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Résume

La lutte contre I'adhérence et |a prolifération de bactéries sur les surfaces constitue une préoccupation
constante et un enjeu médical et socio-économique majeur de notre société. Dans le domaine médical
et agroalimentaire, la contamination bactérienne des surfaces est responsable de nombreuses
infections nosocomiales et alimentaires. En outre, cette biocontamination des surfaces risque
d’entrainer également une détérioration des propriétés structurales et fonctionnelles des matériaux.
Ces biodégradations pouvant en effet conduire a des phénomeénes de corrosion que l'on peut
retrouver dans le domaine maritime. Ainsi, la prévention de I'adhérence bactérienne parait

indispensable et se traduit par le développement de revétements antibactériens.

Ce projet de thése a pour ambition de développer un nouveau revétement antibactérien régénérable
dans la lutte contre la formation des biofilms bactériens. Deux systémes ont été pour cela étudiés, un
systeme composé d’'un revétement polydopamine (PDA-O;) et un deuxiéeme systéeme qui présentera
un composite Polydopamine-Polyéthylénimine (PDA-PEI) tous deux renfermant des fonctions
haloamine, liaisons amine-chlore (N-Cl). Ces dernieres jouent en effet le role d’agent antibactérien
grace au degré d’oxydation +I de I’halogene leur conférant un fort pouvoir oxydant. L’enjeu majeur de
ce projet consiste donc a fonctionnaliser une surface d’un revétement PDA-O, et PDA-PEI suivi d’une
halogénation de ce dernier afin de créer les fonctions haloamine a une concentration assez suffisante
pour garantir I'effet antibactérien tout en maintenant l'intégrité du revétement. Les propriétés

antibactériennes ont été enfin évaluées par des tests microbiologiques.

Nous montrons que ces systemes peuvent étre utilisés pour développer des revétements biocides
contre Escherichia coli, une bactérie Gram-négative et contre une souche Gram-positive,
Staphylocoque epidermidis mettant ainsi en évidence le large spectre d'activité de ces revétements.
En effet, apres exposition a des revétements N-chloramine, toutes ces souches bactériennes montrent
une réduction significative de I'adhérence et la viabilité mais exhibent également un effet
bactériostatique a savoir une réduction de la croissance bactérienne. Le présent travail souligne
également une activité antibactérienne des revétements non chlorés dii a la PDA. Au vu des résultats,
il apparait que le revétement PDA-O,-Cl présente la meilleure réponse antibactérienne vis-a-vis des
deux types de souche bactérienne testés en termes d’anti-adhérence, de propriétés bactéricides et

bactériostatiques.






Abstract

The fight against the adhesion and proliferation of bacteria on surfaces is a constant concern and a
major medical and socio-economic issue for our society. In the medical and food industry, bacterial
contamination of surfaces is responsible for many nosocomial and food infections. In addition, this
biocontamination of the surfaces may also lead to deterioration of the structural and functional
properties of the materials. These biodegradations can indeed lead to corrosion phenomena that can
be found in the maritime sector. Thus, preventing bacterial adhesion appears essential and results in

the development of antibacterial coatings.

This thesis project aims to develop a new regenerable antibacterial coating in the fight against the
formation of bacterial biofilms. Two systems have been studied for this, a system composed of a
polydopamine coating (PDA-O;) and a second system which will present a Polydopamine-
Polyethylenimine (PDA-PEI) composite, both containing haloamine functions, amine-chlorine bonds
(N-CI). The latter indeed act as an antibacterial agent thanks to the + | degree of oxidation of halogen,
giving them a strong oxidizing power. The major stake of this project therefore consists in
functionalizing a surface of a PDA and PDA-PEI coating followed by halogenation of the latter in order
to create the haloamine functions at a concentration sufficient enough to guarantee the antibacterial
effect. while maintaining the integrity of the coating. The antibacterial properties were finally

evaluated by microbiological tests.

We show that these systems can be used to develop biocidal coatings against Escherichia coli, a Gram-
negative bacterium and against a Gram-positive strain, Staphylococcus epidermidis, thus
demonstrating the broad spectrum of activity of these coatings. Indeed, after exposure to N-
chloramine coatings, all these bacterial strains show a significant reduction in adhesion and viability
but also exhibit a bacteriostatic effect, namely a reduction in bacterial growth. The present work also
highlights an antibacterial activity of non-chlorinated coatings due to PDA. In view of the results, it
appears that the PDA-O,-Cl coating exhibits the best antibacterial response to the two types of

bacterial strain tested in terms of anti-adhesion, bactericidal and bacteriostatic properties.
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Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique
ATCC : American Type Culture Collection
BSA : Albumine de sérum bovin (BSA

CAQ : Composés d'ammonium quaternaire

CIP : Collection Institut Pasteur

CMB : Concentration minimale bactéricide

CMI : Concentration minimale inhibitrice

DA : Dopamine

DHI : 5,6-indolequinone

DLVO : Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
DSC : Calorimétrie différentielle a balayage
DTNB : 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
E. coli : Escherichia coli

EN : Energie de liaison

Gram — : Gram-négatif

Gram + : Gram-positif

Haloamine : fonction formée de la liaison entre un azote N et un halogéne X (N-X)
LB : Milieu Luria-Bertani

L-DOPA : 3,4-dihydroxy-L-phénylalanine
MEB : Microscopie électronique a balayage
MH : Milieu Mueller-Hinton

N-halamine : composé contenant des fonctions haloamine
PAM : Peptides antimicrobiens

PBS : Tampon phosphate salin

PEG : Polyethyléene glycol

PEIl : Polyéthyléneimine



PM-IRRAS : Spectroscopie infrarouge de réflexion-absorption a modulation de polarisation
PDA : Polydopamine

PDA-I04 : Revétement polydopamine synthétisé en présence de périodate de sodium
comme oxydant

PDA-104-Cl : Revétement polydopamine synthétisé en présence de périodate de sodium
comme oxydant et chloré

PDA-O; : Revétement polydopamine synthétisé en présence d’oxygene comme oxydant

PDA-0;-3h : Revétement polydopamine synthétisé en présence d’oxygéne comme oxydant
durant3 h

PDA-0;-3h-Cl : Revétement polydopamine synthétisé en présence d’oxygene comme
oxydant durant 3 h et chloré

PDA-0;-6h : Revétement polydopamine synthétisé en présence d’oxygéne comme oxydant
durant6 h

PDA-0;-6h-Cl : Revétement polydopamine synthétisé en présence d’oxygene comme
oxydant durant 6 h et chloré

PDA-0;-24h : Revétement polydopamine synthétisé en présence d’oxygene comme oxydant
durant 24 h

PDA-0;-24h-Cl : Revétement polydopamine synthétisé en présence d’oxygéne comme
oxydant durant 24 h et chloré

PDA-PEI : Revétement composite formé de la polydopamine et de la polyéthylénimine

PDA-PEI-CI : Revétement composite formé de la polydopamine et de la polyéthylénimine et
chloré

PQ : Rhosphoniums quaternaires

PVP : Poly(vinylpyridine) quaternisées

QCM : Microbalance a cristal de quartz (Quartz Crystal Microbalance)
ROS : Espéeces réactives de |'oxygene

SARM : Staphylococcus aureus résistant a la méticilline

S. epidermidis : Staphylocoque epidermidis

TGA : Analyse thermogravimétrique

TNB: 5,5'-thiobis-(2-nitrobenzoic acid)

Tris : 2-amino-2-(hydroxyméthyl) propane-1,3-diol

UFC : Unité formant colonie



XPS : Spectrométrie de photoélectrons X
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Introduction générale

La colonisation bactérienne de surfaces pouvant conduire au développement de biofilms,
communautés multicellulaires adhérentes a une surface et enrobées d’'une matrice
extracellulaire, est cruciale pour le maintien de la plupart des écosystemes de notre planéte
mais peut représenter une menace pour la santé humaine et avoir un impact économique

important.

En effet, la lutte contre I'adhérence et la prolifération de bactéries sur les surfaces constitue
une préoccupation constante et un enjeu médical et socio-économique majeur de notre
société. Dans le domaine médical et agroalimentaire, la contamination bactérienne des
surfaces est responsable de nombreuses infections nosocomiales et alimentaires a travers
entre autres les protheses, dans les blocs opératoires, dans les circuits de canalisations d’eau
ou encore dans les installations de [lindustrie agroalimentaire. En outre, cette
biocontamination des surfaces risque d’entrainer également une détérioration des propriétés
structurales et fonctionnelles des matériaux affectant aussi bien les coques des navires que
les ouvrages de génie civil ou encore le patrimoine culturel. Ces biodégradations pouvant en
effet conduire a des phénomeénes de corrosion comme dans les réseaux d'assainissement ol
la biocontamination est a I'origine de dégagement de H,S'3 participant a la corrosion des
conduites d'eau usées. On rencontre également des pertes d’aérodynamisme dues a
I'accumulation de matiere organique. Les traitements de lutte contre cette biocontamination
des matériaux engendrent un impact économique important et sont parfois peu efficaces, le
mode de vie en biofilms conférant en effet une grande résistance aux microorganismes, se

révélant étre un véritable défi pour la microbiologie moderne.

Ainsi, la prévention de I'adhérence bactérienne parait indispensable et se traduit par le
développement de revétements antibactériens comme en témoignent les nombreuses
recherches visant au développement de ces systémes. Trois grandes classes de revétements
antibactériens peuvent étre concues de facon : soit a limiter I'adhérence bactérienne que I'on

nomme revétements antiadhésifs et/ou soit a inhiber le développement des bactéries ce sont
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des films dits bactériostatiques, voire a les tuer revétements que I'on qualifie de revétements
biocides. Ces derniers peuvent agir par contact et/ou par relargage de substances
antibactériennes. Pour ce dernier mode d’action, des sels d’ammoniums quaternaires, des
ions argent ou des antibiotiques, sont les plus souvent retrouvés dans la littérature comme
substances biocides incorporées ou déposées sur des matrices, souvent polymériques, ou
encore greffées chimiquement sur les surfaces dans ce but. Néanmoins, la résistance accrue
des microorganismes a ces substances, la toxicité environnante de ces produits et la
complexité de greffage ou de dépot sont des obstacles a une utilisation industrielle a grande
échelle. Des composés biosourcés tels que des enzymes ou des peptides antimicrobiens ont
été envisagés comme des voies alternatives mais leur colt élevé de production et de
purification, ainsi que leur relative instabilité face a des variations de pH ou de température

restreint leur utilisation.

