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Chapitre | : Etat de I’art

Introduction

La maitrise de la biocontamination des surfaces est un enjeu sanitaire majeur, particulierement
lorsqu’elle implique la lutte contre des micro-organismes pathogeénes dans des secteurs socio-
¢conomiques clés tels que le médical ou ’agroalimentaire. Cette biocontamination résulte de la
capacité des bactéries a se lier intimement a une surface pour y adhérer, c’est le phénomeéne de
« bioadhésion ». Une fois adhérées, les bactéries sont capables de s’organiser et de
communiquer entre elles afin d’édifier une structure tridimensionnelle sur les surfaces appelée
« biofilm ». Ce phénoméne naturel, bien qu’inoffensif dans la grande majorité des cas, est a
I’origine de nombreuses problématiques industrielles, comme 1’obstruction de membranes de
filtration, mais surtout de problémes sanitaires majeurs, comme les intoxications alimentaires
et les maladies infectieuses.

Employés intensivement tout au long du XX°™ siécle, les antibiotiques constituaient le meilleur
traitement pour combattre les micro-organismes. Cette utilisation massive et préventive a
malheureusement entrainé le développement de bactéries multi-résistantes devenues
insensibles aux antibiotiques. Il est donc nécessaire de trouver de nouvelles stratégies pour
combattre ces micro-organismes et limiter leurs propagations dans des secteurs sensibles.
L’utilisation de polymeres antibactériens synthétiques est particulieérement explorée de par leur
stabilité chimique et thermique mais surtout de par les possibilités infinies de structures qu’offre
aujourd’hui I’architecture macromoléculaire. En particulier, les polyméres cationiques
amphiphiles sont capables de provoquer la lyse des bactéries par un mécanisme qui n’induit pas
de résistance de leur part. Ceci en fait donc des composés de choix pour une action
antibactérienne pérenne sur le long terme. Les bactéries étant tres difficiles a éliminer une fois
« installées » sur des surfaces, il faut agir en amont de leur adhésion et privilégier des stratégies
préventives. Les modifications chimiques des surfaces et notamment le greffage covalent de
polymeres, sont des stratégies bien adaptées pour fabriquer des surfaces sur-mesure avec les
propriétés désirées.

Dans ce contexte de développement durable et de sécurité sanitaire, le projet ANR BRICAPAC,
consortium de chercheurs et d’industriels, s’est concentré sur la réalisation de surfaces
antibactériennes appliquées au domaine de I’emballage agroalimentaire. Ce projet regroupe
deux laboratoires académiques avec des expertises en fonctionnalisation de surface et en
microbiologie, le CEA et AgroParisTech-INRA, ainsi que deux acteurs industriels majeurs de

I’emballage et du secteur agroalimentaire en France, BOLLORE Division Films Plastiques et
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Chapitre | : Etat de I’art

CHARAL. La préoccupation premiére de ce projet est de limiter la prolifération et ’effet des
bactéries d’altération, voire pathogénes, dans les produits alimentaires. En parall¢le, I’objectif
secondaire est de conserver les bactéries d’intérét technologique, dites positives (bactéries
lactiques), qui contribuent a la bonne maturation du produit frais. L’emballage alimentaire
antibactérien idéal serait donc capable de piéger et d’inhiber les bactéries indésirables au stade
de I’adhésion, tout en préservant les bactéries positives. Ceci permettrait a la fois une meilleure
protection vis-a-vis du consommateur et une meilleure conservation du produit, ce qui aurait
pour conséquence une augmentation des dates limites de consommation. Il serait ainsi possible
d’obtenir des retombées économiques et environnementales importantes grace a la diminution
du gaspillage alimentaire. C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail de thése, qui porte sur la

création et 1’étude de surfaces antibactériennes.

La premiere partie de cet état de I’art sera dédiée a la présentation du mécanisme de la
contamination des surfaces par les bactéries et les problématiques qui y sont associées. Dans
une deuxiéme partie, nous exposerons les diverses stratégies existantes pour maitriser la
biocontamination des surfaces. Les polyméres cationiques avec des ammoniums quaternaires
et en particulier, les polyionénes sont reconnus pour leurs propri€tés antibactériennes. La
troisiéme partic sera donc consacrée a cette classe de polymeére et aux quelques méthodes

décrites pour greffer, de fagcon covalente, de tels polymeéres sur des surfaces.
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A.La contamination bactérienne des surfaces

En 1676, Antonie Van Leecuwenhoek observait pour la premiére fois des micro-organismes a la
surface de ses dents,! qu’il appela « animalcules », grace a un microscope de son invention. De
part cette découverte, on 1’associe souvent au début de la recherche en microbiologie. Presque
deux siécles plus tard, en 1838, le microbiologiste Christian Gottfried Ehrenberg baptisera ces
micro-organismes du nom de « bactérie », un dérivé du mot grec Paxtnpiov [bakterion] qui

signifie « batonnet ».

A.1 Les bactéries

Les bactéries sont des organismes vivants unicellulaires procaryotes. En effet, elles possedent
une enveloppe cellulaire avec un cytoplasme et des organites mais le matériel génétique n’est
pas contenu dans un noyau (Figure I-1, b), contrairement aux eucaryotes. Les bactéries
représentent d’ailleurs la majorité des cellules procaryotes existantes et constituent la premiere
forme de vie apparue sur Terre il y a 4 milliards d’années. Elles peuvent mesurer de 0,5 a 3 um
de long et sont de formes diverses : sphéres (coques), batonnets (bacilles) ou encore spiralés
(Figure I-1, a et ¢). Sur ’enveloppe extérieure des bactéries, certaines possédent des pili ou des

flagelles qui facilitent leurs déplacements et peuvent intervenir lors de ’adhésion a une surface.

b) Capsule

Bacterial Flagellum
Nucleoid (circular DNA)

Figure I-1 : Structure générale d’une bactérie (b) et leurs différentes formes : bdtonnets (a), sphériques (c)
(Crédit image Mariana Ruiz Villareal, domaine public)

Les bactéries sont séparées en deux grandes classes suivant la structure de leur paroi cellulaire
grace au procédé de la coloration de Gram : Gram positif et Gram négatif. Ces deux types de
paroi vont avoir une influence sur le comportement de la bactérie face a son environnement.?
Les bactéries a Gram négatif possédent quatre couches dans leur paroi cellulaire (membrane
externe, un a deux peptidoglycanes, espace périplasmique et membrane plasmique). Ces
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couches sont plus fines que celles des bactéries a Gram positif qui en possédent trois (plusicurs

peptidoglycanes, espace périplasmique et membrane plasmique) (Figure 1-2).

Bactérie Gram - Bactérie Gram +

_ Membrane externe
B Povidovicane

+<— Espace périplasmique —

I Vembrane plasmique NN

Figure 1-2 : Schéma des parois d’'une bactérie @ Gram négatif et d une bactérie a Gram positif

L’espace périplasmique est utilisé pour stocker des nutriments permettant a la bactérie de se
développer. Le peptidoglycane maintient la forme de la bactérie en assurant une protection
mécanique contre la pression osmotique. Des lipoprotéines sont présentes entre la membrane
externe des bactéries a Gram négatif et la couche de peptidoglycanes afin de maintenir le lien
entre les deux couches. Les doubles couches lipidiques (Figure 1-3) qui constituent les
membranes plasmiques des bactéries a Gram positif et négatif ainsi que la membrane externe
des bactéries a Gram négatif, sont composées de phospholipides, en particulier de
phosphatidyléthanolamines (70% de sa composition). Ces phospholipides présentent un
caractére amphiphile avec un pole hydrophile vers I’extérieur de la couche et un poble
hydrophobe vers I’intérieur. Chez les cellules procaryotes, ce domaine hydrophile donne a la
membrane plasmique une charge de surface négative a cause de la présence d’ions phosphates.
Le contact entre la bactérie et la surface se faisant via la paroi, sa structure a donc une influence

directe sur la biocontamination des surfaces.

T
A )

Figure 1-3 :Schéma de la double couche lipidique et de la structure de la phosphatidyléthanolamine
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Les bactéries interagissent avec d’autres organismes selon trois modeles : le mutualisme ou la
relation est bénéfique et profitable pour les deux organismes, comme dans le cas de la flore
intestinale ; le commensalisme ou la bactérie profite de 1’environnement offert par I’hdte mais
sans géner celui-ci, comme dans le cas de la flore commensale (les bactéries présentent sur la
peau) ; et enfin, le parasitisme ou le développement des bactéries perturbe 1’hote, c’est le cas

des maladies infectieuses.

A.2 De la bioadhésion au biofilm

Depuis la découverte d’Antonie Van Leeuwenhoek, les bactéries ont principalement été
étudiées dans leur forme libre et planctonique, jusqu’a ce que les travaux d’Arthur Henrici,? en
1933, et de Claude Zobell,* en 1943, attirent I’attention sur 1’existence d’interactions entre les
micro-organismes et les surfaces. Il faudra cependant attendre 1987-88 pour que William
Costerton® mette en évidence que I’essentiel de la biomasse microbienne est fixé sur des
surfaces (végétales, animales, minérales ou de synthése) et est constitué de populations
hétérogenes englobées dans une matrice extracellulaire riche en eau, acides nucléiques, sucres
et protéines : c’est ce que I’on appelle un « biofilm ». A partir des années 90, et aprés plus de
trois siécles d’études des bactéries a 1’état planctonique, le consensus est total dans la
communauté scientifique, le mode de vie principal des bactéries est sessile (état adhérant sur

une surface) et non planctonique.

A2l Meécanisme de la biocontamination des surfaces

Dans un milieu liquide, les bactéries peuvent se présenter sous deux états : 1’état planctonique,
ou la bactérie isolée se déplace librement, et 1’état sessile, ou les bactéries adhérent, de fagon
isolée ou en communauté, sur une surface. La biocontamination des surfaces est le passage de
la bactérie de I’état planctonique en solution a une structure bidimensionnelle puis
tridimensionnelle sur la surface. Ce phénomeéne s’effectue en trois grandes étapes : le transport
des bactéries sur la surface, la bioadhésion (2D) ou les bactéries adhérent sur la surface et 1a
formation du biofilm (3D) ou les bactéries se multiplient. La bioadhésion est constituée d’une
adhésion réversible et d’une adhésion irréversible (Figure I-4, 1 et 2). Le biofilm se forme
ensuite selon un mécanisme en trois étapes : la structuration, la maturation et la dispersion
(Figure 1-4, 3,4 et 5).68
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Figure 1-4 : Mécanisme de la biocontamination d 'une surface par P. aeruginosa accompagné par des
observations au microscope optique : (1) adhésion réversible, (2) adhésion irréversible, (3) structuration, (4)
maturation et (5) dispersion. Figure extraite des travaux de Verderosa et al.®

A.2.1.1  Letransport
Le transport de la bactérie sur le support s’effectue par des forces physiques (distance a la
surface > 150 nm) comme la convection, la diffusion, la gravitation et le mouvement brownien®
mais aussi grice a des appendices qui permettent a la bactérie de se mouvoir'® tels que des
flagelles ou des pili. L’approche de la bactéric vers la surface est décrite par des forces

réciproques qui dépendent de la distance.

A2.1.2  La bioadhésion
Une fois sur la surface, les bactéries peuvent y adhérer, c’est le phénomene de bioadhésion. La
bioadhésion correspond a une situation ou la bactérie adhére intimement a une surface par des

interactions physico-chimiques et cellulaires complexes.

L’adhésion réversible (Figure 1-4, 1) est ’adhésion initiale qui s’effectue quand la bactérie est
a quelques nanomeétres de la surface. Le procédé de bioadhésion sur la surface débute par une
premiére phase d’interactions physico-chimiques grace aux propriétés intrinseques de la
bactérie dans son environnement telles que la charge ¢électrique, le caractere
hydrophile/hydrophobe, les forces d’attraction de van der Waals ou les propriétés acide/base de
Lewis (liaisons hydrogénes).® Dans la deuxiéme phase, les interactions moléculaires et
cellulaires deviennent prédominantes. Celles-ci impliquent des interactions complexes entre la
surface et des structures bactériennes de surface comme les pili, les capsules et les fimbriae.®
Ces interactions dépendent aussi des caractéristiques de la surface et des facteurs

environnementaux comme la présence de protéines ou de substances biocides.’
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L’adhésion irréversible (Figure I-4, 2) commence lorsque les bactéries produisent la matrice
extracellulaire pour définitivement s’ancrer a la surface. La physiologie des bactéries devient
alors le parameétre prédominant dans leurs interactions avec la surface. Le nombre de bactéries

associées a la surface augmente de par leurs multiplications.

A.2.1.3  Lebiofilm
Une fois qu’elles ont solidement adhéré sur la surface, les bactéries peuvent se multiplier et
former un biofilm. La structuration du biofilm (Figure 1-4, 3) s’effectue par la création de micro-
colonies et I’expansion de la matrice extracellulaire. Les micro-colonies sont formées a la fois
des bactéries initialement adhérentes qui se divisent, et des bactéries qui s’attachent au cours

de la formation du biofilm.

La maturation du biofilm (Figure 1-4, 4) entraine la mise en place du mécanisme de
communication entre les bactéries, appelé « quorum sensing »,** pour transformer les espaces
entre les micro-colonies en canaux d’échanges des fluides nutritifs. Le biofilm et les micro-
colonies se structurent en forme de piliers d’épaisseurs variables ou de champignons®? au sein

desquels les bactéries sont enveloppées dans la matrice extracellulaire.

La dispersion (Figure 1-4, 5) est la dissémination d’une partie des micro-organismes du biofilm,
qui retournent a I’état de bactéries planctoniques, afin d’aller coloniser de nouvelles surfaces.
Cette étape peut étre provoquée naturellement par les micro-organismes eux-mémes*? ou bien
induite par un stress extérieur qui les poussent a chercher une nouvelle surface (mangue de
nutriments, surpopulation, destruction du biofilm). Le biofilm reste cependant le mode de vie
privilégié des bactéries dans la nature alors que la phase de dispersion n’est qu’un passage

permettant la dissémination vers des surfaces plus propices a leur développement.

A2.2 Quelques généralités sur le biofilm bactérien

Le biofilm bactérien constitue un micro-consortium tridimensionnelle stable avec une matrice
extracellulaire de composition variée en fonction des micro-organismes présents, de la
température ou des nutriments disponibles.'® Il peut étre constitué d’une ou plusieurs espéces

et se former sur des surfaces naturelles ou artificielles.

La survie dans le biofilm des bactéries est assurée par la production d’une matrice
extracellulaire composée jusqu’a 97% d’eau et de substances polymeéres extracellulaires
produites par les micro-organismes eux-mémes. Ces substances sont un mélange de

polysaccharides (40 a 95%), de protéines (1 a 60%), d’acides nucléiques (1 a 10%) et de lipides
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(1 a 40%).1*% Les micro-organismes trouvent leurs sources nutritives dans la matrice

extracellulaire de par la présence de composés carbonés, azotés et phosphorés.

La coexistence organisée entre les divers micro-organismes aux propriétés métaboliques
différentes au sein du biofilm est possible par le mécanisme de communication de « quorum
sensing »'! qui leur permet d’échanger des informations sur le milieu environnant. Ainsi,
I’apparition d’un stress pour I’'une des especes peut étre signalée a I’ensemble des bactéries
constituant le biofilm et prodiguer une meilleure défense face aux agressions externes. De plus,
cette communication intra et inter-espéces permet 1’organisation d’un réseau de canaux aqueux
dans le biofilm afin d’acheminer 1’oxygéne, 1’eau et les nutriments mais aussi de gérer

I’évacuation des produits de dégradation.®

Malgré la présence du réseau de canaux, il existe au sein du biofilm des zones a teneur variable
en oxygene et en nutriments que 1’on peut identifier par des variations de pH. Les régions au
centre des agrégats bactériens sont généralement anaérobies et pauvres en nutriments alors que
celles proches des canaux ou de I’interface biofilm-liquide sont mieux oxygénées et alimentées
en nutriments.'’ Les biofilms les plus épais (jusqu’a 100 pm) s’organisent en fonction des types
de métabolisme de chaque bactérie. Par exemple, les bactéries anaérobies se dirigent vers les

couches plus profondes ot I’oxygéne est plus rare.'8

Le biofilm ayant de nombreux effets positifs sur le développement des bactéries, il est le mode
de vie privilégié¢ de celles-ci et parfois méme le mode de vie par défaut pour certaines espéces.*®
La proximité des micro-organismes au sein des biofilms facilite la mise en place de symbiose

20 ot offre un meilleur accés aux

entre les bactéries aux besoins métaboliques différents
nutriments.* La formation du biofilm dépend de 1’accessibilité en nutriments. Dans un milieu
faible en nutriments, les bactéries restent sous la forme planctonique afin de chercher un

environnement plus riche en nutriments pour y établir un biofilm.?

Le biofilm est donc caractérisé par une haute densité bactérienne, la production d’une matrice
extracellulaire et sa croissance sur des surfaces. C’est un environnement structuré possédant
une architecture complexe, trés variable selon la nature des micro-organismes présents a
I’intérieur et les conditions environnementales du milieu ou il se forme. Les caractéristiques
structurales et physico-chimiques du biofilm conférent aux bactéries qui le composent des
propriétés spécifiques de morphologie, de croissance, de communication et de résistance aux

biocides, distinctes de celles des bactéries planctoniques.
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A.3 Les problématiques liées a la biocontamination des surfaces

Dans la majorité des cas, la présence de bactéries sur des surfaces, en cellules adhérentes ou en
biofilm, est inoffensive. Elles contribuent trés largement au bon fonctionnement des
écosystémes en participant notamment au cycle du carbone et de I’eau. Elles sont essentielles a
la dégradation de la matiére organique, mais aussi au recyclage de 1’azote, du soufre et de
nombreux métaux. Cependant, dans certains cas minoritaires, elles peuvent avoir un impact
négatif important sur des problématiques industrielles ou sur des problématiques de santé

publique lorsqu’il s’agit de bactéries pathogénes.
A3l Les problématiques de santé publique

Le rapport public du « National Institute of Health » des Etats-Unis (NIH) dévoile que la pose
de dispositifs médicaux est a I’origine de 50% des infections microbiennes contractées en
milieu hospitalier.?? Ces dispositifs constituent un excellent support pour I’adhésion des
bactéries et le développement de biofilms.?® A titre d’exemple, sur un dispositif a base de
plastique, un biofilm de 1 um peut se développer en seulement 24 h.?* Ces cellules adhérentes
ou ces biofilms engendrent de nombreux problémes de santé dans diverses parties du corps
comme des infections liées a la pose de cathéters? ou de prothéses. On estime que 5 a 10 % des
prothéses implantées seront responsables d’infections dans les 10 ans qui suivent leurs
poses.?>? Ce taux est en hausse constante a cause du vieillissement de la population et de
I’obésité. Ces deux facteurs altérent la réponse immunitaire de [’organisme en cas
d’infection.?”?® Dans le domaine cardio-vasculaire,?® les prothéses a long terme comme les
pacemakers et les valves cardiaques artificielles sont particuliérement vulnérables. L’origine de
ces infections est due majoritairement a Staphylococcus epidermidis ou Staphylococcus aureus.
Les bactéries peuvent engendrer un disfonctionnement du dispositif implanté mais aussi
diffuser dans d’autres organes du corps via le flux sanguin. Dans la majorité des cas, la seule

solution efficace c’est le retrait du dispositif médical infecté.

Le rapport public du NIH stipule aussi que plus de 80% des infections microbiennes sont liées
a la formation de biofilm.?? Les infections dues aux biofilms, contribuent de maniére trés
importante aux infections nosocomiales. A titre d’exemple, Pseudomonas aeruginosa provoque
des infections respiratoires.’®?* Au niveau de la cavité buccale, sur la plaque dentaire,
Streptococcus sobrinus et Streptococcus mutans sont responsables de 1’apparition de caries
lorsque la flore buccodentaire est a pH acide.'® Dans le cadre agroalimentaire, de nombreuses

bactéries pathogenes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes et
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Salmonella Typhimurium) sont ainsi a I’origine de divers problémes dans le corps humain et

peuvent engendrer des intoxications alimentaires.

A3.2 Les problématiques industrielles et environnementales

Les bactéries sont la source de problémes variés au niveau industriel. Dans 1’industrie
agroalimentaire, les bactéries d’altération telles que Pseudomonas aeruginosa vont dégrader
I’odeur, la texture, le gott, et le visuel des aliments. En effet, malgré les bonnes pratiques
d’hygiéne mises en place dans ce domaine, les aliments sont toujours sujets a des
contaminations naturelles lors des différentes étapes de transformation, en particulier pour les
produits frais. Plusieurs espéces de Bacillus sont par exemple trés fréquemment a I’origine de
dégradation des produits laitiers. L’industrie laitiére est aussi trés touchée par la mammite
bovine (40% des élevages) qui provoque une réaction inflammatoire sur les pis rendant
impossible la récupération du lait. Ces infections provoquées par les bactéries Staphylococcus
aureus, Streptococcus uberis et Escherichia coli, représentent chaque année de lourdes pertes

économiques pour les éleveurs.*

Les bactéries colonisent aussi réguliérement les systémes d’injection d’eau et les tuyauteries.
La bactériec Legionella pneumophila est connue pour coloniser les canalisations d’eau
facilement. Dans un milieu pauvre en nutriments, elle développe une grande résistance au
chlore, ce qui implique une exposition plus longue et plus concentrée a des biocides pour
1’éliminer.% Par exemple, dans I’industrie pétroliére, la présence de bactéries adhérentes ou de
biofilms provoquent I’acidification du pétrole, ce qui le rend inutilisable. De méme, la
colonisation des systémes d’eau est trés répandue dans les cabinets dentaires. Une étude a
montré que 25% des plateaux techniques, sur 35 systémes évalués, étaient contaminés par des
micro-colonies et des biofilms.®? La contamination des systémes de ventilation et de distribution
d’cau par les micro-organismes pathogénes contribue aussi a la prolifération de ces infections
dans le milieu hospitalier ou agroalimentaire.®® Les membranes de filtration, dans les systémes
d’épuration, sont également réguliérement obstruées par des bactéries, que celles-ci soient

mortes ou vivantes.

La formation de biofilms sur les coques de navires, appelée « biofouling »,3* conduit a une
augmentation des forces de friction, une diminution de la vitesse de croisiére et entraine donc
un surcolit énergétique. Les bactéries peuvent aussi contribuer aux problémes de corrosion sur
des surfaces métalliques.3* Les bactéries anaérobies sont & ’origine de réactions chimiques

corrosives, susceptibles d’endommager, d’obstruer et de contaminer durablement ces surfaces.
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A.3.3 La difficile maitrise de la biocontamination des surfaces

De maniére générale, les agents antibactériens traditionnels comme les antibiotiques et les
désinfectants se révelent de moins en moins efficaces dans I’élimination des bactéries sur les
surfaces de par I’émergence de souches résistantes. Cette meilleure résistance peut aussi étre
expliquée par la présence de la matrice extracellulaire, la physiologie des bactéries sur les

surfaces et leur expansion perpétuelle.®®

La matrice extracellulaire protége les bactéries contre les agressions de ’environnement et les
rend plus résistantes aux radiations ultraviolettes, au pH, a ’osmolarité, I’oxydation, mais aussi
a la prédation, aux agents antimicrobiens et aux agents de la défense immunitaire.**** Sous
forme de biofilms, certaines bactéries peuvent tolérer des concentrations en antimicrobiens 100
a 1000 fois supérieures a leurs homologues a 1’état planctonique.® On suppose que la matrice
agit comme une barriére de diffusion vis-a-vis des molécules toxiques. Les composés de la
matrice se lient aux antimicrobiens, les empéchant ainsi de diffuser a I’intérieur et d’avoir une
action en profondeur. La matrice extracellulaire fait aussi office de barriére au systéme
immunitaire de 1’hote. Elle empéche la reconnaissance des antigénes bactériens par les
anticorps.'?> Une fois le biofilm formé, il empéche, de par sa taille, le fonctionnement du
processus de phagocytose. La communication par le mécanisme de « quorum sensing »%’
permet aux bactéries d’adopter un comportement de communauté, en réponse a la densité
cellulaire, et donc une meilleure organisation vis-a-vis des agressions externes. Les bactéries
ont la possibilité de se transférer des informations par échange direct d’ADN. Cet échange
s’effectue par contact physique, via les pili de conjugaison. Le biofilm augmente ces
probabilités de contact entre bactéries dans un environnement protégé et ainsi il facilite I’acces
a l’acquisition de génes de résistance aux antimicrobiens.®®3° Enfin, la difficulté de traitement
réside aussi dans le fait d’une expansion perpétuelle des zones infectées par la multiplication
des bactéries. Les bactéries vont coloniser de plus en plus de surface au cours de la phase de
dispersion, tout en conservant les caractéristiques acquises au sein de leur précédent biofilm

comme la résistance aux antimicrobiens.3%4°

Une fois qu’elles ont adhéré, les bactéries sont donc trés difficiles a éliminer par des traitements
et des procédés de désinfection classiques. Elles sont de plus en plus résistantes et tolérantes a
de nombreux stress (dessiccation, carence en nutriments, exposition aux acides ou aux agents
antibactériens). Pour lutter contre la contamination bactérienne des surfaces, une stratégie

alternative consiste a traiter le probléme en amont, au stade de la bioadhésion, et de privilégier
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des traitements préventifs pour améliorer les traitements curatifs. Dans 1’idéal, il faut créer des
surfaces capables de tuer les bactéries ou tout du moins, d’empécher ou de perturber cette étape
de bioadhésion. Cette perturbation provoque une modification physiologique des bactéries en
surface qui va aussi entrainer des modifications dans la structuration du biofilm et donc

potentiellement faciliter leur élimination.

B. Les stratégies préventives pour maitriser la biocontamination

Le domaine des surfaces antimicrobiennes a connu un essor rapide durant les dernieres
décennies et est devenu un des domaines les plus étudiés dans les biomatériaux. Cet intérét
croissant est notamment di a ’incidence trés importante des infections nosocomiales, résultat
de I’explosion des bactéries multi-résistantes aux antibiotiques (Figure 1-5). L’adhésion des
bactéries sur une surface dépend de nombreux facteurs, les plus importants étant les propriétés
physico-chimiques de la bactérie, de la surface et du milieu dans lequel s’effectue I’adhésion.
Une des approches les plus efficaces pour limiter voire inhiber I’adhésion microbienne sur des
surfaces est donc la modification chimique de surface. Cependant, il est important de noter que
malgré une diminution notable de 1’adhésion microbienne, aucune méthode actuellement ne
peut empécher complétement cette adhésion bactérienne et la formation de biofilm. Dans la
littérature, il existe deux stratégies principales pour empécher la biocontamination d’une
surface : la stratégie antiadhésive qui consiste a empécher la bactérie d’adhérer sur la surface et
la stratégie bioactive qui consiste a tuer ou a inhiber la croissance de la bactérie par contact

direct sur la surface ou a travers le relargage d’agents actifs depuis la surface.
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Figure I-5 : Evolution dans le temps du nombre de publications liées aux problématiques des infections
microbiennes*
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B.1 Stratégie antiadhésive

La stratégie antiadhésive permet de retarder ou d’empécher 1’adhésion des bactéries sur les
surfaces et donc de perturber 1’étape de bioadhésion. En revanche, elle ne provoque pas la mort
des bactéries, ce qui limite son efficacité. Les propriétés physiques d’une surface peuvent jouer
un role dans la limitation de ’adhésion bactérienne comme la topographie,*? I’hydrophobie ou

la charge globale de surface (Figure 1-6) .>%

a)

@ Bactérie vivante ™~ Polymeére @ Charge négative

Figure 1-6 : Schéma des stratégies antiadhésives : a) topographie, b) hydrophobie, c) charge de surface
B.1.1 Topographie

Des différences de colonisation sur des surfaces modifiées chimiquement de fagcon équivalente
ont mis en lumiére le fait que la topographie de surface a une influence sur les interactions entre
bactéries et surfaces.** Depuis, la corrélation entre adhésion bactérienne et topographie est trés
étudiée.*>*® Moduler la topographie de surface, via par exemple des procédés de gravure laser,
permet d’avoir une efficacité a long terme avec un faible impact écologique et environnemental.
L’objectif est de développer des motifs bien définis sur les surfaces afin d’influencer 1’adhésion

et la formation du biofilm en I’absence d’agents antimicrobiens.*!

Les surfaces a topographie ordonnée s’inspirent des surfaces animales et végétales comme la
peau de requin®’ ou la feuille de lotus.*® Dans la plupart des études, on a montré que des motifs
de taille sub-micrométrique ou micrométrique peuvent minimiser 1’adhésion des bactéries bien
que la topographie n’a pas d’influence sur la viabilité des bactéries adhérentes.*? Diaz et al.*®
ont montré que Pseudomonas fluorescens forment des agrégats bien définis sur des surfaces
d’or avec des grains de 50 a 100 nm de diametre, orientés de facon aléatoire, mais pas sur des
surfaces d’or ordonnées avec des stries de 1,3 um de profondeur et de 120 nm de large.
L’alignement forcé provoqué par les stries entrave les interactions entre bactéries et empéche

la formation du biofilm.
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On peut aussi influencer la mobilité bactérienne et la répartition sur les surfaces avec des motifs
topographiques ajustés aux diamétres des bactéries. Yang et al.>® ont réalisé des motifs en forme
d’alvéoles (nid d’abeille) en variant la taille des pores. Ils ont constaté que pour des pores de 1
um, donc un diameétre comparable a la taille d’Escherichia coli et Staphylococcus aureus, cette
structure permettait I’isolement des bactéries, retardant ainsi la colonisation sur la surface et la
formation du biofilm. A I"opposé, des motifs de 0,5 um ne réussissaient pas a piéger les
bactéries et des motifs de 3 a 10 um avaient un effet d’inhibition graduellement moins efficace
a mesure que I’on augmentait la taille des pores d’alvéole, les pores les plus grands favorisant
la formation d’agrégats. Il est important de noter que ce type de surfaces ne fait que retarder la
formation du biofilm par rapport a une surface plane pendant les premicres heures. Les bactéries
adhérentes s’accumulent sur ces motifs et le biofilm est formé au bout d’une période plus ou

moins longue, typiquement 24 h.

B.1.2 Hydrophobie et charge de surface

Le greffage de molécules sur les surfaces est un moyen efficace pour générer des surfaces
antiadhésives. Le design de surface hydrophile/hydrophobe avec des polymeres est 1'une des
stratégies les plus courantes.® En régle générale, les bactéries hydrophobes adhérent plus
facilement sur des surfaces hydrophobes et inversement, les bactéries hydrophiles adhérent
mieux sur des surfaces hydrophiles.® Il y a cependant d’autres paramétres (appendices, liquide
suspendant...) qui rentrent en compte lors de 1’adhésion bactérienne sur des surfaces, et par
conséquent, cette reégle ne s’applique pas si facilement. Il est possible d’intervenir sur la charge
de surface du substrat pour limiter ’adhésion bactérienne. En effet, dans un milieu liquide, cette
propriété est liée au caractére hydrophile/hydrophobe de la surface. Une surface chargée en
milieu hydraté aura tendance a attirer les molécules d’eau et donc a rendre la surface plus
hydrophile. Ces deux propriétés de surface peuvent étre dissociées mais sont souvent liées pour

expliciter leurs mécanismes antiadhésifs.®>?

Une étude a montré que les flagelles bactériens favorisent 1’adhésion bactérienne a des surfaces
hydrophobes.>® En rendant une surface trés hydrophile, on donc peut limiter I’adhésion
bactérienne.® La majorité des revétements antiadhésifs hydrophiles sont obtenus en greffant de
fagon covalente des brosses polyméres, de type polyéthyléne glycol,>**® polyoxazoline®” ou
polyacrylamide.®® Les bactéries s’approchent du film formé de brosses polyméres attachées de
fagon covalente a la surface, ce qui provoque une compression des chailnes polymeéres
engendrant une géne stérique et une force de répulsion élastique. Cette barriere stérique

empéche ’adhésion microbienne sur la surface modifiée. De plus, ’approche des bactéries
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provoque le retrait de molécules d’eau dans les chaines de polymére hydratées durant la
compression, ce qui entraine localement une pression osmotique instable. Cette variation de
pression génere alors une force répulsive qui dépend de la densité de greffage et de la longueur
des chaines polyméres.®® A I’inverse, on peut aussi utiliser des revétements hydrophobes pour
limiter ’adhésion des bactéries. Les revétements hydrophobes peuvent diminuer 1’affinité des
protéines de la membrane bactérienne pour la surface et ainsi limiter 1’adhésion. Lepoittevin et
al.®! ont ainsi montré que les adhésions de Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa

étaient nettement diminuées sur des surfaces fluorées.

Dans des conditions de faibles forces ioniques, certaines surfaces réalisées avec des
polyélectrolytes possedent des propriétés antiadhésives de par leur charge de surface comme
des polyméres a base d’héparine.®® Les revétements d’héparine conférent une charge négative
aux surfaces, ce qui résulte en une adhésion réduite des bactéries par répulsion électrostatique
(la surface des bactéries étant généralement chargée négativement). Il faut cependant noter que
I’héparine est aussi hydrophile et donc la présence de molécules d’eau contribue aux propriétés

antiadhésives de ’héparine.

B.2 Stratégie bioactive

La stratégie antiadhésive, bien que largement étudiée et déja employée dans certains domaines,
peut se révéler moins efficace qu’une stratégie impliquant une action bactéricide pour limiter
I’adhésion bactérienne. Parmi les stratégies bioactives, on distingue deux cas : la stratégie
« release Killing », qui consiste a relarguer des agents antimicrobiens qui vont tuer les bactéries
au voisinage de la surface, et la stratégic « contact killing », qui fixe des agents antimicrobiens
ou possede une topographie particuliére sur la surface, qui va entrainer I’inhibition ou la mort

des bactéries lorsque celles-ci entrent en contact direct avec la surface (Figure 1-7).

a) b) ’ c)
ﬁ; .
IS

¥/@ Principe bioactif ~~J/~Polymére @D Bactérie vivante @ Bactérie morte

Figure |-7 : Schéma des stratégies bioactives : a) « release killing », b) « contact killing » avec agents
antibactériens, ¢) « contact killing » par topographie

29



Chapitre | : Etat de I’art

B.2.1 Stratégie « release killing »

Un revétement « release killing » émet des principes actifs biocides divers. L’effet antibactérien
est atteint par la diffusion de ces agents biocides selon leurs différents mécanismes d’action.
Pour créer des surfaces « release Killing », les principes bioactifs peuvent étre introduits en
masse (« bulk ») dans une matrice, adsorbés ou bien déposés sur la surface par pulvérisation
(« spray ») ou immersion (« deep coating »). lls sont incorporés dans de multiples matériaux
tels que des matrices polyméres,®? des couches de polyélectrolytes® ou des hydrogels.®® Ces
reveétements ont I’avantage d’avoir une action localisée importante au voisinage de la surface
libre du film ou les molécules sont libérées, avec une action plus faible a mesure que 1’on

s’¢loigne de la surface.

B.2.1.1  Les agents antimicrobiens
Des substances classiques et peu nocives comme des antibiotiques,®* des huiles essentielles, 55
ou des petites molécules organiques®’ peuvent étre utilisées comme agents antibactériens. Le
relargage de ces molécules peut cependant entrainer une toxicité, des problémes
environnementaux ou dans le cas d’un emballage de produits frais, une altération de la fraicheur
ou du gott lors de I'utilisation d’huiles essentielles par exemple. De plus, la présence de
bactéries multi-résistantes aux antibiotiques rend leur utilisation peu adaptée. D’autre part, les
molécules organiques résistent généralement trés peu a des procédés industriels haute

température (au-dela de 200°C) comme les procédés d’extrusion des films plastiques.

Les peptides antimicrobiens® sont également des composés antibactériens intéressants
puisqu’ils possédent un large spectre d’action contre les bactéries, les virus et certains parasites.
Contrairement aux antibiotiques qui agissent sur certaines protéines présentes dans la
membrane bactérienne, le mécanisme d’action proposé pour les peptides repose sur une
perturbation de la membrane. Les peptides antimicrobiens avec une structure cationique
amphiphile interagissent avec les membranes des bactéries chargées négativement. Cette
interaction biophysique provoque une désorganisation et une déstabilisation de la membrane
avec une fuite du cytoplasme entrainant la mort de la bactérie.®® L efficacité et le mécanisme
varient selon la structure du peptide et la cible.” La grande diversité des mécanismes d’action
des peptides antimicrobiens assure une faible probabilité que les bactéries développent des
résistances Vis-a-vis de ces composés. Pour I’instant, I’optimisation et I’usage clinique de ces
peptides sont limités par un manque de compréhension de tous les mécanismes impliqués.’* De
plus, les peptides peuvent étre endommagés par les enzymes de 1’hote dans le cas d’implants

ou altérés pour certains pH ou conditions osmotiques.’?
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Des bactéricides tres utilisés pour leur grande efficacité sont les composés inorganiques comme
I’argent,” le cuivre,’ I’oxyde de zinc” ou ’oxyde de titane.’® Les composés a base d’argent
affectent le systéme respiratoire des micro-organismes mais le mécanisme exact reste cependant
encore incertain.”” Les nanoparticules d’argent sont particuliérement efficaces’® de par leur
petite taille qui facilite la pénétration dans la bactéric. La grande surface spécifique des
nanoparticules favorise aussi leurs interactions avec la surface cellulaire. Enfin, les ions Ag*
libérés peuvent réagir avec des biomolécules de la membrane bactérienne contenant du
phosphore et du soufre. 1l est important de soulever les inquiétudes vis-a-vis de la toxicité des
nanoparticules d’argent. Cette cytotoxicité a été justement reliée au relargage des ions Ag* qui
peuvent conduire a un stress oxydatif pour les cellules.”® Néanmoins, en considérant que la
concentration minimum en argent pour avoir un effet cytotoxique sur les cellules est bien plus
grande que la concentration nécessaire pour tuer des bactéries, leur utilisation reste
envisageable. Cependant, le manque de recul sur la toxicité des nanoparticules en général®
empéche pour I’instant la mise sur le marché de tels revétements, notamment dans les domaines
médical et agroalimentaire. De méme, les nanotubes de carbone sont aussi étudiés pour leurs

1

propriétés bioactives,®’ mais leur possible toxicité impose un principe de précaution et des

¢tudes plus poussées, avant de permettre leur utilisation dans des domaines grand public.

B.2.1.2  Le controle du relargage
Les agents antimicrobiens les plus efficaces sont également ceux qui peuvent induire une
toxicité sur les cellules eucaryotes en fonction de la concentration. Suivant les domaines
d’application visés, comme le médical ou I’alimentaire, les quantités relarguées peuvent devenir
problématiques. De plus, ce type de revétement possede une action antimicrobienne a court
terme, puisque les agents antimicrobiens agissent, que les bactéries soient présentes ou non. Les
chercheurs ont donc réfléchi a des moyens de controler ce relargage afin d’en limiter la toxicité

mais aussi de conférer une action plus durable dans le temps a ces revétements.

La libération de 1’agent antimicrobien peut se faire de fagcon contrdlée en installant une barriére
a I’intérieur du film qui entrainera une libération plus tardive. Par exemple, on peut utiliser des
barriéres d’argile,%? des supports de montmorillonite ou de SiO,%® pour ralentir la diffusion de
I’argent. Le développement de la technologie plasma permet de créer des films polyméres
capables de libérer des composés actifs de maniére régulée comme les ions Ag*.8* Malgré les
efforts faits dans ce sens, les quantités de molécules libérées restent difficilement contrdlables,

entrainant des effets secondaires indésirables. Le groupe d’Abbott® a ainsi démontré que les
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quantités libérées de chlorhexidine (antiseptique) par des surfaces « release Killing » étaient

proches de la limite cytotoxique du produit malgré le contrdle du relargage.

B.2.2 Stratégie « contact killing »

On peut contourner le probléme principal de la stratégie « release Killing », c’est-a-dire
I’absence de maitrise sur les espéces relarguées, avec des revétements « contact killing ». La
lyse de la bactérie est provoquée par son contact direct avec la surface a cause d’ une topographie
particuliére ou du greffage sur la surface d’un agent antibactérien. Les modes d’actions sont

tres diverses selon les types de surfaces et/ou les principes actifs greffés.

B.2.2.1  Topographie nanométrique
L’amélioration des techniques d’observation a 1’échelle nanométrique permet maintenant
d’étudier en profondeur 1’adhésion des bactéries sur des topographies faites de nano-motifs.%
Des surfaces avec des pics ou piliers nanométriques, qui sont donc plus petits que la taille des

bactéries, peuvent endommager les membranes et induire la mort des bactéries.

Le groupe d’Ivanova®’ a été le premier a expliquer ce phénoméne en étudiant les propriétés
antibactériennes des ailes de cigales. Ces ailes possédent des nano-piliers réguliers (200 nm de
haut, 100 nm de diamétre a la base, 60 nm de diamétre au sommet) avec des espaces quasi
hexagonaux de 170 nm. Dans leurs travaux, les nano-piliers ont lysé les bactéries Pseudomonas
aeruginosa au contact en seulement 5 minutes. L’ajout d’un dép6t d’or sur la surface n’a pas
chang¢ ses propriétés antimicrobiennes, ce qui permet de supposer que son efficacité est due a
ses propriétés physiques. Apres des tests sur plusieurs types de bactéries, il en résulte que les
surfaces fonctionnent bien sur les bactéries a Gram négatif mais n’ont aucun effet sur les
bactéries a Gram positif. Le mécanisme d’action sur les bactéries a8 Gram négatif a été démontré
sur la base de modeles biophysiques.® La paroi bactérienne (composée de peptidoglycanes)
entre les nano-piliers se rompt par compression jusqu’a un point de rupture. Les forces de van
der Waals et la gravité semblent aussi participer au mécanisme de rupture. La paroi plus rigide
et plus épaisse des bactéries a Gram positif offre plus de résistance a ces nanostructures et

contribue a les protéger.

Des propriétés analogues ont été observées sur les ailes des libellules.®? Dans ce cas-ci, les nano-
piliers sont de hauteur et de forme variable avec une distribution spatiale aléatoire. Ces
structures peuvent entrainer la mort cellulaire des bactéries a Gram négatif et positif. Le
mécanisme proposé pour ces nano-piliers est le suivant :° les nano-piliers interagissent avec

les substances polymeres extracellulaires sans pénétrer la membrane. La membrane externe et
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la membrane cytoplasmique commencent a se séparer a cause de la force de cisaillement
produite par I’'immobilisation des micro-organismes quand ils essaient de migrer de la surface.

Cela entraine une rupture de la membrane et une fuite du contenu de la bactérie.

B.2.2.2  Greffage chimique covalent
La plupart des agents antimicrobiens présentés dans la stratégie « release killing » peuvent étre
immobilisés sur des surfaces avec un greffage chimique covalent. Cette opération permet dans
la majorité des cas de conserver 1’activité antimicrobienne tout en évitant le relargage des agents

dans I’hote ou I’environnement.

Les nanoparticules d’argent peuvent étre immobilisées sur des surfaces. Des surfaces de titane
avec des nanoparticules d’argent immobilisées par des citrates ont démontré une action
antibactérienne.”* La perturbation de la membrane a été mise en évidence sur les bactéries a
Gram négatif mais pas sur les bactéries a Gram positif. Les protéines portant des thiols et des
phospholipides, qui possédent une grande affinité pour I’argent et qui sont présentes sur les
membranes des bactéries a Gram négatif, peuvent expliquer cet effet. De plus, les membranes
des bactéries a Gram négatif sont moins rigides et peuvent étre plus sensibles a I’action de

92

I’argent.” Cependant, lorsque les nanoparticules d’argent sont immobilisées sur des surfaces,

le relargage de matériels extracellulaires géne leur action et diminue leur efficacité a long terme.

Il est aussi possible de greffer sur des surfaces des antibiotiques tout en conservant leur effet
antimicrobien.®® De méme, il est intéressant de greffer des peptides antimicrobiens puisqu’ils
possedent un large spectre d’action sur les bactéries, un risque limité de résistance et une faible
cytotoxicité.? Toutefois, de nombreux paramétres sont a prendre en compte afin de conserver
I’activité des peptides antimicrobiens une fois qu’ils sont greffés sur la surface. La conformation
du peptide sur la surface peut étre déterminante pour le maintien de son activité biologique.
Haynie et al. ont démontré qu’une fois greffés sur la surface, seuls les peptides qui avaient
conservé une conformation tridimensionnelle en hélice o possédaient une activité
antimicrobienne.® De plus, il est souvent nécessaire d’ajouter un espaceur entre les peptides et
la surface afin de maximiser leurs efficacités. Cet espaceur apporte la mobilité nécessaire aux
peptides pour se positionner dans I’arrangement qui favorise I’interaction avec la membrane
bactérienne.®® Selon I’amplitude de mobilité accordé par I’espaceur, le mécanisme d’action des

peptides peut étre différent.%’

Dans ce contexte, les polymeéres antimicrobiens sont particulierement intéressants car ils
possedent une plus grande flexibilité que les peptides méme une fois greffés. Parmi eux, les
polyméres cationiques,?® et en particulier ceux qui possédent des groupements comme les sels
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d’ammonium quaternaire, sont trés utilisés pour réaliser des surfaces « contact killing » %9101

Les composés a base d’ammoniums quaternaires sont reconnus depuis longtemps comme de
bons agents antimicrobiens.%? Ils sont capables de perturber les membranes cytoplasmiques
des bactéries en leur faisant perdre leur organisation et leur intégrité, ce qui provoque la fuite
du contenu et la lyse de la bactérie.'%31% La mobilité des polycations au sein du revétement est
un paramétre important pour conserver les propriétés antimicrobiennes sur la surface. Celles-Ci
peuvent étre affectées par la masse molaire du polymére ou le pH du milieu environnant.'® Les
composés a base d’ammoniums quaternaires montrent aussi une cytotoxicité vis-a-vis des
cellules eucaryotes qui est dépendante de la concentration. Pour les utiliser en tant qu’agents
antimicrobiens, il faut donc trouver une concentration satisfaisante qui permet d’avoir un effet

antibactérien sans effet cytotoxique.

La stratégie antiadhésive, bien que trés répandue, n’est pas adaptée pour répondre a notre
problématique. En effet, cette stratégie ne provoque pas la mort de la bactérie, celle-ci est donc
libre d’aller coloniser une autre surface non protégée. Dans le cas d’un emballage alimentaire,
qui est un systéme clos, 1’effet antiadhésif va entrainer une adhésion des bactéries sur le produit
alimentaire et le détériorer. La stratégic « release Killing », de par sa nature, ne peut pas non
plus étre envisagée car le relargage des espéces antimicrobiennes peut induire une dégradation
du produit alimentaire voire une toxicité pour le consommateur. Le choix se porte donc sur la
mise en place d’une stratégie « contact Killing» par le greffage covalent d’agents
antimicrobiens. Les revétements bioactifs avec des espéces greffées de facon covalente sont
une approche efficace pour limiter la toxicité résiduelle, tout en apportant des propriétés
antibactériennes sur des surfaces plastiques. En effet, les matériaux d’intérét ici sont des films
plastiques contenant majoritairement du polyéthyléne (PE). Par conséquent, il n’est pas
envisageable de provoquer la lyse des bactéries en jouant sur la topographie de surface.

Nous avons choisi de greffer des polymeres bioactifs car ils possédent une activité a long terme
avec une forte stabilité chimique et une meilleure tenue en température par rapport aux petites
molécules organiques. Contrairement aux nanoparticules d’argent, ils conservent toute leur
efficacité une fois greffés sur les surfaces et leur utilisation dans des domaines grand public
comme I’alimentaire sont envisageables. Enfin, leur efficacité antimicrobienne en surface n’est
pas dépendante d’une conformation particuliere comme cela peut étre le cas pour les peptides
antimicrobiens. De par leur nature, les chaines polymeéres possedent déja la mobilité nécessaire

pour une interaction efficace avec les membranes bactériennes.
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C. Les polycations avec des ammoniums quaternaires

Parmi les divers polymeéres synthétiques exprimant une activité antibactérienne par nature, les
polycations avec des ammoniums quaternaires sont les plus répandus. En effet, la membrane
plasmique des bactéries est chargée négativement a cause de la présence de
phosphatidyléthanolamine qui constitue 70% de sa composition. Les polymeéres antimicrobiens
chargés positivement sont donc capables d’interagir efficacement avec la membrane
bactérienne. Les ammoniums quaternaires sont souvent li€és a des segments aliphatiques
hydrophobes, ce qui confere un caractere amphiphile aux polycations. Cette balance
amphiphile, avec des charges positives hydrophiles et des groupes aliphatiques hydrophobes,

augmente la concentration en groupes biocides a proximité de la membrane bactérienne.

C.1 Mécanisme d’inhibition sur les bactéries

Le mécanisme d’action des molécules biocides cationiques sur des bactéries est décrit selon la
séquence suivante : (1) adsorption sur la surface de la paroi bactérienne, (2) diffusion a travers
la paroi bactérienne, (3) liaison avec la membrane cytoplasmique, (4) perturbation de la
membrane cytoplasmique, (5) relargage du contenu du cytoplasme comme des ions K* et de
I’ADN, ce qui provoque (6) la mort de la bactérie.!%1% 1] est généralement admis que le
mécanisme d’action des polycations avec des ammoniums quaternaires (Figure 1-8) peut étre
décrit de la méme maniére, puisque les mémes événements physiologiques lors des étapes (1),

(3) et (5) ont été observés pour des polycations biocides.0%112
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disruption
Figure 1-8 : Mécanisme d’action antibactérienne des polycations avec des ammoniums quaternaires et des
segments hydrophobes!3

Les charges positives du polymere interagissent de facon destructive avec la membrane
cellulaire et/ou la membrane cytoplasmique.*'? Elles sont attirées par la membrane des bactéries

chargée négativement (Figure 1-8, 1), engendrant une interaction électrostatique entre les deux
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entités (Figure 1-8, ii). Aprés cette approche, la chaine polymeére s’associe a la membrane de la
bactérie et les parties hydrophobes vont venir s’insérer a I’intérieur de celle-ci (Figure 1-8, iii).
Cette association va perturber 1’équilibre de la membrane, provoquant sa déstabilisation et la

fuite du contenu du cytoplasme, ce qui entraine la lyse de la bactérie (Figure 1-8, iv).

Les macromolécules peuvent interagir de fagon plus efficace avec les bactéries a Gram
positif.11* La couche externe de polyglycane est suffisamment peu compacte, ce qui facilite la
pénétration profonde de la chaine polymeére a I’intérieur de la cellule et I’interaction avec la
membrane cytoplasmique. A I'opposé, les bactéries a Gram négatif possedent une membrane
supplémentaire, la membrane externe, avec une double couche de phospholipides qui protege

plus efficacement la membrane cytoplasmique contre 1’action des polymeres biocides.

C.2 Une grande famille de polyméres

Au sein des polycations amphiphiles, les polyméres avec des ammoniums quaternaires sont les
plus explorés.!** Ces ammoniums quaternaires peuvent étre formés par une réaction post-
synthése sur le polymére et sont généralement présents en chaine pendante. On peut aussi les
synthétiser directement lors de la réaction de polymérisation du polymere, et ils se situent alors

dans le squelette de la chaine.

c.21 Cycles aromatiques et hétérocycles

La plupart des polymeres cationiques amphiphiles avec des ammoniums quaternaires
contiennent des cycles aromatiques ou des hétérocycles dans leurs structures. Il s’agit en général

)15 ou du polystyréne (PS).1!6 Ces dérivés sont composés de

de dérivés de la poly(vinylpyridine
segments aliphatiques plus ou moins longs en chaines pendantes pour apporter I’hydrophobie
nécessaire a un pouvoir antibactérien efficace. La poly(4-vinylpyridine) (P4VP) posséde une
pyridine réactive qui peut é&tre quaternisée en pyridinium et conférer des propriétés

1137 ont décrit la préparation de deux séries de

antibactériennes au polymere. Sambhy et a
polymeres cationiques amphiphiles basées sur des copolymeres pyridinium-méthacrylate en
faisant varier la position et la longueur d’un segment alkyle R (Figure 1-9). Les copolymeéres
ont été synthétisés par polymérisation radicalaire conventionnelle et possédent des masses
molaires similaires, comprises entre 27 000 et 33 000 g.mol™?. L’activité antimicrobienne des
polymeres a été déterminée par une mesure de concentration minimale d’inhibition (CMI) sur

une bactérie a Gram négatif Escherichia coli (E. coli) et une bactérie a Gram positif Bacillus

subtilis (B. subtilis). La série B (Figure 1-9) présente des CMI plus faibles sur les deux souches
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¢tudiées pour I’ensemble des longueurs de segments synthétisées, indiquant que I’effet
antibactérien est meilleur lorsque le segment hydrophobe est éloigné de la charge positive dans

le cas de ces copolymeres.
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Figure 1-9 : Copolymeres pyridinium-méthacrylate (R = éthyle, propyle, butyle, hexyle, octyle, decyle)
synthétisés par Sambhy et al.**

Les CMI les plus faibles pour la série B sont atteintes pour R = butyle a 15 pg.mL™ sur E. coli,
et R = hexyle a 10 pg.mL™ sur B. subtilis. En dépit de leur efficacité biocide, les
poly(vinylpyridine) présentent une faible biocompatibilité, ce qui limite leur utilisation dans
des applications biomédicales. L’incorporation de parties plus hydrophiles dans le polymeére
par copolymérisation est une méthode pour améliorer a la fois la biocompatibilité et I’efficacité

antimicrobienne. 8

C.2.2 Acrylates et méthacrylates

Les dérivés de polymeres acrylates et méthacrylates sont souvent utilisés en tant que
polycations antimicrobiens. Une grande partie d’entre eux est synthétisée a partir de monomeres
méthacrylates commerciaux tel que le méthacrylate de 2-(diméthylamino) d’éthyle
(DMAEMA). L’ammonium quaternaire est en général obtenu par une réaction de méthylation
avec des halogénoalcanes. Une grande variété d’homopolymeres et de copolymeres peut étre
préparée a partir de ces composé€s en faisant varier le taux de charges positives et I’hydrophobie,
afin d’optimiser les propriétés antimicrobiennes. Lu et al.!*® ont synthétisé¢ des dérivés du
DMAEMA avec des groupes alkyles de longueurs différentes (Figure 1-10).

DMAEMA-BC: R = CH,CcHs

DMAEMA-BB: R = CH,CH,CH,CH,

N
07 "\"cH, DMAEMA-DB: R = CH,CH,(CH,)oCH;
s DMAEMA'HB: R = CHchz(CH2)13CH3

Figure 1-10 :Monoméres DMAEMA avec différents groupes alkyles synthétisés par Lu et al.***
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Le DMAEMA-BC a été préparé avec le chlorométhyl benzéne (BC), le DMAEMA-BB avec le
1-bromobutane (BB), le DMAEMA-DB avec le 1-bromododécane et le DMAEMA-HB avec
le 1-bromohexadécane. lIs ont ensuite réalisé la polymérisation radicalaire conventionnelle des
méthacrylates pour obtenir les polyméres correspondants avec des chaines alkyles de longueurs
variables sur les ammoniums quaternaires. Le poly(DMAEMA-BC) et le poly(DMAEMA-BB)
montrent les concentrations minimales bactéricides (CMB) les plus basses : 1,56 mg.mL™ a la

fois sur E. coli (Gram négatif) et Staphylococcus aureus (S. aureus, Gram positif).

C.2.3 Polysiloxanes

Les polysiloxanes portant des ammoniums quaternaires sont particulierement intéressants en
tant que polymeres antimicrobiens. La grande flexibilité de la chaine polymere rend le contact
plus facile entre les groupes quaternaires et le micro-organisme. Des polysiloxanes avec des
sels d’ammoniums quaternaires en groupes pendants (Figure I-11) ont été synthétisés par

Fortuniak et al..1?

CH3 CH3 CH3
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X= (CH;)sSi or H R=(CH;),CHj or (CH;),0H
y=3,7.15

Figure 1-11 : Polysiloxanes avec des ammoniums quaternaires en groupes pendants synthétisés par Fortuniak et
al 120

Leur activité antimicrobienne a été évaluée en solution en mesurant des CMI sur deux bactéries
a Gram positif et trois bactéries a Gram négatif. Les polysiloxanes avec des sels d’ammoniums
quaternaires montrent une activité antibactérienne contre toutes les souches. A titre d’exemple,
ils ont montré des CMI de 1,25 a 5 pg.ml™ sur S. aureus et des CMI de 5 a 20 pg.mL™ sur E.

coli.

C.24 Polyoxazolines

Les polyoxazolines sont des pseudo-peptides qui peuvent étre synthétisés a partir d’une
polymérisation par ouverture de cycle.!? Les propriétés de ces polyméres peuvent étre
modulées en controlant simplement les fonctionnalités en bout de chaines, pendant les phases
d’amorcage et de terminaison, ou en variant le groupe pendant du monomere. Ici, les groupes
portant I’activité biocide sont situés en bout de chaine du polymeére (appelé groupe satellite) et

non en groupe pendant comme dans la plupart des exemples précédents. Waschinski et al.!?2
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ont synthétisé plusieurs polyoxazolines fonctionnalisés par des sels d’ammonium quaternaire

(Figure 1-12) avec des masses molaires comprises entre 2 200 et 12 800 g.mol™.

Alkyl CHsz(CHz);

o)
N e
N

AH HZN{—/)G’ ——___ Satellite
function

Block Ef“ A7 1 & |

Sat---POX---DDA

H |+ R = methyl, ethyl
~1'i‘ Z = triflate, tosylate, bromide

DDA

Figure 1-12 : Polyoxazolines avec différents groupes en bouts de chaines synthétisés par Waschinski et al.*??

Cette ¢tude montre que les groupes satellites ont une influence sur I’action antimicrobienne du
polymére. L’activité antibactérienne de ces polymeres a été évaluée sur S. aureus (Gram positif)
et E. coli (Gram négatif). Le meilleur effet antibactérien a été obtenu pour des groupes satellites
constitués de chaines aliphatiques de 4 a 10 carbones. Les CMI sont de 6 pmol.L™ et 56 umolL.L’
Lsur S. aureus et E. coli respectivement, pour le polyoxazoline avec une chaine aliphatique de

10 carbones comme groupe satellite.

C.3 Le cas particulier des polyionénes

La plupart des polycations antimicrobiens décrits précédemment présentent des ammoniums
quaternaires en groupes pendants. Au contraire, les polyioneénes (PI) sont des polyélectrolytes
avec des ammoniums quaternaires situés dans le squelette de la chaine polymere. Ces sont des

polycations hydrophiles qui possédent des segments hydrophobes.

C3.1 Synthése des polyionénes

En 1972, Rembaum et Noguchi ont effectué la synthése des PI via une réaction de polyaddition,

).123

la réaction de Menshutkin, entre une bi/tri amine et un dihalogéne (Figure 1-13

Figure 1-13 : Structure d'un des PI synthétisé par Rembaum et Noguchi.'®
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Cette synthese, de par le choix des monomeéres, permet de moduler aisément la balance
amphiphile entre les segments hydrophobes et les charges positives de ces polycations
hydrophiles. A leurs connaissances, ces polycations possédaient la plus grande densité de
charge sur le squelette d’un polymére jamais recensée pour 1’époque. Rembaum a aussi mis en
¢vidence les propriétés antibactériennes et cytotoxiques de ces PI en mettant en avant les
toxicités plus élevées des PI possédant des segments hydrophobes inter-ammoniums
quaternaires longs.’?* La relation entre structure et propriétés biologiques de ces polyméres
125-129

continue d’étre étudiée jusqu’a tres récemment par de nombreuses équipes.

Un exemple intéressant est 1’étude menée par Liu et al.**°

qui démontre la capacité des PI a ne
pas induire de mécanisme de résistance par les bactéries. Ils ont synthétisé des PI en faisant
varier la nature du segment inter-ammonium quaternaire avec des ponts éthers et des cycles
aromatiques ainsi que la proportion de ces segments au sein du polymére (Figure 1-14). Les

masses molaires de ces polyméres sont comprises entre 1 900 et 7 900 g.mol™.
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Figure 1-14 : Polyionénes synthétisés par Liu et al.**°

L’activité antimicrobienne a été mesurée par des CMI sur deux bactéries a Gram négatif (E.
coli, P. aeruginosa) et une bactérie a Gram positif (S. aureus). Les polymeéres synthétisés ont
présenté au mieux des CMI comprises entre 1,95 et 7,8 pg.mL™ sur ’ensemble des souches,
choisies pour leur résistance aux antibiotiques. Afin de démontrer ’absence de résistance, la
souche E. coli a été exposée successivement a la CMI ou a des doses non létales, équivalentes
a 1/8°™ de la CMI du polymére, et ceci a 10 reprises. L’expérience a été effectuée avec un

antibiotique courant, la ciprofloxacine, et le polyionéne 1 (Figure 1-15).

Cl ~

Figure 1-15 : Polyionéne 1 synthétisé par Liu et al.**°

E. coli a montré rapidement une résistance a la ciprofloxacine et il a été nécessaire de doubler

la valeur de la CMI a partir du quatriéme passage et de la quadrupler a partir du septiéme
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passage, pour inhiber la méme souche. A I'opposé, le polyionéne 1 n’a démontré aucune
résistance de la part d’E. coli et la valeur de CMI a été suffisante pour inhiber la souche lors
des 10 passages. Par ailleurs, le polyionéne 1 montre une bonne biocompatibilité vis-a-vis de

la peau de souris.

