans les mémes conditions que les filtres anti-aérosols. Les masques de types FFP sont

classés de la méme maniere selon leur efficacité et la fuite au visage.

Tableau 2. Normalisation pour les piéces faciales filtrantes FFP1, FFP2 et
FFP3 selon la norme NF EN 149+A1

FFP1 FFP2 FFP3
Efficacité (%) 80 94 99
Fuite au visage (%) 22 8 2
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I-1-2. Les mécanismes de filtration

Lorsqu’une particule entre en contact avec le média fibreux, différents mécanismes peuvent
intervenir afin de piéger les particules a la surface des fibres. Les quatre phénomenes physiques
qui peuvent entrer en jeu lors du piégeage de ces particules sont les suivants : la diffusion
brownienne, l’interception directe des particules, I’impaction inertielle et

Iattraction électrostatique®® (Figure 3).

Ligne de courant d’air Ligne de courant d’air

>¢ Particule

&

\

Trajectoire de Ia particule

(b)

Ligge de courant d’air rajectoire de la particule

Ligne de courant d’air

P < Particule

Trajectoire de la particule

(©) (d)

Figure 3. Principaux mécanismes de filtration des particules : diffusion brownienne (a), interception directe
(b), impaction inertielle (c) et attraction électrostatique (d)

La diffusion brownienne est basée sur le phénomene de mouvements browniens. Les particules
en suspension ne suivent pas les lignes de courant d’air mais rencontrent les molécules d’air et
prennent une trajectoire desordonnée et aléatoire (Figure 3a). Ce mouvement vibratoire
augmente la probabilité que les particules entrent en contact avec la fibre et y restent accrochées
par interaction moléculaire faible de Van der Waals. Ce mécanisme permet de piéger des

particules dont le diametre est de 1’ordre de 0.1 pm.

Dans le cas de I’interception directe, les particules suivent les lignes de courant d’air, et lorsque
ces particules se situent a une distance inférieure au rayon de la particule, elles sont interceptées
directement par la fibre (Figure 3b). Ce mécanisme intervient pour des particules de diamétre

supérieur a 0.1 pm.

10
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Le phénomeéne d’impaction inertielle est similaire a 1’interception directe. Néanmoins, dans le
cas présent, en raison d’une inertie plus élevée liée a une masse plus élevée, les particules
quittent la trajectoire de la ligne de courant d’air et entrent en collision avec les fibres

(Figure 3c). Ce phénomeéne concerne les particules d’un diamétre supérieur a 1 pm.

Ce mécanisme est basé sur les interactions électrostatiques qui peuvent exister entre la fibre et
la particule. Selon 1’état de charge de la fibre et de la particule, différentes interactions
¢lectrostatiques peuvent intervenir pour dévier la particule de sa trajectoire et ’attirer vers la

fibre a laquelle elle pourra adhérer (Figure 3d).

I-2. Les médias fibreux non-tissés

I-2-1. Production des non-tissés

Un non-tissé est « une structure constituée de matieres textiles, comme des fibres, des filaments
continus ou des fils coupés, quels qu’en soient la nature ou 1’origine, formés en voile par un
moyen quelconque, et liés par tout moyen, excluant I’entrelacement de fils comme dans le

tissage »*.

La production des non-tissés a fortement augmenté en Europe ces 20 dernieres années. Elle a
augmenté de 3.3 % (en volume) pour atteindre 2 395 098 tonnes en 2016. Le chiffre d’affaires
total de I’industrie européenne des non-tissés en rouleaux en 2016 est estimé a environ 7,583
milliards d’euros®. En 2016, les principaux marchés en termes de volume pour les produits non-

tissés en rouleaux etaient les suivants (Figure 4) :

11
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Entretien Ménager

Figure 4. Les principaux marchés des non-tissés

I-2-2. Les polyméres utilisés dans la fabrication des non-tissés

Les polymeéres sont les matieres premieres utilisées pour la fabrication de fibres pour les non-
tissés mais également pour les résines et les additifs qui servent a lier, enduire ou bien a conférer
de nouvelles propriétés aux structures fibreuses. La large gamme de polymeéres existants permet
de trouver le bon compromis entre la processabilité, le prix ainsi que les propriétés que 1’on
veut donner au support (solidité, résistance mécanique, flexibilité, stabilité...) afin d’optimiser
ses performances. Le Tableau 3 liste les différents types de polymeres intervenant dans la
fabrication des non-tissés ainsi que le produit brut pour lesquels ils sont utilisés (fibres, résines,
additifs...). Le choix du polymere utilisé pour concevoir les médias filtrants non tissés dépendra
des propriétés que 1’on souhaite conférer au média filtrant, de son procédé de production ainsi
que son domaine d’application. Les polymeéres les plus utilisés dans le procédé de mise en

ceuvre des non-tissés sont le polypropylene, les polyesters et les polyamides.
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Tableau 3. Les différents polymeres utilisés dans la fabrication des non-tissés®

Polymeéres Produit brut
Cellulose Fibre
Polyamide Fibre
Polyesters Fibre
Polyéthylene Fibre
Polypropyléne Fibre
Polyimide Fibre
Polysulfure de phényléne Fibre

Polyacrylonitrile

Fibre, latex, précurseur pour les fibres de carbone

Polyuréthane

Fibre par electrospinning, résine

Polytétrafluoroéthyléne

Fibre, finition, membrane

Phénol-formaldéhyde Résine
Polystyréne Fibres, fibres par electrospinning, résine
Styrene acrylique Résine latex

Styrene-butadiéne

Liant pour latex, revétement pour fibres de filtres a air

Silicone

Composés polyvinyliques
Polyacétate de vinyle
Alcool polyvinylique
Polychlorure de vinyle
Polychlorure de vinylidene

Finition pour impermeabilisation
Fibre et résine

Résine latex
Thermo-assemblage, fibre, résine
Agent ignifugeant, résine latex
Agent ignifugeant, résine

Selon le procédé de mise en ceuvre des structures fibreuses non-tissees, les polymeéres sont
utilisés soit sous forme brute ensuite transformés, ou bien directement utilisés sous forme de
fibres. Il existe un grand nombre de techniques de mise en ceuvre des structures fibreuses non-

tissées a partir de ces polymeres.

I-2-3. Fabrication des non-tissés

Les non-tissés présentent un intérét économique et un cycle de fabrication réduit. Les procédés
de mise en ceuvre sont maintenant bien maitrisés et sont largement utilisés dans 1’industrie de
la filtration. La fabrication des non-tissés est classée selon trois procédes : les procédés par voie
humide, les procédés par voie séche ainsi que les structures composites qui peuvent combiner

plusieurs procédés de fabrication afin d’optimiser les caractéristiques des médias filtrants. Par

13
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voie humide, les toiles se forment en milieu aqueux tandis que par voie seche, les toiles se

forment en milieu aérien.

L’electrospinning permet la fabrication de non-tissés. Pour parvenir a des niveaux de filtration
élevés, la taille des pores des matériaux filtrants doit correspondre a la taille des particules ou
des gouttelettes a capturer. Les nanofibres électrofilées, offrent de nombreuses qualités : une
tres grande surface specifique, une bonne interconnectivité des nanofibres, une permeabilité
élevée et une taille de pores contrélable. Elles ont d’ailleurs largement été utilisees dans les
applications de filtration d’air et de liquide’ (filtres de moteurs, de turbines, filtres & impulsion

pour les systémes de dépoussiérage, filtres pour aspirateurs®).

I-2-4. Electrospinning

L’electrospinning est un procédé de mise en ceuvre des polyméres qui permet, a partir d’une
solution, de fabriquer des structures fibreuses non-tissées, dont la taille des fibres peut atteindre
un diametre variable de I’ordre du nanometre. Le procédé d’electrospinning remonte au tout
début du 20°™ siécle ou la méthode a été brevetée par J. F. Cooley en 19007. En 1934, Anton
Formhals améliora la méthode et un second brevet fut déposé pour la fabrication de
fibres textiles®. Puis en 1936, C. L. Norton décrit dans un nouveau brevet 1’electrospinning a
1’état fondu®. Cette technique a vu son intérét scientifique exploser ces 20 derniéres années en
passant de 9 publications en 2000 a 2898 publications en 2017. Cet intérét s’explique par le fait
que la technique est a la fois simple, économique et reproductible. De plus, elle peut étre
appliquée aussi bien a la recherche académique qu’a la recherche industrielle dans des domaines
variés tels que la filtration, 1’ingénierie tissulaire, le biomédical, 1’industrie pharmaceutique,

agroalimentaire ou textile!*,

I-2-4-1. Dispositif et principe de la technique

Le dispositif d’electrospinning se décline sous de nombreuses versions, aussi bien artisanales
qu’industrielles. Quel que soit le dispositif, il nécessite trois éléments indispensables : un
générateur a haute tension, une seringue surmontée d’une aiguille métallique ainsi qu’un

collecteur conducteur. Le schéma du dispositif est présenté en Figure 5.

14
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Jet
liquide

Fibres
Aiguille

l

Seringue + solution
de polymeére

Générateur HT —»| V Collecteur

R

Figure 5. Schéma de I’electrospinning

Le principe consiste a appliquer une haute tension entre ’aiguille de la seringue contenant une
solution concentrée en polymeére et le collecteur. Ainsi, lorsque la solution de polymére est
éjectée, elle sera soumise au champ électrique généré. L’application de charges ¢lectrostatiques
permet de surmonter les forces de tension de surface des gouttes de polymére en sortie
d’aiguille, ce qui conduit a la déformation de la solution, laquelle prend la forme d’un cone de

Taylor (Figure 6).

Augmentation de la tension (V)

e W

Goutte de polymére T

\ 4

Cone de Taylor A

Fibres de polymeére

Forces electrostatiques Forces electrostatiques

Tension de surface < >
Tension de surface Tension de surface
Cas1l Cas?2 Cas 3

Figure 6. Influence de la tension sur la forme du jet de polymeére

Lorsque le champ électrique est élevé (Figure 6, cas 3), un jet trés fin de polymeére est éjecté
en sortie d’aiguille et 1a forte instabilité subie par le jet entraine son étirement. Il en résulte une
évaporation plus rapide du solvant, conduisant ainsi au dép6t d’un voile de nanofibres

interconnectées sur le collecteur. Simultanément a 1’¢longation du jet et a I’évaporation du

15
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solvant, le diamétre du jet de polymere se réduit considérablement de centaines de micrometres
a, dans certains cas, quelques dizaines de nanometres. Les fibres ainsi obtenues sont
caractérisées également par une porosite élevée, de petites tailles de pores avec une structure
interconnectée, et d’une grande surface spécifique par unité de volume. Cette technique est
particulierement flexible dans le choix des matériaux utilisés mais aussi dans le contrdle de la
géomeétrie de la structure. La Figure 7 expose la large gamme de diametres qu’il est possible
d’obtenir par la technique d’electrospinning en comparaison avec d’autres structures

biologiques ou technologiques.

Pollen
Viruses Bacteria
Hollow fibers
Microfibers
Electrospun fibersl
Carbon nanotubes Hair
0.001 0.01 0.1 1 10 100

Diameter [um]

Figure 7. Comparaison de la gamme des diamétres de fibres réalisables par electrospinning avec
d’autres structures biologiques et technologiques*?

La formation de fibres par electrospinning est gouvernée par différents parametres tels que : la
viscosité de la solution, qui dépend de la concentration et de la masse molaire du polymere, la
conductivité, la tension de surface et la volatilité du solvant. Les paramétres de 1’appareil tels
que la tension appliquée, le débit de la seringue, la distance entre 1’aiguille et le collecteur, le
type de collecteur sont également importants. Enfin, les parametres ambiants tels que la
température et I’humidité peuvent influencer le processus d’electrospinning. Tous ces
paramétres ont une influence et la hiérarchisation de leur optimisation va influencer non
seulement la formation des fibres mais également leur morphologie. Le diametre des fibres
représente le parameétre essentiel en relation directe avec 1’application visée. En effet, plus le
diametre des fibres sera faible, plus les pores du support fibreux seront petits, et plus le mat sera

capable de filtrer des particules de petite taille.
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I-2-4-2. Les parameétres intrinseques de la solution

Malgré I’apparente simplicité de ce principe et sa mise en ceuvre, I’optimisation de ce procédé
s’avére trés complexe en raison du nombre de paramétres intervenant de maniére synergique
ou au contraire de manicre antagoniste lors de la mise en ceuvre. Il s’agit alors d’établir le

meilleur compromis qui permet d’obtenir des fibres de polymeére sans défaut.

La concentration de la solution de polymeére est un parametre primordial pour la fabrication de
nanofibres. Il existe différentes morphologies possibles en fonction de la concentration de la
solution de polymére”!3. Lorsque la concentration est trop faible, la tension de surface est
prédominante et produit, a la place des fibres, des micro voire nanoparticules de polymere
nommeées perles. L’augmentation de la concentration crée une cohésion macromoléculaire entre
les chaines de polymere entrainant 1’augmentation de la viscosité et un allongement des perles.
Dans ce cas, un mélange de fibres et de perles est obtenu, jusqu’a atteindre une concentration
optimale permettant aux fibres de retrouver une bonne morphologie. A des concentrations trop
élevées en polymere, la cohésion macromoléculaire entre les chaines polymeres génére une
viscosité élevée créant des phénomeénes d’instabilité a la pointe de I’aiguille. Du point de vue
de la morphologie, les fibres ne sont plus a une échelle nanométrique et ressemblent a des
« rubans » de forme hélicoidale. La Figure 8 montre 1’évolution de la morphologie des fibres

avec une augmentation croissante de la concentration de la solution de polymere.

Figure 8. Images obtenues par MEB de I’évolution de la morphologie de fibres obtenues par
electrospinning en fonction de la concentration de la solution de polymeére’
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Une augmentation de la concentration de la solution entraine également une augmentation du
diamétre des nanofibres™®°. La concentration est étroitement liée a la viscosité ainsi qu’a la
masse molaire du polymére. Cette relation concentration/viscosité/masse molaire a été étudiee
dans de nombreux cas et pour différents types de polyméres'®?’. La viscosité permet de
déterminer la plage de concentrations a partir de laquelle des fibres continues peuvent étre
obtenues. Pour chaque systéeme étudié, il existe des valeurs de concentration et de viscosité
optimales impactant le processus d’electrospinning et la mise en ceuvre de nanofibres ayant la
morphologie souhaitée. La masse molaire qui refléte I’enchevétrement des chaines de polymere
en solution, a savoir la viscosité, a également un effet considérable sur la morphologie des fibres
électrospinnées. A concentration fixe, un polymére de masse molaire faible aura tendance a
former des perles plutot que des fibres tandis qu’a masse molaire élevée, il favorisera la création
de nanofibres bien définies. Une masse molaire trop importante, en revanche, aura pour effet la

formation de fibres de type ruban.

La conductivité électrique de la solution dépend de la nature du solvant ainsi que du polymeére.
Une augmentation de la conductivité de la solution entraine une diminution du diamétre des
fibres alors qu’une faible conductivité de la solution entraine une mauvaise élongation du jet
de polymere empéchant la formation de fibres homogenes et la création de perles. Ainsi une
haute conductivité de la solution est préférable pour favoriser 1’electrospinning. Dans certains

cas, ’ajout de sels dans la solution est envisageable et améliore également 1’electrospinning?.

L’influence de D’interaction entre la tension de surface et les charges €lectriques sur la
modification de la forme d’un fluide viscoélastique joue également un réle trés important?®, Les
charges électriques sont habituellement portées par les ions, qui peuvent se déplacer a travers
le fluide plus rapidement, plus lentement ou proportionnellement avec le changement de la
forme du fluide. Pour une quantité fixe de fluide, la répulsion coulombienne entre les ions
favorise la création de formes telles qu’un jet, tandis que la tension de surface du fluide favorise
la forme sphérique et une surface spécifique plus faible par unité de masse. Lorsque le champ
électrique est suffisant, les forces électriques agissent en opposition puis surmontent la tension
de surface, et un jet de polymeére est formé. Ainsi, en réduisant la tension de surface il sera
possible de mettre en ceuvre des fibres sans perles. La tension de surface de la solution dépend

principalement du type ou de la composition des solvants utilisés, dans le cas d’un mélange de
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solvants, par exemple. Une tension de surface plus faible peut parfois permettre

I’electrospinning de nanofibres a un champ électrique plus faible?®.

I-2-4-3. Les paramétres de I’appareillage

L’application d’une tension ¢lectrique est indispensable pour qu’un jet de polymere soit formé.
Comme cela a été mentionné précédemment, il est nécessaire que les charges électriques
surmontent la tension de surface. 1l faut donc appliquer une tension électrique minimale appelée
tension seuil pour mettre en route le processus d’electrospinning. Cependant, 1I’impact de la
tension sur la morphologie des fibres reste discutable. L’augmentation de la tension engendre
I’augmentation des forces de répulsion électrostatiques et donc la diminution du diamétre des
fibres!30-34 En effet, une tension plus élevée augmente le champ électrique en raison des
forces coulombiennes plus importantes dans la solution, ce qui provogue un plus grand
étirement du jet. Ces effets entrainent ainsi une réduction du diametre des fibres. Dans certains
cas, I’augmentation de la tension peut faciliter la formation de fibres ayant un diamétre élevé!®>?2

tandis que certains auteurs ne constatent pas d’effet de I’augmentation de la tension %, La

majorité des études montre qu’une tension trop élevée favorise la formation de défauts sous

forme de perles 13,15,21,29,31,32,36-38

Le débit de la solution de polymére dans la seringue, contrdlé par la pompe, peut également
influencer la morphologie des fibres obtenues par electrospinning. Un débit minimum est requis
pour que la solution soit éjectée hors de la seringue. Le diamétre des fibres augmente lorsque
le débit augmente, et ce jusqu’a une valeur critique de débit qui peut engendrer la formation de
défauts sous forme de perles!t303940 En effet, plus le débit est élevé et moins le solvant aura
de temps pour s’évaporer en arrivant sur le collecteur. Le débit peut également dans certains

cas modifier la morphologie de la surface des fibres®°.

De la méme maniere, la distance entre I’aiguille de la seringue et le collecteur affecte la
morphologie des fibres. Plus la distance sera grande (jusqu’a une distance maximale), plus le
solvant contenu dans la solution de polymeére aura le temps de s’évaporer et plus les fibres
déposées sur le collecteur seront homogeénes et de bonne morphologie. Une distance trop courte

ou trop grande tendrait a induire une structure perlée?1.26:3041,
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I-2-4-4. Les paramétres ambiants

La température ou 1’humidité sont des paramétres importants a contrdler lors de la mise en
ceuvre des fibres car la température peut impacter la viscosité de la solution ou 1’évaporation
du solvant. Une température plus élevée entraine une diminution de la viscosité et donc du
diamétre des fibres*2. D’autre part, un taux d’humidité faible peut accélérer le processus
d’évaporation tandis qu’un taux d’humidité ¢levé aura tendance a créer des pores a la surface
des fibres**. C’est pourquoi, pour éliminer une éventuelle influence des paramétres ambiants
sur la morphologie des fibres, il convient de travailler dans une enceinte fermée a température
et humidité constantes et contr6lées en permanence.

Le Tableau 4 montre 1’optimisation de quelques parameétres et leurs effets sur la morphologie

des fibres.

Tableau 4. Influence des conditions d’electrospinning sur la morphologie des fibres*

Parameétres Effet sur la morphologie
Voltage appliqué (entre 15 kV et 30 kV) Diametre des fibres
Débit (entre 0.5 et 3 mL.h?) Diamétre des fibres
Distance aiguille/collecteur (entre 15 et 25 cm) Diametre des fibres
Concentration en polymeére Diametre des fibres
Conductivite de la solution Diamétre des fibres
Génération de pores en surface
des fibres®

- | ] —p |

— | | —p | — —

Volatilité du solvant

I-2-5. Mats fibreux a partir de polyhydroxyalcanoates (PHAS)

Dans le contexte environnemental et économique actuel, les matériaux issus des ressources
renouvelables sont de plus en plus attractifs. Ces matériaux représentent un substitut aux
matériaux issus des ressources pétrolieres. Les recherches portent sur le développement des
polymeres biosourcés selon deux voies : soit par la production directe de polyméres par la
biomasse ou bien par la production de monomeéres issus de la biomasse suivie de leur
polymeérisation ultérieure par voie chimique ou biotechnologique. Les polyhydroxyalcanoates
(PHAS) font partie des biopolymeres obtenus par biotechnologie.