En alternatives a ces composés, une classe de composés antibactériens, les N-halamines, a
suscité un grand intérét ces derniéres années. Ces composés contenant une ou plusieurs
liaisons covalentes azote-halogéne, qui sont formées par halogénation de groupes imide,
amide ou amine. Les propriétés antimicrobiennes des N-halamines sont dues a I'halogene qui
se trouve a un degré d’oxydation (+1) et qui donc a des propriétés oxydantes, il peut réagir
avec des récepteurs biologiques appropriés tels que les groupes thiol d'acides aminés au sein
des bactéries. Cette réaction peut entraver le métabolisme des cellules telles que la
respiration, en particulier les processus liés aux protéines, entrainant la mort des bactéries.
L'efficacité désinfectante des N-halamines est similaire a celle de I'eau de Javel (I'hypochlorite
de sodium), mais ces composés sont plus stables, moins corrosifs et relativement faciles a
générer. En effet, apres une immobilisation des précurseurs (contenant des groupements N-
H : fonctions amine primaire ou secondaire, amide ou imide) de N-halamine sur une surface,
ces derniers sont convertis en fonctions haloamine par un processus d'halogénation (réaction
de substitution de H par Cl(+l) ou Br(+1)), grace a une solution d’hypochlorite de sodium si I'on
souhaite des fonctions chloramine ou une solution d’hypobromite de sodium si I’on souhaite

générer des fonctions bromamine.

Diverses méthodes pour lier des N-halamines a des surfaces de substrats ont été décrites,
cependant, ces procédés demandent souvent soit un prétraitement de surface complexe, soit

de longues procédures de formation du revétement et manque souvent d’universalité, les
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stratégies employées étant spécifiques a la physico-chimie de surfaces des matériaux. Dans ce
contexte, la polydopamine (PDA), un biopolymeére insoluble en milieu aqueux produit par
auto-oxydation d’un neurotransmetteur catécholamine, la dopamine (DA), est devenue un
polymeére tres étudié en sciences des matériaux en tant que systeme fonctionnel bio-inspiré
polyvalent employé dans une trés large gamme d'applications. La PDA fournit des propriétés
d'adhérence exceptionnelles produisant un revétement universel et offrant la possibilité d’un
grand répertoire de post-fonctionnalisation, ce qui a ouvert la voie a de nombreuses
applications, aussi bien dans le domaine des sciences biomédicales, que des processus de

conversion d’énergie ou encore de dispositifs de traitement de I'eau.

Le projet de thése s’inscrit dans la thématique de recherche de lutte contre le développement
de biofilms et plus particulierement contre la colonisation bactérienne de surfaces. Il a pour
objectif ambitieux de concevoir des revétements N-halamine a base de PDA offrant des
propriétés antibactériennes a large spectre. Pour la conception et I’étude de tels systémes, les
revétements N-halamine ont été formés sur des surfaces « modeles » d’or et des tests

antimicrobiens ont été réalisés.

La dopamine, dont I'emploi a été inspiré de la composition protéinique du byssus de la moule,
s’auto polymérise spontanément en milieu alcalin en présence d’oxygene dissous qui agit
comme oxydant. Cela conduit a la formation d’un film mince de polydopamine sur
pratiguement toutes les surfaces de matériaux par une simple immersion du substrat dans
une solution agqueuse alcaline de dopamine. Cependant, les matériaux ou molécules sensibles
aux pHs basiques, tels que la cellulose, le polyester ne peuvent pas étre fonctionnalisés avec
la PDA. De plus, I'épaisseur maximale obtenue pour un dép6t de PDA en condition alcaline et
en présence de dioxygene est inférieure a 50 nm freinant une éventuelle optimisation de
I'effet antibactérien du revétement par augmentation de |’épaisseur du dépo6t afin de
maximiser le nombre de fonctions amine disponibles. Pour répondre a cette problématique,
2 grandes voies d’optimisation du revétement ont été envisagées dans ce projet. La premiere
a été d’augmenter I'épaisseur du film de PDA en modifiant I'oxydant, O; par le périodate de
sodium qui permet (i) un dép6t dans un milieu acide avec une cinétique plus importante et (ii)
d’obtenir des films plus épais. La deuxiéme voie explorée a reposé sur l'introduction de
davantage de fonctions amine par l'intermédiaire de la polyéthylénimine (PEl), en formant

ainsi un composite PDA-PEI.
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Les fonctions antibactériennes haloamine ont été obtenues par un post-traitement du
revétement a base de PDA et de PDA-PElI par simple immersion dans une solution
d’hypochlorite ou d’hypobromite de sodium, a pH basique. Il est connu dans la littérature que
la stabilité de la PDA dépend en grande partie du pH de la solution, donnant des taux de
détachement des films de 66% et 80% pour, respectivement, des pHs extrémes de 1 et 14.
Aussi, pour répondre a cette problématique, un suivi cinétique de la chloration/bromation a
été mené afin de définir les paramétres optimaux a savoir la concentration en NaOCl ou NaBr,
le pH de la solution et le temps de chloration afin, tout en préservant l'intégrité du
revétement, de maximiser la densité de fonction haloamine présente au sein du film. Enfin,
I’évaluation antibactérienne et I'étude du mode d’action de ces revétements N-halamine sur

différentes souches bactériennes a Gram positif et négatif ont été menées.

Ce travail, qui a fait 'objet d’une premiéere publication dans ‘ACS Applied Materials and
Interfaces’® (Annexe 1), s’appuie sur I'expérience du Laboratoire de Réactivité de Surface, au
sein duquel plusieurs projets relatifs a la création de surfaces antimicrobiennes ont été menés,
et sur l'expertise en matiére de revétements N-halamine du Laboratoire Interfaces et

Systemes Electrochimiques.

Le manuscrit de these est organisé en cing chapitres. |l débute par un état de I'art qui permet
de présenter le contexte et les enjeux propres au développement des surfaces
antimicrobiennes. Il rappelle les différentes stratégies existantes, leurs avantages et leurs
inconvénients, et donne un apercu des différents modes d’action antibactériens connus. I
décrit également les propriétés antibactériennes et caractéristiques physicochimique des
fonctions haloamine étudiées dans la suite de ce travail. La physicochimie du polymére PDA
et du copolymére PDA-PEl sera aussi largement détaillée en raison de l'importance
expérimentale qui leur a été accordée puisqu’ils étaient la base des nouveaux revétements N-

halamine développés au cours de ce travail.

Le deuxiéme chapitre de ce manuscrit présente les protocoles de formation des films a base
de PDA, de fonctionnalisation de ces films pour obtenir des revétements N-halamine et les
techniques d’analyse utilisées pour caractériser les surfaces créées. Les différents tests

microbiologiques mis en place y sont également décrits.
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Le troisieme chapitre porte sur la formation du revétement a base de PDA sur des surfaces
d’or et de silicium « modeéles ». Une méthodologie scientifique de suivi cinétique du dépot
pour mettre en évidence les différentes étapes et vitesse de dép6t du revétement a la surface
des substrats d’or et silicium y est présentée. L'étude des différents paramétres (substrat,
concentration en dopamine et choix de I'oxydant) et voies de dép6t du film - Grafting from,
Grafting to, multicouche - ont été également abordées dans un but d’optimisation de ces

films.

Le quatriéme chapitre est quant a lui dédié a I’étude de la génération des fonctions haloamine
(chloramine et bromamine) au sein de ces revétements a base de PDA et de PDA-PEI. Un suivi
cinétique de la chloration a été mené afin d’optimiser les paramétres tels que la concentration
en NaOCl ou NaOBr, le pH de la solution et le temps de chloration de fagcon a, tout en
préservant l'intégrité du revétement, maximiser la densité de fonction haloamine formée au

sein du film de PDA ou de PDA-PEI.

Enfin, le cinquieme chapitre est consacré a la présentation des propriétés antimicrobiennes,
qui ont fait I'objet de diverses expériences avec 3 souches bactériennes: 1 souche Gram-
Escherichia coli et deux souches Gram + de type Staphylocoque epidermidis. La confrontation
des caractérisations physico-chimiques et des observations microbiologiques souléve

différentes questions auxquelles les chapitres suivants tentent de répondre.
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1-Introduction

Ce projet de thése a pour ambition de développer un nouveau revétement antibactérien
régénérable permettant de lutter contre la formation des biofilms bactériens. Deux systemes
seront pour cela étudiés, un systéme composé d’un revétement polydopamine (PDA) et un
deuxiéme systéme qui présentera un composite PDA-polyéthylénimine (PDA-PEI), tous deux
renfermeront des fonctions haloamine, liaisons azote-halogéne (Cl(+I) ou Br(+l) ou I(+1)) qui
seront générées aprés formation du revétement. Ces dernieres jouent en effet le réle d’agent
antibactérien grace au degré d’oxydation +l de I'halogéne leur conférant un fort pouvoir
oxydant. L'avantage majeur de ces composés, outre leur fort pouvoir biocide face a une large
gamme de microorganismes, repose sur la régénération possible de ces fonctions donnant

lieu a la possibilité d’une réutilisation multiple de ces systémes N-halamine.

L’enjeu majeur de ce projet consiste donc a déposer sur une surface un film de PDA ou d’un
composite PDA-PEI suivi d’'une halogénation de ce dernier afin de créer les liaisons haloamine
a une concentration suffisante pour garantir un effet antibactérien tout en maintenant
I'intégrité du revétement. Les propriétés antibactériennes seront évaluées par des tests

microbiologiques qui seront présentés a la fin du manuscrit.

La premiére partie de cette étude bibliographique concernera la présentation des biofilms
bactériens. L'objectif est d’aborder les aspects principaux de ces systemes tels que leur
processus de formation, leur impact sociétal mais aussi économique ainsi que les stratégies et

techniques mises en ceuvre dans la lutte contre ces derniers.

La deuxieme partie présentera les fonctions haloamine a travers leurs propriétés
antibactériennes et leurs interactions avec les microorganismes. Cette partie abordera
également les systemes actuellement développés en présentant les différentes stratégies
mises en ceuvre d’immobilisation de ces fonctions antibactériennes ainsi que les

caractérisations physicochimiques employées dans la mise en évidence de ces fonctions.

Enfin, la derniére partie sera consacrée a la présentation des deux systémes de revétement
PDA et PDA-PEI qui ont été étudiés au cours de ce travail. |l sera entre autres évoqué les
différentes voies de synthése et de dépot de ces revétements ainsi que leurs propriétés

physicochimiques et leurs applications.
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2-Les biofilms bactériens

Nous aurons pour objectif dans cette partie de présenter et de comprendre le concept général
de biofilm, la maniere dont il se développe, les différents enjeux et impacts de ces biofilms
ainsi que les différentes méthodes et stratégies mises en place dans la lutte contre ces

derniers.

2.1 La bactérie

Les bactéries sont des organismes procaryotes unicellulaires. Dotés d’'une membrane
cellulaire et d’'un matériel génétique (ADN), les bactéries sont capables d’assurer les fonctions
élémentaires propres au vivant : se reproduire, transmettre I'information génétique, mais
aussi tirer matiére et énergie de I'’environnement. Elles possédent une certaine autonomie et

un métabolisme propre.

Selon la composition de leur paroi cellulaire, les bactéries peuvent étre divisées en deux
grandes catégories : Gram négatif et Gram positif (Figure 1)°. Un composant majeur des parois
cellulaires bactériennes que I'on retrouve a la fois chez les bactéries a Gram positif et a Gram
négatif est un polymere de la famille des peptidoglycanes. Les bactéries Gram positif ont des
parois cellulaires épaisses composées d’'une multicouche de peptidoglycane qui représente
jusqu’a 90% des constituants de la paroi bactérienne. Celle-ci contient également des acides
téichoique et lipotéchoique associés au peptidoglycane pour le premier et a la membrane

cellulaire interne pour le second.