C.3.2 Facteurs influencant I’efficacité antibactérienne des polyionénes

Plusieurs facteurs peuvent influencer I’activité antibactérienne des PI, les trois principaux étant
la masse molaire, la nature du contre-ion et la taille des segments hydrophobes.'®! Ces
parametres vont €tre détaillés au travers de plusieurs exemples sur des PI de structures variées

1ssus de la littérature.

C.3.2.1  Masses molaires
Dans les exemples précédents, nous avons pris soin de mentionner les masses molaires des
polymeres utilisés. En effet, la masse molaire est un facteur qui peut avoir une influence sur

I’efficacité antibactérienne. Strassburg et al.l®

ont synthétis¢ des polyionénes avec des
segments aliphatiques contenant des doubles liaisons et ont étudié I’influence de la masse
molaire sur la CMI de diverses souches bactériennes. Les résultats et la structure du polymere
sont récapitulés dans le Tableau I-1. Les masses molaires (M) et les degrés de polymérisation

(n) ont été déterminés par RMN *H.

Tableau I-1 : CMI sur diverses souches bactériennes des (PBI)n synthétisés par Strassburg et al.*®

M (g.mol™) CMI (ug.mL?)
e gl
gAY s E.coli  S.aureus S.mutans
Br-(PBI),-Br

598 (n=1,1) 5000 5000 5000
1234 (n=3,0) 5000 630 78
2279 (n=6,0) 2500 78 78
2959 (n=8,0) 630 78 78
3571 (n=9,8) 630 78 78
3666 (n=10,0) 630 78 78
4933 (n=13,7) 630 78 78

La valeur de la CMI diminue avec I’augmentation de la masse molaire sur les trois souches
bactériennes testées. Ceci implique que plus la masse molaire est grande, plus les PI ont un
pouvoir bactériostatique important sur la gamme de concentration évaluée. Ces résultats
correspondent a la tendance souvent observée dans la littérature pour les polymeéres
antibactériens de faibles masses molaires (Mn < 5.10% g.mol?).** En revanche, pour des

olyméres antibactériens avec des M, supérieures a environ 1.10° g.mol™?, on constate souvent
poly p
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que l’efficacité antibactérienne diminue avec 1’augmentation de la masse molaire. Cette
influence sur 1’activité antibactérienne peut s’expliquer par la capacité du polymere a franchir
les membranes cellulaires. Plus la masse molaire du polymére est élevée, moins celui-Ci est
perméable pour pénétrer la membrane. La perméabilité du polymeére dépend aussi du type de
membrane de la bactérie. Il est plus facile d’atteindre la membrane cytoplasmique des bactéries
a Gram positif que celle des bactéries a Gram négatif car elles possedent en plus une membrane

externe.

Pour autant, dans les résultats de cette étude, les CMI se stabilisent pour les plus grandes My de
la gamme. Les valeurs de CMI élevées pour les petites M, (< 1000 g.mol™) sont probablement
dues au fait que les polymeres possédent seulement 1 a 6 unités de répétition et sont plus proches
d’un oligomere que d’un polymere. La faible densit¢ de charge et le peu de segments
hydrophobes sur le polymére en interaction avec la membrane bactérienne ne seraient pas
suffisants pour la déstabiliser. On peut donc supposer qu’au-dessus d’une valeur seuil de Mp,
la masse molaire n’a pas d’influence sur la CMI des PI synthétisés par Strassburg et al sur leur

gamme d’étude.

La dépendance en masse molaire est relativement peu significative sur des gammes
rapprochées, il est donc nécessaire de comparer des polymeéres dans des gammes de masses
molaires larges afin de tirer des conclusions sur I’influence de ce parametre. Cependant, si on
souhaite évaluer l’'influence d’un autre parametre de structure du PI sur Dactivité

antibactérienne, il faudra s’assurer de comparer des polymeéres de masses molaires équivalentes.

C.3.2.2 Contre-ions
L’influence du contre-ion dans I’activité antibactérienne des PI a également été étudiée. Le
groupe de Mattheis et al.’®** a montré que le contre-ion pouvait avoir un impact sur I’effet
antibactérien. Ils ont synthétis€ des PI contenant des ammoniums quaternaires et des ponts
éthers et ont remplacé les contre-ions bromes par des contre-ions hydroxydes ou phosphates.
Le changement du contre-ion brome par un phosphate sur le PI n’a pas eu d’influence sur les
CMI d’E. coli. En revanche, le changement par le contre-ion hydroxyde a eu pour effet
d’augmenter les CMI et donc de diminuer I’activité antibactérienne du PI par rapport au méme
PI avec un contre-ion brome. Une étude similaire menée sur E. coli par Chen et al.»** avec des
ammoniums quaternaires en chaine pendante d’un dendrimére a montré que I’efficacité
antibactérienne était meilleure avec des contre-ions bromes plutdt que chlores. Si le polycation
et le contre-ion possédent une interaction électrostatique forte, la densité de charge effective

sera plus faible. Il en résulte que le polycation sera moins absorbé par la charge négative des
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membranes bactériennes car I’interaction électrostatique entre les deux entités sera diminuée. 13
L’influence du contre-ion semble donc encore assez difficile a cerner et est probablement
dépendante a la fois des souches testées, des contre-ions choisis et des structures des
polycations. Il en ressort cependant que si le polycation posséde une interaction électrostatique
forte avec son contre-ion, alors cela peut nuire a son efficacité antibactérienne sur certaines

souches.

C.3.2.3 Taille des segments hydrophobes
Il a été démontré que le ratio charge positive/hydrophobie est un élément clé pour moduler le
pouvoir antibactérien d’un polycation en solution.’*® Par conséquent, jouer sur la longueur des
segments hydrophobes, a proximité ou entre les charges positives, au sein du PI permet de

moduler ce ratio pour trouver le meilleur effet antibactérien. Mattheis et al.13

ont synthétisé un
ensemble de PI avec des ponts éthers (hydrophiles) et des segments alkyles (hydrophobes) dans
I’unité de répétition. Ils ont fait varier la longueur des groupes alkyles en chaine pendante (R)
sur les ammoniums quaternaires ainsi que la longueur du segment hydrophobe a I’intérieur du
squelette (R”) pour en étudier ’influence sur I’activité antibactérienne (Figure 1-16). Les masses

molaires de ces polyméres sont comprises entre 1 000 et 1 800 g.mol™.

R R

0] R DMFE | o 1R’

HQN/\\/ \J\\NHQ + Br B e l\l‘l:’_\/ \/xl\l!r )

R Br R Br

Figure 1-16 : Polyionénes synthétisés par Mattheis et al.*®3, R = méthyle, butyle, hexyle, octyle et R’ = éthyle,
butyle, pentyle, hexyle, décyle, dodécyle

Les CMI ont été évaluées sur E. coli (Gram négatif). Les composés avec R = méthyle et R’ =
butyle, pentyle, hexyle et décyle présentent les CMI les plus faibles, avec des valeurs comprises
entre 6,25 et 8,75 ng.mL?, suggérant qu’un groupe alkyle court en chaine pendante sur
I’ammonium quaternaire et un segment alkyle inter-charge long est la meilleur combinaison

pour un pouvoir antibactérien efficace sur ces PI. Narita et al.r*’

sont parvenus a la méme
conclusion en étudiant I’influence de la longueur des segments inter-ammoniums quaternaires,
sur des PI similaires a ceux présentés en Figure 1-13 (avec des segments aliphatiques), sur la

perturbation des membranes des levures.

Les polyionénes sont les polymeres cationiques qui ont été choisis lors de ce projet du fait de
leurs propriétés antibactériennes puissantes et modulables. D’une part, il est aisé d’obtenir une

forte densité de charge tout en maintenant un contréle trés précis sur le ratio charges
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positives/segments hydrophobes puisque les ammoniums quaternaires sont formés lors de la
polyaddition des monomeres. Ceci n’est pas le cas lors d’une post-fonctionnalisation sur des
chaines pendantes. D’autre part, la position des ammoniums quaternaires au sein du squelette
leurs confére une meilleure stabilité chimique par rapport a des ammoniums quaternaires en
chaine pendante. Enfin, I’absence de résistance des bactéries et la faible cytotoxicité en font des
atouts supplémentaires pour I’application visée.r*® La stratégie et le polymére antimicrobien
ayant été choisis, il faut maintenant évaluer les possibilités de greffage covalent des polyionénes

sur des surfaces, principal challenge de cette thése.

C.4 Greffage de polyionenes en surface

138

Les polyioneénes ont déja été solubilisés dans 1’eau pour former des gels™° ou incorporés dans

diverses matrices polyméres comme le PE**® ou des matrices inorganiques comme des argiles

140

colloidales.™™ Ils ont aussi €té utilisés pour créer des films qui servent de membranes de

141,142 3

séparation pour des gaz ou étirés pour former des élastoméres’*® mais trés rarement greffés

de fagon covalente sur des surfaces.

Trois méthodes de greffage covalent de polyméres sur des surfaces sont couramment
employées : la technique « grafting to», la technique « grafting from» et la technique
« grafting through ». La méthode « grafting to » utilise des polymeéres fonctionnalisés en bout
de chaine afin de former des liaisons covalentes avec des sites réactifs sur le substrat (Figure
[-17, a). La méthode « grafting from », développée plus récemment, consiste a amorcer la
polymérisation des monoméres (M) directement a partir de la surface en utilisant une
monocouche d’amorceur (A), auto-assemblée ou greffée chimiquement, préalablement attachée
a la surface (Figure 1-17, b). Enfin, la méthode « grafting through » consiste a réaliser une
polymérisation en solution avec la présence d’une surface qui posseéde des groupes fonctionnels

(F) pouvant réagir lors de la polymérisation (Figure 1-17, c).
a) b) M c)
W Mo om MM 3&:
* \* * \ M M
g "
M
?? ???? ASACACAA FFFZFCFEF
Lt )i

« grafting to » « grafting from » « grafting through »

Figure 1-17 : Schéma des méthodes a) « grafting to », b) « grafting from » et ¢) « grafting through »
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C4.1l « Grafting to »

La technique « grafting to », appliquée a des composés de haute masse molaire, est dérivée de
la méthode consistant a former des monocouches auto-assemblées (Self-Assembled
Monolayers, SAM). Le polymére est d’abord synthétis¢ en solution. Ce polymere, a greffer sur
la surface, posséde souvent une fonction réactive en bout de chaine, obtenue Soit via le
mécanisme de sa polymérisation, soit par une réaction de post-fonctionnalisation une fois le
polymeére synthétisé. L’utilisation de fonctions chlorosilanes ou alkoxysilanes est favorisée
pour le greffage sur des substrats de verre ou de silicium alors qu’on privilégiera des groupes

thiols ou disulfures pour des substrats d’or.

A notre connaissance, un seul exemple de greffage de PI par « grafting to » a été recensé, et
seulement trés récemment. En 2019, Dezfoolinezhad et al.*** ont greffé des chaines de PI sur
des nanoparticules de fer fonctionnalisées avec des fonctions amines, en ajoutant les deux
¢léments dans un mélange DMF/MeOH. La présence du PI en surface a été confirmé par des
analyses MEB-EDX (Microscopie Electronique a Balayage avec spectroscopie de rayons X a
Dispersion d’Energie). En revanche, il n’y a pas eu d’études plus poussées qui auraient permis
de déterminer la densité de greffage sur les nanoparticules. L’article se concentrait sur

I’évaluation des performances de ces nanoparticules en tant que catalyseurs.

Bien que facile a mettre en ceuvre, la technique « grafting to » présente plusieurs limitations
importantes. D’une part, seuls des polymeéres sans fonctions réactives, de type poly(styréne) ou
poly(vinyl pyridine), peuvent étre attachés sur des surfaces, car la grande réactivité des groupes
d’ancrage empéche la coexistence de plusieurs fonctions sur la chaine polymeére. Par exemple,
des fonctions chlorosilanes ne peuvent coexister avec des fonctions amines, hydroxyles et
acides sans réagir aussi avec elles. D’autre part, la densité de greffage atteignable est limitée
aussi bien thermodynamiquement que cinétiquement.}*®%® Ay début, la surface est
majoritairement inoccupée et les chalnes polymeéres peuvent facilement diffuser et réagir avec
la surface. Quand la surface devient plus encombrée, la cinétique de diffusion des polymeres
devient tres lente et la densité de greffage n’augmente plus. Il en résulte que le recouvrement
maximal de la surface par le polymeére est limité par le volume exclu de I’enroulement de la
chaine polymére. Les systémes obtenus par « grafting to » ont donc une faible densité de
greffage. Il faut cependant noter que ’utilisation récente des réactions de chimie « click » a
permis d’améliorer les densité de greffage obtenues par « grafting to » sans toutefois pouvoir
s’affranchir de la limitation de cinétique de diffusion.**”1*® Enfin, cette méthode est employée

principalement pour le greffage de polymeéres neutres. En effet, la forte répulsion électrostatique
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inter-chaines entre les charges positives des polycations vient S’ajouter aux limitations
précédemment évoquées, et empéche la construction de couches denses. De ce fait, cette
méthode ne semble pas adaptée pour le greffage des PI. Un revétement antibactérien avec une
faible surface de recouvrement n’est pas envisageable car cela limiterait son efficacité au

contact des bactéries.

CA4.2 « Grafting from »

Afin de pallier aux limitations du « grafting to », la stratégie « grafting from » a été développée.
Elle consiste a amorcer la polymérisation directement a partir de la surface en immobilisant sur
celle-ci des amorceurs. Ainsi, seuls les monomeéres doivent diffuser jusqu’a la surface, ce qui
résout le probléme de barriére de diffusion observé lors du cas du « grafting to » et permet

d’obtenir des densités de greffage beaucoup plus importantes.

Plusieurs polymérisations classiques ont été utilisées avec I’approche « grafting from » pour
greffer des polyméres de fagcon covalente tels que la polymérisation carbocationique,'*® la
polymérisation anionique,’™® la polymérisation par ouverture de cycle (Ring-Opening
Polymerization, ROP),*® la polymérisation par ouverture de cycle par métathése (Ring-
Opening Metathesis Polymerization, ROMP)**? ou encore les polymérisations radicalaires
contrdlées.'®® L’avantage de la polymérisation radicalaire contrélée est d’offrir un contréle de
la polymérisation avec des conditions moins drastiques que les polymérisations ioniques. Par

rapport a cela, elle reste une technique de choix pour la stratégie « grafting from ».

La polymérisation radicalaire contrdlée repose sur 1’existence d’un équilibre d’activation et de
désactivation entre des especes inactives incapables de se propager et des especes actives. Cette
technique peut mener a des chaines étirées avec une faible polydispersité et des densités de
greffage importantes. Ejaz et al.™® ont été parmi les premiers a utiliser la polymérisation
radicalaire controlée par transfert d’atomes (Atom Transfert Radical Polymerization, ATRP)
en « grafting from » pour synthétiser une brosse dense de chaines de poly(méthacrylate de
méthyle) de faible polydispersité sur un substrat de silicium. L’ ATRP initié par les surfaces est
aussi largement employé pour le greffage de polyméres sur des nanoparticules.*®>! Parvole et
al.’" ont utilisé la polymérisation radicalaire contrdlée par les nitroxydes (Nitroxyde Mediated
Polymerization, NMP) pour former des brosses de poly(acrylate) sur des particules de silice.
Baum et Brittain'®® réalisent la polymérisation radicalaire contrdlée par transfert de chaine
réversible par addition-fragmentation (Reversible Addition-Fragmentation Transfert radical
polymerization, RAFT) de brosses de poly(styréne) (PS), de poly(méthacrylate de méthyle)
(PMMA) et de poly(N,N-diméthylacrylamide) (PDMA) sur des substrats de silicium. La nature
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vivante des brosses de PDMA et de PS est vérifiée par un réamorcage de la polymérisation pour
former des copolymeéres a blocs de type P(S-b-DMA) et P(DMA-b-MMA). IIs ont également
procédé au dégreffage des chaines formées sur le gel de silice. Aprés analyse, ils ont observé
que les longueurs de chaine et les indices de polydispersité sont comparables entre les chaines

greffées et les chaines formées en solution.

La densité de greffage obtenue par la technique « grafting from » est de loin la plus importante
et est possible grace a la conformation brosse imposée par les amorceurs sur la surface, lors de
la croissance des chaines. Des densités de greffage plus faibles peuvent étre obtenues en
utilisant des monocouches mixtes d’amorceurs et de molécules non amorgantes, ce qui dilue la
densit¢ de la couche d’amorceur. Grace aux polymérisations radicalaires contrdlées, il est
¢galement possible d’avoir un excellent contrdle sur la nature, la longueur et la densité des
chaines de polymeres greffées sur la surface. Ces méthodes « grafting from » possédent
cependant quelques limitations. Elles requiérent souvent des étapes difficiles pour immobiliser
les amorceurs sur les surfaces ainsi que des mises en ceuvre de polymérisation plus complexes
(atmosphére inerte, absence d’eau ou d’oxygéne). Enfin, ce procédé étant limité aux
polymérisations en chaine, il n’est pas applicable aux polyionénes qui sont obtenus par

polyaddition.

C.4.3 « Grafting through »

Afin de greffer les PI sur une surface, il faut utiliser une méthode intermédiaire : le « grafting
through ». La polymérisation par étape est effectuée en solution avec la présence d’une surface
qui comporte des groupes pouvant réagir lors de la polyaddition des PI. Cette méthode permet
la réalisation de synthése en « one-pot », en combinant a la fois la polymérisation du polymere
et son immobilisation sur la surface. Ce procédé permet d’atteindre des densités de greffage
plus importante qu’en « grafting to », dans le cas ot la couche polymére greffée croit de maniére
homogene lors de la polymérisation. Cette méthode a été beaucoup étudiée dans le cas des
polymérisations en chaine avec la polymérisation radicalaire conventionnelle™®® %1 ou
controlée.'®27%5 On va s’intéresser au cas plus rare de la littérature ou cette méthode a été
utilisée pour des polymérisations par étapes, qu’il s’agisse de polyaddition ou de

polycondensation.

L’¢équipe de Carter a étudié la polycondensation catalysée par du nickel (0), de brosse de
polydihexylfluoréne sur des wafers de silicium.'®® D’aprés les auteurs, ce fut le premier
exemple de polymérisation par étapes catalysée par des métaux sur des surfaces dans la

littérature. Les auteurs n’avaient pas recensé d’autres exemples de polycondensation en surface
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pour le greffage covalent de polymeére a 1’exception de la synthése séquentielle, unité par unité,
de biomacromolécules sur des surfaces.'®’ La polycondensation du 2,7-dibromo-9,9-di-n-
hexylfluoréne a été conduite sur une matrice avec des fonctions 4-bromophényles qui
participent lors de la polymérisation (Figure 1-18). Elles servent de fonctions réactives pour

amorcer la croissance des chaines sur la surface.
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Figure 1-18 : Schéma du procédé de greffage employé par I'équipe de Carter'®®

De par la nature de la polymérisation par étapes et de la polycondensation, les chaines
polyméres se forment aussi en solution lors du procédé de greffage. La croissance des chaines
en surface se fait probablement par condensation des monomeéres sur des chaines en croissance
greffées mais aussi par le greffage de macromolécules issues de la polymérisation en solution
sur des fonctions réactives de la surface. Les chaines formées en solution ont des masses
molaires comprises entre 30 000 et 70 000 g.mol™ avec des indices de polydispersité autour de
2. Ces valeurs correspondent a des résultats attendus lors d’une polycondensation. La majorité
de la polymérisation s’est produite en solution, mais suffisamment de réactions en surface ont
eu lieu pour attester du greffage des chaines. Puisque la majorité de la réaction s’est produite
en solution, on ne peut pas assimiler les masses molaires des chaines en solution a celles des
chaines greffées, comme on peut le faire dans le cas des polymérisations radicalaires contrdlées
amorcées par les surfaces en « grafting from ».1%8 L’épaisseur du film polymeére formé est
d’environ 6 nm mais il est impossible de connaitre précisément la longueur des chaines car ils
n’ont pas pu les dégreffer pour les analyser. En théorie, si la chaine est tendue et orthogonale,
’unité de répétition mesure environ 10,3 A. En conséquence, il y aurait 6 unités de répétition
dans la chaine greffée. Cette approximation est cependant sous-évaluée, en réalité, les chaines

ne sont probablement pas tendues et droites dans le film.

Khire et al.*® ont étudié le cas de la polymérisation par étapes d’une polyaddition en surface.
Ils ont effectué la réaction d’addition de dithiols et diacrylates via un procédé « grafting

through » sur des nanoparticules possédant des fonctions acrylates. La surface des
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nanoparticules de silice a d’abord été recouverte d’une fonction amine par 1’ajout de N-méthyle
aminoprolpyle triméthoxysilane. La fonction sécable par exposition aux U.V.
(« photocleavage ») a ensuite été introduite avec I’acide éthyle 4-(4-(1-hydroxyéthyle)-2-
méthoxy-5-nitrophénoxy) butanoique sur lequel une fonction acrylate a été rajoutée (Figure
[-19). Les nanoparticules modifi¢es ont enfin été mises en présence de dithiols et de diacrylates
pour réaliser la polyaddition en surface et en solution. Le ratio dithiols : diacrylates a été varié

lors des essais de polyaddition.

HOB, HBTU HDDA, HDT hv
> —p
DIEA, NMP amine
(o]

e i Dk

0 (u) G )
Figure 1-19 : Schéma du procédé de greffage employé par Khire et al.*®

Les nanoparticules sont exposées aux U.V. apres polymérisation pour détacher les chaines
greffées en surface. Ainsi, les masses molaires des chaines dégreffées ont pu étre comparées a
celles des chaines formées en solution grace a des analyses par chromatographie d’exclusion
stérique (SEC). Dans les deux cas, les My et les My étaient comparables, dans la limite de
I’erreur expérimentale. Le ratio steechiométrique a donné les masses molaires les plus grandes,
comme cela pouvait étre attendu dans le cas d’une polymérisation par étapes. En faisant varier
le ratio thiol:acrylate de 0,8:1 a 1:1, la M, est passée de 2 000 & 5 000 g.mol™ et la My est passée
de 4 000 a 10 000 g.mol™. En revanche, la densité de greffage sur les nanoparticules est restée
constante quel que soit le ratio employé. Il est donc probable, comme dans le cas des
polymérisations en chaine, que les masses molaires des chaines greffées et des chaines formées
en solution soient similaires. Ainsi, I’étude des chaines en solution peut apporter I’information

de la masse molaire des chaines greffées quand il n’est pas possible de dégreffer celles-ci.
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D. Conclusions et perspectives : objectifs de la thése

La contamination bactérienne des surfaces est donc une problématique majeure dans des
domaines comme le médical ou I’agroalimentaire. La physiologie particuliere des bactéries en
surface et le développement de souches multi-résistantes leur offrent une protection optimale
face aux agents antimicrobiens et diminuent leur efficacité. Afin d’agir en amont de la
formation du biofilm, lors de I’étape de bioadhésion, la création de surfaces bioactives « contact
killing » constitue selon nous, la meilleure stratégic pour éliminer les bactéries tout en
maintenant une toxicité minimale vis-a-vis des consommateurs. Les polyionénes (PI) possédent
des propriétés antimicrobiennes a la fois puissantes et modulables grace a la possibilité de
modifier le ratio charge/hydrophobie de fagon contrélée. L’objectif de cette thése est donc de
créer des surfaces antibactériennes en greffant des PI sur des matériaux d’intérét dans le
domaine agroalimentaire, et d’en étudier les propriétés biologiques en faisant un lien avec leur

structure.

Le deuxiéme chapitre se concentre sur la synthese et la caractérisation en solution des PI. Des
gammes « aliphatiques » et «éthers» ont été obtenues en faisant varier le ratio
charge/hydrophobie, la masse molaire et la nature des segments. L’impact de ces propriétés
physico-chimiques sur les propriétés biologiques a été étudi¢ afin de trouver le meilleur

compromis entre efficacité antibactérienne et moindre cytotoxicité.

Le troisieme chapitre de ce manuscrit est consacré au greffage de facon covalente des PI choisis
grice a une méthode innovante combinant le revétement de polydopamine et le procédé
« Graftfast ». Cette méthode sera développée plus amplement au début ce chapitre. La
combinaison de ces deux procédés a permis de greffer une sous-couche réactive, possédant des
fonctions diéthylamines sur lesquelles on réalise la polyaddition en surface des PI via la
méthode « grafting through ». Les Pl ont ainsi été greffés sur des surfaces de verre et des wafers
de silicium. Les propriétés biologiques (pouvoir antibactérien et cytotoxicité) et physico-
chimiques (énergies de surface et zétamétrie) de ces surfaces ont été¢ évaluées. Les chaines
greffées en surface ont également été étudiées par réflectivité des rayons X et des neutrons,
pour déterminer 1’épaisseur des couches et tenter d’établir un lien entre la conformation des

polymeéres et leur mécanisme d’action sur les bactéries.

Le quatrieme chapitre rassemble les trois procédés développés lors de cette these afin de
fonctionnaliser de fagon covalente des surfaces de polyéthyléne avec des PI. Ce matériau est en

effet le principal composant des films alimentaires. Dans un premier temps, les PI ont été
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greffés sur le polyéthyléne avec un procédé analogue a celui sur le verre. Puis, ils ont également
été incorporés dans une encre et réticulés sous U.V. apres un dépdt par impression. Enfin, ils
ont été incorporés en masse par extrusion. Pour chacun de ces procédés, nous avons évalué la
possibilité de leurs applications dans le domaine agroalimentaire en caractérisant leurs

propriétés antibactériennes et cytotoxiques.
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Chapitre 11 : Polyionénes en solution

Les polyionénes sont les polymeéres bactériostatiques choisis pour réaliser des surfaces
antibactériennes. Avant de chercher a greffer ces polyméres en surface, nous allons les étudier
en solution afin de déterminer leurs propriétés physico-chimiques et biologiques. Ainsi, ce
premier chapitre est consacré a 1’étude en solution des polyionénes. L’objectif est de mettre en
lumiere les parametres structuraux permettant de moduler a la fois I’efficacité antibactérienne
et la cytotoxicité. Une premicre partie introductive sera consacrée a une présentation spécifique
des polyionénes apres des rappels théoriques sur la polymérisation par étapes. Les synthéses de
deux gammes de polyionenes et leurs caractérisations structurelles seront détaillées dans la
partie suivante. Enfin, la dernicre partie sera dédi¢ée aux propriétés biologiques de ces

polyméres.

A.Présentation des polyionénes

Les polyioneénes sont synthétisés par polyaddition (réaction de Menshutkin) lors d’une
polymérisation par étapes. Il convient de rappeler les principes généraux de cette
polymérisation avant d’aborder, dans une deuxiéme partie, une présentation spécifique des

polyionénes.

A.1 La polymérisation par étapes

La polymérisation par étapes est un mécanisme de polymérisation qui procéde par des étapes
indépendantes. Dés le début de la polymérisation, les monomeres réagissent trés rapidement
entre eux pour former des dimeres puis des trimeres et des oligomeres plus longs, jusqu’a
former des polyméres. La majorité des polymérisations par étapes sont des polycondensations
ou chaque étape est une réaction qui se fait avec 1’¢limination de petites molécules (Hz2, H20,
HCI ou NHz). Un exemple de polycondensation est la synthése des polyamides par
condensation entre des diamines et des diacides carboxyliques avec une perte d’eau. Cependant,
une partie des polymérisations par étapes sont des polyadditions ou chaque étape se fait sans
aucune ¢limination de sous-produits. Par exemple, les polyuréthanes sont issus de la

polymérisation de diols sur des diisocyanates.

Les monomeres difonctionnels A et B doivent avoir une fonctionnalité supérieure ou égale a
deux pour que la polymérisation se produise. Il peut s’agir soit de monomeres

hétérotéléchéliques, avec deux fonctions différentes sur le méme monomere, soit de monomeres
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téléchéliques, avec une fonction différente sur chaque monomere (Figure 11-1). Les monoméres
hétérotéléchéliques donnent des polymeéres statistiques tandis que les monomeres téléchéliques
menent a des polymeéres alternés. On peut aussi réaliser la polymérisation par étapes avec un

seul monomere hétérotéléchélique.
a) 3X—A——Y + 3 X—B——Y —— X - A-AB-ABB—Y + 5 XY

b) 3X—A——X + 3 Y—B——Y «—— X — AB-ABAB—Y + 5XY

Figure 1I-1 : a) Monomeres hétérotéléchéliques formant un polymére statistique et b) Monomeres téléchéliques
formant un polymere alterné

Lors d’une polymérisation par €tapes, la masse molaire et la conversion augmentent de maniere
continue dans le temps. En revanche, les réactions sont équilibrées et non totales ce qui implique
souvent I’obtention de faible degré de polymérisation en nombre (DPn). Tous les monomeres
étant consommés dans les premiers temps de la polymérisation, la stoechiométrie est le facteur
prépondérant pour obtenir la meilleure conversion possible. Les masses molaires moyennes en
nombre (Mn) obtenues restent généralement faibles (5 000 < M, < 40 000 g.mol?) car les
monomeres disparaissent rapidement avant la formation de chaines polyméres de masses
suffisamment ¢levées. Une fois les monomeres consommes, la probabilité de rencontres entre
les chaines est faible et donc la masse molaire des polymeres n’augmente plus. Dans le cas
d’une polycondensation, on peut ¢liminer le sous-produit pour déplacer 1’équilibre et ainsi

augmenter les valeurs des masses molaires.

La relation de Carothers! définit et prédit le DPn en fonction du degré d’avancement (p), aussi
appelé conversion, a I’instant t pour un monomeére de type X-A-Y. La conversion est définie

comme le rapport du nombre de monomeres ayant réagi sur le nombre de monoméres de départ :

_ 2(No = Ny)
p_ _—

2N, <=> N =No(1-p) )

Avec No qui représente le nombre de molécules de monomeére a t=0 et Nt qui représente le

nombre de molécule de monomeére a t.

Ainsi, le DP;, est le rapport entre le nombre de molécules de monomeére a t=0 et le nombre de

molécules de monomeére at :

DR, =70= —— @
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Le cas des monomeres portant les fonctions antagonistes X et Y est particulier. A tout moment,
chaque chaine de polymére est terminée par les deux fonctions X et Y, cela peut donc entrainer
une potentielle formation de cycles. Leur proportion est généralement négligeable car la
probabilité de rencontre entre les fonctions X et Y d’une méme chaine reste faible. Elle I’est
d’autant plus que la chaine est longue. Cependant, si X et Y ne sont séparés que par un petit
nombre d’atomes de carbone, la cyclisation devient plus probable. Ainsi, la fonction alcool et
la fonction acide carboxylique doivent étre séparés par plus de cing carbones dans le monomere
pour que la polymérisation linéaire des polycarbonates soit favorisée par rapport a la cyclisation

intramoléculaire (Figure 11-2).

Ha
HO—{—C %coon
n

P 1 B ?
our n= HO/Y — o:<:>:o + 2H0
0 [o}

glycolide 0

OH
Pour n=5 "Ow @ + HO
o

caprolactone + polymeéres

OH . o
Pour n>5 HO\ /a — +o S +
m

2 polymeéres ©
Figure 11-2 : Formation de cycles ou de polycarbonates linéaires en fonction du monomére utilisé

Dans le cas ou il y a deux monomeres A et B difonctionnels téléchéliques, on distingue deux
situations : les mélanges steechiométriques et non steechiométriques. On ne raisonne plus alors
en terme de molécule de monomeére mais en nombre de fonction qui peuvent réagir. Le DPy est

définit par 1’équation suivante :

1+r NY

DP=— =X
" Tr—2pr T Ny

(3)

Avec Nx° le nombre de fonction du type X a t=0 et Ny° le nombre de fonction du type Y a t=0.
Dans le cas d’un mélange stoechiométrique, r = 1 donc 1’équation (3) se simplifie et on retombe
sur ’équation (2). Le degré d’avancement dicte le DP; final de la polymérisation dans une

réaction stoechiométrique. Si I’avancement p vaut 0,95, alors le DPy est égale a 20.

Si le mélange n’est pas stoechiométrique, avec un des deux monomeres en exces, on peut
seulement simplifier I’équation (3) en fin de polymérisation car p tend vers 1. On obtient alors

I’expression suivante du DPp :
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1+7r N
DPnzl_ravecr=N—19 4)

Le rapport r de départ impose le DP, final dans le cas d’une réaction non steechiométrique. Dés

que r s’¢loigne de 1, le DP, diminue fortement et les masses molaires obtenues sont trés faibles.

A.2 Les polyionenes

En 1968, Rembaum et al. ont adopté le nom de « ionene » en anglais pour désigner des
polyméres contenant des groupes ioniques dérivés de monomeéres contenant des amines.? Les
premiers polyionénes (PI) ont cependant été synthétisés en 1933 par Gibbs et al. a partir
d’halogéne de diméthylamino-n-alkyle (Figure 11-3), un monomeére hétérotéléchélique.® Cette

polymérisation donne en général une variété de cycle en plus du polymére linéaire.

CH;
x/éé\N/

n I
CHs

Figure 11-3 : Structure des halogénes de diméthylamino-n-alkyle, X = F, Cl, Br, |
Les PI sont désormais plutot synthétisés en utilisant la réaction de Menshutkin*® entre deux
monomeres bifonctionnels téléchéliques, le N, N, N, N-tétraméthyl-1,x-diaminoalcane et le 1,y
dihalogénoalcane (Figure 11-4). La nomenclature de ces PI est souvent associée au nombre de
groupes méthylénes présents dans les monoméres, ou x représente le nombre de CH> dans la
diamine et y le nombre de CH> dans le dihalogéne (généralement dibrome). Par exemple, le PI
6-9 est formé a partir du N, N, N, N-tétraméthyl-1,6-diaminohexane et du 1,9 dibromononane.
C’est cette nomenclature que nous adoptons tout au long du manuscrit pour désigner les

différents polymeres étudiés.

- H PR A

y

49{ l%%/

Figure 11-4 : Synthese d'un PI x-y
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Les PI possedent des ammoniums quaternaires répartis le long de la chaine principale et non en
chaine pendante.? Ces polyméres ont regu beaucoup d’attention car leur synthése permet de
contrdler la densité de charge sur la chaine ce quin’est pas le cas des polyélectrolytes classiques
qui présentent une distribution aléatoire des groupes ioniques.® Les propriétés des
polyélectrolytes étant trés dépendantes de leur structure, il est difficile de modéliser leur
comportement quand la position des charges sur le polymére est aléatoire. En cela, les P1 sont
uniques puisqu’ils présentent des sites ioniques situés de fagon régulicre le long de la
macromolécule dans une unité de répétition définie précisément. Le choix judicieux des
monomeres, qui sont généralement commercialisés ou synthétisés facilement, permet d’avoir

acces a une grande variété de polymeres a la densité de charge bien définie.

La réaction de Menshutkin s’effectue selon un mécanisme de SN2 entre un dihalogene linéaire
et une diamine tertiaire nucléophile (Figure I1-5). Ce mécanisme est trés sensible a
I’encombrement stérique et il est défavorisé par la présence de substituants en alpha ou beta du
centre réactif. Le groupe partant lors de la polymérisation des PI est important non seulement
pour la réactivité des monomeres mais aussi dans 1’étude des liens entre structures et propriétés

des polyméres formés (cf Chapitre 1.C.3.2.2 Influence du contre-ion).
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Figure 1I-5 : Mécanisme générale d’'une SN2
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Les diamines tertiaires avec des groupes méthyles sont privilégiées car ils n’induisent pas
d’effet stérique nuisible et assurent un comportement nucléophile efficace. On utilise des
dihalogénes primaires pour obtenir une plus grande réactivité lors de la SN2. Le dibrome est
I’halogéne le plus utilisé car 1’anion bromure est un bon nucléophuge, la liaison C-X étant plutot
faible énergétiquement.’ D’autres groupes halogénes ont été étudiés mais les dichlores sont plus

lents a réagir et les diiodes, si disponibles commercialement, sont plus chers que les dibromes.

Le mécanisme de SN2 implique que la réaction chimique suit théoriquement une cinétique

d’ordre 2. Une réaction du second ordre suit la loi cinétique suivante :’

v = k[RX][Nu:] (5)

Avec v la vitesse de réaction en mol.L™.s?, k le coefficient de vitesse, [RX] la concentration en

dihalogéne en mol.L™ et [Nu:] la concentration en nucléophile en mol.L ™.
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Dans une polymérisation par étapes, les réactivités des monomeres et des bouts de chaine des
polyméres sont équivalentes, ce qui conduit a des considérations cinétiques simples.® La
cinétique d’ordre 2 a été démontrée sur les synthéses du PI 6-12 et du Pl 12-12 grace a des
suivis de spectroscopie IR in situ.®'% Williams et al. ont suivi 1’évolution des bandes IR
présentes dans la région 940-800 cm™, la région des élongations de liaison C-N*.1t A partir de
I’augmentation d’intensité de la bande a 903 cm™, ils ont obtenu des cinétiques du second ordre,
ce qui est consistant avec les résultats de Rembaum et al.? Dans de trés rares cas, avec des
solutions treés concentrées en monomeres, Rembaum a aussi démontré que la cinétique de

polymérisation des PI pouvait étre d’ordre 1.2

Cependant, Wang, Meyer et Wegner ont démontré par spectroscopie RMN C in situ que les
polymérisations sont parfois plus complexes que des cinétiques d’ordre 2 ou 1 pour des PI x-y
avec x et y = 3, 4 ou 6.2 Ils ont détecté les quatre types de réactions attendus lors d’une
polymérisation par étapes: 1) les monomeres dihalogénes réagissent avec les monomeres
diamines tertiaires, 2) les monomeres dihalogenes réagissent avec les bouts de chaine amines
tertiaires du polymere, 3) les monomeres diamines tertiaires réagissent avec les bouts de chaine
halogénes du polymére, 4) les bouts de chaine amines tertiaires réagissent avec les bouts de
chaine halogénes. En plus de cela, ils ont aussi mis en évidence la présence de réactions
d’¢élimination d’Hofmann et de cyclisations intramoléculaires. Rembaum et Noguchi avaient
déja mis en évidence la cyclisation des PI (pour x =1 et y=2/4/5/6, x=2ety=1/2/3 etx=3
et y = 2) mais pas les réactions d’éliminations.®> A partir des analyses des spectres RMN, ils ont
déduit que les PI avec des segments inter-ammoniums quaternaires courts (x et y = 3, 4 ou 6)
montrent une grande variété dans la distribution des masses molaires dans des conditions
spécifiques de réaction. La polymérisation des PI n’est donc pas toujours une réaction cinétique

du second ordre ou du premier ordre.

Les polyionénes étudiés dans ce projet ont été synthétisés par la réaction de Menshutkin entre
deux monomeres téléchéliques. La structure de la chaine entre les fonctions réactives des
monomeres a été variée afin d’obtenir deux gammes de PI : la gamme aliphatique et la gamme

éther. Les détails des syntheses de ces deux gammes sont présentés dans la partie suivante.
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B. Syntheses et caractérisations des polyionénes

L’objectif est de réaliser deux gammes de polyionénes (PI) avec des propriétés différentes en
jouant sur la taille des polymeres et leurs structures chimiques. Les synthéses des deux gammes
vont étre décrites dans un premier temps. Puis, on détaillera la détermination des masses
molaires par deux techniques, la RMN du proton et la chromatographie d’exclusion stérique.
Enfin, la variation des parameétres de synthese et leurs influences sur la masse molaire seront

étudiées.

B.1 Syntheses

B.1.1 Gamme aliphatique

Les PI aliphatiques constituent la premi¢re gamme de polymeéres étudi€s. Ils sont obtenus a
partir de monomeres dont les fonctions réactives sont séparées par une chaine aliphatique de
longueur variable. La synthese est réalisée dans un ballon tricol avec un réfrigérant et mis sous
argon. La réaction est effectuée entre 16 et 18 heures, a 65°C, sous agitation magnétique. Une
fois le produit obtenu, on précipite le polymere dans 1’acétone (les monomeéres de départ y sont
solubles) et on le filtre sur Biichner avant de le sécher sous vide. L’ensemble des monomeéres
nécessaires pour réaliser les différents PI est récapitulé dans le Tableau I1-1. La gamme des Pl
aliphatiques est constituée de quatre polymeres : le Pl 3-3, le P1 6-6, le P1 6-9 et le Pl 6-12. Un

détail de chacune des synthéses est fourni en Annexe A (p. 217).

Tableau I1-1 : Polyionénes de la gamme aliphatique et monoméres correspondant

Polyionénes Monomeéres Diamine Monomeéres Dibrome
3-3 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,3-diaminopropane 1,3 dibromopropane
6-6 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-diaminohexane 1,6 dibromohexane
6-9 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-diaminohexane 1,9 dibromononane
6-12 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-diaminohexane 1,12 dibromododécane

A la fin de la synthése, on peut recenser trois types de PI différents en fonction de la
combinaison des bouts de chaine diméthylamine (N) et brome (Br) a chaque extrémité. Dans le
cas d’une polymérisation par étapes en proportion steechiométrique, ces trois polymeres sont
répartis selon les lois de probabilité : N-N 25%, Br-Br 25% et N-Br 50% (Figure 11-6). 1l faudra
tenir compte de la nature des bouts de chaine pour réaliser des fonctionnalisations post-

synthéses.
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Figure 11-6 : Structures et proportions des différents bouts de chaine pour un PI x-y

A la suite de la purification, la structure du polymére est identifiée par RMN *H. L’intégration
des pics et leurs déplacements chimiques permettent de les attribuer aux protons correspondant
sur le P1 6-6 (Figure 11-7). Le pic 1 a 2,99 ppm correspond aux douze protons sur les méthyles
des ammoniums quaternaires. Les pics 2, 3 et 4 respectivement a 3,21-3,26, 1,72 et 1,37 ppm
regroupent les protons de la chaine aliphatique inter-ammoniums quaternaires. De plus, les pics
des bouts de chaine sont suffisamment intenses pour les attribuer. Le pic 5 a 2,81 ppm
correspond aux six protons du bout de chaine diméthylamine et le triplet du pic 6 a 3,52-3,55
ppm aux deux protons situés juste a coté du brome pour le bout de chaine bromé. Les spectres

RMN H des autres PI aliphatiques sont fournis dans 1’Annexe B (p. 245).
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Figure 11-7 : Spectre RMN H du PI 6-6
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B.1.2 Gamme éther

Les PI éthers constituent la deuxieéme gamme de polymeres étudiés. IIs ont été synthétisés pour
la premiére fois en 1975 par T. Tsuitsui, R. Tanaka et T. Tanaka.'® En vue d’une application
dans I’alimentaire, la biocompatibilité des PI est souhaitable. De ce fait, ils doivent idéalement
étre peu cytotoxiques et posséder une grande sélectivité pour les bactéries. Ce critére est souvent
¢valué en comparant I’activité bactériostatique du polymeére a son activité hémolytique. Pour
cela, on évalue la concentration hémolytique 50 (CHsp), qui correspond a la concentration en
polymere provoquant ’hémolyse de 50% des globules rouges. Plusieurs études ont montré la
meilleure sélectivité des PI pour les bactéries (CHso €levés par rapport a la CMI) et une
cytotoxicité plus faible lorsque ceux-ci possédent des segments diminuant 1’hydrophobie du
polymére.***" L ajout de ponts éthers sur les PI devrait donc diminuer 1’hydrophobie et ainsi
réduire leurs toxicités envers les cellules mammaliennes par rapport aux PI aliphatiques. Ces
PI sont obtenus a partir d’'un monomere dibromoalcane et d’un monomere diméthylaminoéthyle
éther (Figure 11-8). L’unité de répétition du polymere est constitué¢ d’un segment aliphatique

hydrophobe de longueur variable et d’un segment avec un pont éther de longueur fixe.
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Figure 11-8 : Structure générale des PI avec un seul pont éther dans l’'unité de répétition

Un autre type de polymeére avec deux ponts éthers dans 'unité de répétition est obtenu en

remplagant le monomeére dibromoalcane par le 2-chloroéthyle éther (Figure 11-9).
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Figure 11-9 : Structure du Pl avec deux ponts éthers dans l'unité de répétition
Les PI éthers sont synthétisés dans un ballon tricol avec un réfrigérant et mis sous argon. La

réaction est effectuée entre 16 et 18 heures, a 65°C, sous agitation magnétique. Une fois le
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produit obtenu, on précipite le polymére dans 1’acétone ou le THF et on le filtre sur Biichner
avant de le sécher sous vide. La nomenclature de ces PI éthers est résumée dans le Tableau 11-2.
La gamme des PI éthers est constituée de quatre polymeéres avec un segment aliphatique et un
segment éther : le PI éther 5-3, PI éther 5-6, PI éther 5-9 et le PI éther 5-12. Elle posséde aussi
un polymeére avec deux segments éthers : le Pl éther 5-éther 5. Les détails de chaque synthése

sont fournis en Annexe A (p. 217).

Tableau I1-2 : Polyionénes de la gamme éther et monomeres correspondant

Polyionénes Monoméres Diamine Monomeéres Dibrome
et5-3 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,3 dibromopropane
et5-6 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,6 dibromohexane
et5-9 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,9 dibromononane
et5-12 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,12 dibromododécane
et5-etS Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 2-Chloroethyl ether

La synthése de ces PI éthers s’est effectué facilement en utilisant les mémes conditions que les
Pl aliphatiques. Cependant, la purification par précipitation pour les polymeres avec des
segments hydrophobes longs a nécessité d’étre répétée au moins deux fois afin de s’affranchir

de la présence des monomeéres (vérifi¢ par RMN *H).

L’intégration des pics et leurs déplacements permettent d’attribuer les protons correspondants

pour le P1 et5-6 (Figure 11-10) en RMN 1H.
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Figure 11-10 : Spectre RMN *H du PI et5-6

Le pic 1 a 3,08 ppm correspond aux douze protons sur les méthyles des ammoniums

quaternaires. Les pics 2, 3 et 4 respectivement a 3,31-3,35, 1,75 et 1,38 ppm regroupent les
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protons de la chaine aliphatique inter-ammoniums quaternaires. Les pics 5 et 6 a 3,55-3,58 et
3,93 ppm respectivement correspondent aux protons autour du pont éther. Le pic 7 a 2,65 ppm
représente les six protons du bout de chalne diméthylamine et le triplet du pic 8 a 3,74-3,76
ppm, les deux protons situés juste a co6té du brome pour le bout de chaine bromé. Les spectres

RMN *H des autres PI éthers sont fournis en Annexe B (p. 245).

B.2 Détermination des masses molaires

B.2.1 Calcul du M, par RMN *H

Nous pouvons calculer la masse molaire moyenne en nombre (Mn) des Pl par RMN *H.
Statistiquement, en conditions stcechiométriques, les bouts de chaine bromés sont aussi
nombreux que les bouts de chaine aminés. On peut donc relier 1’intégration de chaque pic a son
nombre de protons correspondants. Le ratio donné par I’équation (6) donne acceés au nombre de

motifs (DPn) présents dans une chaine de PI.

3 ([ pic principal (CH; — N*))/nb de H correspondant

DF, (6)

([ pic bout de chaine)/nb de H correspondant

Le pic des méthyles des ammoniums quaternaires est bien défini et intense. Il est donc choisi
comme pic principal de I’unité de répétition. Le DP, permet de remonter au Mn en le multipliant

par la masse molaire du motif de 1'unité de répétition (Munite).
M,, = DB, X Mynirs (7)

Les My calculées par cette méthode pour des syntheses steechiométriques identiques de PI
aliphatiques (0,9 M de concentration en monomeres, temps de réaction entre 16 et 17 heures)
ont ¢été récapitulées dans le Tableau 11-3. Si pour certaines synthéses on obtient des My
équivalents par I’intégration des deux pics des bouts de chaine, ce n’est pas toujours le cas. 1y
a un probléme de précision li¢ a la faible intensité des pics des bouts de chaines. La RMN H
n’est donc pas la méthode la plus fiable. De plus, lorsqu’on s’¢loigne de 1’état stcechiométrique
(erreur expérimentale), on ne connait plus statistiquement la proportion des bouts de chaine
bromés par rapport aux bouts de chaine diméthylamines. Il est donc difficile de calculer avec

précision la My par cette méthode.
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Tableau 11-3 : Mn en g.mol ™ calculées par RMN *H pour des synthéses steechiométriques de PI aliphatiques

Nom Temps de DPn M (g.mol™)
réaction  (CH3),-N CHp-Br (CHs)>N  CHy-Br
PI3-3S1  16h30 17,1 16,7 5700 5 500
P13-3S2 16h 28,6 25,0 9 500 8 300
PI3-3S3  16hi5 30,0 22,2 10000 7400
PI6-6S1  16h30 27,3 10,0 11300 4200
PI6-6S2  16h15 26,1 15,4 10850 6400
P16-6S3 16h 25,0 12,5 10400 5200
P16-9S1 17h 18,2 18,2 8 300 8 300
P16-9S2 17h 27,3 22,2 12500 10200
P16-9S 3 16h 24,0 22,2 11000 10200
PI6-12S1  16h 30,0 28,6 15000 14300
PI6-12S2  16h30 30,0 25,0 15000 12500
PI6-12S3  17h 37,5 28,6 18750 14300

Les My déterminées par RMN *H ont aussi été calculées pour des synthéses steechiométriques
de PI éthers (0,9 M de concentration en monomeres, temps de réaction entre 16 et 18 heures).
Elles ont été récapitulées dans le Tableau 11-4. Les masses molaires évaluées sont du méme
ordre de grandeur que les synthéses précédentes. La méme imprécision que dans le cas des Pl
aliphatiques est obtenue. Nous avons donc cherché a évaluer les masses molaires par une autre
méthode : la chromatographie d’exclusion stérique qui permet également d’accéder a I’indice

de polydispersité.

Tableau 11-4 : Mn en g.mol™? calculées par RMN *H pour des synthéses steechiométriques de PI éther

Nom Temps de DPn M (g.mol™)
réaction  (CH3),-N  CHp-Br (CHs)>-N  CH,-Br

Pl et5-3 17h 28,6 14,7 10 300 5 300

Pl et5-6 16h45 23,7 11,2 9 600 4 500

Pl et5-9 17h30 22.6 11,2 10 100 5 000

Pl et5-12 18h 9,4 6,7 4 600 3300
Pl et5-et5 17h 29,6 18,0 8900 5400

B.2.2 Evaluation du M, par chromatographie d’exclusion stérique avec

détecteur de diffusion de lumiére multi-angles (SEC-MALS)
Une méthode appropriée pour évaluer la masse molaire des polymeres est la chromatographie
d’exclusion stérique (Steric Exclusion Chromatography = SEC). Il est important d’évaluer les
masses molaires sur des chaines dissociées afin de la déterminer avec le plus de précision

possible. Cependant, il est difficile d’¢liminer les interactions inter-chaines entre les
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polyélectrolytes qui forment souvent des agrégats en solution. On peut remédier a ce probléme
en utilisant une phase d’¢lution avec des sels lors des mesures afin d’écranter les interactions
¢lectrostatiques. D’autres facteurs, non liés aux exclusions de tailles, peuvent influencer la
détermination des masses molaires comme les interactions des contre-ions ou les interactions
hydrophobes dans la phase stationnaire de la colonne chromatographique.® Pour pallier a ces
facteurs, les masses molaires peuvent étre efficacement évaluées avec une chromatographie
d’exclusion stérique couplée a un détecteur de diffusion de lumiére multi-angles (Multi Angle
Light Scattering = MALS). Cette méthode permet de déterminer les masses molaires absolues
des polymeres, a partir du rayon de giration en solution, mais aussi I’indice de polydispersité.
La relation entre I’intensité mesurée et la masse molaire est définie par I’équation (8) :

2

1(0) < ¢ X M,,, X (%) (8)

Avec 1(0) I'intensité de la lumiére diffusée, ¢ la concentration massique du polymére en
solution, My la masse molaire moyenne en masse du polymeére et dn/dc son incrément d’indice
de réfraction dans un solvant donné. La technique de la SEC-MALS est décrite en Annexe A
(p. 217). Au préalable des mesures, les incréments d’indice de réfraction (dn/dc) de chaque

polymére ont été déterminés et sont également fournis en Annexe A (p. 217).

Le groupe de Long a réalis¢ une étude pour déterminer la phase aqueuse d’¢élution appropriée
pour des analyses SEC-MALS sur le Pl 6-12 et le PI 12-12.1° La phase mobile qui fonctionne
le mieux pour séparer les chaines de PI est un mélange 23/23/54% en volume de méthanol,
d’acide acétique et d’eau déionisée contenant 0,54 M d’acétate de sodium a pH 4. Les analyses
DLS (Dynamic Light Scattering) réalisées par I’équipe ont confirmé 1’absence d’agrégats
ioniques pour les deux PI, ce qui assure la faisabilité de la séparation chromatographique dans
ce mélange. Cette phase d’¢lution est celle utilisée pour toutes les analyses présentées dans ce
manuscrit. La détermination des masses molaires par SEC-MALS (méthode la plus fiable a
notre disposition) sera donc privilégiée pour I’ensemble des masse molaires données dans la

suite de ce manuscrit.

Le Tableau II-5 regroupe les masses molaires moyennes en nombre (M) et les indices de
polydispersité (Ip) évalués par SEC-MALS des synthéses steechiométriques des PI aliphatiques
présentés précédemment (concentration en monomeres de 0,9 M, temps de réaction entre 16 et

18 heures). Ces résultats ont été mis en regard des valeurs de M calculées par RMN H.,
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Tableau 11-5 : Mn en g.mol? calculées par RMN *H et SEC-MALS pour des synthéses steechiométriques de PI

aliphatiques
1
Nom Mpg|52|\r|nlo|-l| ) M (g.mol™) Ip (Mw/Mn)
(CHz)z-N CH,-Br SEC-MALS SEC-MALS
Pl 3-351 5700 5500 2 450 (£16%) 2,5 (£16%)
Pl 3-3S2 9 500 8 300 2 800 (+17%) 3,0 (£17%)
PI3-3S3 10000 7 400 3900 (£22%) 3,0 (¥22%)
Pl 6-6 S1 11 300 4200 7 350 (=11%) 1,4 (£12%)
PI6-6S2 10850 6 400 7 200 (+15%) 1,6 (£15%)
PI6-6S3 10850 5200 6 100 (+11%) 1,8 (+11%)
Pl 6-9 S1 8 300 8 300 5 300 (+6%) 1,7 (£6%)
Pl 6-9 S2 12 500 10 200 8 550 (£11%) 1,7 (£11%)
PI6-9S3 11000 10 200 7 700 (+7%) 1,7 (£7%)
Pl 6-12 S1 15 000 14 300 9 000 (£11%) 1,8 (£11%)
Pl 6-12 S2 15 000 12 500 8 600 (+4%) 1,6 (£5%)
Pl 6-12 S3 18 750 14 300 9 200 (£7%) 1,6 (£7%)

Pour des synthéses en conditions expérimentales identiques, on retrouve globalement des My
similaires par analyses SEC-MALS, attestant ainsi de la reproductibilité des réactions.
L’ensemble des polymeres synthétisés ont cependant des My assez faibles, tous inférieur a
10 000 g.mol™?, ce qui est courant pour une polymérisation par étapes. Les I, obtenus sont aussi
caractéristiques de ce type de polymérisation avec des valeurs comprises entre 1,4 et 3,0. Les
masses molaires déterminées par SEC-MALS sont globalement plus petites que celles calculées
a partir des spectres RMN 1H, a quelques exceptions prés ou les valeurs sont comprises entre
les deux M calculées par RMN *H selon les bouts de chaine. L’écart observé entre les deux
méthodes de détermination des masses molaires peut s’expliquer d’une part par I’Ip qui n’est
pas reflété par une analyse RMN *H. D’autres part, I’incertitude sur les mesures de M, par SEC-

MALS est plus importante pour les faibles My comme ¢’est le cas ici (environ +10-20%).

Les synthéses de PI 3-3 donnent des My plus faibles par rapport aux synthéses des autres PI,
avec des segments inter-ammoniums quaternaires plus longs. Les I, du Pl 3-3 sont aussi plus
élevés que les autres PI (2,5-3,0 contre 1,4-1,8). Meyer et al.}? avaient démontré que pour x et
y < 6, la polymérisation des PI x-y est plus complexe et ne suit pas une cinétique du second
ordre. Cette complexité se traduit par une grande diversité des Mn lors de la synthese et
notamment la formation de cycles, d’ou les I, trés élevés. La grande répulsion électrostatique
inter-chaine, dii a la densité de charge importante sur le polymére, diminuerait la probabilité de

rencontre entre les monomeres et de ce fait la masse molaire.
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Le Tableau 1I-6 regroupe les M, et les I, évalués par SEC-MALS des synthéses
steechiométriques des PI éthers présentées précédemment (concentration en monomeres de 0,9
M, temps de réaction entre 16 et 18 heures). Ces résultats ont été¢ mis en regard des valeurs de

Mn évaluées par RMN *H.

Tableau 11-6 : Mn en g.mol™? calculées par RMN *H et SEC-MALS pour des synthéses steechiométriques de PI

éthers
1

Nom Temps de M|£|E2|\r|nlo|_l| ) M (g.mol™) Ip (Mw/Mp)
réaction (CHa)-N CH,-Br SEC-MALS SEC-MALS
Pl et5-3 17h 10 300 5300 2 400 (+28%) 4,9 (£28%)
Pl et5-6 16h45 9 600 4500 8 900 (£13%) 2,0 (£13%)
Pl et5-9 17h30 10 100 5000 7 700 (£15%) 2,2 (£15%)
Pl et5-12 18h 4 600 3300 5900 (£11%) 1,8 (+11%)
Pl et5-et5 17h 8 900 5400 6 000 (£23%) 2,5 (£23%)

L’ensemble des polyméres synthétisés ont des My assez faibles, inférieurs a 9 000 g.mol?,
comme attendu pour une polymérisation par étapes. Les Ip obtenus sont caractéristiques de ce
type de polymérisation avec de valeurs comprises entre 1,8 et 2,5, a I’exception du PI et5-3 (I,
de 4,9 avec une grande incertitude). La masse molaire déterminée par SEC-MALS pour le Pl
et5-3 est également beaucoup plus petite que celle calculée via les spectres RMN *H. Pour les
autres PI, les valeurs déterminées par SEC-MALS sont supérieures aux valeurs calculées par

RMN *H.

La méme tendance que sur la gamme aliphatique est observée. La synthése du PI et5-3 conduit
aune My, plus faible et un Iy plus élevé par rapport aux synthéses des autres PI éthers. En faisant
I’analogie avec le PI 3-3, on peut supposer que le Pl et5-3 induit une polymérisation plus
complexe que les autres avec probablement la formation de cycle et une grande répulsion

¢lectrostatique inter-chaines qui expliquerait les résultats de My et Ip.

B.3 Variation des parameétres de synthése

La SEC-MALS nous permet d’évaluer avec précision la Mn et I’I, des PI synthétisés. Nous
avons fait varier différents parametres de synthéses afin d’évaluer leurs influences sur les
masses molaires des polymeres obtenus. Un bon contrdle des masses molaires nous permettra

par la suite de préparer des PI sur mesure en fonction des applications visées.
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B.3.1 Temps de polymérisation

Dans une polymérisation par étapes, la masse molaire augmente de fagon continue dans le
temps avec I’augmentation de la conversion (DPn = 1/(1-p)). L’évolution de la masse molaire a
¢été suivie par des prélévements lors de la polymérisation d’un PI 3-3 et d’un PI 6-6. Les
synthéses ont été effectuées en proportion steechiométrique avec des concentrations en
monomeres de départ de 1,2 M. Les prélévements sont précipités dans 1’acétone, filtrés sur
Biichner puis séchés sous cloche a vide. Les masse molaires moyennes en nombre (M) et en

masse (Mw) des prélévements ont ensuite été déterminées par des analyses SEC-MALS.

Les résultats du suivi pour le Pl 3-3 montrent que la My et la My augmentent dans le temps
jusqu’a atteindre un plateau ou les masses molaires n’évoluent plus (Figure 11-11, a). Les
monomeres €tant consommes tres rapidement en début de polymérisation, la masse molaire
n’évoluent plus en fin de polymérisation car la probabilité de rencontre entre les bouts de chaine
est trés faible. La courbe se stabilise donc au bout d’un certain temps et les masse molaires
atteignent une valeur plateau. Une étude similaire a été menée par Layman et al. sur la synthése
du PI 6-12 (Figure 11-11, b).%® Tls constatent qu’au bout de 24 h, la masse molaire du Pl 6-12

n’évolue plus, puisqu’ils retrouvent la méme masse molaire qu’a 48 h.

a) b)
A Mn Pl 3-3 MW Pl 3-3
< Soooj ’ 0.99 ; time (h} | M, {g/mol)
groor e 3 RN
1 I 8 079 5 1,800
gel o 2 ] | i
® 5000/ § 0o 0| i
S 1 ¢ £ 1 22 11,600
'S 4000+ g 039 24 | 1800
£ T Al £ ] 11,800
= 2 0.19 4
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© 2000 g‘ 0.01 ,
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Figure 11-11 : a) Evolution de la M, et de la My en fonction du temps sur la synthése du PI 3-3 et b) évolution de
la My en fonction du temps avec les chromatogrammes de SEC-MALS sur la synthése du PI 6-12 faite par
Layman et al.*®

La polymérisation du PI 6-6 suit théoriquement une cinétique d’ordre 2, par conséquent il est
possible d’exprimer le DP, en fonction du temps selon une relation linéaire du type y = ax + b.
Dans le cas d’une réaction stoechiométrique, il est possible d’exprimer la vitesse cinétique selon

I’équation suivante :
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v = k[RX][Nu:] = k[M]? 9)

Avec v la vitesse de réaction en mol.L.s?, k le coefficient de vitesse, [RX] la concentration en

dihalogéne en mol.L™ et [Nu:] la concentration en nucléophile en mol.L ™,

La vitesse v s’exprime également en fonction de la disparition de I’un des monoméres :

d[M] , d[M]
v 2t k[M]* <=> i kdt (10)
En intégrant entre t et t = 0, on obtient 1’équation suivante :
f[M] ! ftkt it ! ! kt (11)
— = SOt —=—7— =
o (M1 Jg [M]  [M],

Avec [M] la concentration de M a t et [M]o la concentration de M at = 0.