I-2-5-1. Présentation des PHAs
Les poly(3-hydroxyalcanoates) (PHAS) sont une classe de polyesters naturels biodégradables,
biocompatibles et non toxiques, obtenus a partir des bactéries lorsque celles-ci sont soumises a

des carences énergétiques et nutritionnelles®#® (Figure 9). Les PHAs, et plus particulierement
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le poly(3-hydroxybutyrate), a été découvert en 1926 par Maurice Lemoigne en tant que
matériaux de stockage de carbone et d’énergie au sein des cellules bactériennes Bacillus

megatherium et Bacillus mesentericus vulgatis #.

Figure 9. Granules de PHB dans w. eutropha®® (image MET)

A partir de divers substrats, une grande variété de PHAs peut étre synthétisée et ils se
distinguent notamment par la longueur de leurs chaines latérales*. 1l existe les PHAs a chaines
courtes (PHA « Short Chain Length » ou PHAscL), les PHAs a chaines moyennes (PHA
«Medium Chain Length » ou PHAwmcL) et les PHAs a chaines longues PHA «Long Chain
Length » ou PHALcL (Figure 10). Les différences structurelles des PHAs vont influencer les
propriétés thermiques et mécaniques de ces polyesters.
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Figure 10. Les différents types de PHA

Les PHAs a chaines courtes possedent des chaines latérales alkyles ayant 3 a 5 atomes de
carbone. Dans la catégorie des PHAscL on retrouve principalement le poly(3-hydroxybutyrate)

(PHB) et les copolymeres poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalérate) (PHBHYV). Ce sont
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des polymeres cristallins, plut6t rigides et cassants ayant une température de fusion elevée (160-

180 °C) et une température de transition vitreuse basse (entre -5 et 0 °C).

Les PHAs a chaines moyennes (PHAwmcL) possedent de 6 a 14 atomes de carbone sur leurs
chaines latérales. Les PHAMmcL sont quant & eux des élastomeres thermoplastiques ayant une
faible cristallinité ainsi qu’une faible résistance a la traction avec un allongement a la rupture
élevé. Les PHAs a longues chaines (PHALcL) sont composés de plus de 14 atomes de carbone

sur leurs chaines latérales.

I-2-5-2. Electrospinning des PHAS

Grace a leur biocompatibilité et a leur biodégradabilité, les PHAs se sont avérés étre
d’excellents candidats pour des applications médicales, notamment dans les dispositifs
biomédicaux, les systemes de transport de médicaments ou les supports pour
I’ingénierie tissulaire®*>°. En effet dans le domaine de 1’ingénierie tissulaire, les PHAs peuvent
étre utilisés pour la fabrication de supports de remplacement de la matrice extracellulaire
naturelle. Lorsque les tissus sont dégradés, ces biomatériaux présentent un environnement idéal
pour que les cellules-hdtes se réorganisent, se développent et resynthétisent une nouvelle
matrice naturelle. Les biomatériaux, préparés par electrospinning, présentent une structure

poreuse favorable a I’adhésion et la prolifération cellulaire.

Une liste non exhaustive de 1’utilisation des PHAs pour la technique d’electrospinning est
présentée dans le Tableau4. Le PHB et le PHBHV sont largement utilisés pour
I’electrospinning des PHA et particulierement pour les applications telles que I’ingénierie
tissulaire et ’emballage alimentaire. L’intérét d’electrospinner des PHAs pour 1’ingénierie
tissulaire est de pouvoir obtenir des structures biocompatibles avec une porosité et une taille de
pore variables. En effet, la régénération des tissus est dépendante de ces deux paramétres. Une
grande surface favorisera I’attachement et la prolifération des cellules, alors qu’un grand
volume poreux sera nécessaire pour accommoder et fournir une masse cellulaire suffisante,
essentielle a la réparation des tissus. La porosité et I’interconnectivité sont également
essentielles a la diffusion des nutriments et des gaz ainsi qu’a I’élimination des déchets
métaboliques résultant de I’activité cellulaire®. Le Tableau 4 montre que peu de travaux
récents sont consacrés a I’étude de I’electrospinning des PHAs pour des applications de

filtration de maniére générale®’ 8. Dans notre cas, la technique d’electrospinning permettra la
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création de supports fibreux filtrant qui intégreront des composés antibactériens destinés a la

filtration des aérosols bactériens.

Tableau 5. Liste non exhaustive des différents PHAs mis en forme par
electrospinning et leurs applications

Types de PHA Applications

Filtration de I’eau®’, administration de

médicaments®®, emballage

PHBIPHBHV alimentaire®®-%* ingénierie tissulaire®>-
74 matériau fonctionnel”
Mats fibreux composites’®, systéme
P(3HB-co-4HB) d’administration de médicaments’’,
applications biomédicales’®
P(3HB)/P(3HB-4HB-3HV) Ingénierie tissulaire™
PHHx Pansements®
PHBHHx/PHOU Ingénierie tissulaire’?"481

Copolymere PHA a partir de o o
] o Applications biomédicales®
glycérol et acide Iévulinique

PHA Membranes de filtration®®

1-3. Les filtres non-tissés antibactériens

Les filtres ou les masques de protection ne sont pas naturellement antibactériens. Néanmoins,
de part leur structure fibreuse aléatoire, interconnectée et poreuse, ils permettent le piégeage
des bio-aérosols de type bactérien. Dans certains cas, il est possible d’ajouter des agents
antibactériens afin de protéger le filtre en inhibant la croissance bactérienne ou d’empécher leur
migration dans le filtre. Le composé antibactérien peut étre appliqué soit sur la fibre brute, soit
incorporé au matériau final. Dans un premier temps, nous présenterons succinctement les
differents types de composés antibactériens et ensuite nous discuterons de 1’utilisation de
certains ou de certaines catégories de composés, notamment les huiles essentielles, dans la

modification des masques de protection existants.
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I-3-1. Les composés antibactériens
Il existe un grand nombre de composés dont les propriétés antibactériennes sont averées. De
maniere générale, les composés sont classés selon deux catégories : d’une part les composés

organiques et de I’autre les composés inorganiques.

La catégorie des composes inorganiques regroupe les particules métalliques et les céramiques.
Entrent dans cette catégorie, les particules d’argent, les oxydes de cuivre, de zinc, de
magnésium, de titane et de fer ou encore les oxydes de calcium. Il faut y ajouter la
montmorillonite et I’hydroxyapatite. Toutes ces particules présentent une aptitude importante a
lutter contre une multitude de bactéries, de virus et de champignons . Cependant, certains de
ces composés ne pourront pas étre exploités dans le cadre de cette étude car ils ne sont pas
adaptés a I’application envisagée. L utilisation de nanoparticules métalliques présente un risque

sanitaire important puisqu’elles sont susceptibles d’étre inhalées.

Les composés organiques regroupent tous les produits issus de la synthese chimique tels que
les antibiotiques ou les polymeres de synthese, mais également les produits d’origine naturelle
comme la plupart des antibiotiques, les peptides, les polymeres biosourcés et les huiles
essentielles.

Les peptides antimicrobiens regroupent un vaste ensemble de molécules, diverses et variées,
isolées de divers organismes animaux et végétaux, qui sont produites par de nombreux types
cellulaires. lls constituent la premiere ligne de défense naturelle de tous les organismes contre

les invasions pathogénes®*.

Les polymeres bactéricides incluent notamment les polymeres possédant des groupements
ammoniums quaternaires, les polymeres contenant de la guanidine, ceux mimant les peptides
naturels, les polymeres halogénés ainsi que les polymeres contenant des dérivés phosphates et
sulfates®®. Le chitosane, polymére biosourcé, possede également des propriétés antibactériennes

avérées 83887 Nous focaliserons notre étude sur les huiles essentielles.
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I-3-2. Les filtres antibactériens existants

Bien que la littérature se soit largement intéressée aux filtres antibactériens de maniére globale,
relativement peu de travaux recensent les filtres antibactériens non-tissés et leur utilisation pour
la filtration de I’air ou des aérosols. Il existe principalement deux méthodes pour créer ou rendre
un filtre antibactérien : I’electrospinning sur un support fibreux non-tissé commercial et la
modification chimique du support fibreux non tissé. Une liste non exhaustive des travaux
recenses sur les filtres antibactériens est présentée dans le Tableau 6, ainsi que le type de
polymeére utilisé, le support utilisé¢ s’il y a, I’agent antibactérien ainsi que la méthode

d’incorporation et enfin les applications potentielles.

La méthode la plus répandue est 1’electrospinning de nanofibres de polymeéres incorporant des
nanoparticules a caractére antibactérien avec ou sans la présence de supports non-fibreux
commerciaux. En effet, beaucoup de travaux décrivent les trés bonnes propriétés
antibactériennes de filtres & base de nanofibres de PVC®, acétate de cellulose, polyacrylonitrile
(PAN)®22 de poly(méthacrylate de méthyle)®®, polyuréthane®, PVA®? ou encore de
polyamide®~% incorporant des particules d’argent. On retrouve néanmoins trés peu de travaux
sur 1’élaboration de filtres antibactériens a partir de PHA®. L’autre méthode regroupe donc
toute modification chimique (adsorption, imprégnation, pulvérisation, greffage, layer by layer,

...) qui intervient pendant ou aprés la mise en ceuvre industrielle des filtres!®122,

Plusieurs brevets déposés décrivent la fabrication ou la modification de masques de protection
respiratoire ayant une double action : filtrante et antibactérienne/antivirale. Pour y parvenir, de
nombreuses techniques sont utilisées : soit 1’ajout de certains composés comme la
chlorhexidine, la chlorine ou bien un halogéne antiseptique'?, soit I’imprégnation du masque
dans de la cellulose greffée préalablement avec du styréne sulfonate'?*, soit I’imprégnation dans
des polyméres de types ammonium!?-127 soit encore le traitement de masque de type FFP2 a

I’aide d’acides et de bases qui les rendent antibactériens!?8:129,

D’autres auteurs font état de masques aux propriétés antibactériennes et/ou antivirales, grace a
I’usage de produits naturels issus des plantes et plus particulierement issus de la graminée
Sasa'® ou du thé (polyphénol, catéchines et théaflavines)**1**2, Etant donné I’abondance de
molécules issues des huiles essentielles, et connaissant leurs propriétés antibactériennes

avérees, il serait intéressant de se tourner vers ce type de molécules pour 1’amélioration des
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masques de protection, plus précisément par I’encapsulation et I’incorporation dans les masques

de protection ou par la fonctionnalisation de surface a I’aide de ces molécules.
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Tableau 6. Liste non exhaustive des différents types de filtres antibactériens

Polymeére(s) Agent antibactérien Meéthode Incorporation Applications

Acétate de Cellulose

PAN Filtre antibactérien®®, filtration des
PVC ' o Dispersion ou génération aérosols®®°, filtre a air/eau®-%,
Nanoparticules d’argent Electrospinning o ) ) o o
PA 6 in-situ des nanoparticules  protection respiratoire®®, biomédical®>®’,
PU antifouling®
PMMA
PVA Particules d’argent + chitosan ou o Dispersion ou .
o Electrospinning _ o Filtre & air/eau®®?
PAN amidoxime fonctionnalisation

Nanoparticules d’argent + cendres ou o ) ) , _ o
PU _ Electrospinning ~ Dispersion Epuration de ’eau®, filtre a air®
charbon actif

Nanoparticules Ag/Cu ou AgO/CuO Greffage de dendrimeres , )
PET _ ' o o Epuration de I’eau01%4
Encapsulation de nanoparticules d’argent Non-tisse Imprégnation .
Polyester ) o ) Filtre & air'®
avec des polyélectrolytes anioniques Méthode « layer by layer »
PP/PLA
PP , . . . . , .
. ) o ) ) Matériaux filtrants bioactifs, équipements
PP/PE Silicate de cuivre Non-tissé Dispersion o
sanitaires!'?
PHA
PLA
PAN Hypochlorite de calcium Electrospinning Dispersion Filtre & eau'®
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PLA Nanoparticules de TiO> Electrospinning  Dispersion Filtre & air, protection respiratoire®**
Dispersion
PVP _ o o Filtre a air’®H8135 Filtration des
Extrait de plantes o Neébulisation/pulvérisation/ ) o
PET Electrospinning, . aérosols!®2t’ protection respiratoire
) _ electrospraying sur support
PP ) ) filtre ou non tissé
Extrait de plantes et nanoparticules ) ) L
PU _ Imprégnation Filtre & air'®’
ZnO/TiO2
Imprégnation/pulvérisation
PP/PET Triclosan Non-tissé microsphéres de PLA Filtre & air, protection respiratoire®®
contenant le triclosan
1-chloro-2,2,5,5-tetramethyl-4- o o Protection respiratoire, vétements de
PP o o Non-tissé Impregnation ) L
imidazolidinone protection et filtre a air®®
PVA Chitosan Membrane Séparation de phases Filtre & air '
PP Liquide ionique Non-tissé Photogreffage en surface Epuration de I’eau®
PLA/PHB Liquide ionique Electrospinning Dispersion Filtration des aérosols'®
Filtres a air, protection respiratoire,
Polyélectrolytes anionique et cationique de o produits hygiéniques et emballage
PP Non-tissé Layer by layer

N-halamine

alimentaire!1®
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Support poreux en

PP Alkylammonium Non-tissé bioperlite contenant le Protection respiratoire!!!
biocide
o o o Lors de la mise en ceuvre ] o
PP Tensioactifs Gémini Non-tissé o Protection respiratoire®
des non-tisses
] Filtres, emballage alimentaire, produits
Homopolymére d’Acétate de N-halamine o o o _ )
PLA _ Non-tissé Imprégnation hygiéniques, lingettes et textile
ou N-halamine o o )
médical*!®, filtration des aérosols!??
PVA Argile/Séricine Electrospinning  Dispersion Protection respiratoire!®
S Papier, bandage a  Fonctionnalisation de o o
Cellulose Chlorhexidine digluconate o Applications médicales®
usage médical surface
PP
PP/PAN Biocides industriels et nanoparticules o o ) o
_ _ Non-tissé Non renseigné Protection respiratoire!!3
PP/fibres acryliques  d’argent
Polyesters
Filtre a sable de . . _ L , '
Chlorure de chitosan et oxyde de graphéne  Filtre Imprégnation Epuration de 1’eau’?°

quartz
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1-3-3. Utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) constituent un réservoir extrémement riche de molécules
antimicrobiennes. Si I’activité bactéricide de ces huiles est connue depuis I’antiquité, leur étude
s’est intensifiée depuis une vingtaine d’années. Le nombre de publications consacrées a leurs
compositions, leurs propriétés biologiques et la diversité de leurs composés ne cessent

également de croitre depuis plusieurs années.

La commission de la pharmacopée européenne définit 1’huile essentielle comme étant «un
produit odorant, généralement de composition complexe obtenue a partir d’une matiére
premicre végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par
distillation séche (Figure 11), soit par un procédé mécanique propre, sans chauffage. L huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique n’entrainant
pas de changement significatif dans sa composition » 137, Cette définition est proche de celle de
la norme 1SO 9235:2013 1%,
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‘ chargée
‘ d’H.E.
huile
essentielle

i | [

| J 2

! - "',' l 1 hydrosol
I p“nt’s i eau ¢ - //‘,_],)

froide

A\ /o e
N\ i

vapeur d’eau

4

-~

Figure 11. Extraction des huiles essentielles par hydrodistillation!3®

I-3-3-1. Composition chimique

La composition chimique est complexe et varie d’une huile essentielle a une autre. Elle dépend
notamment du lieu, de la période de récolte, du stade de développement des plantes et des
organes prélevés (fleurs, bourgeons, graines, feuilles, brindilles, écorces, bois, fruits, racines).
Malgré cette extréme diversité, les composants actifs sont les terpénes et les composés
phénoliques présents en grande quantité dans les extraits végétaux et dans les HE 414 mais
il est également possible d’y retrouver une variété d’esters, d’aldéhydes, de cétones, d’acides
et d’alcools. Les huiles essentielles les plus étudiées ainsi que leurs compositions respectives

sont présentées dans le Tableau 7.

Tableau 7. Différentes huiles essentielles et leurs constituants principaux
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Plantes

Constituants principaux

Références

Cannelle

Cinnamaldéhyde (65 a 76 %)
Coumarine (10.6 %)
Alcool Cinnamique (3 %)

84,141,145,146

Citronnelle

Citral A (37.8 245.7 %)
Citral B (33.2 %)
Myrcéne (3.9 %)

141,147

Thym

Thymol (10 a 64 %)
Carvacrol (2 a 11 %)
y-terpinene (2 a 31 %)
p-Cymeéne (17 %)

84,141,146,147
148

149,150
151,152

Menthe poivrée

p-menthone (19.5 %)
Menthol (63.5 %)

141

Arbre a thé

y-terpinene (17.7 %)
Terpinen-4-ol (42.5 %)

141

Coriandre (graines)

Linalol (73.2 %)

84,141,145,153

Coriandre
(Feuilles immatures)

Linalol (26 %)
(E)-2 -décanal (20 %)

84,141,145,153

Lavande (aspic)

1,8-cinéole (23.7 %)
Linalol (46.3 %)
Camphre (17.1 %)

141

Lavande (officinale)

Linalol (30.1 %)
Acétate de linalyle (36.6 %)

141

a-pinéne (2 a 25 %)
1,8-cinéole (23.5 %)

. 84,141,151,154,155
Romarin Camphre (2 a 20 %)
Acétate de bornyle (0 a 17 %)
1,8-cinéole (74.3%) 141
Eucalyptus a-terpinéole (10.3%)
Citron Limonéne (83.1 %) 141
Carvacrol (1 a 80%) 84,145,156,157
Origan Thymol (1 & 64 %) 158,159
y-terpinene (2 a 52 %) 160,161
p-cymeéne (traces & 52 %) 151,162,163
Camphre (6 a 15 %)
a-pinene (4 a 5 %)
Sauge B-pinéne (2 a 10 %) 84,163
1,8-cinéole (6 a 14 %)
a-thujone (20 a 42 %)
Eugénol (64 a 85 %)
84,147,164

Clou de girofle

Acétate d’eugényle (8 a 17 %)
Caryophyllene (14.5 %)

Dans ce tableau non exhaustif, les constituants que 1’on retrouve le plus fréquemment dans les

huiles essentielles sont : le linalol, le 1-8 cinéole (ou eucalyptol), le y-terpinéne, le camphre, le

carvacrol, le limonene, le thymol et I’a-pinéne. Les valeurs consignees dans le Tableau 7

illustrent la diversité de composition des différentes HE. En effet, si les molécules sont
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communes, les proportions massiques différent d’une plante a une autre ce qui complexifie

’utilisation de ces mélanges.