En revanche, pour bactéries Gram négatif, il n’y a qu’une seule ou aux plus deux couches de
peptidoglycanes mais 3 polymeres situés en dehors du peptidoglycane compléetent la paroi
constituant la membrane externe. On retrouve également un compartiment appelé espace
périplasmique ou périplasme et situé entre la membrane interne et le peptidoglycane
caractéristique spécifique des bactéries Gram négatif. Cette espace représente 20 a 40% du
volume cellulaire® et forme une sorte de gel visqueux’ contenant 2 types de glucanes
caractéristiques des bactéries Gram négatif : la couche de peptidoglycane vue précédemment
et les glucanes périplasmiques osmorégulés. On retrouve également de nombreuses

protéines. La membrane externe est constituée d'une double couche de phospholipides dans

9
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laquelle tout ou une partie des phospholipides de la couche la plus externe sont remplacés

par des molécules de lipopolysaccharide®.

La membrane cellulaire des bactéries joue un réle crucial dans leur protection contre les
agressions externes ; en effet les bactéries Gram positif sont en général plus résistantes aux
agents antibactériens de par la structure en double enveloppe de leur paroi cellulaire. En plus
de cette fonction vitale, les parois cellulaires des bactéries permettent I'adhérence a un grand
nombre de surface grace a la présence d’adhésines, c'est-a-dire de macromolécules
spécifiques responsables des interactions adhésives sur une surface®. Dans le processus
d'adhérence, les propriétés moléculaires de la surface des cellules bactériennes sont d'une
importance cruciale. Habituellement, les bactéries présentent une charge globale négative

mesurée dans une suspension aqueuse a un pH physiologique.®

i Gram positif Gram négatif >

e 2 acide lipotéichoique acide téichoique lipopolysaccharides '_ O

x ) | < < > |

membrane externe WMQM‘&X

peptidoglycane ;..'-

8,
ﬂ g Qk membrane cellulaire x Q Qeiagggim?a%k

protéines membranaires

Figure 1 : Schéma de la structure de la membrane d'une bactérie Gram positif et d’'une bactérie Gram négatif
d’aprés la référence °.

2.2 Les biofilms : la vie communautaire des

bactéries

Les microbes (bactéries, virus, champignons microscopiques, microalgues...) représentent la
plus grande partie de la biomasse vivante sur Terre. Le plus souvent inoffensifs, nombreux ont

un réle essentiel au fonctionnement et a I'équilibre de la planéte jouant un role écologique

10
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capital et contribuant trés largement au bon fonctionnement de la plupart des écosystéemes??-
12 Mais en général on garde une mauvaise image des bactéries a travers par exemple les
familles bactériennes des Listeria, Salmonella ou encore Escherichia coli qui ont conduit a de

nombreuses crises sanitaires graves?'3.

Une particularité de ces microorganismes est leur mode de vie privilégié qui est la vie en
communauté. Les microbes possedent une vie sociétale liée en générale a une surface ou a
une interface!®. Cette vie communautaire répond a un instinct de survie, en effet ce

regroupement leur permet d’étre plus résistants face a un environnement hostile.

La mise en évidence de I'organisation communautaire des microorganismes provient d’un
long cheminement scientifique. Le début de la recherche microbiologique est le plus souvent
associé aux découvertes d’Antoni Van Leeuwenhoek au XVlle siécle, qui mit en évidence, grace
a un microscope optique, I'existence de microorganismes présents a la surface de ses dents
qu’il nomma « animalcus » ce fut le premier biofilm observé®. Deux cents ans plus tard, par
I’'observation visuelle des micro-organismes, Louis Pasteur a mis en lumiére I'existence de

germes responsables d’infection.®

En 1943, Claude Zobell montre que, dans un récipient rempli de liquide, les bactéries
colonisant les parois sont plus nombreuses que celles en suspension que 'on nomme les
bactéries planctoniques'’. Enfin, dans les années 1980, les travaux de William Costerton
mettent en évidence que I'essentiel de la biomasse microbienne est fixée sur des surfaces et
constitue des populations hétérogénes englobées dans une matrice extracellulaire riche en
eau, en sucres et en protéines nommée matrice extracellulaire (EPS)8, c’est ce que I'on

appelle biofilm.

L'utilisation de la microscopie optique, puis confocale, a permis de montrer que le biofilm est
composé d’agrégats de microorganismes, séparés par des espaces libres, dépourvus de
bactéries et parcourus par des courants aqueux que I'on nomme canaux assurant la circulation
de fluides et permettant a la fois I'apport de nutriments aux bactéries et I’élimination de leurs
déchets®. La matrice extracellulaire apporte ainsi architecture et stabilité au biofilm. Ainsi le
biofilm est un environnement structuré qui présente souvent une architecture complexe, trés
variable d’un biofilm a l'autre selon les microorganismes qui le composent et les conditions

environnementales?®. En effet, en fonction des systémes spécifiques étudiés et de la nature
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du micro-organisme, les biofilms peuvent afficher une large gamme de phénotypes. Par
exemple, les biofilms produits par les Listeria monocytogenes, cultivés dans des conditions
statiques, se composent généralement d'une couche homogéne de cellules et/ou de
microcolonies, ces cellules présentant une morphologie similaire a celle de cellules
planctoniques. En revanche, les biofilms de L. monocytogenes cultivées dans des conditions
d'écoulement continu se composent de microcolonies de forme sphérique qui sont entourées
d'un réseau de chaines composé de cellules allongées?!. Autre exemple, les biofilms de
Staphylococcus aureus cultivés dans des conditions d'écoulement statique et continu forment
une couche dense de cellules avec une matrice élaborée abritant divers types de polymeres.
La formation et la maturation du biofilm chez S. aureus dépendent de l'interaction entre divers
régulateurs??. Les biofilms de Bacilli, bactérie Gram +, sont généralement étudiés a l'interface
air-liquide ou ils forment des pellicules structurées flottantes ou des colonies complexes sur
le plan architectural sur milieu gélosé solide?3. Ce dernier type de biofilm développe des
structures aériennes appelées « organes de fructification » qui servent de sites de sporulation
24 De plus, le Bacilli peut également former des biofilms submergés sous conditions

d'écoulement statique et continu. *

La matrice extracellulaire est ainsi une caractéristigue de nombreux biofilms. Le
développement de l'architecture des biofilms bactériens est en grande partie lié a la
production de la matrice extracellulaire par les bactéries du biofilm. Cette matrice apporte
aux biofilms plusieurs propriétés émergentes, c'est-a-dire des propriétés qui ne sont pas
prévisibles de I'étude des cellules bactériennes planctoniques. Ces propriétés comprennent
I’existence de gradients localisés qui assurent la diversité de I'habitat, la capture de ressources
par sorption, la rétention enzymatique qui fournit des capacités digestives, des interactions
sociales et la capacité, grace a la tolérance et / ou la résistance, de survivre a I'exposition aux

antibiotiques (Figure 2)°,

12
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Gradients Sorption Rétention Coopération Compétition Tolérance et résistance
localisés enzymatique

Fournitun habit  Capture de Systtmede  Micro-consortiums Régénération Régénération continue
diversifié ressources digestion externe synergiques continue

Formation de I’habitat |——

Matrice
. Architecture

Stabilité

Pores et canaux
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entre les cellules
Nutriments et déchets
localisés

Figure 2 : Schéma représentant les propriétés du biofilm bactérien, d’aprés la référence.*®

Un exemple de la manifestation de ces biofilms sont les couleurs du parc de Yellowstone, aux
Etats-Unis (Figure 3), produites par des millions de bactéries enrobées dans une matrice qui
forment le biofilm. Lorsqu’ils sont observés au microscope, ces films bactériens offrent une
organisation tridimensionnelle, constitués de microbes collés les uns aux autres constituant
des niveaux de filaments, des chemins sinueux et des structures comparables a de minuscules

tours.2®

Figure 3 : L’un des bassins d’eau chaude du parc de Yellowstone, le Grand Prismatic Spring, aux Etats-Unis, est entouré de
rivieres colonisées par des biofilms géants composés d’algues et de bactéries.26
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Le cycle de vie d’un biofilm

La formation et la croissance du biofilm sont régies par un certain nombre de processus

chimiques et biologiques constitué d’étapes distinctes?’ (Figures 4 et 5) :

(a)

(b)

(c)

La couche dite de conditionnement est la base sur laquelle un biofilm se développe.
En effet, toute surface présente dans un milieu environnant humide ou aqueux est
contaminée par de la matiere organique (protéines telles que la fibronectine, le
fibrinogéne, la vitronectine, la thrombospondine, collagéne et polysaccharides) ou
de composés inorganiques (sels, minéraux) qui sont dissous dans le milieu
composant le film?82°, La présence de ce dernier conduit a la modification des
propriétés physico-chimiques du support telles que la charge, le potentiel et les
tensions de surface, ce qui peut favoriser ou non I'adhérence des bactéries au
support®. L’ancrage microbien semble étre favorisé par le film de
conditionnement qui sert alors de couche « primaire » a 'adhérence 3.

Lorsque les cellules planctoniques entrent en contact avec un film de
conditionnement, elles y adhérent par des forces physiques ou par des
macromolécules appelées adhésines présentes a la surface des bactéries?® 32,
L'adhérence des biofilms aux matériaux est principalement régie par des
interactions hydrophobes, stériques, interactions électrostatiques et de forces Van
der Waals qui contribuent a lI'adhérence des bactéries sur les surfaces et
interfaces®3-34, La capacité, le taux et le degré d'adhérence des bactéries a la
surface dépendent de la composition du matériau, de la température, de la
pression et des propriétés de la cellule bactérienne3. Lorsque les forces
d'attraction sont supérieures aux forces de répulsion, certaines cellules attachées
restent immobilisées et deviennent par la suite irréversiblement attachées.

Cette adhérence irréversible laisse place a la formation précoce du biofilm, au
cours de laquelle les microorganismes commencent a se diviser et a produire une
substance de polymere extracellulaire (EPS), ce qui améliore et accentue

['adhérence.
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(d) La maturation du biofilm se déroule ensuite, étape durant laquelle des structures
3D se développent dans lesquelles la matrice EPS fournit un échafaudage
multifonctionnel et protecteur (Figure 4).

(e) Et enfin la « dispersion » : processus grace auquel des cellules quittent le biofilm
pour réintégrer I'état planctonique. La dispersion est une étape cruciale dans la
progression de la formation du biofilm car c'est le mécanisme par lequel les
bactéries se propagent d'une région a une autre, ce qui contribue a la propagation
du biofilm et des infections, par exemple. En effet, a mesure que le biofilm marit,
les ressources deviennent limitées et des produits toxiques peuvent s'accumuler.
Ainsi, afin de se développer, de se nourrir et d'éliminer les conditions induisant le

stress et les déchets, les cellules se dispersent vers d’autres régions.