Or le DPy a un instant t s’exprime aussi en fonction de la concentration en monomeére M :

[M]o

ST

(12)

I1 est ensuite possible de réarranger 1’équation (12) pour faire apparaitre le DPy, ainsi on obtient

I’équation suivante :

[M]o
[M]

— 1= [M]ykt <=> DB, = [M],kt+1 (13)

Le DP est proportionnelle a la My, donc on devrait théoriquement observer aussi une droite sur
la premiére partie de la courbe Mn(t) sur la polymérisation du PI 6-6. Une régression linéaire a
¢été réalisé sur les résultats du suivi de la masse molaire lors de la polymérisation du PI 6-6
(Figure 11-12). La courbe théorique obtenue a un coefficient R? égale a 0,838 donc les données
expérimentales ne sont pas tout a fait une droite. Cette différence avec la théorie peut
s’expliquer par la présence d’une erreur expérimentale si la polymérisation n’est pas
parfaitement steechiométrique. L’incertitude sur les valeurs déterminées par SEC-MALS est

aussi relativement importante ce qui peut aussi induire un écart a la théorie.
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A M PI6-6 ® M PlI6-6——Linéaire (M Pl 6-6)
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Figure 11-12 : Evolution de la M, et de la My en fonction du temps sur la synthése du PI 6-6 avec régression
linéaire sur la premiéres partie des données expérimentales de My(t)

B.3.2 Concentration des monomeres

La concentration en monomeére est aussi un facteur qui permet d’avoir une influence sur la
masse molaire. D’aprés les études, explicitées précédemment, des équipes de Meyer'? et Long*®
nous savons que la polymérisation du PI 6-6 suit une cinétique d’ordre 2. Ainsi la vitesse de
réaction, dans le cas steechiométrique, est égale a v = k[M]?, avec k le coefficient de vitesse et
[M] la concentration d’un des monomeres a un temps t. Pour des temps de réaction €quivalents,
la polymérisation est plus rapide avec des concentrations en monomeres a t = 0 importantes.
Les masses molaires finales obtenues lors de I’arrét de la réaction sont elles aussi plus

importantes.

Plusieurs synthéses stoechiométriques a diverses concentrations en monomeres ont ainsi €té
réalisées. Les masses molaires obtenues sur les synthéses de PI 6-6 entre 0,5 et 1,5 M en
monom¢éres sont regroupées dans le Tableau I1-7. La masse molaire pour la réaction a 0,9 M se
situe dans la gamme des masses molaires déterminées pour les syntheéses S1, S2 et S3 de la

partie B.2.2 avec la méme concentration en monomere.

Tableau 11-7 : Mn en g.mol™? des synthéses steechiométriques de PI 6-6 a différentes concentrations en

monomeres

P16-6 Temps de
Concentration . M (g.mol™) lp (Mw/Mp)

\ 1 reaction

monomeres (mol.L™)

0,5 18h 4 450 (£1%) 2,7 (£1%)
0,7 18h 5 300 (£19%) 1,8 (£20%)
0,9 18h 8 100 (+14%) 1,5 (£14%)
1,2 18h 12 250 (£11%) 1,5 (£12%)
1,5 18h 4 200 (£19%) 1,4 (£21%)
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L’augmentation de la concentration en monomeéres jusqu’a 1,2 M permet une augmentation
continue de la masse molaire tout en diminuant I’indice de polydispersité. On constate
cependant que pour une concentration en monomeres de 1,5 M, la masse molaire chute de
nouveau. Un phénomeéne de prise en masse a été constaté lors de I’arrét de la synthése. La prise
en masse a fait chuter les probabilités de rencontre entre les especes et la masse molaire n’a
plus augmenté. Ces résultats sont cohérents avec les masses molaires mesurées par SEC-MALS
par I’équipe de Long sur les synthéses de PI 6-12 et de PI 12-12.2° Dans leurs cas, ils ont fait
varier la proportion en masse des monomeres de 20 a 50% du mélange final. Apres calculs, on
déduit qu’ils ont testé les concentrations 0,7 ; 1,2 et 6,5 M pour le Pl 12-12 et 1,1 et 5,1 M pour
le P1 6-12. IIs ont obtenu des M, de 20 600 g.mol™ pour le P1 12-124 1,2 M et de 10 700 g.mol"
L' pour le PI 6-12 a 1,1 M. La méme tendance a été observée, a savoir que la masse molaire
finale augmente lorsque la concentration en monomeres de départ augmente pour des temps de
réaction équivalents. Il n’a pas €té constaté de prise en masse dans leur cas mais les synthéses
ont été réalisées pour des quantités plus faibles (3 mL de solvant sur leur étude contre 60 mL
sur notre étude). Ils ont pu déterminer des M, de 30 700 g.mol* pour le Pl 12-12 4 6,5 M et
30 500 g.mol™ pour le P1 6-12 a2 5,1 M.

Un point quelque peu étonnant dans notre étude est le faible Ip obtenu pour certaines synthéses
de PI 6-6 a haute concentration en monomgéres (1,4-1,5). Il est possible qu’une partie des masses
molaires a été perdue lors du procédé de purification. La précipitation dans 1’acétone peut
éventuellement permettre la solubilisation des polymeéres de faibles masses molaires puisque
les monomeres sont solubles dedans. Ce fractionnement aurait donc conduit a des distributions
de masses molaires plus resserrées lors de 1’analyse SEC-MALS. L’équipe de Long a été
confronté au méme résultat avec des I, plus faibles encore (1,2-1,4) pour les synthéses du PI 6-
12 et du P1 12-12. Aprés avoir éliminé la possibilité de fractionnement lors de la purification
ou I’exclusion d’échantillons lors du passage dans la colonne de chromatographie, ils ont
avancé deux hypothéses. La premicre est que le faible I serait dii a une réactivité différente des
monoméres vis-a-Vis des chaines de polyméres.?° En effet, Nanda et Jain ont mis en évidence
que des Ip inférieurs a 2 peuvent étre observés lors d’une polymérisation par étapes quand la
réactivité décroit avec 1’augmentation de la masse molaire.? Il est probable que I’addition d’un
monomere neutre sur une espece chargée se produise a des cinétiques différentes qu’entre deux
especes chargées. La deuxieéme hypothése avancée est que la phase mobile utilisée lors des
analyses SEC-MALS ne sépare pas parfaitement les polyélectrolytes. Cette séparation

imparfaite peut alors entrainer une surestimation du My, et donc par extension une sous-
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évaluation de 1’15.18?2 Aprés injection a plusieurs reprises du méme échantillon de PI 12-12, ils
ont constaté que les chromatogrammes d’indice de réfraction ne revenaient pas parfaitement a
la ligne de base. Ceci laisse présager qu’il y a eu de I’adsorption du polymére sur la colonne.
Ce phénoméne n’a pas été observé lors de nos analyses SEC-MALS sur les Pl 3-3, 6-6, 6-9 et
6-12. L’adsorption des PI sur la colonne dans cette phase d’élution se produirait alors seulement

pour les polymeéres avec les segments hydrophobes les plus longs comme le Pl 12-12.

Les deux gammes de PI, aliphatiques et éthers, ont été synthétisés en faisant varier la longueur
des segments hydrophobes des unités de répétition. Le temps de polymérisation et la
concentration en monomere sont des parametres importants qui vont nous permettre de faire
aussi varier la masse molaire des polymeres synthétisés. I1 faut désormais faire le lien entre ces
variations de structures et les propriétés biologiques des PI. C’est ce qui va faire ’objet de la

partie suivante.

C. Caractérisations biologiques des polyionénes

Les Pl synthétisés ont ensuite été caractérisés par des tests biologiques. L’objectif est de
démontrer leurs pouvoirs bactériostatiques en solution, c’est-a-dire mettre en évidence leurs
capacités a inhiber la croissance bactérienne et notamment celles des germes indésirables.
L’application envisagée pour ces PI étant dans un domaine alimentaire, nous avons évalué leur
toxicité vis-a-vis de cellules mammaliennes. I1 est a noter que les polymeéres qui ont servi aux
tests de cytotoxicité sont les mémes que ceux qui ont servi a 1I’évaluation des propriétés

bactériostatiques.

C.1 Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

C.l1 Principe

Pour caractériser I’activité bactériostatique d’un PI, on détermine la concentration minimale
inhibitrice (CMI) qui est la plus petite concentration pour laquelle la croissance bactérienne est
inhibée. Le suivi de croissance des bactéries s’effectue a 1’aide d’un appareil, appelé
Bioscreen®. Celui-ci permet de réaliser rapidement des cinétiques de croissance bactérienne et
de suivre cette croissance, en temps réel de fagon automatique, par des mesures de densité

optique. Le principe de fonctionnement est basé sur la turbidité d’une solution bactérienne qui
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s’accentue quand la croissance bactérienne augmente au cours du temps, la densité optique de
cette solution évoluant corrélativement. Des études antérieures ont démontré qu’il existait une
relation linéaire de pente positive entre la densité optique et la masse bactérienne dans les puits
de culture.?% Cette relation n’est cependant valable que pour certaines gammes de

concentrations bactériennes, typiquement de 10° & 10° bactéries par millilitre.

Les CMI sont déterminées pour I’ensemble des polymeéres des deux gammes présentées
précédemment. Elles sont évaluées sur les concentrations en polyméres dans I’eau déionisée
suivante :0,5;1;2;3,75;7,5;15;25;50et 75 ug.mL™. Les souches utilisées pour ces essais
sont deux bactéries pathogénes modeéles, Staphylococcus aureus (S. aureus, Gram +) et
Escherichia coli (E. coli, Gram -), et une souche d’intérét technologiques, Lactococcus lactis
505 (L. lactis, Gram +). Chaque condition de concentration est réalisée en deux exemplaires et
le test a €té répété au moins deux fois sur chaque souche. Les détails expérimentaux du procédé

sont fournis en Annexe A (p. 217).

C.l2 Variation de la masse molaire

Dans un premier temps, la CMI est déterminé sur un PI 6-12 a différentes masses molaires afin
de vérifier I’influence de ce parametre. Les résultats sur S. aureus sont rassemblés dans le
Tableau 11-8. Ces mesures permettent d’attester de 1’effet bactériostatique des PI puisqu’il y a
bien une inhibition des croissances des souches bactériennes. Il faut noter qu’avec 1’évaluation
de la CMI on ne peut conclure que sur le pouvoir bactériostatique des polyméres et non le
pouvoir bactéricide. Pour cela, il faudrait récupérer le contenu des puits apreés le suivie de
croissance et vérifier si les souches sont capables de se multiplier de nouveau apres I’exposition
aux PI. Cependant, les résultats de la littérature permettent d’attester du pouvoir bactéricide des

PI qui a été démontré sur des structures similaires.*>1%?’

Tableau I11-8 : CMI du Pl 6-12 a différentes masses molaires sur S. aureus

Pl 6-12 Ip CMI (ug.mL?)
Mn (g.mol?) (Mw/Mp) S. aureus
2 800 (£5%) 1,4 (+6%) 2
6 000 (£9%) 1,7 (+9%) 75
9 000 (+11%) 1,8 (+11%) 75
12 900 (£17%) 2,2 (+17%) 15

Les résultats sur S. aureus démontre effectivement que, dans la gamme étudiée, la masse
molaire a une influence sur les valeurs de CMI. Les valeurs de CMI augmentent avec

I’augmentation de la masse molaire donc les Pl 6-12 avec des faibles masses molaires
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présentent un meilleur pouvoir bactériostatique. Les PI de faibles masse molaires, et donc avec
des chaines plus courtes, doivent pénétrer plus facilement la couche de peptidoglycane sur la
paroi de S. aureus (Gram +) pour ensuite perturber la membrane cytoplasmique.?® La variation
est cependant peu significative de 6 000 a 12 900 g.mol* car la différence n’est que d’une seule

dilution sur la gamme étudiée.

C.13 Variation de la longueur du segment aliphatique

L’ensemble de la gamme des PI aliphatiques a ensuite été testé sur L. lactis, S. aureus et E. coli.
Les résultats des CMI sont récapitulées dans le Tableau 11-9. Les PI montrent une efficacité
aussi bien sur les bactéries a Gram positif que les bactéries a Gram négatif. Ceci est la
conséquence de leur mode d’action qui consiste a perturber la paroi bactérienne pour en

provoquer la lyse.

Tableau I1-9 : CMI des PI aliphatiques sur L. lactis, S. aureus et E. coli

\ . CMI .mL?
Polymeres  Mn (g.mol™) Ip (Mw/Mn) L. lactis S. gagreus : E. coli
PI3-3 3600 (£18%) 2,8 (+18%) >75 15 50

3000 (£16%) 1,9 (£16%) - - 7,5
PI6-6 6800 (£11%) 2,2 (+11%) 75 75 -

11 300 (11%) 1,9 (11%) - >50 -
PI6-9 5300 (£6%) 1,7 (+6%) 15 75 3,75
or6.1p 2800 (:5%) 1,4 (£6%) 1 2 1

12900 (£17%) 2,2 (£17%) - 15 -

Leur action sur S. aureus et E. coli est comparable alors qu’elle parait moins importante sur L.
lactis puisqu’il est nécessaire d’utiliser des concentrations plus élevées en PI pour I’inhiber. Les
PI synthétisés seraient donc plus efficaces dans notre étude sur les souches pathogeénes modeles
comme S. aureus ou E. coli. En I’état, le nombre de souches testées ne permet pas de conclure
avec certitude sur I’efficacité en fonction du type de bactérie ou de paroi. Une étude sur une
plus grande variété de bactéries est impérative pour appuyer cette tendance. Une telle étude a
été effectuée sur 10 souches sauvages fournies par CHARAL dans le cadre du projet ANR
BRICAPAC. Les résultats de cette étude sont fournis en Annexe C (p. 251). Cette étude a
confirmé que I’efficacité des PI est effectivement souche-dépendante (activité bactériostatique
ou bactéricide et CMI souches-dépendantes) et inhibe majoritairement des souches pathogenes
et d’altération. A titre d’exemple, le PI 6-6 a 15 ug.mL™* inhibe la croissance de 2 souches

pathogénes (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes) et de 2 souches d’altérations
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(Pseudomonas sp., Brochotrix) mais n’a pas d’influence sur les croissances des 4 souches

lactiques testées.

La longueur du segment aliphatique présent dans 1’unité de répétition du PI a également une
influence sur la CMI. Elle diminue lorsque la longueur du segment aliphatique augmente. Ainsi
les PI avec des segments aliphatiques longs présentent un meilleur pouvoir bactériostatique.
Cette tendance a pu étre observée sur les trois souches présentées ici et les dix souches du projet
ANR BRICAPAC (Annexe C, p. 251). La meilleure efficacité du PI 6-12 est en partie di a sa
faible masse molaire, mais quand le compare au Pl 3-3, qui est de masse molaire équivalente,
il y a bien un écart important entre les valeurs de CMI de ces deux polymeres sur les trois
souches évaluées. La CMI a aussi été évalué sur S. aureus pour des Pl 6-6 et PI 6-12 a 11 300
et 12 900 g.mol™* respectivement. Le Pl 6-6 présente une CMI > 50 pg.mL™ alors que le PI 6-
12 a une CMI de 15 pg.mL™. La meilleure efficacité du PI 6-12 est donc majoritairement diie

a la présence de segment aliphatique long dans 1’unité de répétition.

Dans la littérature, il est admis que la balance charge/hydrophobie des polycations impacte
I’efficacité du pouvoir antibactérien. Plusieurs études de la littérature sur des PI similaires sont
parvenues a la méme conclusion.'®?° En effet, la surface externe des bactéries & Gram positif et
négatif est généralement chargée négativement, il n’est donc pas surprenant que des polycations
présentent une grande affinité de liaison avec les parois bactériennes. Cependant, la présence
de charges positives associ€es a des segments hydrophobes semble améliorer cette interaction
avec la surface bactérienne et entraine une meilleure pénétration du polymere dans la membrane
cytoplasmique.®®®! Cette pénétration peut étre suffisante pour provoquer une perte de fluidité
de la membrane et ainsi perturber la croissance bactérienne. Une publication récente a méme
suggéré que la balance amphiphile est un parameétre plus important que la densité de charge

pour améliorer 1’efficacité antibactérienne.®

C.l4 Variation de la nature du segment

L’ajout de ponts éthers dans la deuxiéme gamme de PI a pour objectif de diminuer la
cytotoxicité des polymeéres. Cependant, en ajoutant ces ponts éthers, on modifie aussi la balance
charge/hydrophobie du PI et donc potentiellement son pouvoir bactériostatique. Les valeurs de
CMI sur S. aureus de la gamme éther sont récapitulées dans le Tableau 11-10 et sont mises en

regard de leurs équivalents avec des masses molaires similaires sur la gamme aliphatique.
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Tableau I1-10 : CMI des PI aliphatiques et éthers sur S. aureus

Polyméres Mn 'p CMI Polyméres Mn CMI
(g.mol™) (MwW/Mn)  (pg.mL?) y (@.mol)  (ng.mL7?)
Plet5-3 2400 (+28%) 4,9 (+28%) 15 PI3-3 3600 (+18%) 15
Plet5-6 8900 (+13%) 2,0 (+13%) 15 PI6-6 6800 (+11%) 75
Plet5-9 7700 (+15%) 2,2 (+15%) >50 PI 6-9 5 300 (+6%) 75
Plet5-12 5900 (+11%) 1,8 (+11%) 15 PI6-12 6000 (+£9%) 75
Plet5-et5 6000 (£23%) 2,5 (+23%) 15

Les PI éthers sont bactériostatiques mais on ne retrouve pas la méme tendance que sur la gamme
aliphatique, a savoir la diminution de la CMI lorsqu’on augmente la longueur du segment
aliphatique. L’ajout du pont éther entraine 1’augmentation de la valeur de la CMI par rapport a
leurs homologues aliphatiques de masses molaires équivalentes. Seul le PI et5-3 présente la
méme CMI que le PI 3-3 sur S. aureus. Cependant, le pont éther du PI et5-3 contient plus de
carbone dans 1'unité de répétition que le PI 3-3. Par conséquent ces deux polymeres sont moins
comparables entre eux que le Pl et5-6 et le Pl 6-6 par exemple. Le PI et5-9 est celui qui montre
la plus grande augmentation de CMI sur S. aureus par rapport a son pendant aliphatique. Cette
combinaison particuliére de ponts éthers et de neuf carbones dans le segment aliphatique
engendre probablement une balance charge/hydrophobie qui n’est pas favorable a une efficacité

antibactérienne du PI.

Mattheis et al. ont synthétis¢ les mémes PI éthers en faisant varier la longueur du groupe
pendant R sur ’ammonium quaternaire et du segment aliphatique R’ inter-ammoniums
quaternaires (Figure 11-13).1 On s’intéresse au cas particulier des PI éthers avec R = méthyle

(similaire a la structure de nos PI éthers) et avec R’ qui varie d’éthyle a décyle.

E*/—\/O\/\a}—{'
R Br R Br .

Figure 11-13 : PI éthers synthétisés par Mattheis et al,'® R = méthyle, butyle, héxyle, octyle et R’ = éthyle, butyle,
pentyle, héxyle, décyle, dodécyle

Les CMI sur E. coli sont du méme ordre de grandeur que celle que nous avons évaluées sur S.
aureus. En revanche, la CMI pour R’ = éthyle est trés élevée (>500 ug.mL™) avant de chuter
drastiquement et de se stabiliser (de 6,25 a 8,75 ug.mL™ pour R’ = butyle a décyle). Il y a donc
bien une tendance sur la gamme des PI éthers d’une diminution de la CMI avec ’augmentation
de la longueur du segment aliphatique inter-ammoniums quaternaires. Cette tendance n’est

cependant pas visible sur notre gamme d’étude. Il faut noter que pour les groupes pendants R =
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butyle, héxyle ou octyle, on n’observe plus cette tendance quand R’ varie sur la gamme étudiée
par Mattheis et al. Pour ces PI, les CMI sont plus élevées que pour les PI avec R = méthyle. 11
est donc préférable d’avoir des groupes pendants peu encombrants sur ’ammonium quaternaire

pour avoir une bonne efficacité antibactérienne sur ces Pl.

Les CMI obtenues pour les PI aliphatiques et éthers sur S. aureus et E. coli ont été comparées
au polyméthacrylate de diméthylaminoéthyle quaternis¢ (PMADAMEQ), un polymére

cationique utilisé comme agent antibactérien (Tableau I11-11).%

Tableau I1-11 :Résultats de CMI sur S. aureus et E. coli pour des PI issus de la littérature

-1
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Le PMADAMEQ donne des CMI supérieures a 200 ng.mL™ sur S. aureus. Les Pl sont donc
nettement plus efficaces que ce polymere. Le PMADAMEQ posséde cependant des charges
positives en groupes pendants. Il est plus pertinent de comparer nos PI a des polymeéres
cationiques avec des charges dans le squelette du polymeére. Nous avons donc recensé des PI
similaires dans la littérature (Tableau 11-11). Les PI aliphatiques et éthers sont d’une efficacité
¢quivalente ou meilleure que plusieurs exemples de PI issus de la littérature. Les manipulations
¢tant faites dans des conditions variées avec des souches d’origines différentes, on ne peut
cependant pas conclure avec certitude sur I’efficacité des polymeres les uns par rapport aux

autres.

C.2 Cytotoxicité

cz21 Principe

Pour caractériser la cytotoxicité des polymeres, on réalise un test standardisé, appelé test MTT,
qui permet de quantifier la viabilité cellulaire par des mesures de densité optique. Le test est
réalisé suivant la norme NF EN ISO 10993-5 qui concerne les méthodes d’évaluation de la
cytotoxicité in vitro des dispositifs médicaux. Ce test est nommé d’aprés le nom du composé
chimique utilisé, le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl-tétrazolium (MTT).
Ce sel de tétrazolium peut étre réduit en cristaux de formazan violets par I’enzyme succinate
déshydrogénase mitochondriale (Figure 11-14). La quantité de cristaux formés est ainsi
proportionnelle au nombre de cellules vivantes et métaboliquement actives. La mesure de

I’absorbance apres dissolution des cristaux permet de quantifier la viabilité cellulaire.

IR
.
—
- [ )
\ \ ~ ’/-./
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Q N =
// \\ Frd i v Réd : |
Y N 7 N eduction par la _NH
\ / N\ . > N7
\—/ ‘N/’_;}:‘o‘\ o succinate | 3
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\ ~ \
MTT
Formazan

Figure 11-14 : Réaction de réduction du MTT en formazan

L’¢évaluation de la toxicité est effectuée sur la lignée cellulaire L929 (fibroblastes murins sains)
pendant 48 h d’exposition aux PI. Chaque condition a été réalisée en six exemplaires et sur

deux gammes de concentration en polymeére de 1 a 15 pg.mL™ et de 1 2 100 ug.mL™. Seule les
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résultats de la gamme de 1 a 15 pg.mL? sont présenté dans cette section mais les résultats sur
la deuxiéme gamme sont disponibles en Annexe D (p. 252). Selon la norme NF EN 1SO 10993-
5, on considere que la concentration en PI est toxique si la viabilité cellulaire est inférieur a
70%. Les détails expérimentaux des essais sont fournis en Annexe A (p. 217). Certains résultats
ont été analysés par des tests statistiques basés sur des modeles linéaires (test de Student). La
significativité d’un test est appréciée par la mesure statistique nommée p-valeur. Elle représente
la probabilité de rejeter I’hypothése nulle si elle est vraie (dans notre cas, I’hypothése qu’il n’y
a pas de différence observée entre deux conditions). Plus la valeur de la p-valeur est faible, plus
le test de Student est statistiquement significatif. En pratique, on la compare au seuil de 0,05.
Si la p-valeur calculée par le test de Student est inférieur a 0,05 alors on considére qu’il y a une

différence significative entre les deux conditions avec un intervalle de confiance de 95%.

C.2.2 Variation de la masse molaire

Des PI 6-6 et des PI et5-9 a différentes masses molaires ont été synthétisés et leurs cytotoxicités
ont été évaluées. Les résultats sont regroupés sur la Figure 11-15. Les Pl 6-6 a 6 800 et 11 300
g.mol? sont cytotoxiques a partir de 5 ng.mL?. Les Pl et5-9 3900 et 7 700 g.mol? sont
cytotoxiques a partir de 7,5 pg.mL™.

a) PI 6-6 (6 800 g/mol) m Pl 6-6 (11 300 g/mol) b) Pl et 5-9 (3 900 g/mol) =PI et 5-9 (7 700 g/mol)
2120 I L 120 T I
S 1004 ] I < 100 |
T 80 | | T 804 I?‘ 5% N I\ I
2 0] i 2ol N N N N R
S w0 I = N R N N R
g 40 o 40 N N N N N 1
E el N N N N
2 20 A S 20 \\:: N N § R @
° 0 . r . r . = = ° 0 ; \ . % i % . ;\\. i
Contrdle 1 2 3,75 5 7,5 Controle 1 2 3,75 5 7.5
Concentration (pg.mL™7) Concentration (pg.mL™?)

Figure 11-15 : Résultats de cytotoxicité sur L929 (n = 6) pour des Pl 6-6 (a) et Pl et5-9 (b) a différentes M

Les résultats sont assez proches aux premiers abords et la masse molaire ne semble pas avoir
un effet sur la cytotoxicité dans la gamme observée. Dans le cas des PI et5-9, il n’y a aucune
différence significative sur toutes les concentrations de 14 5 pg.mL™ (p-valeur > 0,05 dans tous
les cas). Sur les Pl 6-6, il n’y a pas de différence significative sur la concentration 1 pg.mL™
(p-valeur > 0,05) mais 1’écart sur les concentrations 2 a 5 pg.mL™ est lui significatifs dans les
trois cas (p-valeur < 0,05 dans les trois cas). Une masse molaire plus faible impliquerais donc
une cytotoxicité plus importante. Pour autant, les deux Pl 6-6 sont tous les deux considérés

comme non-cytotoxiques a 3,75 ug.mL™? et cytotoxiques a 5 ug.mL™?, I'influence de la masse
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molaire reste donc relativement faible. Plusieurs répétitions sont nécessaires pour affiner
I’¢tude. En 1’état, on considére que la masse molaire a une influence négligeable sur la

cytotoxicité des PI étudiés, dans la gamme des masses molaires observées.

C.2.3 Variation de la longueur du segment aliphatique

Les résultats des tests de cytotoxicité pour les PI aliphatiques sont résumés sur la Figure 11-16.
Les PI sont cytotoxiques dés 5 pg.mL™. Des études de cytotoxicité ont déja été menées sur les
Pl aliphatiques. Rembaum avait démontré la cytotoxicité des PI 3-3 et Pl 6-10 sur des cellules
humaines dés 1968.1* Plus récemment, Narita et al.}"* ont mené deux études pour mettre en
¢vidence les parametres influengant la cytotoxicité de ces PI aliphatiques. D’aprés leurs
résultats, la cytotoxicité se produit pour des densités de charges élevés sur le PI seulement si ce
Pl présente une grande hydrophobie. Les Pl avec des segments aliphatiques courts se lient plus
facilement a la membrane cellulaire mais ne la perturbent pas alors que les PI avec des segments
aliphatiques longs, donc plus hydrophobes, détruisent efficacement la membrane cellulaire,

méme si moins de polymeéres sont adsorbés sur celle-Ci.

M Pl 3-3 (3 600¢g/mol) ®PI6-6(6800¢g/mol) mPI6-9 (5300 g/mol) Pl 6-12 (2 800 g/mol)

120 - T I

100 A I I

80 A

60 -

40 - L

% viabilité cellulaire

20 A T

0 - T T T T T T =
Controle 1 2 3,75 5 7,5 10 15

Concentration (pug.mL?)

Figure 11-16 : Résultats de cytotoxicité sur L929 (n = 6) pour les Pl aliphatiques

Les résultats que nous obtenons sont en accord avec les conclusions de Narita et al..!”% Le PI
3-3 est moins cytotoxique que le P1 6-12. La tendance est cependant moins marquée que sur les
résultats de CMI. En effet, le PI 6-9 est plus cytotoxique que le Pl 3-3 mais moins cytotoxique
que le PI 6-6.

Lorsque I’on met en regard les concentrations de cytotoxicité avec les CMI (Tableau 11-12), il
apparait évident qu’il est difficile de trouver une concentration ou les PI sont a la fois

bactériostatiques et non cytotoxiques.
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Tableau 11-12 : Résultats des CMI et des concentrations de cyrotoxicité sur les Pl aliphatiques

. CMI (ng.mL™) Cytotoxicité (ng.mL™)
Polymere L. lactis S. aureus E. coli L929
Pl 3-3 >75 15 50 15
Pl 6-6 75 7,5 - 5
Pl 6-9 15 7,5 3,75 10
Pl 6-12 1 2 1 5

Il n’est pas possible d’y parvenir dans le cas du PI 3-3 et du PI 6-6, en revanche un compromis
est possible dans le cas des Pl 6-9 et Pl 6-12. A 2 ug.mL™, le PI 6-12 inhibe la croissance de
toutes les souches sans étre cytotoxique. Un cas plus intéressant est celui du PI 6-9. A 7,5
ng.mL?, le P1 6-9 inhibe la croissance de S. aureus et E. coli sans entraver celle de L. lactis et
sans cytotoxicité. Cette particularité peut étre exploitée dans le cas ou I’on souhaite inhiber
sélectivement certaines souches pathogeénes au sein d’un mélange, par rapport a des souches

dites positives (lactiques).
C24 Variation de la nature du segment

L’objectif en remplacant un segment aliphatique par un pont éther est de faire diminuer la
cytotoxicité des PI. Les résultats de cytotoxicité des PI éthers sont représentés sur les Figure
11-17 et Figure 11-18. L’effet désiré n’a pas été obtenu sur une partie de la gamme (Figure 11-17)
puisque la cytotoxicité du PI et5-6 est de 5 pg.mL™* comme le Pl 6-6, et celle du Pl et5-9 est de
7,5 contre 10 ug.mL™ pour le P 6-9. Une diminution de viabilité a été constatée pour le PI 6-9

a 7,5 pg.mL™? mais elle n’est pas assez importante pour étre qualifiée de cytotoxique.

Pl et 5-6 (8 900 g/mol) ® Pl 6-6 (6 800 g/mol) =Pl et 5-9 (7 700 g/mol) m Pl 6-9 (5300 g/mol)

o 120 1
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380—5:: % ‘: N
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< INENE N N
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Controdle 1 2 3,75 5 7,5 10 15
Concentration (pg.mL?)

Figure 1I-17 : Résultats de cytotoxicité sur L929 (n = 6) pour les Pl et5-6, et5-9, 6-6 et 6-9

En revanche, I’ajout des ponts éthers a permis de diminuer la cytotoxicité des deux cas extrémes

de la gamme (Figure 11-18). Le PI et5-3 est cytotoxique a 25 pg.mL™? (vérifié sur une gamme
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plus large de concentration, cf Annexe D, p.252) contre 15 ug.mL™ pour le Pl 3-3 et le PI et5-
12 est cytotoxique a 10 pg.mL* contre 5 pg.mL? pour le Pl 6-12. On considére le PI et5-12
cytotoxique a 10 pg.mL?, et non a 15 pg.mL™?, car la barre d’erreur passe en dessous du seuil
de 70% de viabilité cellulaire. Comme la gamme aliphatique, il est difficile d’avoir sur la
gamme éther des concentrations ou ces polymeres sont a la fois bactériostatiques sur les souches

¢tudiées et non cytotoxiques. Cette situation est possible seulement pour le PI et5-3.

1Pl et 5-3 (2 400 g/mol) m PI 3-3 (3 600 g/mol) 1Pl et5-12 (5900 g/mol) = Pl 6-12 (2 800 g/mol)

o 120 - II% I %
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2 60 { N N N N N N N NN

2 204N N N N N N N NEE

X 20 { M N
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Contréle 1 2 3,75 5 7,5 10 15

Concentration (pug.mL™)

Figure 11-18 : Résultats de cytotoxicité sur L929 (n = 6) pour les PI et5-3, et5-12, 3-3 et 6-12

Il est intéressant de se pencher sur le cas particulier des Pl 6-6, Pl et5-6 et Pl et5-et5 pour
conclure sur I’intérét de 1’ajout des ponts éthers sur la cytotoxicité des polyméres (Figure 11-19).
Ces trois PI possedent des structures proches en terme de nombre de carbone avec une variation

de 0, 1 ou 2 ponts éthers dans 1’unité de répétition du squelette.

B Pl 6-6 (6 800 g/mol) Pl et5-6 (8900 g/mol) CIPlet5-et5 (6000 g/mol)
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Figure 11-19 : Résultats de cytotoxicité sur L929 (n = 6) pour Pl 6-6, Pl et5-6 et Pl et5-et5
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L’ajout des ponts éthers a diminué 1’efficacité antibactérienne du PI et5-6 et du Pl et5-et5 en
doublant la CMI par rapport au Pl 6-6. A premiére vue, la cytotoxicité est identique entre les
trois PI avec une viabilité cellulaire inférieur a 70% pour la concentration 5 pg.mL™.
Cependant, a la concentration inférieure de 3,75 pg.mL?, le Pl et5-et5 avec 2 ponts éthers serait
moins cytotoxique que les deux autres. Afin de confirmer cette tendance, nous avons effectué
un test statistique de Student entre les résultats des concentrations a 1, 2 et 3,75 pg.mL?. I1n’y
a aucune différence significative entre les PI a 1 ng.mL™. A 2 pg.mL?, le test montre une
différence significative entre le PI et5-et5 et les deux autres PI (p-valeur < 0,05 pour les deux).
Il n’a pas été constaté de différence significative entre le PI 6-6 et le Pl et5-6 a cette
concentration. Enfin, a 3,75 pg.mL™, le test démontre une différence significative entre le PI 6-
6 et les deux autres Pl (p-valeur < 0,05 pour les deux) mais aucune différence n’est notable
entre le Pl et5-6 et le Pl et5-et5. Au vu des résultats du test statistique, I’exemple du PI et5-3 et

du Pl et5-12, et en accord avec les résultats de la littérature, >

on peut conclure que I’ajout de
ponts éthers fait effectivement diminuer la cytotoxicité. Cette diminution se fait cependant au

détriment de ’efficacité antibactérienne.

D. Conclusions et perspectives : choix des polymeres a greffer

Ce premier chapitre a permis de synthétiser deux gammes de PI. La RMN *H et la SEC-MALS
ont permis de déterminer leurs structures et leurs masses molaires de fagon fiable. Les
parametres de syntheése ont été variés afin de pouvoir maitriser au mieux les structures des
polyméres désirés en fonction des applications visées. Ainsi il sera possible de jouer sur le
temps de polymérisation et la concentration en monomere pour obtenir des PI de masses

molaires variables.

Ce chapitre a aussi permis de comparer les deux gammes en termes de propriété bactériostatique

et de cytotoxicité (Tableau I1-13).

Tableau 11-13 : Résultats de CMI sur S. aureus et de cytotoxicité sur L929 pour les PI aliphatiques et éthers

CMI Cytotoxicité CMI Cytotoxicité
Polymére S. aureus L929 Polymére S. aureus L929
(ngmL™)  (ug.mL™) (ngmlL™)  (pg.mL")

Pl 3-3 15 15 Pl et5-3 15 25
Pl 6-6 7,5 5 Pl et5-6 15 5
Pl 6-9 7,5 10 Pl et5-9 >50 7,5
Pl 6-12 2 5 Pl et5-12 15 10

Pl et5-et5 15 5
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Il a été démontré, au travers de nos résultats et de la littérature, que le pouvoir bactériostatique
des Pl est d’autant plus important que le segment aliphatique inter-ammoniums quaternaires est
long. La gamme aliphatique est donc celle qui offre le plus de possibilité en terme de contrdle
du pouvoir bactériostatique en fonction de la structure du polymeére. La gamme éther est moins
cytotoxique que la gamme aliphatique, mais cela s’obtient au détriment de 1’efficacité
antibactérienne. Il est possible de moduler la structure des PI pour obtenir des polyméres a la
fois non cytotoxiques et bactériostatiques sur des concentrations d’intérét (PI 6-9, Pl 6-12 et PI
et5-3). En accord avec la littérature, nous avons constaté que la cytotoxicité de ces polymeres
cationiques est d’autant plus importante que le segment hydrophobe est grand. De plus, I’ajout
de pont éther a effectivement permis de faire diminuer la cytotoxicité des PI en les rendant plus

hydrophiles.

Plusieurs perspectives de synthése sont envisageables pour la poursuite de cette étude en
solution. II est possible de varier d’avantage la structure des PI en réalisant des segments
hydrophobes plus longs afin de vérifier s’il n’existe pas un seuil au-dela duquel I’activité
bactériostatique des PI n’augmente plus avec la longueur du segment hydrophobe. Les
monomeres n’étant pas disponibles commercialement, il faudrait les synthétiser pour accéder

par exemple a la polymérisation du PI 9-9 ou du PI 12-12 (Figure 11-20).

1.-78°C -> TA 24h
e Ry e

2 NaOH 2M ‘ 9 ‘

Figure 11-20 : Synthése des monoméres N,N,N’,N -Tétraméthyl-1,9-nonanediamine et N,N,N’,N -Tétraméthyi-
1,12-dodécanediamine

Une autre variation intéressante de la structure des PI pourrait étre la possibilité de les
biodégrader pour controler I’activité bactériostatique dans le temps. Krumm et al. ont synthétisé
des PI avec des groupes esters afin de provoquer leurs dégradations dans les milieux aqueux
par hydrolyse (Figure 11-21).2° L’étude menée par le groupe a montré le pouvoir bactéricide de
ces polymeres avec des cinétiques de lyse cellulaire de quelques minutes. Ils ont ensuite
hydrolysé ces polymeres a différents degrés afin de les dégrader, et ont de nouveau évalué
I’action biocide dans le temps. Ainsi, ils ont pu mettre en évidence que les versions hydrolysées,
donc de plus petites masses molaires, sont beaucoup moins bactéricides. Ces PI esters sont donc
capables d’avoir une action biocide tres rapide puis de se dégrader dans I’environnement en
s’inactivant. De plus, en fonction de leur nature chimique et des conditions de dégradation, les
PI esters peuvent rester actifs de 20 minutes a 1 semaine. Il est donc possible en fonction des

applications de moduler le temps d’activité biocide de ces polyméres.
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Figure 11-21 : Concentration biocide et degré d’hydrolyse des PI esters en fonction du temps. Image issue de
larticle de Krumm et al.?®

Bien que les Pl soient des polymeéres antibactériens efficaces en solution, la perspective
d’application la plus intéressante est, selon nous, de réussir a les greffer en surface. La création
de surfaces antibactériennes capables de limiter la prolifération bactérienne sans relargage
d’espéces nocives dans ’environnement seraient un véritable atout dans de nombreuses
applications alimentaires et médicales (emballages alimentaires, systémes de purification ou
environnement hospitalier). Un greffage antibactérien robuste et une absence de relargage
peuvent étre obtenus en greffant de fagon covalente des polymeres antibactériens sur de
surfaces. Plusieurs stratégies ont été développées dans la littérature pour réaliser des revétement
antibactériens « contact Killing » a base de polycations.®*® A notre connaissance, le greffage
covalent de PI sur des surfaces n’a jamais été reporté dans la littérature. La syntheése d’hydrogels
a base de PI réticulé*! pourrait étre utilisé pour des modifications de surfaces mais nous ne
I’avons pas considéré comme un greffage covalent sur une surface. Nous avons donc développé
une méthode de greffage covalent des PI basée sur la formation d’une sous-couche réactive
combinant revétement de polydopamine et chimie de surface des sels de diazonium. Cette sous-
couche possede des fonctions réactives diméthylamines sur lesquelles on vient effectuer la
polyaddition en surface des PI via la méthode « grafting through ». Ce procédé de greffage a
notamment fait 1’objet d’un brevet en 2018 (Brevet FR2019052921 déposé le 04/12/18).

Le chapitre suivant est donc consacré au greffage covalent des PI sur des surface modéles, le
verre et le wafer de silicium. Nous choisissons de greffer seulement la gamme aliphatique des
PI car ils possédent de meilleures propriétés bactériostatiques, par rapport aux PI éthers, et la
possibilit¢é de moduler cette efficacité en fonction de leur structure. Afin de s’assurer du
greffage covalent des PI, de I’absence de relargage et de la conservation du pouvoir
antibactérien en surface, les matériaux créés ont été analysés par des caractérisations

approfondies en physico-chimie et en biologie.
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Chapitre 111 : Polyionénes greffés en surface : étude sur le verre et le silicium

La méthode de greffage des polyionénes (PI) sur les surfaces a d’abord été expérimentée sur le
verre, un matériau modele peu réactif a I’instar du polyéthyléne (PE), le matériau d’intérét pour
I’application dans I’agroalimentaire. Les greffages ont été réalisés sur des lames de verre
rectangulaires de 14 mm de largeur pour 25 mm de longueur, avec 1 mm d’épaisseur. Ce
chapitre est consacré a la réalisation et 1’étude des surfaces de verre et de wafers de silicium
greftées de PI. La premiére partie est dédiée au protocole de greffage sur le verre, en détaillant
notamment les techniques de greffage originales développées pour la sous-couche polymére.
La deuxieme partie présente les caractérisations microbiologiques, pour évaluer la capacité des
verres greffés PI a perturber la biocontamination des surfaces, et physico-chimiques, pour
analyser les propriétés de surface de ces matériaux modifiés. Enfin, la dernicre partie est
consacrée a une €tude en réflectivité des rayons X et des neutrons afin de tenter d’établir un lien
entre la conformation des chaines PI en surface et leur capacité¢ a perturber I’adhésion
microbienne. Cette étude a nécessité une adaptation du procédé de greffage sur les wafers de

silictum, qui sera détaillée au début de cette troisiéme partie.

A. Greffage des polyionenes sur le verre

Afin de greffer les Pl sur une surface, la méthode développée ici consiste a réaliser une
polymérisation par étape en solution avec la présence d’une surface qui comporte des groupes
pouvant réagir lors de la polyaddition des PI. Les méthodes évoquées dans le Chapitre I
s’adaptent mal a la fonctionnalisation de surfaces peu réactives comme le verre ou le PE. Des
développements récents ont cependant mis en lumicre deux techniques qui permettent de
fonctionnaliser des surfaces variées avec un large choix de groupes chimiques a greffer en
surface pour servir de plateforme a des polymérisations subséquentes. Ces deux techniques sont
les revétements a base de polydopamine et le procédé « Graftfast ». Le procédé global de

greffage sur le verre sera exposé par la suite.

A.1 Présentation des procédés formant la sous-couche réactive

All Revétement de polydopamine
La polymérisation de la dopamine (4-(2-aminoéthyl)benzéne-1,2-diol) est un procédé

découvert il y a un peu plus de 10 ans et qui permet de synthétiser des films polymeéres adhérents
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sur tout type de surface par simple immersion dans une solution a pression et température

ambiante (Figure 111-1).

a) b) c)
— A — 4 60
£ o °
=
HO NH, \ /’ g &
uncoated polydopamine- 8 30
object — | coated object £ ®
- L2 °
—_— &=
HO - P
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o

Figure -1 : a) Structure de la dopamine, b) Schéma du procédé pour créer un revétement de polydopamine, C)
Evolution de I’épaisseur du film de polydopamine en fonction du temps. Figures extraites des travaux de
Messersmith et al.!

Cette méthode a été découverte par Messersmith! et depuis cette molécule a inspiré de
nombreux chercheurs pour créer des revétements fonctionnels.>* Les revétements de
polydopamine peuvent étre utilisés tels quels mais ils sont plus intéressants comme primaire
d’adhésion puisqu’ils conduisent a la formation d’un revétement trés adhérent méme sur des
matériaux inertes. Cette sous-Couche réactive peut étre ensuite fonctionnalisée pour modifier

les propriétés de surface des matériaux ou greffer une nouvelle couche par-dessus.

Le revétement de polydopamine peut étre obtenu sur des métaux nobles, des surfaces natives
d’oxyde, des semi-conducteurs, des céramiques ou encore des polyméres.}® Cette méthode,
inspirée des propriétés d’adhésion des moules sur les surfaces marines,’ repose sur la formation
spontanée d’une couche hautement adhésive sur les substrats. Cette couche ou ce film fin est
formé par simple immersion du substrat dans une solution tampon basique de dopamine, les
conditions d’oxydation favorisant des temps de réaction plus courts.® En effet, la dopamine est
une molécule contenant a la fois des fonctions alkylamines et cathécols qui imitent la structure

des protéines sécrétées par les filaments de Byssus des moules pour adhérer aux rochers.

La polydopamine n’est pas un polymére formé de liaisons covalentes mais un agrégat
supramoléculaire de monomeres liés par des interactions de transfert de charges, de n-stacking
et de liaisons hydrogeénes.” Le mécanisme de I"homopolymérisation de la dopamine n’est pas
encore compleétement clair, on suppose que cette homopolymérisation implique 1’oxydation du
catéchol en quinone et est suivi de la polymérisation (Figure I11-2, a) d’une maniére similaire a
celle de la complexation des benzénediols avec des hydroquinones, pour former un polymere

supramoléculaire (Figure I11-2, b).>7
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Figure 111-2 : a) Mécanisme de polymérisation et structure de la polydopamine proposés par Dreyer et al.” et b)
mécanisme de complexation des benzénediols et des hydroquinones
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Cette méthode a démontré son efficacité pour réaliser des motifs sur des surfaces® mais aussi
pour constituer une surface réactive tres intéressante en vue de traitements secondaires pour
varier les fonctionnalisations de surface et étendre le champ des applications possibles. En
particulier, le greffage de couches polymeres sur une telle surface a pu étre achevé en utilisant
des polymeres avec des fonctions thiols, amines ou chlorures d’acyle, conduisant par exemple

a la création de surfaces antiadhésives® ou bioactives'® pour des revétements antibactériens.

Al.2 Procédé « Graftfast »
A.1.2.1  Origine

Les procédés d’¢lectrogreffage cathodique de monomeres vinyliques produisent un film de
polyméres covalent sur n’importe quelle surface conductrice ou semi-conductrice a partir d’une
solution anhydre de monomeres vinyliques. Afin d’outrepasser les limitations de ce procédé,
qui sont celles inhérentes aux mécanismes de polymérisation anionique (conditions inertes,
anhydres), un procédé d’¢lectrogreffage a partir de la réduction de sels de diazonium a €té mis
au point.}* Cependant, ce procédé reste un procédé électrochimique et est donc limité en
terme de substrats greffables. Pour ouvrir de nouvelles voies de greffage sur d’autres types de
surface, de conductrices a isolantes, une méthode employant un agent réducteur en solution a
¢été développée dans notre laboratoire afin d’activer le sel de diazonium. Ce procédé d’ancrage
a base de sels de diazonium permet le greffage chimique de couche aryle mais surtout la

modification de tout type de surface par des polymeres.

A.1.2.2  Présentation du procédé
Ce nouveau procédé est baptisé « Graftfast ».> Il permet de réaliser une polymérisation
radicalaire en surface basée sur la réduction des sels de diazonium qui peuvent générer des
radicaux afin d’amorcer la polymérisation d’un monomere vinylique. Comme illustré sur le

schéma (Figure I11-3), un procédé « Graftfast » typique consiste a faire réagir : un sel de
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diazonium, un agent réducteur, un monomere vinylique, un substrat et éventuellement un
solvant. Les films obtenus sont en général des poly(méthacrylates) mais on peut appliquer ce
procédé a tous les polyméres qui peuvent étre synthétisés par polymérisation radicalaire. Les
films de polymeéres sont greffés en une seule étape a température ambiante et dans 1’eau. On
peut ainsi créer une sous-couche de poly(diméthylamino méthacrylate) qui apporte les fonctions

diméthylamines réactives nécessaires pour réaliser ensuite la polyaddition en surface des PI.

N,* Solvant
Hzo

v

+ + =\
R O
Agent

réducteur
Sel de Monomeére

SHbsURL diazonium vinylique

Substrat greffe

Figure 11-3 : Schéma du procédé « Gaftfast » issu de la thése d’Alice Mesnage

Un composé diazo est un composé aliphatique, aromatique ou hétérocyclique avec un groupe
N2 lié & un carbone. En 1858, Peter Griess découvrit le composé aromatique diazonium RN, X"
17 Les sels de diazonium aromatiques sont des acides de Lewis et non des acides de Brgnsted
comme les sels de diazonium aliphatiques.!” Le diazonium N2* est I’entité connue la plus
attractrice d’¢lectrons. Par conséquent, les sels de diazonium prennent part a une grande variété
de réactions'®!® en particulier les additions nucléophiles (sur les B-azotes du diazonium), les

substitutions nucléophiles et les couplages azo.

Quelques sels de diazonium aromatiques substitués en para sont disponibles commercialement
comme le 4 bromo, nitro ou méthoxy benzénediazonium tetrafluoroborate (BF4est connu pour
stabiliser les sels de diazonium!’). On peut cependant le synthétiser en solution par une réaction
de diazotation et I’isoler (Figure 111-4). La méthode la plus connue consiste a faire réagir du
nitrite de sodium sur une amine en milieu acide a 0°C.!” Ainsi on peut réaliser une réaction
« one pot » en synthétisant le sel de diazonium in situ dans le milieu réactif du procédé qui va

consommer par la suite le sel de diazonium formé.?%%

RONHZ + 2HX + NaNOz—l- RON:NX +NaX +2H¢
(X= Cl, Br, HSO,, CIO,, ...)

Figure l1-4 : Réaction de diazotation par le nitrite de sodium sur une amine aryle
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Le L-acide ascorbique (Figure 111-5), aussi appelé vitamine C, est ’agent réducteur employé
dans ce procédé. C’est un diacide faible, ce qui permet d’explorer des conditions expérimentales
larges car il limite peu les pH utilisables pour la réduction. Il a déja été utilisé comme réducteur
dans la réaction de Sandmayer?? ou la réduction d’ions métalliques en solution,?® en particulier

dans le cas de 1’or®* ou de I’argent® pour la formation de nano-objets.

Figure 111-5 : Structure du L-acide ascorbique

A.1.2.3  Avantages
Le procédé « Graftfast » est applicable a une large gamme de matériaux.’® Il a été largement
appliqué sur des conducteurs et des semi-conducteurs métalliques comme le nickel, le zinc, le
platine, I’inox, le titane, 1’or, les fibres de carbone et I’aluminium mais aussi des matériaux
isolants comme le PTFE, les plastiques, la cellulose ou le coton. Les premic¢res études du
procédé « Graftfast » faites par Mevellec et al.’® ont montré que I’intensité en IR d’une bande
caractéristique du polymere greffé augmente avec le temps de réaction, établissant ainsi une
corrélation entre I’intensité de la bande IR et I’épaisseur du film. L’un des objectifs des
modifications de surfaces est de pouvoir maitriser et ajuster les propriétés de surface des
matériaux aux applications visées. Ainsi, avec le procédé « Graftfast », on peut transformer des
surfaces hydrophobes en surfaces hydrophiles et inversement. Par exemple, une surface de

PTFE a été rendu hydrophile en y greffant du poly(acide acrylique).'®

Al2.4  Mécanisme
La thése d’Alice Mesnage a été consacrée a I’étude du procédé « Graftfast » et 1’¢lucidation de
son mécanisme dans la formation de films de polymére covalent sur des surfaces (Figure
111-6).16 Le sel de diazonium aryle est utilisé comme un primaire d’adhésion. Le réducteur est
une espece qui amorce la polymérisation en formant des radicaux libres a partir des sels de
diazonium aryle par réaction d’oxydo-réduction. Dans les conditions de greffage, les radicaux
permettent au sel de diazonium de se greffer en surface et de former une couche de
polyphényléne. Dans le méme temps, le sel de diazonium amorce la polymérisation radicalaire
du monomeére vinylique, présent en solution. Les chaines polymeres en croissance se greffent

ensuite sur les groupes aromatiques.
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Figure 11-6 : Mécanisme du procédé Grafifast avec le monomere méthacrylate d’hydroxyéthyle (HEMA), figure
extraite de la thése d’Alice Mesnage*®

Le sel de diazonium est consommé par une réaction de dédiazotation qui se traduit par la perte
d’un diazote. Dans ce procédé d’ancrage, le transfert d’¢électrons a ’origine de la réduction du
sel de diazonium est obtenu par une réaction chimique d’oxydo-réduction. En conséquence, il
suit les mémes regles que n’importe quelle réaction redox. Tous les agents réducteurs avec un
potentiel standard d’oxydation plus bas que le potentiel de réduction du sel de diazonium sont
considérés comme des especes adaptées pour effectuer une réaction de dédiazotation. La
réduction des sels de diazonium en radical aryle en phase homogene est une réaction bien
connue qui a notamment était faite avec 1’iode et le HsPO,.1” Comme précisé précédemment,

dans notre étude, c’est ’acide ascorbique qui sert de réducteur pour la réaction de dédiazotation.

A.2 Protocole de greffage des polyionénes sur le verre

Le greffage des PI sur les lames de verre s’effectue en trois étapes principales résumées sur la
Figure 111-7. Le greffage de la polydopamine et la polymérisation « Graftfast » du méthacrylate
de diméthylaminoéthyle (MADAME) permettent d’obtenir a la surface des fonctions réactives
diméthylamines afin de réaliser dans une troisiéme étape, la polyaddition en surface des PI. Un
protocole détaillé du procédé de greffage sur le verre est fourni en Annexe A (p. 217) mais les

grandes étapes vont étre récapitulées dans cette sous-section.
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Figure 11-7 : Schéma du procédé de greffage des PI sur le verre

Dans un premier temps, les lames de verre sont plongées dans une solution piranha
(H202/H2S04 ; 1:3). Cette solution posséde une double fonction : le nettoyage intensif des
lames de verres pour retirer toute trace d’éléments organiques et la création de fonctions
hydroxyles a la surface. Une fois les lames nettoyées abondement a I’eau déionisée, elles sont
immergées dans un bain de dopamine a 1 mg.mL™. Afin d’amorcer la polymérisation de la
dopamine, on ajoute au mélange aqueux une solution concentrée de NaOH pour déprotoner les
diols. La solution est également mise sous agitation pour apporter de I’oxygéne et favoriser
’oxydation de la dopamine.” Afin de former une couche dense sur une surface peu réactive
comme le verre, les lames de verre sont laissées dans la dopamine pendant 48 h. La dopamine
va se chimiosorber sur la lame de verre et nous permettre d’avoir des fonctions chimiques sur

lesquelles greffer les sous-couches polyméres.t*°

La polymérisation en surface par « Graftfast » du MADAME en polyméthacrylate de
diméthylaminoéthyle (PMADAME, Figure I11-8) s’effectue par 1’ajout successif, sous

agitation, de différentes solutions.

G g s s

Figure 1-8 : Structure du polyméthacrylate de diméthylaminoéthyle (PMADAME)

Une solution de 4-nitroaniline est mise en présence de nitrite de sodium en condition acide dans
I’eau, afin de former en solution le sel de diazonium. Une fois le sel formé, on ajoute dans la
solution le monomere vinylique que I’on souhaite greffer en surface, ici le MADAME. Afin de
réduire le sel de diazonium par une réaction de dédiazotation, pour amorcer la polymérisation

en surface du MADAME, une solution aqueuse d’acide ascorbique est ajoutée au mélange. Les
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lames de verre sont immergées dans la solution de greffage pendant 1 h avant d’étre nettoyées
en prévision de la prochaine étape. La couche de polydopamine (PDOPA) formée
précédemment constitue une couche organique dense et couvrante qui va servir d’ancrage pour
la polymérisation « Graftfast » du MADAME. Des essais ont été fait en réalisant directement
la polymérisation « Graftfast » sur le verre mais la faible réactivité de cette surface donnait des
couches peu couvrantes. La combinaison de la sous-couche PDOPA et de la polymérisation
« Graftfast » du MADAME permet d’obtenir beaucoup de fonctions diméthylamines afin de

faciliter la réaction de polyaddition des PI en surface.

Dans la derniére étape, les lames de verre avec la sous-couche PMADAME sont mises en
présence des monomeres diamines et dibromes pour former en surface les PI 3-3, Pl 6-6, Pl 6-
9 et Pl 6-12. Les monomeres nécessaires pour former chacun des PI sont les mémes que ceux
pour la polymérisation en solution (Chapitre II-B). Les monomeéres sont ajoutés en proportions
steechiométriques a une concentration de 0,9 M dans le méthanol. La réaction est effectuée sous
agitation, a 65 °C, pendant environ 16 a 18 h. A la fin de la réaction, les lames de verre sont
rincées et séchées afin d’étre caractérisées par des analyses physico-chimiques et biologiques.
Les solutions de greffage sont récupérées et précipitées selon le méme protocole que la
polymérisation en solution (protocole fourni en Annexe A, p.217) afin d’effectuer ’analyse des

masses molaires par SEC-MALS.

A.3 Caractérisations du greffage

A3l X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)

Pour vérifier que le greffage des polyionénes a bien été effectué sur les lames de verre, on
réalise une analyse XPS a chaque étape de greffage du procédé. Cette technique de
caractérisation permet de connaitre la composition chimique a la surface d’un matériau. Une
présentation de la technique est fournie en Annexe A (p.217). Les analyses XPS démontrent
que des couches organiques ont bien ¢été greffées sur le verre avec la présence des pics
caractéristiques du carbone et de I’azote sur le spectre global (Figure 111-9, a). D’autre part, les
pics caractéristiques du verre sont présents sur le spectre (silice, sodium, calcium), ce qui laisse
supposer que les couches organiques greffées ont une épaisseur totale inférieure a 15 nm, la

profondeur d’analyse de I’appareil utilisé.
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Figure 111-9 :a) Spectres globaux XPS des surfaces de verre greffées PDOPA, PMADAME, PI 3-3, Pl 6-6, Pl 6-9 et Pl 6-12
et b) spectres a haute résolution du pic N Is sur ces mémes surfaces

Sur le spectre N 1s a haute résolution (Figure 111-9, b), la contribution de I’azote pour les verres
greffés PI se divise en deux contributions a 399 eV et 402 eV. Le pic a 402 eV est caractéristique
de la présence de contributions C-N* a la surface du matériau, ce qui est une signature dans ce
cas de la présence du PI. Le pic a 399 eV est quant a lui caractéristiques des liaisons C-N issus
des diméthylamines (terminales du PI et non fonctionnalisées du PMADAME). Ce pic est
majoritaire sur les spectres a haute résolution du N 1s pour les sous-couches PMADAME et
PDODA. La faible contribution C-N* a 402 eV visible sur le spectre haute résolution du verre
greff¢ PMADAME peut étre due a une protonation des groupes pendants diméthylamines

puisque ce greffage s’effectue dans des conditions acides.

L’analyse montre aussi la présence d’une contribution des contre-ions bromes sur le spectre
global du verre greffé PI 6-9 (Figure 111-9, a). L’intensit¢é de la contribution azote
caractéristiques des C-N* a 402 eV est plus grande que sur les trois autres spectres des verres
greffés PI. La contribution brome est donc seulement visible dans le cas ou la couche PI est tres
¢épaisse et/ou plus couvrante (si la densité de greffage est plus importante). La quantification
des % atomiques a partir des spectres globaux et des spectres a haute résolution N 1s permet de

calculer le ratio entre les contributions C-N* et Br (Tableau Il1-1, Tableau I11-2).

Tableau I11-1 : Compositions chimiques des verres greffés Pl (% atomique) déterminées sur les spectres globaux

Couche Si 2p Cl1s O 1s N 1s Br 3d
PDOPA 53,0 % 17,6 % 29,0 % 0,4 % -
PMADAME 26,7 % 22,4% 48,4 % 2,5% -
Pl 3-3 30,4 % 19,2 % 49,3 % 1,1% -
Pl 6-6 27,0 % 23,0 % 47,5 % 2,5% -

Pl 6-9 20,6 % 41,0 % 31,0 % 4,2 % 3,3%
Pl 6-12 27,0 % 24,0 % 47,2 % 1,8 % -
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Tableau I11-2 : Contributions du pic N 1s des verres greffés PI (% atomique) déterminées sur leS Spectres da
haute résolution

Couche C-N (399 eV) C-N* (402 eV)
PDOPA 100 % -
PMADAME 70,9 % 29,1 %
Pl 3-3 25,0 % 75,0 %
Pl 6-6 21,4 % 78,6 %
Pl 6-9 12,0 % 88,0 %
Pl 6-12 20,9 % 79,1 %

Le calcule donne un ratio de 1,1, ce qui est cohérent avec la structure du polymeére. Ces éléments

viennent donc confirmer la présence du PI sur le verre et la réussite du greffage covalent.