Ces constituants sont, d’apres les études, ceux qui conférent aux huiles essentielles leur pouvoir
antibactérien. Il est possible de classer ces composés selon deux catégories (Tableau 8) : les
composés phénoliques et les composés terpéniques. lls peuvent étre utilisés sous leur forme
pure dans de nombreux domaines comme 1’industrie alimentaire, la cosmétique, la parfumerie
ou la medecine. De nombreux travaux ont notamment été menés sur les propriétés

antibactériennes, antifongiques, antivirales et antioxydantes 140-144.165-171

Tableau 8. Les constituants principaux des huiles essentielles

Composés phénoliques

carvacrol thymol

Composés Terpéniques

Tokg

linalol 1-8 cinéole y-terpinene camphre limonéne a-pinéne

/

1-3-3-2. Modes d’action

Le mode d’action des HE et/ou de leurs constituants est complexe et varie notamment selon le
type de bactérie ciblée (Gram + ou Gram -). De maniére générale, le mode d’action des agents
antibactériens sur les bactéries intervient en plusieurs étapes : la dégradation de la paroi
cellulaire, la coagulation du cytoplasme, la détérioration de la membrane cytoplasmique et des
protéines membranaires ces derniéres créant I’augmentation de la perméabilité de la membrane
menant a la fuite du contenu des cellules, la réduction de la force motrice des protons, un
changement intracellulaire du « groupement » Adenosine triphosphate (ATP) via une synthése
réduite, et I’augmentation de 1’hydrolyse de I’ATP, ce qui accroit la perméabilité membranaire
et réduit grandement le potentiel de la membrane ou méne éventuellement & la mort cellulaire®
(Figure 12).
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Figure 12. Mode d’action des huiles essentielles sur une cellule bactériennel4172

Les mécanismes d’action des huiles essentielles different selon leur composition chimique et
celle de leurs constituants. Par exemple, le thymol et le carvacrol, isomeres de position, ont tous
les deux des propriétés antibactériennes'’. Mais malgré leurs structures trés proches, ils
présentent des mécanismes d’action différents contre les Gram + et Gram —. Les phénols et
terpenes font partie des molécules ayant les meilleures propriétés antibactériennes. Ces
molécules a large spectre sont utiles pour lutter contre de nombreuses

infections bactériennes!’®,

1-3-3-3. Quantification de ’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des huiles essentielles et de leurs constituants est évaluée par le calcul
de la Concentration Minimale Inhibitrice (MIC) et la Concentration Minimale Bactéricide
(MBC). La MIC est définie comme la concentration la plus basse d’un antimicrobien permettant
d’inhiber la croissance d’un microorganisme aprés une nuit d’incubation'’*. Tandis que la MBC
est la concentration la plus faible qui permet de tuer 99.9 % des bactéries en 24h'#. Le calcul
de la MIC est plus fréquemment rapporté dans la littérature. Cependant, il est important de
signaler que ces valeurs peuvent varier et sont difficiles a comparer en raison de la différence
de méthodologie dans le calcul des concentrations ou des tests antibactériens. Il existe d’autres
tests comme les tests antibactériens par dilution, par diffusion ou par étude
bioautographique 4°17°, De plus, on peut supposer que les différences observées peuvent étre
inhérentes a une hétérogénéité de composition de I’HE étudiée, comme cela a été mentionné
précedemment. Les valeurs des MIC pour une bactérie Gram — (E. coli) et Gram + (S. aureus)

pour plusieurs HE regroupées dans le Tableau 9 illustrent ces divergences.
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Tableau 9. Valeurs des MIC de plusieurs huiles essentielles

HE MIC (E. coli)  MIC (S. aureus) Unités Références
Cannelle >1.6 3.2 g.L? 147
Citronnelle 0.06 0.06 % v/v 145,165
0.12 0.25 % viv 165
Thym 0.045-0.125 0.02-0.25 % viv 145
0.001 0.0005 g.L? 176
0.5 1 % ViV 165
Menthe poivrée 0.0025 0.002 g.L? 176
0.25 05 % viv 165
Arbre a thé 0.25->8 0.06-4 % viv 145
Coriandre 0.23 0.4 % viv 153
L avande 0.5-0.25 1 % viv 165
0.006 0.005 g.L? 176
>6.4 >12.8 g.L? 147
Romarin 1 1 % viv 165
0.45->1 0.04-1 % v/v 145
Eucalyptus 0.27 0.23 % viv 153
>6.4 >12.8 g.L? 147
Citron 0.0075 0.006 g.L? 176
>2 >2 % v/v 165
>12.8 >12.8 g.L? 147
0.05-0.12 0.05-0.12 % viv 145
Origan 0.12 0.12 % viv 165
0.575 1.648 g.L? 177
0.0005 0.00025 g.L? 176
0.5 1 % viv 165
Sauge 0.35-0.5 0.075-1 % vIv 145
0.007 0.006 g.L? 176
>1.6 >6.4 g.L? iy
Clou de girofle  0.25 0.25 % viv 165
0.04-0.25 0.04-0.25 % viv 145

Les HE sont bactéricides pour des concentrations relativement faibles ce qui en font des
molécules particulierement intéressantes. De plus, les différences observées nous conduisent a
envisager dans le cadre de notre travail ’utilisation de molécules simples extraites des HE et
non pas le mélange complexe que constitue I’HE. Au demeurant, ces molécules présentent
néanmoins certains désavantages comme leur mauvaise solubilité en phase aqueuse ou leur
volatilité. L’utilisation de ce type de molécules dans notre application nécessite de développer
un procédé d’immobilisation pour leur apporter une certaine protection physique et chimique
tout en permettant leur libération contrélée au cours du temps. Il est donc nécessaire de les
encapsuler afin de former des complexes d’inclusion «hote/invité ». La cyclodextrine sera

utilisée pour cette raison.
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I-3-4. Encapsulation des molécules issues des huiles essentielles

I-3-4-1. Généralités sur les cyclodextrines

Les cyclodextrines (CD) font partie de la famille des oligosaccharides cycliques et sont
constituees de 6 (a-cyclodextrine), 7 (B-cyclodextrine) ou 8 (y-cyclodextrine) sous-unités
glucopyranose selon le type de cyclodextrine, reliées entre elles par des liaisons a-(1,4)
(Figure 13). Ce sont des molécules-cages naturelles issues de la dégradation enzymatique de
I’amidon qui présentent une forme de cone tronqué. Les CD posseédent une cavité hydrophobe
et une enveloppe hydrophile. Le Tableau 10 présente les caractéristiques physico-chimiques
des différentes CD.

Cavité apolaire

Face primaire

Figure 13. Les différents types de cyclodextrines

Tableau 10. Caractéristiques des principales CD : a, B, v *"®

Cyclodextrine a-CD p-CD y-CD
Masse molaire (g.mol™?) 972 1135 1297
Solubilité dans I’eau (g/100 mL) 14.5 1.85 23.2
Hauteur de la cavité (A) 7.9 7.9 7.9
Diamétre interne (A) 4753 6.0-65 7.5-8.3
Diamétre externe (A) 14.6 15.4 17.5

Ces molécules sont utilisées pour améliorer la biodisponibilité en augmentant la solubilisation

et/ou la dissolution via I’inclusion de composés insolubles dans I’eau, au sein de leurs cavités

36




Chapitre | : Etude bibliographique

hydrophobes, grace a la création de complexes d’inclusion «hdte/invité». L’encapsulation
améliore la stabilité des composés hydrophobes et diminue la toxicité en créant un composé
efficace a faible dose!’®. De plus, ces composés restent stables face a I’oxydation, la lumiére
visible, les UV ainsi qu’a la chaleur®®. Il existe également des dérivés de la B-cyclodextrine
obtenus par modification d’une ou plusicurs fonctions hydroxyle (Tableau 11). Par exemple,
la 2-hydroxypropyle-p-cyclodextrine (HP-B-CD), est une B-CD qui présente une
hydrosolubilité élevée (500 g.L™1)!8L. Comparée a la B-CD, I’HP-B-CD posséde une faible
toxicité et une capacité d’inclusion intéressante. Les dérivés méthyles de B-cyclodextrine (M-

B-CD) posseéde une solubilité encore plus élevée de 700 g.L* 182,

R
RQ ORrR
OR
D
D OR OR
R(
b R
RO RO
R R
0 (8]

Tableau 11. Structure chimique de la B-CD et de ses dérives

Cyclodextrine R
B-CD H
HP-B-CD H, CH.CHOHCH3
M-B-CD H, CHs

La modification chimique de la CD permet de modifier sa solubilité qui est un frein dans
I’utilisation des CD natives. Selon la modification chimique, le degré de substitution varie, ce
qui modifie également les capacités d’encapsulation. La création de complexes « hote/invité »

va permettre dans notre cas, I’encapsulation des molécules naturelles antibactériennes.

1-3-4-2. Choix des molécules pour I’encapsulation

L’une des stratégies envisagees consiste a encapsuler les molécules bioactives antibactériennes
dans la CD. La sélection s’est orientée vers les constituants principaux extraits des huiles
essentielles, notamment les terpenes et les composés phénoliques, en raison de ’application

visée. En effet, les molécules vont étre utilisées dans la conception de structures fibreuses
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filtrantes pour les masques de protection respiratoire. Ces molécules doivent donc respecter
certains critéres comme par exemple :

- Le caractére antibactérien

- Lanon-toxicité pour respecter les exigences sanitaires

- L’adéquation entre la taille de la cavité de la CD et celle de la molécule a encapsuler

pour assurer 1’encapsulation de la molécule dans la cyclodextrine

La premiére étape a été de sélectionner les différents composés en fonction de leurs propriétés
antibactériennes avérées mais également en fonction de leur structure chimique (terpénes
oxygenés ou phénols). Ces deux premiers criteres nous amenent a selectionner dans un premier
temps 15 composés : I’acide gallique, 1’acide tannique, le B-pinéne, le carvacrol, la catéchine,
le curcumin, ’eugénol, le géraniol, le limonéne, le linalol, le nérol et le thymol. A titre de
comparaison, nous avons élargi notre recherche bibliographique a trois autres composants : le
triclosan (un biocide), le lysozyme (une enzyme), et la nisine (un peptide), qui possédent tous
des propriétes antibactériennes intéressantes. Le triclosan a rapidement été éliminé en raison

d’une toxicité reconnuel®.

La deuxieme étape de sélection des composants intéressants pour la suite de notre étude a été
de réaliser 1’¢état de I’art, afin de recenser le nombre d’articles se rapportant a 1’encapsulation
des molécules sélectionnées dans la cyclodextrine. Le nérol, non répertorié dans la littérature a
donc été éliminé de la sélection. Tandis que I’acide tannique, le lysozyme et la nisine ont été
éliminés en raison de leur taille non adaptée avec la cage de cyclodextrine. L’acide tannique
posséde cependant des propriétés intéressantes et reste une molécule d’intérét. Elle sera utilisée
dans le chapitre 4 et plus particulierement dans la fonctionnalisation des structures fibreuses

commerciales en PP. Cette étape de sélection nous a donc permis de ne retenir que 10 composés.

Parmi ces 10 composés nous avons choisi 5 composés : 1’acide gallique, le carvacrol, I’eugénol,
le géraniol et le linalol. Les formules chimiques de ces composés sont présentées dans le
Tableau 12. Les propriétés antibactériennes in vitro de ces molécules seront quantifiées dans

le chapitre 2.
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Tableau 12. Structures chimiques des composés retenus pour notre étude

Composés phénoliques

O_OH
OH ?[r
OCH, HO T OH
OH

Eugénol Carvacrol Acide gallique

Composés terpéniques

CHj HsC OH
S QH |
CH,
\ \
HyC™ “CHy HiC” “CHs
Géraniol Linalol

I-3-4-3. Caractéristiques physico-chimiques des complexes d’inclusion a base

de cyclodextrine
L’inclusion d’une molécule invitée dans une cavité de CD consiste principalement a substituer
des molécules d’eau présentes dans la cavité de la CD par des molécules invitées moins polaires.
Le processus est énergiquement favorisé par les interactions entre la molécule et la cavité
hydrophobe solvatée de I’hote. Les forces de Van der Waals, les interactions hydrophobes et
les liaisons hydrogene permettent de maintenir la molécule invitée dans la molécule hote.
Toutefois, les complexes peuvent facilement se dissocier en solution aqueuse et les molécules
hotes libres rester en équilibre avec les molécules invitées au sein de la cavité de la CD. En
solution aqueuse, la formation du complexe d’inclusion est un processus d’équilibre dynamique
qui peut étre décrit par I’équation (1). Pour un complexe de steechiométrie 1:1, la constante

d’équilibre Kmi pour la formation du complexe d’inclusion est donnée par 1’équation (2).

kg
nMI +mCD_ [ML,:CDy,] Eq (1)
kq
[MI,: CD,,]
= — Eq (2
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Avec :
- metn les coefficients stoechiométriques
- Ml lamolécule invitée
- [MlIn : CDm] la concentration en complexe d’inclusion
- ks : constante de formation

- kd : constante de dissociation

Diverses méthodes d’analyses sont décrites dans la littérature pour déterminer les constantes
d’association et la steechiométrie des complexes. Elles reposent souvent sur la variation de
certains parametres physico-chimiques des molécules invitées, libres et complexées. Les
modifications spectrales (UV-visible!’®181183 déplacements chimiques en RMN H 184186
spectroscopie de fluorescence!®8) la chromatographie®!87188 les méthodes de
solubilite!78179186.189.190 153 calorimétrie'®, sont les méthodes parmi les plus couramment
utilisées. Le Tableau 13 indique les différentes valeurs référencées dans la bibliographie pour
I’efficacité d’encapsulation, les constantes d’inclusion, en fonction des différents types

d’inclusion et différents types de molécules.
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Tableau 13. Valeurs de ’efficacité d’encapsulation, des constantes d’inclusion pour différents types de
complexes d’inclusion

Typede  Méthode de

Molécule cD complexation EE (%) K (M1) Références
B-CD n.r n.r 105, 124! (Gallate de propyle) 178
Acide B-CD n.r n.r 193, 200! (Gallate de butyle) 178
gallique B-CD n.r n.r 41 (pH3), 71 (pH5) 181
HP-B-CD n.r n.r 90 181
M-B-CD n.r n.r 37 181
HP-B-CD SD? 89.2 n.r 191
a-CD SD 43.6 n.r 185
a-CD FD3 82.0 350, 94 183,192
Eugénol B-CD SD 50.0 n.r 185
B-CD FD 94.0 264-462 183,192-194
v-CD SD 51.0 n.r 185
HP--CD FD 99.0 436-462 183,192.194
a-CD SD 20.0 n.r 185
B-CD SD 80.0 n.r 185
B-CD FD 9013+04 -
Carvacrol B-CD KN* 83.8+29
v-CD SD 70.0 n.r 185
HP-B-CD FD 837+11 o -
HP-B-CD KN 78.1x1.2
Géraniol HP-B-CD FD 85.1+2.8 712, 1064, 1320! 187
Linalol HP-B-CD FD 90.3£0.9 596, 1260, 1500* 187

1Selon la méthode utilisée 2Méthode « Spray-drying» ou « atomisation » *Méthode « Freeze-drying » ou
« lyophilisation » “Méthode « Kneading » ou « malaxage » n.r : non renseigné

Il est & noter que certaines valeurs du tableau ne peuvent étre trouvees dans la littérature et ne
sont donc pas renseignées (n.r). Comme mentionné dans les travaux de Kfoury et al., les valeurs
des constantes d’inclusion comprises entre 200 et 2000 M sont caractéristiques des complexes
d’inclusion de type 1:1'87, d’autres travaux indiquent qu’une valeur située entre 100 et 1000 M-
! est considérée comme idéale!®®. D’autre part, les valeurs comprises entre 200 et 10 000 M
sont des valeurs appropriées pour I’encapsulation de médicament dans la cyclodextrine et
permettent un relargage controlé au cours du temps®”19:1%_Pplys particuliérement, on peut
remarquer les faibles valeurs pour I’encapsulation de I’acide gallique (37, 41, 71, 90).
Néanmoins, la publication confirme bien la formation de complexes d’inclusion avec un ratio
(1:1) et il est également souligné que d’autres études ont confirmé I’obtention de résultats

thermodynamiques similaires ainsi que des méthodes d’encapsulation analogues®®!.

1-3-4-4. Propriétés antibactériennes des complexes d’inclusion
Avant de répertorier les propriétés antibactériennes pour les complexes d’inclusion

précédemment cités, il est important d’étudier les propriétés antibactériennes pour les composés
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seuls. Comme il a été défini précédemment, ’activité antibactérienne de ces composés est
déterminée dans la littérature en calculant la MIC. Le Tableau 14 indique les MIC pour les

différents composes sélectionnés contre les souches E. coli et S. aureus.

Tableau 14. Valeurs des MIC des différents composés contre une souche
de type Gram — et Gram +

Molécule MICE. coli (g.L'l) MICs. aureus (g.L'l)

Eugénol 0.8 - 383,147,197,198,199 0.02 - 0.983,147,199
Carvacrol 0.12 _583,147,176,200,201 0.12 - 1.2583,147,176,200,201
Géraniol 0.312 — 2.583,142,202,83 0.312 - 583,142,202,203
Linalol 1.471° 0.18%°

Acide gallique n.r. 1.024%%

Acide tannique n.r. 0.128-0.5122%

Certaines valeurs de MIC, notamment pour 1’acide gallique (contre E. coli) ne sont pas
répertoriées (n.r.) dans la littérature. On note egalement que les valeurs selon les souches sont
assez variables d’une publication a une autre. Le Tableau 15, quant a lui, répertorie les valeurs
MIC et MBC du carvacrol et des complexes d’inclusion cyclodextrine/carvacrol pour différents

types de souches.

Tableau 15. Valeurs des MIC et MBC pour le carvacrol et les complexes d’inclusion contre différents
types de souches

Souche C,c.>mple>‘<es Méthode de MIC (g.L 1) MBC (g.L!) Références
d’inclusion complexation
Carvacrol - 1 >1
Carvacrol/p-CD FD? 0.35 0.75 189

E. coli Carvacrol/B-CD KN?2 0.35 0.75
Carvacrol/HP-B-CD FD 0.4 0.75 179
Carvacrol/HP-B-CD KN 0.3 0.6
Carvacrol - 1.1 1.1

salmonella Carvacrol/B-CD FD 0.35 0.8 189

Tvohimurium Carvacrol/B-CD KN 0.35 0.8

yp Carvacrol/HP-B-CD  FD 0.4 0.6 -
Carvacrol/HP-B-CD KN 0.3 0.9

!Méthode « Freeze-drying » ou « lyophilisation », 2Méthode « Kneading » ou « malaxage »

Les valeurs des concentrations inhibitrices et bactéricides pour les différents complexes (acide
tannique, acide gallique, eugénol, carvacrol, linalol), ne sont pas disponibles dans la littérature,
on ne peut donc pas les comparer avec les concentrations inhibitrices des produits purs.
Néanmoins, en regardant le carvacrol, on observe une augmentation nette de l’activité
antibactérienne lorsque celui-ci est encapsulé dans la cyclodextrine, due a une amélioration de

de la solubilité du carvacrol dans ’eau.
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Conclusion

Cette étude bibliographique a permis de décrire les technologies existantes en matiere de
protection respiratoire, les structures fibreuses non-tissées qui les composent, ainsi que leurs
méthodes de mise en ceuvre. Les différents agents antibactériens existants ont également été
succinctement présentés, notamment ceux extraits des huiles essentielles choisis selon des
critéres stricts. L’acide gallique, le carvacrol, 1’eugénol, le géraniol et le linalol ont donc été
retenus et leurs propriétés antibactériennes seront mesurées grace a une étude microbiologique
dans le chapitre 2. Le composé possédant les propriétes antibactériennes les plus intéressantes
sera ensuite encapsulé a I’aide de la cyclodextrine afin de créer des complexes d’inclusion pour
enfin étre intégrés aux mats filtrants fabriqués par electrospinning. La poly-fonctionnalité et les
propriétés antiradicalaires et antibactériennes de ’acide tannique seront mises a profit pour
développer des stratégies de fonctionnalisation physique ou chimique de support a base de

polypropyléene dans le chapitre quatre.
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Introduction

Cette partie porte sur 1’¢laboration de mats non tissé€s antibactériens ¢laborés a base de PHAs
et de complexes d’inclusion cyclodextrine (CD)/huiles essentielles. L’intérét des CD est
d’assurer une diffusion contrélée des molécules bioactives au cours du temps compatible avec
I’application envisagée. Cette stratégie est tout a fait adaptée a 1’utilisation des composés
terpéniques ou phénoliques volatils. Dans la partie bibliographique précédente, une étude a été
réalisée de maniére a réaliser un criblage de molécules naturelles en particulier extraites des
huiles essentielles dont les propriétés antibactériennes sont avérées. Les cing molécules
sélectionnées suite a cette étude sont 1’eugénol, le carvacrol, le géraniol, le linalol et I’acide
gallique. La premiere partie de ce chapitre permettra de conforter, par une étude in vitro, les
propriétés antibactériennes des molécules choisies. La deuxiéme partie est consacrée a
1’¢laboration des mats nanofibreux en PHA par electrospinning en incorporant des complexes
d’inclusion a base de cyclodextrine et de carvacrol, molécule choisie au terme de 1’étude in
vitro des différents composés. Les résultats de ces travaux sont rédigés en anglais sous la forme

d’un article qui sera prochainement soumis.

11-1. Etude de Pactivité antibactérienne

L’activité antibactérienne a été évaluée pour les cing molécules retenues. La méthode de
dilution en milieu liquide a été utilisée afin de déterminer la Concentration Minimale Inhibitrice
(MIC). La MICs est définie comme étant la concentration la plus basse d’un agent
antimicrobien permettant d’inhiber 50% de croissance d’un microorganisme apres une nuit
d’incubation®. Ce test va permettre d’identifier le composé ayant la MIC la plus basse et qui

sera utilisé pour la suite de notre étude.