Ainsi les parametres influengant la formation du biofilm sont nombreux. En effet comme il a
été décrit précédemment, 'adhérence bactérienne représente I'étape initiale de la formation
du biofilm. Ainsi les caractéristiques de la surface telles que la topographie, la rugosité ou la
mouillabilité influencent I'adhérence des bactéries. Par exemple, Lorenzetti et al.3® ont
montré I'affinité des revétements d'anatase envers I'attachement bactérien en étudiant a
I'aide d'une souche d’Escherichia coli exprimant une protéine fluorescente verte (gfp-E. coli)

en relation avec la photoactivation de surface par irradiation UV.

On voit ainsi que I'étude et la compréhension du cycle de vie d’un biofilm est essentielle dans
une optique de lutte contre la formation de ces systémes vivants. |l s’avere que la formation
et le développement du biofilm peuvent étre empéchés ou freinés en ciblant les toutes

premieres étapes du développement du biofilm.

15



CHAPITRE |
Etude bibliographique
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planctoniques

l"

Figure 4 : Les différentes étapes de formation d'un biofilm d’aprés la référence 3’ : (a) attachement initial, (b)
formation précoce du biofilm, (c) maturation du biofilm et (d) détachement.

3 days 4 days 5 days 6 days 7 days

Top view

Side view

Figure 5 : Images de microscopie confocale a balayage laser de clichés de la formation d’un biofilm de
Sulfolobus acidocaldarius pris a différents temps. En bleu apparait I’ADN extracellulaire composant le biofilm,
en vert le glucose et mannose et en jaune la N-acetyl-d-glucosamine.?’
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2.4  Tolérance/résistance du biofilm aux
antibiotiques

La résistance accrue ou la tolérance aux antibiotiques et autres agents antimicrobiens par
rapport aux cellules bactériennes libres sont des exemples typiques des propriétés
émergentes des biofilms. La "résistance" et la "tolérance" sont des termes qui sont utilisés
pour désigner une capacité accrue d'un organisme a survivre a une exposition a des
composés qui sont létaux pour des organismes sensibles. Le terme « résistance » est
généralement employé pour désigner une caractéristique héréditaire génétique qui est
acquise soit par mutation qui subsiste méme lorsque les cellules du biofilm sont
dispersées. Au contraire, le terme "tolérance" s’utilise plutot pour désigner une
caractéristique qui est spécifique aux biofilms et qui est perdue aprés lorsque la bactérie
retourne a un état planctonique3®3°. En raison de la capacité des cellules du biofilm 3
survivre a l'exposition aux antibiotiques et de leur capacité a survivre a la dessiccation, le

biofilm est considéré comme une forteresse.

En effet, comparées aux bactéries planctoniques, les bactéries présentes dans les biofilms
développent jusqu'a 1000 fois plus de résistance aux agents antimicrobiens®, un biofilm
agit ainsi comme une barriére3® 41, Etant donné que les exopolysaccharides et I'ADN
composant la matrice extracellulaire (Figure 5) ont des charges négatives, certains types
d'agents antimicrobiens chargés positivement peuvent étre piégés par eux et le temps

nécessaire aux antibiotiques pour pénétrer la matrice polymére est retardé*?-43,

2.5 Les stratégies mises en place pour la lutte
contre les biofilms

2.4.1 Introduction

Il est désormais largement admis que les bactéries survivent en se fixant sur des substrats
solides, communautés structurées appelées biofilms, ou elles peuvent persister pendant de

longues périodes, pouvant agir comme réservoir d'agents pathogenes. Les bactéries dans les
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biofilms sont considérablement plus résistantes aux antibiotiques et aux contraintes liées a

I’environnement.

L'impact négatif des biofilms touche de nombreux domaines comme le domaine maritime
entrainant I'accélération de la corrosion des pipelines pétroliers et des systemes d'écoulement
aquatiques*4, dans le domaine du textile* ou encore le domaine médical a travers les maladies
nosocomiales. En effet la lutte contre les infections dites nosocomiales résultant d'un
traitement hospitalier ou d'un service de santé*®, est considérée comme un défi majeur pour
la santé. Le taux de prévalence des infections nosocomiales qui sont principalement causées
par la colonisation bactérienne d'un large éventail de surfaces varie généralement de 4 % a 10
% (atteignant jusqu'a 30 % dans les unités de soins intensifs) dans les pays occidentaux
industrialisés, ce qui en fait la sixiéme cause de décés*’*, Les estimations du codt annuel

varient de 4,5 milliards de dollars a plus de 11 milliards de dollars.

Une facon de prévenir la contamination de surface consiste a maintenir I'environnement
stérile, par exemple en utilisant des désinfectants, tels que I'hypochlorite de sodium ou une
espéce réactive de I'oxygéne telle que le peroxyde d'hydrogene. De méme, des sels d'argent,
des composés d'ammonium quaternaire ou des alcools sont utilisés ; un autre désinfectant
largement utilisé est le triclosan (5-chloro-2-(2,4-dichlorophénoxy) phénol). L'interaction
entre les groupes fonctionnels des désinfectants et le récepteur biologique approprié des
bactéries conduit a I'endommagement et [linactivation des cellules microbiennes.
Malheureusement, |'état stérile ne dure pas longtemps et l'utilisation fréquente de tels
désinfectants pose un probléme environnemental important, particulierement dans le cas du
triclosan®®. Aucune de ces stratégies ne peut totalement éviter la formation de biofilm.
Puisque lorsque qu’un biofilm est généré, peu de biocides efficaces peuvent éradiquer les

bactéries dans les biofilms. Il est donc primordial d’éviter la formation des biofilms.

2.4.2 Traitements de surface : Surfaces

antibactériennes

Comme il a été décrit précédemment, la formation de biofilms a été largement étudiée au
cours des derniéres décennies dans le but de développer plusieurs approches de modification

de surface pour prévenir ou réduire |'attachement des bactéries.
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Le traitement de surface apparait comme une stratégie efficace en permettant d’éviter les
premieres étapes de colonisation des surfaces par les bactéries soit en les repoussant en
créant par exemple une surface répulsive par effet stérique a travers le greffage de longues
chaines de polymere, en modifiant la charge de surface ou en abaissant I'énergie de surface.
Une autre stratégie est de tuer les cellules qui approchent soit par relargage d’un biocide dans
le milieu ou par contact (Figure 6)°*. Enfin, un troisiéme effet antibactérien qui pourra étre
envisagé, plus connu dans le domaine des antibiotiques, est I'effet bactériostatique. Cette voie
conduit a une bactériostase des bactéries c’est-a-dire a un ralentissement de leur croissance
pouvant aller jusqu'a l'arrét de cette derniére par une inhibition de la synthése protéique ou

de la synthése ou du fonctionnement des acides nucléiques.

Effet antiadhésif

leccccssnccnccccsnccncccncscpecnscnccaccccnncanscnnancnnans

v B

th%

Répulsion par Répulsion Abaissement de Relargage Effet biocide
exclusion stérique électrostatique I’énergie de surface de biocide par contact

Figure 6 : Les 2 grandes stratégies de revétements antibactériens : I'effet antiadhésif et I'effet biocide.>*

La répulsion des microbes peut étre par exemple réalisée avec des revétements d'hydrogel
principalement a base de polyéthylene glycol (PEG) ou de polymeéres similaires formant des
hydrogels, par des polyméres fortement chargés négativement (les parois des bactéries étant
également chargées négativement) ou des modifications rendant la surface ultra hydrophobe.
Les propriétés des surfaces telles que davantage de rugosité, une topographie bien définie et
plus de rigidité peuvent également controler I'adhérence des bactéries et donc la formation
de biofilms. Les méthodes chimiques peuvent également étre utilisées pour créer des surfaces

permettant de repousser ou de tuer les bactéries.
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La destruction des microbes peut étre obtenue soit en libérant un biocide a partir d'une
matrice, qui est soit préalablement incorporée, soit activement formée, par exemple par
formation d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS) par du TiO2 photoactivé®!. Soit cet effet
biocide s’opére par contact actif, les surfaces pouvant en effet étre rendues biocides aprés

greffage de polymeéres antimicrobiens, par exemple.

Par la suite, seules les surfaces avec des polymeéres antimicrobiens seront discutées. En effet,
comparés aux biocides de faible poids moléculaire, les biocides polyméres ont une activité
antimicrobienne a long terme et une efficacité antimicrobienne élevée car ils présentent, en

général, une densité de groupements fonctionnels plus élevée.

a- Polymeéres biocides relarguant

La polymérisation de macromolécules libérant des biocides, d'abord réalisée par Vogl et Tirell
qui ont polymérisé l'acide salicylique, n'a pas abouti a des polymeéres dotés de propriétés
antimicrobiennes®2. Cependant, il a été demontré que la dégradation du polyester libérait de
I'acide salicylique de maniere contrblée, ce dernier ayant un effet biocide. Des effets similaires
ont été trouvés pour les polyméres a base d'acrylate avec des groupes latéraux d'acide

salicylique et les poly(esters d'anhydride) a base d'acide salicylique®®.

L’oxyde nitrique (NO), ou monoxyde d’azote, est I'une des molécules les plus prometteuses
présentant une activité antibiofilm, en inhibant sa formation et en déclenchant la dispersion
du biofilm>>>¢ et ce pour une large variété de bactéries. Dans le cas de Pseudomonas
aeruginosa, par exemple, le traitement d'un biofilm mature a des concentrations sublétales
(allant du pM au nM) déclenche une transition du sessile (biofilm) au mobile (planctonique),
fournissant ainsi un moyen de thérapie efficace par antibiotique®’. Néanmoins ce composé
reste difficile a manipuler en raison de la nature réactive et de la courte demi-vie (0,1 a 0,5
seconde)®® de la molécule gazeuse, de plus I'oxyde nitrique induit une dispersion du biofilm a
des concentrations spécifiques sublétales pour les bactéries (MIC), ce qui signifie qu'un

traitement a I'oxyde nitrique nécessitera un traitement ultérieur ou combiné avec un agent
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antimicrobien pour éradiquer les cellules dispersées. Pour résoudre ainsi les problémes autour
de l'utilisation de l'oxyde nitrique, une approche innovante a été ainsi développée, une
nouvelle classe de polyméres biocides libérant du NO, dite donneur de NO, a été introduite
par Schoenfisch>>-%°, Les polymeéres contiennent des groupes diolzeniumdiolate, qui peuvent
étre formés par addition de NO a un polymeére contenant un groupe amine sous une pression
élevée. L'optimisation de ces groupes a abouti a des polymeéres qui libérent le NO en quelques

heures (Figure 7).

b 10 bar NO, 3d N OH
N\/\N/\/OH > \/‘N’\’

a @ d
d MeOH/H,O/MeONa ¢ % N 69
Na

o

Figure 7 : Schéma de la génération du groupement NO 3 partir d’un dérivé de la cyclodextrine CD-HEDA7.%°

Par ailleurs, les polyphénols provenant de sources naturelles telles que les thés ont montré
des propriétés antimicrobiennes®!. Des imitations de ces polyméres naturels ont été
synthétisées par Kenawy et al.??. Des recherches sur le modéle d'activité ont révélé que les

polymeéres doivent libérer des phénols pour tuer les cellules microbiennes.