A3.2 Mesures d’angle de contact

L’évolution de 1’état de surface entre chaque étape peut étre suivie grace a des mesures d’angle
de contact a I’eau. Cette mesure simple et rapide permet de valider les modifications réalisées
sur les surfaces au cours des étapes de greffage. Cette méthode est détaillée en Annexe A (p.
217). Le verre sans traitement posséde une valeur d’angle de contact a ’eau de 25,3° + 4,3° da
a la présence de résidus organiques en surface. Le verre témoin, apres nettoyage au piranha,
possede une valeur d’angle de contact a I’eau de 12,5° + 3,4°. L’évolution de la mesure d’angle
de contact en fonction des étapes du greffage est résumée sur la Figure 111-10. Aprés le greffage
de la PDOPA, il est impossible de mesurer la valeur de I’angle de contact a I’eau (la goutte
s’¢tale totalement). Par la suite, ’ajout du PMADAME en surface fait augmenter I’hydrophobie
de la surface, I’angle de contact a I’eau étant de 49,9° + 5,7° sur les lames de verre modifiées.
Enfin, I’ajout des PI en surface fait diminuer I’hydrophobie de la surface et la mesure d’angle
de contact a I’eau varie de 20 a 50° en fonction du PI greffé en surface. Ces premicres analyses
ont été¢ complétées par des mesures sur deux autres liquides afin de calculer les énergies de

surface des matériaux (décrites plus loin en section B.3.2).

I i i
PDOPA PMADAME PI

Figure 111-10 : Evolution de la mesure d’angle de contact a I’eau en _fonction de la couche greffée sur le verre

Maintenant que nous avons la preuve du greffage des PI sur les surfaces, il faut vérifier qu’ils

conservent leurs propriétés antibactériennes une fois greffés mais aussi caractériser en détails
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I’état des chalnes greffées sur les surfaces. Ces caractérisations biologiques et physico-

chimiques vont faire I’objet de la partie suivante.

B. Caractérisations biologiques et physico-chimiques des

surfaces

Les surfaces de verre greffées PI ont été soumises a des essais d’adhésion afin d’évaluer leurs
propriétés antibactériennes, c’est-a-dire leur capacité a perturber ’adhésion bactérienne et
inhiber la croissance bactérienne. Le terme antibactérien sera utilisé pour définir ’effet sur la
viabilité des bactéries car les essais utilisés ne permettent pas de différencier entre un effet
bactériostatique ou bactéricide. En vue d’une application dans 1’alimentaire, des essais de
cytotoxicité ont aussi €té effectués sur des cellules mammaliennes. Le relargage a été évalué
aussi bien sur les essais microbiologiques que cytotoxiques. Enfin, I’extréme surface des lames
de verre greffées PI a été caractérisée par la mesure du potentiel zéta et le calcul des énergies

de surface.

B.1 Essais d’adhésion

Les essais d’adhésion sont des tests qui vont permettre de déterminer la capacité des matériaux
modifiés a moduler la contamination bactérienne puis potentiellement leur viabilité. Ils sont
réalisés par immersion des matériaux avec une suspension bactérienne pendant un temps donné

a une température donnée.

B.1.1 Principe des essais

Les surfaces de verre greffées PI sont recouvertes d’une suspension bactérienne préparée dans
I’eau déionisée a environ 10® UFC.mL™ (UFC : Unité Formant des Colonies). Ces surfaces sont
ensuite laissées 3 h a I’étuve a 37°C pour permettre aux bactéries d’adhérer sur la surface sous
I’effet de la gravité. A I’issue des 3 h d’adhésion, les bactéries non-adhérentes sont éliminées
de la surface par des ringages successifs. On évalue d’une part la quantité totale de bactéries
qui a adhéré sur la surface, appelée flore totale (FT), grace a une observation microscopique et
un comptage des bactéries sur les clichés photographiques. D’autre part, on évalue la quantité
de bactéries vivantes et capables de se multiplier aprés adhésion sur les surfaces modifiées,
appelée bactéries viables cultivables adhérentes (VC), en les décrochant et en les dénombrant

sur milieu de culture gélosé. Afin de vérifier I’absence de relargage de la surface, une étude a
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¢té menée sur les surnageants des essais adhésion. Les essais d’adhésion ont été réalisés sur
deux souches pathogénes modéles : Staphylococcus aureus 768 (S. aureus, Gram+) et
Escherichia coli K12 (E. coli, Gram-). Les surfaces de verre greffées PI ont été comparées a
une surface de verre témoin qui a été lavée avec une solution piranha (H202/H2SOs ; 1:3). Les
résultats présentés sont normalisés pour une suspension bactérienne a précisément 10°
UFC.mL™ et sont la moyenne de cinq manipulations différentes sur S. aureus et deux
manipulations différentes sur E. coli. Les essais ont été réalisés avec des suspensions

bactériennes préparées en eau déionisée afin d’éliminer I’interférence d’autres composés (ions,

molécules, protéines). Les détails expérimentaux sont fournis en Annexe A (p. 217).

B.1.2 Observation de la flore totale

Les surfaces de verre greffées PI contaminées sont observées au microscope a épifluorescence
afin d’évaluer la flore totale. La souche de S. aureus utilisée pour les essais est génétiquement
modifiée pour étre fluorescente sous U.V., par conséquent elle peut €tre observée au microscope
sans coloration préalable. Pour I’observation d’E. coli, il a fallu utiliser une méthode de
coloration et le choix s’est porté sur la sonde Syto 9. Ce colorant pénetre 1’ensemble des
bactéries de la flore totale (vivantes et mortes/non cultivables) en se liant a I’ADN double brin.
Des clichés photographiques de la flore totale ont été pris aléatoirement a différents endroits
sur les surfaces de verre modifiées. La flore totale a ensuite été estimée a partir des clichés
photographiques par le logiciel de traitement d’image ImagelJ. Les dénombrements de la flore
totale sont le résultat de la moyenne de trois clichés représentatifs au grossissement x40 par
essai. Des clichés pris lors de I’observation de S. aureus et E. coli au grossissement x40 sur les

surfaces de verre modifiées sont regroupés dans le Tableau I11-3.

Tableau I11-3 : Flores totales de S. aureus et E. coli sur des surfaces de verre greffées PI observées au
microscope a épifluorescence au grossissement x40 (échelle : barre blanche = 30 um)

Surface Verre ton -3 ~ P16-6 Pl 6-9

PI6-12
S. aureus LWL NNE S S 8
(bactéric. |EUNEINEE

cm?) gt By

1,1.10%:33.10° 3

3

FT
E. coli
(bactérie.
cm?)

6,1.10*+4.3.10°  8,8.10%+9,8.10° ,6.1ﬂ:1,9.104 7,5.10‘2:7,5.103 7,9.10‘%:5,7.13
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On peut constater une trés grande adhésion de S. aureus sur les surfaces de verre greffées PI
ainsi que la présence de nombreux amas. Cette adhésion est plus importante que sur le verre
témoin, comme en témoigne les calculs de flore totale. Un test de Student sur les logarithmes
des valeurs permet de confirmer cette tendance puisque la différence est significative entre les
valeurs de la flore totale du verre témoin et de tous les verres greffés PI (p-valeurs < 0,05). Le
verre modifié avec du PI est donc pro-adhésif pour la souche S. aureus et joue ainsi le role d’un
pieége a bactéries. Dans le cas de I’adhésion de E. coli, I’adhésion semble un peu plus importante
sur les surfaces de verre greffées PI et on n’observe pas la présence d’amas. Aucun test
statistique n’a été effectué sur les valeurs des manipulations sur E. coli car seulement deux
répétitions ont été effectuées. L effet pro-adhésif des surfaces de verre greffées PI parait donc
présent mais moindre sur la souche E. coli. Le calcul de la flore totale démontre qu’il y a aussi
moins de bactéries E. coli adhérentes sur les surface de verre greffées PI que de bactéries S.
aureus (7.10* bactérie.cm™ pour E. coli contre 4.10° bactérie.cm™ pour S. aureus). Il n’est pas
surprenant que les adhésions de ces deux bactéries soient différentes car elles possedent des
propriétés physico-chimiques de surface et des physiologie différentes. On notera donc que S.
aureus possede une affinité plus importante pour ces surfaces modifiées PI que E. coli. L’effet
pro-adhésif des surfaces serait donc souche-dépendant. Une étude sur une plus grande variété

de souches bactérienne est cependant nécessaire pour confirmer cette hypothese.

B.1.3 Dénombrement des bactéries viables cultivables adhérentes

En parall¢le de I’évaluation de la flore totale, on réalise aussi un dénombrement de la flore
viable cultivable adhérente, c’est-a-dire que I’on dénombre les bactéries décrochées qui sont
capables de reformer des colonies aprés exposition aux surfaces de verre greffées PI. Les
bactéries adhérentes sont décrochées des surfaces en réalisant un passage dans un bain a
ultrasons. Les bactéries décrochées sont ensuite dénombrées sur milieu de culture gélosé.

Les résultats du dénombrement de la flore totale (FT) et des bactéries viables cultivables
adhérentes (VC) ont été mis en regard sur le méme graphique. Bien que les unités de ces deux
dénombrements soient différentes (bactérie.cm™ pour FT et UFC.cm pour VC), elles restent
équivalentes. L’unité UFC suppose que chaque colonie a pour origine une seule bactérie, et non
un amas de plusieurs d’entre elles, de par les dilutions et ’homogénéisation effectuées avant
’ensemencement. Ainsi, les UFC.cm™ peuvent étre assimilées a des bactérie.cm?. Pour plus

de clarté, on exprimera tous les résultats de FT et de VC en bactérie.cm™.

L’observation des supports apres le passage aux ultrasons a permis d’attester de I’efficacité de

la méthode de décrochage des bactéries adhérentes (Tableau I11-4). Le dénombrement de ces
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clichés photographiques et la comparaison avec les résultats de flore totale met en évidence

qu’il reste en moyenne 3,6 + 1,6 % des bactéries de la flore totale aprés le décrochage sur

I’ensemble des verres modifiés, ce qui est négligeable.

Tableau I11-4 : Flores totales de S. aureus sur des surfaces de verre greffées PI aprés ultrasons observées au

microscope a épifluorescence au grossissement x40 (échelle : barre blanche = 30 um)

~ Surface

S. aureus
apres
ultrasons

Verre témoin ~ PI33 ~ _PlI6-6 ~ PI69 ~ Pl6-12

La comparaison du dénombrement de la FT et du VC sur S. aureus (Figure 111-11) et E. coli
(Figure 111-12) atteste des propriétés antibactériennes des surfaces de verre greffées PI. En effet,
le dénombrement du VC est bien inférieur a celui de la FT, ce qui n’est pas le cas du verre
témoin. En microbiologie, on peut considérer qu’une différence d’un demi-log entre deux

mesures atteste d’une différence significative et affranchit des imprécisions de manipulation.

Flore Totale Viable Cultivable
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Figure 11-11 : Dénombrement sur S. aureus de la flore totale et des bactéries viables cultivables adhérentes sur
des surfaces de verre greffées PI (n = 5)
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Figure 111-12 : Dénombrement sur E. coli de la flore totale et des bactéries viables cultivables adhérentes sur
des surfaces de verre greffées PI (n = 2)

Pour toutes les surfaces de verre greffées PI, la différence entre le dénombrement de la FT et
du VC varie de 1,3 4 2,5 log bactérie.cm™ pour S. aureus et de 2,3 a 3,5 log bactérie.cm™ pour
E. coli. Cette différence croit avec I’augmentation de la longueur du segment aliphatique des
PI greffés. Les tests de Student appuient ces conclusions puisque la différence entre les valeurs
de FT et de VC pour S. aureus est significative dans le cas des verres greffés PI (p-valeur <
0,05) mais pas dans le cas du verre témoin (p-valeur = 0,48). De plus, on constate une différence
significative entre les valeurs de VC de S. aureus sur les verres greffés PI 3-3, Pl 6-6 et Pl 6-9
avec le verre greffé PI 6-12 (p-valeur = 0,004 ; p-valeur = 0,026 et p-valeur = 0,055
respectivement), ce qui confirme que le Pl 6-12 a un impact plus important sur la diminution

du VC que les autres.

A partir des valeurs de VC et de FT, on peut calculer le pourcentage d’efficacité (%oerr) de la
surface. Le pourcentage d’efficacité évalue la réduction de la quantité de bactéries viables

cultivables adhérentes par rapport a la flore totale. Il est calculé par la formule suivante :

Yoprs = (1 - VCP’) x 100
eff FTp; (14)

Les résultats des calculs sont regroupés dans le Tableau I11-5. En fonction du PI greffé, les
surfaces modifiées sont capables d’inhiber de 94,2 a 99,5% des bactéries S. aureus et de 99,84
a 99,98% des bactéries E. coli. On constate bien une augmentation du pouvoir antibactérien
avec I’augmentation de la longueur du segment aliphatique du PI greffé. Ainsi, comme pour les
PI en solution, il est possible de moduler I’efficacité antibactérienne des Pl greffés en jouant

sur la structure du polymere.
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Tableau I11-5 : Pourcentage d’efficacité (%oeff) des surfaces de verre greffés PI

%eff
Surface S. aureus E. coli
Pl 3-3 94,2 99,84
Pl 6-6 97,8 99,69
Pl 6-9 97,3 99,83
Pl 6-12 99,5 99,98

Nous avons aussi comparé I’efficacité des surfaces de verre greffées PI a un autre polycation.
Le poly(2-methacryloyloxyethyl) trimethylammonium chloride (PMTAC) a été greffé en
remplagant le monomeére vinylique MADAME dans 1’étape « Graftfast » par le monomeére 2-
methacryloyloxyethyl) trimethylammonium chloride. La FT et le VC ont été estimés sur une

lame de verre greffée PMTAC et une lame de verre greffée PI 6-6 (Figure 111-13).

Flore Totale m Viable Cultivable
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Figure 11-13 : Dénombrement sur S. aureus de la flore totale et des bactéries viables cultivables adhérentes sur
des surfaces de verre greffées PMTAC et PI 6-6

Les calculs de FT sur cet essai montrent que I’adhésion sur le verre greffé PMTAC est similaire
au verre greffé¢ PI 6-6. En revanche, I’efficacité antibactérienne du verre greffé¢ PI 6-6 est
supérieur avec un écart de 2,0 log bactérie.cm™ contre 0,8 log bactérie.cm™ pour le verre greffé
PMTAC. Le verre greffé PMTAC est donc pro-adhésif mais ne limite pas efficacement la

croissance bactérienne.

B.1.4 Evaluation du relargage

Les surnageants des essais d’adhésion, c’est-a-dire les suspensions bactériennes mises en
contact avec les matériaux pendant 3 h, ont été récupérés afin de dénombrer le nombre de
bactéries présentes dans la suspension et de la comparer au dénombrement de la suspension
mere bactérienne qui a servi réaliser ’essai (SM). Les PI étant greffés de facon covalente et les

surfaces lavées abondement aprés réaction, il ne devrait pas y avoir de diminution de la quantité
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de bactéries dans le surnageant sauf dans le cas d’un relargage. Les résultats de ces
dénombrements pour deux essais sont regroupés sur la Figure 111-14. On peut constater que sur
les dénombrements des surnageants d’E. coli, il n’y a aucune différence entre les matériaux
testés et la suspension bactérienne contaminante SM. Pour S. aureus, cette affirmation n’est pas
valable sur tous les supports. Le surnageant du verre greffé PI 6-6, a un écart avec la suspension

bactérienne SM d’environ 0,8 log UFC.mL?, ce qui peut étre significatif d’un relargage.
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témoin témoin

Figure 111-14 :Dénombrement des surnageants d’adhésion du verre témoin et des verre greffés PI sur S. aureus
et E. coli, SM = dénombrement de la suspension mére qui a servi a faire les essais (N = 2)

Afin d’approfondir I’évaluation du relargage, des surfaces de verre greftés PI ont été¢ immergés
dans I’eau déionisée, un bon solvant des PI, et ont été mises a I’étuve a 37°C pendant 3 h comme
dans les conditions des essais d’adhésion. Les surnageants ont ensuite €té récupérés et ont servi
pour deux tests. Lors du premier test, on a récupéré une partie du surnageant que 1’on a mis en
présence d’une suspension de S. aureus. La croissance de la souche dans le milieu TSB
(Trypcase Soy Broth) a été suivie par des mesure de densité optique avec le Bioscreen, comme
pour les mesures de CMI. Pour I’ensemble des essais effectués avec les surnageants des verres
greffés PI, il n’a pas été constaté d’inhibition ou de ralentissaient de la croissance de S. aureus
par rapport au témoin S. aureus dans le milieu TSB (Figure 111-15). Cependant, cet essai est
réalisé sur une faible quantité de surnageant (30 pL testé pour 10 mL de surnageant), il peut ne

pas étre représentatif de I’ensemble de la solution.
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Figure 111-15 : Suivi de densité optique dans le temps de S. aureus en milieu TSB avec les surnageant des verres
greffés Pl

Dans un deuxiéme essai, 1 ml de ce surnageant réalisé en eau déionisée a été récupéré et mis
en présence d’un culot bactérien a environ 10° UFC.mL™. Aprés 3 h a 37°C, les culots
bactériens ont été dilués et dénombrés sur milieu gélosé. Les valeurs des dénombrements
varient de 5,8 2 6,0 log UFC.mL™ pour un culot bactérien a 6,0 log UFC.mL™. La variation est
inférieure a 0,5 log donc non significative dans le cas d’essais microbiologiques. Ainsi, au vu
de ces trois expériences, on peut supposer qu’il n’y a pas de relargage des surfaces et que les

procédés de nettoyage post-syntheses sont efficaces.

B.2 Essais de cytotoxicité

Afin d’évaluer I'utilisation potentielle des surfaces de verre greffées PI dans I’alimentaire et
d’approfondir les études de relargage faites en microbiologie, des essais de cytotoxicité ont été
¢galement menés. La cytotoxicité des verres greffés PI a été¢ évaluée en observant des tapis
cellulaires de fibroblaste de souris (L929), aprés une mise en contact direct de 48 h des verres
sur les tapis. A I’issu des 48 h, les matériaux ont été retirés et un test MTT a été effectué pour
évaluer la viabilité cellulaire. L’évaluation du relargage lors des tests microbiologiques est faite
sur des temps courts (3 h), par conséquent, ces résultats vont étre complétés par une évaluation
de la cytotoxicité de solutions d’extractions réalisées sur 24 h a partir des verres greffés PI. Ces
essais ont été réalisés par un laboratoire externe sur des épidermes reconstruits de peaux
humaines (Skint). Les détails expérimentaux de ces méthodes sont fournis en Annexe A (p.

217).
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B.2.1 Tests de cytotoxicité au contact des matériaux

B.2.1.1  Principe
Il a été réalisé une variante du test MTT en solution, appelé « test MTT au contact », afin de
I’appliquer a des matériaux solides. Ce test a permis d’évaluer la cytotoxicité au contact de
matériaux massifs mis en présence de cellules L929. Pour des matériaux solides, la norme ISO
EN NF 10993-5 prévoit seulement une observation qualitative des tapis cellulaires en présence
des matériaux aprés 48 h pour déterminer sa cytotoxicité. Nous avons cependant choisi
d’effectuer un test MTT sur les tapis cellulaires apres avoir retiré les matériaux pour évaluer la
viabilité cellulaire. Les verres greffés PI ont €té comparés a un verre témoin sans greffage et un
controle sans matériaux. Le protocole est assez similaire a celui effectué en solution mais il a
fallu adapter les quantités et les récipients pour faire les essais sur des matériaux massifs. Une
condition est considérée comme cytotoxique si la viabilité cellulaire est inférieure a 70%. Les

essais ont €té répétés sur trois matériaux distincts.

B.2.1.2  Résultats
Les observations au microscope faites apres 48 h d’exposition aux surfaces de verre greffées PI
n’ont pas montré de cytotoxicité. Les cellules mortes se limitaient a la surface en-dessous de
I’¢échantillon, ce qui correspond selon la norme a une cytotoxicité bénigne. Le poids des surfaces
de verre peut étre responsable de la mortalité des cellules puisque le verre témoin sans greffage
présentait aussi des cellules mortes sous sa surface. Apres avoir retiré les lames de verre, des
tests MTT ont été réalisés sur les tapis cellulaires. Les résultats sont présentés sur la Figure

I11-16.
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Figure 11-16 : Résultats de cytotoxicité sur L929 pour des verres greffés PI et un verre témoin (n = 3)

Une diminution de la viabilité cellulaire est notable pour I’ensemble des surfaces y compris le

verre témoin sans greffage. Le test de Student montre qu’il n’y a pas de différence significative
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entre le verre témoin et tous les verres greffés PI (p-valeur > 0,05). Cette diminution de viabilité
peut donc bien étre attribuée au poids du verre. Le test statistique a seulement été effectué sur
trois valeurs il serait donc nécessaire de refaire des répétitions pour affiner I’étude, notamment
dans le cas du verre greffé PI 6-6 qui semble un peu inférieur aux autres. Dans tous les cas, la
diminution n’est pas suffisamment importante, par rapport au controle sans surface de verre,
pour étre considéré comme cytotoxique dans ces conditions. En effet, toutes les viabilités

cellulaires sont supérieures a 70%.

B.2.2 Tests de cytotoxicité sur des extraits de matériaux

B.2.2.1  Principe
Un procédé d’extraction a été appliqué aux lames de verre greffées PI afin d’évaluer la
cytotoxicité du potentiel relargage. Les extraits des verres modifiés ont été réalisés en les
immergeant dans du PBS (Phosphate Buffer Saline), sous agitation, pendant 24 h a 37 °C. Les
extraits ont ensuite été mis en présence des €pidermes humains reconstruits pendant 24 h. A
I’issue de cette période, un test MTT est effectué sur I’épiderme pour évaluer sa viabilité
cellulaire par une mesure de densité optique. Les verres greffés PI ont été comparés a un verre
témoin sans greffage. Le controle négatif est un épiderme humain reconstruit avec du PBS et le
controle positif est un épiderme humain reconstruit en présence d’un extrait de gants en latex.
Une condition est considérée comme cytotoxique si la viabilité cellulaire est inférieur a 70%.

Les essais ont été répétés sur trois €pidermes distincts.

B.2.2.2  Résultats
Le PBS a été choisi comme solvant d’extraction car il n’induit pas de toxicité sur les épidermes
humains reconstruits, ce qui n’est le cas des milieux de culture standards comme le DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium). La quantité d’eau contenue dans ce type de milieu peut
¢touffer les tissus, particulierement dans le cas de tests longs, ou la condition cytotoxique est
¢valuée pendant au moins 24 h. Le PBS est aussi connu pour dissoudre difficilement les
composés hydrophobes. Les PI sont cependant des polymeres cationiques hydrophiles et la
solubilité des PI dans le PBS a été évaluée au préalable. 11 a été possible de dissoudre le P1 3-3,
le PI 6-6 et le Pl 6-9 a une concentration de 125 mg.mL™ dans le PBS et le Pl 6-12 a une
concentration de 100 mg.mL™ aprés seulement 15 minutes d’agitation. Les résultats des essais

de cytotoxicité des extraits sur les épidermes humains reconstruits sont présentés sur la Figure
11-17.
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Figure 11-17 : Résultats de cytotoxicité sur épidermes humains reconstruits pour les extraits issus des verres
greffés Pl et du verre témoin (n = 3)

Aucun des extraits ne présentent de cytotoxicité dans les conditions du test. Ce résultat atteste
a minima de I’absence de cytotoxicité de I’éventuel relargage et a maxima d’une absence de
relargage. De plus, le test de Student montre qu’il n’y a pas de différence significative entre le
controle négatif et le verre témoin ainsi que tous les verres greffés PI (p-valeur > 0,05) a
I’exception du verre greffé Pl 3-3 (p-valeur = 0,007). La différence avec le verre greffé PI 3-3
peut venir de 1’écart-type moins important sur ces valeurs. Comme mentionné précédemment,
le test est effectué sur seulement trois échantillons et il serait nécessaire d’effectuer des
répétitions supplémentaires pour confirmer les résultats du test de Student. Néanmoins, ces
résultats de cytotoxicité combinés a ceux de I’évaluation des surnageants dans les essais
microbiologiques, permettent d’affirmer que les surfaces greffées PI n’induisent pas de

relargage.

B.3 Caractérisations physico-chimiques

Les essais biologiques ont permis de mettre en évidence 1’absence de relargage et de
cytotoxicité des surfaces de verres greffées PI. Il a été constaté lors des essais d’adhésion
microbiologiques que les verres greffés PI sont d’autant plus antibactériens que le segment
aliphatique du PI est long. Nous allons maintenant chercher a élucider la conformation des
chaines PI greffées en surface. L’objectif est de mettre en lumiére pourquoi le PI 6-12 est le
plus antibactérien des PI du lot aliphatique. Pour ce faire, nous avons réalisés des mesures de
potentiel z&ta et nous avons calculé les énergies de surface des verres greffés PI en utilisant la

méthode de la goutte sessile et I’équation de Young-van Oss.?
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B.3.1 Potentiel zéta

Le potentiel z€Eta représente la charge qu’une particule acquiert grace auX ions qui I’entourent
en solution. Bien que généralement utilisé pour prédire la stabilité¢ de nano et microparticules
dans des formulations, cette technique peut aussi étre appliquée a des surfaces macroscopiques
afin de déterminer la charge globale apparente de I’extréme surface d’un matériau dans un
électrolyte. On peut ainsi évaluer les éventuelles attractions ou répulsions électrostatiques entre

une surface solide modifiée et des solutés.

La densité de charge d’un revétement polymere en contact avec une solution crée une double
couche électrostatique. Dans le modéle de Gouy-Chapman-Stern, la double couche
¢lectrostatique est constituée d’une premicre couche d’ions de charge opposée a la surface,
appelé couche de Stern, et puis d’une atmosphere ionique plus diffuse, appelée couche de Gouy
(Figure 111-18).272°

CouchedeSten| @ & ® @ ® ® @

Surface

Figure 111-18 :Représentation de la double couche électrostatique sur une surface
Le plan de glissement, situ¢ dans la couche de Gouy, représente un volume de liquide qui reste
en interaction avec la surface. Le potentiel zéta refléte le potentiel électrique qui existe au
niveau du plan de glissement. C’est la différence de potentiel entre la couche dense de Stern et

le liquide. Il caractérise donc la répartition des charges électriques sur la surface.

Le potentiel zéta en fonction du pH a été mesuré pour les surfaces de verre greffées PI 3-3, Pl
6-6, Pl 6-9 et Pl 6-12 dans une solution de NaCl a 1,5.102 mol.L? dans I’eau déionisée. Les

valeurs sont reportées sur la Figure I111-19. Le pH non ajusté correspond a environ 5,5 + 0,2.
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Figure 111-19 :Evolution du potentiel zéta en fonction du pH pour les surfaces de verre greffées Pl

Le potentiel z€ta du verre sans greffage est de -43,9 mV a pH non ajusté. Le verre possede des
groupes silanol (S1OH) en surface qui peuvent se dissocier au contact de I’eau pour libérer des
protons H*. Ainsi, des charges de surface négatives apparaissent a la surface du verre. Pour
contre-balancer ces charges, une couche de charges positives s’accumule sur la surface formant
ainsi la couche de Stern.?° Sous un champ électrique, la couche diffuse ou plan de glissement
se polarise sous la tension appliquée et donne un potentiel z&ta négatif. On constate que pour
toutes les surfaces de verre greffées PI, le potentiel zéta devient positif a pH non ajusté, ce qui
implique la présence de charges positives en surface dues aux PI. On remarque aussi que pour
I’ensemble des surfaces greffées PI, le potentiel zéta augmente lorsque I’on diminue le pH.
L’apparition de plus de charges positives a pH acide sur les surfaces est diie a la présence de

plus de protons H* dans I’électrolyte.

Le potentiel z&€ta du verre greffé PI 6-9 est globalement plus €¢levé que ceux des autres verres
greffés PI. Ceci peut étre dii a une plus grande épaisseur et/ou une densité de greffage plus
importante de la couche PI en surface et est donc potentiellement li¢ a la masse molaire des
chaines greffées. Nous faisons I’hypothése que les chaines libres ont des masses molaires
¢quivalentes aux chaines greffées en nous basant sur un résultat de la littérature qui a montré
cette équivalence dans le cas de la polyaddition en surface.®® Nous ne ’avons pas vérifié¢ dans
le cas de nos surfaces mais ces valeurs donnent un ordre d’idée des masses molaires relatives
des chaines de PI greffées. Les masses molaires moyennes en nombre (My), les indices de
polydispersité (Ip) ainsi que les degrés de polymérisation (DPn) ont été récapitulés dans le
Tableau 111-6. Les valeurs de potentiel zéta a pH non ajusté ont également été reportées.
Puisqu’il y a deux ammoniums quaternaires par unité¢ de répétition dans les PI, nous avons

évalué le nombre de charge par chaine en multipliant le DP, par deux.
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Tableau I11-6 : My, |, DPn des chaines libres issues des solutions de greffage et potentiel zéta des surfaces de

verre greffées Pl
Mhn | Nombre de Potentiel zéta
Surface (g.mol?) (MW/p Mhn) DF» charge +/chaine (mV)
Pl 3-3 3400 (+24%) 2,9 (+24%) 10,2 20,4 +6,5
Pl 6-6 7 900 (+£29%) 2,8 (£29%) 19,0 38,0 +14,1
Pl 6-9 9 500 (+7%) 1,6 (£7%) 20,7 41,4 +22,5
Pl 6-12 9 150 (+7%) 1,6 (£7%) 18,3 36,6 + 10,7

Le potentiel zéta est d’autant plus grand que le nombre de charges positives sur la chaines de
PI est important. Ainsi, on pourrait expliquer les différences de potentiel z€ta des surfaces de
verre greffées PI par les différences de masses molaires et d’unités de répétition des PI greffes.
Wang et al. avait montré que I’efficacité antibactérienne de leurs surfaces modifiées était
d’autant plus importante que la quantité de charges positives présentes en surface était grande.
IIs avaient notamment utilisé la mesure du potentiel z&ta pour évaluer cette quantité de charges
en surface. A I’exception du Pl 6-12, les surfaces de verre greffés PI sont d’autant plus
antibactériennes que leurs potentiels zéta sont €levés. Ceci suit la tendance observée dans les
essais d’adhésion, a savoir que le PI 6-9 inhibe plus la contamination bactérienne que le PI 3-
3. Pour autant, les analyses faites en solution ont montré que les masses molaires des PI dans
notre gamme d’étude, et par extension le nombre de charge sur la chaine, n’a qu’une influence
moindre sur la CMI ou la cytotoxicité. La quantité¢ de charge n’est donc pas le seul €lément qui
explique I’efficacité antibactérienne et le segment aliphatique long sur le PI 6-12 contribue aussi
a son meilleur effet antibactérien. Une autre hypothése serait donc que la différence de potentiel
z€ta proviendrait d’une différence de conformation des chaines en surface, qui exposeraient
plus ou moins les charges. Cette conformation, qui surviendrait dans le cas de segments
aliphatiques longs, apporterait plus de flexibilité a la chaine greffée et améliorerait son

interaction avec la paroi bactérienne.

B.3.2 Energies de surface et d’hydratation

Les mesures d’angle de contact a I’eau ont été complétées par des mesures d’angle de contact
avec du formamide et du diiodométhane. Les mesures d’angle de contact pour les trois liquides
sur les surfaces de verre greffées PI et le verre témoin sont regroupées dans le Tableau I11-7.
Les masses molaires, déterminées par SEC-MALS, des PI synthétisés dans la solution de
greffage ont été ajoutées dans le Tableau I11-7. Elles varient de 3 300 g.mol™* pour le PI 3-3 a
7 400 g.mol™ pour le P1 6-12. Les masses molaires sont comparables a celles des PI synthétisés

en solution pour des concentrations en monomeres de 0,9 M (Chapitre I1.A.). Les valeurs
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d’angle de contact & I’eau décroissent avec 1’augmentation de la longueur du segment
aliphatique, de 54,9 + 6,0° pour le verre greffé PI 3-3 a 22,1 + 3,8° pour le verre greffé PI 6-12.
Une tendance a la décroissance de la mesure d’angle de contact avec I’augmentation de la
longueur du segment aliphatique est aussi observée pour les mesures avec les deux autres

liquides.

Tableau I11-7 : Mesures d’angles de contact a [’eau, au formamide et au diiodométhane pour les surfaces de
verre greffées PI (N = 5) et masses molaires des PI des solutions de greffage évaluées par SEC-MALS

Surface de Angle de contact (°) Masse molaire M, (g.mol™)
verre avec Eau Formamide Diiodométhane SEC-MALS

Pl 3-3 549+6,0 31,5+7,6 43,7+2,3 3300 (£12%)

PI6-6  342+41 132+31  33,5+34 4300 (£16%)

Pl 6-9 36,6 £3,1 14,3+32 27,9+3,5 3 900 (£10%)

Pl 6-12 22,1+£3,8 8,6+0,7 36,1 £0,7 7 400 (£12%)
Verre témoin 7,5+ 1,8 6,5+0,5 46,3+ 2,7 -

L’énergie de surface d’une surface yJ (Equation 15) peut étre calculée a partir des paramétres
des contributions de Lewis-Van der Wals yIW et des contributions acide-base yAE. Cette

derniére est calculée a partir des contributions électron-donneur y, et électron-accepteur y,

(Equation 16).
Ye =" + v (15)

1
Y& = 2(ytys )2 (16)

Les valeurs d’angles de contact obtenues par ces trois liquides permettent de remonter aux
parameétres des contributions de 1’énergie de surface grace a 1’équation de Young-van Oss
(équation 17).%8 Le détail des calculs a partir de I’équation de Young-van Oss est fourni en
Annexe A (p. 217).

YT (1 + costy) = 2[(YEY V)™ + Gy + (s viH)O5) (17)

Une fois les paramétres yIW, y; et y;F déterminés pour la surface, on peut calculer 1’énergie

d’hydratation totale de la surface AGy,,, avec les composantes AG;/y,,, la contribution de

Lewis —Van der Wals et AG;‘/‘iau, la contribution acide-base de I’énergie d’hydratation

(équation 18, 19 et 20)

AGST/eau = AGSL/Me/au + AGsf%au (18)
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AGi}Ae/au = - YSLWYeLL% (19)

AG:ygau = _2\/YS+Ye_au - 2\/)/5_)/6-';!11 (20)
Les valeurs calculées pour ’ensemble de ces paramétres sont récapitulées dans le Tableau I11-8.

Tableau I11-8 : Valeurs des parameétres d’énergies de surface et d’hydratation calculées pour les surfaces de
verre greffées PI (n = 5)

Surface de Paramétres d’énergie de surface y (mJ.m?) et d’hydratation AG (mJ.m?)

verre avec yLW v vt yAB yr AGEE AGgean AGSoqu
Pl 3-3 37,5+1,2 17,9+7,8 2,1+1,2 12,2451 499452 -57,3+11,5 -57,3+£0,9  -114,7+11,5
Pl 6-6 42,7+1,5 351447 11,5404 143+27 57,0£3,1 -72,0+53 -61,0 £1,1 -133,0 +£5,4
Pl 6-9 45,1+1,4 32,9+3,7 1,1+£0,3 12,1+22 57,1£2,6 -68,6 4,4 -62,7 £1,0 -131,3+4,5

Pl 6-12 41,5+0,3 45,8+33 1,4+0,2 15,7+1,6 57,3+1,7 -80,1+3,3 -60,2 +0,3 -140,3 £3,3

Verre témoin ~ 39,0+1,6 54,3+0,7 15+03 179419 56943,5 -86,8+1,0 -58,2£1,2 -145,0 £2,2

Pour toutes les surfaces de verre greffées PI, les valeurs du paramétre y* sont relativement
faibles et les valeurs du paramétre v~ sont relativement élevées. Ceci indique que les surfaces
greffées PI ont un caractére de Lewis basique. Ce caractere basique augmente avec la longueur
du segment aliphatique (17,9 mJ.m pour le PI 3-3, contre 45,8 mJ.m pour le Pl 6-12) tandis
que les valeurs de y* restent constantes. Cet effet est peut-étre dii 4 une augmentation locale de
la concentration en contre-ions bromes a cause de changements dans la conformation des
chaines avec des segments aliphatiques plus longs. Cette hypothése de changement de
conformation a cause d’une plus grande flexibilit¢ de la chaine est appuyée par les valeurs

d’énergie d’hydratation. La diminution de AGST/eau confirme une augmentation du caractere

hydrophile de la surface de verre greffées PI avec 1’augmentation de la longueur du segment
aliphatique conduisant a une plus grande interaction avec ’eau et une plus grande flexibilité
des chaines greffées. Ainsi, en fonction de la longueur du segment aliphatique, une
conformation différente est peut-étre adoptée par les chaines greffées sur la surface. Cet effet a
déja été observé en solution, conduisant dans certains cas a la formation de micelles.®?% Ceci
pourrait expliquer la meilleure efficacité bactériostatique du verre greffé¢ PI 6-12 qui possede
une quantité de charge positive importante sur la chaine et un segment aliphatique long qui lui

procure de la flexibilité.
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C.Etude en réflectivité des rayons X et des neutrons

Afin d’étudier d’avantage les propriétés de surface, et en particulier la conformation des chaines
greffées, une étude a été menée en réflectivité des rayon X et des neutrons. La réflectivité est
une méthode puissante pour analyser la surface en obtenant des valeurs moyennées sur
I’ensemble de la surface. Il est possible d’étudier les chaines polymeéres a sec et en conditions
hydratées, et ainsi d’observer des variations d’extension en fonctions des conditions du milieu.
Les détails théoriques de la réflectivité des neutrons et des rayons X sont développés en Annexe
E (p. 253). L’objectif est de mettre en lumicre si un segment aliphatique plus grand offre une
conformation différente a la chaine. Cette différence de conformation pourrait expliquer la
meilleure efficacité antibactérienne des surfaces de verre greffées PI avec les segments

aliphatiques les plus grands.

C.1 Adaptation du procédé de greffage aux wafers de silicium

Pour réaliser des études en réflectivité de neutrons ou de rayons X, il est nécessaire d’avoir des
substrats plans et avec une rugosité minimale si on souhaite maximiser la détection du signal
réfléchi. De plus, en réflectivité des neutrons, il faut utiliser des substrats transparents aux
neutrons afin de ne pas perdre le signal réfléchi une fois que le faisceau a traversé la couche
d’étude. Les wafers de silicium sont donc des surfaces particulierement bien adaptés a ce type
d’analyse. Ils absorbent peu les neutrons et possedent une faible rugosité (rugosit¢ rms de
quelques A). De plus, la présence de groupes silanol sur leurs surfaces permet de nombreuses
modifications chimiques et un greffage ais¢ de nombreuses molécules ou polyméres. Enfin, ils
sont faciles a produire et abordables de par leur trés grande utilisation dans 1’industrie
¢lectronique. L’observation s’effectue avec un faisceau tres large en réflectivité des neutrons,
il faut donc utiliser des wafers larges et épais, typiquement au moins 3 mm d’épaisseur et 51

mm de diamétre.

Une premicre étude en réflectivité des neutrons a été faite en appliquant directement le
protocole établit sur le verre, sur des wafers de silicium. Les premiers essais ont révélé que la
rugosité des couches était trop importante et ne permettait d’avoir suffisamment de réflectivité
pour faire des observations. De plus, la sous-couche de PMADAME et la couche PI gonflaient
en conditions hydratées, il était donc difficile de distinguer des différences entre ces deux

couches polymeres. Un nouveau protocole de greffage sur les wafers de silicium a donc été
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¢laboré pour diminuer la rugosité des couches greffées et s’affranchir de la sous-couche de

PMADAME.

C.11 Stratégie de greffage

La sous-couche PMADAME apportait des fonctions diméthylamines afin de réaliser la
polyaddition en surface des PI. Nous allons d’abord greffer la PDOPA sur les wafers de silicium
puis réaliser un surgeffage de cette couche PDOPA pour apporter les fonctions nécessaires.
Cette stratégie est issue d’une publication de Lepoittevin et al. ou ils ont surgreffé une couche
de PDOPA avec des chlorure d’acyle fluorés pour créer des surfaces hydrophobes.® Les
fonctions diméthylamines sont apportés par le 4-(diméthylamino) benzoyl chloride (DMABC).
La fonction amine de la PDOPA réagit avec la fonction chlorure d’acyle du DMABC pour

former une amide via la réaction de Schotten-Baumann (Figure 111-20).

d

—N

PDOPA DMABC

o
Trlethylamlne (T.E.A)
ny +  Hcl
u DMF, Argon, 24 h

Wafers Si

‘\4

-— {HO Oﬁ— -

Wafers Si

Figure 111-20 : Réaction entre la polydopamine (PDOPA) et le 4-(diméthylamino) benzoyl chloride (DMABC)

La fonction amine en surface est libre pour réagir puisque la PDOPA est un agrégat
supramoléculaire maintenu par des interactions de transfert de charges, de m-stacking et de
liaisons hydrogénes au niveau des diols et du cycle aromatique.” Le DMABC peut aussi réagir
sur les fonctions alcools de la PDOPA pour former un ester. En condition basique, le groupe
nucléophile, 1’amine, attaque le groupe carbonyle du composé acylé pour former un
intermédiaire. Cet intermédiaire se décompose en expulsant le groupe nucléofuge, le chlore.
Enfin, ’amine est déprotoné en présence de la base pour former ’amide. Les chlorures d’acyles
sont des composés tres réactifs qui se dégradent dans une réaction parasite avec ’eau, il est

donc nécessaire d’effectuer ce greffage sous atmosphere inerte.
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C.12 Protocole de greffage des polyionénes sur les wafers de silicium

Le greffage des Pl sur les wafers de silicium s’effectue en trois étapes résumées sur la Figure

[11-21. Le protocole détaillé est fourni en Annexe A (p. 217) mais il sera résumé briévement.

. Surface greffée Surface greffée
Wafer de silicium PDOPA SG

N(CHa3)2 3) Dibrome et

Piranha 1) Dopamine N(CHa), diamine

— N(CHs); Palvadditi
2) DMABC + N(CH3), yaddition

TEA, atm. inerte N(CH3)> des P

N(CH3)2

Figure 111-21 : Schéma du procédé de greffage des PI sur les wafers de silicium

Les wafers de silicium sont d’abord lavés a 1’éthanol dans un bain a ultrasons afin d’obtenir une
surface propre. Ils sont ensuite immergés dans une solution piranha (H202/H2SQOg4, 1:3) afin de
retirer toute trace organique et de générer des groupements silanols en surface. Apres un ringage
abondant a I’eau déionisée, les wafers de silicium sont plongés dans une solution de dopamine
préparée dans 1’eau déionisée a pH ajusté a 8,5 avec une solution tampon. Les wafers sont
immergés seulement 3 h dans une solution a 3 mg.mL™ de dopamine afin de ne pas former une
couche trop épaisse et rugueuse de polydopamine. Les wafers sont lavés et séchés avant de
passer a 1’étape suivante. Le wafer de silicium PDOPA et le DMABC sont introduits dans un
réacteur fermé et mis sous atmosphere inerte. Le DMF anhydre est ajouté a la seringue dans le
réacteur. Une fois le DMABC solubilisé, la triéthylamine (TEA) est ajoutée goutte a goutte
pour amorcer la réaction. La réaction est laissée pendant 24 h sous agitation. Les wafers de
silicium avec la polydopamine surgréffée (PDOPA SG) sont lavés et séchés avant de passer a
I’étape suivante. Enfin, on effectue la polyaddition en surface des PI de la méme maniere que
pour le verre. Les greffages ont été réalis€s en proportion steechiométrique et pour des

concentrations en monomeres de départ de 0,9 et 1,2 M.

C.13 Caractérisation du greffage par XPS

Pour vérifier que le greffage des PI a bien été effectué sur les wafers de silicium, on réalise des
analyses XPS. Les spectres globaux démontrent que la PDOPA SG et le PI 6-6 ont bien été
greffé sur le wafer avec la présence des pics caractéristiques des contributions C et N (Figure
[11-22, a). En particulier, la présence des contributions des contre-ions Br~ uniquement sur le
spectre global du PI 6-6 atteste de la présence du PI. Les pics caractéristiques de la silice sont
présents sur les spectres globaux, les couches organiques greffées ont donc des épaisseurs

inférieures a 15 nm.
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Figure 111-22 : &) Spectres globaux XPS des wafers de silicium greffés PDOPA SG et PI 6-6 et b) spectres a
haute résolution du pic N 1s sur ces mémes surfaces

Sur le spectre a haute résolution du N 1s de la couche PI 6-6 (Figure 111-22, b), la contribution
de I’azote se divise entre celles des liaisons C-N a 400 eV, issues des diméthylamines et des
amides, et celles des liaisons C-N* a 402 eV, issues des ammoniums quaternaires. La
contribution C-N" sur le spectre a haute résolution du N 1s de la couche PDOPA SG pourrait
provenir d’un réarrangement intramoléculaire de la PDOPA qui engendre par exemple,
I’apparition d’une charge quand I’azote se lie au carbone du cycle aromatique. Une petite partie
des contributions du pic N 1s sur les deux couches est aussi dii a la présence de liaisons N-O a
406 eV qui peuvent également provenir de phénomeénes de réarrengement ou de contaminations
au vu des tres faibles contributions observées. Les spectres a haute résolution du pic N 1s,
montrent que la contribution des liaisons C-N* est majoritaire par rapport a la contribution des
liaisons C-N sur la couche Pl 6-6 alors que c’est ’inverse sur la sous-couche PDOPA SG
(Figure 111-22, b).

A partir des spectres globaux, il a été possible de calculer les proportions (% atomique) des
espéces chimiques présentes sur les wafers de silicium modifiés. Les compositions chimiques

des surfaces sont reportées dans le Tableau I11-9.

Tableau 111-9 : Compositions chimiques des surfaces modifiées (% atomique) déterminées sur les spectres

globaux
Couche Si 2p C1s O 1s N 1s Br3d
PDOPA SG 25,4 % 48,6 % 20,8 % 5,2 % -
Pl 6-6 10,8 % 68,1 % 8,5 % 7,0 % 5,6 %

Le greffage de la couche de Pl 6-6 fait augmenter la proportion d’azote mais surtout la
proportion de carbone sur la surface. De plus, la proportion de silicium est plus faible apres

I’ajout de la couche PI, donc I’épaisseur totale de la couche organique en surface a augmenté.
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Le spectre a haute résolution de la contribution N 1s permet aussi de calculer le ratio entre la
contribution des C-N" et des contre-ions Br~ (Tableau I11-10). Le calcul donne un ratio de 0,9
pour un ratio théorique de 1, le résultat est donc cohérent avec la structure du PI. Tous ces
¢léments permettent d’affirmer que le greffage des PI sur les wafers de silicium par ce procédé

est réussi.

Tableau I11-10 : Contributions du pic N s des surfaces modifiés (% atomique) déterminées sur leS Spectres da
haute résolution

Couche C-N (400eV) C-N*(402eV) N-O (406¢eV)
PDOPA SG 76,6 % 15,8 % 7,6 %
Pl 6-6 18,9 % 75,8 % 5,3 %

C.2 FEtudes des couches a sec : réflectivité des rayons X

Le contraste en réflectivit¢ des neutrons dépend de la densité de longueur de diffusion
neutronique (Scattering Lenght Density, SLD) qui exprime I’interaction entre les neutrons et
les noyaux atomiques. La SLD de I’air est nulle et la SLD calculée des PI varie du Pl 3-3 au PI
6-12 de -0,082 4-0,174.10° A2. Malikova et al. avaient aussi mesuré la SLD en solution de ces
PI et avaient trouvé des valeurs comprises entre -0,142 et -0,228.10° A2du PI 3-3 au P1 6-12.2
Les PI greffés en surface ne présentent pas ou peu de contraste avec 1’air en réflectivité des
neutrons, nous avons donc analysé les couches polymeres a sec par réflectivité des rayons X
dans le vide. En réflectivité des rayons X, le contraste dépend de I’interaction des rayons X

avec la densité électronique des atomes de la couche analysée.

Ces méthodes d’analyse permettent de moyenner les résultats sur I’ensemble de la surface
sondée de I’échantillon mais aussi de différencier les couches organiques entre elles dans le cas
de systemes multicouches. L’évaluation des caractéristiques des couches est réalisée en ajustant
une modélisation avec des valeurs connues sur les données expérimentales. Pour chaque courbe
expérimentale, 1’ajustement a pu étre réalisé avec le logiciel GenX a I’aide du module
« Reflectivity ».34 L’ajustement est réalisé avec un modéle standard de couches homogénes de
faible rugosité par une approche récursive (formalisme de Parrat®). Cet ajustement nous permet
d’estimer 1’épaisseur, la rugosité et la densité électronique (F) de chacune des couches

polymeéres présentes sur la surface.

c.21 Sous-couche PDOPA SG

La sous-couche de PDOPA SG a d’abord été examinée. Les couches ont été réalisées sur des

wafers de silicium dans les mémes conditions pour le lot 1 et le lot 2. Comme précisé
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préalablement, on nettoie et on génére une couche d’oxyde sur les surfaces avec une solution
piranha. Les caractéristiques de cette couche d’oxyde ont été évaluées par réflectivité des rayons
X et ces parametres (épaisseur, rugosité et densité électronique) ont ensuite été fixés pour
I’ensemble des ajustements. Pour les échantillons issus d’un méme lot, les sous-couches
PDOPA ont été réalisées sur des wafers de silicium partageant le méme bain de greffage de
dopamine. Chaque wafer PDOPA a ensuite été surgreffé individuellement avec le DMABC
dans un réacteur fermé. L’observation a sec des courbes de réflectivité des rayons X (Figure
[11-23) et la comparaison des données issues des ajustements (Tableau 111-11) permettent
d’attester de la bonne reproductibilité du greffage de la sous-couche PDOPA SG. Les sous-

couches obtenues sont fines, moins de 30 A et relativement rugueuses, de 17 422 A.

1071 P * Données PDOPA SG lot 1 sec » Données PDOPA SG lot 1 sec
10" ‘., Ajustement 10" Ajustement lot 1
1071 % 1021 Données PDOPA SG lot 2 sec

. . Ajustement lot 2
1074 1074
10" 4 10°4

@ @
10°4 - 10°4
10°4 o, 10°4
..!!

1074 ’;;;!“j!ﬁ, . 1074 s

5 = 5 92490
10 W o 10 it
10° ‘ . . i ‘ 10° ‘ . . i ‘

0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
20 (°) 26 (°)
Figure 111-23 : Courbes de réflectivité des rayons X de la PDOPA SG lot 1 (gauche) et des PDOPA SG lot 1 et 2
(droite)

Tableau I11-11 : Paramétres des ajustements des PDOPA SG lot 1 et 2 par réflectivité des rayons X

RX Conditions  Couches  Epaisseur (A) Rugosité (A) F (el/at)
PDOPA SG Oxide 13,9 6,2 0,66

lot 1 >€C PDOPASG 29,5 +2,0 21514  036+00l
PDOPA SG Oxide 13,9 5,9 0,66

lot 2 S€C PDOPASG 28,0+ 1,2 17410  036+0,01

C.2.2 Couche PI 6-9

Dans un deuxiéme temps, nous observons les échantillons des lot 1 et 2 aprés la polyaddition
en surface du Pl 6-9. Le greffage a été effectué¢ dans les mémes conditions entre les deux lots
avec une concentration en monomere de 0,9 M. En comparant les courbes de réflectivité des
rayons X de la sous-couche PDOPA SG du lot 1 et de cette méme sous-couche aprés la
polyaddition du PI 6-9, on constate ’apparition d’une oscillation une fois le PI 6-9 greffé

(Figure 111-24, gauche). Cette oscillation marque une augmentation de I’épaisseur des couches
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polymeéres en surface. L’ajustement met en évidence la présence d’une couche de PI de 60 A
d’épaisseur (Tableau I11-12). La méme conclusion peut étre faite sur le lot 2, en revanche
I’épaisseur de la couche de PI 6-9 est seulement de 29 A. Les deux lots ont produit des couches
de Pl 6-9 du méme ordre de grandeur mais pas identiques comme dans le cas de la sous-couche

PDOPA SG (Figure 111-24, droite).

10°4 - * Données PDOPA SG lot 1 sec 10" Données Pl 6-9 lot 1 sec
1074° Ajustement PDOPA SG Ajustement lot 1
1024 b Donnnées Pl 6-9 lot 1 sec 1074 ¢ Données Pl 6-9 lot 2 sec
Ajustement Pl 6-9 5 Ajustement lot 2
10°4 1074
107 107+
14 10°] v 10°4
10° 4 10°4
1074 1074
107 10°4
10° ‘ . . ‘ 10° ‘ . . . ‘
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
20 (°) 20(°)

Figure 111-24 : Courbes de réflectivité des rayons X de la PDOPA SG et du PI 6-9 lot 1 (gauche) et des PI 6-9
lot 1 et 2 (droite)

Tableau I11-12 : Paramétres des ajustements des Pl 6-9 lot 1 et 2 par réflectivité des rayons X

RX Conditions Couches Epaisseur (A) Rugosité (A) F (el/at)
Pl 6-9 Oxide 13,9 59 0,66
0.9 M lot 1 sec PDOPA SG 29,5 21,5 0,36
' Pl 6-9 60,0 £4,8 23,4 +2,8 0,23 £ 0,04
Pl 6-9 Oxide 13,9 5,6 0,66
0.9 M lot 2 sec PDOPA SG 28,0 11,4 0,36
' Pl 6-9 28,7+4,6 17,9 £ 1,7 0,23 +0,03

La différence peut venir d’une erreur expérimentale lors de I’ajout des monomeres. En effet, la
polyaddition en surface est un procédé de polymérisation par étapes, il est donc tres sensible a
la steechiométrie des monomeres. Le moindre écart a 1’état stoechiométrique se traduit par une
diminution de la masse molaire des chaines polyméres et donc de I’épaisseur de la couche
polymere produite. Cette différence a aussi été observée sur les greffages des autres Pl de la
gamme. Les épaisseurs des couches de PI restent cependant toutes du méme ordre de grandeur,
de 20 a 60 A lorsque les concentrations en monomeére de départ sont de 0,9 M. Les épaisseurs
a sec de ces couches polymeres sont cohérentes avec les conclusions des analyses XPS et sont

inférieures a 15 nm.
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C.3 Etude des couches hydratées : réflectivité des neutrons

Une fois le profil des couches étudiées a sec, les couches sont étudiées dans des conditions
hydratées. L’étude en conditions hydratées nous permet d’étre plus proche de la réalité
d’utilisation des matériaux, les essais microbiologiques étant effectués dans 1I’eau. Pour ce faire,
les wafers de silicium greffés sont analysés en réflectivit¢é des neutrons dans le D>O.
L’utilisation d’un solvant deutéré permet une meilleure analyse grace a un contraste exalté, la
densité de longueur de diffusion du DO étant bien plus grande que celle des couches polymeéres
hydrogénées greffées (6,4.10° A2 pour le D,O contre -0,142/-0,228.10° A2 pour les PI). Afin
de mettre en évidence plus clairement les variations de signaux, nous avons choisi de
représenter les courbes expérimentales avec une échelle logarithmique et en RQ*(Q)
(multiplication des valeurs de réflectivité R par les valeurs du vecteur de diffusion Q* associé)

plutot qu’en R(Q).
C.31 Modgéle des ajustements

L’¢évaluation des caractéristiques des couches est réalisée en ajustant un modele avec des
valeurs connues sur les données expérimentales. Dans le cas des couches polymeres greffées
étudiées ici, I’ajustement des courbes de réflectivité des neutrons a nécessité 1’utilisation d’une
approche quelque peu différente de celle utilisée lors des ajustements des courbes de réflectivité
des rayons X. La potentielle grande rugosité des couches gonflées rend la paramétrisation du
profil de densité de longueur de diffusion (SLD(z)) caduc en utilisant le formalisme précédent.
Nous avons donc choisi de paramétrer ce profil en utilisant le modéle dit de « effective density
layer model ».3® Ce modéle est composé comme précédemment d’un systéme de n couches
caractérisées par une épaisseur, une rugosité et une densité de longueur de diffusion (SLD).
Lorsque la rugosité est faible vis-a-vis des couches de part et d’autre de I'interface, cette
paramétrisation est strictement identique a celle utilisé précédemment. Dans le cas contraire, ce
modéle permet de décrire des interfaces fines et diffuses ou on applique localement le

formalisme précédent. Ce modéle d’ajustement a été programmé en python.

C.3.2 Gonflement des couches dans le DO

Les wafers greffés avec la sous-couche PDOPA SG et la couche PI sont immergés dans le DO

pour analyser dans un premeir temps le gonflement de chacune des couches polymeres.

C.3.2.1  Sous-couche PDOPA SG
La courbe de réflectivité des neutrons de la couche de PDOPA SG dans le D20 présente une

légere oscillation entre 0,02 et 0,4 A (Figure 111-25, gauche). Le modéle choisi permet de bien
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décrire les courbes comme I’atteste la bonne superposition de 1’ajustement sur les données
expérimentales. Le profil de densité électronique (F(z)) obtenu en réflectivité des rayons X,
donc a sec, peut étre converti en profil de densité de longueur de diffusion (SLD(z)) en
multipliant les valeurs F(z) par le rayon d’un électron en A et la densité du matériau. En
comparant les profils de densité de longueur de diffusion a sec et dans 1’état hydraté (obtenus
par les analyses en réflectivité des neutrons), on constate un gonflement de la couche PDOPA
SG lot 1 une fois qu’elle est immergée dans le D2O (Figure 111-25, droite). La PDOPA SG lot
1 possede une épaisseur et une rugosité bien plus importantes dans 1’état hydraté (environ 170
A), que a sec (environ 50 A) (Tableau 111-13). La rugosité des couches est un paramétre qui
témoigne du gonflement de la brosse, une petite rugosité implique une brosse collapsée alors

qu’une forte rugosité implique un gonflement de celle-ci.
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Figure 111-25 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion a sec et dans le D;0 (droite) de la PDOPA SG lot 1

Tableau I11-13 : Paramétres des ajustements de la PDOPA SG lot 1 par réflectivité des rayons X et des neutrons

RX Conditions Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) F (el/at)
PDOPA SG Oxide 13,9 6,2 0,66
lot 1 > PDOPASG  29,5+2,0 20,5+ 1,4 0,36 + 0,01
Neutrons Conditions Couches  Epaisseur (A) Rugosité (A)  SLD (.10° A?)
PDOPA SG D,O Oxide 15 2 3,4
lot 1 ? PDOPASG  112,0+1,7 61,8 + 0,4 0,63 0,02

De par le modele utilisé pour calculer le profil de densité de longueur de diffusion (SLD(z)) et
les rugosités importantes, il n’est pas possible d’évaluer une valeur précise pour I’épaisseur de
la couche polymére en conditions hydratés. La valeur du paramétre épaisseur issue de
I’ajustement est associée a une « rugosité large ». Une «rugosité large » implique que
I’épaisseur de la couche est du méme ordre de grandeur que les variations a son interface (Figure

I11-26). Le profil de densité de longueur de diffusion est cependant suffisant pour comparer
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qualitativement les évolutions d’épaisseurs entre différents échantillons et conditions. Il est

aussi possible de faire une comparaison qualitative des paramétres d’un ajustement a un autre.