11-1-1. Tests de dilution en milieu liquide

La méthode de dilution en milieu liquide consiste a tester, pour une suspension bactérienne
(inoculum), une gamme de concentration croissante d’agent antibactérien. Les tests sont réalisés
a I’aide d’une microplaque a 96 trous (Figure 14), dans lesquels sont introduites les solutions
contenant le milieu de culture et I’agent antibactérien avec des concentrations croissantes (Co @
C10). L’inoculum est ensuite ajouté et la plaque est incubée a 30°C pendant 24h. Les tests ont

été réalisés pour deux souches : E.coli et S.aureus.
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Figure 14. Microplaque de 96 trous

Sur cette plaque :

- Les 4 premieres lignes de la plague (A a D) correspondent aux solutions dans lesquelles
on aura inoculé la bactérie E. coli.

- Les 4 derniéres lignes (E a H) correspondent aux solutions dans lesquelles on aura
inoculé la bactérie S. aureus.

- Les colonnes (Co a Cio) correspondent a la gamme de concentration de 1’agent
antibactérien a tester.
La premiere colonne (T) est la colonne témoin qui ne contient que le milieu de culture,
afin de s’assurer que celle-Ci ne soit pas contaminée initialement ou lors des analyses.
La deuxiéme colonne (Co) correspond au témoin de croissance de la souche a tester.

Aucun agent bactérien n’est ajouté (Co=0 g/L).

Le suivi de la croissance des bactéries est effectué toutes les 2 heures pendant 24h par
spectrophotométrie UV-visible, en mesurant 1’absorbance a A = 600 nm. Dans un premier
temps, le tracé de la densité optique en fonction du temps permet de rendre compte de la
croissance bactérienne et ainsi déterminer quelle concentration induit la mort des bactéries.
Dans un deuxiéme temps, le graphique de la densité optique (correspondant a la croissance des
bactéries) en fonction de la concentration permet de déterminer la concentration minimale
d’inhibition (MIC) obtenue a 50% d’inhibition. Les essais ont été réalisés en duplicate. Les
résultats concernant le carvacrol sont décrits et pour les autres composés, les valeurs de la MIC

sont regroupées dans le Tableau 16.
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11-1-2. Résultats

Une gamme de concentration allant de Co=0 g.L™* a C10=1 g.L™ a été testée pour le carvacrol

(Figure 15). La concentration Co correspond a une concentration nulle en carvacrol, et constitue

la référence. A partir de 0.1 g.L™ pour E. coli et 0.5 g.L™? pour S. aureus, I’inhibition des

bactéries est totale.

Optical density

Optical density

Figure 15.
carvacrol
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Le pourcentage de croissance bactérienne en fonction de la concentration a partir des mesures

de densité optique (DO) précédentes est défini par 1’équation 1.

) . DO, — DO,
équation 1 Croissance bactérienne (%) = TL x 100
Co .

avec DOco la densité optique pour une concentration nulle en carvacrol et DOcg; la densité
optique a une concentration donnée de carvacrol (C1<Ci<Cio). Pour le calcul du pourcentage de
croissance les valeurs de DO pour un temps d’incubation t=24h sont prises en compte. Les
courbes du pourcentage de croissance bactérienne en fonction de la croissance permettent de

déterminer la MICso (Figure 16).

100 ]
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T T T T T T T T T 1
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Figure 16. Croissance bactérienne a 24h pour E. coli et S. aureus en fonction de la concentration de
carvacrol
Pour le carvacrol, on obtient des MIC de 0.03 g.L™* pour E. coli et 0.06 g.L™ pour S. aureus.
Les valeurs sont légérement plus faibles que celles trouvées dans la littérature (0.12-5 et 0.12-
1.25 g.L' pour E. coli et S. aureus respectivement) en raison d’une différence de
méthodologie?. Les MIC sont calculées pour tous les autres composeés. Le Tableau 16 regroupe

les valeurs moyennes des MIC pour chaque composé.

Tableau 16. MIC expérimentales et théoriques pour les différents composés (en g.L™)

Composés (|V| ICE coli)exp (M ICE coli)littérature (|V||C S. aureus)exp (M ICs. aureus)littérature

Acide 2 62° | L7 Lo
gallique
Carvacrol 0.08 + 0.06 0.12-548 0.24+0.25 0.12-1.2548
Eugénol 0.54£0.12 0.8a345%H 0.66 + 0.07 0.02 - 0.9 4>
Géraniol 0.16" 0.31a2541213 nd 0.31 - 541214

"dnon déterminée, "1 mesure

Pour certains composés 1’activité antibactérienne n’a pas pu étre déterminée. En effet, pour le
linalol les tests réalisés pour une gamme de concentration de 0 a 3 g.L™ n’ont pas permis
d’inhiber totalement la croissance des bactéries apres 24h. Il serait donc nécessaire d’augmenter
la concentration pour détruire la totalité des bactéries ce qui n’apparait pas pertinent dans le
cadre de notre étude car il faudrait utiliser alors une trop grande quantité de linalol. Quant a
I’acide tannique, celui-ci n’est pas soluble dans le milieu de culture et n’a donc pas pu étre testé

par cette méthode. La MIC de I’acide gallique est assez élevée mais le caractére non volatile de
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I’acide gallique et sa fonction carboxylique réactive le rendent intéressant. Certaines molécules
telles que le carvacrol, le géraniol et I’eugénol sont quant a eux plus efficaces, avec des MIC
tres faibles. Ayant la plus faible valeur de MIC, le carvacrol sera utilisé dans la deuxiéme partie

pour I’encapsulation dans la cyclodextrine et I’electrospinning avec le PHBHV.

I11-2. Electrospinning de nanofibres a base de PHA incorporant des

complexes d’inclusion B-CD/Carvacrol aux propriétés antibactériennes

11-2-1. Introduction

Poly(3-hydroxyalkanoates) (PHAS) are a class of natural biodegradable polyesters accumulated
by many bacteria as carbon and energy supply when an essential nutrient is limited. Using
various substrates, a wide variety of PHAs are synthesized, differing notably by the length of
the side chains®™1". Among them, the poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) PHBHV
having lateral short chain lengths is the most widely known. Thanks to their biocompatibility
and biodegradability, PHAs proved to be good candidates for medical applications®?3
including biomedical devices, degradable drug carriers®*2° or for tissue engineering®.
Electrospinning is a suitable technique to obtain PHA nanofibers (NFs) that have been used as
biocompatible scaffold® 34 To improve the properties of electrospun NFs, chemical
modifications have been carried out®, bioactive molecules are directly incorporated into the
fibers®® or deposited at the surface of the NFs by the combined electropinning/electrospraying
process®>%, Due to the emergence of antibiotic-resistant bacteria, the development of new
antibacterial agents has become more than necessary. The exploration of natural resources
appears to be one of the most promising®’*® because they constitute a large reserve of bioactive
substances. The active molecules involved in the defensive mechanisms of plants are mostly
concentrated in essential oils. The exploration of essential oils for the search for molecules with
antibacterial activity therefore seems to be an interesting approach. The constituents of essential
oils can be divided into two classes according to their biosynthetic pathway, the terpenoids and
the phenylpropanoids. Among them carvacrol (5-isopropyl-2-methylphenol) extracted from
oregano exhibits antibacterial, antifungal, antiviral, antitumor and anti-inflammatory
properties®®42, Entrapment of carvacrol by polymeric particles***4 or molecular encapsulation
by hydrophobic cavity of B-cyclodextrin (CD)** have been used to extend its stability against
evaporation and degradation. The CD, produced from starch by an enzymatic process is a cyclic

oligosaccharide able to form non-covalent host guest inclusion complex (CD-IC) with a variety
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of nonpolar molecules such as antioxidant, fragrance and essential oils*. Carvacrol is really
included inside the lipophilic CD cavity. The intermolecular hydrogen interactions in the
carvacrol/CD-IC play an essential role with regard to the stability of these complexes.
Concerning the orientation inside the CD cavity it has been shown that the methyl group of
carvacrol is oriented toward the narrower rim of the CD cavity whereas the isopropyl group
points to the wider rim*°%°1  Carvacrol/modified-cyclodextrin inclusion complex fibers
(carvacrol/CD-IC fibers) were recently produced via electrospinning® and nanofibres have

shown fast-dissolving properties in water.

In this context, the unique properties of biocompatible PHA nanofibers and the performance of
the carvacrol/[]-cyclodextrin inclusion complexes (carv/CD-IC) systems are promising
strategies to both combine antibacterial activity and biocompatibility of materials. The
carv/CD-IC (Figure 17) were prepared and characterized by *H NMR, XRD and TGA analysis.

Nanofibers based on PHBHYV and carv/CD-1C were prepared by electrospinning in one step.

B-cyclodextrin Poly(p-cyclodextrin-epichlorohydrin)
cD PolyCD
@
e/ -
>
carv/CD-IC PolyCD/carv

Figure 17. Chemical structures of carvacrol/CD-Inclusion complex and polyCD/carvacrol
In the objective to enhance content of carvacrol, B-cyclodextrin polymer, PolyCD, prepared by
reaction between CD and epichlorohydrin under basic conditions®, has been used. Due to its

solubility in water, multilayered materials were prepared by combining two layers of
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hydrophobic PHBHV containing a layer of PolyCD inside in a three steps electrospinning
processes (Figure 18). Materials were analyzed by SEM, TGA and XRD. The influence of the
proportion of the carv/CD-IC on thermal and morphological structure of the nanofibers was
reported and their actions against the adhesion of both pathogenic bacteria strains

Staphylococcus aureus and Escherichia coli were evaluated.

(a) Electrospinning process (c) Three steps

Al A |
— / VY

(b) One step

oo+
H
+
o/‘\/kHo OH
+ HB HV

PHBHV (carv/CD-IC) [PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV]

Figure 18. Schematic representations (a) electrospinning process (b) formation of PHBHV (carv/CD-
IC) in one step (c) formation of 3-layered electrospun [PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV]

11-2-2. Experimental part

Materials. Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) (PHBHV) containing 12 mol %
hydroxyvalerate (HV) with average Mw =210 000 g.mol™* was purchased from Goodfellow. -
CD was purchased from Roquette. Carvacrol, chloroform, N,N-dimethylformamide anhydrous,
methanol, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), Lysogeny Broth, Miller (LB medium) and
all solvents were purchased from Sigma-Aldrich and used without purification. The high molar
mass CD-epichlorohydrin polymer, PolyCD, was prepared by reaction between CD and
epichlorohydrin under basic conditions*.

Preparation of inclusion complex, carv/CD-IC. The inclusion complexes of carv/CD-IC
were prepared using co-precipitation method in 1:1 molar ratio. CD solution was prepared by
dissolving 3.64 g of CD in 200 mL of water (18.2 g.L%) and then 481.9 mg of carvacrol was
added slowly and a suspension was formed. The suspension was kept under stirring at 30°C
during 48 hours. Suspension of inclusion complexes was freeze-dried or filtered under 2 bars
of pressure with stainless steel pressure filter holder through a 0.2 um membrane filter.

Inclusion complexes were then dried under vacuum at 60°C during 16 hours.
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Entrapment efficiency (EE). The entrapment efficiency was determined by UV-vis
spectroscopy at 274 nm, Varian Cary 50 Bio UV-Visible spectrophotometer. Calibration curve
was plotted using carvacrol concentration ranging from 0.028 to 0.064 g.L™. To determine total
amount of carvacrol from inclusion complexes, 5 mg of inclusion complexes were dissolved in
5 mL of acetonitrile during 48h at room temperature to allow all entrapped carvacrol to be in
solution, providing the total carvacrol from inclusion complexes (entrapped and surface-
adsorbed). To determine the amount of carvacrol adsorbed at the surface of inclusion
complexes, 0.5 g of inclusion complexes was washed in 5 mL of acetonitrile for 20 min.
Solutions were then centrifuged at 3200 x g for 15 min to separate carvacrol adsorbed from

inclusion complexes. The EE was calculated according to Equation 1:

(Total amount of carvacrol—surface adsorbed carvacrol)

Equation (1) EE = X 100

Initial amount of carvacrol

Electrospinning. PHBHVg;(carv/CD-IC)y scaffolds were obtained by electrospinning a
mixture of 23% (w/v) PHBHYV solution with 9 wt.% of carv/CD-IC. The concentration of the
solution was 253 g.L. [PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV] multilayered materials were
prepared as follows: the first layer was obtained by electrospinning a 23 % (w/v) PHBHV
solution, the second layer was obtained by electrospinning the solution of polyCD (89 wt.%)
complexed with carvacrol (11 wt.%) in DMF (897 g.L™), and then another electrospun PHBHV
layer. For all the mixtures, PHBHV was dissolved overnight in a 85/15 (v/v) ratio of
CHCI3/DMF before adding the CD or carv/CD-IC. The electrospun fibers were obtained using
a Fluidnatek® LE-10 electrospinning apparatus manufactured by Bioinicia S.L., Valencia,
Spain. The suspensions were processed by a single phase nozzle with scanning motion through
one concentric stainless-steel needles (0.9 mm of outer diameters). The tool was operated under
a steady flow-rate using a motorized syringe pump system and equipped with a variable high-
voltage 0-31 kV power supply. Briefly, the polymer mixtures were placed in a 20 mL syringe
and nanofibers were collected onto a stainless-steel plate collector recovered of foil connected
to the ground electrode of the power supply and placed at a tip-to-collector distance of 15 or 25
cm at a variable flow rate of 1-1.5 mL h; a voltage of 25-31 kV was applied. The experiments
were carried out at room temperature.

Test DPPH. The radical scavenging activity (RSA) of the networks was determined by using
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)®*. 50 mg of the samples were immersed in 4 mL of 0.1
mM of DPPH solution in methanol in the dark for 60 min at room temperature. The RSA was
measured by using a Varian Cary 50 Bio UV-Visible spectrophotometer controlled by the
CaryWinUV software. The DPPH solution is well known to have a maximum of absorption at
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517 nm. RSA was therefore determined by monitoring the decrease of the absorbance at this

wavelength. RSA was calculated according to the following Equation 2.

. _ Aref - As
Equation (2) RSA (%) = A X 100
ref

where Are corresponds to the absorbance of the 0.1 mM of DPPH solution without sample and
As corresponds to the absorbance of the 0.1 mM solution of DPPH with 50 mg samples of
electrospun scaffolds at 517 nm.

Microbial Growth Inhibition. The samples of electrospun scaffolds (1 cm?) were immersed 6
h at 37 °C and stirred (130 rpm) in the bacterial suspension containing E. coli or S. aureus. 100
pL are taken to measure the absorbance at 600 nm every hour for 6h and at 24h. Experiments
were conducted in three replicates. The ANalysis Of the VAriance (ANOVA) statistical test
was used and significant differences (p < 0.05) among antibacterial properties of the scaffolds
were detected thanks to the least significant difference method (LSD) of Fisher.
Characterization. The thermal and decomposition characteristics of the materials were
determined by thermal gravimetric analyses (TGA) on a Setaram Setsys Evolution 16
apparatus, with a temperature range of 20-800 °C and a heating rate of 10 °C/min. *H-NMR
spectra were recorded on a Bruker Avance Il NMR spectrometer 400 MHz. The morphology
of the nanofibers was investigated using a Merlin Zeiss scanning electron microscopy. Images
were recorded with an acceleration voltage of 5 keV. Prior to analyses, the samples were
sputter-coated with a 3nm layer of Pt/Pd in a Cressington 208 HR sputter-coater. The thickness
of the metallic layer was monitored by a MTM-20 Cressington quartz balance. The average
fiber diameter and porosity were calculated from SEM images using ImageJ software coupled
with DiameterJ plugin, a validated nanofiber diameter characterization tool, developed at the
National Institute of Standards and Technology. For rheological studies, TA Instruments
Advanced Rheometer AR1000 was used with a cone-and-plate geometry of 40 mm diameter
and 0.01 rad angle. The geometry was equipped with a solvent trap filled with water and a
solvent trap cover in order to limit evaporation and thus concentration changes during long time

experiments. All measurements were carried out at room temperature.

11-2-3. Results and discussion

11-2-3-1. Preparation and characterization of the carv/CD-Inclusion

Complexes, carv/CD-1C and polyCD/carv

66



The carv/CD-IC prepared by direct co-precipitation were then collected by pressure filtration
or by freeze-drying method. Although the filtration method gives a lower yield (65% against
99%) due to the solubility of free CD in water, this process is the more adapted method to obtain
inclusion complexes because the entrapment efficiency is higher (95%) than those obtained by
freeze-drying method (71%). The chemical shifts (Ad) of the aromatic protons between the free
carvacrol and the complexed carvacrol determined by 'H NMR were calculated as it was
previously reported® in order to observe the interactions between the complexed compounds
and the cavity of the CD (Table 1).

Table 1. Chemical shifts (8) of CD, carv/CD-IC and polyCD/carv in DO solution using NMR tH

Free state Complexed state ~ Ad free-complexed

Protons 5 (ppm) 5 (ppm) (ppm) Chemical structure
CD
1 5.06 5.03 0.03
2 3.64 3.62 0.02
3 3.96 3.88 0.08
4 3.58 3.57 0.01
5 3.85 3.69 0.16
6 3.87 3.78 0.09
carvacrol carv/CD-IC
a 6.80 6.66 0.14
b 2.82 2.80 0.02
C 1.17 1.24 -0.07
d 6.83 6.68 0.15 OH
e 7.13 7.00 0.13 ¢ a
f 2.15 2.17 -0.02 b ;
carvacrol polyCD/carv
a 6.80 6.68 0.12
b 2.82 2.80 0.02 ¢ d e
c 1.17 1.26 -0.09
d 6.83 6.68 0.15
e 7.13 7.04 0.09
f 2.15 2.20 -0.05

The slight shifts of CD protons noted 3 and 5 of 0.08 and 0.16 ppm respectively combined to
the shifts observed for carvacrol protons a, d and e of 0.14, 0.15 and 0.13 ppm (Figure 19)
showed significant interactions between the CD and the carvacrol that are characteristic host

guest inclusion complex formation. The carv/CD-IC stoichiometry was determined by the ratio
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of the integration of the peak at 2.2 ppm corresponding to methyl group f of carvacrol and 5.0

ppm corresponding to proton 1 of the CD.
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Figure 19. 'H NMR spectra (a) CD, (b) carvacrol, (c) carv/CD-IC
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Stoichiometries were (1:0.93) and (1:0.94) for the complexes obtained by pressure filtration
and freeze-drying methods respectively. In presence of carvacrol, the *H NMR spectrum also

provides evidence for the formation of an inclusion complex with the polyCD (Figure 20,
Table 1).
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Figure 20. 'H NMR spectra of (a) polyCD, (b) polyCD/carv

The chemical shifts (Ad) of the aromatic protons between the free carvacrol and the complexed
carvacrol attest significant interactions between polyCD and carvacrol. Furthermore, these
signals enlarged in complexed state which was consistent with that above reported for native

CD. At the same time, the shape of the signal present in the range 3.3 to 4.5 ppm corresponding
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to 6 protons of CD and those of 5 protons of epichlorohydrin residues confirmed the inclusion
complex. Diffractograms of native CD and carv/CD-IC (Figure 21) showed diffraction peaks
in the range of 26 = 10-35°.

Intensity (a.u.)

(b)

L E e L A E e e L e e o o |
10 15 20 25 30 35

Angle (2 theta)

Figure 21. XRD patterns of CD (a) and carv/CD-IC (b)

The characteristic peaks observed for XRD pattern of CD at 12.6 and 18.3° correspond to the
cage-type packing according to previous studies®>®°¢. The XRD pattern carv/CD-1C showed that
the crystalline structure of CD has been modified due to the interactions between carvacrol and
CD. The intense peaks at 12° and 17.5° and 18.1° respectively are characteristic of channel-
type packing which confirms the inclusion complexation of carvacrol inside the CD. Thermal
stability of carv/CD-IC was studied by TGA (Figure 22).
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Figure 22. TGA curves of native CD, carv and carv/CD-IC

The major mass loss at around 320°C corresponded to the degradation of the CD. The
evaporation of carvacrol shifted from 168°C to 270°C (about 13.6% mass loss) when it is inside
the CD as it was previously reported®—° in the case of other host guest interactions in the CD-
IC complex. The loss mass of 13.6% of carvacrol observed is similar to the amount of carvacrol
introduced during the preparation of inclusion complexes. These results are in agreement with
XRD and NMR results.