Recemment, une autre classe de polymeéres antimicrobiens a été mise au point par Schanze,
Whitten et leurs collégues qui ont congu des polyélectrolytes conjugués cationiques a base de
polyméres conjugués de type poly(phényléne éthynyléne) fonctionnalisés avec des groupes
solubilisants cationiques d'ammonium quaternaire®. Ces polymeéres se sont révélés trés
efficaces en présence de lumiére en formant et en libérant efficacement I'oxygene singulet
(*0,), mais étaient également efficaces dans I'obscurité, en raison de leur structure imitant
I'adénosine monophosphate®. La formation d'oxygéne singulet est égalemnt a I’origine des

propriétés antivirales du polymeére®.

b- Polymeére biocide par contact

Les agents antibactériens actifs par contact désignent les biocides qui inactivent les bactéries

tout en restant liés aux surfaces sur lesquelles ils sont immobilisés, donc sans libération de

21



CHAPITRE |
Etude bibliographique

biocide. Bien que l'affirmation d’un tel mode d’action ait été faite maintes fois faite, elle est
plutét difficile a prouver. En effet, les tests courants d'activité antimicrobienne ne peuvent
pas faire la distinction entre I'activité de contact et les systéemes de libération. La raison en est
gu'un biocide sur ou dans un matériau diffusera hors du matériau s'il n'est pas lié de maniére
covalente. Cependant, pour étre létale pour les microbes, la concentration doit étre
supérieure a la concentration minimale inhibitrice (CMI) ou méme la concentration biocide
minimale (CBM) uniquement dans une région d'un pm au-dessus de la surface. Si la
concentration de biocide est inférieure a la CMI en dehors de la petite zone de destruction,
tous les tests existants concluent a une activité de contact. Jusqu'a présent, aucun test ne
permet de faire la distinction entre ces cas. La seule fagon d'obtenir une meilleure image est
d'effectuer des tests de lavage a long terme, de surveiller et de concentrer en permanence les
solutions de lavage et de tester les performances antimicrobiennes. L'un des premiers
modeles proposés sur le mode d’action par contact de polymeéres antimicrobiens fixés en
surface a été proposé par Tiller et al. en 2001 (Figure 8)%. Ce systéme est composé d’un
ammonium quaternaire greffé sur une chaine polymérique, espaceur qui permet a I'agent
biocide, s’il est placé a une distance d’environ 19 nm° %, de pénétrer la paroi des bactéries
adhérées a la surface et de les tuer en percant un trou dans la membrane cellulaire interne
pour finalement tuer la cellule par rupture de la bicouche phospholipidique , tel que cela est
représenté sur la Figure 8. La concentration de polymeére est si importante qu’elle permet de
tuer des microorganismes insensibles a ces polymeéeres en solution, indiquant que les

mécanismes d’action biocides different en solution et en surface.
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Figure 8 : Pénétration de la paroi bactérienne par un composé biocide ancré en surface par un espaceur.36

D’autres études ont pu montré que l'activité de telles surfaces dépendaient de la masse
moléculaire des polyméres utilisés®”%® confortant le réle crucial attribué a I'espaceur.
L’hydrophobicité et la charge des chaines polymériques apparaissent également comme des
parameétres clés pour éviter leur coagulation et par conséquent la disparition de tout effet
biocide®.

Le concept d’espaceur a néanmoins fait I'objet de plusieurs controverses. Il a en effet été mis
en doute car la longueur effective des chaines polymériques greffées ne permet pas
d’attendre la membrane interne des bactéries sans une forte tension de la macromolécule.

Cependant la distribution statistique des longueurs de chaine implique que certaines soient

plus longues que la moyenne et permettent donc de traverser la paroi externe des bactéries

Les agents antibactériens actifs de contact les plus fréquemment rapportés dans la littérature
comprennent les composés d'ammonium quaternaire (CAQ) tels que les alkyl pyridiniums et
le poly(2-(diméthylamino) éthyl méthacrylate quaternisé), les phosphoniums quaternaires

(PQ), et les chloramines.

Les CAQ sont des molécules organiques chargées positivement et représentent une grande
classe d'agents bactéricides par contact a large spectre. Leur structure de base est amphiphile

comprenant quatre groupes alkyle attachés de maniére covalente a un azote central (RaN*).

23



CHAPITRE |
Etude bibliographique

Isquith et al. 7° ont introduit le concept de surfaces antibactériennes a contact actif en 1972
lorsqu'ils ont mené une expérience pour déterminer si un CAQ a base d'organosilicium a
conservé son activité antimicrobienne aprés avoir été chimiquement attaché a une surface.
Du coton et du verre ont été fonctionnalisés avec du chlorure de 3-(triméthoxysilyl)—
propyldiméthyloctadécylammonium  (Si-QAC) par condensation hydrolytique. Le
comportement antibactérien non lixiviant par contact des échantillons de verre et de coton
greffés de Si-QAC a été proposé sur la base de I'absence de zone d'inhibition et une réduction
significative des colonies vivantes sur les surfaces revétues de Si-QAC inoculées par aérosol

par rapport a des surfaces non modifiées.

Kugler et al. 7* ont quant a eux greffé des chaines de poly(vinylpyridine) quaternisées (PVP)
sur des billes de SiO; et les ont mis en présence d’un inocula de S. epidermidis a I'état de
croissance exponnentielle. Deux rapports de suspension bactérienne/billes ont été utilisés
dans leur expérience: 2 mL d'inoculum bactérien contre plusieurs centaines de billes de SiO;
de 1,5 mm de diamétre (minimum de volume aqueux pour couvrir toutes les billes) et 4 mL
d'inoculum bactérien contre la méme quantité de billes de SiO;. Les auteurs ont constaté 98%
de réduction bactérienne dans le premier cas, contre prés de 0% de réduction bactérienne
dans le second cas, mettant ainsi en évidence le mode d’action de mort des bactéries par
contact par des billes de SiO; chargées positivement (densité de charge positive 5 x 10
N*/cm?), en effet les cellules bactériennes ont moins de chance de rencontrer les billes a

travers le mouvement brownien dans un plus grand volume de solution.

Enfin, Waschinski et al. ont synthétisé une série de monomeres macromoléculaires (appelés
«macromeres») consistués d’un CAQ, N-diméthyldodécylammonium (DDA), d’un espaceur
polymére de longueur variable (20-117 unités répétitives) et d’'un groupe terminal
méthacrylamide polymérisable. Les auteurs ont copolymérisé les macromeres avec du 2-
hydroxyéthylméthacrylate (HEMA) et du 1,3-du glyceroldiméthacrylate (GDMA) sur des lames
de verre modifiées au méthacrylate pour générer des revétements contenant du CAQ. Cette
étude a confirmé |'activité des revétements contenant du CAQ contre des bactéries a Gram
positif et a montré que le biocide n'était pas libéré. La propriété de non-lixiviation a été
confirmée par les résultats selon lesquels la pleine activité antibactérienne a été préservée

méme aprés des séries de lavage de |'échantillon traité, sans zone d'inhibition apparente’?.
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Une autre facon de créer des surfaces actives par contact consiste a immobiliser de petites
protéines antimicrobiennes. Les peptides antimicrobiens (PAM) sont l'une des classes de
composés biocides les plus étudiée et sont souvent considérés comme une alternative
intéressante aux antibiotiques’3. Ce sont des composés naturels, produits par une variété de
plantes et d’especes animales. Les PAM peuvent varier en taille, entre cing et quatre-vingt dix
acides aminés avec une masse moléculaire entre 1 et 5 kDa. lls sont le plus souvent de nature
cationique , ce qui a conduit a les appeler peptides antimicrobiens cationiques’®. Cependant,
des formes anioniques ont également été signalées’>. Leur mécanisme d'action antimicrobien
n'est pas encore pleinement compris, mais leur activité est souvent liée a une perturbation
cytoplasmique de la membrane et a une inhibition du repliement des protéines perturbant
I’activité enzymatique’®”’. Tandis que |'utilisation potentielle des PAM comme alternative aux
antibiotiques a recu beaucoup d'attention au cours des derniéres décennies, leur utilisation

contre les biofilms microbiens est de loin la plus récente.

Par ailleurs, la premiére enzyme testée dans la fonctionnalisation de surface a été le lysozyme
mureinase. Cette enzyme a été décrite pour la premiére fois comme une protéine
antimicrobienne par Fleming en 192278, Bien que la plupart des approches d'immobilisation
du lysozyme ait abouti a une perte compléte de ses propriétés lytiques de la paroi cellulaire,
certaines méthodes alternatives d'immobilisation du lysozyme, y compris avec des espaceurs
polymeéres, ont conduit a des surfaces capables de tuer les bactéries telles que Micrococcus
lysodeikticus et Bacillus subtilis, et d’inhiber la croissance ou méme tuer S. aureus”.

Récemment, des enzymes antimicrobiennes plus efficaces, telles que |'endopeptidase
lysostaphine®, des lysines®! et I'enzyme lytique bactériophage pneumococcique a destruction
rapide® ont été découvertes. Par exemple, Dordick et al. ont décrit un revétement a base de
lysostaphine, immobilisé sur des nanotubes de carbone®3. Le revétement est actif a long terme
et tue efficacement le Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM). Il est probable
gue les nanotubes de carbone dépassent de la surface et pénétrent ainsi profondément dans
la paroi cellulaire microbienne. Cependant, ces composés restent des matériaux biologiques

difficiles a manipuler et leurs conditions d’activité sont limitées (température, pH, toxicité...).
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Dans cette approche, les surfaces sont modifiées pour éviter I'adhérence des bactéries et non
pour les tuer. En général, les propriétés des matériaux telles que I'énergie de surface, la
mouillabilité (hydrophobicité et hydrophilicité), la charge de surface, la composition chimique
de la surface, la topographie de la surface, le module d'élasticité de la surface et I'épaisseur
du revétement se sont avérés avoir une influence ou une influence conjointe sur I'adhérence

bactérienne sur les surfaces.

Il a été constaté que dans certaines conditions, le contrdle de I'hydrophobicité®* et de la
rugosité de surface® peut aboutir a des substrats qui résistent a la fixation des bactéries. Les
surfaces super-hydrophobes ont été développées a partir de l'inspiration de la feuille de lotus
sur laguelle I'eau forme des gouttelettes et roule a cause de la microstructuration et de la
nanostructuration ainsi que de la cire épicuticulaire hydrophobe présente sur la surface®®. La
super-hydrophobicité peut réduire les forces d'adhérence entre une surface solide et les
bactéries, permettant une élimination facile des bactéries avant la formation d'un biofilm
épais sur la surface®”. Une théorie connue sous le nom de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
(DVLO) suggere qu'il est possible de minimiser |'attachement bactérien en utilisant une
combinaison d'interactions électrostatiques et les forces de van der Waals 8. Il y a encore une
autre approche qui stipule que la quantité de bactéries fixées peut étre considérablement
réduite en contrélant les propriétés mécaniques de la surface. Spécifiquement, les surfaces a
faible module élastique se sont avérées fournir la résistance la plus efficace contre I'adhérence

bactérienne®.