Figure 111-26 : Systéme multicouche avec des « rugosités larges »*°

C.3.22 Couche Pl 3-3
L’ajout de la couche de PI 3-3 provoque un décalage de 1’oscillation observée précédemment
sur la courbe de réflectivité des neutrons de la couche PDOPA SG vers les petits Q (Figure
[11-27, gauche). Ceci est une indication de I’augmentation de I’épaisseur de la couche organique
greffée sur la surface. Le modele bi-couche permet donc de bien décrire les mesures
expérimentales. Sur le profil de densité de longueur de diffusion de la couche PI 3-3, on peut
observer deux régions (Figure I11-27, droite). La premiére région, proche du substrat,
correspond a la sous-couche PDOPA SG qui s’étend sur environ 100 A. On note ensuite un
point d’inflexion délimitant une deuxiéme région sur le profil. Cette seconde région qui fait
suite a I’inflexion est attribué a la présence des chaines de PI. Par conséquent, nous montrons
ici que la réflectivité des neutrons permet de sonder a 1’échelle moléculaire le gonflement des

chaines de PI.
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Figure 111-27 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion dans le D;O (droite) de la PDOPA SG et du PI 3-3 lot 1
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En comparant les profils de densité de longueur de diffusion, on constate un gonflement de la
couche PI 3-3 lot 1 entre I’état sec et I’état hydraté (Figure 111-28). On remarque aussi un
gonflement de la couche de PI avec une épaisseur et une rugosité en D20 bien plus grandes que
I’épaisseur a sec (Tableau I11-14). Il est donc probable que les deux couches greffées, PDOPA

SG et PI, interdiffusent I’'une dans I’autre aux vues des grandes rugosités calculées.
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Figure 111-28 : Courbes de réflectivité des rayons X (gauche) et profils de densité de longueur de diffusion a sec
et dans le D,O (droite) du PI 3-3 lot 1

Tableau 11-14 : Paramétres des ajustements a sec et dans le D;0O du Pl 3-3 lot I par réflectivité des rayons X et
des neutrons

RX Conditions Couches  Epaisseur ()  Rugosité (A) F (el/at)
P 3-3 Oxide 13,9 54 0,66
0.9 M lot 1 sec PDOPA SG 29,5 21,5 0,36
’ PI 3-3 53.4+62 17.0+3.6 0,18 + 0,06
Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A)  SLD (.10° A?)
o1 2.3 Oxide 15 2 3,4
0.9 M lot 1 D20 PDOPA SG 49,7 39,7 0,63
’ PI 3-3 132,6 £ 2.6 57.9+23 5,22 + 0,04

C.3.3 Reproductibilité des lots dans le DO
C.3.3.1 Sous-couche PDOPA SG

Les courbes de réflectivité des neutrons des sous-couches PDOPA SG des lots 1 et 2 ne se
superposent pas aussi bien que dans le cas des courbes de réflectivités des rayons X, la bonne
reproductibilité des couches est donc moins flagrante (Figure 111-29, gauche). Par ailleurs, les
ajustements donnent des paramétres de couches hydratées proches mais pas identiques (Tableau
[11-15). Cette différence est d’autant plus visible sur les profils de densité de longueur de
diffusion dans le D.O des deux lots (Figure I11-29, droite). Comme pour les études a sec, on
retrouve bien que la PDOPA SG lot 1 est plus épaisse que la PDOPA SG lot 2. Cette 1égere

différence d’épaisseur a sec est donc plus marquée une fois que les sous-couches sont hydratées.
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En effet, Les deux lots présentent des rugosités importantes similaires d’environ 60 A, qui
témoignent du gonflement des couches en conditions hydratées, mais avec des épaisseurs

différentes.
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Figure 111-29 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) des PDOPA SG lot I et 2

Tableau I11-15 : Paramétres des ajustements dans le DO des PDOPA SG lot 1 et 2 par réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions Couches Epaisseur (A)  Rugosité () SLD (.10° A?)

PDOPA SG D,0 Oxide 15 2 3,4

lot 1 PDOPA SG 112,0+ 1,7 61,8 + 0,4 0,63 +0,02
PDOPA SG D,0 Oxide 15 2 3.4

lot 2 2 PDOPA SG 83,5+1,2 62,8 £0,8 0,60 +0,03

C.3.3.2 Couches PI 6-9
Les lots 1 et 2 de PI 6-9 sont similaires, avec des épaisseurs et des rugosités proches pour les
parameétres des deux couches PDOPA SG et PI, ce qui semble indiquer une bonne
reproductibilité pour I’étude des lots en conditions hydratées (Figure 111-30 et Tableau I11-16).
En effet, la différence d’épaisseur constatée entre les deux couches a sec est moins perceptible
dans I’¢état hydraté a cause du gonflement des couches. Les inflexions sur les profils de densité
de longueur de diffusion attestent bien de la présence du PI. Les courbes en RQ* sont similaires
mais ne se superposent pas probablement a cause de rugosités et de densités de greffage

différentes.
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Figure 111-30 : Courbe de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profil de densité
de longueur de diffusion (droite) des Pl 6-9 lot 1 et 2

Tableau I11-16 : Paramétres des ajustements dans le D2O des Pl 6-9 lot 1 et 2 par réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3,4
Pl 6-9 D,0 PDOPA SG 49,7 +29 39,7+ 1,8 0,63
0,9 M ot 1 Pl 6-9 115,6 +2,1 472425 4,90 £ 0,10
Pl 6-9 D,O PDOPA SG 52,1+ 1,4 33,1 +0,7 0,60
0,9 M lot 2 Pl 6-9 106,3 +2,3 46,4 +23 4,67 0,12

Les ajustements mettent également en avant un autre phénoméne. Bien que les sous-couches
PDOPA SG soient similaires sur les ajustements avec la couche de Pl 6-9, on constate que les
épaisseurs calculées de celles-ci sont inférieures a celles des couches de PDOPA SG avant
I’ajout du PI 6-9. Les sous-couches PDOPA SG ont des paramétres d’épaisseurs de 80 et 110
A avant le greffage du PI 6-9 et diminuent a 50 A aprés le greffage du PI 6-9. Le méme
phénomene a été constaté en réflectivité des rayons X sur certains échantillons. Deux
hypothéses sont possibles pour expliquer cette diminution. Un dégreffage pourrait venir de la
couche de PDOPA SG. La PDOPA est maintenu par une combinaison de transfert de charge,
de m-stacking et de liaisons hydrogenes. Ces liaisons non-covalentes pourraient donc étre
brisées par des variations de température ou de solvant. La différence d’épaisseur peut aussi
venir d’un comportement différent de la PDOPA SG, avec un gonflement moins important de
cette sous-couche quand elle fait partie d’un systéme multicouche. Du fait de cette variation, il
est plus pertinent de comparer les échantillons issus d’un méme lot car ils possedent la méme

sous-couche (méme bain de greffage de dopamine).
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C34 Comparaisons des polyionénes aliphatiques du lot 1 dans le DO

Les courbes de réflectivité des neutrons dans le DO des quatre PI d’un méme lot (PI 3-3, 6-6,
6-9 et 6-12 du lot 1) ont été¢ mis en regard sur le méme graphique (Figure 111-31, gauche).
L’objectif de ’expérience est d’étudier 1’allure des courbes RQ* (franges de Kiessing) et des
profils de densité de longueur de diffusion (inflexion) afin de déduire éventuellement une
différence de conformation en fonction de la longueur des segments aliphatiques des PI greftés.
Au sein de ce lot 1, les épaisseurs des différentes couches organiques ne sont pas comparables
dans I’état hydraté (Figure 111-31, droite et Tableau I11-17). Le Pl 6-6 et le Pl 6-12 présentent
des épaisseurs inférieures aux PI 3-3 et 6-9 (environ 90-100 A contre 170-180 A), sans
oscillation visible sur les courbes de réflectivit¢é des neutrons. De plus, I’inflexion
caractéristique de la présence des PI n’est visible que sur les profils de densité de longueur de

diffusion des PI 3-3 et 6-9 (Figure 111-31, droite).
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Figure 111-31 : Courbes de réflectivité des neutrons RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de densité
de longueur de diffusion (droite) du PI 3-3, Pl 6-6, Pl 6-9 et Pl 6-12 du lot 1

Tableau I11-17 : Paramétres des ajustements dans le D,O du PI 3-3, du Pl 6-6, du P1 6-9 et du Pl 6-12 lot 1 par
réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3.4
Pl 3-3 D,O PDOPA SG 49,7 39,7 0,63

0,9 M lot 1 2 Pl 3-3 132,6 + 2.6 57,9+23 522 + 0,04
Pl 6-6 D,O PDOPA SG 49,7 39,7 0,63

0,9 M lot 1 2 Pl 6-6 53,3+7.8 39,7 £2.4 4,38 £0,23
Pl 6-9 D,O PDOPA SG 49,7 39,7 0,63

0,9 M lot 1 2 Pl 6-9 115,7 +2,0 47,2 +2,0 4,90 £ 0,07
Pl 6-12 D,O PDOPA SG 49,7 39,7 0,63

0,9 M lot 1 2 Pl 6-12 64,7 £ 4,2 45,6 +2,1 3,97 +0,19
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Les solutions de greffage des PI ont été précipitées afin de déterminer les masses molaires
moyenne en nombre (Mn) et les degrés de polymérisation (DPn) des chaines libres (Tableau
[11-18). Les masses molaires des P1 6-6 et Pl 6-12 sont supérieures a celle du PI 6-9 alors que
le wafer greffé PI 6-9 posséde une épaisseur de couche organique plus importante que les wafers
greftés PI 6-6 et Pl 6-12. Le PI 3-3, comme a I’accoutumé, a une masse molaire inférieure aux
trois autres. Le greffage du P1 6-6 et du Pl 6-12 n’a peut-étre pas bien fonctionné a cause d’une
faible quantit¢ de fonction d’ancrage a la surface dii a une mauvaise réactivité lors du
surgreffage de la PDOPA. 11 est aussi possible que les densités de greffage soient différentes
entre les échantillons mais il nous est impossible de 1’évaluer par des techniques de réflectivité
a cause des rugosités importantes des échantillons. Une faible densité de greffage impliquerait
un contraste tres faible avec le D20 et donc ceci expliquerait I’absence d’inflexion sur les profils

de densité de longueur de diffusion.

Tableau I11-18 : Masses molaires (My), indices de polydispersité (I,), masses molaires des unités de répétition
(Munite) et degrés de polymérisation (DPy) des PI des solutions de greffage des wafers greffés PI du lot 1

Lot 1 M (g.mol™) lo (MW/MnN)  Munite (§.mol™) DPn
PI3-3 2300 (£6%) 3,5 (£6%) 332 6,9
PI6-6 7800 (*10%) 2.4 (£10%) 416 18,8
PI6-9 5500 (£4%) 1,6 (+4%) 458 12,0
PI6-12 7900 (£10%) 1,8 (£10%) 500 15,8

L’épaisseur n’étant pas la méme sur tous les échantillons, tout comme probablement les masses
molaires des chaines greftées, il est difficile de conclure sur le comportement des chaines en
fonction de la longueur du segment aliphatique. On peut cependant comparer le Pl 3-3 et le Pl
6-9 du lot 1 qui possedent des épaisseurs et des rugosités a sec similaires et des profils de densité
de longueur de diffusion dans I’état hydraté comparables (inflexions présentes). Les chaines
greffées sur le PI 3-3 (DP, = 6,9) sont plus petites que celles greffées sur le Pl 6-9 (DPn =12,0).
Pour autant, si on compare les profils de densité de longueur de diffusion, le gonflement de la
brosse polymére est un peu plus important dans le cas du PI 3-3 que du PI 6-9 (Figure 111-31,
droite). L’inflexion est aussi un peu plus marquée sur le profil du PI 3-3 que du PI 6-9. La SLD
du D20 est également atteinte pour une épaisseur plus importante dans le cas du PI 3-3. Ces
différences laissent supposer que la brosse polymeére est potentiellement plus « tendue » dans
le cas du Pl 3-3. La brosse de Pl 6-9 aurait donc une conformation plus flexible, comme le
suggérait les mesures d’énergie d’hydratation sur les verres greffés PI, avec moins de répulsion
¢lectrostatique au sein de la chaine. Les épaisseurs mesurées restent cependant assez faibles et

la rugosité importante. Couplés a la reproductibilité moyenne, les résultats actuels ne permettent
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pas de dégager une tendance nette. Il faudrait faire plus de mesure en variant différents

parametres de greffage pour confirmer cette tendance.

C.35 Variation de la concentration en monomére

Nous avons choisi de faire varier la concentration en monomeére de départ pour essayer de
former des couches polymeres plus épaisses afin de faciliter I’observation. Le lot 3 est constitué
de wafers de silicium avec le greffage d’une couche de PI 6-6 a deux concentrations en
monomere de départ : 0,9 et 1,2 M. Les autres paramétres de greffage sont restés inchangés et
les sous-couches PDOPA ont été effectuées dans le méme bain de greffage. Les franges de
Kiessing sur les courbes de réflectivité des neutrons dans le D20 apparaissent a plus petits Q et
sont plus marquées dans le cas du P16-6 1,2 M que celui du P1 6-6 0,9 M (Figure 111-32, gauche).
Cela laisse supposer une ¢paisseur plus grande des brosses de PI 6-6 a 1,2 M. On remarque
¢galement qu’a forte concentration, I’inflexion du profil de densité de longueur de diffusion est
bien plus marquée (Figure 111-32, droite). Par conséquent, ’observation de la brosse de PI est
d’autant plus aisée. On peut ainsi constater une épaisseur d’environ 200 A des couches

organiques greffées sur le PI 6-6 0,9 M contre 320 A sur le PI 6-6 1,2 M.
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Figure 111-32 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) des PI 6-6 0,9 et 1,2 M du lot 3

Tableau I11-19 : Paramétres des ajustements dans le D;O des Pl 6-6 0,9 et 1,2 M du lot 3 par réflectivité des
neutrons

Neutrons  Conditions Couches Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3,4
Pl 6-6 D,O Dopamine SG 50,6 = 0,6 35,5+0,1 0,62
0,9 M lot 3 Pl 6-6 84.2+25 36,4 +2.7 4,74 £ 0,15
Pl 6-6 D,O Dopamine SG 482 +2.1 344412 0,62
1,2 M ot 3 2 Pl 6-6 181,6 + 1,0 32,0+ 1,8 5,50 £ 0,01
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Cette augmentation de 1’épaisseur avec une augmentation de la concentration en monomere est
confirmée par les résultats de I’ajustement (Tableau I11-19). Les sous-couches de PDOPA SG
sont similaires pour les deux échantillons et les rugosités des deux couches PI 6-6 sont

comparables mais 1’épaisseur est deux fois plus grande dans le cas du Pl 6-6 1,2 M.

La mesure des masses molaires des solutions de greffage confirme que les Pl 6-6 formés en
suspension sont plus grands pour une concentration en monomeére de départ a 1,2 M (Tableau
[11-20). En supposant que les masses molaires des chaines libres sont équivalentes aux masses
molaires des chaines greffées dans le cas des polymérisations par étapes,®® on déduit que
I’augmentation de la masse molaire des PI permet d’augmenter 1’épaisseur des couches
organiques greffées. On peut ainsi jouer sur la concentration en monomeres de départ pour
augmenter les épaisseurs des couches organiques et faciliter ’observation en réflectivité des

neutrons.

Tableau I11-20 : Masse molaire moyenne en nombre (Mp) et en masse (Mw) et indice de polydispersité (1) des Pl
des solutions de greffage des wafers greffés PI 6-6 du lot 3

Lot 3 M (g.mol™) My (g.mol™) Iob (Mw/Mn)
Pl 6-6 0,9 M 4600 (+ 11%) 8 400 (+ 3%) 1,8 (+ 11%)
PI6-61,2 M 7 500 (+ 14%) 18 600 (+ 0,8%) 2,5 (+ 14%)

En conclusion, il faudrait donc reprendre la comparaison des différents PI avec des
concentrations en monomere de 1,2 M afin d’obtenir des masses molaires plus importantes.
Ainsi, nous observerions plus aisément des différences de gonflement des couches polymeres

sur les profils de densité de longueur de diffusion et donc potentiellement de conformation.

C.3.6 Variation du solvant deutéré

Pour vérifier que les couches ont bien la capacité a se contracter, nous avons regardé I’effet de
la modification de solvant (bon ou mauvais solvant des PI). En fonction du solvant utilisé pour
faire gonfler la couche polymeére, les contre-ions de la brosse peuvent étre dissociés ou
condensés, et donc le gonflement de la brosse peut étre plus ou moins important. Le caractére
dissociant d’un solvant est donné par sa permittivité relative (er) et n’est pas forcément
proportionnelle a son caractere polaire. En changeant de solvant, on peut changer la permittivité
relative du milieu et ainsi faire évoluer la dissociation des contre-ions pour étudier le caractere
ionique de la brosse polymére. Les échantillons ont déja été immergés dans le DO, un solvant
trés dissociant (& de I’eau = 78,4), nous avons donc choisi de les immerger dans un solvant
beaucoup moins dissociant qui est un solvant de précipitation des PI : le THF-d (erdu THF =

7,6). La SLD du THF-d est de 4 6,36.10° A2,
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C.3.6.1 Sous-couche PDOPA SG
Nous étudions d’abord I’impact de ce solvant deutéré sur la sous-couche. Les ajustements des
courbes révelent que les épaisseurs des couches sont similaires (Tableau 111-21). En revanche,
la sous-couche de PDOPA SG semble un peu moins rugueuse en solvant THF-d qu’en D20O. La
sous-couche gonfle donc légérement moins en THF-d, ce qui est confirmé par le profil de
densité de longueur de diffusion (Figure 111-33, droite). En effet, le profil de la PDOPA SG se
contracte, et la densité de longueur de diffusion du THF-d est atteinte pour une épaisseur plus
faible que dans le cas du D20. De plus, la frange de Kiessing sur la courbe de réflectivité des
neutrons de la PDOPA SG dans le THF-d est décalé vers les grands Q, la couche polymeére

collapse donc légérement dans ce solvant par rapport au D.O (Figure 111-33, gauche).
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Figure 111-33 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) de la PDOPA SG lot 2 dans le D,0O et le THF-d

Tableau I11-21 : Paramétres des ajustements dans le D;0 et le THF-d de la PDOPA SG lot 2 par réflectivité des
neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

D,O Oxide 15 2 3.4
PDOPA SG PDOPA SG 83,5+1,2 62,8 £0,8 0,60 +0,03
lot 2 THE-d Oxide 15 2 3.4
PDOPA SG 86,7+1,0 46,8 + 0,6 0,99 + 0,04

C.3.6.2 Couche PI 6-9
Comme pour la PDOPA SG, les courbes de réflectivité du PI 6-9 lot 1 dans le D20 et le THF-
d ne se superposent pas (Figure 111-34, gauche). On peut déduire qu’il y a eu une contraction de
la brosse au vue du décalage de I’oscillation vers les grands Q sur la courbe de réflectivité dans
le THF-d. Le profil de densité de longueur de diffusion dans le THF-d est aussi plus contracté

par rapport a celui en D>O (Figure I11-34, droite). Les différences sont ici plus marquées que
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pour la sous-couche PDOPA SG, donc ces variations peuvent étre attribuées a une différence
de comportement de la brosse PI en fonction du solvant. Les rugosités et les épaisseurs sont
aussi un peu moins importantes dans le cas du THF-d (Tableau 111-22). Tous ces ¢léments
confirment que la brosse de PI gonfle moins dans le THF-d et que la dissociation des contre-
ions est moins importante. Le THF-d pénétre moins a I’intérieur de la brosse de P, car c’est un

mauvais solvant de ce polymére, et celle-ci est donc moins gonflée.
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Figure 111-34 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) du PI 6-9 lot 1 dans le DO et le THF-d

Tableau 111-22 : Paramétre des ajustements dans le DO et le THF-d du Pl 6-9 lot 1 par réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3,4
D,0 PDOPA SG 49,7+29 39,7+ 1,8 0,63
Pl 6-9 Pl 6-9 115,6 £ 2,1 472+25 4,90 + 0,10
09Mlot1 THF-d PDOPA SG 60,5 £ 5,0 38,4+22 1,63
Pl 6-9 99.2 £ 18,6 41,8 + 8.4 6,02 + 0,06

Nous avons aussi immergé le PI 6-9 lot 1 dans un solvant plus polaire et dissociant que le THF
mais moins que 1’eau : le DMF-d (&rdu DMF = 36,7). Les courbes de réflectivité des neutrons
du Pl 6-9 dans les deux solvants, D;O et DMF-d, sont assez similaires, avec une deuxiéme
oscillation visible aux grands Q dans le DMF-d (Figure 111-35, gauche). Les profils de densité
de longueur de diffusion sont proches, en particulier aprés I’inflexion du profil (Figure 111-35,
droite). Le gonflement de la brosse de Pl est donc similaire dans les deux solvants. La partie
avant I’inflexion du profil, qui représente le profil de la sous-couche PDOPA SG, est plus
mou/large dans le DMF-d que dans le D20. L’épaisseur de la PDOPA SG dans les ajustements
est aussi plus grande dans le cas de la DMF-d (Tableau I11-23), il semblerait donc que laPDOPA
SG gonfle plus dans le DMF-d que dans le D2O. A cause de I’interdiffusion des couches et
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I’absence de données sur la sous-couche PDOPA SG dans le DMF-d, on ne peut cependant pas
affirmer que la sous-couche gonfle davantage dans ce solvant. Nous retiendrons simplement
que le gonflement de la brosse de PI est plus important dans des solvants avec des permittivités

relatives élevées.
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Figure 111-35 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) du PI 6-9 lot 1 dans le D,O et le DMF-d

Tableau I11-23 : Paramétres des ajustements dans le DO et le DMF-d du Pl 6-9 lot I par réflectivité des
neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3,4
D,0 PDOPA SG 49,7+29 39,7+ 1,8 0,63
Pl 6-9 Pl 6-9 115,6 £2,1 472+25 4,90 = 0,10
09Mlot1 DME-d PDOPA SG 74,7 £6,0 28,3£5,0 1,73
Pl 6-9 87,2+ 19,1 49,5 +10,0 4,78 £0,80

C.3.7 Variation du pH dans le DO

Les PI greffés en surface ne sont pas des polyméres protonables ou déprotonables donc
I’épaisseur de la brosse gonflée ne devrait pas varier avec le pH. En revanche, la sous-couche
PDOPA SG possédent des diméthylamines et des amines primaires protonables sur les
fonctions qui n’ont pas servi a greffer des chaines de PI en surface. La variation du pH entraine
I’apparition de nouveaux groupes dissociés, impliquant une augmentation de la densité de
charge des chaines. La répulsion électrostatique entre les motifs chargés a I'intérieur de la
brosse devient plus forte, ce qui provoque le gonflement de la brosse. Les fonctions
diméthylamines et amines primaires liées a des cycles aromatiques ont des pKa compris entre

3 et 5. Nous allons donc étudier les échantillons a pH 5 et 7,2 dans le D20.
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C.3.7.1  Sous-couche PDOPA SG
A pH 5, la SLD du D20 avec le tampon a été fixée a 6,3.10° A2 (contre 6,4.10° A2dans le
D20 pur) car la présence du tampon, dans ce cas-ci, diminue légeérement la SLD du mélange.
Celle-ci a donc été calculée par la méthode des fractions volumiques pour un mélange binaire.
Les courbes de réflectivité des neutrons de la sous-couche PDOPA SG lot 1 a pH 5 et 7,2
(Figure 111-36, gauche) et les valeurs issues des ajustements (Tableau 111-24) suggérent que le
pH, dans la gamme évaluée (5-7,2) n’a pas d’influence sur la sous-couche PDOPA SG. Les
profils de densit¢ de longueur de diffusion des deux échantillons ne se superposent pas
parfaitement (Figure 111-36, droite) mais on peut remarquer que 1’ajustement des modélisations
sur les données expérimentales n’est pas optimale. Les courbes de réflectivités se superposent
parfaitement donc la variation de pH n’a pas d’effet sur la sous-couche PDOPA SG. Une
variation de I’épaisseur en fonction du pH était plausible mais cela n’a pas été constaté dans ces
conditions. Il faudrait élargir la gamme d’étude sur des pH plus acides pour voir éventuellement

une variation.
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Figure 111-36 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) de la dopamine SG lot 1 dans le DO a pH 5 et pH 7,2

Tableau 111-24 : Paramétres des ajustements dans le D20 a pH 5 et pH 7,2 de la PDOPA SG lot 1 par
réflectivité des neutrons

Neutrons Conditions  Couches Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

OH 5 Oxide 15 2 3.4

PDOPA SG PDOPA SG 106,5+ 1,7 63,1 £0,4 0,63
lot 1 OH 7,2 Oxide 15 2 3,4

' PDOPA SG 93,8 +2,0 61,9+ 0,6 0,63
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C.3.7.2  Couche PI 6-9
Les courbes de réflectivité des neutrons du Pl 6-9 lot 1 a différents pH (Figure 111-37, gauche)
et les valeurs issues des ajustements (Tableau 111-25) suggérent que le pH, dans la gamme
¢valuée (5-7,2-8), n’a pas non plus d’influence sur I’épaisseur de la couche de PI et 1’épaisseur
totale. Les profils de densité de longueur de diffusion sont trés proches (Figure 111-37, droite).
Les variations restent dans le cadre des incertitudes des ajustements et les courbes de réflectivité
sont trés similaires. De 1égéres différences peuvent étre constatées dans les grandes valeurs de
Q mais celles-ci ne dépassent pas I’amplitude des barres d’erreurs des valeurs de réflectivité.
L’absence de variation de 1’épaisseur de la couche en fonction du pH n’est pas surprenante
puisque les PI ne sont pas des polymeres protonables ou déprotonables. On peut noter qu’en
présence d’un tampon pour ajuster le pH du D20, I’inflexion marquant la présence du PI sur les

profils de densité de longueur de diffusion est plus marquée que dans le D>O pur.
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Figure 111-37 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) du PI 6-9 lot 1 dans le D,O a pH 5, pH 7,2 et pH 8

Tableau 111-25 : Paramétres des ajustements dans le D;O a pH 5, pH 7,2 et pH 8 du PI 6-9 lot 1 par réflectivité
des neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3.4
OH 5 PDOPA SG 38,8 +4.2 35,7+2,5 0,63

Pl 6-9 131,4+ 1,8 24,0 3,6 5,56 + 0,04
Pl 6-9 OH 7,2 PDOPA SG 36,7+4,9 31,2+2,6 0,63

0,9 M lot 1 : Pl 6-9 1298 2.4 259+49 5,56 + 0,07
oH 8 PDOPA SG 36,9+ 4,8 34,8428 0,63

Pl 6-9 127,8 £2,2 24,9 + 43 5,63 + 0,05
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C.3.8 Variation de la force ionique par ajout de sel dans le DO

Les chaines de PI sont considérées comme des polyélectrolytes de par les charges positives
issues des ammoniums quaternaires répartis le long de la chaine. Dans I’approche développée

par Pincus,®” les brosses de polyélectrolyte sont définies par trois grandeurs caractéristiques :
-I’épaisseur moyenne de la brosse L,

-la longueur de neutralité &: c’est la distance au-dela de laquelle une charge test du

polyélectrolyte est entierement neutralisé,

-la longueur de Debye-Hiickel k™ : ¢’est la distance sur laquelle les interactions électrostatiques

sont écrantées.

La longueur de Debye-Hiickel dépend de la force ionique du systéme. En ajoutant des sels dans
le D20, on peut faire varier ce paramétre. En présence de sels, les brosses de polyélectrolyte
peuvent adopter deux régimes : le régime dominé par la brosse, ou 1’écrantage des charges est
faible, et le régime dominé par le sel, ou I’écrantage est fort. Le régime dominé par la brosse
est observé pour des densités de greffage faible et pour une longueur d’écran x* suffisamment
grande devant la longueur de neutralisation & (L << & << k™). Les ions du sel n’agissent qu’a
I’extérieur de la brosse. Ils ne jouent par conséquent aucun role dans la détermination de la
structure de la brosse. L’épaisseur L est la méme que dans le cas d’une brosse de polyélectrolyte
de faible densité de greffage et avec un taux de charge faible dans 1’eau sans sels (régime de
Pincus). Dans le régime dominé par le sel, la longueur de neutralisation § est beaucoup plus
grande que la longueur d’écran x* (L >> & >> «1). A mesure que la concentration saline
augmente, 1’écrantage réduit la répulsion des contre-ions qui est responsable de 1’étirement des
chaines. On observe alors une contraction de la brosse. Toutefois, méme pour des
concentrations salines importantes, le comportement limite des brosses de polyélectrolyte
contractées est celui d’une brosse de polymére neutre en bon solvant. Les chaine de
polyélectrolyte se contractent sous I’effet des sels jusqu’a une certaine limite. Les chaines

restent gonflées par des effets de volume exclu des contre-ions.

C.3.8.1  Sous-couche PDOPA SG
Nous allons faire varier la force ionique en ajoutant du NaCl et du KBr a différente
concentration dans le D20 afin de mettre en évidence la contraction des brosses de
polyélectrolyte. On vérifie, dans un premier temps, 1’impact de la présence des sels sur la sous-
couche polymeére neutre PDOPA SG. Une solution de D20 avec 0,4 M de NaCl a été préparée.
La concentration de 0,4 M en NaCl correspond a I’eau physiologique (9 g.L™* de NaCl dans
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I’eau). La présence de NaCl a 0,4 M dans le D.O n’affecte que trés peu la sous-couche PDOPA
SG. Les courbes de réflectivité et les profils de densité de longueur de diffusion de la PDOPA
SG lotl dans le D20 avec ou sans NaCl sont trés similaires (Figure 111-38). Les valeurs issues
de I’ajustement (Tableau 111-26) sont trés proches, dans la limite des incertitudes de la méthode.
Quand on observe les courbes en RQ*, on peut constater un léger décalage de I’oscillation en
présence de sels vers les petits Q, ce qui suggére un léger gonflement de la sous-couche par

rapport a I’'immersion en D>O pur.

O PDOPA SG lot 1 D,0
(© PDOPA SG lot 1 NaCl 0,4 M 61
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Figure 111-38 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) du PDOPA SG lot 1 dans le D;0 pur et le D,O avec 0,4 M de NaCl

Tableau 111-26 : Paramétres des ajustements dans le D20 pur et le D,O avec 0,4 M de NaCl de la PDOPA SG
lot 1 par réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

D,0 Oxide 15 2 3.4

PDOPA SG PDOPA SG 112,1 £ 1,7 61,9+ 0,4 0,63
lot 1 NaCl Oxide 15 2 3,4
0,4 M PDOPA SG 110,1 £1,2 68,0 £0,3 0,63

C.3.8.2 Couche PI 6-9
Le Pl 6-9 lot 1 a été immergé dans du D20 avec du NaCl ou du KBr 4 0,4 M. Deux sels différents
ont été testés afin de s’assurer qu’il n’y a pas un effet de sélection d’ions, les contre-ions de la
chaine PI étant des ions bromes. Les courbes de réflectivité sont trés similaires mais avec une
légere amplification de la frange de Kiessing du Pl 6-9 lot 1 dans le D,O avec les sels (Figure
I11-39, gauche). Les profils de densit¢ de longueur de diffusion attestent d’une légere
contraction de la couche PI dans le D20 avec des sels (Figure 111-39, droite). Les ajustements
donnent des caractéristiques de couches avec moins de rugosité pour les essais dans le D2O

avec des sels, ce qui confirme la 1égeére contraction des couches PI en présence de sels (Tableau
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[11-27). Cette contraction reste cependant trés faible, malgré I’écart que I’on peut voir sur les
profils de densité de longueur de diffusion, car les courbes de réflectivité se superposent trés
bien dans la limite des barres d’erreur. L’ajustement de la courbe de réflectivité pour le D20
avec 0,4 M de KBr n’a pas été faite en fixant la SLD de la sous-couche PDOPA SG car nous
n’avions pas pu vérifier la SLD en immergeant la sous-couche dans cette solution. L’ajustement
de cette courbe n’a pas été fait exactement de la méme manicre que les deux autres. Le profil
de densité de longueur de diffusion qui en découle est donc moins comparable que ceux des
courbes dans le D2O pur et le D20 avec 0,4 M de NaCl entre eux car les ajustements ont été fait

de la méme manieére.
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Figure 111-39 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) du P1 6-9 lot 1 dans le D,O pur et le D,O avec 0,4 M de NaCl ou de
KBr

Tableau 111-27 : Paramétres des ajustements dans le D20 pur, le D,O avec 0,4 M de NaCl ou de KBr du PI1 6-9
lot 1 par réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3,4
D,O PDOPA SG 49,7+2.9 39,7+ 1,8 0,63

2 Pl 6-9 115,6 +£2,1 472 +2.5 4.90+0,10
Pl 6-9 PDOPA SG 37,4+ 4,6 31,5+2,6 0,63

09MIlot1 Nacl04M P16-9 1183 4,7 37,5+5.5 525+0,17

PDOPA SG 32,7+3,8 36,2+ 3,0 0,10+0,10

KBro.4 M Pl 6-9 130,4 £ 2,8 345+6,2 5,21 +£0,20

Le Pl 6-9 lot 1 a ensuite ét¢ immergé dans une solution de D20 avec du NaCl a 1 M. Pour le
NaCl 1 M dans le D20, la SLD du solvant a été fixée a 6,3.10° A (contre 6,4.10° A2 dans le
D20 pure) car a haute concentration en sels, la SLD du mélange diminue légérement. La frange
de Kiessing sur la courbe de réflectivité des neutrons et I’inflexion sur le profil de densité de

longueur de diffusion du P1 6-9 dans le D>O avec 1 M de NaCl sont plus marquées que dans le
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D20 pur ou avec 0,4 M de NaCl (Figure 111-40, Tableau 111-27). Les résultats de 1’ajustement
suggerent donc une contraction un peu plus importante de la brosse PI 6-9 dans le D>O avec 1
M de NaCl. 11 est cependant étonnant qu’a 0,4 M, seule une légere contraction soit observée.
Pour une telle force ionique, les interactions électrostatiques sont déja trés fortement écrantées
dans le cas des polyélectrolytes en solution. Cette faible dépendance est peut-étre di a la forte
concentration locale en charges au sein de la brosse qui a pour effet d’écranter déja en partie
les interactions en jeu. Les contre-ions sont trés condensés et ne se dissocient pas dans le
solvant. De plus, les faibles masses molaires limitent aussi un éventuel collapse de la brosse. I1
se peut également que la densité de greffage soit faible et donc, malgré la présence du sel, le
régime dominé par la brosse est conserve, sans contraction visible des chaines de PI. Une étude
plus poussée en fonction de la densité de greffage et de la longueur des chaines permettrait sans

doute d’apporter plus d’information sur le comportement des brosses de PI.
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Figure 111-40 : Courbes de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profils de
densité de longueur de diffusion (droite) du P1 6-9 lot 1 dans le D,O pur et le D,O avec 0,4 ou 1 M de NaCl

Tableau I11-28 : Paramétres des ajustements dans le DO pur et le D.O avec 0,4 ou 1 M de NaCl du PI 6-9 lot 1
par réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions  Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3,4
D,0 PDOPA SG 49,7+29 39,7+ 1,8 0,63

Pl 6-9 115,6 £2,1 47225 4,90 + 0,10
Pl 6-9 Nacl04 M PDOPA SG 37,4+ 4,6 31,5+2.6 0,63

0,9 M lot 1 : Pl 6-9 1183 +4,7 37,5+5,5 525+0,17
NaCl 1 M PDOPA SG 343+3,4 23,5+34 0,63

Pl 6-9 115,0+4,5 37,5+6,3 4,90 +0,22
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C.4 Bilan des analyses en réflectivité des rayons X et des neutrons

Aprés I’ensemble des analyses, un échantillon ayant subi des analyses en pH, sels et solvants
deutérés a été de nouveau mesuré en D>O pour vérifier que les différentes conditions n’ont pas
endommagges les brosses polymeéres. Les courbes de réflectivité et les modélisations mettent
en lumiére une tres légere diminution non significative (Annexe F, p. 265). Les échantillons

sont donc identiques avant et apres les mesures.

La méthode de greffage que nous avons employé sur les wafers de silicium a permis d’étre au
plus pres des conditions de greffage réalisées sur le verre. Cette méthode de greffage n’est
cependant pas suffisamment contr6lée en terme de rugosité pour la sous-couche PDOPA SG
mais aussi en terme de masses molaires pour la couche de PI. La polyaddition en surface est
tres dépendante de la steechiométrie et a donc un impact direct sur 1’épaisseur des couches
polyméres greffées. Les faibles épaisseurs alliées aux rugosités importantes ainsi que la
reproductibilit¢ moyenne des couches de PI greffées n’ont pas permis de dégager une tendance
nette en faveur d’une différence de conformation pour confirmer les mesures d’énergies de
surface. Cette conformation différente des chaines avec des segments aliphatiques plus ou

moins longs pourrait expliquer les différences au niveau du pouvoir antibactérien des PI greffés.

L’¢étude a néanmoins permis de mesurer et de modéliser les profils de densité de longueur de
diffusion de la sous-couche et des couches PI a 1’échelle moléculaire sur des systémes
multicouches difficiles a étudier. 11 a aussi été possible de déterminer avec précisions les
épaisseurs a sec de ces couches. Ceci nous a permis de mettre en évidence des problémes de
reproductibilité des surfaces a I’échelle moléculaire qui n’ont cependant pas d’impact sur leurs
propriétés antibactériennes au niveau microscopique. Les mesures a sec et dans le D2O ont
¢galement permis d’évaluer I’extension des brosses en solution. Nous avons pu montrer
notamment que 1’extension des brosses de PI n’excédent pas 20 nm dans le cas des
concentrations en monomeres a 0,9 M lors de la polyaddition. Il est alors intéressant de
constater que des chaines de I’ordre de la dizaine de nanométre suffisent a perturber 1’adhésion
de bactéries au niveau micrométrique. Le mécanisme de perturbation de la membrane par les
chaines de PI est donc tres local. Bien qu’il y ait peu de différence structurale sur les profils de
densité de longueur de diffusion des PI de la gamme aliphatique, il y a un différence d’efficacité
antibactérienne notoire entre les PI greffés comme nous I’avons montré sur les tests d’adhésion.
On peut alors penser que 1’extension de la brosse de PI, et donc sa conformation en milieu
hydraté, n’est pas le seul parametre influencant I’efficacité antibactérienne de ces surfaces. Pour

aller plus loin dans ces considérations, il faudrait connaitre les masses molaires des chaines
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greftées ainsi que les densités de greffage. Néanmoins, il n’est pas exclu que des réactions
biochimiques locales dii aux segments hydrophobes longs puissent aussi expliquer I’efficacité
antibactérienne. Enfin, nous avons également mis en évidence l’influence de différents
parameétres (solvant, pH, force ionique) sur le gonflement des brosses de PI. Dans le cas de la
force ionique, il est assez étonnant de constater que la contraction des brosses est tres légere a
0,4 et 1 M de NaCl dans le D>0. Il est probable que le gonflement dans le D20 pur des brosses
de polyélectrolyte étudiées soit proche de la limite de contraction en présence de sels. Les
faibles masses molaires et la densit¢ de charges importantes empéche de provoquer une
contraction plus significative de la brosse méme en présence de 1 mol.L™! de NaCl dans le D2O.

Le régime « dominé par la brosse » est alors conserve.

Plusieurs pistes sont cependant envisageables pour améliorer les futures mesures. L’étude en
concentration a montré qu’il est possible d’augmenter les masses molaires et donc 1’épaisseur
des couches de PI greffées en augmentant la concentration des monomeres de départ. Ainsi,
I’observation des franges de Kiessing et ’influence des variations de conditions sur les profils
de densité¢ de longueur de diffusion pourraient étre d’avantage marquées sur des échantillons
avec des concentrations en monomeres de 1,2 M. Nous pourrions aussi essayer de réaliser une
sous-couche moléculaire afin d’obtenir une plateforme d’ancrage trés controlée et reproductible
pour réaliser la polyaddition en surface des PI. De plus, avec une sous-couche moléculaire, nous
¢liminerions aussi le probléme de gonflement de la PDOPA SG. Cela faciliterait les analyses et
les conclusions puisque seule la sous-couche PI serait en capacité de gonfler. Une autre
approche pourrait étre de s’affranchir complétement du greffage sur une surface en réalisant
une analyse a I’interface air/liquide sur un film de Langmuir-Blodgett. Il faudrait pour cela
synthétiser un copolymere a bloc PI avec un bloc hydrophobe comme du polyéthyléne. Le bloc
hydrophobe se collapserait a I’interface air/liquide du film et les chaines PI du bloc hydrophile
pourrait s’étirer dans le liquide. Nous pourrions ainsi étudier I’extension des chaines avec un
meilleur contrdle sur les masses molaires des copolymeres grace a des analyses par SEC-MALS

préalablement a I’étude en réflectivité des neutrons.

D. Conclusions et perspectives

Le greffage des Pl sur des lames de verre a été effectué avec succes comme ’atteste les mesures
XPS et de potentiel zéta. Les analyses microbiologiques ont permis de démontrer que les PI

conservaient leur pouvoir antibactérien méme une fois greffés sur des surfaces. Les essais
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d’adhésion mettent en évidence le pouvoir antibactérien des lames de verre greftées PI, c’est-
a-dire leur capacité a inhiber ou perturber 1’adhésion microbienne sur les surfaces. Pour montrer
le pouvoir bactéricide des surfaces, comme c¢’est le cas pour les PI en solution, nous pourrions
faire des essais supplémentaires pour vérifier la mortalité des bactéries apres leurs décrochages
des surfaces. Les tests de cytotoxicité, aussi bien ceux réalisés en interne qu’en externe,
prouvent ’absence de cytotoxicité des matériaux modifiés et I’absence de relargage dans les
conditions des essais. Ces résultats encourageants doivent étre complétés par des études plus
approfondies (souches supplémentaires par exemple) mais sont déja un premier pas pour mettre
en ¢évidence la faisabilité de I'utilisation de ces matériaux dans I’agroalimentaire. La volonté
croissante des consommateurs de ne plus utiliser des emballages a usage unique et d’acheter en

vrac marque en effet un retour des emballages et récipients en verre.

Les mesures d’énergie de surface ont mis en évidence un gradient d’énergie d’hydratation (AG)
en fonction de la longueur du segment aliphatique du PI grefté. Ceci est 1i¢ a une plus grande
flexibilité¢ des PI avec des segments aliphatiques plus longs, et donc potentiellement a une
conformation différente de ces PI par rapport aux PI a segments courts qui conserveraient une
conformation brosse plus tendue. Pour vérifier et compléter ces analyses, des études en
réflectivité des rayons X et des neutrons ont été menées. Cela a permis dans un premier temps,
de mettre en place un nouveau procédé de greffage des Pl sur les wafers de silicium. Dans un
deuxieéme temps, cette étude approfondie sur les couches de PI a sec et en milieu hydraté a mis
en lumiere les comportements particuliers des chaines PI, notamment en fonction de la force
ionique. Les épaisseurs a sec et les profils de densité de longueur de diffusion dans I’état hydraté
des couches ont pu étre déterminés. La faible variation observée malgré les trés fortes
concentrations en sel est un comportement inattendu pour des chaines de polyélectrolyte qui
mérite d’étre étudi¢ davantage par des mesures complémentaires. Un premier résultat a mis en
avant une différence potentielle de conformation des brosses en fonction de la longueur du
segment aliphatique, mais une tendance nette sur toute la gamme n’a cependant pas été

observée.

Plusieurs pistes, évoquées précédemment, sont envisageables pour poursuivre I’étude et nous
avons commencé a explorer I’'une d’entre elle. Afin de s’affranchir de la sous-couche PDOPA
SG lors des mesures de réflectivité (gonflement et rugosité), un nouveau procédé de greffage a
base d’une sous-couche moléculaire avec des silanes possédant des fonctions diméthylamines
(N, N (dimethylaminopropyl) trimethoxysilane) a été mis en place (Figure 111-41).%38 Les

silanes sont particulierement adaptés aux greffage sur les wafers de silicium et permettre
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d’obtenir des sous-couches trés peu rugueuses et controlées. La polyaddition des PI en surface
a ensuite été menée sur les fonctions diméthylamines greffées, en ajoutant les monomeres

dibromes et diamines. La réussite du greffage a été attestée par des analyses XPS.
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Figure I11-41 :Schéma du procédé de greffage de la mono-couche silane sur des wafers de silicium

Les wafers greffés par ce procédé silane ont été analysés en réflectivité des rayons X afin
d’évaluer I’épaisseur des couches de PI greffés. Les courbes de réflectivité montrent bien une
accentuation des franges des Kiessing aprés I’ajout des chaines PI (Figure 111-42). Les
parametres des ajustements des couches a sec indiquent cependant que les couches de PI
greffées sont trés fines ( < 15 A), ce qui est problématique pour I’observation en réflectivité des

neutrons (Tableau I11-29).

) e Données silane sec
107 4 Ajustement silane

Données silane + Pl 6-6 sec
—— Ajustement silane + Pl 6-6

26(%)

Figure 111-42 :Courbes de réflectivité des rayons X a sec de la sous-couche silane et de la sous-couche silane
avec le P16-6

Tableau 111-29 : Paramétres des ajustements a sec de la sous-couche silane et de la sous-couche silane avec Pl
6-6 par réflectivité des rayons X

RX Conditions Couches Epaisseur (A)  Rugosité (A) F (el/at)
Silane 5h Oxide 10,2 +2,3 32+0,3 0,69 £+ 0,02
1%v > Silane 15,4402 4,70 % 0,5 0,29 = 0,02
Silane 5h Oxide 15,0 £ 1,3 54+0,1 0,69
1%v + sec Silane 13,2+1,0 42+1,2 0,29
P16-6 Pl 6-6 12,4+ 0,9 1,3+0,4 0,20 £+ 0,01
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La densité de greffage de la sous-couche silane est probablement insuffisante dans les
conditions testées. Sinous augmentons le temps d’immersion des wafers dans la solution silane
au-dela de 5 h, les courbes de réflectivité des rayons X présentent des franges de Kiessing
nombreuses et des épaisseurs plus importantes de la sous-couche silane sont observées. Ceci
suggére dans ce cas la formation de multicouches. Or, il est nécessaire de former une mono-
couche afin d’éviter le gonflement de celle-ci. Les paramétres de temps et de concentration,
mais aussi de solvant et de chauffage peuvent encore étre amélioré afin de réussir a obtenir une
couche moléculaire dense qui réponde a nos exigences. Comme démontré par I’étude en
réflectivité des neutrons, nous pourrions aussi faire varier la concentration en monomeres des

PI afin d’augmenter 1’épaisseurs des couches PI.

La faisabilité et ’efficacité du greffage des PI a été démontrées sur des lames de verre et des
wafers de silicium. Nous souhaitons désormais réaliser le greffage des PI sur une surface plus
inerte mais largement plus utilisé que le verre dans I’industrie agroalimentaire : le polyéthyléne
(PE), matériau de base des films alimentaires. L’adaptation du procédé de greffage a cette
surface et 1’¢tude en biologie (tests d’adhésion et de cytotoxicité¢) de ces matériaux va faire

I’objet du chapitre suivant.
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Chapitre IV : Polyionénes en surface : applications sur le polyéthyléne

Apreés une étude approfondie de systémes modeles tels que le verre et le wafer de silicium, nous
avons transposé ces connaissances au matériau d’intérét dans le cadre du projet ANR
BRICAPAC : le polyéthyléne (PE). En effet, celui-ci est le constituant principal des films
d’emballages alimentaires. Outre le greffage, deux autres méthodes de modification du PE ont
¢été réalisées. Les films de PE utilisés dans ce chapitre ont été fournis par le partenaire du projet
BRICAPAC : Bolloré Division Films Plastiques. Les films alimentaires de PE produits par

Bolloré sont composés de différentes couches possédant chacune une composition et un role

particuliers (Figure 1V-1).

Milieu extérieur

* Polyéthyléne )
* Microparticule de SiO, : augmentation rugosité pour

limiter adhésion entre deux feuilles lors du bobinage
» Tensioactif : action antibuée )

Couche barriere * Couche de EvOH : limiter passage de gaz type O,, CO,, H,0
Couche intermédiaire RTINS
Couche barriére ¢ Couche de EVOH : limiter passage de gaz type O,, CO,, H,0

« Polyéthylene h
Surface interne « Microparticule $i0,
* Tensioactifs J

Surface externe

Figure IV-1 : Schéma d’un film alimentaire multicouche thermo-rétractable

La surface externe et la surface interne du film sont constituées de PE auquel on peut ajouter
des tensioactifs pour empécher la formation de buée. Des microparticules de silice peuvent étre
ajouté pour augmenter la rugosité du film, limitant ainsi 1’adhésion entre deux feuilles lors du
bobinage (conditionnement). La couche barriére est constituée d’EVOH, un copolymére
d’éthyleéne et d’alcool vinylique, qui empéche le passage de gaz comme le dioxygene ou le
dioxyde de carbone. La couche intermédiaire est constituée de polypropyléne ce qui donne de
meilleurs propriétés de structure et une meilleure résistance a I’étirement au film. Le film de
Bollor¢é Division Films Plastiques est thermo-rétractable. C’est un film étiré qui va se contracter
autour de la barquette lors du procédé d’emballage. Dans le cadre de ce projet, Bolloré Division
Films Plastiques nous a fourni des films de 100 um d’épaisseur, produit sur leur ligne pilote et

constitué uniquement de polyéthyléne, réticulé ou non.

La premiere méthode pour fonctionnaliser le PE consiste a transposer le greffage appliqué sur
le verre au PE et ainsi créer des PE greffés polyionénes (PI). La sous-couche de polydopamine

peut en effet se greffer sur de nombreux matériaux, y compris des matériaux peu réactifs.’™ La
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deuxieéme méthode a pour objectif de formuler une encre réticulable sous U.V. contenant du PI
afin d’imprimer, par impression jet d’encre, un revétement antibactérien sur le PE. Enfin, dans
une troisieme méthode, le PI a été incorporé en masse (« bulk ») dans la matrice de PE via un
mélange maitre par un procédé d’extrusion (Collaboration avec 1’équipe de Bolloré Division
Films Plastiques). Pour chaque matériau créé, I’efficacité pro-adhésive associée ou non a un
effet antimicrobien ainsi que la cytotoxicité sur des cellules mammaliennes ont été évaluées.
La présence de relargage est un point qui a été particulie¢rement étudié. Ce chapitre regroupe les
résultats des trois stratégies qui ont été mises au point pour fonctionnaliser le PE avec des Pl en

surface.

A. Greffage des polyionéenes sur le polyéthyléne

Nous avons choisi d’adapter le procédé développé sur le verre directement sur les films de PE.
La polydopamine se greffe en effet trés bien sur le PE.®7 Le protocole est presque identique a
celui appliqué sur le verre et est fourni en Annexe A (p. 217). Un résumé des étapes du protocole
et les caractérisations du greffage des PI sur le PE sont rassemblés dans la premiere partie.
Apres les analyses XPS pour attester du greffage, des caractérisations biologiques ont ¢été
effectuées sur les PE greffés PI. Enfin, I’efficacité de ces PE modifiés a été comparée a celle

des verres greffés PI développés dans le Chapitre III.

A.1 Chimie et caractérisations du greffage des Pl sur le PE

Le procédé s’effectue toujours en trois étapes (Figure 1V-2) avec le greffage de la
polydopamine, puis la polymérisation « Graftfast » du méthacrylate de diméthylaminoéthyle

(MADAME) et enfin la polyaddition en surface des polyionénes (PI).

Surface greffée Surface greffée
PE témoin PMADAME PI
N(CHs); 3) Dibrome et
Plasma 1) Dopamine N(CH3), diamine
— \ ——
(CH3) it
2) MADAME - Po'gzgd;tl'm
Polymérisation N(CHs)

« Graftfast » N(CHs),

Figure IV-2 :Schéma du procédé de greffage des PI sur le PE
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Au lieu du traitement piranha sur le verre, le PE a été nettoyé et rendu plus hydrophile par un
traitement plasma. Le plasma est réalisé pendant 5 minutes sous flux de dioxygeéne a 0,2 mbar.
La surface de PE est ensuite immergée dans une solution de dopamine a 3 mg.mL™* dans une
solution tampon TRIS dans 1’eau déionisée a 10 mmol.mL™?. Le pH de la solution tampon est
ajusté a 8,5. La solution est également mise sous agitation pour apporter de I"oxygéne et
favoriser 1’oxydation de la dopamine. Afin de former une couche dense sur le PE en un temps
plus court, la concentration de la solution de dopamine a été augmentée par rapport au protocole
sur le verre. Le PE est immergé seulement 24 h dans la solution de dopamine, contre 48 h dans

le cas du verre.

La polymérisation en surface du MADAME par « Graftfast », pour former le polyméthacrylate
de diméthylaminoéthyle (PMADAME), s’effectue par I’ajout successif, sous agitation, de
différentes solutions comme décrit précédemment pour le greffage a partir du verre. On laisse
réagir le PE pendant 2 h dans le mélange sous forte agitation. Aprés la réaction, le film de PE

est lavé abondement a I’acétone, I’eau déionisée et 1’éthanol.

Le greffage de la couche de Pl sur le PE greffé¢ PMADAME s’effectue de la méme manicre que
sur des lames de verre. Le film de PE greffé PMADAME est mis en présence des monomeres
dibromes et diamines pour former en surface le Pl 3-3 et le Pl 6-6. Les monoméres nécessaires
pour former chacun des PI sont les mémes que ceux utilisés pour la polymérisation en solution
(Chapitre 11-B). Les monomeéres sont ajoutés en proportions steechiométrique a une
concentration de 0,9 M dans le méthanol. La réaction est effectuée sous agitation, a 65°C,
pendant environ 16 a 18 h. A la fin de la réaction, le PE greffé¢ PI subit un nettoyage plus
approfondi que les autres surfaces car les premiers tests microbiologiques avaient révélé la
présence de relargage. Il restait sur la surface beaucoup d’espéces physiosorbées, liées par des
interactions ¢lectrostatiques ou hydrophobes, qu’il fallait ¢liminer avant les essais biologiques.
Le PE greffé PI est lavé par des bains successifs de 30 minutes dans le méthanol et 1’eau
déionisée sous agitation. A la fin des lavages, les PE greffés PI sont séchés sous cloches a vide

afin d’étre caractérisés.

Le greffage des PI sur les surfaces de PE a été vérifié par des mesures XPS. Le greffage de la
PDOPA est attesté sur le spectre global par I’apparition d’une contribution azote (N 1s) qui
n’est pas présente sur le film de PE non-modifié (Figure IV-3, a). Le spectre a haute résolution
du pic N 1s indique qu’il est situé¢ autour de 400 eV et il est donc caractéristiques des liaisons

C-N (Figure 1V-3, b).
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Figure 1V-3 : a) Spectres globaux du PE et du PE greffé PDOPA et b) spectres a haute résolution N 1s sur ces
mémes surfaces. ¢) Spectres globaux des PE greffés PMADAME et PI 3-3 et d) spectres a haute résolution N s
sur ces mémes surfaces

Aprés le greffage du PMADAME, on constate sur le spectre a haute résolution que le pic N 1s
se divise en trois contributions (Figure 1V-3, d) : une a 400 eV caractéristique des liaisons C-N
qui est majoritaire, et deux minoritaires a 402 eV et 406 eV caractéristiques des liaisons C-N*
et N-O respectivement. La présence de la contribution a 402 eV est probablement le résultat
d’une protonation des groupes pendants diméthylamines du PMADAME, puisque ce greffage
s’effectue dans des conditions acides. La présence de liaisons N-O provient des fonctions NO>
issues de la formation in-situ du sel de diazonium a partir du 4-nitroaniline et de la couche de
polyphényléne. Sur le spectre a haute résolution, le pic de I’azote apres le greffage du PI 3-3

est réparti seulement entre les deux contributions a 400 eV et 402 eV (Figure 1V-3, d).

La contribution a 402 eV devient majoritaire aprés le greffage du PI 3-3, signe de
’augmentation de la part des liaisons C-N* caractéristique des PI (Tableau 1V-2). De plus, sur
le spectre global du Pl 3-3, les signaux caractéristiques du contre-ion brome sont visibles
(Figure 1V-3, ¢). Ainsi, avec les %atomiques déterminées sur les spectres globaux (Tableau
IV-1), il est possible de calculer le ratio entre la proportion des liaisons C-N* de la contribution
N 1s et la contribution Br 3d.
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Tableau IV-1 : Compositions chimiques des PE modifiés (% atomique) déterminées sur les spectres globaux

Couches C1s O 1s N 1s Br 3d Si2p
PE 86,5 % 10,4 % - - 3,1%

PDOPA 77,7 % 16,0 % 6,3 % - -
PMADAME 748% 17,5 % 7,7% -
PI 3-3 64,6 % 25,5 % 6,2 % 3,8% -

Tableau IV-2 : Contributions (% atomique) N 1s déterminées sur les spectres a haute résolution

Couches 400eV (C-N)  402eV (C-N") 406 eV (N-O)

PE
PDOPA 100 % - -
PMADAME 50,3 % 23,3 % 26,4 %
Pl 3-3 46,5 % 53,6 % -

Le ratio C-N*/Br calculé est de 0,9, pour un ratio théorique de 1, il est donc cohérent avec la
structure du polymere. Tous ces €léments permettent d’affirmer que le greffage du PI en surface
a été effectué avec succes. Il est cependant difficile d’évaluer 1’épaisseur des couches car la
majorité de la contribution carbone provient du film de PE. De plus, un effet de charge a été
constaté lors des analyses sur les films de PE ce qui explique le bruit de fond important sur

certains spectres.

A.2 Caractérisations biologiques des PE greffés PI

Comme précédemment, les essais biologiques menés ont pour objectif d’évaluer le pouvoir
antibactérien des PI une fois greffés sur le PE et la cytotoxicité éventuelle des matériaux
modifiés. Ces évaluations sont effectuées avec les mémes essais d’adhésion et les mémes tests
de cytotoxicité que ceux présentés lors du Chapitre III. Les détails expérimentaux des méthodes
sont fournis en Annexe A (p. 217). Les essais ont été effectués sur les PE greffés PI 3-3 et Pl

6-6. Le PE sans traitement a été utilis€ comme témoin lors des essais.

A2l Essais d’adhésion

Les performances des matériaux ont été évalués sur la souche Staphylococcus aureus 768 (S.
aureus, Gram+), pendant 3 h d’adhésion en eau déionisée a 37°C. Les résultats présentés sont
normalisés pour une suspension bactérienne a précisément 10° UFC.mL™. Ils sont la moyenne
des résultats de trois manipulations pour le PE témoin et le PE PI 3-3, et de deux manipulations

pour le PE PI 6-6. L observation des supports au microscope, apres le décrochage aux ultrasons,
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permet d’attester de I’efficacit¢ de la méthode puisqu’on observe aprés décrochage

majoritairement des champs noirs.

Dans un premier temps, 1’observation de la flore totale adhérente au microscope a
épifluorescence des films de PE modifiés et témoin est effectuée (Figure 1V-4). Il est important
de remarquer que la quantité de bactéries ayant adhérées sur la surface de PE témoin est bien
plus faible que sur les PE greffés. En effet, sur les clichés de microscopie a épifuorescence, la
répartition de la flore totale est trés hétérogeéne et en amas sur le PE témoin (Figure 1V-4, a) ce

qui n’est pas le cas sur les PE greffés PI (Figure 1V-4, b).

¥ =~ > "

Figure V-4 : Flore totale au microscope optique (grossissement x40) a) du PE témoin et b) du PE greffé PI 6-6
(échelle : barre blanche = 50 um)

De part ces observations, la présence d’un effet pro-adhésif sur les films de PE greffés PI est
avérée. L’adhésion faible et hétérogeéne sur le PE témoin est devenue une adhésion importante

et homogéne sur les surfaces de PE greftés PI grace a la fonctionnalisation de surface réussie.

Le dénombrement de la flore totale est ensuite comparé au dénombrement des bactéries viables
cultivables adhérentes. Les résultats sont reportés sur Figure 1V-5. Le dénombrement de la flore
totale est plus important sur les PE greffé PI que le PE témoin, I’effet pro-adhésif des PE
modifiés est donc validé. En revanche, 1’écart entre la flore totale et les bactéries viables
cultivables adhérentes est plus important dans le cas du témoin. La différence est de 2,2 log
bactérie.cm™ pour le PE témoin alors qu’elle n’est que de 1,2 et 1,6 log bactérie.cm™ pour le

PE PI 3-3 et le PE PI 6-6 respectivement.
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Figure IV-5 : Dénombrement sur S. aureus en eau déionisée de la flore totale et des bactéries viables cultivables
adhérentes sur des surfaces de PE greffées PI (PE témoin et PE PI 3-3n=3; PEPI 6-6 n =2)

Les données de flore totale obtenues sur le PE témoin témoignent d’une grande variabilité, et
donc d’un écart-type important, de ces matériaux natifs liés a des hétérogénéités de surfaces.
Cette variabilité n’est toutefois pas retrouvée sur le dénombrement des bactéries viables
cultivables qui reste faible au regard des données sur les PE greffés PI. Si I’ensemble de ces
résultats ne permet pas de statuer sur un effet antibactérien des PE greffés PI en les comparant
a ce témoin, en revanche il permet de souligner I'intérét de ces matériaux modifi€s par une
réduction de la charge bactérienne dans le fluide environnant. La différence entre la flore totale
et la flore viable cultivable permet de calculer des pourcentages d’efficacité de 94,0% et 97,8%
sur le PE greffé PI 3-3 et le PE greffé PI 6-6 respectivement. La diminution des bactéries viables
cultivables adhérentes pourrait provenir d’un effet antibactérien, mais il n’est pas possible de

quantifier la part de la diminution qui est due a des pertes expérimentales.

Nous avons donc cherché ce qui pouvait étre la source de 1’hétérogénéité des résultats de flore
totale sur le PE témoin afin d’en améliorer le dénombrement. L’adhésion faible et hétérogene
sur le PE témoin rendent la flore totale plus difficile a dénombrer sur les clichés
photographiques, ce qui explique la grande incertitude observée sur les résultats du témoin.
Malgré la prise en compte des champs noirs rencontrés dans le calcul de la flore totale, il est

probable que nous la surestimions car nous ne pouvons pas analyser toute la surface.

Le PE est un matériau hydrophobe pour lequel S. aureus a visiblement moins d’affinité que
pour le verre, la souche adheére donc en quantité réduite. L’évaluation du potentiel zéta du PE
témoin a pH 5,5 donne une valeur de -34,2 mV, la charge de surface apparente du PE est donc

négative. En eau déionisée, il n’y a pas de sels ou de molécules pour masquer les charges de
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surface du substrat ou des bactéries. Ainsi, il y a une répulsion électrostatique entre ces deux
¢léments puisque les parois des bactéries sont globalement chargées négativement aussi. Cette
répulsion pourrait expliquer la faible quantité de bactéries adhérentes et le manque d’affinité de
S. aureus pour le PE témoin, alors que la souche adhére en grande quantité sur les PE greffés

PI puisque les PI conferent des charges positives en surface du matériau.