11-2-3-2. Elaboration of electrospun materials

The use of the mixture of two solvents for the electrospinning process is necessary due to the
difference of the PHBHYV and carv/CD-IC polarities. PHBHYV is a very hydrophobic polyester
mainly soluble in CHCIs whereas carv/CD-IC is soluble in DMF. As a consequence, PHBHV
was solubilized in a CHCI:/DMF 85/15 (v/v) mixture and it was also previously shown that
DMF increased the conductivity of the solution thus promoting the formation of homogeneous
and beadless PHBHYV fibers by electrospinning®-3*. The polymer concentration needs to be
precisely determined because the morphology of the fibers is closely related to the viscosity of
the polymer solution®**®°, At 150 g.L™, the viscosity (135 cP) is not enough and the resulting
mat shows defects in the form of beads. As the concentration of the PHBHYV increases the

diameter increases (Table 2).
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Table 2. Rheology and fiber characteristics

Samples Flow rate Concentration Diameter  Porosity Viscosity
(mL.h™) (gL? (nm) (%) (cP)
PHBHV 15 150 No fibers 135+ 4
1.5 230 465+172 45+10 2550+ 430
PHBHV9:1CDy 1.5 220 505 + 251 66 + 8 290+ 8
PHBHV9:CDg 15 253 884 £ 191 47+ 1 979 £ 228
PHBHVg1(carv/CD-IC)qg 1.5 253 549 + 287 43+3 3837 £ 775
PHBHVg(carv/CD-IC)9 1.0 253 423 £ 175 523 3837 £ 775
PHBHVg1polyCDg 1.5 253 974 + 385 48 +4 397 £ 27
PolyCDgo/carvis 1 897 421 + 149 66 + 8 4660 * 762

At 230 g.L?, the fibers are homogeneous with very few defects and high fiber diameter (465 +
172 nm). The viscosity (2550 cP) is sufficient to obtain homogeneous fibers with very few
defects. For the blend PHBHV.:CDg, homogeneous and flawless fibers were obtained at a
concentration of 253 g.L™t. Above 9 wt% of CD, the syringe was blocked by the suspension and
electrospinning was impossible due to precipitation of CD. Nevertheless, the introduction of
carv/CD-IC improves the electrospinning process and it is then possible to introduce up to 17
wt% of carv/CD-IC. The optimal morphology is obtained for the electrospun
PHBHVss(carv/CD-IC)17 (276 g.L™Y) at 1 mL.h't. Homogeneous fibers without defects were
obtained with a diameter of 854 + 346 nm. As mentioned above, whatever the concentration of
complexes, the decrease in the flow rate (from 1.5 to 1 mL.h*) favorably influences the
morphology of the fibers. XRD studies were performed on PHBHVgi(carv/CD-IC)y and
PHBHVzg3(carv/CD-IC)17 (Figure 23) to investigate the effect of the presence of inclusion

complexes into PHBHV nanofibers.
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Figure 23. XRD patterns of PHBHV nanofibers (a) PHBHV g, (carv/CD-IC)q (b) and
PHBHVg;(carv/CD-IC)17 ()

A peak characteristic of carv/CD-IC around 12° increases with the content of carv/CD-IC
introduced in the blend. The crystalline PHBHV molecules are packed in an orthorhombic unit
cell in a helical form with space group P212:12:. The polymer has a compact and a right-handed
helix with a 2-fold screw axis®* 3. The diffraction profile obtained for the different scaffolds
are typical of semi-crystalline polymers and the presence of carv/CD-IC does not affect the
crystallization of PHBHV.

The electrospinning of the blend containing PHBHV 1 [PolyCD/carv]y was not possible due to
the formation of a suspension. To overcome this difficulty, multilayered material was
electrospun in three steps (Figure 18) by successively PHBHV, PolyCD/carv and then
PHBHYV. The advantage of this approach is to have a high concentration of cyclodextrin. The
fibers are well defined with few defects. The fiber diameters are 465 + 172 nm for PHBHV and
421 * 149 nm for PolyCD/carv (Table 2).

11-2-3-3. Radical Scavenging Activity and antibacterial activities

The antioxidant capacity was assessed using the DPPH radical scavenging assay. This method
consists in performing reduction of the DPPH radical to its non-radical form in the presence of
carvacrol, a hydrogen donating compound (Figure 24A). The solution containing PHBHV
electrospun mat has a purple color, which corresponds to a UV-visible absorbance at 517 nm
showing that PHBHYV does not present antiradical activity. On the contrary the solutions
containing electrospun fibers of PHBHVgi(carv/CD-IC)g and [PHBHV-(PolyCD/carv)-
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PHBHV] became yellow and present a significant antiradical activity due to the presence of

carvacrol.
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Figure 24. Absorption spectra at 517 nm in presence of DPPH (A), bacterial Inhibition for (a)
PHBHYV, (b) PHBHV:(carv/CD-IC)s, (c) [PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV] (B)

The PHBHVo(carv/CD-IC)g film is nevertheless less antioxidant (RSA 55.1%) than the
multilayered one due (RSA 88.6%) to its low concentration of carvacrol. The 3-layered
[PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV] is sufficient to ensure optimal antiradical activity. The
antibacterial activity of the supports was tested by inhibiting the bacterial growth of E. coli and
S. aureus. Figure 24B shows the bacterial growths on the different nanofibers after immersion
in the bacterial suspension for 24 hours. The [PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV] presents better
inhibition (20.9% for E.coli and 32.9% S.aureus) compared to PHBHVq1(carv/CD-IC)q (7.9%
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and 13.6%), with respect to the reference. These results are related with the weight percentage
of carvacrol in the material because the PHBHVg1(carv/CD-IC)9 only contains 1 wt.% of
carvacrol inside the nanofibers while the content reaches 11 wt.% in the [PHBHV-
(PolyCD/carv)-PHBHV] material.

Conclusion

Electrospun PHBHYV nanofibers incorporating carvacrol was successfully prepared by using
carvacrol/p-cyclodextrin inclusion complexes. The antibacterial activity and antioxidant
properties of the materials are directly relied to the amount of carvacrol included in the
hydrophobic cavity of CD. The use of poly(B-CD-epichlorohydrin) polymer, PolyCD, increases
the amount of CD and therefore the content of carvacrol. As the electrospinning of the blend
containing PHBHV[PolyCD/carv] is not possible due to the formation of a suspension during
the process, multilayered material was electrospun in consecutive three steps. The obtained
three-layered material [PHBHV-(PolyCD/carv)-PHBHV] is interesting to both ensure optimal
antiradical and antibacterial activities and could be advantageously used for enhancing

performance of antibacterial materials.
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Chapitre I1l1: Assemblage multicouches antibactérien a base de chitosane et de polymére de
cyclodextrine

Introduction

Afin de proposer une autre alternative aux supports antibactériens présentés dans le chapitre 11,
nous avons fonctionnalisé des structures fibreuses commerciales provenant de pieces faciales
filtrantes. Nous avons utilisé des masques pliables a soupape de type FFP3 de la marque Sup
Air® (Annexe 1). Le masque est constitué de quatre couches qui sont toutes en polypropyléne
(PP). Le média filtrant électrostatique en feutre (N°3) présente une grande efficacité de filtration
électrostatique (Figure 25). Pour la fonctionnalisation de ces masques de protection nous avons
sélectionné le feuillet N°2, appelé support par le constructeur (Annexe 1) en raison de sa
porosité élevée et de I’aspect rugueux de ses fibres. Le diametre des fibres est de I’ordre de 20

microns et la porosité de 51%.

,\:' # f

Diameter: 20 £ 11 pm
Porosity: 51 + 14 %

@ . “(b)

Figure 25. Picture of a Sup Air® FFP3 mask (a), the different layers of the mask (b)

Le PP offre des propriétés mécaniques intéressantes et présente un processus de mise en ceuvre
simple notamment pour la fabrication des pieces faciales filtrantes mais il ne possede pas de
propriétés antibactériennes intrinseques. Ainsi, afin de donner une double action a ces masques,
a la fois filtrante et antibactérienne, nous avons fonctionnalisé le polypropyléne en surface pour
capturer les bactéries et les neutraliser. Pour ce faire, une technique simple basée sur
I’assemblage multi-couches par liaisons ioniques a été mise en place. Les multicouches de
polyélectrolytes ont déja été décrites comme technique permettant la modification de supports

afin de les rendre antibactériens®2.

Dans notre cas, I’assemblage multicouche repose sur 1’association d’un polymere cationique,
le chitosane (CS), polymére naturel dérivé de la chitine®® (Tableau 17), aux propriétés
antibactériennes reconnues®’, et d’un polymére anionique, un polymére de cyclodextrine

fonctionnalisé (P(CD)) permettant I'encapsulation de composés phénoliques. Ce polymeére a été
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décrit dans le chapitre précédent. Cette technique est facile a mettre en ceuvre car il s’agit d’une
imprégnation « layer by layer » a partir d'une solution diluée de deux types de polymeéres, 1’un

cationique et 1’autre anionique (Figure 26).

Le chitosane, chargé positivement en solution acide peut étre utilisé comme polymeére
cationique. Méme si les multicouches utilisant du chitosane ont été décrites par plusieurs
auteurs, il n'y a que peu de publications sur les propriétés antibactériennes de ces

assemblages?®13,

Figure 26. Layer by layer assembly based on ionic interactions

Notre originalité réside essentiellement dans 1’utilisation d’un polymeére anionique a base de
cyclodextrine, P(CD). L'avantage de ce polymere (Tableau 17) est sa capacité d'encapsulation
liée a la présence des molécules cages de CD. Ce sont des oligosaccharides capables de former
des complexes d'inclusion avec une large gamme de molécules non polaires. L'incorporation
de molécules antibactériennes a l'intérieur des cavités de la cyclodextrine devrait protéger les
molécules hétes contre la dégradation et maintenir leur bioactivité et, par consequent, améliorer
les propriétés antibactériennes du masque filtrant. Les molécules contenant des groupes
phénoliques sont des agents antimicrobiens agissant efficacement contre la membrane
bactérienne'>!®, Parmi les composés phénoliques, le carvacrol (Tableau 17) est
particuliérement intéressant en raison de son origine biologique, de sa non-toxicité!’ et de son
activité antibactérienne. Il est déja utilisé pour ces propriétés dans l'industrie alimentaire

notamment8:1,
Dans ce chapitre, la stratégie de modification de surface du filtre en PP par la méthode de « layer

by layer » a base de chitosane et de P(CD) sera décrite ainsi que la caractérisation par

gravimétrie, ATR-FTIR, porosimétrie par intrusion de mercure (MIP) et MEB/EDX. De plus,
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les propriétés antioxydantes et antibactériennes contre deux souches pathogénes E. Coli et S.

Aureus seront étudiées.

Pour faciliter la lecture de ce chapitre les noms des différents polymeéres et les abréviations

utilisées sont listés dans les Tableau 17et Tableau 18.

Tableau 17. Structure des molecules réactives

Compounds Structures

CH,—CH
Polypropylene (PP) (le
3 n

Chitosan (CS) g =< o

itosan o 0

Deacetylation: >75% %&,ﬂgﬁ?\ OHZ%O.__
NH;* NH;*

BCD-g-Poly[methyl vinyl ether)-alt-(maleic acid)]

p(CD) o 0:é |

CHz—ClH CH—CH —I I_CHZ—CH—C|H—CH——

’: O COO Co0O

ds low mass molar P(CD): 0.89 Cll-l3 (|) (|) c|u3 i
ds high mass molar P(CD): 0.87 | s (1-ds)

U/

CH,
OH
carvacrol (carv)
H;C CH;
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Tableau 18. Noms des différents matériaux utilisés

Samples Description
CSLmm Chitosan low molar mass
CSmmm Chitosan medium molar mass
CSHmm Chitosan high molar mass
(PP/CS)imp PP impregnated with chitosan
(PP/CS)nsp CS sprayed at the surface of PP filter (n sprays)
[(PP/CS/P(CD)])n  Multilayered material (n layers)
P(CD)Lmm75 Low molar mass P(CD) with a concentration of 7.5g.L™
P(CD)Hvm3 High molar mass P(CD) with a concentration of 3g.L*

I11-1. Partie expérimentale

Des masques de protection respiratoire en polypropylene (PP) Sup Air® ont été utilisés. Le
chitosane CSpvm de 50 000 & 190 000 g.mol™ avec un degré de désacétylation de 75-85%, le
CSmmm de 190 000 & 310 000 g.mol™ avec un degré de désacétylation de 75-85%, le CSpmm de
310000 a 375 000 g.mol* avec un degré de désacétylation >75 %, I'acide acétique, le méthanol,
le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), le milieu pour bactéries Luria Bertani (Miller) et tous
les solvants ont été achetés chez Sigma-Aldrich et utilisés sans purification. Le BCD-g-
Poly[methyl vinyl ether)-alt-(maleic acid)], P(CD), a été obtenu par greffage de CD sur le
Poly[methyl vinyl ether)-alt-(maleic anyhydride)]. Le P(CD)Lmm de 80 000 g.mol™, possédant
un degré de substitution (ds) de 0.89 et le P(CD)nmm de 485 000 g.mol™, possédant un ds de

0.87 ont été synthétisés au laboratoire?.

L'augmentation de masse apreés les procédés de pulvérisation ou d'imprégnation a été suivie par
gravimétrie. Le gain de masse (WG) a été calculé a lI'aide de I’Equation 1.

w;

Wr

wWa = x 100 Equation 1

Wi

ou wi et wf correspondent respectivement a la masse initiale et a la masse finale de I'échantillon

apres dépot et séchage.

Processus de pulverisation. Un pistolet de peinture pour maquette de la marque Revell® a été
utilisé (Figure 27). La concentration du chitosane dans I’acide acétique a 1% a été fixée a 7.5
g.L%, le volume total pulvérisé par masque est de 10 mL (5 mL sur chaque coté du masque).

La distance entre le pulvérisateur et le masque est fixée a 10 cm pour assurer une pulveérisation
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uniforme. Le masque a ensuite été lavé a I'eau en le retournant a plusieurs reprises pendant 15

minutes pour eliminer I'exces d'acide acétique.

(a) (b)

Figure 27. Pictures of the experimental setup (a) and the paint sprayer used (b)

Procédé d'imprégnation. Les échantillons de filtres commerciaux en PP (2cm?) préalablement
vaporisés de chitosane ont été recouverts d'une premiere couche de P(CD) par trempage dans
une solution aqueuse de P(CD)uvm a 7.5 g.L ! ou de P(CD)nmm & 3 g.L* pendant 15 minutes
puis rincés dans 5 mL d'eau pendant 30 secondes. La deuxiéme couche est appliquée
successivement par trempage dans une solution de chitosane de 7.5 g.L™ pendant 15 minutes et
rincée pendant 30 secondes. Au total, 5 immersions ont été effectuées successivement. Les
échantillons ont été séchés sous vide pendant 1h a 70°C lorsque le P(CD) n'est pas complexé et

une nuit a température ambiante sous vide lorsque le P(CD) est complexé au carvacrol.

Préparation du complexe d'inclusion, P(CD)-carv. Les complexes d'inclusion de P(CD)-carv
ont été préparés en utilisant la méthode de co-précipitation dans un rapport molaire 1:1. Les
complexes d'inclusion de P(CD)-carv ont été préparés en dissolvant le P(CD) dans de I'eau pour
obtenir une solution de 7.5 g.L%, puis le carvacrol a été ajouté lentement. La suspension a été
maintenue sous agitation a température ambiante pendant 48 heures. Les solutions de

complexes d'inclusion ont ensuite été lyophilisées (Christ Alpha 1-2 LD).

Etude de Pactivité antiradicalaire. L'activité antiradicalaire des matériaux multicouches a été
déterminée avec la méthode qui utilise le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) comme un

radical libre relativement stable?’2*. Dans ce test les molécules antioxydantes réduisent le
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DPPH de couleur violette en un composé jaune, dont I'intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons.
Chaque échantillon (m =~ 30 mg) a ét¢ immergé dans 3 mL d’une solution méthanolique de
DPPH (0.1 mM). Cette solution a ensuite été laissée dans I'obscurité a température ambiante et
I'étude cinetique de I'activité antiradicalaire a été mesurée par spectrophotomeétrie (Varian Cary
50 Bio UV-Visible). La solution de DPPH posséde un maximum d'absorption a 517 nm.
L'activite antiradicalaire (RSA) a donc été déterminée en mesurant la diminution de
I'absorbance a cette longueur d'onde selon I’Equation 2 suivante.

ref

Arer— A
Radical Scavenging Activity (%) = (—S> x 100 Equation 2
ref

A

ou Aver correspond a I'absorbance de la solution de 0.1 mM de DPPH sans échantillon et As
correspond & I'absorbance de la solution de 0.1 mM de DPPH avec 30 mg d'échantillons & 517

nm.

Etude de I’adhérence bactérienne. L'activité anti-adhérence des matériaux multicouches a été
évaluée a I'aide de deux souches bactériennes pathogenes : S. aureus (Gram positif) et E. coli
(Gram négatif) qui ont été cultivées en aérobiose a 37 °C pendant la nuit sur milieu LB avant
les tests d'adhésion bactérienne. Les échantillons (2 cm?) de PP, [PP/CS/P(CD)Lmmrs]s et
[PP/CS/(P(CD)Lmm75-Carv)]s ont été immergés 3 h a 37 °C dans la suspension bactérienne des
deux souches différentes (OD 600 nm = 0.05). Les bactéries non adhérentes ont ensuite été
éliminées de la surface de I'échantillon par plusieurs lavages avec un tampon physiologique
salin. Les échantillons ont ensuite été soumis a un vortex et a des ultrasons dans 3 mL de tampon
physiologique pour décrocher les bactéries adhérentes. Enfin, 100 pL de cette suspension
bactérienne ont été inoculés sur la surface d'une gélose PCA (gélose pour numération en boites
de Petri). Aprés 24 h d'incubation a 37 °C en conditions aérobies, l'activité antibactérienne a
été mesurée en comptant le nombre total de bactéries (CFU-Colony Forming Units) pour les
différentes souches. Le logiciel R a été utilisé pour analyser les données. Au moins trois
répétitions des expériences ont eté realisees afin de permettre une analyse statistique
significative. Le test statistique ANalysis Of the VAriance (ANOVA) a été utilisé et des
différences significatives (pb < 0.05) entre les propriétés antibactériennes des réseaux ont été

détectées grace a la méthode des différences les moins significatives (LSD) de Fisher.
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Caractérisation. Les spectres FTIR ont été obtenus sur un Tensor 27 Brucker équipé d'un
appareil ATR (détecteur Digi Tect Dlagts, 32 scans, 4 cm™) de 500-4000 cm™. La morphologie
des nanofibres a été étudiée au microscope électronique a balayage Merlin Zeiss. Les images
ont été enregistrées avec une tension d'accélération de 5 keV. Avant les analyses, les
échantillons ont été recouverts d'une couche de 3 nm de Pt/Pd par pulvérisation cathodique dans
un pulvérisateur Cressington 208 HR. L'épaisseur de la couche métallique a été contr6lée par
une balance a quartz MTM-20 Cressington. Les rapports de porosité, les volumes de pores et
les distributions de taille de pores des matériaux ont été déterminés par porosimétrie d'intrusion
de mercure (MIP) en utilisant un porosimetre AutoPore IV 9500 de Micromeritics. La
détermination des caractéristiques de porosité était basée sur I'équation de Washburn entre la
pression appliquée (de 1.03 a 206.8 MPa) et la taille des pores dans lesquels le mercure a
pénétré.

I11-2. Résultats et discussion

I11-2-1. Dépot d’une sous-couche d’adhésion de chitosane sur le PP

Nous avons choisi de modifier la surface de la couche intermédiaire du filtre FFP3 en raison de
sa grande porosité (51%=14) et de I'aspect rugueux des fibres. L’adsorption du chitosane a la
surface du PP a été réalisée par deux méthodes afin d’obtenir le revétement le plus homogéne
possible : soit par imprégnation directe dans une solution de chitosane, soit par pulvérisation
d'une solution de chitosane. Nous noterons PP/Chitosanimp le support obtenu par imprégnation
et PP/Chitosanspray le PP recouvert de chitosane par pulvérisation. Nous avons procédé a
plusieurs cycles de pulvérisation de chitosane et nous noterons le nombre de cycle dans le nom

du matériau de la fagon suivante : PP/Chitosan n spray-

La Figure 28 montre les spectres FTIR du PP (a), du chitosane (b) et du PP/Chitosan 7 spray (C).
Le spectre du PP/Chitosan 7 spray présente des différences par rapport a celui du PP. On retrouve
les bandes caractéristiques du chitosane (3300 cm™ fonction OH ; 1650 cm™ groupe C=0 du
groupe amide | et 1550 cm™ groupe NH du groupe amide II). Pour évaluer I’importance du

dépdt de chitosane, le rapport (R1) a été déterminé selon I'Equation 3.