Néanmoins, la limitation d'une surface répulsive réside dans son incapacité a influencer la
viabilité des micro-organismes pathogenes. Méme si l'encrassement biologique et la
contamination des surfaces traitées sont peu susceptibles de se produire, les microorganismes

existants peuvent encore étre libérés pour contaminer d'autres cibles.
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2.4.2.3 Le revétement multifonctionel : antiadhésif et

biocide par relargage

Les revétements a base de polymeres libérant des biocides changent souvent de propriétés
de surface apres avoir libéré le biocide. Si les polymeres résultants sont solubles dans I'eau ou
au moins hydrophiles, la surface peut repousser les cadavres de microbes attachés et nettoyer
ainsi le matériau. Les exemples les plus importants sont les peintures antisalissures. Elles
combinent la libération d'un biocide avec un renouvellement fréquent de la surface (auto-
polissage).

Par exemple, les revétements d'hydrogel typiques pour implants généralement a base de
polyméres tels que l'alcool polyvinylique, les copolyméres PEG ou les dérivés d'acide
polyacrylique, ont tendance a réduire I'adhérence microbienne de prés de deux ordres de
grandeur par rapport a un témoin. Le chargement de ces hydrogels avec des antibiotiques ou
d'autres biocides rend ces revétements plus actifs et en principe capables de simultanément
repousser les bactéries et de relarger le biocide. Par exemple, un revétement basé sur un
réseau polymeére hydrophile de poly(2-hydroxyéthylacrylate) avec des points de réticulation
polyéthylenimine (PEl) (Figure 9) a été décrit par Ho et al. Ce revétement est capable
d'absorber sélectivement les ions argent d'une solution aqueuse et servent de template pour
la formation de nanoparticules d'argent®. La PEGylation de ce réseau aboutit a8 un matériau
qui tue efficacement les bactéries S. aureus et les repoussent toujours apres épuisement des

nanoparticules d'argent.

antiadhésif

$ 8

t €

é S ® —{ Réseau d’hydroxyethane acrylate ]
[T

-

?; .g Nanoparticules d’argent ]

-

[TER*]

x ©

Greffage covalent du polymere via
une fonctionnalisation acrylo-silanoyl

Figure 9 : Concept du revétement antiadhésif et relarguant, d’aprés la référence®.
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Les surfaces actives par contact sont souvent considérées comme auto-désactivantes, car les
microorganismes tués peuvent adhérer a la couche active et de nouveaux microbes peuvent
adhérer et proliférer sur ces cadavres. Une amélioration de ces surfaces serait un matériau
qui tue les microorganismes et repousse les cellules mortes simultanément. Chen et al. ont
créé une surface antimicrobienne active de contact contre E. coli en fixant le bromure de poly
(N,N-diméthyl-N-(éthoxycarbonylméthyl)-N-[2'-(méthacryloyloxy)éthyl]-ammonium) via la
polymérisation radicalaire par transfert d'atomes (ATRP)®L. Le contact constant avec le milieu
aqueux conduit a un clivage hydrolytique de l'ester éthylique a c6té du groupe de téte
ammonium quaternaire. Le groupe de téte zwitterionique résultant n'est plus biocide, mais
repousse efficacement toutes les cellules microbiennes attachées, mortes ou vivantes. Cet
effet intéressant n'est pas encore réversible, mais montre les opportunités de telles surfaces.
Plus récemment, Laloyaux et al. ont présenté une surface constituée de magainine (un PAM)
greffée en surface avec des méthacrylates d'oligo (éthyléne glycol)®2. Les chaines polyméres
sont étirées a température ambiante et tuent efficacement les cellules microbiennes.
Lorsqu'ils sont chauffés a plus de 35°C, les polymeéres s'effondrent laissant apparaitre le PEG
en surface qui repousse efficacement les cellules Gram+ attachées et non attachées. En
abaissant la température, les propriétés de destruction sont réactivées. En principe, cela
permet de tuer ou de repousser les cellules microbiennes par de fréquentes variations de

température (voir Figure 10).
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a Les structures polymeéres b La structure de brosse
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Figure 10 : Concept des surfaces thermoréactives avec de la magainine greffée via des méthacrylates d'oligo
(éthyléne glycol) thermosensibles qui (a) tuent les cellules bactériennes en dessous et (b) les repoussent au-
dessus de la température de transition (T(coll)). Créé selon la Ref.*?,

2.4.2.5 Biocide par libération et par contact

Une autre facon de prolonger I'activité d'un systeme de libération de biocide consiste a
combiner ce concept avec une approche biocide par contact. Worley et ses colléegues ont été
les pionniers de la libération d'oxydants composés de chlore(+l) en tant que systemes a
libération lente®3. En combinant les groupes contenant des fonctions haloamine (liaisons
azote-halogene) avec des groupes d'ammonium quaternaire dans un revétement de
polyuréthane, |'effet antimicrobien dG a la libération de Cl(+l) a été considérablement
prolongé par la présence des groupes antimicrobiens supplémentaires non libérables®*.

Un comportement similaire pourrait étre obtenu en incorporant des nanoparticules d'argent
dans un revétement dit couche par couche (LbL, layer by layer) et en incorporant en bout de
chaine des groupes d’ammonium quaternaire®. La libération d'ions argent s'accompagne de
la destruction par contact de la couche contenant des groupes ammonium quaternaire. Un
autre avantage de ce revétement est un rechargement possible en nanoparticules d'argent a
I'aide de sels d'argent.

Comme démontré par Shamby et al., la poly(4-vinylpyridine) alkylée avec du bromure d'hexyle

réagit avec le nitrate d'argent en solution aqueuse pour former des molécules insolubles dans
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I'eau du polymere antimicrobien et des nanoparticules d'argent. Les revétements créés a
partir de ces composites tuent simultanément les microbes en libérant des ions argent et au
contact des groupements d’ammonium quaternaire®.

Plus récemment, il a été développé un revétement a base de cellulose avec un groupement
antimicrobien le N,N-dimethyl-dodecyllammonium greffé via le poly(2-éthyl-1,3-oxazoline),
qui tue les cellules microbiennes par contact®’. Une fois qu'une cellule microbienne est
perturbée en surface, la cellule libére I'enzyme cellulase omniprésente. Il a été montré que
cette enzyme est capable de dégrader le revétement et de le réactiver (voir Figure 11).
Contrairement aux peintures antisalissures auto-polissantes courantes, le revétement a base
de cellulose agit comme un systeme actif de contact, est biologiquement compatible,
dégradable et peut en outre libérer des biocides en cas de contamination biologique

uniquement.

Concept Structure

Groupe terminal antibactérien
N, N-dimethyl-dodecyllammonium

s
N “CiaHas
_DSm
o
NJ Chaine latérale hydrophile

Poly(2-éthyl-1,3-oxazoline)

Lo}
HO 0
OTos
n

Squelette en cellulose
biodégradable

[ 1. Lyse au contact ]

2. Libération

de I'enzyme Q
cellulase

3. Dégradation
enzymatique en
surface de la couche

Figure 11 : Concept d'un revétement a base de cellulose avec un polymere biocide attaché qui peut étre
dégradé par la cellulase. Créé selon la réf.%’.

En conclusion, la fonctionnalisation de surface joue un réole essentiel dans la lutte contre le
développement de biofilm. Nous avons pu aborder les différentes startégies de modifications
de surface permettant d’apporter de nouvelles propriétés antibactériennes via le dépot de
revétements en créant des surfaces antiadhésives, biocides, voire les deux en méme temps.
Néanmoins tous ces composés présentes des désavantages soit par un revétement instable
qgue I'on rencontre lorsque I'on manipule du matériel biologique tel que les peptides ou

enzymes, soit par une compléxité du dépot du revétement antibactérien en multiétapes. Pour
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résoudre ces difficultés, une nouvelle classe de composés biocides a large spectre a été

développée qui sont les composés N-halamine, faciles a générer et dont la stabilité est grande.

3-Les revétements N-halamine : Nouvelle
génération de revétements antibactériens

La colonisation des surfaces et interfaces par les bactéries conduisant a la formation de
biofilms constitue une menace sérieuse dans différents domaines dont celui de la santé
donnant lieu a un véritable défi dans la recherche de lutte contre la colonisation des surfaces

par des microorganismes.

Les agents antibactériens a base d'halogéne ont été adoptés dans le monde entier en raison
de leur rentabilité et de leur capacité a tuer rapidement la majorité des microorganismes®* %8,
La plupart des agents antibactériens a base d'halogéne sont des oxydants forts, tels comme le
Cl; gazeux, I'hypochlorite de sodium (NaOCl), le dioxyde de chlore (ClO3) et les composés N-
halamine (N-X, ou X un halogéene au degré d’oxydation +1). Ces derniers sont devenus parmi
les biocides les plus populaires®>1%, En effet, I'efficacité désinfectante des N-halamines est
similaire a celle de I'eau de Javel (dont le principe actif est I'ion hypochloreux OCI’), mais ces
composés se révelent plus stables, moins corrosifs et génerent moins de sous-produits que
I'eau de Javel.1%! En particulier les N-halamines a base de polymére se présentent comme des
revétements de choix dans la modification des surfaces de divers matériaux tels que, le nylon,
le coton, le gel de silice et la peinture.’92197 Le développement des polyméres N-halamine
découle de leurs avantages inhérents tels leur efficacité contre un large éventail de micro-
organismes, la stabilité physicochimique a long terme, et surtout la possibilité de régénérer
leurs groupes fonctionnels avec une solution de NaOCI a plusieurs reprises, avec donc un
renouvellement de leurs propriétés antibactériennes, une faible toxicité pour 'homme et
I’environnement et un codt relativement faible 19 198, Les N-halamines sont employés dans
une large gamme d'applications, telles que le traitement de I'eau, I'épuration de I'air, les
produits textiles, les produits médicaux et de santé, les colorants, les peintures et dans le

domaine agroalimentaire.1®®
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De facon rapide, apreés une immobilisation des précurseurs de N-halamine sur une surface, ces
derniers sont convertis en fonction haloamine par un processus d'halogénation, comme
indiqué pour la cellulose sur la Figure 12, en général grace a une solution d’hypochlorite de

sodium 105, 110-111
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halogénation
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dépot Inactivation
bactérienne
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Figure 12 : Préparation d’un revétement N-halamine antibactérien®'°,

3.1 La fonction haloamine

L'idée des composés N-halamine a été proposée pour la premiere fois par Kovacic et ses
collaborateurs en 196911113, Un composé N-halamine peut étre défini comme un composé
contenant une ou plusieurs liaisons covalentes azote-halogéne!'#1%5, |'état d'oxydation +l des
atomes d'halogéne dans les groupes chloramine (>N-Cl) ou bromamine (>N-Br) confére aux N-
halamines une activité biocide contre les agents pathogénes!'®, le mode d’action

antibactérien des N-halamines sera présenté par la suite.