Afin d’augmenter la quantité de bactéries S. aureus adhérentes sur le témoin, nous avons fait
un essai en changeant le milieu suspendant lors des essais d’adhésion par de I’eau physiologique
(NaCl 9 g.L? dans I’eau déionisée). Cet essai est présenté sur la Figure 1V-6. L’ajout de sels
permet de masquer en partie les charges apparentes de surface et devrait faciliter 1’adhésion des

bactéries sur la surface de PE témoin.

Flore Totale ™ Viable Cultivable
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Figure IV-6 : Dénombrement sur S. aureus en eau physiologique de la flore totale et des bactéries viables
cultivables adhérentes sur des surfaces de PE greffées PI

Dans cet essai en eau physiologique, une augmentation de la flore totale est constatée sur le PE
témoin ainsi qu’une répartition plus homogene des bactéries sur la surface. Cependant, de par
la présence de sels, I’effet pro-adhésit des PE greffés PI est beaucoup moins marqué dans ce
cas-ci. L’écart entre le dénombrement de la flore totale et des bactéries viables cultivables
adhérentes est de 0,9 ; 1,2 et 1,6 log bactérie.cm™ sur le PE témoin, le PE PI 3-3 et le PE Pl 6-
6 respectivement. Il est a noter que cet écart est un peu plus important dans le cas des PE
modifiés que sur le témoin. De plus, les écarts pour les PE greffés PI sont les mémes, que les
essais soient faits en eau physiologique ou en eau déionisée. L’écart entre la flore totale et le
dénombrement des viables cultivables sur ce PE témoin reste cependant plus grand que sur le
témoin verre (0,1 log bactérie.cm™). Une partie des bactéries décrochées est donc « perdue »

lors de la manipulation des films de PE. La non planéité et la flottabilité des films les rendent
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en effet difficiles a immerger sans tiges pour les maintenir. La diminution du nombre de
bactéries viables cultivables observée sur les PE greffé PI est donc en partie di a de la perte
expérimentale. L’ensemble de ces données pourrait indiquer un pouvoir antibactérien des PI

greffés mais plus faible que dans le cas des verres.

A T’issu de ces essais en eau déionisée et physiologique, on ne peut qu hypothétiser sur le
pouvoir antibactérien des PE greffés PI, pouvoir qui serait toutefois faible par rapport a un
témoin ou I’adhésion est équivalente a celle des PE modifiés. Des répétitions supplémentaires
sont cependant nécessaires pour conclure définitivement, 1’essai en eau physiologique n’a en
effet été répété qu’une seule fois et le témoin ne semble pas idéal pour quantifier I’importance
de I’effet antibactérien. Une possibilité intéressante pour conclure sur le pouvoir antibactérien
serait de dénombrer la quantité de bactéries viables non cultivables, ¢’est-a-dire les bactéries
vivantes mais qui n’ont pas été capables de se multiplier aprés I’exposition aux matériaux
modifiés, et la quantité de bactéries mortes par des techniques de biologie moléculaire
(cytométrie en flux). De tels méthodes permettraient notamment de repérer les bactéries
métaboliquement actives. Nous pourrions ainsi attester du pouvoir antibactérien des surfaces

mais aussi discriminer entre un pouvoir bactériostatique ou bactéricide des PE greffés PI.

Les PE greffés PI sont, en revanche, fortement pro-adhésifs sur S. aureus par rapport au témoin
PE. Cette propriété a également été constaté dans certains cas lors de I’évaluation de 10 souches
sauvages dans le cadre du projet ANR BRICAPAC (Tableau IV-3). Ainsi, le pouvoir pro-
adhésifs des PE greffés PI est souche-dépendant.

Tableau IV-3 : récapitulatifs des effets des PE greffés Pl sur les 10 souches sauvages du projet BRICAPAC

Catégorie Noms de la souche PE greffé PI 3-3 PE greffé PI 6-6
Salmonella Typhimurium Effet pro-adhésif
Pathogénes Staphylococcus aureus

Listeria monocytogenes
Pseudomonas sp.

Altérations Brochotrix Effet pro-adhésif
Serratia sp. Effet pro-adhésif Effet pro-adhésif
Lactobacillus casei
Lactiques Lactobacillus sakei Effet pro-adhésif Effet pro-adhésif
Leuconostoc mesenteroides Effet pro-adhésif

Lactococcus lactis

Cet effet témoigne de 'utilité de ces PE modifiés en tant que piege a bactérie. Dans le cas d’un
emballage alimentaire, ces bactéries pi€égées ne se retrouveront pas dans le fluide environnant

de I’aliment. Cela contribue a diminuer la charge infectieuse des bactéries viables cultivables.
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Les films de PE greffés PI sont capables de piéger 10° bactérie.cm™ sur une suspension
bactérienne contaminante de 10 UFC.mL™. La population microbienne sur les aliments étant
d’environ 10%-10° bactérie.cm?, les films de PE modifiés pourront capter la majorité des
bactéries présentes dans 1’emballage. La contamination des films de PE modifiés avec des
suspensions bactériennes a 102, 10* et 106 UCF.mL™? a en effet mis en évidence la linéarité de
cet effet par rapport a la taille de I’inoculum. De plus, au vue des essais réalisés sur les souches
sauvages, ces PE modifiés pieégeraient préférentiellement les bactéries pathogénes et

d’altération par rapport aux bactéries lactiques (« positives »).

A2.2 Tests de cytotoxicité des PE greffés PI

La cytotoxicité des PE greffés PI a été évaluée en observant des tapis cellulaires de fibroblaste
de souris (L929) apres une exposition de 48 h aux matériaux. A I’issue des 48 h, les matériaux
ont été retirés et un test MTT a été effectué pour évaluer la viabilité cellulaire. Les PE modifiés
flottaient dans les puits de culture, par conséquent ils n’étaient pas en contact direct avec les
tapis cellulaires. Ce test permet donc d’évaluer la présence d’un éventuel relargage apres 48 h
d’exposition aux matériaux. Le controle est un tapis cellulaire sans matériaux. Les essais ont
été répétés pour trois matériaux distincts. Les pourcentages de viabilité cellulaire des L.929 en

présence du PE témoin et des PE greffés PI 3-3 et Pl 6-6 sont récapitulés sur la Figure 1V-7.
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Figure IV-7 : Résultats de cytotoxicité sur L929 pour des PE greffés PI et un PE témoin (n = 3)

Les essais n’indiquent pas de cytotoxicité des PE greffés PI car les viabilités cellulaires sont
au-dessus de 70% et comparables a celle du contrdle. En effet, un test statistique de Student a
été effectué sur ces valeurs et confirme qu’il n’y a pas de différence significative entre le
contrdle et le PE témoin, le PE PI 3-3 et le PE Pl 6-6 (p-valeur > 0,05 dans tous les cas). Une
répétition supplémentaire serait néanmoins nécessaire car les tests de Student ne sont effectués
que sur une gamme de trois valeurs, alors qu’ils avaient été effectués sur une gamme de six

valeurs dans le Chapitre II. Ces résultats indiquent que les nettoyages approfondis sont efficaces
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et qu’on ne constate plus de relargage des PE greffés PI ou qu’a minima ce relargage est non
cytotoxique. S’il y a du relargage, il est d’une concentration inférieure a 15 ug.mL™ sur le PE
PI 3-3 et 5 ug.mL? pour le PE PI 6-6, les seuils de cytotoxicité déterminés sur les L929 dans le

Chapitre Il pour ces Pl en solution.

L’évaluation de la cytotoxicité n’a pas été faite avec un contact direct de la surface sur les tapis
cellulaires de 1.929. Par conséquent ces résultats ont été complétés par une évaluation de la
cytotoxicité des films de PE greffés PI par contact direct sur des épidermes humains pendant
24 h. Ces essais ont été réalisés par un laboratoire externe sur des épidermes de peau humains
reconstruits (Skint+). Pour le contrdle négatif, les épidermes ne sont pas traités et pour le
contrdle positif, les épidermes sont traités avec une solution de sodium dodecyl sulfate (SDS)
a 0,5% dans le milieu de culture. Les essais ont été répétés pour trois matériaux distincts. Les
pourcentages de viabilité cellulaire des épidermes humains en présence du PE témoin et des PE

greffés PI 3-3 et Pl 6-6 sont récapitulés sur la Figure 1V-8.
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Figure IV-8 : Résultats de cytotoxicité sur épidermes humains reconstruits pour des PE greffés PI et un PE
témoin (n = 3)

Les essais n’indiquent pas de cytotoxicité des PE greffés PI car les viabilités cellulaires sont
au-dessus de 70%. Le test de Student indique qu’il n’y a pas de différence significative entre le
contrdle négatif et le PE témoin (p-valeur > 0,05). En revanche, il existe une différence
significative entre le contréle négatif et les PE greffés PI 3-3 et Pl 6-6 (Student, p-valeur =
0,003 et p-valeur = 4.10° respectivement). La légére diminution de viabilité cellulaire a cause
des PE greftés PI est donc significative mais elle n’est pas suffisamment importante pour étre
considérée comme cytotoxique. Cette diminution n’a pas été constatée sur les essais de
cytotoxicité des cellules L929 alors que les cultures cellulaires monocouches sont plus fragiles
et sensibles a la toxicité que les cultures cellulaires multicouches, comme les épidermes. Cette
diminution peut donc étre le fruit de la variabilité expérimentale mais seule la répétition des

expériences permettrait de confirmer ou non cette hypothése. Néanmoins, les résultats des
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essais de cytotoxicité, par contact et par suspension, permettent en 1’état de conclure sur

I’absence de toxicité des PE greffés PI dans les conditions de ces tests.

A.3 Comparaison entre les PE et les verres greffés PI

Le PE étant un matériau inerte et peu réactif, une des hypothéses avancées pour expliquer la
différence de pouvoir antibactérien par rapport aux verres modifiés est que le greffage a été
moins efficace. En effet, si on compare les écarts de flore totale et de bactéries viables
cultivables adhérentes (A(logFT-logVC)) obtenus sur les verres modifiés avec ceux obtenus sur

les PE modifiés, la différence par rapport au témoin est plus nette dans le cas du verre (Tableau

1V-4).

Tableau IV-4 : Ecart entre les flores totales (FT) et les bactéries viables cultivables adhérentes (VC) pour les
surfaces de verre et de PE greffés PI (verren =5 ; PE n = 3 sauf PE Pl 6-6 n = 2)

A(logFT-logVC) A(logFT-logVC)  A(logFT-logVC)

Surface Eau déionisée Surface . déionisée  Eau physiologigue
Verre témoin 0,1 +0,5 PE témoin 2,2+0,8 0,9
Verre Pl 3-3 1,2 +£0.4 PE PI 3-3 1,2+0,5 1,2
Verre Pl 6-6 1,7+0,5 PE Pl 6-6 1,6+0,3 1,6

Les écarts (A(logFT-logVC)) sont proches entres les verres et les PE greffés PI mais cela ne
signifie pas pour autant qu’il y ait le méme effet antibactérien sur la surface. La comparaison
avec un témoin non greffé, sans propriétés antibactériennes, laisse supposer que dans le cas du
PE, une partie plus importante de la diminution du viable cultivable proviendrait de perte
expérimentale lors de la manipulation des échantillons. La flexibilité, la non planéité et la

flottabilité des films de PE les rendent en effet plus difficiles a manipuler lors des essais.

Nous avons donc cherché a évaluer la quantité de PI présente en moyenne sur les surfaces de
PE. La nature méme du substrat ne nous permet pas d’évaluer les épaisseurs des couches
organiques par des techniques de réflectivité comme dans le chapitre précédent. Le ratio signal
sur bruit ne nous permettait pas non plus de faire une évaluation quantitative correcte par les
analyses XPS. L’analyse FT-IR aurait pu étre employée mais les signaux dus au substrat PE

sont intenses par rapport a ceux du greffage des PI.

Des mesures de potentiel z€ta ont cependant pu étre effectuées pour vérifier la présence de

charges positives sur I’extréme surface des films de PE aprées le greffage des PI (Figure 1V-9).
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Figure 1V-9 : Evolution du potentiel zéta en fonction du pH pour les surfaces de verre et de PE témoin et
greffées PI 3-3 et 6-6

Le potentiel zéta du PE sans greffage a pH 5,5 est de -34,2 mV et celui du verre sans greffage
au méme pH est de -33,5mV. Leurs potentiels z&ta sont donc similaires et indiquent une charge
de surface globale négative. Pour autant, I’adhésion de S. aureus sur les surfaces de verre était
plus importante et moins hétérogene que dans le cas du PE. Cependant, le verre est un matériau
hydrophile avec de faibles aspérités alors que le PE est un matériau hydrophobe avec des
hétérogénéités de surface plus marquées. La faible affinité de S. aureus pour la surface de PE

pourrait donc provenir plutdt de répulsions hydrophobes que de répulsions électrostatiques.

L’ajout des PI en surface fait augmenter le potentiel zéta a pH 5,5 des PE greffés PI mais pas
au point d’observer des valeurs positives comme dans le cas des verres greftés PI. Il y a donc
plus de charges positives en surface par rapport au PE témoin mais pas suffisamment pour
globalement inverser le signe de potentiel zéta moyen de la surface. En diminuant le pH, on
observe cependant une inversion du signe du potentiel z&ta qui atteste de la présence de charges

positives sur les PE modifiés die aux PI.

A tous les pH étudiés, les potentiels z€ta sont cependant plus importants dans le cas des verres
greftés PI que celui des PE greffés PI, il y a donc globalement plus de charges positives en
surface dans le cas du verre. Ce constat peut étre expliqué par trois hypothéses. Cette présence
plus importante de charges positives dans le cas du verre peut venir d’une densité de greffage
plus importante ou bien de chaines plus longues greffées en surface du verre. Si les densités de
greffage sont similaires et faibles sur les deux matériaux alors il est aussi possible que les
chaines greffées adoptent des conformations différentes sur les deux matériaux. L’espace
accordé autour de la chaine pourrait engendrer une conformation qui enfoui ou expose les
charges dans la couche PI et les rende plus ou moins visibles en extréme surface du matériau.

Sur le PE, cette conformation pourrait, par exemple, avoir pour origine des interactions
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hydrophobes entre le substrat et les segments aliphatiques des PI. Ces hypothéses pourraient
toutes expliquer la meilleure efficacité antibactérienne des verres greftés PI par rapport aux PE
greffés PI, mais des études supplémentaires seront nécessaires pour établir laquelle est la plus

plausible.

Les essais sur le PE mettent donc en évidence que malgré le greffage réussi, la conformation
ou la longueur des chaines PI greffés et/ou la densité¢ de greffage n’est pas suffisante pour
obtenir un pouvoir antibactérien marqué sur cette surface. Les essais pourront étre approfondis
en testant le greffage des Pl 6-9 et Pl 6-12 sur les films de PE mais aussi en augmentant par
exemple les concentrations en monomeres lors de 1’étape de polyaddition des PI. En effet, les
¢tudes de réflectivité (Chapitre 111.C.3) avaient démontré ’augmentation de 1’épaisseur de la
couche de PI greffés, et donc de la taille des chaines en surface, avec I’augmentation de la
concentration en monomere de départ, en passant de 0,9 M a 1,2 M. Cet effet avait ¢galement

¢té montré en solution (Chapitre 11.B.3).

B. Impression jet d’encre sur le polyéthyléne

L’adaptation du procédé de greffage développé sur le verre n’a pas conduit a la création de
surfaces fortement antibactériennes sur le PE. Nous avons donc exploré d’autres voies afin
d’incorporer les PI en plus grande quantité sur le PE pour conférer des propriétés importantes
a ce matériau mais aussi dans le souci d’aller vers un procédé plus industrialisable. La méthode
décrite dans cette sous-section propose de créer des surfaces antibactériennes via une méthode
rapide, reproductible et déja employée en industrie : I’'impression jet d’encre avec réticulation
sous U.V. Cette méthode permet a la fois de réaliser rapidement des impressions de simple
dépdt a une grande échelle, mais aussi des impressions de précision avec des designs plus

complexes pour des produits a plus hautes valeurs ajoutées.

B.1 Création et impression de I’encre

B.1.1 Stratégie de préparation

L’objectif est de créer une encre antibactérienne photoréticulable a base de PI, utilisable en
impression jet d’encre, afin de conférer des propriétés antibactériennes au PE. Pour pallier au
probléme de relargage, il est indispensable que le polymeére bactériostatique soit greffé de

maniére covalente sur les surfaces. Afin de réaliser un greffage covalent du polymére, nous
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avons synthétisé un PI doté¢ de doubles liaisons en bouts de chaine permettant son incorporation
dans le dépdt lors de la réticulation de I’encre. Par simple recuit photonique, le PI se retrouve

ainsi greffé de fagon covalente au film PE.

La premiere phase de la mise au point de I’encre est donc la fonctionnalisation des PI avec une

double liaison en bout de chaine comme illustré par la Figure 1V-10 ci-dessous.
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Figure IV-10 : a) Synthése : PI + MADAME = PI fonctionnalisé double liaison et b) Principe : PI fonctionnalisé
+ photoamorceur + recuit photonique

La réaction de fonctionnalisation s’effectue avec du méthacrylate de diméthylaminoéthyle
(MADAME) sur les bouts de chaine bromés des PI (Figure 1V-10, a). Ensuite, différentes
formulations d’encre avec le PI fonctionnalisé et un photoamorceur seront réalisées puis
déposées par impression jet d’encre sur le PE. Ce dépoOt sera ensuite irradi€é sous recuit
photonique et grace aux doubles liaisons, le PI sera incorporé de fagon covalente au réseau

formé sur le film de PE (Figure 1V-10, b).

B.1.2 Synthése du PI fonctionnalisé

Nous choisissons de travailler sur une encre a base de PI 6-6 car il est trés aisé de le produire
en grande quantité et de le précipiter. La synthése d’un PI 6-6 de faible masse molaire est
effectué en suivant le protocole fourni en Annexe A (p. 217). Une fois le Pl 6-6 obtenu, une
deuxiéme étape consiste a maximiser les bouts de chaine bromés, car c’est sur cette fonction
que sera effectuée la substitution nucléophile de la troisiéme étape. En effet, a I’issu d’une
syntheése de PI en proportion steechiométrique, il existe trois types de polymeres, en fonction
des extrémités amines ou bromes (Figure 1VV-11). Nous choisissons d’augmenter les bouts de
chaine bromés par une post-fonctionnalisation des amines restantes plutét que d’utiliser une
stratégie qui consisterait en I’augmentation du nombre d’équivalents de dibrome vis-a-vis du
nombre d’équivalents de diamine. En effet, s’¢loigner de I’état steechiométrique pour

augmenter les extrémités bromées fait trop chuter la masse molaire des polymeres finaux.
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Figure IV-11 : Structures des PI synthétisés en proportion steechiométrique en fonction des bouts de chaine

Pour y parvenir, le Pl 6-6 est solubilisé dans du méthanol sous atmosphére inerte auquel on
ajoute du 1,6 dibromohexane en exces a la seringue de verre. La réaction est ensuite laissée
pendant 24 h sous agitation a 65 °C. Des suivis par prélévement et analyses RMN H
démontrent que la proportion des bouts de chaine bromés reste stable, autour de 65 %, au-dela
de 24 h de réaction. La faible réactivité des bouts de chaine de polymere et une substitution
nucléophile plus difficile dans le cas d’un monomeére neutre sur un polymeére chargé, peuvent
expliquer I’impossibilité d’atteindre 100% d’extrémités bromés par ce procédé. A la fin de la
réaction, le polymeére, appelé PI 6-6 Br, est précipité dans 1’acétone et filtré sur Biichner puis
séché sous cloche a vide. Un spectre RMN *H d’un PI 6-6 Br avec un exemple de calcul des

proportions de bouts de chaine est fourni en Annexe B (p. 245).

La derniére étape consiste a réaliser la substitution nucléophile du MADAME sur les bouts de
chaine bromés du PI 6-6 Br. Le Pl 6-6 Br est solubilis¢ dans du méthanol sous atmosphere
inerte auquel on ajoute le MADAME en excés a la seringue en verre. Des suivis par prélévement
et analyses RMN *H pendant huit jours de manipulation ont mis en évidence que la proportion
de bouts de chaines vinyliques n’augmente plus au-deld de six jours de réaction. La
fonctionnalisation n’est effective que sur environ 20% des bouts de chaine, ce qui peut de
nouveau étre attribué a la faible réactivité des extrémités de polymere. A la fin de la réaction,
le polymere, qu’on appelle PI 6-6 vinylique, est précipité dans 1’acétone et filtré sur Biichner
puis séché sous cloche a vide. La RMN du proton permet d’attribuer les déplacements
chimiques aux fonctions correspondantes et de calculer la proportion de chacun des bouts de
chaines polymeres : 44,4% d’extrémités amines, 35,4% d’extrémités bromés et 20,2%

d’extrémités vinyliques (Figure 1V-12).
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Figure 1V-12 :Spectre RMN *H du PI 6-6 vinylique

Cette fonctionnalisation partielle entraine la formation de chaines monofonctionnelles en plus
des chaines difonctionnelles. Ceci n’est pas problématique car cela permet d’avoir des chaines
pendantes plus mobiles dans I’encre réticulée puisqu’elles ne sont liées au réseau polymere que
par une seule extrémité. De plus, les résidus de MADAME présent sur le spectre RMN ne sont
pas génant pour la formulation de I’encre car ils seront €liminés par les nettoyages des surfaces

imprimées si ces monomeres ne s’intégrent pas au réseau polymere lors du recuit photonique.

B.1.3

La formulation de I’encre antibactérienne la plus optimale, appelée encre PI 6-6 vinylique, est

donnée dans le Tableau IV-5. Divers paramétres tels que la composition et la rhéologie de

Formulation de I’encre et impression

I’encre ont été optimisés afin d’assurer la tenue de I’encre sur la surface.

Tableau IV-5 : Composition de l’encre PI 6-6 vinylique

Composants % masse masse (g)  Mn (g.mol?)
Eau déionisée 27,4% 2,500 18
Ethanol 48,6% 4,440 46,1
Pl 6-6 vinylique 4,2% 0,380 3200
Ethylene glycol diméthacrylate 10,9% 1,000 198,2
Triméthylolpropane éthoxylate 6.2% 0,566 428
triacrylate 428
2 hydroxy (4' hydroxyethoxy) 2
methylpropio phenome 2,7% 0,250 224,3

(photoamorceur)
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La formation du réseau fonctionne mieux avec des polymeéres de petites masses molaires, c’est
pourquoi nous avons synthétisé un PI 6-6 avec une masse molaire autour de 3 000 g.mol™. Le
Pl étant soluble seulement dans 1’eau ou le méthanol, et les autres composants dans 1’éthanol,
il a fallu dans un premier temps optimiser le choix du solvant. Celui-ci devait étre capable de
solubiliser tous les composés, de s’évaporer rapidement lors de la réticulation et de conférer a
I’encre une viscosité idéale pour le dépot lors de I'impression jet d’encre. Le photoamorceur
choisi est le 2-hydroxy-4’-(2-hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone (Figure 1V-13) qui
appartient a la catégorie des acétophénones. Il a la particularit¢ d’étre hydrosoluble. Ce
photoamorceur crée des radicaux sous recuit photonique suite a la coupure homolytique de la

liaison C-C entre la cétone et le groupe C(OH)(CHs)2.8

o]

CH, CHj o RO o
R=" CH
HO_~¢ HO CHj Hzc%ﬁ( O\/\oJ\fC"b ROJD/CHs \f/\OﬁK/ ?
(0] CHs OR
Photoamorceur : 2-hydroxy- X Triméthylolpropane
4-(2-hydroxyethoxy)-2- fﬁ%ﬁ? : o gﬁg’ éthoxylate triacrylate
methylpropiophenone Mn ~ 428 g.mol"

Figure 1V-13 : Structure chimique du photoamorceur, de I’éthyléne glycol diméthacrylate et du
triméthylolpropane éthoxylate triacrylate

Les radicaux amorcent la réticulation de 1’éthyléne glycol diméthacrylate (Figure 1V-13), du
triméthylolpropane éthoxylate triacrylate (Figure 1V-13) et des fonctions vinyliques présentes
sur le Pl 6-6 vinylique. IIs créent aussi des liaisons avec le substrat de PE lors du recuit
photonique. Le triacrylate et I’éthyléne glycol diméthacrylate constituent les deux ¢éléments
essentiels pour former le réseau lors de la réticulation sous recuit photonique. Sans ces deux
¢léments, la réticulation de I’encre ne se produit pas. Il a été montré que la présence uniquement
du PI 6-6 vinylique, du photoamorceur et du triacrylate dans 1’encre n’était pas suffisant pour
provoquer la réticulation sous recuit photonique. Au mieux on formait un gel mais pas un dépot
solide réticulé. La structure du triacrylate a été modifiée au fil des tests de formulation afin de
Minimiser le nombre de composés tout en faisant varier la viscosité de I’encre. Ainsi, en
choisissant le triméthylolpropane éthoxylate triacrylate, il n’était plus nécessaire d’utiliser du

poly(éthyléne glycol) diacrylate en plus d’un triacrylate dans la formulation.

La rhéologie des encres a été vérifiée par des mesures sur un rhéometre cone-plan a trois
vitesses de cisaillement Y (Figure 1V-14). La viscosité de 1’encre est de ’ordre de 4 cP ce qui
est compatible avec une utilisation en impression jet d’encre, qui nécessite une viscosité

comprise entre 1 et 10 cP. L’encre posséde d’ailleurs un comportement de fluide newtonien,
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car aucune variation de viscosité n’est observée sur les gammes de vitesse de cisaillement

appliquées.

12 T T

Limite d'utilisation pour I'imprimante

10

1 1
| |
| |
| |
8 1 | |
| |
| |
| |

Viscosité moyenne = 3,81 cP + 0,08

Viscosité (cP)
(=]

44 1
o e R T Ter et e ee
| |
5| | |
: Y=100st : Y=1000s*
| |
1 1

60 70 80 90 100 110 120
Temps (secondes)

Figure 1V-14 : Viscosité de [ 'encre PI 6-6 vinylique en fonction de trois vitesses de cisaillement ¥

Les encres sont ensuite utilisées sur une imprimante jet d’encre avec des cartouches possédant
une téte d’impression de 16 buses délivrant des volumes de 10 picolitres. Les impressions sont
réalisées avec un « drop spacing » (espacement entre les gouttes déposées) de 50 um, a 1 mm
de la surface a imprimer. Apres impression, la surface subit un recuit sous une lampe Xenon
avec 20 flashs de 2000 V d’une durée de 150 millisecondes. Une fois le recuit effectué, les
surfaces imprimées et réticulées sont introduites dans un mélange eau déionisée/éthanol (50/50)
et sont passées aux ultrasons a pleine puissance pendant 10 minutes afin d’éliminer tous les

composants physissorbés en surface.

B.1.4 Attestation du greffage

Afin de controler I’intérét du greffage et de la fonctionnalisation des PI, une encre comparative
a été réalisée en plus de la premicre encre PI 6-6 vinylique. La deuxiéme encre, appelée encre
Pl 6-6, est une encre avec les mémes proportions que 1’encre PI 6-6 vinylique mais pour celle-
ci, nous avons utilisé un PI 6-6 sans fonction vinylique. Les proportions des deux encres sont

récapitulées dans le Tableau IV-6.

187



Chapitre IV : Polyionénes en surface : applications sur le polyéthyléne

Tableau V-6 :Composition des encres Pl 6-6 vinylique et Pl 6-6

masse (g)
Composants Mn (g.mol™) Encre PI6-6 . b 6.6
vinylique
Eau déionisée 18 2,500 2,500
Ethanol 46 4,440 4,440
PI 6-6 vinylique 3200 0,380 -
Pl 6-6 2 800 - 0,380
Ethyléne glycol diméthacrylate 198 1,000 1,000
Triméthylolpropane éthoxylate 428 0,566 0,566
triacrylate 428
2 hydroxy (4' hydroxyethoxy)
2 methylpropio phenome 224 0,250 0,250

(photoamorceur)

Une fois les encres imprimées et réticulées, les substrats de PE imprimés sont nettoyé€s aux

ultrasons puis séchés sous cloche a vide, avant I’analyse XPS. Parmi tous les composants de

I’encre, seul le PI 6-6 posséde des azotes dans sa structure. Ainsi, la présence d’une contribution

azote sur le spectre global (Figure 1V-15, a) atteste de la présence de PI 6-6 dans I’encre PI 6-6

vinylique mais pas dans I’encre PI 6-6.
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Figure IV-15 : a) Spectres globaux des surfaces de PE avec [’encre PI 6-6 vinylique et [’encre Pl 6-6 et b)
spectre a haute résolution du N 1s sur le PE avec [’encre PI 6-6 vinylique.

Ce constat permet d’affirmer la nécessité de la fonctionnalisation du PI 6-6 avec une double

liaison pour I’intégrer au réseau lors de la réticulation de I’encre. Sans cette fonctionnalisation,

le PI 6-6 est éliminé par le nettoyage aux ultrasons car il ne forme pas de liaisons covalentes

avec I’encre réticulée. Le spectre a haute résolution du N 1s de I’encre PI 6-6 vinylique peut se

diviser en deux contributions (Figure 1VV-15, b). La contribution a 402 eV est caractéristique

des liaisons C-N" et est majoritaire par rapport a la contribution a 400 eV des liaisons C-N,

comme ce fut le cas dans les autres exemples de greffage des PI.
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B.2 Caractérisations biologiques du PE avec I’encre PI 6-6 vinylique

Le PE témoin et le PE modifi¢ avec I’encre PI 6-6 vinylique ont été testés par des essais
d’adhésion. L’objectif est de vérifier si I’encre PI 6-6 vinylique posséde un effet pro-adhésif
associé ou non a un pouvoir antibactérien. Le relargage et la cytotoxicité du PE modifi¢ avec

I’encre ont aussi été caractérisés.

B.2.1 Essais d’adhésion

Comme précédemment, les tests d’adhésion sont réalisés avec S. aureus dans I’eau distillée
pendant 3 h a 37°C avec une suspension bactérienne a environ 10° UFC.mL™?. Les résultats
présentés sur la Figure 1V-16 sont normalisés pour une solution a 108 UFC.mL™ précisément,
et sont la moyenne de deux essais différents. Apreés décrochage aux ultrasons, il est observé
majoritairement des champs noirs lors de I’observation des supports, ce qui atteste de

I’efficacité de la méthode de décrochage.

Flore Totale m Viable Cultivable
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1.E+00
PE témoin PE encre Pl 6-6 vinylique

Figure IV-16 : Dénombrement sur S. aureus en eau déionisée de la flore totale et des bactéries viables
cultivables adhérentes sur des surfaces de PE témoin et de PE avec [’encre PI 6-6 vinylique (n = 2)

Ces essais ont permis d’attester des propriétés pro-adhésives de I’encre car on peut constater,
sur la Figure 1V-16, une augmentation de la flore totale présente sur le film de PE modifié¢ avec
I’encre par rapport au film de PE témoin. Cette encre confere donc, comme les PE grefté PI,
des propriétés de picge a bactéries a la surface de PE. L’écart entre la quantité de bactéries
viables cultivables adhérentes par rapport a la flore totale sur le PE modifi¢ avec I’encre PI 6-6
vinylique (1,5 log bactérie.cm™), est similaire a celui du PE témoin (1,7 log bactérie.cm™?). La
méme problématique que lors des essais d’adhésion sur les PE greffés PI se pose : ’adhésion
faible et hétérogeéne de S. aureus sur le témoin induit des incertitudes dans I’évaluation de la

flore totale et donc un écart type important. Ces essais ne permettent donc pas de statuer sur un
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effet antibactérien de I’encre PI 6-6 vinylique. La présence d’un tel effet reste cependant une
hypothése probable pour expliquer la diminution du dénombrement des bactéries viables
cultivables adhérentes par rapport a la flore totale qui se traduit par un pourcentage d’efficacité
de 96,8%. Il serait intéressant d’effectuer un essai dans I’eau physiologique pour améliorer
I’adhésion sur le témoin. Ces essais seront a répéter afin de confirmer ou non les propriétés
antibactériennes de 1’encre PI 6-6 vinylique puisque nous observons ici le résultat de seulement
deux manipulations. De plus, il faudra aussi réaliser un PE modifi¢ avec une encre référence,
de méme composition mais sans PI 6-6, pour vérifier que 1’effet antibactérien potentiellement

observé est bien du a la présence du PI 6-6.

Pour mettre en évidence I’absence de relargage, les dénombrements des surnageants des tests
d’adhésion ont ¢été effectués. Le dénombrement des bactéries viables cultivables dans les
surnageants sur la Figure 1V-17 montre qu’il n’y a pas de différence entre le film de PE sans

traitement et le film de PE modifié avec 1’encre PI 6-6 vinylique.
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Figure IV-17 : Dénombrement des surnageants d’adhésion de S. aureus en eau déionisée des surfaces de PE
témoin et PE avec [’encre PI 6-6 vinylique (SM = Suspension Mére contaminante) (n = 2)

L’absence de relargage de PI ou d’autres éléments de ’encre dans le surnageant semble donc
avérée. Ces essais vont cependant étre complétés avec une étude de cytotoxicité afin de le
confirmer mais aussi de s’assurer de 1’absence de toxicité du revétement vis-a-vis de cellules

de mammiferes.

B.2.2 Tests de cytotoxicité

Comme pour les essais sur les PE greffés PI, les essais de cytotoxicité ont été effectué d’une
part, dans notre laboratoire sur des tapis cellulaires de fibroblaste de souris (L929) aprés une

exposition de 48 h au PE avec I’encre, et d’autre part, dans un laboratoire externe sur des
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¢pidermes de peau humains reconstruits (Skin+) aprés une exposition de 24 h aux matériaux
modifiés. Les essais ont été répétés sur trois matériaux distincts pour chacun des tests. Les

détails expérimentaux des méthodes sont fournis en Annexe A (p. 217).

Pour les tests sur les L929, le PE encre Pl 6-6 vinylique flotte au-dessus des tapis cellulaires

dans les puits, on évalue donc le relargage avec ces essais (Figure 1V-18).
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Figure IV-18 : Résultats de cytotoxicité sur L929 pour le PE avec encre PI 6-6 vinylique (n = 3)

Les tests n’indiquent pas de cytotoxicit¢ du PE encre PI 6-6 vinylique puisque la viabilité
cellulaire est au-dessus de 70% et est comparable a celle du contrdle. En effet, le test de Student

donne une p-valeur > 0,05, donc la différence n’est pas significative entre les deux conditions.

Lors des tests sur les épidermes humains reconstruits, le PE témoin et le PE avec I’encre sont
en contact direct avec les épidermes. Les essais n’indiquent pas de cytotoxicité du PE témoin
et du PE encre Pl 6-6 vinylique car les viabilités cellulaires sont au-dessus de 70% (Figure
1V-19).
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Figure IV-19 : Résultats de cytotoxicité sur des épidermes humains reconstruits pour des PE sans et avec encre
PI 6-6 vinylique (n = 3)
Le test de Student indique cependant une différence significative entre le controle négatif et le

PE témoin (p-valeur = 0,03), ainsi qu’une différence significative entre le contrdle négatif et le

PE encre Pl 6-6 vinylique (p-valeur = 0,01). Le PE témoin est issu du méme matériaux que
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celui pour les essais des PE greffés PI et il n’y avait pas eu de différence significative dans les
essais présentés dans la partie A.2.2. Les p-valeurs n’étant pas tres petites et le test étant effectué
sur seulement trois matériaux, on peut considérer que cette différence significative est
probablement die a de ’erreur expérimentale. En particulier, dans le cas du PE encre PI 6-6
vinylique, la différence significative est diie a une augmentation de la viabilité cellulaire, et non

a une diminution, par rapport au contrdle négatif.

C. Incorporation de polyionénes dans le polyéthyléne

La réalisation de films de polyéthyléne avec I’incorporation de PI dans la matrice polymere est
issue de la collaboration avec 1’entreprise Bolloré Division Films Plastiques et le plateau
technique ComposiTic (Institut de Recherche Dupuy de Lome UMR CNRS 6027). L’objectif
est de réaliser dans un premier temps un mélange-maitre de PE contenant du Pl 6-6, c¢’est-a-
dire des granulés de PE dans lesquels on est venu incorporer en masse une certaine quantité de
Pl 6-6. Dans un deuxiéme temps, les granulés issus de ce mélange-maitre sont extrudés avec
des granulés de PE standard pour produire un film de PE contenant du Pl 6-6. Ces films de PE
fabriqués avec les mélanges-maitres sont appelés par la suite PE MM. En choisissant des
granulés de PE de faible densité pour constituer la matrice principale du film, on favorise la
migration des ¢léments en surface. C’est notamment le cas des tensioactifs qui convergent vers
la surface et apportent des propriétés antibuées aux emballages en PE. Ainsi, bien que le PI soit
ajouté dans la matrice du film, il devrait migrer en surface et produire un effet antibactérien par
contact. Cette partie développe la préparation particuliére de ces films et les caractérisations

biologiques effectuées dessus.

C.1 Protocole de fabrication des PE MM

C.l1 Création du mélange-maitre de PI 6-6
Environ 150 g de Pl 6-6 a été synthétisé en suivant le protocole de synthése des polyionénes
aliphatiques en solution explicité précédemment dans le Chapitre Il. Le P1 6-6 obtenu a une
masse molaire moyenne en nombre de 8 200 g.mol™ et un indice de polydispersité de 2,3. Le

plateau technique ComposiTic a réalisé¢ un mélange maitre (MM) en mélangeant environ 950 g
de PE basse densité a 50 g de PI 6-6. Ils ont donc réalisé un MM a 5% de PI 6-6 en masse. La

réalisation du MM nécessite une étape d’extrusion, nous avons donc évalué la tenue thermique
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des PI par des analyses thermogravimétriques (ATG) sous diazote et dioxygene. Les résultats

sont regroupés dans le Tableau I1V-7.

Tableau IV-7 : Résultats des analyses thermogravimétriques des PI sous Oz et N,

. T10 (°C) T90 (°C) Tf (°C)
Echantillon 0, N, 0» No 0s N,
Pl 3-3 262 263 437 348 616 614
Pl 6-6 276 281 357 350 590 621
Pl 6-9 266 260 375 344 614 741

Pl 6-12 255 254 356 344 599 675

T10 représente la température de dégradation de 10% de la masse initiale de 1’échantillon, T90
la température de dégradation de 90% de la masse initiale et Tf la température en fin de
dégradation. Ces analyses nous permettent d’affirmer que les PI pourront étre extrudés jusqu’a

une température de 250°C environ sans risque de dégradation de ces derniers.

Pour réaliser le MM, on introduit la poudre de polyionénes finement broyée dans un sachet en
plastique. On y ajoute des granulés de PE et on injecte un jet d’air sous pression dans le sachet
plastique pour mélanger la poudre aux granulés. Le mélange ainsi obtenue est ensuite introduit
dans un compounder (mélangeur) avant d’étre extrudé a 150 °C de maniere a obtenir des joncs
(Figure 1V-20). Ces joncs sont découpés pour produire des granulés de MM PE-PI. Ils ont ainsi
pu créer environ 900 g de MM PE-PI 6-6.

Figure IV-20 : photo des joncs en sortie de la filiere d’extrusion
Clz2 Fabrication du film de PE avec le mélange maitre

L’entreprise Bolloré réalise par la suite la mise en ceuvre par extrusion a 210°C des films de PE

de 100 um d’épaisseur en y incorporant le MM PE-PI 6-6 aux granulés de PE basse densité qui
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constituent la matrice. Les différents éléments sont coextrudés a ’aide d’une extrudeuse a vis

a plusieurs filiéres comme illustré sur la Figure 1V-21.

Entrée MM

Filiere

plate Extrudeuse PE-PI
Film de
PE MM Entrée PE

Figure 1V-21 : Schéma d’une extrudeuse a vis a plusieurs filieres

Les granulés de PE et les granulés de MM PE-PI sont introduits par des filieres en différentes
proportions en contrdlant le débit et les masses introduites. Ils sont ensuite fondus et mélangés
lors du passage dans I’extrudeuse a vis. Une filiere plate a la sortie de I’extrudeuse permet
d’obtenir des films multicouches. La gaine (film de PE MM), obtenu a la sortie de 1’extrudeuse,
est refroidie en glissant sur un mandrin, puis par immersion dans un bain d’eau froide afin de
se trouver dans un état amorphe. Le film est ensuite étiré a ’aide d’enrouleurs (Figure 1V-22),

chauffés et évoluant a différentes vitesses, avant d’étre finalement bobiné.

Figure 1V-22 : Photo des enrouleurs a la sortie de I'extrudeuse

L’entreprise Bolloré a extrudé un film de PE avec 10% en masse de MM et un film avec 30%
en masse de MM. Puisque les granulés de MM contiennent 5% en masse de Pl 6-6, alors les
films finaux possédent respectivement 0,5% et 1,5% en masse de PI 6-6. Les films produits

sont récapitulés dans le Tableau IV-8.
Tableau IV-8 : Films de PE MM produits par Bolloré

Ne° Nom %masse de MM Réticulation
2 PE MM témoin 0 80 Kgy
4 PE MM 10% 10 80 Kgy
6 PE MM 30% 30 80 Kgy
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Les films ont été réticulés apres leur production par un faisceau d’électrons. Cette réticulation
crée des liaisons covalentes entre les chaines de PE pour améliorer les propriétés d’étirement
des films. Elle pourrait aussi créer des liaisons entre le PE et les PI et ainsi limiter le relargage.
Le film n°2 constitue le témoin de la matrice PE sans MM. Les films n°4 PE MM 10% et n° 6
PE MM 30% sont les films avec respectivement 0,5% m/m et 1,5% m/m de Pl 6-6 dans les

films extrudés.

C.2 Caractérisations biologiques des PE mélanges maitres (MM)

Les films de PE MM ont été caractérisés par des essais d’adhésion en microbiologie et des tests
de cytotoxicité sur des cellules mammaliennes. Les tests d’adhésion ont ¢té¢ complétés par un
dénombrement des surnageants afin d’évaluer le relargage de ces surfaces. En effet,
contrairement au PE greffé P1, il n’y a pas de liaisons covalentes entre les PI et la matrice de
PE. L’irradiation via le faisceau d’électron permet de créer de nouvelles liaisons au sein des

chaines de PE mais nous n’avons pas la preuve qu’elle en crée avec les PI.

c.21 Essais d’adhésion

Les tests d’adhésion sont réalisés avec S. aureus dans I’eau distillée pendant 3 h a 37°C avec
une suspension bactérienne & environ 108 UFC.mL™. Les résultats présentés sur la Figure 1V-23
sont normalisés pour une solution a 106 UFC.mL™ précisément et sont la moyenne de quatre
essais différents sur les films PE MM témoin et PE MM 10%, et de deux essais différents sur
le film PE MM 30%. Comme précédemment, I’efficacité du décrochage aux ultrasons est

confirmée par 1I’observation majoritaire de champs noirs.

Flore Totale ™ Viable Cultivable
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Figure IV-23 : Dénombrement sur S. aureus en eau déionisée de la flore totale et des bactéries viables
cultivables adhérentes sur les films de PE MM témoin, 10% (n = 4) et 30% (n = 2)

195



Chapitre 1V : Polyionénes en surface : applications sur le polyéthyléne

Deux résultats significatifs peuvent étre soulignés sur ces essais. La flore totale est bien plus
importante sur les PE MM 10% et 30% (ceux possédant du PI 6-6) que sur le PE témoin MM.
L’écart entre la quantité de bactéries viables cultivables adhérentes par rapport a la flore totale
est plus important, et de maniére significative, sur les films PE MM 10% et 30% que sur le film
PE MM témoin. En effet, I’écart est de 1,9 ; 3,7 et 5,7 log bactérie.cm™ pour les PE MM témoin,
10% et 30% respectivement. Ces deux observations suggérent donc que 1’incorporation du PI
dans la matrice de PE confére a la fois un effet pro-adhésif et antibactérien aux films. Il faut
noter que, de nouveau, 1’écart entre la flore totale et le dénombrement du viable cultivable sur
le témoin est important a cause de 1’hétérogénéité de I’adhésion et la difficulté de manipulation
des échantillons. Cependant, I’effet antibactérien est tellement important dans le cas des PE
MM que leur efficacité par rapport au témoin est indéniable. Les pourcentages d’efficacité sont
de 99,98% et 99,9998% sur les PE MM 10% et 30% respectivement. Dans le cas du film PE
MM 30%, il s’agit méme d’un effet bactéricide puisque presque aucune bactérie vivante n’est
retrouvée dans le dénombrement du viable cultivable apreés I’exposition a ce film. Il faut

néanmoins vérifier que cet effet important n’est pas dii a un éventuel relargage des PI.

Le film de PE MM 10% a également été évalué sur les 10 souches du projet BRICAPAC.
Comme pour les PE grefté PI, I’effet pro-adhésif est souche-dépendant et la capacité de picge
du PE MM 10% cible majoritairement des bactéries pathogenes et d’altérations (Tableau 1V-9).
L’incorporation des PI dans les films de PE a conféré une propriété de piege a bactéries ciblé a
ces surfaces. Ceci est une propriété tres intéressante dans le cadre de la réalisation d’emballages
alimentaires afin de limiter la prolifération des flores pathogénes et d’altérations sur les aliments

tout en conservant la flore positive utile par exemple pour une bonne maturation de la viande.

Tableau 1V-9 : récapitulatifs de I’effet pro-adhésif du PE MM 10% sur les 10 souches sauvages du projet

BRICAPAC
Catégorie Noms de la souche PE MM 10%
Salmonella Typhimurium
Pathogenes Staphylococcus aureus Effet pro-adhésif
Listeria monocytogenes
Pseudomonas sp. Effet pro-adhésif
Altérations Brochotrix Effet pro-adhésif
Serratia sp. Effet pro-adhésif

Lactobacillus casei
Lactobacillus sakei
Leuconostoc mesenteroides
Lactococcus lactis

Lactiques
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Pour mettre en évidence la présence de relargage, les dénombrements des surnageants des tests
d’adhésion ont été effectués. Les dénombrements des bactéries viables cultivables dans les

surnageants d’adhésion sont présentés sur la Figure 1V-24.
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Figure IV-24 : Dénombrement des surnageants d’adhésion de S. aureus en eau déionisée des films PE MM
témoin, 10% (n = 3) et 30% (n = 2) (SM =Suspension Mere contamiante)

Une diminution importante de la quantité de bactérie viable cultivable dans le surnageant par
rapport a la suspension mére contaminante (SM) est observée dans le cas du film de PE MM
30%. Une légere diminution est aussi perceptible dans le cas du PE MM 10% mais celle-cin’est
pas significative (Student, p-valeur > 0,05). Un relargage est donc avéré dans le cas du film
avec la concentration la plus importante en PI. 1l est probable que dans le cas du PE MM 30%,
la réticulation des films n’a pas été suffisante pour empécher le relargage d’une partie des PI.
Ces essais vont étre complétés avec une étude de cytotoxicité afin d’évaluer la toxicité

potentielle des matériaux et du relargage.

C.22 Tests de cytotoxicité

Comme pour les essais sur les PE greffés PI, les essais de cytotoxicité ont été effectués d’une
part, dans notre laboratoire sur des tapis cellulaires de fibroblaste de souris (L929) aprés une
exposition de 48 h aux films PE MM, et d’autre part, dans un laboratoire externe sur des
¢pidermes de peau humains reconstruits (Skint+) aprés une exposition de 24 h aux films
extrudés. Les essais ont été répétés sur trois matériaux distincts pour chacun des tests. Les

détails expérimentaux des méthodes sont fournis en Annexe A (p. 217).

Comme les films PE MM flottent au-dessus des tapis cellulaires dans les puits lors des tests sur

les 1929, il est donc possible d’évaluer le relargage avec ces essais (Figure 1V-25).
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Figure 1V-25 : Résultats de cytotoxicité sur L929 pour les PE MM témoin, 10% et 30% (n = 3)

Les essais n’indiquent pas de cytotoxicit¢ des PE MM témoin et PE MM 10% puisque la
viabilité cellulaire est au-dessus de 70%. Dans le cas du le PE MM 30%, la moyenne est aussi
au-dessus de 70%, mais il faut noter que I’écart type est plus important sur cet essai et que le
seuil de cytotoxicité est compris dans I’écart-type des mesures. Un test de Student sur les
données a permis de montrer que la différence n’est pas significative entre le contrdle et le film
PE MM témoin mais qu’elle I’est entre le contrdle et les films PE MM 10% et 30% (p-valeur =
0,04 et p-valeur = 0,006 respectivement). Cette différence est encore plus significative dans le
cas du PE MM 30%. Comme lors de I’évaluation des surnageants, cet essai atteste aussi de la
présence d’un relargage proportionnelle a la concentration de PI dans le film, et celui-ci peut
générer une cytotoxicité dans le cas du film PE MM 30%. Lors de I’étude en solution, le PI 6-
6 était cytotoxique sur les 1.929 a partir de 5 pg.mL™?, le relargage observé pour le film PE MM

30% est donc légérement inférieur mais proche de cette valeur.

Pour les essais sur les épidermes humains reconstruits, les films de PE MM sont en contact

direct avec les épidermes (Figure 1V-26).
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Figure IV-26 : Résultats de cytotoxicité sur épidermes humains reconstruits pour les PE MM témoin, 10% et
30% (n =3)
Les essais n’indiquent pas de cytotoxicit¢ des PE MM car les viabilités cellulaires sont au-

dessus de 70%. Les pourcentages de viabilité cellulaire ne sont cependant pas comparables a
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celui du contréle négatif, méme dans le cas du PE MM témoin qui ne contient pas de PI 6-6 (p-
valeur < 0,05 dans tous les cas). Les résultats de ces essais suggerent donc que le témoin MM
provoque aussi une diminution de la viabilité cellulaire. Pourtant aucune diminution
significative sur le témoin n’avait été constaté lors des essais de cytotoxicité sur les cellules
1929 alors qu’elles sont plus sensibles a la cytotoxicité que les épidermes reconstruits. De plus,
les tests de Student montrent aussi qu’il n’y a pas de différence significative entre le PE MM
témoin et les PE MM 10% et 30% (p-valeur > 0,05 dans les deux cas). Cette diminution de
viabilité cellulaire sur le PE MM témoin est donc probablement due a des erreurs
expérimentales et au trés petit écart type observé sur le controle négatif. Des répétitions
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypothese. L’absence de cytotoxicité du
PE MM 30% sur les épidermes humains par rapport aux cellules L929 peut aussi s’expliquer
par la plus grande fragilité des cellules L.929. Les 1929 sont des tapis cellulaires monocouche
alors que les épidermes humains reconstruits sont des systémes multicouches (au moins 5). Ceci

rend les épidermes humains reconstruits moins sensible a la toxicité que les cellules L.929.

Au vu des résultats de microbiologie et de cytotoxicité, la présence d’un relargage pour des
chargements importants en PI (PE MM 30%) est indéniable. Des études supplémentaires seront
nécessaires pour déterminer si celui-ci peut étre nocif pour 'Homme sur de plus longues
périodes d’exposition. Toutefois, le PE MM 10% ne s’est pas révélé cytotoxique dans les
conditions des deux tests et il possede des propriétés antibactériennes et pro-adhésives
relativement efficaces par rapport au PE MM témoin. Pour ce type de matériaux extrudés, il

parait donc préférable de limiter la concentration en PI dans la couche externe du film a 10%.

C.3 Comparaison entre les PE greffés PI 6-6 et MM Pl 6-6

La comparaison de 1’écart entre la flore totale et les bactéries viables cultivables adhérentes
(A(logFT-logVC)) des surfaces de PE greffé PI 6-6 et PE MM Pl 6-6 ainsi que leurs témoin

respectifs sont regroupées dans le Tableau 1V-10.

Tableau IV-10 : Ecart entre les flores totales (FT) et la bactéries viables cultivables adhérentes (VC) pour les
surfaces de PE greffés PI 6-6 (PE témoin n = 3 ; PE Pl 6-6 n = 2) et PE MM Pl 6-6 (PE MM témoin et 10%n =
4 ; PEMM30%n =2)

Surfaces ~ AU0gFT-logVC) surfaces A(logFT-logVC)

Eau déionisé Eau déionisée
PE témoin 2,2+0,8 PE MM témoin 1,9+0,5
PE Pl 6-6 1,6 0,3 PE MM 10% 3,7+£0,6
PE MM 30% 5,7+0,4
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L’écart A(logFT-logVC) est bien plus important dans le cas des films de PE MM 10% et 30%
que du PE greffé PI 6-6, ce qui démontre une meilleure efficacité antibactérienne de ces PE
MM. L’insertion du PI 6-6 dans la matrice dans le cas des MM permet d’introduire des quantités
de PI importantes qui ne pourront jamais étre atteintes par la méthode de greffage. Cette quantité
plus importante joue bien évidement sur I’efficacité des surfaces finales. Il est a noter que 1’écart
A(logFT-logVC) est équivalent sur les deux surfaces témoins. Ces deux témoins ont été

fabriqués sur la méme ligne pilote mais avec des granulés de PE basse densité différents.

Les potentiels zéta ont été mesurés sur le film de PE greffé PI 6-6, les films de PE MM 10% et

30% aisni que les films de PE témoins. Les mesures a pH 4 et 5,5 sont indiquées sur la Figure
IV-27.

PE MM témoin PE MM 10% === PE MM 30%
PE témoin PE Pl 6-6
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Figure IV-27 : Evolution du potentiel zéta en fonction du pH pour les surfaces de PE greffés Pl 6-6 et PE MM

Sur les deux valeurs de pH, les PE MM 10% et 30% ont des potentiels z&éta supérieurs a celui
du PE MM témoin. Ceci témoigne d’une quantité¢ de charges positives plus importante sur les
films avec les MM PI 6-6. L’apparition de charges positives en surface des PE MM 10% et
30% démontre la migration réussie des PI de la matrice vers la surface du film. A pH 4, le
potentiel zéta du PE grefté PI 6-6 est de 8,3 mV alors qu’il est de 12,3 mV pour le PE MM 10%
et de 15,5 mV pour le PE MM 30%. Ces mesures attestent en effet que les surfaces de PE MM
10% et 30% possédent un peu plus de charges positives en surface que le PE grefté PI 6-6. La
présence de plus de charges positives provient probablement d’une densité de chaines PI 6-6 en
surface plus importante, car les quantités incorporées par le procédé de mélange-maitre sont
plus importantes que par greffage. D’autre part, les PI 6-6 utilisés pour réaliser le mélange-
maitre ont été synthétisés en solution (Mn = 8 200 g.mol™). Il est donc également probable que

cette longueur de chaine soit supérieure a celle des PI polymérisés a partir des surfaces. Les PE
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témoin et PE MM témoin ont des potentiels z&éta identiques a pH 5,5, -34,2 mV et -34,0 mV
respectivement, et trés proches a pH 4, -4,8 mV et -3,3 mV respectivement. Bien que les
formulations (granulés composant la matrice) soient différents, on retrouve des témoins

similaires en ce qui concerne les propriétés de I’extréme surface de ces matériaux.

D. Conclusions et perspectives

Les trois méthodes mises en ceuvre dans ce chapitre, que ce soit par greffage, impression ou
extrusion en masse, ont toutes permis le greffage ou I’incorporation de PI sur des surfaces de
PE. L’efficacité des surfaces antibactériennes ainsi créées et leur cytotoxicité sont néanmoins

dépendantes de la méthode employée.

La transposition du procédé développé sur le verre au PE a permis de créer des surfaces non
cytotoxiques et non relargantes dans les conditions des tests. Les essais de microbiologie
démontrent de bonnes propriétés pro-adhésives des PE greffés PI. Cependant, il a été difficile
d’évaluer correctement le pouvoir antibactérien de ces PE modifiés a cause de I'incertitude
générée lors du dénombrement de la flore totale sur le PE témoin. Les pourcentages d’efficacité
des verres et des PE greffés PI sont similaires (94% pour le PI 3-3 et 98% pour le P 6-6) mais
il faut vérifier que cette diminution, dans le cas des PE, est bien due a un effet antibactérien et
non de la perte expérimentale. Suite aux essais sur les 10 souches du projet BRICAPAC, la
propriété pro-adhésive des PE grefté PI s’est avérée €tre souche-dépendante. En particulier, les
PE greffés PI ont piégé plus de souches pathogeénes et d’altération que de lactiques (souches
positives), ce qui est une propriété tres intéressante pour la création d’emballages alimentaires
antibactériens. De plus, dans les essais d’adhésion de ces travaux, les PE greffés PI piégeaient
10° bactérie.cm™ sur une suspension bactérienne a 108 UFC.mL en I’espace de 3 h. Or la flore
bactérienne des aliments est de 1’ordre de 102-10° bactérie.cm™, les surfaces de PE greffés PI
ne seraient donc pas saturées rapidement et pourraient piéger de nombreuses bactéries sur une
période prolongée. De tels surfaces pieges pourraient également étre employées dans le cas de
procédés de nettoyage ou de filtration pour capter certaines populations de bactéries
problématiques par rapport aux autres. La poursuite de ce travail devra commencer par une
répétition des essais en eau physiologique pour confirmer la tendance observée et statuer sur
I’importance de I’effet antibactérien. Pour compléter cette étude, des analyses de biologie
moléculaire permettraient également de quantifier les bactéries viables non cultivables et

mortes apres 1’exposition aux PE modifiés. Par la suite, il serait intéressant d’augmenter les
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concentrations en monomeres de départ lors de la polyaddition en surface des PI afin

d’augmenter la taille des chaines polyméres greffés comme démontré en solution.

Le PE imprimé avec 1’encre PI 6-6 vinylique posséde la méme problématique que les PE greftés
PI, a savoir des propriétés pro-adhésives avérées mais pas d’effet antibactérien marqué par
rapport au PE témoin. De plus, ce PE modifié avec ’encre est également non-cytotoxique et
aucun relargage n’a été mis en évidence sur les différents essais microbiologiques et de culture
cellulaire. Il serait nécessaire de comparer 1’encre PI a une encre référence pour s’assurer que
I’éventuel effet observé est bien dii a I’incorporation du PI. Afin de renforcer I’effet
antibactérien, il est possible d’augmenter la quantit¢ de PI dans la formulation mais seulement
dans une moindre mesure. En effet, la solubilité du PI dans le mélange de solvant eau/éthanol
(1:2) est limitée. 11 est aussi difficile d’augmenter la proportion d’eau dans la formulation car
cela diminue d’une part, la solubilit¢ des autres composants qui sont plutot solubles dans
I’éthanol, et modifiec d’autre part, la rhéologie de I’encre, ce qui implique une nouvelle

optimisation des parametres d’impression.

Les films de PE réalisés par I’extrusion d’un mélange-maitre (MM) contenant différentes
quantités de PI 6-6 se sont révélés a la fois pro-adhésifs et fortement antibactériens, et méme
bactéricide dans le cas du PE MM le plus concentré en PI. De la méme maniére que pour les
PE greftés PI, des essais d’adhésion avec les 10 souches sauvages du projet BRICAPAC ont
mis en évidence que I’effet pro-adhésif du PE MM 10% est souche-dépendant. Cet effet vise
majoritairement des souches pathogeénes et d’altérations ce qui est particuliérement intéressant
dans le contexte de cette étude. Appliqué en tant qu’emballage alimentaire, le PE MM 10%
pourrait limiter la prolifération de la flore indésirable tout en conservant les flores d’intérét
technologiques (« positives »). Les essais de microbiologie ont mis en évidence un relargage
du PI 6-6 incorporé dans le cas du PE MM 30%. Cependant, les tests cytotoxiques effectués
mettent en évidence un effet toxique moindre de ce relargage dans le cas des cellules L929 et
une absence de toxicité sur les épidermes humains. Il est donc nécessaire de faire des tests plus
poussés dans un laboratoire externe avec des essais normés pour des surfaces avec un contact
alimentaire. Une possibilité envisagée pour limiter le relargage des PI est de le lier a la matrice
en réalisant un copolymeére a bloc PE-PI. La partie PI migrerait en surface pour conférer des
propriétés antibactériennes et la partie PE resterait dans la matrice et serait liée a celle-ci grace
au procédé de réticulation. La réalisation de ce copolymere peut étre envisagé par des stratégies
de chimie click!*!2 comme la réaction azoture/alcyne®®'* (Figure IV-28, a) et la réaction

thiol/alcyne®™!® (Figure 1V-28, b). La voie par chimie click azoture/alcyne a été explorée, et
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bien que les deux blocs aient pu étre synthétisés, le copolymeére a bloc PE-PI n’a pas été obtenu.
La voie par chimie click thiol/alcyne semble plus prometteuse et pourrait étre explorée dans la

suite du projet.
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Figure 1V-28 : Stratégie de synthése d’un copolymére a bloc PE-PI par chimie click a) azoture/alcyne et b)
thiol/alcyne
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La biocontamination des surfaces est un enjeu sanitaire majeur d’actualité qui va bien au-dela
du contexte des emballages alimentaires. Le développement de stratégies pour maitriser cette
biocontamination reste une priorité du fait de la prédominance des bactéries multirésistantes
aux antibiotiques. L’objectif principal de ce travail était la réalisation de surfaces avec des
propriétés antibactériennes a partir du greffage covalent de polymeres bactériostatiques et/ou
bactéricides. Avec une stratégie bioactive « contact killing » par rapport a une stratégie
« release killing », on s’assure de I’absence de relargage des composés dans 1’environnement.
Dans un premier temps, le lien entre structure et propriétés biologiques des polymeres en
solution a été étudi¢ afin de choisir la gamme de polymeére a greffer. Nous avons ensuite greffé
ces polymeres sur des surfaces modeles telles que le verre et le wafer de silicium. Le succes du
greffage et la conservation des propriétés antibactériennes des polymeres une fois greffés ont
pu étre attestés par des analyses XPS et des essais d’adhésion en microbiologie. Le lien entre
structure des polymeres en surface et propriétés biologiques a été étudi¢ de maniére approfondie
par des mesures d’énergies de surface et par réflectivité des rayons X et des neutrons. Enfin,
une fois que le procédé était maitrisé et connu sur des surfaces modeles, nous I’avons appliqué
a un matériau tres utilisé dans ’emballage alimentaire : le polyéthyleéne. Les films de PE greffés
n’ont cependant pas montré un effet antibactérien marqué comme sur le verre, nous avons donc
développé en parallele deux procédés pour greffer/incorporer de plus grande quantité de
polymére en surface. Le premier consiste a réaliser un dépot par impression jet d’encre avec
une encre réticulable et le second implique une insertion du polymére en masse par extrusion

au moment de la mise en ceuvre du film.