[
R, = 1650 Equation 3
I2950

90




Chapitre 111 : Assemblage multicouches antibactérien & base de chitosane et de polymeére de
cyclodextrine

ou lyes0 correspond au groupe C=0 amide | du chitosane et I2g50 correspond au groupe CHs du
PP.

CH,
2950 cm™

C=0 (amide )
1650cm™

N-H (amide II)
O-H 1550 cm™
3300 cm”

(b)

(c)

C=0 (ester) —"
1725 cm”

~— COOH
1579 cm”

(d)
(e)

T
4000 3500

T T T T T 1
3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm'1)

Figure 28. FTIR spectra of PP filter (a), chitosan (b), (PP/CS)sy (), P(CD) (d), [(PP/CS/P(CD)])s (€)

En ce qui concerne I’'imprégnation de chitosane a la surface du PP, une concentration minimale
de chitosane de 7.5 g.L est nécessaire pour détecter un gain de masse par gravimétrie. Des
solutions de 7.5 g.L* avec différentes masses molaires de chitosane (CSLmm, CSvmvm, CSrmvm)
ont été préparées et différents temps d’imprégnation ont été étudiés allant de 30 secondes
(0.01h) a 2 heures d'imprégnation. Le Tableau 19 montre un gain de masse plus élevé (6.82%)
et un Ry plus élevé (0.28) pour le chitosan de haute masse molaire, CSymm, méme pour un temps
trés court d’imprégnation de 30 secondes. Cependant, les valeurs de R1 présentent un écart-type

trés elevé, ce qui signifie que le processus d'imprégnation est hétérogene.

En ce qui concerne les résultats obtenus par pulvérisation de la solution de chitosane le rapport
de bande R; et le gain massique augmentent proportionnellement au nombre de pulvérisations
(Figure 29). Au total sept couches de chitosane ont été pulvérisées avec un gain de masse total
de 11.94 + 0.67% avec un écart type trés faible au niveau des valeurs obtenues, ce qui démontre

une bonne homogénéité du dépdt de chitosane a la surface du PP.
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Tableau 19. Gain de masse et R; déterminé par FTIR apres les processus d’imprégnation et de
pulvérisation du chitosane sur le PP

Samples Impregnation time (h) Mass gain (%) R1
_ 1.00 2.56 £ 0.05 0.06 £ 0.01
(PP/CSLmm)imp 2,00 1,19+ 0.05 0.11 % 0.01
_ 1.00 2.70 £ 0.06 0.08 +0.01
(PP/CSwnan)imp 2,00 2.04 % 0.05 0.15 = 0.03
0.01 6.82+1.19 0.28 £0.21
(PP/CSHMM)imp 1.00 7.69 £ 0.07 0.21+0.14
2.00 9.72£0.10 0.42 £0.18
Samples Numbers of sprays Mass gain (%0) R1
PP/CSisp 1 0.35+0.49 0.17+0.03
PP/CSasp 2 1.14+1.51 0.25+0.10
PP/CSssp 3 2.68+1.44 0.33+0.09
PP/CSasp 4 4.77+0.92 0.46+0.12
PP/CSssp 5 6.67+0.93 0.53+0.08
PP/CSesp 6 9.54+0.96 0.68+0.10
PP/CSrsp 7 11.94+0.67 0.82+0.06
1.0 - - 20
= R1 I
-e— cumulated GW - 18
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Figure 29. Evolution of the cumulated mass gain (m) and the peak ratio R; (e) of (PP/CS) in function
of the number of sprays

Des analyses MEB/EDX ont été effectuées pour étudier le dépdt de chitosane sur le PP. La

Figure 30 montre les images MEB obtenues pour le PP, PP/Chitosanimp, PP/Chitosan 2 spray €t
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PP/Chitosan spray. En ce qui concerne la surface du PP/Chitosanimp, une partie de la surface est
recouverte de chitosane mais certaines fibres de PP ne sont pas recouvertes, ce qui confirme un
dépdt hétérogene. Le meilleur recouvrement des fibres de PP est obtenu apres le dépdt par
pulvérisation de 7 couches de chitosane, c¢’est-a-dire pour 1’échantillon PP/Chitosany spray. La
méthode de pulvérisation apparait donc plus appropriée pour obtenir une couche uniforme de

chitosane sur toute la surface. Au fur et a mesure que le nombre de pulvérisations augmente, le

chitosane recouvre uniformément le PP.

(d)
Figure 30. SEM images of a PP (a), (PP/CS)imp (b) PP/CS2 spray (C), and (PP/CS)7 spray (d)

Le spectre EDX du PP indique que les fibres ne sont composées que de carbone (Figure 31)
alors que le spectre EDX du PP/Chitosan7 spray montre nettement la présence des atomes d’azote
et d’oxygéne confirmant ainsi la présence de chitosane. La surface du PP/Chitosan7 spray
présente la méme composition atomique que le chitosane (Tableau 20). Le procédé de
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pulvérisation a donc été choisi pour la suite de ce travail car la couche de chitosane déposée est

homogene avec un gain de masse important (11.94 %).

Tableau 20. Composition atomique expérimentale du (PP/CS)7 spray €t CcOmposition
atomique théorique du chitosane

Element Exp. (%0 at)PP Th. (% at.)(CS) Exp. (% at.) (PP/CS)7 spray

Carbon 100 54 56.0+0.7
Oxygen 0 36 33.2+0.8
Nitrogen 0 10 10.8+0.0
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Figure 31. EDX spectra of a PP (a) and (PP/CS)+s (b)
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I11-2-2. Assemblage couche par couche de chitosane/polymére de

cyclodextrine a la surface du PP

Nous avons utilisé un polymere hydrosoluble a base de B-cyclodextrine, P(CD), qui posséde a
la fois des fonctions carboxylates susceptibles de faire des liaisons ioniques avec les fonctions
ammonium des polymeéres de chitosane et également des cyclodextrines en groupements
latéraux pour encapsuler le carvacrol (Tableau 17). Le P(CD) a été preparé par greffage de la
cyclodextrine sur du poly[(méthylvinyléther)-alt-(acide maléique)]?°. Bien que ce polymére ait
une teneur élevée en CD (80% en poids) il reste néanmoins soluble dans I'eau. Nous avons
utilisé deux polymeres de P(CD) ayant des masses molaires différentes : le P(CD)nmm de masse
molaire 485 000 g/mol et le P(CD)Lmm de masse molaire 80 000g/mol et & deux concentrations
différentes, 3et 7.5 g.L™.

PP

P(CD)-carv Chitosan [PP/CS/P(CD)-Carv]s

solution solution

(PP/CS); spray

Chitosan (CS)

Figure 32. Strategy for functionalizing commercial protection masks with layer-by-layer method

La stratégie du dépdt des différentes couches a la surface du PP est illustrée sur la Figure 32.
La 1% couche homogene de chitosane est appliquée & la surface du PP par 7 pulvérisations de
chaque coté du PP (PP/CS)7 spray. Cette couche sera appelée primaire d’adhésion puisqu’elle va
permettre 1’accrochage des couches de P(CD). Les couches suivantes sont appliquées par
immersion tout d’abord dans une solution aqueuse contenant le complexe P(CD)-carvacrol. Le

systéme obtenu a ensuite été immergé dans une solution acide de chitosane.

Par ce procedé, a chaque immersion, deux couches se déposent de fagcon simultanée de chaque
coté du PP (Figure 26). Nous avons ainsi déposé jusqu’a 5 couches de chaque coté du PP ce
qui correspond au total a 10 couches déposées. Entre chaque immersion, le matériau est séché

sous vide & 60°C pendant deux heures. Pour gagner du temps lors de 1’élaboration des multi-
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couches, nous avons ensuite comparé les résultats obtenus avec un procédé que nous

qualifierons de continu, c¢’est-a-dire sans phase de sechage.

Dans un premier temps, pour montrer la faisabilitté du systéme, nous avons déposé
successivement des couches de P(CD) sans carvacrol et des couches de chitosane. Les
échantillons ont été analysés par FTIR. Le P(CD) présente des bandes d’absorption
caractéristiques a 1575 cm™ (fonction COOH) et a 1725 cm® (fonction ester). Pour évaluer le
dép6t de P(CD), nous avons défini le rapport noté R défini par I'Equation 4.

_ Lizos

R, Equation 4

"~ Lyoso
ou li725 correspond a l'intensité maximale de la liaison C=0 du groupe ester de P(CD) a 1725

cm et lags0 correspond a I'intensité maximale du groupe CH3 du PP & 2950 cm'™,

Nous avons déposé au total 10 couches de polymére pour avoir un gain de masse suffisant et
une teneur importante de CD pour encapsuler le carvacrol. Nous avons utilisé le P(CD) de faible
masse molaire dans un premier temps a une concentration de 7.5 g.L™ (Figure 33). Nous
observons par FTIR que de fagcon simultanée le rapport R> augmente a chaque dépét de P(CD)
et au contraire le rapport Ry diminue puisque le rapport R1 est caractéristique du chitosan. Le
gain de masse cumulé est de 1.99 %, c’est-a-dire bien inférieur au gain de masse obtenu lors de
la formation de la sous couche d’adhésion du chitosane par pulveérisation.

10 TZAMass gain |- 1.2
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3]
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Primer layer 1(CD) 2 (chitosan) 3 (CD) 4 (chitosan) 5(CD)
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Figure 33. Influence of final mass gain, R1 and R; for the different layer of [PP/CS/P(CD)Lmm75]s
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Nous avons comparé les résultats obtenus par cette technique avec ceux obtenus par un procédé
en continu, ¢’est-a-dire sans les phases de séchage entre les immersions successives (Tableau
21). Les gains de masse et les valeurs de R1 et R> sont comparables, ce qui signifie que les

étapes de séchage ne sont pas indispensables pour élaborer le matériau multi-couches.

Tableau 21. Gain de masse, R; et Rz de I’échantillon [PP/CS/P(CD)Lmm75]s selon 2 méthodes de

préparation (concentration du chitosane : 7.5 g.L* et concentration du P(CD) : 7.5 g.L ™)

Process Mass gain (%) R1 R2
Step by step 1.99+ 0.37 0.76 £ 0.08 0.27 £ 0.06
Continuous 1.68 +0.32 0.66 £ 0.10 0.34+£0.06

Les porosités des différents matériaux ont été déterminées (Figure 34). Une taille de pore
centrée a 119+18 um a été déterminée pour le masque commercial PP, tandis qu'une distribution
centrée a 65+5 pum a été obtenue pour le PP/Chitosanz spray, €t une diminution de la distribution

de taille de pore a également été observée pour le matériau multicouche (44+7um).

Le masque commercial PP présente une porosité de 67.0+0.1%. Le PP/Chitosan spray montre
une légere diminution de la porosité (63.0+£0.5 %) tandis que le [PP/CS/P(CD)]s montre une

porosité de 70.4+0.9 %. Ces valeurs ne sont pas significatives d’un changement de porosité.

Méme si les différentes couches ont obstrué les pores du masque, la porosité reste encore élevée.
Nous pouvons supposer que cette modification ne devrait pas affecter de maniere notable la

capacité de filtration du masque.
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Figure 34. MIP profiles of a PP, (PP/CS)7 spray and [PP/CS/P(CD)Lmm7s]s

Pour étudier I’influence de la masse molaire du polymeére de cyclodextrine P(CD) sur la qualité
du dépdt, nous avons utilisé une solution de P(CD)nmm de haute masse molaire a 3 g.L™ . Au-
dela de 3 g.L?, la solution de P(CD)nmm est trop visqueuse et ne s’adapte pas au processus
développé. La solution de P(CD)nmm a 3 g.L™! a une viscosité plus élevée que la solution de
P(CD)Lmm de faible masse molaire a 7.5 g.L . La Figure 35 compare les valeurs de gain
massique, les valeurs de R et Rz pour les matériaux multicouches préparés avec une solution
de P(CD)nmm a 3 g.Lt et une solution de P(CD)umm & 7.5 g.L%. Les résultats montrent des
valeurs plus élevées avec I'utilisation d'une solution de P(CD) de haute masse molaire en raison
de la viscosité qui est plus élevee. Il est donc préférable d’utiliser un P(CD) de haute masse

molaire a faible concentration (3 g.L?).
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Figure 35. Influence of the molar mass of P(CD) solution on mass gain, R: et R, of the
[PP/CS/P(CD)LMM7,5]5 and [PP/CS/P(CD)HMMs]s

Les analyses MEB couplées a I'EDX confirment ces résultats (Figure 36). Les images MEB
montrent que le P(CD)nmm @ completement recouvert la surface du filtre PP et provoque
I’obstruction des pores, ce qui pourrait étre problématique pour 1’application envisagée. Pour
le P(CD) ayant un degré de substitution DS de 0.89, la composition atomique est de 55% de
carbone et 45% d'oxygeéne. Pour chaque matériau multicouches, une composition atomique
moyenne de 7% d'azote, caractéristique du chitosane, a été détectée. On peut I'expliquer soit
parce que le P(CD) n'a pas recouvert toute la surface, soit parce que la couche de P(CD) est si
mince qu'il est encore possible de détecter le chitosane.

100




Chapitre I1l1: Assemblage multicouches antibactérien a base de chitosane et de polymére de
cyclodextrine

A 100 pm

Element Composition (% at.) Element Composition (% at.)
Carbon 58.9+1.1 Carbon 76.4+2.1
Oxygen 34.0£1.9 Oxygen 15.9+1.0
Nitrogen 7.2+0.8 Nitrogen 7.8+1.1

(@) (b)

Figure 36. SEM images and EDX analyses of [PP/CS/ P(CD)umwms]s (2) and [PP/CS/ P(CD)immz.s]s (b)

Les meilleures conditions d’élaboration des matériaux multicouches étant mises au point, nous
avons préparé les matériaux contenant le carvacrol. Par conséquent, les échantillons
[PP/CS/P(CD)nmms-Carv]s et [PP/CS/P(CD)Lmm7s-Carv]s ont été préparés dans les mémes
conditions que précédemment, c’est a dire par imprégnation "continue". Les gains de masse et
les rapports R1 et R> ont été déterminés par FTIR et rassemblés sur la Figure 37. Le gain de
masse ainsi que les valeurs de R1 et Rz sont plus élevés avec la solution de P(CD)n1mmz comme
ce qui avait été observé précédemment avec les polymeres de CD sans carvacrol. L’influence
de la masse molaire sur I’efficacité d’adsorption a déja été montré dans la littérature?>28, Ces
deux systémes ont été étudiés afin de comparer a la fois leurs activités antiradicalaires et
antibactériennes.
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Figure 37. Influence of the concentration of the P(CD)-carv solution and the molar mass on mass
gain (MG), Ry and R; of [PP/CS/ P(CD)nmwms-Carv]s and [PP/CS/ P(CD)um75-Carv]s

I11-2-3. Etude des activités antiradicalaires et antibactériennes des

materiaux multicouches
La méthode utilisée pour mesurer I'activité antiradicalaire est celle du piégeage des radicaux
libres par la DPPH. Sans activité antiradicalaire, les échantillons [PP/CS/P(CD)Lvm75]s, ont
une couleur pourpre, couleur qui correspond a une absorbance UV-visible maximale a 517 nm.
En présence de carvacrol, les matériaux [PP/CS/P(CD)nmms-Carv]s et du [PP/CS/P(CD)Lmm7.5-
Carv]s sont devenus jaunes avec le temps et nous avons observé une diminution importante du

pic d'absorption a 517 nm témoin d’une forte activité antiradicalaire.

La Figure 38 montre I’évolution de D’activité antiradicalaire jusqu’a 21 heures. Le
[PP/CS/P(CD)Lmm75]s montre une légere activité antiradicalaire, méme sans carvacrol, en
raison de l'activité antiradicalaire et de piégeage des radicaux libres du chitosane®’. Le
[PP/CS/P(CD)nmms-Carv]s est légerement plus antioxydant que [PP/CS/P(CD)imm75-Carv]s
trés certainement en raison d'un dépdt plus important de polymeére. En effet la viscosité de la
solution P(CD)-carv a 3 g.L ! est plus élevée. La forte activité initiale de piégeage des radicaux

libres apres 1 heure est due a la décomplexation du carvacrol en présence de méthanol alors
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que l'augmentation progressive de cette activité entre 1h et 20h est trés certainement due a la

diffusion du carvacrol dans les différentes couches déposées a la surface du PP.
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Figure 38. Kinetic study of the Radical Scavenger Activity for [PP/CS/P(CD).mwmzs]s, [PP/CS/
P(CD)HMl\A3_CarV]5 and [PP/CS/ P(CD)LMm7,5.CaI’V]5

Les propriétés antibactériennes des matériaux multicouches ont été étudiées avec deux souches
de bactéries (E. coli et S. aureus). Les mesures ont été réalisées aprés 3 heures d'incubation
dans la suspension bactérienne. La Figure 39 montre le nombre de bactéries adhérentes
(CFU/cm?) calculé par les post-tests ANOVA et StatAdvisor. Les valeurs CFU/cm? de
[PP/CS/P(CD)Lmm7.5]s sont tres inférieures a celles du PP pour les deux bactéries en raison a la
fois de la présence de chitosane, connu pour ses propriétés antibactériennes et de la présence

du carvacrol.
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Figure 39. Antibacterial test of PP, [PP/CS/P(CD)Lmwmr.5]s and [PP/CS/ P(CD)Lmm7s-Carvl]s

Conclusion

Dans ce chapitre, une stratégie de modification de surface d’un filtre en PP par la méthode de
« layer by layer » a base d’un polymére cationique, le chitosane, et un polymére anionique, le
P(CD) a été développee. La premiere étape est d’immobiliser efficacement le chitosane a la
surface du PP. La réussite de cette méthode dépend principalement de la bonne adhésion de la
couche primaire de chitosane a la surface du filtre. Ainsi, nous avons opté pour une technique
de pulvérisation. Cela a permis un gain de masse et une homogénéité beaucoup plus intéressante
que la méthode d’imprégnation. La deuxiéme étape a consisté a imprégner de maniére
« continue » le matériau successivement dans une solution de P(CD) complexée avec le
carvacrol puis de chitosane jusqu’a obtenir un matériau possédant un total de 10 couches. Cette
méthode a permis de faire émerger 2 structures: [PP/CS/P(CD)nvmsz-Carv]s et du
[PP/CS/P(CD)Lmm7.5-Carv]s. Néanmoins, parmi ces 2 structures, seule la méthode permettant
d’aboutir au matériau [PP/CS/P(CD)Lmm75-Carv]s est conservée. En effet, un P(CD) de masse
molaire trop importante engendre une obstruction des pores, visible par MEB, et ne sera donc
pas adapté a I’application envisagée. Les propriétés antioxydantes et antibactériennes ont
également été étudiées. Les résultats montrent une excellente activité antioxydante et
antibactérienne comparées au matériau non modifié. Il semblerait néanmoins que 1’ajout de
carvacrol n’ait pas d’influence sur les propriétés antibactériennes du matériau. Soit en raison
de la diffusion lente du carvacrol au sein du matériau ou de la présence de chitosane en face

externe qui posséde déja des propriétés antibactériennes.
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Introduction

Ce chapitre présente deux approches permettant la modification des supports en PP avec de
l'acide tannique (AT), un polyphénol d'origine naturelle. L’acide tannique est extrait de
nombreux végétaux, comme les baies, les agrumes, les céréales, le thé ou les herbes! mais aussi
des résidus de raisin issus de I’industrie vinicole . Sa structure chimique est composée de 10
motifs d’acide gallique, un composé organique aromatique de la famille des acides
hydroxybenzoiques, possédant une fonction carboxylique et trois groupements phénols
(Tableau 22). Les nombreux groupements phénols terminaux de 1’acide tannique lui conférent
des propriétés antioxydantes®”’, antibactériennes®®® et une certaine stabilité thermiquel®.
L’acide tannique est utilisé dans de nombreuses applications industrielles, la plus connue étant
le tannage du cuir, mais egalement dans des applications telles que les revétements, les

matériaux adsorbants et antibactériens et les nanomatériaux**2°.