Les N-halamines organiques peuvent étre classés en trois catégories, les N-halamines imide,

les N-halamines amide et N-halamines amine, voir la Figure 13.

o] o] (e}
Ry Ra )’I\ Ry )I\ JI\
. R, T/ R, T Ry

X X X

X=CL Br

Amine Amide Tmude

Figure 13 : Les 3 catégories de groupement N-halamine!’.
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La stabilité du chlore face a I'hydrolyse des fonctions haloamine est affectée par la force de la
liaison covalente azote-halogene, leur stabilité est dans I'ordre suivant imide < amide < amine
(Tableau 1)1, Tandis que leur activité antimicrobienne suit un ordre inverse : imide > amide
> amine N-halaminel!®, En effet, les groupes attracteurs d'électrons (tels que les groupes
carbonyle dans les N-halamines a base d'imide et a base d'amide) sont capables d’affaiblir la
liaison covalente azote-halogene et de stabiliser la charge négative présente sur l'azote,
augmentant la vitesse de libération de I'halogéne. Inversement, les groupes donneurs
d'électrons (tels que les groupes alkyles dans les N-halamines a base d'amine) peuvent
améliorer la liaison covalente azote-halogene en déstabilisant I'anion azote et en ralentissant

la libération des halogénes (X), ce qui entraine une haute stabilité de la liaison N-X.

Les constantes de dissociation des liaisons covalentes azote-halogéne refletent également la
stabilité des N-halamines en solution agqueuse. Comme le montre le Tableau 1, les N-
halamines a base d'amine en solution aqueuse ne libérent pratiquement pas d'halogéne libre,
ce qui indique que ces composés sont tres stables en solution aqueuse et qu'ils présentent un
effet biocide par contact. D'un autre c6té, une constante de dissociation plus élevée conduit
a une activité antimicrobienne rapide, ce qui signifie que les N-halamines a base d'imide

présentent une activité biocide.'” 119

Tableau 1 : Constantes de dissociation en solution aqueuse des fonctions N-halamine en fonction de la nature
des N-halamines®!?,

Constante de dissociation

N-halamine a base imide <10*
N-halamine a base amide <107
N-halamine a base amine <1012

Cette stabilité en fonction du type d’azote est trés importante a connaitre dans le choix du
matériau biocide idéal en fonction de I'objectif souhaité. En effet, si I'action biologique rapide
est requise, des composés N-halamine a base d'imide seront privilégiés. En revanche, si une
stabilité a long terme est recherchée, alors les N-halamine a base d’amine semblent étre les

meilleurs candidats.
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Dans ce projet de recherche, les biocides de N-halamine présentant un mode d’action a long
terme sont préférés. Par conséquent, cette recherche se concentre sur des N-halamines a

base de fonctions amine primaire ou secondaire.

3.2 Génération des fonctions haloamine

Pour les polymeéres organiques, les groupements N-halamine peuvent étre regroupés en

120 sont stables en raison de

structure cyclique et acyclique. Les N-halamines cycliques
I'absence d'un hydrogene en position a de |'atome d’azote, ce qui empéche la
déshydrohalogénation et donc la formation d'acide chlorhydrique, a la suite d'une réaction
d'élimination entre l'a-hydrogene et I'halogéne dans les liaisons N-X. Les N-halamines

cycliques sont des biocides a large spectre.

L'halogéne employé est généralement le chlore, mais le brome ou I'iode peuvent également
8tre utilisés.'21122 |3 liaison haloamine est formée par réaction d'une amine, imine, amide ou
imide avec le dihalogéne (X), 'acide hypohalogéneux (HOX) ou I’hypohalogénite (0X')!?3. Les
N-halamines sont généralement générés dans des solutions basiques. Les basicités des N-
halamines sont de I'ordre amine > amide > imide, et donc le taux d'halogénation est dans le

méme ordre amine > amide > imidel?3 :

RR’NH + X = RR'NX + HX (2)
RR’NH + HOX = RR'NX + H,0 (3)
RR'NH + XO- = RR’NX + OH- (4)

Debiemme-Chouvy et al. ont présenté une méthode originale pour générer ces fonctions
haloamine par voie électrochimique'!?. En effet, en présence de protéines (albumine de sérum
bovin (BSA)) et d'acide hypochloreux ou hypobromeux électrogénéré par oxydation des ions
chlorure ou bromure, respectivement, il a été montré qu’une polymérisation des protéines se
produit et conduit a la poly-BSA (pBSA) avec formation de nanoclusters de protéines
renfermant des fonctions haloamine, c'est-a-dire des protéines contenant des Cl(+I) ou Br(+I)
selon la nature de I'électrolyte utilisé. Il a été également démontré que les surfaces revétues
du polymere pBSA chloré ou bromé ont des propriétés antibactériennes. La régénération des

fonctions haloamine peut ainsi étre effectuée par voie électrochimique, c'est-a-dire par
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oxydation de ions chlorure/bromure en milieu aqueux, conduisant a un processus plus

respectueux de l'environnement.

De méme cette méthode de fonctionnalisation par voie électrochimique a aussi été employée
par Qu et al.'?* dans la chloration d’un revétement de chitosane. Une tension anodique
appliqué au revétement a permis la génération in situ de HOCI (pK, = 7,4) a partir des ions
chlorure permettant la chloration des atomes d’azote du chitosane pour former les liaisons N-
CI*> (Figure 14) . Cette approche d'électrofabrication permet un contréle de la chloration du
film. In vitro des études démontrent que le film chitosane-Cl posséde des liaisons N-Cl et a une

activité antimicrobienne.
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Figure 14 : Electrogénération de fonctions haloamine sur un revétement chitosane!?.

3.3 L'action antibactérienne des N-halamines

Les N-halamines sont devenus ces derniéres années des agents antibactériens prisés en raison
de leur action antibactérienne efficace contre un large spectre de bactéries, dont Escherichia

coli et Staphylococcus aureus®.
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A ce jour, de nombreuses études ont tenté de comprendre les mécanismes de I'action
antibactérienne des N-halamines. Ces mécanismes peuvent étre classés en trois catégories
(Figure 15).

Contact killing Release killing
" -4 x “ 3 H xo ‘x‘

A A
N-X ’\ % H.:H "'x'
il =P A S

Transfer killing
| - @D Live bactecia
N-H . Surface of
N-halamines
“ -H - Dead bacteria
N-H
N-H l ‘ Water system . Medwum

N-H
Figure 15 : Schéma illustrant les trois modes d’action antibactérienne des composés N-halamine.

N-H

106

(1) Effet biocide par libération

Un des mécanismes d’action possible des N-halamines s’effectue par dissociation de
I’halogéne (+1) dans le milieu conduisant a I'inactivation des bactéries. Le test de la zone
d'inhibition est un moyen efficace pour vérifier le mode d’action des N-halamines par
libération de I’halogéne (voir Figure 16), comme I'ont montré Worley et al.1?61?7 En effet, ils
ont synthétisé une série de N-halamines contenant de 'oxazolidinone pour étudier |'activité
antibactérienne des matériaux. La présence de zones d'inhibition autour des N-halamines a
prouvé le mécanisme d’action de mise a mort par libération. De méme Liu et ses

collaborteurs!?4

ont confirmé cette libération en constatant que le chitosane chloré présentait
une zone d'inhibition, indiquant qu'au moins une partie des chloramines possédait un

mécanisme biocide par libération, Figure 16.
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Figure 16 : Exemple de zones d'inhibition par des fonctions haloamine, fonction de la teneur en Cl du
revétement chitosane.!?*

(2) Effet biocide par contact

Comme il a été décrit précédemment, les agents antibactériens actifs par contact désignent
les biocides qui inactivent les bactéries tout en restant liés sur les surfaces. Le mécanisme de
mise a mort par contact implique le transfert direct d'un halogéne oxydant a partir de N-
halamines vers les cellules bactériennes. L'halogéne a une forte tendance a se combiner avec
un autre élément, détruisant ou inhibant le processus métabolique des cellules bactériennes.
De cette facon, l'action antibactérienne se produit sans la dissociation de I'halogéne des
liaisons N-X. Les N-halamines présentant des liaisons N-X stables conviennent mieux a un
mode d’action biocide par contact. Par exemple, Luo et al.'?® ont préparé du poly[(6-
morpholino-s-triazine-2,4-hexaméthylene[(2,2,6,6-4-pipéridyl) imino]] (APA-1) et lont
incorporé comme additif dans du polyuréthane (PU). lls ont ensuite utilisé un test sandwich
pour déterminer le mécanisme biocide par contact du PU modifié par APA-1, tandis que le
mécanisme de mise a mort par libération a été étudié en utilisant I'expérience basée sur le
principe de la zone d'inhibition (zone autour de I’échantillon ne présentant pas de pousse
bactérienne). Le matériau a présenté une excellente activité antibactérienne dans le test
sandwich, alors qu'aucune région d'inhibition a été observée autour de I'échantillon,
suggérant que I'APA-1 inactive les bactéries en contact direct plutot qu'en libérant des

halogenes. Cette caractéristique de I'APA-1 dépend fortement de la stabilité de ses liaisons N-
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Cl. En effet, I'effet inducteur donneur des 4 groupements méthyl, qui sont présents sur les
carbones voisins des liaisons N-Cl, ont tendance a déstabiliser toute charge négative
développée sur I'azote, rendant ainsi la liaison N-Cl stable expliquant ainsi le mode d’action
biocide par contact direct, plutot qu’une action par relargage de chlore de I'agent bactérien

I'APA-1.

(3) Effet biocide par transfert

Dans le mode d’action par transfert, le milieu environnant le revétement N-halamine peut
jouer le rble d’intermédiaire. Ce mécanisme implique le transfert d'halogene(+l) aux
constituants du milieu environnant conduisant a la création de fonctions haloamine, ces
derniéres vont jouer ainsi le réle d’'intermédiaire et permettent I'inhibition de la croissance et
diminue la viabilité des bactéries. Ce mécanisme de destruction par transfert a été découvert
avec l'acide barbiturique contenant des composés N-halamines. Une explication possible,
confirmée par le groupe d’Ahmed'?°, est que I'échange de I'halogéne se produit entre les
liaisons N-X des N-halamines et les fonctions amide du milieu environnant, donnant au milieu

des propriétés biocides.

Ainsi, nous avons vu que les N-halamines peuvent présenter un mécanisme de mort des
bactéries par contact sans dissociation de I'halogene actif de la liaison N-X, tandis que pour les
deux autres mécanismes, tels que la mise a mort et le transfert, les halogenes (+l) peuvent
migrer a partir des N-halamines dans une solution aqueuse ou un milieu contenant des atomes
d’azote ayant au moins une liaison avec un atome d’H. Il a été suggéré que le mode d’action
des N-halamines réside plutot en une combinaison de ces mécanismes fonctionnant en méme
temps et responsables de I'efficacité biocide. De cette facon, la stabilité de la liaison N-X est
une clé importante influencant et déterminant le mode d’action antibactérien des N-
halamines. De plus, le milieu environnant des N-halamines peut étre un autre facteur
important car il est étroitement lié a I'efficacité de I'action antibactérienne des N-halamines.
En effet, en I'absence de milieux liquides, la mise a mort par contact est la seule voie possible.
En revanche, en présence d’une solution aqueuse, une combinaison de deux ou trois
mécanismes d'action antibactériens est possible. Lorsque le support contient des liaisons N-

H, les N-halamines peuvent souvent suivre le mécanisme de transfert.
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3.4 ldentification des fonctions haloamine

3.1.1 Méthode chimique

La liaison N-X des N-halamines organiques peut étre identifiée via diverses réactions d'oxydo-
réduction liées a différentes méthodes chimiques, telles que le titrage
idométrique/thiosulfate ou en présence du 5-thio-2-nitrobenzoic (TNB), ou de maniére

gualitative avec la méthionine.