Le choix des polymeres antibactériens s’est porté sur les polyioneénes (PI) qui, de par le contrdle
précis du ratio charges/hydrophobie via leurs structures, permettent de moduler I’efficacité du
pouvoir bactériostatique et/ou bactéricide.>? La variation de ce ratio a été effectué a travers la
synthese de deux gammes de PI, aliphatiques et éthers, avec des longueurs et des natures variées
pour les segments inter-ammoniums quaternaires. A I’issue des études microbiologiques
(CMI), la gamme aliphatique était plus bactériostatique que la gamme éther, mettant donc en
¢vidence la nécessité de la présence de segments hydrophobes, combinée aux charges positives,
pour engendrer une perturbation efficace des membranes bactériennes.® De plus, il est apparu

que ce pouvoir antibactérien est d’autant plus important que le segment aliphatique est long. A
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contrario, la gamme éther est moins cytotoxique de par la présence de segments plus
hydrophiles. L’évaluation de ce pouvoir antibactérien sur 10 souches sauvages a ¢galement mis
en évidence que celui-ci est souche-dépendant. Un point important a souligner est que la gamme
aliphatique inhibe majoritairement des souches pathogénes et d’altération par rapport a des
bactéries lactiques. A titre d’exemple, & 15 pg.mL™, le P1 6-6 inhibe la croissance de 4 souches
pathogenes et d’altérations sur 6, sans inhiber les 4 souches lactiques testées. Enfin, la masse
molaire de ces PI est aussi un paramétre a prendre en compte. Pour ce qui concerne la
cytotoxicité, on ne constate pas de différence sur la gamme de masses molaires étudi¢es, mais
pour le pouvoir antimicrobien, il s’aveére que les masses molaires les plus petites de la gamme
sont les plus bactériostatiques. Ceci est probablement li¢ a une facilité de pénétration des
chaines des petites masses au travers des différentes parois qui constituent les membranes des
bactéries. En modulant le ratio charges/hydrophobie, nous avons pu obtenir des PI qui se sont
montrés a la fois non-cytotoxiques et bactériostatiques pour des concentrations particuliéres sur

trois souches (S. aureus, E. coli, L. lactis), aussi bien des bactéries a Gram + qu’a Gram -.

A T’issue de cette étude en solution, nous avons choisi de greffer la gamme de Pl aliphatiques
sur des surfaces modeles de verre. Une nouvelle stratégie de greffage a été mise au point et
combine un dépdt de polydopamine, une polymérisation induite par les sels de diazonium et
une polyaddition en surface. Les analyses XPS et les mesures de potentiel zéta ont démontré le
succes du greffage. Les tests microbiologiques sur ces surfaces ont mis en évidence la
conservation du pouvoir antibactérien des PI une fois greffés, mais aussi le méme gradient
d’efficacité avec la longueur du segment aliphatique. De plus, des essais complémentaires en
microbiologie et en culture cellulaire (menés en interne et en externe) attestent de 1’absence de
relargage et de cytotoxicité de ces verres modifiés dans les conditions des tests. La suite de
I’étude s’est alors portée sur la compréhension de la meilleure efficacité des verres greftés PI
avec des segments aliphatiques longs. Dans un premier temps, nous avons évalué les énergies
de surface et d’hydratation par des mesures d’angles de contact. Il s’est avéré que 1’énergie
d’hydratation augmente avec la longueur du segment aliphatique, ce qui suggere une plus
grande flexibilité des chaines avec les segments aliphatiques les plus longs. Il s’agirait
potentiellement d’une conformation différente en surface pour les chaines PI 6-12 par rapport
aux chaines PI 3-3 qui pourrait expliquer une meilleure efficacité antibactérienne. Une étude
récente a d’ailleurs porté sur I'influence de la flexibilité des chaines des PI en solution sur

I’efficacité antibactérienne.*
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La réflectivité des neutrons est une technique particulierement bien adaptée a 1’étude de chaines
polymeres greffées en surface. L’adaptation du procédé de greffage a cependant été nécessaire
pour travailler sur des wafers de silicium mais aussi pour diminuer la rugosité des couches pour
I’observation. L’une des sous-couches polyméres (PMADAME) a notamment été retirée afin
de limiter le gonflement global et de mieux observer les variations sur la couche PI. Les
¢paisseurs a sec des couches Pl ont été déterminées avec précision par des mesures en
réflectivité des rayons X et sont typiquement comprises entre 20 et 60 A avec 10 a 25 A de
rugosité. Les mesures en réflectivité des neutrons, dans des conditions hydratées, ont quant a
elles, permis de mesurer les profils de densité de longueur de diffusion des couches au niveau
moléculaire et d’évaluer que ’extension des chaines dans le D20 est comprise entre 100 et 200
A. 1l est alors intéressant de constater que des chaines de I’ordre de la dizaine de nanométre
suffisent a perturber ’adhésion de bactéries au niveau micrométrique. La faible épaisseur des
couches couplée a une rugosité importante empéchent cependant de conclure sur une différence
de conformation en fonction de la longueur du segment aliphatique sur I’ensemble de la gamme.
Néanmoins, sur des échantillons d’€paisseurs comparables a sec, le gonflement en conditions
hydratées de la couche PI est plus important dans le cas du PI 3-3, avec des chaines de faibles
masse molaires, que dans le cas du Pl 6-9, avec des chaines de masses molaires plus élevées.
Ce résultat suggere donc que les chaines seraient plus « tendues » pour la couche PI 3-3, mais

des études complémentaires seront nécessaires afin de le confirmer.

Enfin, trois stratégies innovantes ont ¢été développées pour conférer des propriétés
antibactériennes a des films de polyéthyléne (PE) via ’ajout de PI. La premiére consiste a
transposer le protocole de greffage effectu¢ sur le verre. Ceci a permis la réalisation de films de
PE fortement pro-adhésifs, avec une activité antibactérienne a confirmer et non-cytotoxiques
dans les conditions des tests en interne et en externe. Des mesures de potentiel zéta ont mis en
évidence la présence de PI mais aussi I’existence potentielle d’une différence de densité de
greffage ou de conformation des chaines par rapport aux greffages sur le verre. Cette différence
peut provenir de la plus faible réactivité que possédent les films de PE. Les propriétés pro-
adhésives de ces films de PE en font de bons candidats pour des emballages alimentaires, et
particulierement 1’adhésion sélective entre des souches pathogénes ou d’altération et des
souches d’intérét technologiques démontrée sur les 10 souches sauvages du projet BRICAPAC.
De plus, méme si les bactéries ne sont que faiblement perturbées par 1’éventuel effet
antibactérien, cela influence la physiologie de celles-ci et peut impacter leurs aptitudes a former

un biofilm sur la surface.
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La deuxiéme stratégie s’est orientée sur la création d’une encre réticulable sous U.V. a base de
PI. La réalisation du revétement sur les films de PE s’est ensuite faite par le procédé
d’impression jet d’encre, qui est facilement industrialisable et adapté a la fonctionnalisation de
surfaces de plus grandes dimensions. L’encre mise au point a conféré des propriétés pro-
adhésives importantes aux films de PE avec de probables propriétés antibactériennes. Le PE
modifi¢ avec I’encre s’est également révélé non-cytotoxique et non-relarguant dans les
conditions des tests en interne et en externe, comme pour les PE greffés PI. Contrairement aux
essais sur le verre, les activités antibactériennes des films PE modifiés (greffés PI et encre PI)
n’ont pu étre évaluées. En effet, le témoin (indispensable pour valider ces analyses) est du PE
natif. Comme cette surface est hydrophobe, cela engendre une adhésion trés faible et tres
hétérogene des bactéries. Ceci entraine alors des incertitudes dans le dénombrement de la flore

totale et donc dans I’évaluation du pouvoir antibactérien.

Dans une derniére stratégie, les PI ont été ajoutés en masse dans les films de PE par un procédé
d’extrusion. Ces surfaces possedent un effet pro-adhésif et un fort pouvoir bactériostatique
voire bactéricide, mais il a été constaté la présence de relargage dans le cas du chargement le
plus important en PI (PE MM 30%). L’étude de ce relargage a cependant mis en évidence sa
non-cytotoxicité sur des épidermes humains (tests externes) mais sa potentielle cytotoxicité sur
les cellules 1.929 (tests internes) incite a la prudence et a la réalisation d’essais supplémentaires.
Le PE avec le plus faible chargement (PE MM 10%) s’est quant a lui révélé non-cytotoxique
dans les conditions des deux essais (tests internes et externes), ce qui en fait un trés bon candidat
pour la poursuite des recherches sur un emballage alimentaire. De la méme maniére que pour
les PE greftés PI, le pouvoir pro-adhésif du PE MM 10% est souche-dépendant, avec une
adhésion préférentielle pour les souches pathogénes et d’altération par rapport aux bactéries

lactiques.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet ont fait I’objet d’une publication,® « Robust
Grafting of Polyionenes : New Potent and Versatile Antimicrobial Surfaces » publié en 2020
dans Macromolecular Bioscience (image issue de ce travail sélectionnée pour faire la
couverture du journal), mais aussi de deux brevets francais, 'un déposé en 2019 avec une
extension internationale,® « Procédé de préparation d’une surface a activité bactériostatique et
surface ainsi préparée », et 1’autre soumis en 2020 qui est en cours de dépot,® « Procédé de
préparation d’une surface polymere a activité bactériostatique sur films plastiques au moyen

d’une encre réticulée sous recuit photonique ».
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Figure : Image issue de la publication Bernardi et al.' Sélectionnée pour faire la couverture du journal Macromolecular
Bioscience (crédit Image Marion Bernardi)

Afin de poursuivre les études développées lors de cette thése et d’approfondir les connaissances

sur le lien entre structures et propriétés biologiques des surfaces antibactériennes a base de PI,

plusieurs perspectives de travail sont envisageables.

La synthése en solution de PI avec des segments aliphatiques plus longs (PI 9-9, Pl 12-12) peut
étre explorée pour vérifier la possible présence d’un seuil dans ’amélioration du pouvoir
bactériostatique par la variation de la longueur du segment. La nature des segments peut
¢galement étre variée avec des cycles aromatiques pour avoir des segments plus hydrophobes
mais aussi plus rigides. En effet, une étude avec des PI possédant des cycles aromatiques a
démontré leur grande efficacité et, en particulier, I’absence de développement de résistance sur
les souches testées.” Ce point important pourra faire I’objet d’expérience sur les PI aliphatiques
et éthers de notre étude en exposant a de multiples reprises une souche a des doses inférieures

a la CMI des PI puis a la CMI de ceux-ci pour vérifier I’absence de résistance.

Les verres greffés PI ont démontré de bonnes propriétés antibactérienne mais les études n’ont
¢été menées que dans le cas d’une utilisation avec une faible durée de vie. Si on souhaite utiliser
ces surfaces modifiées sur de longues périodes, la surface finira inévitablement par étre
recouverte de bactéries et I’effet pro-adhésif et antibactérien sera alors obstrué. En effet, il a été
démontré que les bactéries sont parfaitement capables de produire des biofilms sur des lits de
bactéries mortes/inhibées.® 1l serait donc intéressant de vérifier si la réutilisation des verres
greffés PI est possible aprés de multiples nettoyages pour s’assurer de la conservation du
pouvoir antibactérien et de son efficacité. Afin de répondre aux interrogations sur I’impact de
la conformation et de la flexibilit¢ des chaines sur les propriétés biologiques des PI, nous

pourrions faire une étude en réflectivité des neutrons sur des films de Langmuir-Blodgett dans

211



Conclusion Générale

une interface air/liquide. Pour cela, il faudrait synthétiser un copolymere a bloc avec un bloc PI
et un bloc hydrophobe comme du PE. Le bloc hydrophobe collapse a I’interface air/liquide
tandis que le bloc hydrophile, le PI, gonfle dans le D»,O. On pourrait ainsi observer les variations
de conformation des chaines PI en s’affranchissant des problématiques de reproductibilité
qu’induisent les greffages en surface. De plus, des analyses SEC-MALS, préalables a I’étude

en neutrons, permettraient de connaitre avec exactitude la masse molaire des chaines étudiées.

Enfin, ’approche copolymeére est aussi envisageable pour I’extrusion en masse des PI dans le
PE. Un bloc PE permettrait une réaction plus efficace avec la matrice lors de la réticulation du
film, afin d’empécher le relargage tout en conservant les propriétés antibactériennes avec la
migration du bloc PI en surface. La chimie click avec les réactions azoture/alcyne et thiol/alcyne
semble envisageable pour réaliser ce copolymére a bloc PE-PI. Cependant, pour ces deux voies,
le couplage peut étre limité par la présence de charges sur le PI. Une autre voie possible serait
la polymérisation du PI a partir d’un PE fonctionnalisé avec un groupe diméthylamine en bout

de chaine (Figure).

Figure : Stratégie de synthése d'un copolymére a bloc PE-PI par polymérisation du PI sur un PE fonctionnalisé
Il serait également intéressant d’apporter plus de PI sur les surfaces de PE greffés en augmentant
la concentration en monomeres lors de I’étape de polyaddition. En effet, les études en solution
et en réflectivité des neutrons ont montré qu’il était possible d’augmenter la masse molaire des
PI et I’épaisseur des couches polymeres greftfées par ce procédé. Avec une plus grande quantité
de PI en surface, I’effet antibactérien serait éventuellement plus marqué lors des essais
d’adhésion. La poursuite des études sur les PE fonctionnalisés avec du PI doit également passer
par I’évaluation de la présence et de la quantification du pouvoir antibactérien en surface. Des
¢tudes en biologie moléculaire permettraient d’identifier les bactéries métaboliquement actives
apres 1’exposition aux PE modifiés et ainsi de les dénombrer par rapport a celles exposées a un
PE témoin. De plus, ces études apporteraient la réponse sur la nature de ce pouvoir
antibactérien : est-il bactériostatique (bactéries vivantes inhibées) ou bactéricide (bactéries

mortes) ?

212



Conclusion Générale

Pour conclure ce manuscrit, il nous semble important de nous pencher sur ’avenir des surfaces
antibactériennes d’une facon plus générale. Comme souligné dans le Chapitre I, différentes
stratégies coexistent avec chacune leurs défauts (bactéries non tuées pour les surfaces
antiadhésives, relargage des surfaces « release killing », saturation en bactéries des surfaces
«contact killing ») et leurs qualités (respectivement : limitation de I’adhésion, fort effet
antibactérien, absence de relargage). Le meilleur moyen pour tirer parti de chacune d’entre elles
serait donc de se tourner désormais vers des surfaces multifonctionnelles. Afin d’augmenter
I’efficacité antibactérienne dans le temps, Pissinis et al. ont combiné une approche « contact
killing » en greffant de la pénicilline et une approche « release killing » en relarguant des ions
Ag* depuis la surface.® Une fois les stocks d’ions Ag* écoulés, c’est la pénicilline qui prend le
relai pour inhiber les bactéries sur la surface. On peut aussi combiner des stratégies
antiadhésives et « contact killing ». C’est ce qu’ont développé Paris et al. en greffant sur du PE
haute densité, de ’acide hyaluronique et des peptides antimicrobiens.'® La couche de PE avec
les acides limite I’adhésion des bactéries et les peptides peuvent tuer par contact les bactéries

qui se fixent malgré tout sur la surface.

Une autre approche intéressante serait la création de surfaces antibactériennes « stimuli
responsive » afin de déclencher le pouvoir antibactérien seulement en présence des bactéries.
Ces matériaux sont de bonnes alternatives aux autres méthodes de revétement bioactifs car ils
peuvent produire leurs effets antibactériens dans des conditions spécifiques et donc de maniére
plus durable dans le temps. Les surfaces activées par la lumiére avec des photosensibilisants
greffés sont I'une de ces nouvelles méthodes.*' Les photosensibilisants sont des molécules
capables de produire un composé toxique (ions, radicaux ou oxygene singulet trés réactif) sous
I’effet de I’irradiation. Les membranes, les enzymes et les acides nucléiques sont ciblés par ces

composés photogénérés, conduisant a la mort de la bactérie par un stress oxydant.

213



Conclusion Générale

Bibliographie

)

(2)

3)

(4)

(5)
(6)

(7)

(8)

(9)

(10)

(11)

Bernardi, S.; Renault, M.; Malabirade, A.; Debou, N.; Leroy, J.; Herry, J.; Guilbaud,
M.; Arluison, V.; Bellon-Fontaine, M.; Carrot, G. Robust Grafting of Polyionenes: New
Potent and Versatile Antimicrobial Surfaces. Macromol. Biosci. 2020, 2000157.
https://doi.org/10.1002/mabi.202000157.

Mattheis, C.; Zheng, M.; Agarwal, S. Closing One of the Last Gaps in Polyionene
Compositions:  Alkyloxyethylammonium lonenes as Fast-Acting Biocides.
Macromolecular Bioscience 2012, 12 (3), 341-349.
https://doi.org/10.1002/mabi.201100316.

Narita, T.; Ohtakeyama, R.; Nishino, M.; Gong, J. P.; Osada, Y. Effects of Charge
Density and Hydrophobicity of lonene Polymer on Cell Binding and Viability. Colloid
& Polymer Science 2000, 278 (9), 884-887.

Kopiasz, R. J.; Tomaszewski, W.; Kuzminska, A.; Chreptowicz, K.; Mierzejewska, J.;
Ciach, T.; Janczewski, D. Hydrophilic Quaternary Ammonium Ionenes—Is There an
Influence of Backbone Flexibility and Topology on Antibacterial Properties?
Macromol. Biosci. 2020, 2000063. https://doi.org/10.1002/mabi.202000063.

Bernardi, S.; Bellon-Fontaine, M.-N.; Carrot, G. Procédé de Préparation d’une Surface
a Activité Bactériostatique et Surface Ainsi Préparée. PCT/FR2019/052921, 2019.
Bernardi, S.; Guilbaud, M.; Hauquier, F.; Carrot, G. Procédé de Préparation d’une
Surface Polymere a Activité Bactériostatique Sur Films Plastiques Au Moyen d’une
Encre Réticulée Sous Recuit Photonique. FR2005148, 2020.

Liu, S.; Ono, R. J.; Wu, H.; Teo, J. Y.; Liang, Z. C.; Xu, K.; Zhang, M.; Zhong, G.;
Tan, J. P. K.; Ng, M.; Yang, C.; Chan, J.; Ji, Z.; Bao, C.; Kumar, K.; Gao, S.; Lee, A.;
Fevre, M.; Dong, H.; Ying, J. Y.; Li, L.; Fan, W.; Hedrick, J. L.; Yang, Y. Y. Highly
Potent Antimicrobial Polyionenes with Rapid Killing Kinetics, Skin Biocompatibility
and in Vivo Bactericidal Activity. Biomaterials 2017, 127, 36-48.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2017.02.027.

Wang, Z.; Gong, X.; Xie, J.; Xu, Z.; Liu, G.; Zhang, G. Investigation of Formation of
Bacterial Biofilm upon Dead Siblings. Langmuir 2019, 35 (23), 7405-7413.
https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.8b01962.

Pissinis, D. E.; Benitez, G. A.; Schilardi, P. L. Two-Step Biocompatible Surface
Functionalization for Two-Pathway Antimicrobial Action against Gram-Positive
Bacteria. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 2018, 164, 262-271.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2018.01.057.

Paris, J.-B.; Seyer, D.; Jouenne, T.; Thébault, P. Elaboration of Antibacterial Plastic
Surfaces by a Combination of Antiadhesive and Biocidal Coatings of Natural Products.
Colloids and  Surfaces  B: Biointerfaces 2017, 156, 186-193.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2017.05.025.

Felgentrédger, A.; Maisch, T.; Spéth, A.; Schroder, J. A.; Baumler, W. Singlet Oxygen
Generation in Porphyrin-Doped Polymeric Surface Coating Enables Antimicrobial
Effects on Staphylococcus Aureus. Phys. Chem. Chem. Phys. 2014, 16 (38), 20598-
20607. https://doi.org/10.1039/C4CP02439G.

214



Chapitre V : Annexes

Tables des matieres

Annexe A : Partie expérimentale........ ... 217
Annexe B : Spectres RMN TH. ..., 245

Annexe C : CMI sur 10 souches sauvages dans le cadre du projet ANR BRICAPAC............251

Annexe D : Tests de cytotoxicité des PI sur la gamme 1 de concentration....................... 252
Annexes E : Réflectivité des neutrons et des rayon X..........ooeviiiiniiiiiiiiiieiiiineeeennnn.. 253
Annexes F : Nouvelle mesure des épaisseurs dans le D20 aprés les analyses.........ccee..... 265
Bibliographie. ... ..ve et 266

215



Annexes

216



Annexes

Annexe A : Partie expérimentale

Syntheéses en solution

Les réactifs proviennent de Sigma-Aldrich et les solvants de Carlo Erba Reagents. Sauf
indication contraire, tous les réactifs et solvants ont été utilisés sans purification supplémentaire.

L’ensemble des polymeéres synthétisés et leurs noms abrégés sont résumés dans le Tableau V-1.

Tableau V-1 : Nomenclature des PI synthétisés

Polyionéne Monomeére Diamine Monomére Dibrome/Dichlore

3-3 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,3-diaminopropane 1,3 dibromopropane

6-6 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-diaminohexane 1,6 dibromohexane

6-9 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-diaminohexane 1,9 dibromononane

6-12 N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-diaminohexane 1,12 dibromododécane
et5-3 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,3 dibromopropane
et5-6 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,6 dibromohexane

et5-9 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,9 dibromononane
et5-12 Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 1,12 dibromododécane
et5-etb Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether 2-Chloroethyl ether

Synthése générale des polyionénes aliphatiques

Tous les composés sont introduits a 1’aide d’une seringue dans un tricol de 100 mL sous
atmosphére inerte surmonté d’un réfrigérant, dans I’ordre : le monomeére diamine (0,054 mol),
50 mL de méthanol, le monomeére dibrome (0,054 mol) et 10 mL de méthanol. Les quantités a
introduire en fonction des monomeéres sont indiquées dans le Tableau V-2. Le mélange
réactionnel, homogeéne et limpide, est chauffé a 65 °C pendant 16-17 h sous agitation (300 rpm).
La réaction est arrétée en mettant le ballon dans un bain d’eau froide. Le mélange obtenu est
précipité dans 600 mL d’acétone. Le précipité est filtré sur Biichner puis séché sous vide

pendant 2 h a 50 °C.

Tableau V-2 : Quantités des monomeres par synthéses de PI aliphatiques

Polyionéne Monomére Diamine = Monomére Dibrome
Pl 3-3 9 mL 55mL
Pl 6-6 11,5 mL 8,2 mL
Pl 6-9 11,5 mL 10,9 mL
Pl 6-12 11,5 mL 17,79

Particularité de la synthése du PI 6-12 : Dans un tricol de 100 mL, surmonté d’un réfrigérant,
le 1,12-dibromododécane (17,7 g, 0,054 mol) est mis a solubiliser avec 20 mL de DMF. Le
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ballon est mis sous atmosphére inerte. Lorsque le 1,12-dibromododécane est partiellement
solubilisé, on ajoute 30 mL de méthanol avec une seringue en verre. On peut chauffer
légérement le montage pour accélérer la dissolution du produit. Le N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-
diaminohexane (11,5 mL, 0,054 mol) est introduit a I’aide d’une seringue, puis on ajoute 10
mL de méthanol. Le mélange réactionnel est chauffé a 65 °C pendant 16-17 h sous agitation
(300 rpm). La réaction est arrétée en mettant le ballon dans un bain d’eau froide. Le mélange
obtenu, limpide et jaune clair, est précipité dans 600 mL d’acétone. Un solide marron clair, a la
texture un peu collante, se forme au fond du bécher. On retire le surnageant du bécher et on
remet 300 mL d’acétone. On agite le solide avec une spatule. L’opération est répétée 1 fois. On
retire le surnageant et on met le solide, devenu plus clair, a sécher sous vide 1 h a température
ambiante. Le solide est récupéré et écrasé finement avec une spatule. On remet le solide a sécher

sous vide pendant 2 h a 50 °C.

Rendements, RMN H et structures des polyionénes aliphatiques

PI 3-3 : on obtient un solide blanc de masse m = 17,1 g (rendement : 95,3%). RMN *H (D20, &
en ppm) : 2,39 (s, 4H, N*"CH2CH>) ; 2,68 (s, 0,27H, NCH3 extrémité amine) ; 3,20 (s, 12H,
N*CHa) ; 3,26-3,41 (t, 0,69H, BrCH> extrémité bromée) ; 3,49-3,53 (t, 8H, N*CH>).

B \/; N‘%@;\N' A N'/é{\N/
|BI’ - Br Br |
n

Figure V-1 : Structure du PI 3-3

PI 6-6 : on obtient un solide blanc de masse m = 21,0 g (rendement : 93,4%). RMN *H (D20, &
en ppm) : 1,37 (s, 8H, N*CH.CH2CHy) ; 1,72 (s, 8H, N*CH2CH>) ; 2,81 (s, 0,24H, NCHj3
extrémité amine) ; 2,99 (s, 12H, N*CHz) ; 3,21-3,26 (m, 8H, N*CHy) ; 3,52-3,55 (t, 0,16H,

Figure V-2 : Structure du PI 6-6

BrCH: extrémité bromée).

PI 6-9 : on obtient un solide blanc de masse m = 17,4 g (rendement : 70,3%). RMN *H (D20, §
en ppm) : 1,29 (s, 10H, N*CH2CH2(CH2)s) ; 1,36 (s, 4H, N"CH.CH2(CH2)>2) ; 1,70 (s, 8H,
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N*CH2CH>) ; 2,81 (s, 0,22H, NCHj3 extrémité amine) ; 2,98 (s, 12H, N*CHj3) ; 3,20-3,23 (m,
8H, N*CHy) ; 3,51-3,54 (t, 0,09H, BrCH> extrémité bromée).
|
« T‘B%j?'rgr 9 T‘;&T/
Figure V-3 : Structure du PI 6-9
PI 6-12 : on obtient un solide blanc de masse m = 17,6 g (rendement : 65,2%). RMN H (D20,
& en ppm) : 1,23-1,29 (d, 16H, N"CH2CH2(CH>)s) ; 1,36 (s, 4H, N*CH2CH2(CH>)2) ; 1,69 (s,
8H, N"CH2CH>) ; 2,81 (s, 0,16H, NCH3 extrémité amine) ; 2,97 (s, 12H, N*CHs) ; 3,20-3,22
(m, 8H, N*CHy) ; 3,45-3,48 (t, 0,07H, BrCH; extrémité bromée).

|./Qg\|. |‘/é>\ /
Br NN TN NN AN
120 1r |Br Z |Br |

n

Figure V-4 : Structure du PI 6-12

Synthése générale des polyionénes éthers

Tous les composés sont introduits a I’aide d une seringue dans un ballon sous atmosphére inerte
surmonté d’un réfrigérant, dans I’ordre : le Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether (4,3 mL,
0,0224 mol), 12,4 mL de méthanol, le monomeére dibrome ou dichlore (0,0224 mol) et 12,4 mL
de méthanol. Les quantités a introduire en fonction des monomeres sont indiquées dans le
Tableau V-3. Le mélange réactionnel, homogéne et limpide, est chauffé a 65 °C pendant 17 h
sous agitation (300 rpm). La réaction est arrétée en mettant le ballon dans un bain d’eau froide.
Le mélange prend en masse. Le solide obtenu est solubilisé en ajoutant dans le mélange 20 a
40 mL de méthanol puis précipité dans un volume d’acétone Vacsione = 10Vmetange (typiquement
de 200 a 400 mL). Le précipité est filtré sur Biichner puis séché sous vide pendant 2 h 4 50 °C.

Tableau V-3 : Quantités des monoméres par synthéses de PI éthers

Polyionéne Monomére Diamine ~ Monomeére Dibrome/Dichlore
Pl et5-3 4,3 mL 2,3 mL
Pl et5-6 4,3 mL 3,4 mL
Pl et5-9 4,3 mL 4,6 mL
Pl et5-12 4,3 mL 7,359
Pl et5-et5 4,3 mL 2,6 mL
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Particularité de la synthése PI et5-9 : a la fin de la réaction, le mélange n’a pas pris en masse. Il

est précipité dans 250 mL d’acétone. Le précipité est filtré sur Biichner puis séché sous vide
pendant 2 h a 50 °C. Le solide devient visqueux. Il est solubilisé dans 25 mL de méthanol puis
précipité dans 250 mL d’acétone. Le précipité est filtré sur Biichner puis séché sous hotte a
température ambiante. Comme le solide est visqueux, on répéte 1’étape de
précipitation/filtration/séchage 1 fois.

Particularité de la synthése du PI et5-12 : Dans un tricol de 100 mL surmonté d’un réfrigérant,
le 1,12-dibromododécane (7,3501 g, 0,0224 mol) est mis a solubiliser avec 9,9 mL de DMF. Le

ballon est mis sous atmospheére inerte. Le Bis[2-(N,N-dimethylamino)ethyl] ether (4,3 mL,
0,0224 mol) est introduit a 1’aide d’une seringue, puis 14,9 mL de méthanol. Le mélange
réactionnel est chauffé a 65 °C pendant 17 h sous agitation (300 rpm). La réaction est arrétée
en mettant le ballon dans un bain d’eu froide. Le mélange devient solide. Il est solubilisé dans
20 mL de méthanol. Le mélange est précipité dans 500 mL de THF froid, dans un bain de glace.
Le précipité est filtré sur Biichner puis séché sous vide pendant 2 h a 50 °C. Le solide devient
visqueux. Il est solubilisé dans 10 mL de méthanol puis précipité dans 100 mL d’acétone. Apres
filtration sur Biichner, on obtient un solide blanc.

Particularité de la synthése du PI et5-et5: a la fin de la réaction, le mélange n’a pas pris en

masse. Il est précipité est précipité en 1’ajoutant dans 200 mL de THF. Trés peu de produit
précipite. Le mélange est mis au frigo pendant 2 semaines. Un solide s’est formé au fond du
bécher. Il est solubilis¢ dans 10 mL de méthanol puis précipité dans 100 mL d’éther éthylique
froid. Le mélange est filtré sur Biichner puis séché sous vide pendant 2 h a 50 °C. On obtient

une pate visqueuse qui devient un solide blanc aprés séchage a température ambiante.

Rendements, RMN H et structures des polyionénes éthers
Pl et5-3 : on obtient un solide blanc de masse m = 7,8 g (rendement : 96,2%). RMN *H (D0,
d en ppm) : 2,09-2,33 (m, 2H, N*"CH2CHy) ; 2,81 (s, 0,21H, NCHj3 extrémité amine) ; 3,14-3,18
(d, 12H, N*CHsa) ; 3,46-3,55 (m, 4H, N*CH>) ; 3,69 (m, 4H, OCH.CH>) ; 3,81-3,83 (t, 0,14H,
BrCH: extrémité bromée) ; 4,00 (s, 4H, OCH>).

Y i/\/o\/\i ; l./\/o\/\N/

Br Br I Br |

n

Figure V-5 : Structure du PI et5-3
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Pl et5-6 : on obtient un solide blanc de masse m = 5,5 g (rendement : 60,7%). RMN *H (D.0,
d en ppm) : 1,38 (s, 4H, N"CH2CH2(CH2)2) ; 1,75 (s, 4H N*CH2CHy>) ; 2,65 (s, 0,26H, NCH3
extrémité amine) ; 3,08 (s, 12H, N'CHs) ; 3,31-3,35 (m, 4H, N*CHy) ; 3,55-3,58 (t, 4H,
OCH,CHy) ; 3,74-3,76 (t, 0,15H, BrCH> extrémité bromée) ; 3,93 (s, 4H, OCH>).

Br™ Ve l/\/o\/\i 6 J‘_/\/O\/\N/

Br Br l Br |

n

Figure V-6 : Structure du PI et5-6

Pl et5-9 : on obtient un solide blanc de masse m = 9,4 g (rendement : 94,0%). RMN H (D0,
§ en ppm) : 1,30 (s, 10H, N*CH2CH2(CH2)s) ; 1,71 (s, 4H, N*CH2CH,) ; 2,57 (s, 0,27H, NCH3
extrémité amine) ; 3,07 (s, 12H, N"CHs) ; 3,29-3,33 (m, 4H, N*CHy) ; 3,54-3,56 (t, 4H,
OCH.CHy) ; 3,71-73 (t, 0,18H, BrCH; extrémité bromée) ; 3,92 (t, 4H, OCHy).

o l/\/o\/\i 5 l./\/o\/\N/

| Br Br | Br |

n

Figure V-7 : Structure du PI et5-9

Pl et5-12 : on obtient un solide blanc de masse m = 5,4 g (rendement : 49,4%). RMN *H (D0,
d en ppm) : 1,23-1,29 (s, 16H, N*CH2CH2(CHz2)s) ; 1,70 (s, 4H, N*CH2CH>) ; 2,39 (s, 0,64H,
NCHs extrémité amine) ; 3,05, (s, 12H, N*CHj3) ; 3,27-3,32 (m, 4H, N'CH>) ; 3,54 (t, 4H,
N*CH2CH0) ; 3,62 (t, 0,26H, BrCH extrémité bromée) ; 3,91 (s, 4H, OCH2CH2N").

,L,/\/O\/\i. S l/\/o\/\N/

Br
12l V'gr Br l Br |

n

Figure V-8 : Structure du Pl et5-12

Pl et5-et5 : on obtient un solide blanc de masse m = 1,2 g (rendement : 17,7%). RMN *H (D20,
denppm) : 2,78 (s, 0,20H, NCH3 extrémité amine) ; 3,15 (s, 12H, N*CHa) ; 3,46-3,49 (t, 0,11H,
CICH: extrémité chloré) ; 3,65-3,66 (t, 8H, N"CH2CH-0) ; 3,93 (s, 8H, N*CH2CH20).

CI/\/O +~/\/O\/\+/\/O +/\/O\/\N/

Figure V-9 : Structure du PI et5-et5
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Greffage chimique sur des surfaces

Les greffages chimiques ont été réalisés sur trois surfaces : des lames de verre, des wafers de
silicium et des films de polyéthyléne. Les lames de verre sont des lames de microscope optique
de chez Fisher Scientific. Les wafers de silicium sont fournis par Siltronic. Les films de
polyéthyléne de 100 um d’épaisseur sont fournis par Bolloré Division Films Plastiques. Les
réactifs proviennent de Sigma-Aldrich et Alfa Aesar, et les solvants de chez Carlo Erba
Reagents. Sauf indication contraire, tous les réactifs et les solvants ont été utilisés sans

purification supplémentaire.

Les manipulations sont effectuées dans des réacteurs cylindriques a fond plat avec des grilles
surélevées de 2 cm pour glisser un agitateur magnétique en—dessous. Les proportions sont
données pour la préparation de 3 surfaces greffées PI rectangulaires de 14 x 25 mm dans des
volumes d’environ 60 mL sauf pour les surfaces de polyéthyléne ou on effectue le greffage sur

une surface de 10 x 12 cm dans environ 350 mL de solution.

Protocole de greffage sur le verre

Nettoyage des lames de verre

Les lames sont lavées par immersion dans de I’éthanol et mises dans un bain a ultrasons pendant
10 minutes. Elles sont séchées par flux d’azote. Elles sont ensuite introduites dans une solution
piranha, un mélange H2SO4/H20, (45/15 mL) pendant 30 minutes sans agitation. Elles sont
lavées en les immergeant complétement dans de I’eau déionisée pendant 30 minutes avec
agitation, en changeant 1’eau déionisée au bout de 15 minutes. Les lames sont rincées avec la

pissette d’eau déionisée, puis séchées par flux d’azote.
Greffage de la couche de polydopamine (PDOPA)

On dilue 0,060 g de 4-(2-aminoéthyl)benzéne-1,2-diol, appelé par la suite dopamine, dans 60
mL d’eau déionisée dans un réacteur a fond plat. On met cette solution sous agitation (300 rpm)
et on introduit la grille avec les lames de verre. On verse ensuite, a la pipette pasteur sur les
bords du réacteur, une solution de NaOH a 1 mol.L™. On vérifie que le pH de la solution est a
11. On arréte I’agitation, on recouvre le réacteur d’aluminium et on le laisse ainsi pendant 48
h. A la fin de la réaction, on lave les lames de verre a ’eau déionisée puis a 1’éthanol. Enfin,

elles sont séchées par flux d’azote.
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Greffage de la couche de PMADAME

On commence par préparer les quatre solutions décrites dans le Tableau V-4. La solution S1 de
nitroaniline & 0,20 mol.L™ dans du HCI 0,5 N est mise sous agitation dans un erlenmeyer. La
solution S2 de nitrite de sodium a 0,33 mol.L™ dans du HC1 0,5 N, est versée dans une ampoule
de coulée, et est ajoutée goutte a goutte lentement a la solution S1 de nitroaniline. On laisse
réagir pendant 10 minutes. Le mélange S1+S2 est une solution hétérogeéne de couleur jaunatre.
A ce mélange S1+S2, on introduit le mélange S3 de MADAME a 0,55 mol.L dans du DMF,
par une ampoule de coulée avec un goutte a goutte lent. La solution obtenue est hétérogene et
de couleur rouille. On dispose les lames de verre greffées polydopamine sur une grille dans un
réacteur a fond plat et on verse dessus la solution S1+S2+S3. La solution réductrice S4 d’acide
ascorbique a 0,05 mol.L™ dans du H2O est ajoutée le long des parois du réacteur, lentement, a
I’aide d’une pipette pasteur. La solution est hétérogeéne de couleur rouge foncé. On laisse réagir
pendant 1 h sous agitation forte. Aprées la réaction, les lames sont rincées a 1’acétone, a ’eau

déionisée, et a I’éthanol et finalement séchées sous flux d’azote.

Tableau V-4 : Solutions pour la polymérisation en surface du PMADAME

Solutions Composés Masse ou volume
s1 4-Nitroaniline 0,5508 g
HCI 0,5 N dans H.O 20 mL
$2 Nitrite de sodium 0,276 ¢
HCI 0,5 N dans H.O 12 mL
N,N-Diméthylformamide (DMF) 36,6 mL
S3 méthacrylate de 2-diméthylaminoéthyle 34mL
(MADAME) ’
5-(1,2-dihydroxyéthyl)-3,4- 0,0720 g
S4 dihydroxyfuran-2-one (acide ascorbique) ’
H.0 D.I. 8 mL

Greffage de la couche de polyionéne (PI)

Les lames de verre greffées PMADAME sont disposées sur une grille et mise dans un réacteur
a fond plat avec un agitateur magnétique. Le réacteur est surmonté d’un tricol, avec des septums
et du papier téflon, sur lequel on fixe un réfrigérant. On positionne un bain d’huile sous le
réacteur. Le montage est mis sous atmosphére inerte d’argon. En fonction du polyionene (PI)
que I’on veut greffer, on utilise les monomeres et les quantités indiqués dans le Tableau V-5.

L’ensemble des greffages se font avec des concentrations en monomeres a 0,9 mol.L™L,
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Tableau V-5 : Monomeres et quantités pour greffer les couches Pl

Polyionéne Monomére Diamine  Monomeére Dibrome Solvant
3-3 Nféiiﬁn;;?rignegggl' 1,3 dibromopropane Méthanol
: Prop 5,5 mL (0,054 mol) 60 mL

9 mL (0,054 mol)
N,N,N’,N’-tétraméthyl-

6-6 1 6-diaminohexane 1,6 dibromohexane Méthanol
11,5 mL (0,054 mol) 8,2 mL (0,054 mol) 60 mL
N.N,N°,N’-tétraméthyl- 1,9 dibromononane Méthanol
6-9 1,6-diaminohexane 10,9 mL (0,054 mol) 60 mL
11,5 mL (0,054 mol) ’ '
N,N,N’,N’-tétraméthyl- 1,12 ,
6-12 1,6-diaminohexane dibromododécane MS}I\I/?EOZI;%ILHL

11,5 mL (0,054 mol) 17,7 g (0,054 mol)

Les réactifs sont introduits avec une seringue en verre via le septum, le long des parois du
réacteur. On introduit dans 1’ordre la diamine, la moitié du méthanol, le dibrome et enfin le

reste du méthanol.

Particularité du greffage du Pl 6-12 : on solubilise d’abord le 1-12 dibromododécane dans le

DMEF dans le réacteur a fond plat en chauffant. On y place la grille avec les lames de verre, on
ferme le réacteur et on met le montage sous atmosphére inerte. On introduit ensuite dans 1’ordre

: la moitié du méthanol, la diamine et I’autre moitié du méthanol.

Le réacteur est placé dans un bain d’huile chauffé a 65 °C sous agitation (300 rpm) pendant 16-
17 h (une nuit). On ajoute le bain d’huile quand tous les réactifs ont été introduits. On enléve la
sortie, on laisse saturer en argon 5 minutes, puis on enléve I’entrée pour €tre en saturation
d’argon. Le mélange réactionnel est homogéene et limpide. Le lendemain, on récupére les lames
de verre dans un milieu épais et blanchatre pour le PI 3-3 ou limpide et de couleur jaune clair
pour les autres Pl. On conserve les solutions de greffage pour les faire précipiter suivant le
méme mode opératoire que la synthése des PI en solution. Les lames de verre sont lavées a

I’eau déionisée et a I’éthanol puis on les séche sous flux d’azote.

Protocole de greffage sur wafers de silicium

La face greffée est la face miroir du wafer, elle est toujours placée vers le haut sur la grille. Le
méme protocole est utilisé pour greffer des wafers de silicium de 5,1 cm de diamétre et de 3
mm d’épaisseur pour les essais en réflectivité des neutrons et des rayons X en adaptant la

verrerie et les quantités utilisées.
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Nettoyage des wafers de silicium

Les wafers de silicium sont lavés par immersion dans de I’éthanol et mis dans un bain a
ultrasons pendant 10 minutes. Ils sont séchés sous flux d’azote. Ils sont ensuite introduits dans
une solution piranha, un mélange H2SO4/H20- (45/15 mL) pendant 30 minutes sans agitation.
Ils sont lavés en les immergeant complétement dans de 1’eau déionisée pendant 30 minutes avec
agitation, en changeant I’eau déionisée au bout de 15 minutes. Les wafers sont rincés avec la

pissette d’eau déionisée, puis séchés par flux d’azote.
Greffage de la couche de polydopamine (PDOPA)

On prépare 60 mL d’une solution de Tris(hydroxymethyl)aminomethane a 10 mmol.L™ dans
de I’eau déionisée. On ajuste le pH de cette solution a 8,5 avec un pHmeétre et une solution de
HCla 1 mol.L™. On appelle cette solution le buffer Tris. On prépare une solution de dopamine
a3 mg.mL? en diluant 0,180 g de dopamine dans 60 mL de buffer Tris dans un réacteur a fond
plat avec agitation forte pour introduire de I’oxygene dans la solution. La solution de dopamine
prend une couleur rose saumon. On arréte I’agitation et on introduit la grille avec les wafers
dans la solution. Les wafers plongent dans le bain de dopamine pendant 3 h. A la fin de la
réaction, la solution est devenue hétérogeéne avec des particules noires en suspension et un film
de polydopamine a la surface. On rince les wafers a la pissette d’eau déionisée et a la pissette

d’éthanol. On les seche sous flux d’azote.
Surgreffage de la couche PDOPA par le 4-(dimethylamino) benzoyl chloride (DMABC)

La verrerie est mise a 1’étuve la veille afin qu’elle soit bien séche pour la réaction. On introduit
les wafers greffés PDOPA sur une grille, dans un réacteur a fond plat avec un agitateur
magnétique, et on ferme le montage avec une sortie tricol entourée de papier téflon. Sur la sortie
du milieu, on positionne une ampoule de coulée avec une hampe remplie de 10,5 mL de
triethylamine (TEA). On laisse le montage sous argon pendant 30 minutes. On introduit
rapidement 6 g de 4-(dimethylamino) benzoyl chloride (DMABC), issu d’un flacon neuf de
chez Alfa Aesar, dans le montage a I’aide d’un sabot. On laisse le montage se saturer d’argon
pendant 20 minutes. On ajoute, a I’aide d’une seringue en verre, 42 mL de DMF anhydre dans
le réacteur et on met le mélange sous agitation. La solution prend une couleur bleu clair. On
attend la dissolution compléte de la DMABC avant de poursuivre. La dissolution peut étre
longue, aussi on peut ajouter un cristallisoir avec de I’eau chaude sous le réacteur pour faciliter
la dissolution. Quand la DMABC est dissoute, on ajoute goutte a goutte la TEA située dans

I’ampoule de coulée. La solution prend progressivement une couleur jaune-orange. Une fumée
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blanche se dégage lors de I’ajout de la TEA et vers la fin, un précipité se forme en solution. On
laisse la réaction se poursuivre pendant 24 h en surpression d’argon a température ambiante et
avec agitation. A la fin de la réaction, la solution a pris une couleur rouge avec un précipité
orange en solution. Les wafers sont rincés a la pissette d’acétone puis d’éthanol. IIs sont mis
dans de I’éthanol absolue pendant 10 minutes dans un bain a ultra-sons. Enfin, ils sont séchés
sous flux d’azote.

Greffage de la couche de polyionéne (Pl)

Le greffage de la couche de PI sur les wafers surgreffés DMABC s’effectue de la méme maniere
que le protocole décrit lors du greffage de PI sur des lames de verre. On greffe les polyionénes
avec des solutions en monoméres a une concentration de 0,9 mol.L™. La seule variation est le
nettoyage final. Les wafers greffés PI sont rincés a la pissette d’eau déionisée et d’éthanol, puis
immergés dans I’éthanol absolu pendant 10 minutes dans un bain a ultra-sons et séchés sous
cloche a vide pendant 2 h a température ambiante, avant d’étre analysés en réflectivité des

rayons X ou des neutrons.

Protocole de greffage sur le polyéthyléne (PE)
Nettoyage du film de PE

Le morceau de PE est lavé a I’éthanol et séché sous flux d’azote. Il subit ensuite un traitement
au plasma sous Oz a 0,2 mbar pendant 5 minutes. On lui applique un traitement plasma afin de

rendre la surface plus hydrophile et réactive en vue des prochaines étapes de greffage.
Greffage de la couche de polydopamine (PDOPA)

Le greffage de la couche de polydopamine sur le PE s’effectue avec la méme solution que celle
décrite dans le protocole pour les wafers de silicium. On prépare 500 mL d’une solution de
dopamine a 3 mg.mL? dans un buffer Tris 2 10 mmol.L* fait en eau déionisée avec un pH
ajusté a 8,5. On place cette solution sous forte agitation pour introduire de I’oxygeéne dans la
solution. La solution de dopamine prend une couleur rose saumon. On arréte I’agitation et on
introduit le morceau de PE dans la solution en mettant la face a greffer vers le fond du contenant.
Le PE plonge dans le bain de dopamine pendant environ 24 h. A la fin de la réaction, la solution
est devenue hétérogene avec des particules noires en suspension et un film de polydopamine a

la surface. On lave le PE a I’eau déionisée, en I’immergeant dans un grand volume, puis a
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I’éthanol avec une pissette. On stocke le PE sous cloche pour le faire sécher jusqu’au prochaine

traitement.
Greffage de la couche de PMADAME

Pour effectuer la polymérisation en surface du PMADAME sur la surface de polyéthyléne, on
réalise le méme protocole que celui décrit sur les lames de verre, en adaptant les proportions
des solutions utilisées (Tableau V-6). On fait les ajouts des solutions S1, S2 et S3 comme décrit
précédemment. On dispose le film de PE greffé dopamine sur une grille dans un cristallisoir et
on verse dessus la solution S1+S2+S3. La solution réductrice S4 d’acide ascorbique est ajoutée
le long des parois, lentement, a I’aide d’une pipette pasteur. La solution finale est hétérogene et
de couleur rouge foncé. On laisse réagir pendant 2 h sous agitation forte. Apres la réaction, le
morceau de PE est lavé en I’'immergeant dans un bécher rempli d’acétone, puis on élime les
résidus a la pissette d’acétone. On applique le méme procédé avec de I’eau déionisée et de

I’éthanol. On stocke le PE sous cloche pour le faire sécher jusqu’au prochaine traitement.

Tableau V-6 : Solutions pour la polymérisation en surface du PMADAME

Solutions Composés Masse ou volume
s1 4-Nitroaniline 2,4243 g
HCI 0,5N dans H.O 90 mL
$2 Nitrite de sodium 1,5280 g
HCI 0,5N dans H.O 67,5 mL
N,N-Diméthylformamide (DMF) 206,3 mL
S3 méthacrylate de 2-diméthylaminoéthyle
(MADA}I]\/IE) g g 153 mL
5-(1,2-dihydroxyéthyl)-3,4- 0,5024 g
S4 dihydroxyfuran-2-one (acide ascorbique) ’
H.0 D.I. 45 mL

Greffage de la couche de Pl

Le greffage de la couche de Pl sur le PE greffé PMADAME s’effectue de la méme maniére que
le protocole décrit lors du greffage de Pl sur des lames de verre. Le film de PE greffé
PMADAME est disposé sur une grille, fixé avec des attaches, et on positionne la face a greffer
vers le haut. On greffe les polyionénes avec des solutions en monomeres a une concentration
de 0,9 mol.L™ en adaptant les quantités comme décrit dans le Tableau V-7. La seule variation
est le nettoyage final. Le film de PE est lavé en I’'immergeant dans un bécher rempli d’eau
déionisée, puis on ¢lime les résidus a la pissette d’eau déionisée. On applique le méme procédé

avec de I’éthanol. On stocke le PE sous cloche pour le faire sécher.
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Tableau V-7 : Monomeres et quantités pour greffer les couches de Pl

Polyionéne = Monomeére Diamine  Monomere Dibrome Solvant
3.3 Ni\lé{\;iﬁn;;czr?;negggl- 1,3 dibromopropane Méthanol
: prop 27,5 mL (0,271 mol) 300 mL

45,3 mL (0,271 mol)
N,N,N’,N’-tétraméthyl-

6-6 1,6-diaminohexane
57,75 mL (0,270 mol)

1,6 dibromohexane Méthanol
41 mL (0,271 mol) 300 mL

Nettoyage approfondi du PE greffé PI

Le PE greftfé PI subit un nettoyage plus approfondi que les autres surfaces car les premiers tests
microbiologiques ont révélé la présence de relargage. Le PE greffé PI est maintenu sur une
grille et immergé dans un cristallisoir remplie de méthanol. On place le cristallisoir dans un
bain-marie d’eau chaude a 50 °C. On laisse le PE sous agitation pendant 30 minutes dans cette
configuration. Le PE est sorti du bain et lavé avec de 1’éthanol. On lave 4 fois le PE greffé PI
dans un bain de méthanol. On procede de la méme manicre en remplagant le méthanol par de
I’eau déionisée pour refaire 4 lavages. A la fin de tous les lavages, on place le PE greffé PI sous

cloche pour le sécher.

Formulation de I’encre PI 6-6 vinylique

Afin de réaliser ’encre, les réactifs nécéssaires ont été commandés chez Sigma-Aldrich. Les
solvants ont ét¢ commandés chez Carlo Erba Reagent. Tous les réactifs ont été utilisés sans

purification supplémentaire.
Synthese du PI 6-6

Tous les composés sont introduits a 1’aide d’une seringue dans un tricol de 50 mL sous
atmosphére inerte surmonté d’un réfrigérant, dans 1’ordre : le N,N,N’,N’-tétraméthyl-1,6-
diaminohexane (5,6 mL, 0,0262 mol), 22 mL de méthanol, le 1,6-dibromohexane (4,0 mL,
0,0264 mol) et 22 mL de méthanol. Le mélange réactionnel, homogene et limpide, est chauffé
a 65 °C pendant 17 h sous agitation (300 rpm). La réaction est arrétée en mettant le ballon dans
un bain d’eau froide. Le mélange obtenu est précipité dans 300 mL d’acétone. Le précipité est
filtré sur Biichner puis séché sous vide pendant 2 ha 50 °C. On obtient un solide blanc de masse
m = 8,86 g (rendement : 80,7%).

228



Annexes

RMN H (D20, & en ppm) : 1,39 (s, 8H, CCH2) : 1,74 (s, 8H, CCHy) ; 2,83 (s, 0,27H, NCHs
extrémité amine) ; 3,01 (s, 12H, N*CHa) ; 3,23-3,30 (m, 8H, N*CH>) ; 3,46-3,49 (t, 0,38H,
BrCH; extrémité bromé). SEC-MALS : My = 2 993 (:4,989%) ; My = 5 057 (+1,399%) ; Ip =
1,689 (+5,181%).

Synthése du PI 6-6 Br

Dans un tricol de 100 mL surmonté d’un réfrigérant, le PI 6-6 (8,0214 g, 0,0028 mol) est
introduit, puis, une fois le montage fermé, on met le solide sous atmosphére inerte. On ajoute a
la seringue en verre 100 mL de méthanol et on attend la dissolution compléte du solide. Le 1,6
dibromohexane (9 mL, 0,059 mol) est introduit a 1’aide d’une seringue, puis 18 mL de
méthanol. Le mélange réactionnel est chauffé a 65 °C pendant 24 h sous agitation (500 rpm).
La réaction est arrétée en mettant le ballon dans un bain d’eau froide. Le mélange obtenu est
précipité dans 1300 mL d’acétone. Le précipité est filtré sur Biichner puis séché sous vide

pendant 2 h a 50 °C. On obtient un solide blanc de masse m = 6,56 g (rendement : 75,4%).
RMN !H (D20, § en ppm) : 1,39 (s, 8H, CCH>) ; 1,74 (s, 8H, CCH>) ; 2,83 (s, 0,22H, NCH3
extrémité amine) ; 3,01 (s, 12H, N*CHa) ; 3,23-3,30 (m, 8H, N*CH,) ; 3,46-3,49 (t, 0,49H,
BrCH: extrémité bromé). SEC-MALS : M, = 3 058 (+4,525%) ; Mw = 4 854 (+1,552%) ; Ip =
1,587 (+4,784%).
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Figure V-10 : Structure du Pl 6-6 Br
Synthése du PI 6-6 vinylique

Dans un tricol de 100 mL surmonté d’un réfrigérant, le PI 6-6 Br (6,00 g, 0,0021 mol) est
introduit, puis, une fois le montage fermé, on met le solide sous atmosphére inerte. On ajoute a
la seringue en verre 90 mL de méthanol et on attend la dissolution compléete du solide. Le 2-
(dimethylamino)ethyl methacrylate (36 mL, 0,2137 mol) est introduit a ’aide d’une seringue,
puis 16 mL de méthanol. Le mélange réactionnel est chauffé a 65 °C pendant 48 h sous agitation
(300 rpm). La réaction est arrétée en mettant le ballon dans un bain d’eau froide. Le mélange
est précipité dans 1400 mL d’acétone. Le précipité est filtré sur Biichner puis séché sous vide

pendant 2 h a 50 °C. On obtient un solide blanc de masse m = 5,56 g (rendement : 83,4%).
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RMN !H (D20, § en ppm) : 1,39 (s, 8H, CCH2) ; 1,74 (s, 8H, CCH2) ; 2,15 (s, 0,07H, n°4 CH3
extrémité DMAEMA) ; 2,66-2,69 (t, 0,12H, n°1 N+CH2C extrémité DMAEMA) ; 2,81 (s,
0,07H, NCH3 extrémité amine) ; 3,01 (s, 12H, N+CH3) ; 3,23-3,30 (m, 8H, N+CH2) ; 3,46-
3,49 (t, 0,03H, BrCH2 extrémité bromé) ; 3,97 (s, 0,21H, n°2 OCH2C extrémit¢ DMAEMA) ;
5,37 (1, 0,004H, n°3’ CH=C extrémit¢ DMAEMA) ; 5,57 (s, 0,004H, n°3 CH=C extrémité
DMAEMA). SEC-MALS : M, = 3 212 (£9,222%) ; Mw = 5 015 (+2,265%) ; Ip = 1,561

(+9,496%).

(o}

Figure V-11 : Structure du PI 6-6 vinylique

Formulation de I’encre et parametres d’impression

L’encre se formule en pesant séparément les liquides et les solides. On laisse agiter les liquides
ensemble pendant au moins 1 h. On ajoute ce mélange dans celui des solides et on laisse la
formulation agiter au moins 1 nuit. L’encre est enfin filtrée sur une membrane de 13 mm de
diameétre en PTFE avec des pores de 0,45 um. La formulation se conserve ensuite a 1’abri de la
lumiere et a 4°C pour protéger I’activité du photoamorceur. Elle peut ainsi étre conservée
plusieurs mois (le test a été fait avec une encre réutilisée 2 mois apres sa fabrication). La

formulation de I’encre optimisée correspond a celle de I’encre décrite dans le Tableau V-8.

Tableau V-8 : Formulation de I’encre PI 6-6 vinylique

Composants % masse masse (q) Mn (g.mol?)

Eau déionisée 27,4% 2,500 18
Ethanol 48,6% 4,440 46,1
Polyionéne 6-6 vinylique 4,2% 0,380 2820
Ethylene glycol diméthacrylate 10,9% 1,000 198,2
Tpmethylolpropane éthoxylate 6.2% 0,566 428
triacrylate 428

2 hydroxy (4' hydroxyethoxy) 2 2.7% 0,250 224.3

methylpropio phenone

Les encres sont ensuite utilisées sur une imprimante jet d’encre DIMATIX. Environ 2 mL
d’encre sont introduits dans des cartouches avec une téte d’impression de 16 buses délivrant
des volumes de 10 picolitres. Les impressions sont réalisées avec un « drop spacing » de 50 um
a 1 mm de la surface a imprimer (PE, PVC, PET). Une fois imprimée, la surface subit un recuit

sous la lampe Xenon (S-2200 de chez Polytec) avec des flashs a 2000 V pendant 150
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millisecondes, puis une absence de flash pendant 300 millisecondes. La série de flash est répétée
20 fois. Une fois le recuit effectué, les surfaces imprimées et réticulées sont introduites dans un
mélange eau déionisée/éthanol (50/50) et passées aux ultrasons a pleine puissance pendant 10

minutes.

Caractérisations physico-chimiques

Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les polyméres ont été étudié en RMN *H en phase liquide. Les spectres ont été obtenus sur un
spectrométre Bruker AC 400Mhz situé au LCMCE (NIMBE, CEA-Saclay). Les échantillons
sont préparés dans un solvant deutéré, le D20, a raison de 15 mg de produit pour 0,7 mL de

solvant.

Rhéométre

Les mesures de viscosité ont été effectuées sur un rhéometre Modular Compact Rheometer
MCR 302 de chez Anton Paar. La configuration cone-plan a été utilisée, avec un cone de 0,998°

et de 49,977 mm de diamétre, modéele CP50-1 de chez Anton Paar.

Chromatographie d’exclusion stérique (SEC-MALS)

Afin de déterminer la masse molaire absolue des polymeéres synthétisés, une chromatographie
d’exclusion stérique (SEC) couplée a un détecteur de diffusion de la lumiére multi-angles

(Multi Angle Light Scattering = MALS) a été utilisée.

La SEC permet de séparer les polymeres par leur volume hydrodynamique et donc par leur
« taille ». La colonne est remplie de billes poreuses de gel polymére ou de silice. Le principe
est schématisé sur la Figure V-12. Les petites chaines (violet) vont pénétrer dans les pores des
billes, alors que les grandes chaines (rouge) n’y rentreront pas. Lorsqu’un mélange de chaines
dissouts dans le solvant est injecté au sommet de la colonne, les petites chaines se trouvent alors
réparties dans un volume de solvant qui est bien plus important que le volume dans lequel les
grandes chaines sont. Par conséquent, les grandes chaines se déplacent plus vite dans la colonne,

et ainsi le mélange est séparé en ses composantes.
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‘ ‘ Les particules larges ne peuvent
‘ ' entrer dans le gel et sont exclues.
- Elles ont moins de volume &

traverser et éluent plus tot.

le gel et ont plus de volume & traverser.

o Elles éluent plus tard.
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Figure V-12 : Principe d’une chromatographie d’exclusion stérique (crédit image : Wyatt Technology
Corporation 2015)

Le temps ou volume d’élution d’une molécule est li¢ a son volume hydrodynamique. Pour relier
le volume d’¢lution d’une molécule a son poids moléculaire, il faut alors faire une calibration
avec des standards de poids moléculaire connus. Par conséquent, la SEC utilisée seule est une
méthode relative. La mesure de la masse molaire par diffusion de la lumiere est quant-a elle,
une méthode absolue. Le couplage de la SEC avec le MALS permet de mesurer la masse
molaire absolue, et donc indépendamment d’une calibration de colonne. La relation entre

’intensité mesurée et la masse molaire est définie par 1’équation (21) :

2
1(0) < ¢c XM, x (Z—Z) (21)

Avec 1(0) I'intensité de la lumiére diffusée, ¢ la concentration massique du polymeére en
solution, My la masse molaire moyenne en masse du polymeére et dn/dc son incrément d’indice

de réfraction dans un solvant donné.