Dans cette étude, 2 stratégies ont été mises en place afin de fonctionnaliser un support en
polypropyléne avec de I’acide tannique afin de rendre le support filtrant antibactérien. La
premiére est I’extrusion réactive du PP avec I’AT en présence (ou non) de peroxyde de
dicumyle (DCP) pour greffer directement 1’acide tannique sur le PP. La deuxiéme stratégie
consiste a polymériser I’AT au travers d’une couche poreuse de PP que nous avons extraite
d’un masque de protection commercial. Dans un premier temps, 1’acide tannique natif, ou un
dérivé polyméthacrylaté de I’acide tannique, a été réticulé au travers du support filtrant avec ou
sans photo-amorceur. Dans cette approche, I’acide tannique se trouve immobilisé de maniére
physique au travers du mat poreux. Une autre voie a été étudiée en paralléle qui consiste a
greffer chimiquement 1’acide tannique sur le support filtrant en milieu alacalin. Les stratégies

envisagées sont illustrées dans la Figure 40.
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Polymérisation au travers du support filtrant « grafting from »

4 3\ 4 )

Acide tannique
GMA ﬁ ;

Mat filtrant b J
K hy j K hv  + benzophénone J

Figure 40. Stratégies d’immobilisation de I’acide tannique sur un mat poreux médian d’un masque
commercial

Tableau 22. Structure des molécules réactives

Composés Structures

Polypropyléne (PP) CHZ_TH
cHy |

HO, DHo

QP

- - b
Acide tannique (AT) ;:5 é}
_Q_‘OHO OH b_

HO

HO  ©OH

IV-1. Greffage de I’acide tannique sur un support en PP par extrusion

réactive
L’objectif de cette étude est de réaliser par extrusion réactive le couplage de I’AT sur le PP par
un mécanisme radicalaire en présence de peroxyde de dicumyle DCP. En présence d’un
amorceur radicalaire tel que le DCP on s’attend a obtenir différents types de réaction dont il
conviendra de préciser quels sont les mécanismes majoritaires. En effet, les radicaux générés
lors de la décomposition du DCP peuvent induire en plus de la réaction de greffage de 1’acide
tannique souhaitée, des réactions de réticulation ou des coupures de chaines ®'7. Des
éprouvettes a base de PP et 10% en masse d’AT en présence (ou non) de 5% DCP ont été
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préparées par extrusion-injection. La composition des échantillons prépares est présentée dans
le Tableau 23.

Tableau 23. Composition des éprouvettes préparées par extrusion-injection
Eprouvettes PP (%, g/g) AT (%,9/g) DCP (%, g/9)
PPgAT1o 90 10 0
PPgsAT10DCPs 85 10 5

L’analyse par TGA montre que la dégradation de I’acide tannique seul se déroule en deux étapes
a des températures supérieures a 150°C avec des pics maximaux a 277°C et 450°C (Figure 41).
La 1° étape correspond a une perte de masse de 74% alors que la deuxiéme correspond & une
perte de masse de 20%. Entre 50 et 150°C la perte de masse de 6% correspond au départ de
’eau contenue dans I’acide tannique. La dégradation thermo-oxydative de 1’acide tannique est
due a des réactions de décarboxylation qui conduisent a la formation dans un premier temps a
la formation de CO: et de 1,2,3 benzéne triol par rupture des liaisons ester. Puis a des
températures plus hautes, supérieures a 370°C les réactions d’oxydation génerent la formation
de CO; et de COY’. L’addition d’acide tannique dans le PP permet d’augmenter la résistance
thermique du PP car la température correspondant a une perte de masse de 10% (T10%)
augmente de 310°C a 347°C en présence de 10% d’acide tannique (Tableau 24). Cet effet est
moins important lorsque le PP est mis en ceuvre en présence de DCP car la température T10%
est de 325°C, laissant supposer une modification du PP par rapport a la mise en ceuvre sans

DCP. Quoiqu’il en soit cette augmentation de température reste significative.

Tableau 24. Caractérisation des matériaux par TGA

Parameétres Dégradation thermo-oxydante
Acide tannique PP PPoAT10 PPssAT10DCPs
T de dégradation (°C) 277 410 408 411
T10% (°C) 227 310 347 325
T50% (°C) 293 395 409 407
Résidu a 500°C (%) 0 6.3 3.4 4.7
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dTG (%/min)

Mass loss (%)

Figure 41. DTG (A) et TGA curves (B) of thermo-oxidative degradation of AT, PP, PPgATo et

Une fois les éprouvettes PPooAT1o et PPgsAT10DCPs obtenues par extrusion-injection, les
échantillons ont été découpés (1 cm?) puis immergés 120h dans le méthanol afin d’étudier le
relargage de I’acide tannique non greffé. La perte de masse a été mesurée par gravimétrie. La

Figure 42B montre 1’évolution de la perte de masse pour les échantillons PPgoAT1o et
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Tannic acid released (%)

Mass loss (%)

Figure 42. Pourcentage d’acide tannique libéré (déterminé par spectroscopie UV-visible) (A) et perte

de masse (déterminée par gravimétrie) au cours de I’immersion des échantillons dans le méthanol (B).

Une coloration de la solution est observée au cours du temps (Figure 43). Cette couleur est
caractéristique de ’acide tannique. Nous avons mis au point une méthode de dosage de I’acide
tannique en solution par spectrophotométrie UV-visible en établissant une courbe d’étalonnage
(Figure 44) afin de déterminer la concentration en acide tannique dans la solution. Connaissant

la masse totale de nos échantillons nous avons ensuite calculé le pourcentage massique d’acide
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tannique libéré (Figure 42A).
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Figure 43. Coloring of the solution according to the extraction time in methanol (PPgsAT10DCPs
specimens)
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Figure 44. Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique dans le méthanol

Les profils de libération de 1’acide tannique, déterminés par spectroscopie UV-visible, sont
différents pour les 2 échantillons. La libération de I’acide tannique (Figure 42a), commence
des le début de I’immersion mais de fagon beaucoup plus lente pour le PPooAT1o. La teneur
maximale libérée est également plus faible et n’atteint que 1% pour le PPgoAT1o alors qu’elle
est de 6.2% pour le PPgsAT10DCPs au bout de 100 heures. Ce méme phénomeéne est observé
pour la perte de masse par gravimétrie. Le PPgsAT10DCPs perd 6 % de masse alors que le
PPgoAT10 perd moins de 1% de perte de masse au bout de 100 heures. La perte de masse du
PP9oAT1o présente deux phases distinctes au cours du temps avec une période d’induction de
80 heures durant laquelle il n’y a quasiment pas de perte de masse puis une perte de masse plus
importante atteignant 4%. Comme nous avions introduit 10% d’acide tannique dans les

¢échantillons, il reste trés certainement de 1’acide tannique piégé ou greffé dans les éprouvettes
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méme apreés 220 heures d’extraction dans le méthanol. Les eprouvettes ont été analysées par
FTIR/ATR pour mettre en évidence la présence d’acide tannique en surface dans les
échantillons. Les pics caractéristiques de ’acide tannique sont les fonctions O-H (3287 cm™)
les fonctions C=0 (1698 cm™) et les C=C aromatiques a 1606 cm™. La Figure 45 montre les
spectres FTIR du PP, de I’acide tannique, du PPooAT1o et du PPgsAT10DCPs.

o=H 7 c=0 7

3287 cm” 1698 cm’c o ¥
1606cm”

(a)

W(b)

C
16!-():8=o 1/"/ W( )
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1606cm”
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1698 cm” /‘
3 W

1606cm”

| | | | I I |
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm'1)

Figure 45. Spectres FTIR de I’acide tannique (a), du PP (b), du PPgAT1o (C) et du PPgsAT10DCPs (d)

Pour chaque échantillon les rapports Rz des intensités des bandes d’absorption correspondant
aux pics situés respectivement a 1698 cm, significatif de la présence d’acide tannique et a
2950 cm! caractéristiques du PP ont été calculés pour les échantillons initiaux et au bout de
120 et 210 heures d’immersion.
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Figure 46. Evolution du rapport R3 en fonction du temps d’immersion dans le méthanol

Les résultats montrent que les deux échantillons présentent la méme quantité d’acide tannique
en surface avant immersion. Pour I’échantillon PPgoAT1o, la quantité d’acide tannique reste
constante jusqu’a 120 heures puis augmente considérablement au bout de 210 heures (Figure
46). On peut faire I’hypothése que 1’acide tannique piégé au cceur de 1’échantillon peut diffuser
vers la surface. Pour I’échantillon PPgsAT10DCPs la migration de I’acide tannique serait plus
rapide et commencerait apres 60 heures d’immersion.

En tenant compte des résultats obtenus par UV, gravimétrie et FTIR nous pouvons en conclure
que les comportements des echantillons PPgoAT10 et PPgsAT10DCPs sont différents. La
diffusion et la libération de I’acide tannique est plus importante dans le PPgsAT10DCPs. Pour
expliquer ce phénoméne nous pouvons faire I’hypothése que les radicaux générés lors de la
décomposition de 1’acide tannique ont eu pour conséquence de couper des chaines de PP,
conduisant ainsi a une libération de I’acide tannique plus importante que dans le cas du
PPgoATo.

Si on veut une libération plus rapide de 1’acide tannique des supports en PP la présence de DCP
est une bonne solution. Nous sommes ici dans des conditions d’extraction favorables car 1’acide
tannique est trés soluble dans le méthanol. Cependant c’est une méthode d’extraction peu
appropriée dans le cadre d’une utilisation des masques de PP comme systéme de filtration de
I’air ambiant. Méme dans ces conditions un peu extrémes nous pouvons constater que de 1’acide
tannique reste encore dans le PP ce qui laisse supposer une action plus longue en absence de

méthanol.
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Activité antioxydante

La méthode utilisée pour mesurer l'activité antioxydante est celle du piégeage des radicaux
libres par la DPPH. Sans présence d’acide tannique, la solution contenant le PP a une couleur
pourpre, qui correspond a une absorbance UV-visible a 517 nm. En présence d’acide tannique,
les solutions contenant les éprouvettes PPooAT1o et PPgsAT10DCPs sont devenues jaunes et on
observe une baisse importante du pic d'absorption a 517 nm (Tableau 25). Hormis la solution
contenant le PP, toutes les solutions ont montré un RSA aux alentours de 95%, ce qui montre
que méme aprés 210h d’extraction, tout 1’acide tannique n’a pas été extrait et que les

échantillons continuent a présenter une activité antioxydante importante.

Tableau 25. Radical Scavenger Activity (RSA) pour les différents échantillons

Samples Extraction time (h) RSA (%)
PP 0 14.8+2.3
PPgoAT10 0 95.1+0.0
PPgoAT10 60 95.1+0.0
PP9oAT10 120 96.2+3.4
PP90AT10 210 94.3+1.1
PPgsAT10DCPs 0 95.1+0.0
PPgsAT10DCPs 60 95.1+0.0
PPgsAT10DCPs 120 94.1+0.9
PPgsAT10DCPs 210 95.1+0.0

1V-2. Réticulation de ’acide tannique au travers du support médian

IVV-2-1. Réticulation de I’acide tannique en milieu alcalin

L’objectif de cette étude est d’immobiliser de 1’acide tannique a la surface d’une couche de
masque de protection en PP par une méthode simple, économique et écologique. 1l est reconnu
que I’oxydation des polyphénols végétaux conduit a la formation d'espéces de masses molaires
plus élevées'® responsables du brunissement des fruits et légumes riches en composés
phénoliques. Ces réactions d’auto-oxydation peuvent conduire a la formation de revétement
comme cela a été montré dans plusieurs publications®>*®. Ces revétements se forment & pH
basique en présence d’oxygeéne. Certains auteurs, font souvent le paralléle avec la
polymerisation de la dopamine, cependant dans ce cas des fonctions amine interviennent via

une addition de Mickael. Le mécanisme de I’oligomérisation des polyphénols végétaux est
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encore mal connu mais est a I’origine de la formation de ces revétements qui sont stables en
raison d’une diminution de solubilité. Nous avons cherché a valoriser les propriétés d’auto-
oxydation de 1’acide tannique pour fonctionnaliser un mat poreux commercial. Nous avons fait
I’hypothése que la formation de ces oligomeres pourrait conduire a une fonctionnalisation
physique du mat poreux en supposant que ces oligomeres se forment au travers de ce maillage

et seraient immobilisés tel un réseau semi-interpénétreé.

Les mats de PP commerciaux poreux ont été immergés dans une solution tampon bis-tris
(Figure 47) et d’acide tannique de 25 mL. Le pH de la solution a été ajusté a 7 avec une solution
d’HCl a 0.1N. Apres 88h d’imprégnation sous forte agitation, les échantillons sont séchés sous
vide & 70°C pendant 1h. Aprés un ringage de 24 heures dans de 1’eau distillée, les échantillons
sont séchés sous vide dans les mémes conditions. A titre de comparaison, des échantillons ont

été imprégnés dans une solution aqueuse témoin contenant uniquement de 1’acide tannique (1

~ TOH
N\/\
HH%%OH .

Figure 47. Formule chimique du bis-tris méthane

mg.mL™1).

Les échantillons ont été étudiés par FTIR afin de suivre la présence de I’acide tannique avant
et aprés ringage a I’eau. La Figure 48 montre le spectre du mat natif en polypropyléne (a), le
spectre aprés immersion dans la solution acide tannique/bis-tris (c) et le spectre aprés 24h de
ringage dans I’eau (d). Aprés immersion dans la solution d’acide tannique/bis-tris, on observe
la présence d’acide tannique en surface résultant de I’enchevétrement et réticulation de I’acide

tannique au travers du maillage du mét en polypropyléne.
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Figure 48. FTIR spectra of PP (a), AT (b), PP after immersion 88h in bis-tris/tannic acid solution (c)

and after 24h of washing in water (d)

Les mémes analyses ont été effectuées sur les échantillons témoins immergés dans la solution
d’acide tannique sans bis-tris (Figure 49). Aprés imprégnation du mat dans ’acide tannique
(¢), les pics caractéristiques de I’acide tannique sont visibles mais beaucoup moins que lors de
I’imprégnation dans la solution d’AT/bis-tris. Cela s’explique par le fait que le PP est
hydrophobe et I’AT hydrophile donc ’acide tannique seul ne se fixe pas bien. Aprés 24h de
ringage, on n’observe plus de traces de I’acide tannique sur le mat (d). Les valeurs des rapports
Rs(Tableau 26) confirment bien la présence des enchevétrements de 1’acide tannique au travers

du maillage du mét en polypropyléne en milieu alcalin.
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Figure 49. FTIR spectra of PP (a), tannic acid (b), PP after immersion 88h in tannic acid solution (c)

and after 24h of washing in water (d)

Tableau 26. Valeurs du rapport Rs; déterminés par FTIR pour les échantillons imprégnés dans un

solution d’acide tannique avec ou sans bis-tris (influence du ringage a I’eau)

Polymerization of tannic acid

Rs

No washing 1.11

Washing 0.14
Adsorption of tannic acid

No washing 0.10

Washing 0.04

Comme précédemment, on mesure l'activité antiradicalaire apres 24h de ringage a I’eau. Sans
présence d’acide tannique, la solution contenant le PP ainsi que le film sur lequel a été adsorbé
’acide tannique ont une couleur pourpre correspondant a une absorbance UV-visible a 517 nm.
En présence d’acide tannique, I’échantillon sur lequel I’acide tannique a été polymérisé est
devenu jaune et on observe une baisse importante du pic d'absorption a 517 nm (Tableau 27).
Le mat de PP imprégné dans la solution d’acide tannique contenant du bis-tris montre une
activité antioxydante importante de 82.7%, ce qui confirme la polymérisation de I’acide
tannique au travers du mat en PP, contrairement a 1’échantillon sur lequel 1’acide tannique a été
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adsorbé qui montre une activité antioxydante de seulement 5.6%. Dans ce cas, la majorité de

I’acide tannique a été extrait apres le rincage a 1’eau.

Tableau 27. Radical Scavenger Activity (RSA) pour les différents échantillons

Samples Method RSA (%)
PP - 10.0£1.5
PP+AT Adsorption 5.6+3.1

PP+AT  Polymerization 82.7+10.3

IV-2-2. Réticulation d’un dérivé polyméthacrylaté de I’acide tannique

Nous avons synthétis¢é un dérivé polymethacrylaté de 1’acide tanique par réaction du
méthacrylate de glycidyle (GMA) avec I’acide tannique. La réaction d’ouverture de la fonction
époxyde par les fonctions phénol de ’acide tannique est catalysée par la triphénylphosphine
(Figure 50). La réaction se déroule a reflux dans un mélange acétate d’éthyle/butylacétate

(40/60).
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Figure 50. Synth¢se de I’acide tannique polyméthacrylaté (AT-MA)

Deux dérivés ont été synthétisés en faisant varier le ratio d’acide tannique/GMA. Deux taux de
substitution ont été prépares correspondant a 5 et 10 équivalents de méthacrylate par fonctions
phénol dans le mélange réactionnel. La structure chimique des dérivés synthétisés a été
déterminée par FTIR et RMN. Le spectre FTIR (Figure 51) montre clairement, la présence des
doubles liaisons a 945 et 814 cm™. Ces bandes sont absentes du spectre de ’acide tannique. La
bande & 1637 cm™ est plus difficile a détecter car elle se superpose a celle de la bande des C=C
aromatique trés intense de ’acide tannique natif @ 1606 cm™. Les bandes & 907 et 842 cm™ qui
correspondent au groupement époxyde du GMA sont absentes du spectre FTIR ce qui confirme

le succés de la réaction. On notera la présence d’une bande large centrée a 3400 cm™ qui
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démontre qu’il reste des fonctions phénol, ce qui est cohérent avec le ratio des réactifs utilisé.

La présence de ces fonctions phénol est indispensable a 1’activité antibactérienne recherchée.

c=0 7
1714 cm™

| | | I | | |
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm'1)

Figure 51. Spectres FTIR de I’acide tannique (a) et du dérivé AT-MA (b)

Le spectre RMN permet de calculer le taux de substitution de 1’acide tannique (Figure 52). Le
calcul du rapport des intégrations des protons aromatiques entre 6.7 et 7.25 ppm et des protons
méthine (f) permet de calculer un taux de substitution de 10.55 et de 8.18 pour les dérivés
préparés avec 10 et 5 équivalents GMA par fonctions phénol. Ce résultat montre que la réaction

est quantitative et qu’il est facile de controler le taux de substitution de I’acide tannique.
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Figure 52. Spectres RMN *H dans le DMSO de I’acide tannique (a), du GMA (b) et d’un échantillon
AT-MA (c) prépare avec 10 équivalents de GEMA par fonction phénol

Ces dérivés ont ensuite été polymérisés au travers du dispositif filtrant (support médian). Le
procédé est relativement simple a mettre en ceuvre, puisqu’il consiste a imprégner des
échantillons (1.5 cm?) dans une solution d’acide tannique fonctionnalisé€ en présence ou non de
2,2-diméthoxyphényl-acétophénone (DMPA) comme photoamorceur (Figure 53). Les mats
sont ensuite irradiés sur les deux faces puis extraits dans le méthanol afin d’éliminer 1’acide

tannique non polymérisé au travers du mat poreux.

4 4

: TA-MA
e 3% DMPA

Extraction

Figure 53. Schéma du procédé de réticulation des dérivés d’acide tannique méthacrylatés (AT-MA)
au travers du support médian.
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Les résultats obtenus pour les deux dérivés AT-MA ont été comparés. Les spectres FTIR des
mats apres irradiation et extraction montrent clairement la présence d’acide tannique (Figure
54). La bande & 1714 cm™ est caractéristique de la fonction ester présente a la fois dans I’acide
tannique et dans le dérivé polyméthacrylaté. La présence de motifs d’acide tannique démontre
que les dérivés polyfonctionnels ont conduit a la formation d’un réseau qui se trouve immobilisé
physiquement au travers du mat fibreux. Le calcul du rapport R (Equation 5) entre la bande
ester caractéristique de 1’acide tannique et la bande du polypropyléne a 2950 cm™ permet de

comparer les différents essais réalisés.