La technique requiert par contre de connaitre I'incrément d’indice de réfraction dn/dc du
polymére analysé, valeur qui dépend du solvant dans lequel il est solubilisé et de la longueur
d’onde du détecteur utilis¢ pour 1’analyse. Les valeurs utilisées dans le cadre de cette theése ont
toutes €té calculées. Le dn/dc peut étre déterminé pour une valeur de concentration massique
en polymere tendant vers 0 dans un solvant. Pour cela, on réalise des injections directes du
polymere a différentes concentrations massiques dans le détecteur d’indice de réfraction et le
détecteur de diffusion de la lumiére. Chaque concentration donne une valeur d’indice de
réfraction. Le dn/dc est la pente de cette droite (équation 22) :
d(An)
TG

] dn
X Ac soit An = e X Ac (22)
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Pour déterminer les valeurs de dn/dc des polymeres, il a fallu tenir compte de la présence du
contre ion pour déterminer les concentrations massiques réelles en polymére dans la solution.

Les valeurs utiles sont toutes récapitulées dans le Tableau V-9.

Tableau V-9 : Valeurs de dn/dc et pourcentage de contre-ions pour les PI synthétisés

Polyméres dn/dc (mL.g}) % contre-ion (Br ou CI)
Pl 3-3 0,2669 + 0,0150 48,1% (Br’)
Pl 6-6 0,1776 + 0,0225 38,4% (Br)
Pl 6-9 0,1936 + 0,0072 34,9% (Br")
Pl 6-12 0,1783 + 0,0082 32,0% (Br)
Pl et5-3 0,2445 + 0,0031 44,1% (Br’)
Pl et5-6 0,2213 +0,0188 39,6% (Br’)
Pl et-9 0,1901 + 0,0304 35,8% (Br")
Pl et5-12 0,1920 + 0,0102 32,7% (Br)
Pl et5-et5 0,1928 + 0,0069 23,4% (CI)

Les analyses SEC sont effectuées a partir d’un appareil HPLC Shimadzu muni de 2 colonnes
OHpack-LB 800 (300 x 8,0 mm) (Shodex), couplé a un réfractométre RID-20A (Shimadzu) et
un MALS mini-Dawn TREOS (Wyatt). Les mesures sont réalisées dans une phase eau
déionisée 18 mQ avec acétate de sodium 0,54 M / méthanol / acide acétique glacial (54% /23%
/ 23% en volume) a 40°C pour I’ensemble des polyionenes synthétisés. Les solvants utilisés

sont tous de pureté « HPLC grade ».

Analyse thermogravimétrique (ATG)

L’analyse thermogravimétrique est une technique quantitative qui suit I’évolution de la masse
d’un échantillon en fonction d’une rampe de température. Cette technique permet de définir
dans notre cas, la température de dégradation des polymeres. Les mesures d’ATG sont réalisées
sur un appareil Mettler-Toledo TGA/DSC situ¢ au LIONS (NIMBE, CEA-Saclay). Les
polymeres sont introduits dans une coupelle en oxyde d’aluminium. La température augmente
de 25 a 100°C a une vitesse de 20°C/min, puis un plateau de 10 minutes est appliqué a 100°C
pour ¢éliminer toute trace d’eau résiduelle. La température est ensuite augmentée jusqu’a 800°C
afin d’éliminer toute la matiere organique. Les mesures sont réalisées sous oxygéne ou SOUS

azote.
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X-ray Photoemission Spectroscopy (XPS)

La spectroscopie photoélectronique X est une méthode physique d’analyse de surface qui
détermine les propriétés électroniques et chimiques de la surface des matériaux. L’échantillon
est irradié par des rayons X provoquant 1’ionisation des atomes par effet photoélectrique.
L’¢lectron du niveau de cceur est alors arraché de la surface avec une énergie cinétique (Ec)
caractéristique de I’atome. Cette énergie mesurée permet de connaitre 1’énergie de liaison (E))
en fonction de I’énergie du rayonnement utilisé (équation 23) et de déterminer 1’environnement

chimique des atomes du matériau.

hv = E. +E, (23)

Avec h la constante de Planck et v la longueur d’onde du rayon en nm.

Les analyses XPS ont été réalisées sur ’appareil Kratos Analytical Axis Ultra DLD utilisant
une source de rayon X monochromatique haute résolution Al-Ka (1486,7 €V) a une puissance
de 150 W et un systeme de compensation de charges. Les spectres globaux ont été enregistré a
160 eV et les spectres a hautes résolutions a 40 eV. De plus, ’angle de détection des
photoélectrons « arrachés » étant toujours de 90° par rapport a la surface a examiner, la
profondeur d’analyse est toujours de 15 nm maximum. La déconvolution des spectres se fait
avec le logiciel Casa XPS et les concentrations ont été estimées en tenant compte des sections

efficaces calculées par Scofield.

Angle de contact, énergie de surface et énergie d’hydratation
Principe

La mesure d'angle de contact (8) rend compte de I'aptitude d'un liquide a s'étaler sur une surface
par mouillabilité. C’est I’une des rares techniques qui permet de caractériser ’extréme surface
d’un substrat. La méthode consiste a mesurer l'angle de la tangente du profil d'une goutte
déposée sur le substrat, avec la surface du substrat (Figure V-13). Elle permet de mesurer
I'énergie de surface du liquide ou du solide. Si le liquide utilisé est 1’eau, la mesure de 1'angle
de contact permet également, par extension, de déduire le caractére hydrophile (petit angle,
grande énergie de surface) ou hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) du substrat
analysé. Les mesures d’angle de contact ont été effectuées sur un macrogoniometre KRUSS
DSA 100 situ¢ au BHM (SayFood, AgroParisTech-Massy). Les déviations sont déterminées

par le calcul d’un écart type standard sur au moins cinq mesures différentes.
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Figure V-13 : Schéma de principe des tensions interfaciales d’une goutte sur une surface

La forme d'une goutte a la surface d'un solide est régit par 3 parametres :
* La tension interfaciale solide liquide ys.
* La tension interfaciale solide vapeur ysv
* La tension interfaciale liquide vapeur yLv
Ces trois grandeurs sont reliées par I'équation de Young :
—Ysv + Ysi + Vv cos(8) = 0 (24)

Dans cette thése, on va s’intéresser a la valeur de I’angle de contact a ’eau afin d’avoir une
estimation de 1’hydrophobie/hydrophilie relative de surface des échantillons mais aussi aux
valeurs des angles de contact au diiodométhane et au formamide pour calculer les énergies de

surface.
Calcul d’énergie de surface

L’énergie de surface d’un substrat ¥ (équation 25) peut étre calculée a partir des paramétres
des contributions de Lewis-Van der Wals yIW et des contributions acide-base yAZ . Cette
derniére est calculée a partir des contributions électron-donneur y, et électron-accepteur y,

(équation 26).
¥s =" + v (25)
AB 3
vt =20ty )2 (26)
Pour déterminer 1’ensemble des paramétres Y%, yo et y5 il faut réaliser des mesures d’angle
de contact a I’équilibre 8, avec 3 liquides dont on connait les valeurs des contributions de

Lewis-Van der Wals et acide-base. Il faut ensuite résoudre un systéme de 3 équations a 3

inconnues en utilisant la formule générale :

vi (L +cos6,) = 2[(y"yi")O + (vdyi)® + (vs v (27)
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L = liquide ; S = solide ; d = diiodométhane ; f = formamide ; e = eau ; T = totale
Le systéme de 3 équations a 3 inconnues est constitué¢ des équations 28, 29 et 30.

en rouge = les valeurs que 1’on cherche ; en bleu = les valeurs d’angle de contact qui varient

suivant le liquide ; en vert = les valeurs connues.

Diiodométhane

Pour le dilodométhane : y;; = 0 ety;; =0

1 ls(1+ cosb,)
w05 _ YLa d
Vs = w05 ( 2 ) (28)
Ld
Formamide
1 y/;(1+cosby)
0,5 Lf f 05 ;105 _ 5
Vs =—%3 5 — YRS — s 08y (29)
Yir
Eau
05 ;105
y_ors _ 1 V[e(l + CosS 06) YSLW yf(W
s - 0,5 0,5 0,5
1— VLLOSVL; 2y7, Vie
05 .05
VLfO 5th
05 ;1,05 (30)
v fo (1 +cos0;) L e i
VL/‘ 2V, 08 ]/[;0 SVLJEO .

Calcul d’énergie d’hydratation

Une fois les paramétres y2V, ¥~ et y;t déterminés pour le substrat, on peut calculer les énergies
p Vs s s p p g

d’hydratation du substrat avec les formules suivantes :

AGs/eau = AGs/eau + AGs/eau (31)
AGs/eau = =2 |¥"Veau (32)
AGs/eau - _2\/ys+ye_au - 2\/)’5_)’;;111 (33)

AVECAG o4, ’énergie d’hydratation totale du substrat, AG{/%,,, la contribution de Lewis —Van

der Wals et AG2S Jeau |2 CONtribution acide-base de I’énergie d’hydratation.
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Microscopie a épifluorescence

La microscopie a épifluorescence (ou en fluorescence) est une technique utilisant un
microscope optique en tirant profit du phénomene de fluorescence et de phosphorescence, au
lieu de l'observation classique par réflexion (physique) ou absorption de la lumiére visible
naturelle ou artificielle. La fluorescence est la propriété que possédent certains corps d'émettre
de la lumiére aprés avoir absorbé des photons de plus haute énergie (dans notre cas ¢a sera
I’orange d’acridine absorbée par les bactéries). La microscopie a épifluorescence repose sur la
formation d'une image par détection de cette lumiere émise. Cette lumiere peut €tre émise
directement par les bactéries elles-mémes si elles sont génétiquement modifiées pour étre
fluorescente sous U.V. comme c’est le cas du Staphylococcus aureus s-gfp utilisé dans les
essais. Le sigle « gfp » signifie « Green Fluorescent Protein ». Le S. aureus s-gfp génétiquement
modifié est capable de produire cette photoprotéine qui confere des propriétés de fluorescence
a I’ensemble de la bactérie. Dans le cas de I’observation d’Escherichia coli, un colorant a di
étre utilisé, le Syto 9. Ce colorant pénétre 1’ensemble des bactéries de la flore totale (vivantes
et mortes/inhibées) et se lie a ’ADN double brin (excitation/émission : 485498 nm). Les
observations sont effectuées avec un microscope optique Leica DMLB, aux grossissement x10
et x40, situé au BHM (SayFood, AgroParisTech-Massy).

Potentiel zéta

La mesure du potentiel z€ta a une interface solide/liquide est basée sur la mesure de potentiels
d’écoulement et de courant d’écoulement.! L’électrolyte s’écoule entre deux surfaces
identiques a analyser, positionnées dans une cellule de mesure. L’espace entre les deux surfaces
est ajusté avec des cales pour créer une différence de pression entre 1’entrée et la sortie de la
cellule de mesure. Pendant 1’analyse, la pression augmente de maniere continue. La différence
de pression au travers de la cellule de mesure (Ap) et du potentiel d’écoulement (AU) sont
utilisées pour calculer le potentiel zéta ({) selon la méthode de Fairbrother-Mastin (équation
34).2
AU

- Ap X : &

¢

Kg (34)
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Avec { le potentiel zéta, 4U/Ap la pente de potentiel d’écoulement en fonction de la différence
de pression, # la viscosité de I’électrolyte, ¢ le coefficient dié¢lectrique du solvant, & la

permittivité du vide et Kg la conductivité de 1’¢lectrolyte.

La concentration en surface de groupes fonctionnels, I’adsorption d’ions, les effets de la
pression et le pH sont les variables principales qui peuvent influencer le potentiel z&ta. Lors des
mesures, la géométrie des échantillons, la pression, la température et la concentration de
I’¢lectrolyte ont été maintenues constantes. Les valeurs de potentiels zéta mesurées restent

cependant spécifiques a la géométrie de la cellule de mesure et des parametres énoncés.

Les valeurs de potentiel zéta des surfaces solides ont été mesurées par un analyseur
électrocinétique ZetaCAD (CAD Instrument, France) situé au BHM (SayFood, AgroParisTech-
Massy). L’électrolyte utilisé pour toutes les analyses est une solution de NaCl a 1,5.10° mol.L-

! dans I’eau déionisée.

Caractérisations biologiques

Concentration Minimale Inhibitrice (CMI)

L activité bactériostatique d’un polyionéne (PI) est caractérisée par sa concentration minimale
inhibitrice (CMI) qui correspond a la plus petite concentration pour laquelle la croissance
bactérienne est inhibée. Les parametres importants & définir sont : la température, la longueur
d’onde, le temps de croissance et I’intervalle entre deux mesures optiques. Les parametres de
temps et de température sont choisis en fonction de la souche bactérienne dans le but
d’optimiser sa croissance. La longueur d’onde est choisie en fonction de la couleur de la

solution afin d’avoir une meilleure discrimination par rapport au trouble formé par les bactéries.
Materiels

Les CMI ont été mesurées au laboratoire de microbiologie P2 situé au BHM (SayFood,
AgroParisTech-Massy). Les CMI ont été déterminées sur 3 bactéries : Lactococcus lactis 505
(L. lactis), Staphylococcus aureus 768 (S. aureus) et Escherichia coli K12 (E. coli) cultivées
respectivement dans du milieu M17 (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France), du milieu
TSB (Trypcase Soy Broth, Biomerieux, Lyon, France) et du milieu LB (Luria Bertani, BD
Difco, lllkirch, France) supplémenté de 20% de glycérol en volume. Les souches ont été
ensemencées avec 3 repiquages a 30 °C pour L. lactis et 37 °C pour S. aureus et E. coli. Les

expériences ont été réalisées sur des souches au début de I’état stationnaire de croissance avec
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une densité optique (D.0O.) a 620 nm de 0,8, ce qui correspond & une concentration d’environ
10° Unité Formant des Colonies par mL (UFC.mL™) qui a été vérifiée par dénombrement sur

milieu de culture gélosés.

Les 10 souches sauvages du projet BRICAPAC ont été cultivées de la méme manicre dans des
milieux de culture et des températures de croissance adéquats. Salmonella Typhimurium
N°1612 et Staphylococcus aureus N°1616 ont été cultivés dans du milieu TSB a 37 °C.
Pseudomonas sp. N°1619 et Listeria monocytogenes N°1618 ont été cultivés dans du milieu
TSB a 30 °C et 25 °C respectivement. Serratia sp. N°1621 et Brochotrix N°1620 ont été cultivés
dans du milieu BHIB (Brain Heart Infusion Broth, Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France)
a 30 °C et 25 °C respectivement. Lactobacillus sakei N°1624 et Lactococcus lactis N°1629 ont
¢été cultivés dans du milieu MRSB (Man Rogosa Sharpe Broth, BD Difco, Illkirch, France) a
30 °C. Lactobacillus casei N°1622 et Leuconostoc mesenteroides N°1625 ont été cultivés dans

du milieu MRSB supplémenté de 0,5% de glucose en volume a 30 °C.
Méthode

Pour toutes les mesures réalisées dans cette thése, les suivis de croissance ont été effectués sur
des plaques 100 puits pendant 48 h a 620 nm avec une mesure toutes les 15 min et une agitation
de 10 secondes avant la mesure. Les suivis des 3 souches mode¢les (L. lactis, S. aureus, E. coli)
ont été faits dans les méme milieux de culture que ceux décrits dans la sous-section Matériels
a 30 °C. Les suivis des 10 souches sauvages du projet BRICAPAC ont été fait dans les méme
milieux de culture et aux méme températures que ceux décrits dans la sous-section Matériels.
La gamme de concentration testée varie de 0,5 a 150 pg.mL™. Les puits sont répartis selon 3
catégories : blanc, témoin et test de polymére. Un puit « blanc » est rempli avec 300 pL de
milieu de culture pur. Un puit « témoin » est rempli avec 30 pulL d’eau distillée et 270 uL de
milieu de culture ensemencé avec la souche bactérienne a la concentration visée de 10*
UFC.mL™. Un puit « test de polymére » est rempli avec 30 pL de polymére a la concentration
choisie dans de I’eau distillée et 270 pL de milieu de culture ensemencé avec la souche
bactérienne a la concentration visée de 10* UFC.mL™. Une série de tests sur un polymére est
composée d’un blanc, d’un témoin et de 7 a 10 concentrations différentes en polymere. Chaque
type de puits est réalisé en double pour vérifier la reproductibilité. La CMI correspond a la plus
petite concentration testée pour laquelle la densité optique ne varie pas par rapport a la densité
optique du blanc pendant les 48 h du test. La CMI a été déterminée par au moins deux essais
indépendants. Si les valeurs de CMI ne sont pas identiques sur les deux essais mais proches a

une dilution pres, on choisit pour CMI la plus grande valeur des deux.
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Test de cytotoxicité (MTT) sur L929

Pour caractériser la cytotoxicité des polymeéres, on détermine la plus petite concentration a

laquelle la viabilité cellulaire est inférieure a 70%.
Matériels

La ligné cellulaire utilisée pour réaliser les tests MTT est la L929 (fibroblaste murin) fournie
par ’ATCC (American Type Culture Collection). Elle est cultivée dans du DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) supplémenté par 10% de sérum de veau foetal, dans un incubateur a
37 °C, dont I’atmosphére est saturée en humidité et contient 5% de COz2. Les passages (procédé
de sous-culture) sont effectués avec de la trypsine 0,05% (m/v), lorsque les cellules se trouvent
a 80% de confluence environ. Pour I’ensemencement des différents tests, le comptage des

cellules est effectué avec une cellule de Malassez.
Meéthode en solution

Pour les tests MTT en solution, les cellules L929 sont ensemencées dans des plaques de 96
puits, a une densité de 2500 cellules/puits (50 uL/puits). Apres une nuit d’incubation, on ajoute
50 uL de différentes solutions de polyionénes préparées la veille dans du milieu de culture
supplémenté contenant 0,25 pg.mL? d’amphotéricine B et 10 pg.mL™? de gentamicine. On
réalise les tests sur deux gammes de concentrations, ’une de 1 a 100 pg.mL™? et ’autre de 1 a
15 ng.mL?. Les cellules sont exposées aux polyionénes pendant 48 h. Les solutions de
polyionénes sont alors remplacées par 100 uL de DMEM supplémenté, auxquels sont ajoutés
25 pL d’une solution de MTT filtré, préparée a 5 mg.mL™ dans le DMEM supplémenté. Aprés
une incubation de 2 h, le milieu est retiré, et 200 uL. de DMSO sont ajoutés a la place, pour
dissoudre les cristaux de formazan formés. Les mesures d’absorbance a 570 nm sont réalisées,
apres homogénéisation par agitation, sur un Spectramax Plus 384 (Molecular Devices). Chaque
condition est répétée sur 6 puits. La viabilité cellulaire est calculée comme le ratio d’absorbance
moyenne entre les cellules contrdles (traitées avec du DMEM supplémenté + amphotéricine B

et gentamicine) et les cellules exposées aux polyionénes.
Méthode contact

Il a été réalisé une variante du test MTT en solution, appelé « test MTT au contact », afin de
I’appliquer & des matériaux solides. Ce test a permis d’évaluer la cytotoxicité au contact de
matériaux massifS mis en présence de cellules L929. Les matériaux testés sont de dimensions

8 X 14 mm, ce qui représente environ 1/10™ de la surface des puits qui vont étre utilisés. Les
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matériaux testés sont des lames de verre et du polyéthyléne qui ont été modifiés pour ajouter
des polyionénes en surface. Au préalable du test, les matériaux sont immergés dans 1’éthanol

afin d’étre nettoyés et séchés a I’étuve 37 °C dans des boites de pétri stériles.

Pour les tests MTT au contact, les cellules L929 sont ensemencées dans des plaques de 6 puits,
a une densité de 100 000 cellules/puits (2 mL/puits). Aprés une nuit d’incubation, on retire le
milieu de culture supplémenté et on remet 4 mL de milieu de culture supplémenté contenant en
plus 25 ug.mL? d’amphotéricine B et 10 pg.mL™? de gentamicine. On ajoute les matériaux, face
greffée vers le tapis cellulaire, dans les puits. Les cellules sont exposées aux matériaux modifiés
pendant 48 h. Les matériaux sont retirés ainsi que le milieu de culture du test qui est remplacé
par 2 mL de milieu de culture supplémenté neuf. On ajoute par la suite 0,5 mL d’une solution
de MTT préparée a 5 mg.mL™ dans le DMEM supplémenté. Aprés une incubation de 2 h, le
milieu est retiré, et 4 mL de DMSO sont ajoutés a la place, pour dissoudre les cristaux de
formazan formés. Les mesures d’absorbance a 570 nm sont réalisées, aprés homogénéisation
par agitation, sur un Spectramax Plus 384 (Molecular Devices). Chaque condition est répétée
sur 3 puits. La viabilité cellulaire est calculée comme le ratio d’absorbance moyenne entre les
cellules contrdles (traitées avec du DMEM supplémenté + amphotéricine B et gentamicine) et

les cellules exposées aux matériaux modifiés.

Test de cytotoxicité (MTT) sur épidermes humains reconstruits

Une partie des tests de cytotoxicité a été effectué par un laboratoire externe (STERLAB,
Vallauris) sur des épidermes humains reconstruits. Le protocole est appliqué d’une part en
testant des solutions d’extractions réalisées a partir des lames de verre modifiées (Méthode avec
extraction) et d’autre part, en déposant des films de PE modifiés directement sur les épidermes

(Méthode contact).
Materiels

Le test est effectué¢ sur des épidermes humains reconstruits Skin+ adgés de 17 jours. Le modele
Skin+ est reconstruit a partir d’une culture primaire de kératinocytes (isolés a partir de prépuce),
en utilisant un procédé de reconstruction a I’interface air-liquide sur du milieu défini. A 17
jours, les épidermes ont une épaisseur comprise entre 140 et 160 pm, avec 7 couches et une

surface de 0,5 cm?.
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Meéthode avec extraction

Une extraction est réalisée sur chaque échantillon de verre pendant 24 h a 37 °C, sous agitation
dans un tampon phosphate salin (PBS). Le poids/volume final de I’échantillon est de 0,2 g.mL"
! Le controle négatif est réalisé avec du PBS. Le controle positif dans le test de viabilité est
I’extrait d’un gant de latex dans le PBS. 30 pl de chaque extrait est mis en contact avec les
épidermes dans du milieu de maintenance. Pour chaque condition, le test est réalisé trois fois.
Les épidermes sont ensuite incubés pendant 24 h a 36,5 °C dans un incubateur dont
I’atmosphére est saturée en humidité et contient 5% de CO2. A I’issue des 24 h, la viabilité
cellulaire est évaluée par un test MTT. Les épidermes sont d’abord rincés avec 10 mL de PBS
stérile. Ils sont ensuite disposés dans 300 uL de solution de MTT a 0,5 mg.mL™ et incubés
pendant 3 h a 36,5 °C et 5% de CO.. Chaque épiderme est ensuite transféré dans un puit
contenant 1,5 mL d’isopropanol et incubé de nouveau pendant 2 h a température ambiante.
Apres incubation, les épidermes sont retirés des puits. Les puits sont homogénéisés puis 200
pL sont transférés en triplicata dans une plaque 96 puits et une lecture d’absorbance est réalisée
a 550 nm. La viabilité cellulaire est calculée comme le ratio d’absorbance moyenne entre les

épidermes du contrdéle négatif et les épidermes exposés aux extraits.
Méthode contact

Le contréle négatif est réalisé avec des épidermes sans traitement. Le contrdle positif dans le
test de viabilité est réalisé en appliquant une solution de sodium dodecyl sulfate (SDS) a 0,5%
massique dans ’eau. Le film de PE est déposé au contact des épidermes reconstruits dans du
milieu de maintenance. Pour chaque condition, le test est réalisé trois fois. Le test est ensuite
réalis¢ de la méme manicre que pour la méthode avec extraction, en incubant les épidermes
pendant 24 h a 36,5 °C dans 5% de COz et en effectuant un test MTT a la suite de I’incubation.
La viabilité cellulaire est calculée comme le ratio d’absorbance moyenne entre les épidermes

du contrdle négatif et les épidermes exposés films de PE modifiés.

Essais d’adhésion
Matériels

Les essais d’adhésion ont été effectuées au laboratoire de microbiologie P2 situé au BHM
(SayFood, AgroParisTech-Massy). Les essais d’adhésion ont été réalisés sur 2 bactéries :

Staphylococcus aureus 768 (S.aureus, Gram+) et Escherichia coli K12 (E. coli, Gram-)
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cultivées respectivement dans du milieu TSB (Trypcase Soy Broth, Biomerieux, Lyon, France)
et du milieu LB (Luria Bertani, BD Difco, Illkirch, France) supplémenté de 20% de glycérol
en volume. Les souches ont été ensemencées avec 3 repiquages a 37 °C pour S. aureus et E.
coli. Les expériences ont été réalisées sur des souches au début de I’état stationnaire de
croissance récolté par centrifugation (7000 g, 10 min, 4 °C). Les souches ont été lavées 2 fois
avec de I’eau déionisée et remises en suspension en eau déionisée. Pour certains essais, la
suspension bactérienne a été préparée en eau physiologique (NaCla 9 g.L? dans I’eau déionisé).
La concentration a été ajustée de facon a avoir une densité optique (D.O.) a 620 nm de 0,8, ce
qui correspond a une concentration d’environ 10° Unité Formant des Colonies par mL
(UFC.mL™) qui a été vérifiée par dénombrement sur milieu de culture gélosé TSA (Trypcase
Soy Agar, Biomerieux) pour S. aureus, ou LBA (Luria Bertani Agar, BD Difco, Illkirch,
France) pour E. coli.

Méthode : dénombrements des bactéries viables cultivables (VC)

Dans une premicre étape, on place les matériaux modifiés dans des boites de Petri stériles de
55 mm de diamétre. La suspension mere de bactéries est diluée afin d’obtenir une suspension
fille a environ 108 UFC.mL™ dans I’eau déionisée. La concentration de la suspension fille est
vérifiée par dénombrement sur milieu de culture gélosé. Les matériaux modifi€s sont recouverts
de 10 mL de suspension fille et laissés a 1’étuve 37 °C pour 3 h d’adhésion. A I’issue des 3 h
d’adhésion, les bactéries non-adhérentes ou faiblement attachées a la surface sont retirées par 6
ringages successifs dans de I’eau déionisée. La surface modifiée est ensuite placée dans 6 mL
d’eau physiologique dans un tube essai. Les bactéries adhérentes sont décrochées en réalisant
un passage de 2 minutes dans un bain a ultrasons (Branson Ultrasonics 1510, USA) et 30
secondes d’agitation sur un vortex a température ambiante. La solution contenant les bactéries
décrochées est ensuite diluée et on dénombre les bactéries viables cultivables sur milieu de
culture gélosé TSA (S. aureus) ou LBA (E. coli). Les résultats présentés sont normalisés pour
une suspension fille a précisément 108 UFC.mL™.

Meéthode : observation de la flore totale (FT)

Comme décrit précédemment, les surfaces modifiées sont mis au contact d’une suspension
bactérienne fille a environ 10° UFC.mL™ pendant 3 h d’adhésion. Les bactéries non-adhérentes
ou faiblement attachées a la surface sont ensuite retirées par 6 ringages successifs dans de 1’eau
déionisée. A cette étape du test, il ne reste donc que les bactéries adhérentes (vivantes ou
mortes) sur la surface que ’on appelle flore totale. La surface modifiée contaminée est placée

entre une lame et une lamelle pour étre observée au microscope a épifluorescence.
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La souche de S. aureus utilisée pour les essais est génétiquement modifiée pour éEtre
fluorescente sous U.V., par conséquent, elle peut étre observée au microscope sans coloration
préalable. Pour I’observation d’E. coli, le choix de la méthode de coloration s’est porté sur la
sonde Syto 9. On dilue 3 pl de colorant Syto 9 dans 1,5 mL d’eau déionisée avec 0,2 % m/v de
NaCl. Ce mélange est ensuite réparti sur la lame avant I’observation au microscope a

¢épifluorescence.

La flore totale a été estimée grace a des clichés photographiques pris aléatoirement a différents
endroits sur la surface modifiée (10 au grossissement x40 et 10 au grossissement x10). La flore
totale a ensuite €té estimée grace au logiciel de traitement d’image ImageJ en convertissant les
clichés photographiques de microscopie a épifluorescence en image en nuance de gris 8-Dit.
Les clichés sont ensuite binarisés en noir et blanc grace a la méthode « Otsu » (fourni dans le
logiciel). On estime la surface moyenne d’une bactérie en réalisant la moyenne des surfaces de
10 bactéries isolées sur les clichés. En utilisant la fonction « % area », on peut connaitre la
surface recouverte par ’ensemble des bactéries sur le cliché, et, en connaissant la surface
moyenne d’une bactérie, on peut remonter au nombre de bactéries présentes sur le cliché. Les
dénombrements de la flore totale sont le résultat de la moyenne de 3 clichés représentatifs au
grossissement x40 par essai. Avant d’en faire la moyenne, les résultats ont été normalisés pour

une suspension contaminante & 10° UFC.mL™.
Méthode : évaluation du relargage

Aprés une immersion de 3 h de la surface modifiée dans 10 mL d’eau déionisée, le surnageant
du test d’adhésion est récupéré. On dispose 30 puL du surnageant de chaque surface modifiée
dans un puits (plague 100 puits) ensemencé avec 270 uL d’une suspension de S.aureus a
environ 10° UFC.mL™* (concentration vérifiée par dénombrement sur milieu de culture gelosé).
La cinétique de croissance bactérienne dans le puit est suivie par une mesure de densité optique
dans I’appareil Bioscreen a 30 °C pendant 48 h. Une mesure de densité optique a 620 nm est
effectuée toutes les 15 minutes apres 10 secondes d’agitation. On a aussi évalué la quantité de
bactéries présentes dans le surnageant d’adhésion en le diluant puis en dénombrant les bactéries
viables cultivables sur milieu de culture gélosé (TSA pour S. aureus et LBA pour E. coli). On

compare ensuite cette valeur a la quantité de bactéries dans la suspension contaminante.
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Annexe B : Spectres RMN H
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Figure V-15 : Spectre RMN *H du PI 6-6
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Exemple de calcul des pourcentages des extrémités :

Sur le spectre du P1 6-6 (Figure V-23) :

0,281
6
0 — — 0
N = GgT 5108 X 100 = 47.2%
6 2
0,105
0 — 2 — 0
B = G587 0708 X 100 = 52.8%
6 T2

Sur le spectre du PI 6-6 Br (Figure V-24) :

0,284
6
0284 0167
6 T2

%N = X 100 = 36,2%

0,167

2 —
0284 s 0167 X 100 = 63,8%

6 2

%Br =
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Annexe C : CMI sur 10 souches sauvages dans
le cadre du projet ANR BRICAPAC

Les concentrations minimales inhibitrices (CMI) des PI aliphatiques ont été évaluées sur 10
souches sauvages fournies par CHARAL. Les essais ont été effectués sur 3 concentrations :
1,5; 15 et 150 pg.mL. Dans cet essai, les concentrations minimales bactéricides (CMB) ont
¢galement ¢été évaluées en remettant en culture les puits ou il n’avait pas été observé de
croissance de la souche. Les mesures ont été faites sur 48 h a 620 nm aux températures et

milieux de croissances optimaux des différentes souches (cf Annexe A : Partie expérimentale).

Tableau V-10 : CMI et CMB des PI aliphatiques sur 10 souches sauvages

Pl 3-3 Pl 6-6 Pl 6-9 Pl 6-12
Souches (2500 g.mol?) (3000 g.mol?) (5300 g.mol?) (2800 g.mol?)
CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

. Salmonella 5150 >150 * 150 * 150 ** 15

g  Typhimurium

)

go StaphyIOCOCCUS 15 >150 **x 15 ** 15 51,5 150

< aureus

= P

S Listeria 15 >150 <1.5 <15 15 150 15 150
monocytogenes

g [seudomonas 150  ** 15 15 150 ** 15

S sp.

§ Brochotrix 150  >150 15  >150 @ ** L <15 15

< Serratiasp.  >150 >150 >150 >150 >150 >150  * 150
Lactgci)feizllus >150 >150 >150 >150 150 >150 <15 15

w .

8 Lactobacillus 150 150 150 >150  * 150 <15 15

I=3 sakei

ﬁ Leuconos?oc 150 >150 150 >150 15 150 <15 15
mesenteroides
Lactocqccus * 150 * 150 15 150 <15 1,5

lactis

*: 15 < CMI < 150 pg.mL™* (pas d’inhibition de la croissance observée a 15 ug.mL™?)

**:1,5 < CMI < 15 pg.mL? (pas d’inhibition de la croissance observée a 1,5 ng.mL™?)
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Annexe D : Tests de cytotoxicité des Pl sur la

gamme 1 de concentration

m Pl 3-3 (3 600 g/mol) m PI6-6 (6 800 g/mol) m PI6-9 (5300 g/mol) = Pl6-12 (2 800 g/mol)
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Figure V-25 : Cytoroxicité des PI aliphatiques sur les L929 sur la gamme 1 de concentrations (n = 6)
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Figure V-26 : Cytotoxicité des PI éthers sur les L929 sur la gamme 1 de concentrations (N = 6)
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Annexe E : Réflectivité des neutrons et des

rayons X

Réflectivité des neutrons

La réflectivité des neutrons est une technique bien adaptée a I’étude de la structure de polymeres
greffés sur des surfaces. Dans ce manuscrit, il est seulement présenté la réflectivité spéculaire
des neutrons qui permet d’obtenir le profil de densité de longueur de diffusion de plusieurs
couches organiques perpendiculairement a la surface. Le principe de cette technique et le
montage expérimental sont détaillés dans cette annexe ainsi que la méthode d’ajustement des

courbes pour déterminer les profils de densité.

Les neutrons

Découvert en 1932 par James Chadwick, les neutrons sont a la fois une onde et une particule.

Ainsi la particule de neutrons est définie par un vecteur d’onde k défini par la relation suivante :

21
k=— (39)
Ou A est une longueur d’onde de De Broglie définie par la relation A = h/mv, avec h la

constante de Planck, m la masse de la particule et v sa vitesse.
Cette particule posséde ¢galement une énergie en joules définie par la relation :

hZ
E = ﬁ kz (40)

Ou 7 est la constante de Planck réduite.

Interaction neutrons-matiére
Les neutrons interagissent avec les noyaux des atomes et cette interaction neutron-matiére,

assimilé a un potentiel ponctuel, est représenté par un pseudo potentiel de Fermi Vr :

2mh? 5
- )6(r) (41)

Ve(r) = b(
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Avec m la masse du neutron, J(r) la fonction de Dirac, r la position de chaque noyau atomique
et b la longueur de diffusion cohérente qui décrit I’amplitude de I’interaction entre les neutrons
et le noyau de I’atome. La longueur de diffusion cohérente est composée d’une partie réelle
(positive ou négative) et d’une partie imaginaire qui représente I’absorption des neutrons dans

le noyau. Ce phénoméne étant moindre, on néglige la partiec imaginaire dans 1’expression de b.

VE(r) est seulement dépendant en z donc le potentiel moyen Vz au sein d’une couche homogéne

est défini comme I’intégrale du pseudo-potentiel de Fermi Vg(r) :

2

1
V, = VIVVF(T)dT = Nb (42)

Ou N est le nombre d’atome par unité de volume. On définit le produit Nb comme la densité de
longueur de diffusion cohérente (SLD, Scattering Lenght Density) qui peut étre positive ou

négative.

Densité de longueur de diffusion cohérente Nb

La densité de longueur de diffusion cohérente est dépendante de 1’élément périodique et de
I’isotope de I’atome étudié. Cette différence d’interaction entre les isotopes est une spécificité
des neutrons, trés utilisée pour 1’étude des polymeres. En effet, cela permet d’obtenir un bon
contraste entre un élément deutéré et un €élément hydrogéné, sans pour autant changer de fagon
importante les interactions chimiques entre les éléments. 1l est ainsi possible de distinguer des
chaines de polymeéres deutérées de chaines hydrogénées. La densité de longueur de diffusion
cohérente Nb d’une molécule peut se calculer a partir de tables rassemblant les valeurs de
longueur de diffusion cohérente b des atomes et en utilisant la formule suivante :

_ Nyd
Nb = M al-bl- (43)

i

Ou a; représente le nombre d’atome de longueur de diffusion cohérente bi, Na le nombre

d’Avogadro, d la densité de la molécule et M sa masse molaire.

Dans le Tableau V-11, on a rassemblé les longueurs de diffusion cohérentes et les masse

molaires des atomes utiles dans ce manuscrit.
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Tableau V-11 :Longueurs de diffusion cohérente et masse molaire des atomes courants

Longueur de diffusion

; -1
cohérente b (1022 cm) Masse molaire (g.mol™)

Elément chimique

IH -0,374 1
D (2H) 0,667 2
C 0,665 12
0 0,580 16
N 0,936 14
Br 0,680 80
Si 0,415 28

A titre d’exemple le Nb de H20 est calculé comme suit :

6,02.10%3 x 1
Nby,o = — 18 % (—0,374 % 2+ 0,58).10712 = —0,56.1071° cm 2

Notez que -0,56.10"%° cm? = -0.56.10° A2,

Le Tableau V-12 regroupe les densités de longueur de diffusion cohérente Nb utilisées dans ce
manuscrit. Pour les polymeres, on a indiqué les masses molaires des unités de répétition. La
densité des polyméres étudiés étant inconnue, elle a été approximée a 1 g.cm™. Ces valeurs de
Nb calculées ne sont donc pas tout a fait exactes. Cependant, des valeurs mesurées par variation
de contraste ont été trouvées dans la littérature® et ont été ajoutées a titre de comparaison entre
parenthése dans le Tableau V-12. On peut noter que les valeurs sont relativement proches, donc

I’approximation faite pour les densités des polymeres était correcte.

Tableau V-12 : Densités de longueur de diffusion cohérente et masses molaire des certaines molécules d’intérét

Densité de longueur de diffusion

Molécule cohérente Nb (10° A7) Masse molaire (g.mol™?)
H20 -0,56 18
D20 6,38 20
SiO; 3,41 60
Si (cristal) 2,07 28
Pl 3-3 -0,082 (-0,142) 332
Pl 6-6 -0,138 416
Pl 6-9 -0,158 458
Pl 6-12 -0,174 (-0,228) 500

Indice de réfraction neutronique et réflectivité sur une seule interface

En réflectivité spéculaire des neutrons, on observe des phénomenes de réfraction et de réflexion
analogues a ceux de 1’optique classique*. On prendra comme objet d’étude un faisceau de

neutrons se réfléchissant sur une surface plane infinie avec un angle incident 0 rasant d’environ

255



Annexes

1° comme décrit sur la Figure V-27. La surface est définie comme I’interface entre I’air d’indice
de réfraction n = 1 et un milieu homogene d’indice de réfraction n. Dans le formalise décrit
dans ce manuscrit, nous négligeons 1’adsorption des neutrons par la matiére et nous ne traiterons

pas des propriétés magnétiques des neutrons.

air
n=1

milieu homogéne
K d'indice n

Onde transmise
(réfractée)

Figure V-27 : Réflexion d’un faisceau de neutrons sur une surface plane

Les faisceaux de neutrons incidents et transmis sont décrits par une fonction d’onde y/(7) qui

vérifie I’équation de Schrodinger :

hZ
S 8() + [E = Ve @) = 0 (44)

En considérant que la structure du milieu est invariante dans le plan (xy) parall¢le a la surface,
il est possible de séparer les variables d’espace x, y et z dans 1’équation 44. De plus, Ve(r) est
seulement dépendant en z (équation 42) donc on peut simplifier I’équation 44 avec le potentiel
moyen V; :

h?2 dzl/)Z
2m dz?

+[Ez = Vz]z =0 (45)

La solution générale de 1’équation 45 est la superposition de deux ondes planes, une transmise

et une réfléchie :

Y, (z) = Ae'9% + Be™% pourz <0
{ ’ (46)

Y, (z) = Celin? pour z > 0

Avec q = |k;|sin6 = Zfsiné?, g étant la projection du vecteur d’onde incident k, sur la

normale de la surface et qn celle de k,,, le vecteur d’onde transmis.
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Dans I’hypothése ou les neutrons n’échangent pas d’énergie quand ils sont réfléchis dans le
milieu d’indice de réfraction n (diffusion élastique), 1’énergie se conserve en z = 0. On peut
alors écrire :

h2k?  h2k2

m = om + V; 47)

La combinaison de I’équation 47 et de I’expression de Vz dans 1’équation 42 donne la relation

suivante :
k2 = k? — 4mNb (48)

On peut alors définir un indice de réfraction neutronique n comme le rapport des vecteurs

d’onde transmise E{ et incidente E :

k”2—1 AZNb
T (49)

n? =

ki

Notons que cet indice de réfraction ne dépend que de la longueur d’onde du neutron et de la
densité de longueur de diffusion cohérente Nb. Remarquons que, comme Nb peut étre positive
ou négative, il est possible d’avoir des indices de réfraction supérieurs comme inférieurs a 1.
Ceci est une spécificité des neutrons.

Puisque I’indice de réfraction neutronique n est défini, il est maintenant possible de faire
I’analogie entre 1’optique géométrique et la réflectivité des neutrons. La loi de Snell-Descartes
pour I’interface de deux milieux homogéne d’indice de réfraction neutronique nz et Nz s’exprime

comme suit :

n,cos6,; = n,cos6, (50)

Sinl <n2, il existe un angle d’incidence critique 0. au-dessous duquel il y a réflexion totale du
faisceau incident. En utilisant I’expression de I’indice de réfraction neutronique et en exprimant
I’expression en fonction du sinus, on arrive a I’expression :

Nb2 - Nbl

sinfe = [———2 (51)

Quand il y a réflexion totale, la mesure de 1’angle critique 6. pour une longueur d’onde A donnée
permet une mesure trés précise de la densité de longueur de diffusion cohérente Nb d’un milieu

si on connait celle de ’autre milieu.
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Réflectivité dans un milieu stratifié

Lors d’une expérience de réflectivité de neutrons, nous mesurons le coefficient de réflexion en
intensité R, définie comme le rapport entre I’intensité réfléchie et ’intensité incidente :

R = |r|? (52)

ou r est le coefficient de réflexion en amplitude. Dans le cas d’un dioptre sans rugosité, le

coefficient de réflexion est appelé réflectivité de Fresnel.

La réflectivité est une fonction qui dépend seulement du vecteur de diffusion (5 défini par :

0=k —k (53)
N 41rsin®
Q= ks — k| =2q = I (54)

Il est égale a deux fois g, la projection du vecteur d’onde incident E sur I’axe z perpendiculaire
a la surface. L’ensemble des résultats du manuscrit présente la réflectivité R en fonction de Q.
En particulier, les résultats sont présentés en RQ*, ou les valeurs de R sont divisées par celles

de Q% pour exalter les oscillations.

Le cas d’une interface idéale, séparant deux milieux homogeénes, est en réalité peu présent dans
la nature. Il est plus fréquent de trouver une interface constituée d’un milieu inhomogene
suivant la normale a la surface d’incidence du faisceau de neutrons. Le calcul de la réflectivité
R pour un tel miliecu est plus délicat. Nous présentons ici les principes utiles a cette

détermination.

Considérons un milieu inhomogene suivant la direction z, normal a la surface d’incidence du
faisceau de neutrons. Ce milieu de profil de densité de longueur de diffusion cohérente Nb(z)
peut étre modélisé par un empilement de p milieux homogénes. Comme indiqué sur la Figure
V/-28, chaque couche i, oui € [1; p], est caractérisée par son épaisseur di, sa densité de longueur
de diffusion cohérente Nbj et son indice de réfraction neutronique n;. Le substrat est la couche
p + 1, caractérisée par sa densité de longueur de diffusion cohérente Nbsupstrat €1 SON indice de

réfraction Nsubstrat.
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Onde incidente Onde réfléchie

air
n=1

z=0

Nsybstrat Substrat

Figure V-28 : Schéma de la réflexion de neutrons sur un milieu stratifié

Pour chaque interface i—1/i, le coefficient de réflexion peut étre défini par analogie avec
I’optique géométrique :
di-1— q;

55
qi-1t+ q; (55)

Ti—1i =
Pour calculer chaque ri-1, il est nécessaire de calculer au préalable ’ensemble des vecteurs

d’onde g, pour i € [1; p], grace a la continuité de 1’énergie a I’interface i — 1/i :
qa? = qi-, — 4n(Nb;_y — Nb;) (56)

Par récurrence, nous obtenons :

gi = J 42 — 4(Nby_y — Nby) (57)

L’onde transmise a I’interface i — 1/i interfeére avec ’onde réfléchie a I’interface entre la couche
i et la couche i + 1. Il est alors possible de calculer le coefficient de réflexion complexe ;_; /;
pour Iinterface i — 1/i, avec j? = —1:

Ti—1/i T Tijipq X e 0%

. 58
T+7iqy X Fijigq X eH0U% (9)

Tic1i =
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Pour I’interface entre la couche p et la couche p + 1, c’est-a-dire le substrat, le coefficient de
réflexion complexe est égale au coefficient de réflexion de Fresnel :

9p — Qsubstrat

(59)

T =r =
p/substrat p/substrat
qp | qsubstrat

I1 est donc possible de calculer la réflectivité a la derniére interface (entre la premiére couche p
et le substrat p+1) et de calculer de fagon récursive les réflectivités de chaque interface pour
obtenir la réflectivité de I’ensemble du systéme multicouche. Le calcul des coefficients de

réflexion j_;,; Se fait par itération en partant du substrat i = p + 1 jusqu’a i = 0, grace a

. , . ey , e s - 2
I’algorithme de Parratt.® La réflectivité mesurée pour ce milieu stratifié est : R(q) = |r0 /1| .

Mesure sur le réflectométre HERMES

Les mesures de réflectivité des neutrons ont été effectuées au Laboratoire Léon Brillouin (LLB,
CEA-Saclay) sur le réflectometre a temps de vol HERMES avec la collaboration d’Alexis

Chenneviére. Le principe de fonctionnement du réflectomeétre est décrit dans la Figure V-29 :

Salve de
neutrons
Disque anti  collimateur réfléchis -
] recouvrement Salve de De‘tecteur
Faisceau neutrons aHed
« blanc » incidents
o L e
Guide H D Echantillon

Hacheurs
dy d,

Figure V-29 : Schéma du réflectométre HERMES

Principe d’un réflectometre a temps de vol

Les neutrons se déplagant a faible vitesse, on peut utiliser la méthode des temps de vol pour
effectuer une analyse en réflectivité de neutrons. La vitesse des neutrons est liée a leur longueur
d’onde par la relation de De Broglie A = h/muv. Les neutrons sont produits par le réacteur
Orphée (CEA-Saclay) et acheminés au réflectométre par un guide. Ce faisceau « blanc » de
neutrons contient un large spectre de longueur d’onde. Ils traversent ensuite une série de 2
hacheurs afin de couper le faisceau continue en salves de neutrons de méme longueur d’onde.
Un hacheur est un disque de gadolinium coupé afin de laisser passer une partie des neutrons,
les autres étant absorbés par le matériau. Les hacheurs posseédent une vitesse de rotation de telle

sorte qu’ils produisent une salve de neutrons toutes les 11 ms. Le troisiéme disque est un
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hacheurs anti-recouvrement pour éviter la superposition de 2 salves, les neutrons les plus
rapides d’une salve pouvant rattraper les plus lents de la précédente. Le faisceau de neutrons

est ensuite colmaté vers I’échantillon grace a deux fentes d’ouverture réglable.

Au sein de la salve, les neutrons se déplacent a différentes vitesses et donc ils mettent des temps
de vol t = L/v variables pour atteindre le détecteur de neutrons placé a une distance L du
hacheur anti recouvrement. On lie par la relation de De Broglie, le temps de vol a la longueur
d’onde du neutron par 1’équation A = ht/mL. En pratique, la gamme de longueurs d’onde
accessibles est comprise entre 3 A et 25 A. La mesure de réflectivité se fait a angle d’incidence

0 fixe. En changeant 0, il est possible de faire varier la gamme de vecteur d’onde q accessible
puisque les 2 valeurs sont liées par la relation : A = 27”51'719. Les mesures ont été effectuées a

deux angles d’incidence : 1,2° et 2,5 © pour atteindre des gammes de vecteur de diffusion
jusqu’a 25 A, L’intensité réfléchie est mesurée en fonction du temps de vol a ’aide d’un
détecteur ponctuel a hélium. La réflectivité minimale détectable sur HERMES est de 1’ordre de

1078,
Configurations et matériaux utilisés

Lors des manipulations de réflectivité des neutrons, nous avons étudié¢ des surfaces de wafers
de silicium (51 mm de diamétre et 3 mm d’épaisseur) sur lesquelles ont été greffées des

polyionenes, par un protocole détaillé en partie expérimentale.

Les 2 types d’interface les plus utilisées sont les interfaces air/solide et solide/liquide. Elles sont
détaillées sur la Figure V-30. Dans la configuration solide/liquide, les neutrons arrivent sur le
wafer de silicium et se réfléchissent a ’interface entre le matériau et le liquide. Nous avons
étudié les polyionénes greffés seulement a une interface solide/liquide. En effet, la densité de
longueur de diffusion des polyionénes étant proche de zéro, il n’y avait donc pas assez de
contraste pour réaliser des analyses a I’interface air/solide. Pour obtenir les épaisseurs a sec des
polymeres greffés, nous les avons étudiés par réflectivité des rayons X. Cette méthode est

détaillée dans I’annexe suivant.

a) Air b)

\/

Solide

Solide

| T~ ]

Figure V-30 : Configuration a) air/solide et b) solide/liquide
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Traitement des données

Les données expérimentales obtenues pour les 2 angles étudiées sont normalisées et
rassemblées afin d’obtenir une seule courbe de réflectivité R = f(Q). On réalise ensuite un
ajustement a partir d’un profil de densité de longueur de diffusion paramétré. Ce profil doit étre
physiquement cohérent avec le systéme étudié. 11 est constitué de plusieurs couches, chacune
définie par 3 paramétres : la densité de longueur de diffusion Nb de la couche p, son épaisseur
et la rugosité a I’interface p/p+1. Pour élucider le profil de densité de longueur de diffusion
expérimentale, il faut ajuster les 3 parameétres de chaque couche jusqu’a superposer 1’ajustement

sur les données expérimentales de réflectivité.

La rugosité est un parametre important a prendre en compte lors de la réalisation des
ajustements car les interfaces inter-couches ne sont jamais idéales. La présence de rugosité entre
chaque couche influence le profil de densité de longueur de diffusion et crée des variations
moins abruptes que ce qui est attendu dans le cas d’une surface idéale sans rugosité comme

illustré sur la Figure V-31.

a) Nb b) Nb
—_—
r4 z
Nb 1 Nb 1
z=0 z=0
Nb 2 Nb 2

Figure V-31 : Profil de Nb d’une interface a) idéale et b) rugueuse

Les ajustements ont été réalisés par un programme Python écrit par Alexis Chenneviére qui se
base sur les algorithmes de Parratt®. Afin de tenir compte de 1’importante rugosité des couches
étudiées, nous choisissons un modéle dit de « effective density layer model »°. Ce modéle
permet de décrire des interfaces fines et diffuses sur I’ensemble du systéme multicouche,
chaque couche étant définies par 3 paramétres (épaisseur, rugosité, Nb). Ainsi, on peut utiliser
localement le formalisme de Parratt sur ces fines couches puisqu’on respecte la condition ou la
rugosité est négligeable devant [’épaisseur de la couche. Les parametres des couches
préalablement définies sont alors affinés et ajustés, jusqu’a obtenir une superposition correcte

entre I’ajustement et les données expérimentales.
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Réflectivité des rayons X

La réflectivité spéculaire des rayons X a été utilisée pour caractériser les couches a sec des
polymeéres greffés sur des wafers de silicium. C’est la seule méthode qui permet une
caractérisation précise de I’épaisseur et la rugosité d’une surface a des échelles
subnanométrique. Dans cette annexe, on détaille sommairement le principe de la réflectivité de
rayons X qui se base sur la méme analogie avec 1’optique classique que la réflectivité des
neutrons. Un descriptif plus complet peut étre trouvé dans la littérature’® o les deux méthodes
sont souvent présentées ensemble. On présente aussi le réflectometre utilisé et le traitement des

données.

Principe de la réflectivité des rayons X

Les rayons X ont été découvert en 1895 par Wilhem Rontgen. Contrairement aux neutrons, les
photons X interagissent avec les électrons des atomes, et sont donc sensible a la densité
¢lectronique F du milieu traversé. Comme en réflectivité des neutrons en revanche, un faisceau
de photons X, de longueur d’onde / et d’intensité incidente i, est envoyé sur la surface a étudier
avec un angle d’incidence variable 8. On mesure ensuite 1’intensité réfléchie I, par I’échantillon.
Le principe étant le méme qu’en réflectivité de neutrons, I’analogie peut étre faite avec les

€quations détaillées précédemment en définissant un indice de réfraction électronique Ny :

/12

n,=1- %rélectronF _jEH (60)

Avec u le coefficient d’absorption du milieu et reecion le rayon de 1’électron.

La réflectivité R(6) calculée est le ratio de I’intensité du rayon réfléchie Ir sur I’intensité du
rayon incident ;. Le principe étant le méme qu’en réflectivité de neutrons, I’analogie peut étre

faite avec les équations détaillées précédemment.

Le réflectometre XEUSS

Nous utilisons pour ces analyses est un réflectometre commercial de la marque Xenocs, le
Xeuss 2.0 de la plateforme SWAXS-Lab du LLB/NIMBE (CEA-Saclay). Le faisceau
polychromatique est rendu monochromatique par un monocristal (rai K, du cuivre). Ce faisceau

traverse ensuite un collimateur puis est envoyé, avec une incidence rasante, sur I’échantillon. Il
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fonctionne a une longueur d’onde A = 1,54 A en configuration 6/20. Le faisceau incident reste
a I’horizontale et on fait varier 1’angle 6 a 1’aide d’un goniométre placé sous 1’échantillon,
comme le montre la Figure V-32. On mesure ainsi ’intensité réfléchie en fonction de I’angle 0

avec un détecteur positionné a ’angle 26.

Faisceau de

photon X réfléchi | Detecteur

Faisceau de
photon X incident

Echantillon

Figure V-32 : Schéma de la configuration 0120 du réflectométre XEUSS

Traitement des données

De méme qu’en réflectivité des neutrons, on ne peut pas obtenir directement 1’épaisseur des
couches étudi¢es avec les données de réflectivité. Il faut d’abord rassembler les réflectivités
mesurées a chaque angle 0 sur un méme fichier pour constituer les données expérimentales. Les
données ont été rassemblées et traitées avec un programme Python réalisés par Alexis
Chenneviere. Ensuite, on postule un ajustement des couches qui soit cohérent physiquement
avec le systéme étudié, chaque couche étant défini par une épaisseur, une rugosité et une densité
¢lectronique. Les paramétres sont ajustés jusqu’a obtenir un ajustement qui se rapproche des
données expérimentales. Les ajustements ont été réalisés sur le logiciel GenX avec le module

« Reflectivity »°.
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Annexe F: Nouvelle mesure des ¢paisseurs

dans le D2O aprés les analyses

Aprés I’ensemble des analyses, un échantillon ayant subi des analyses en pH, sels et/ou solvants
deutérés a été de nouveau mesuré en D20 afin de vérifier que les différentes conditions n’ont
pas modifié la structure greffée initialement. Les courbes de réflectivité du PI 6-6 1,2 M lot 3
avant et aprés analyses sont trés similaires (Figure V-33). Les modélisations mettent en lumicre
une légére diminution de I’épaisseur de la couche organique qui reste cependant peu
significative (Tableau V-13). La diminution peut étre dii aux multiples ringages et séchages
entre chaque analyse. De plus, les ajustements pour ces échantillons ne se superposent pas
parfaitement avec les données expérimentales donc la diminution est probablement encore plus

faible que celle suggéré par les profils de densité de longueur de diffusion.

O PI16-61,2M lot 3 D,O aprés analyses

O PI6-612Mlot3D,0 @k

SLD (.10% A?)

104

— P16-6 1,2 M lot 3 D,0
— P16-6 1,2 M lot 3 D,0O apres analyses

10 0 100 26}3 300 400
Z(A)

QA"

Figure V-33 : Courbe de réflectivité des neutrons en RQ* (trait plein = ajustement) (gauche) et profil de densité
de longueur de diffusion (droite) du Pl 6-6 1,2 M lot 3 dans le D,O avant et aprés les analyses

Tableau V-13 : Paramétres des ajustements dans le D20 avant et aprés les analyses du PI 6-6 1,2 M lot 3 par
réflectivité des neutrons

Neutrons  Conditions Couches  Epaisseur (A)  Rugosité (A) SLD (.10° A?)

Pour toutes les conditions Oxide 15 2 3.4
D,0 PDOPA SG 482 +2.1 34,4+1,2 0,62
Pl 6-6 Pl 6-6 181,6 = 1,0 32,0+ 1,8 5,50 + 0,01
12Mlot3 D20, aprés PDOPA SG 44,1 £ 6,5 31,5+3,1 0,62
analyses Pl 6-6 168,2+1,7 29,5+5,7 5,56 £ 0,05
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Les propriétés antibactériennes des surfaces greffées ont
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flores totales et dénombrements des flores viables cultivables).
Les résultats montrent que les surfaces greffées PI présentent
des propriétés antibactériennes efficaces et modulables selon la
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adhésif important. Des tests de cytotoxicité ont également
démontré I'absence de relargage et de toxicité des matériaux.
Les chaines greffées en surface ont aussi été étudiées par
réflectivité des rayons X et des neutrons pour déterminer avec
précision I'épaisseur des couches polymeres et tenter d'établir
un lien entre la conformation des chaines et leur mécanisme
d'action sur les bactéries.

Lors de cette thése, trois procédés ont aussi été développés afin
de fonctionnaliser de facon covalente des surfaces de
polyéthylene (PE), matériau principal des films alimentaires. Les
PI ont d'abord été greffés sur le PE avec un procédé chimique
analogue a celui du verre. Ensuite, la fonctionnalisation a été
effectuée par impression apres la formation d'une encre a base
de PL Enfin, dans le souci d'élaborer un procédé plus
industrialisable, les PI ont été incorporés via un mélange-maitre
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Abstract: Bacterial contamination of surfaces is one of the most
pressing concerns for the medical and the food industries. In order
to act prior to the biofilm formation, we chose a preemptive
strategy by creating contact-bioactive surfaces to inhibit bacteria
without releasing bioactive agents. The main objective of this
thesis is to prepare such surfaces by covalently grafting
polyionenes (PI) and to study their biological characteristics, as
well as the influence of the structure of the polymer on these
properties.

PI possess both powerful and versatile antimicrobial properties,
which can be controlled by fine-tuning the charges/hydrophobic
spacers ratio. A range of PI was synthesized by varying both the
length and the nature of the spacers (aliphatic and ether), as well
as the molecular weight, in order to evaluate the impact of these
parameters on antibacterial activity and cytotoxicity. The aliphatic
series was found to be more bacteriostatic, with an efficiency
gradient that increases with the length of the aliphatic spacer.
The aliphatic PI were then covalently grafted onto glass surfaces
and silicon wafers using a sequential procedure combining
polydopamine coating, diazonium salts induced polymerization
and surface polyaddition of PIL The chemical steps were
characterized in detail via various surface analysis techniques

(XPS, surface energy measurements and zetametry).
Antibacterial properties of the grafted surfaces were then
evaluated by adhesion tests (total flora observations and
enumerations of viables cultivables flora). PI-grafted surfaces
were shown to display effective and versatile antibacterial
properties, associated with a pro-adhesive effect. Cytotoxicity
tests also demonstrated the absence of release and the non-
toxicity of these materials. X-ray and neutron reflectivity
experiments were performed on PI grafted chains to determine
the thickness of polymers layers and to establish a link between
the chains conformation and their mechanism of action towards
bacteria.

During this thesis, three procedures were developed to
covalently functionalize polyethylene (PE) surfaces, the main
component of food packaging. Firstly, PI were grafted onto PE
with a chemical process similar to the one performed on glass.
Secondly, a PI based ink was prepared to functionalize the PE
film with an ink-jet printing process. Lastly, in order to develop
a more industrializable process, PI were incorporated in bulk
during the extrusion of PE films. For each procedure, we
evaluated the possibility of their applications by characterizing
their antimicrobial and cytotoxicity properties.
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