11714-

R = Equation 5
12950

T T T T T T 1
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Figure 54. Spectres FTIR du mat en PP (a), du dérivé AT-MA (b) et de I’échantillon réticulé n°5 (c)
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Tableau 28. Conditions de polymérisation des dérivés AT-MA et valeurs du rapport R

n° AT-MA (eq MA mol.) [AT-MA] (g.L1) DMPA % (g/g) R
1 5 30 0 -
2 5 30 3 0.010 + 0.002
3 10 30 0 0.031 + 0.006
4 10 30 3 0.025 + 0.008
5 10 85 3 0.041 +£0.017

Les résultats (Tableau 28) montrent que le dérivé avec 10 motifs méthacrylate conduit & une
fonctionnalisation plus importante du mat poreux, ce qui est conforme a ce qui est attendu. La
présence du photoamorceur ne semble pas nécessaire, ce qui peut s’expliquer par la réactivité
¢levée des fonctions méthacrylate. L’augmentation de la concentration en dérivé AT-MA
favorise la réaction de polymérisation mais le revétement présente une hétérogénéité plus
importante. Sur 1’échantillon n°5, deux extractions supplémentaires ont été réalisées afin de
s’assurer du piégeage par réticulation au travers du mat poreux. Pour les revétements réalisés
avec une concentration en AT-MA de 30 g.L™, il n’est pas possible de déterminer un gain de
masse par gravimétrie. Une concentration de 85 g.L* conduit a un gain de masse moyen de 5%.
L’ensemble de ces résultats préliminaires semblent démontrer que la réticulation du dérivé AT-
MA avec 10 motifs méthacrylate par acide tannique ne nécessite pas la présence de
photoamorceur. La concentration optimale du dérivé d’acide tannique reste cependant a

optimiser afin d’obtenir un revétement plus homogene.

IV-3. Greffage de D’acide tannique sur le mat poreux en présence de

benzophénone

Pour cette approche, nous avons transposé une méthode développée au sein du laboratoire, pour
greffer des chaines poly(2-hydroxyéthylmethacrylate) PHEMA sur des films de polyesters
biosourcés®. L’intérét de cette méthode de fonctionnalisation repose sur un procédé en deux

étapes (Figure 55).
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Figure 55. Procédé de greffage des dérivés AT-MA en surface du filtre poreux médian

La premiere étape consiste a irradier un mat pré-imprégné par une solution de benzophénone.
Sous irradiation UV, 1’état triplet de la benzophénone peut extraire des atomes d'hydrogene du
polypropyléne générant ainsi un radical. En absence de monomere, le radical formé peut réagir
avec le radical semi-pinacol par recombinaison. Ces liaisons photo-labiles sont mobilisées lors
d’une seconde étape, lorsque le mat fonctionnalisé est immergé dans un minimum de solution
d’AT-MA et a nouveau irradié. L’intérét de ce processus en deux étapes est I’absence
d’homopolymérisation du derivé AT-MA car le radical semi-pinacol n’amorce pas la
polymérisation. Seuls les radicaux formés a la surface du mat pourront amorcer la
polymérisation des dérivés AT-MA. Compte tenu des résultats obtenus dans le chapitre
précédent, seul le dérivé AT-MA avec 10 motifs méthacrylate ont été étudiés, pour les mémes

concentrations a savoir 30 et 85 g.L ™.

La caracterisation des mats poreux a été effectuée par gravimétrie et FTIR. Les spectres FTIR
montrent clairement la présence de motifs d’acide tannique, avec une bande a 1714 cm™
(Figure 56), correspondant aux fonctions ester de I’acide tannique et a 1637 cm™, on voit
clairement la bande correspondant aux liaisons C=C des noyaux aromatiques. La présence de
la benzophénone est également visible par la bande caractéristique a 700 cm™ qui correspond a
la bande de déformation des C-H aromatique hors plan de I'anneau de la benzophénone?!. En

effet, selon le mécanisme décrit dans la littérature, la terminaison se fait par recombinaison des
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radicaux semi-pinacol issus de la photolyse de la liaison entre le polypropylene et le motif semi
pinacol formé lors de la premiére étape?.

Le Tableau 29 montre que dans le cas d’une concentration a 30 g.L™%, les résultats sont assez
hétérogénes. Certaines zones du mat sont dépourvues d’acide tannique. Avec une concentration
de 85g.L™. Le greffage de I’acide tannique est significatif car le rapport R calculé est supérieur

a celui obtenu par réticulation du dérivé AT-MA au travers du mat.

Tableau 29. Conditions de polymérisation des dérivés AT-MA (10 eq) et valeurs du rapport R

déeterminés par FTIR et les gains de masse GM

n° [AT-MA] (g.L) R GM (%)
7 30 0.0373+0.027 <1%
8 85 0.0750+0.016 2.1

c=o0 -7
1714 cm’

c=c
1637 cm”

W(m
e

T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm'1)

Figure 56. Spectres d’un mat fibreux natif (a) et du greffage de ’acide tannique en présence de

benzophénone (N° 8 aprés 3 extractions) (b)

Conclusion
Ces deux approches de réticulation et de « grafting from » d’un dérivé de 1’acide tannique ont
permis de fonctionnaliser de maniére relativement simple un mat fibreux de polypropyléne.

Cette étude nécessite d’étre poursuivie par I’évaluation de D’activité antiradicalaire et de
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I’activité antibactérienne. Faute de temps, nous n’avons pas pu mener a termes cette étude. Il
serait également trés intéressant de coupler aux dérivés AT-MA un dérivé de cyclodextrine
monofonctionnel portant un groupe acrylate. Les cavités cyclodextrines pourraient ainsi étre
immobilisées dans le réseau ou en surface ce qui permettrait d’augmenter ’activité du support

filtrant par encapsulation de molécules antimicrobiennes dans la cavité de la cyclodextrine.

1VV-4. Partie expérimentale : matériel et méthodes

Matériaux. Le polypropyléne (isotactique, masse molaire : 250 000 g.mol™), I’acide tannique,
le méthanol, le 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyle (DPPH) et tous les solvants ont été achetés

chez Sigma-Aldrich et utilisés sans purification préalable.

Extrusion réactive du polypropyléne avec I’acide tannique. Les granulés de PP ont d’abord
¢été broyés a 1’aide d’un cryo-broyeur. La poudre de PP récupérée a été mélangée a I’AT dans
une extrudeuse bi-vis (Minilab Thermo Scientific Haake) en présence (ou non) de 5% peroxyde
de dicumyle (DCP). L’extrusion a été réalisée a 185°C avec une vitesse de rotation de vis de
90 trs/min pendant 1 min. Apres recirculation, la matiére fondue a été transférée a 1’aide d'un
ensemble cylindre-piston préchauffé et a été injectée dans l'unité de micro-injection (MiniJet
Thermo Scientific Haake) a une pression d'injection de 300 bar (Pi) pendant 30 secondes. Une
pression de maintien de 300 bar (Pm) a été appliquée encore pendant 30 secondes. Les
éprouvettes contenant le PP et I’ AT ont été réalisées avec une proportion massique de 90/10 et
les éprouvettes contenant le PP, I’AT et le DCP ont été réalisées avec une proportion massique

de 85/10/5. La quantité de DCP reste constante et égale a 5% de la masse totale.

Synthése du dérivé polyméthacrylaté de ’acide tannique. Dans un ballon de 50 mL, 1,5 ¢
d’acide tannique et 18 mg de triphénylphosphine sont ajoutés dans 2 mL d’un mélange de
solvants (acétate d’éthyle/butylacétate (60/40). Puis 5 équivalents de glycidylméthacrylayte par
rapport aux fonctions phénol (600 uL) sont additionnés a la suspension. L’ensemble est placé
sous atmosphére d’argon et le mélange est porté au reflux a 100°C durant 48h. Aprés arrét du

chauffage, le solvant est évapore sous vide et le produit est séché une nuit sous rampe a vide.

Polymérisation des dérivés polyméthavrylatés (AT-MA) au travers d’un mat filtrant
median. Un échantillon de mat poreux médian (1,5x1,5 cm) est immergé dans 2mL d’une
solution de TA-MA 430 ou 86 g.L™. Selon le procédé, 3% g/g de DMPA peuvent-étre ajoutés
alasolution. Les échantillons sont laissés immergés durant 2 h a T° ambiante. Le mat est ensuite
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extrait de la solution, puis irradié sous UV durant 300 secondes a une intensité maximale (38
mW.cm?) sur chaque face. L’échantillon est placé a une distance de 11 cm du guide d’ondes.
Le dispostif d’irradiation est un appareil Lightningcure LC8 (L8251) de chez Hamamatsu
équipé d’une lampe xénon-mercure (200 W) couplé a un guide d’ondes flexible. Apres
irradiation le mat est placé dans 20mL de méthanol et agité durant 1h. L’extraction est réalisée

au moins trois fois pour chaque échantillon.

Greffage du dérivé AT-MA en preésence de benzophénone. Un échantillon de mat poreux
médian (1,5x1,5 cm) est immergé dans 2mL d’une solution de Benzophénone dans I’acétone
(36 g.L1). Les échantillons sont immergés durant 2 h a T° ambiante et & I’obscurité. Le mat est
ensuite extrait de la solution, puis irradié sous UV durant 300 secondes a une intensité maximale
(38 mW.cm?) sur chaque face. L’échantillon est placé a une distance de 11 cm du guide d’ondes.
Immédiatement aprés irradiation, le mat est immergé dans 1 mL d’une solution d’AT-MA dans
le méthanol a 86 g.L ! préalablement dégazée par bullage d’argon.

Le dispositif d’irradiation est un appareil Lightningcure LC8 (L8251) de chez Hamamatsu
équipé d’une lampe xénon-mercure (200 W) couplé a un guide d’ondes flexible. Apres
irradiation le mat est placé dans 20mL de méthanol et agité durant 1h. L’extraction est réalisée

au moins trois fois pour chaque échantillon.

Analyse gravimétrique. La variation de masse (Am) des échantillons est calculée a 1'aide de
I’Equation 6.
mf -

m; .
Am = — x 100 Equation 6
m;

ou m; et ms correspondent respectivement a la masse avant et apres 1’étape de séchage.

Libération de I’acide tannique. La libération d'acide tannique a été déterminée par
spectroscopie UV-visible a 276 nm (a 1’aide du spectrophotométre Varian Cary 50 Bio UV-
Visible contr6lé par le logiciel CaryWinUV). La courbe d'étalonnage a été tracée en utilisant

une concentration d'acide tannique allant de 4 a 14 ug.mL™.

Etude de la formation du revétement d’acide tannique. Le revétement en acide tannique a
été réalisé a partir d’une solution tampon bis-tris de 25 mL (100 mM bis-tris soit 523.3 mg et
600 mM NaCl soit 874.3 mg) et d’acide tannique (1 mg.mL" soit 26.5 mg). Le pH de la solution

est au départ de 8.18 et a ensuite été ajusté a 7 avec une solution d’HCI a 0.1N. Les supports
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utilisés sont des morceaux de polypropyléne commercial (150 mg) provenant d’une couche

interne des masques de protection FFP3 de la marque SupAir.

Analyse thermogravimétrique. Les caractéristiques thermiques et de décomposition des
matériaux ont été déterminées par des analyses thermo-gravimétriques (ATG) sur un appareil
Setaram Setsys Evolution 16, avec une plage de température de 20 & 800 °C et une vitesse de
chauffe de 10 °C/min sous un debit d'air.

Résonance magnétique nucléaire (RMN). Les spectres de résonnance magnétique nucléaire
du proton *H ont été effectués sur un spectrométre Bruker Avance 400. Ces spectres ont été
effectués dans du DMSO deutéré (DMSO-d6) a 25°C.

Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR). Les spectres d’absorption
infrarouge ont été enregistrés de 4000 & 500 cm™ sur un spectrométre Bruker Tensor 27 en
mode réflexion totale atténuée (ATR) en effectuant 32 scans. Les transmissions reportées sont

exprimées en nombre d’onde (cm™).

Activité antiradicalaire. L'activité antiradicalaire des réseaux a été déterminee selon la
méthode DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) 23-2°. Environ 50 mg d’échantillons ont été
immergés dans 3 mL d’une solution de DPPH a 0,1 mM avec du méthanol. Cette solution a
ensuite été laissée dans l'obscurité pendant 60 minutes a température ambiante. Le RSA
(« Radical Scavenging Activity ») a été mesurée a l'aide d'un spectrophotometre UV-Visible
Varian Cary 50 Bio contr6lé par le logiciel CaryWinUV. La solution de DPPH est bien connue
pour avoir un maximum d'absorption a 517 nm. L'activité antioxydante a donc été déterminee
en observant la diminution de I'absorbance a cette longueur d'onde. La RSA a été calculée selon

Equation 7.

A — A
M) x 100 Equation 7
réf

Radical Scavenging Activity (%) = ( A

ou A correspond a I'absorbance de la solution de 0,1 mM de DPPH sans échantillon et As
correspond a l'absorbance de la solution de 0,1 mM de DPPH contenant les échantillons et
analysée a 517 nm.
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Conclusion générale

Ces travaux ont pour objet 1’¢laboration de nouvelles structures poreuses non tissées
antibactériennes. Pour cela nous avons proposé différentes stratégies: 1’une a consisté a
élaborer des mats poreux par electrospinning en utilisant un polymere biosourceé et
biocompatible et I’autre voie consistait a modifier un support fibreux provenant d’un masque

de protection respiratoire commercial de type FFP3.

L’étude bibliographique a permis de sélectionner des molécules naturelles présentant une bonne
activité antibactérienne et compatible avec le design des structures que nous avions envisageées.
A I’issue de cette étude nous avons retenu 6 molécules : 1’acide gallique, le carvacrol, I’eugénol,
le géraniol, le linalol et I’acide tannique. Pour protéger ces molécules bioactives et permettre
une diffusion contrélée nous avons choisi de les encapsuler dans les cavités de la cyclodextrine
en utilisant le concept de complexation hote-invité. La taille de I’acide tannique ne permet pas
de I’encapsuler dans la cyclodextrine et c’est la raison pour laquelle nous avons envisagé

d’autres structures pour 1’incorporer dans des mats poreux.

Nous avons montré par des tests biologiques que parmi ces 6 molécules le carvacrol présentait
la plus faible concentration minimale d’inhibition. Des mats poreux a base de PHAs,
biopolyesters biosourcés et biocompatibles ont donc été préparés par electrospinning en
mélange avec des complexes d’inclusion CD-carvacrol. Pour augmenter la concentration en
carvacrol nous avons utilisé non seulement de la cyclodextrine mais également des polymeéres
de cyclodextrine. Comme le polymeére de cyclodextrine est soluble dans I’eau nous avons
protégé cette couche de polymeére par deux couches hydrophobes externes de PHA. Les tests
vis-a-vis des bactéries E. coli et S. aureus montrent une bonne activité antibactérienne de ces

nouveaux supports.

Pour modifier les masques de protection commerciaux nous nous sommes basés sur la méthode
des assemblages par interactions ioniques en superposant de fagon alternative les couches de
polymeres cationiques et les polyméres anioniques a la surface du filtre meédian en
polypropyléne. Le chitosane a été choisi a la fois pour ses propriétés antibactériennes et la
présence des charges positives. Le polymeére anionique, dérivé du polymere de cyclodextrine
présente 1’avantage de pouvoir encapsuler le carvacrol. L’¢laboration de ce type de matériau
nécessite 2 etapes : une premiere étape consiste a déposer un « primaire d’adhésion » & base de

chitosan par pulvérisation. Nous avons ensuite déposé successivement plusieurs couches de
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polymeres de cyclodextrine P(CD) complexé avec le carvacrol alterné avec des couches de
chitosane. Aprés avoir caractérisé ce matériau, nous avons pu faire émerger une structure
[PP/CS/P(CD)Lmm75-Carv]s ayant de bonnes propriétés antioxydantes et antibactériennes.
Cette technique simple pourrait étre utilisée pour la préparation et la fabrication de matériaux
multifonctionnels a une échelle industrielle. L’aspect écologique est également important
puisque les étapes d’imprégnation ont été réalisées en milieu aqueux et que la concentration des

agents biocides a été optimisée pour éviter une libération excessive de molécules bioactives.

Une autre approche a consisté a modifier des supports en PP avec de I'acide tannique, un polyphénol
d'origine naturelle. Les nombreux groupements phénols terminaux de 1’acide tannique lui conférent
des propriétés antioxydantes et antibactériennes. Dans cette étude, 2 stratégies ont été mises en
place afin de fonctionnaliser le PP avec de I’acide tannique. La premicére est I’extrusion réactive du
PP avec I’AT en présence (ou non) de peroxyde de dicumyle (DCP) pour greffer directement I’acide
tannique sur le PP. La deuxiéme stratégie consiste a polymériser I’AT au travers d’une couche
poreuse de PP extraite d’'un masque de protection commercial, afin de permettre I’immobilisation
physique de I’AT a la surface du mat fibreux en PP. La réticulation des dérives méthacryleés de
I’acide tannique au travers du mat de PP a été réalisée soit en milieu basique ou en présence de
photoamorceurs. L’utilisation de photoamorceurs permet a la fois de réticuler et de greffer les
dérivés d’acide tannique. Des études complémentaires seraient a poursuivre pour préciser la
structure chimique du réseau obtenu. Ces matériaux ont montré de bonnes propriétés antioxydantes.
L’originalité de cette technique repose sur le greffage covalent par un procédé propre, éco-
compatible des molécules naturelles bioactives. La photochimie est une méthode de choix et le
fil conducteur de notre approche a été de centrer nos efforts sur le contrdle de la
fonctionnalisation par voie photochimique pour les nombreux avantages qu’elle apporte : des
conditions "douces”, le respect de I’environnement, un gain de temps, le contrdle spatial de la
polymérisation. Néanmoins, faute de temps, 1’évaluation de I’activité antiradicalaire et de
’activité antibactérienne n’ont pas pu étre menees a termes. Une autre perspective de ce travail
consisterait a coupler les dérivés AT-MA avec un dérivé de cyclodextrine monofonctionnel
portant un groupe acrylate. Les cavités cyclodextrines pourraient ainsi étre immobilisées dans
le réseau ou en surface ce qui permettrait d’augmenter 1’activité des filtres par encapsulation

des molécules antimicrobiennes.
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Annexes

Annexe 1

MASQUE PLIABLE A USAGE UNIQUE AVEC SOUPAPE FFP3D NR

Ref. 23305
FICHE TECHNIQUE

A\ SUP
DIMENSIONS
Al IN;-,-

Largeur de la partie inférieure : BS
Masque (rmm) Largeur de la partie supdrisure : 200
Hauteur : B7
Pince-nez (mm) 90 %5 % 0.5 (Lx | x E)
Elastigue (mm) S60%0.7%X6 (LXEXI)
g Soupape [mm) 41 % 11 (D x h)
DESCRIPTIF GENERAL ET MATIERES
* Masque de protection a usage unigue de * Pince-nez en fil de fer entoure de
type FFP3D NR SL polyethyléne
+ Pliable & soupape » Elastiqgue en gomme naturelle
+ Couche extérieurs, intérieure et support » Boitier de la soupape en polypropyléne et
en polypropyléne membrane en gomme synthetique

s Média filtrant en feutre & grande efficacité
de filtration (polypropyléns) électrostatique
AVANTAGES SPECIFIQUES

s Test allergénique s Résistant
s Soupape d'expiration s Ininflammable

PRINCIPAUX DOMAINES D'UTILISATION
s Protection contre les aérosals solides et s Contre le carbonate de caldum, le kaolin,
liguides aux texicités faibles pour des le ciment, la cellulose, le soufre, le coton, la
concentrations jusqu'a 50 fois la VL farine, le charbon, les métaux ferreux, les

huiles vegetales, le bois, les fibres de verre,
le plastique, le quartz, le cuivre,
I'aluminium, les bactéries, les champignons,
les tuberculoses micro-bactériens, le

* Ne pas utiliser dans des environnements
dans lesquels |la concentration d'oxygéne est
inférieure a 17 % Val.

» Industrie textile, artisanat, metallurgie, chrome, le manganése, le nickel, le platine,
exploitation miniére, travaux publics la strychnine, les poussiéres et fumées de
souterrains, menuiserie, soudure, fonte, métaux, les virus et les enzymes.

découpage de métaux, hdpitaux,
laboratoires, contriles médicausx, industrie
pharmaceutique, traitement des déchats
toxiques, fabrication de batteries (Ni-Cad)

s Interventions en milieu amienté Niveau 1
(prélévements, visites d'inspection)

CONDITIONNEMENT
s Emballage individuel # Sachet de 20 masques
s Carton de 240 masques s Boite distributrice pré-découpée
NORMALISATION

Ce masque est conferme au modéle de |'equipement de protection individuelle ayant fait 'ebjet de
L'attestation CE de type 59765
Delivrée par BSI (organisme n® 0086)
Ca masque est conforme & EN 149 : 2001+A1 2009

I'avis du 1.0. francais
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