Le titrage idométrique/thiosulfate fait a ce jour partie des méthodes chimiques
d'identification qualitative et quantitative des N-halamines les plus employées. Elle implique
deux réactions d'oxydo-réduction (réactions 1 et 2 Figure 17A). Les ions iodure sont oxydés
par I’halogene(+1), puis l'iode libéré conduit a une réaction chromogéne dans la solution
d'amidon, entrainant I'apparition d'une couleur bleue (Figure 17)1%. Lorsque le thiosulfate de
sodium est employé comme titrant il réagit avec l'iode conduisant a la décoloration de la

solution. La quantification des fonctions haloamine peut ainsi étre obtenue.

Figure 17 : Les réactions d'oxydoréduction (A - 1 et A - 2) et les changements de couleur pendant le titrage
iodométrique/thiosulfate (de B—1a A -4).108
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L'oxydation de fonctions thiol est une autre voie pour la détection des fonctions haloamine.

Notamment la réaction de la méthionine (HOOC-CH-(NH;)-CH;-CH;-S-CHs) permet

I'identification de ces groupements (5)3°.
>N-Cl + -CH,SCH3 + H,0 & >N-H + -CH,S(0)CHs + CI" + H* (5)

La présence de N-halamines peut également étre détectée quantitativement via une réaction

en présence de 'acide 5-thio-2- nitrobenzoique (TNB)31-132,
>N-Cl + 2 TNB > >N-H + DTNB + Cl + H* (6)

L’échantillon de N-halamine peut étre directement introduit dans une solution de TNB,
entrainant la formation de I'acide 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoique) (DTNB) en raison de la
réaction entre les fonctions haloamine et le TNB (réaction 6). En mesurant I'absorbance de la
solution a 412 nm, le pic d'absorbance du TNB diminue clairement au fur et a mesure de la
réaction, tandis que le pic du DTNB augmente a 324 nm. Le groupe de Debiemme-Chouvy?!33

a confirmé l'identification des groupements haloamine en utilisant du TNB (Figure 18).

Figure 18 : Caractérisation chimique des chloramines par le TNB. Films de SnO: et images optiques de cuvettes
(1 cm) contenant la solution de TNB. (A) Solution de TNB non modifiée. En haut : Avant immersion des films
Sn0: recouverts d'un dépdt organique. Bas: échantillon B aprés une immersion de 3 h des films de SnO2
polarisés a 1,5 V/SCE dans une solution de NaCl 0,5 M contenant 1 mg/mL de BSA; échantillon C comme
échantillon B mais avant immersion, le film de SnO: a été plongé pendant 4 h dans une solution de méthionine
0,1 M. 133
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Enfin, I'identification des N-halamines organiques est également menée a l'aide de techniques
physiques telles que la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR), la
spectroscopie de photoélectrons induits par rayonnement X (XPS), la microanalyse par
dispersion d’énergie de rayons X (EDX), I'analyse thermogravimétrique (TGA), calorimétrie a

balayage différentiel (DSC), entre autres.

Habituellement, la spectroscopie FT-IR est considérée comme une technique indispensable
dans l'identification des N-halamines organiques. Les spectres FT-IR sont utilisés pour
identifier la transformation de liaisons N-H en liaisons N-Cl, en utilisant les différents signaux
des N-halamines organiques et des précurseurs correspondants. Trois contributions dans les
spectres FTIR sont impliquées : la disparition du pic N-H, l'apparition du pic N-Cl| et un
décalage du pic C=0, pour les matériaux présentant cette liaison. Un critére clé est que la
contribution due a la liaison N-H disparaisse toujours lorsque celle due a N-Cl apparait, en

raison de la transformation de N-H en N-C|.120

Sur la base des signaux des spectres FTIR présentés sur la Figure 19, le groupe de Sun'? a
confirmé la transformation de la 1-chloro-3-dodécyl-5,5-diméthylhydantoine (CI-DDMH) a
partir de la 3-dodécyl-5,5-diméthylhydantoine (DDMH). Sur le spectre de la DDMH, un large
pic vers 3280 cm™ peut étre attribué a I'étirement vibrationnelle de la liaison N-H ; ce massif
a disparu sur le spectre de la CI-DDMH, tandis que deux nouvelles bandes sont apparues a 758
et 735 cm™ %, fournissant la preuve de la présence de liaisons N-Cl. Un changement dans le pic
C=0 est un autre élément de preuve significatif, attribuable a la rupture de la liaison
hydrogéne entre N-H et C=0 pendant la transformation de N-H en N-Cl. Le méme groupe'?® a
montré que les deux pics de la liaison C=0 4 1782 et 1707 cm™ pour le composé DDMH se sont

décalés respectivement a 1794 et 1728 cm™ pour le composé CI-DDMH.

Dong et al. 3% ont quant a eux confirmé la présence de N-halamines contenant de I'hydantoine
a la surface de nanoparticules de silice magnétiques en analysant la liaison N-Cl caractéristique

a 760 cm ! sur les spectres FT-IR.
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Figure 19 : Spectres FT-IR des composés 5,5-diméthylhydantoine (DMH), 1-bromododécane (BD), 3-dodécyl-
5,5-diméthylhydantoine (DDMH) et 1-chloro-3-dodécyl-5,5-diméthylhydantoine (CI-DDMH).

L’XPS quant a elle est une technique analytique s'appuyant sur I'analyse élémentaire et/ou
chimique pour obtenir des informations sur la composition chimique a la surface des
revétements N-halamine. La présence de signaux ClI2p a environ 200 eV (ou Br 3d a environ
66 eV), correspondant au groupement N-X (X = Cl ou Br) peut étre une preuve de la formation

des fonctions haloamine comme proposé par I’équipe de C. Debiemme-Chouvy (Figure 20)3>
136
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Figure 20 : (A) Spectre XPS général et spectres a haute résolution (B) S2p, (C) Br3d et (D) CI2p d'un film SnO2
polarisé a 1,5 V/SCE pendant 2 h dans I'eau de mer + 0,1% BSA.3¢

Jie et al.¥” ont également détecté sur le spectre XPS d’'un composé polymérique N-halamine,
les signaux des niveaux N1s et Cl2p, suggérant la présence de la liaison N-X, tandis que Jiang
et al.138 ont utilisé |'apparition du signal du chlore Cl2p a 198,7 eV pour prouver la conversion
de N-H en N-Cl. Jie et al. 137 ont également employé I’analyse XPS pour mettre en évidence la
présence de fonctions haloamine au sein d’une résine réticulée macroporeuse contenant des
groupes N-halamine quaternaires, la poly(1-chloro-5,5-diméthylhydantoinyl-3-éthyl-p-
éthénylphénylméthyl diméthylammonium) (CI-PSQH) (Figure 21). Aprés quaternisation, le
spectre du niveau de cceur ClI2p de PSQH montre un pic a 197,4 eV attribuable aux espéces de
chlore anioniques (CI"). Aprés chloration (CI-PSQH), le spectre N1s de CI-PSQH a montré peu
de changement, indiquant que la chloration n'a pratiguement aucun effet sur I'ammonium
guaternaire. En revanche un nouveau pic vers 200,2 eV apparait pour le composé chloré

attribuable au chlore lié de maniéere covalente a I’azote.
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Figure 21 : Spectres N1s de (a) CI-PSQH, (b) PSQH, Spectres CI2p de (d) CI-PSQH, (e) PSQH. **7

En raison d'un manque de liaison hydrogene, les N-halamines organiques ont des points de
fusion et des points endothermiques inférieurs a leurs précurseurs non halogénés, donc deux
méthodes d'analyse thermique, TGA et DSC peuvent étre employées pour vérifier la
transformation de N-H en N-CI1.12° Le groupe de Sun'?® a testé un échantillon non chloré pour
caractériser les 1-chloro-3-alkyl-5,5-diméthylhydantoines, ces derniéres se sont avérées avoir
un pic intense de fusion a 76,1°C, alors qu'aprés chloration, ce pic apparaissent a 52,4°C. De
plus, un pic exothermique intense a été observé a 176,0°C en raison de la décomposition des

liaisons N—CI (Figure 22).
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Figure 22 : Courbes DSC pour les deux composés 3-docosyl-5,5-diméthylhydantoine (DCSDMH) et 1-chloro-3-
docosyl-5,5-diméthylhydantoine (CI-DCSDMH). 20

Ces résultats confirment l'intérét de la TGA et de la DSC pour I'analyse du comportement
thermique des N-halamines organiques. Luo et Sun®®*® ont constaté que les N-halamines
acycliques greffées sur des tissus présentaient un pic exothermique a 171°C, ce pic n'était pas
détecté pour les tissus non chlorés. De maniére significative, lorsque Tan et Obendorf 4% ont
employé la DSC pour mener une analyse quantitative, ils ont pu mettre en évidence une
corrélation entre la charge des fonctions haloamine greffées sur le nylon-6 et ses propriétés
thermiques. Ils ont montré qu’une augmentation de la charge de N-halamines organiques sur
le nylon-6 provoquait un déplacement vers un plus bas du point de fusion, suggérant que la
stabilité thermique était inversement proportionnelle au nombre de fonctions haloamine

contenues dans le matériau.

La méthode du potentiel zéta n'est pas régulierement utilisée pour identifier les N-halamines
organiques, elle peut, en revanche, permettre de confirmer les tests d'identification évoqués
précédemment. Le groupe de Liang#'14? a utilisé la technique de caractérisation du potentiel
zéta comme technique potentielle pour caractériser les N-halamines organiques en la
combinant avec d'autres techniques chimiques / physiques, telles que le titrage

idométrique/thiosulfate, la FT-IR et I’XPS (Figure 23).
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Figure 23 : Le potentiel zéta du (a) CMPS, (b) PSQH and (c) CI-PSQH.*#

La mesure d’angle de contact peut également étre utilisée pour analyser I'hydrophilicité des
matériaux, elle a été utilisée comme une approche complémentaire pour identifier les N-

halamines organiques.'43

4-La polydopamine : un polymere biomimétique

4.1 De l'observation de I'adhérence des moules au
revétement de polydopamine

La science des surfaces s'est caractérisée durant ce dernier siécle par le développement de
méthodes de modification de surface afin d’apporter de nouvelles fonctionnalités a des

matériaux pour répondre a des enjeux technologiques.

Au cours des derniéres décennies, plusieurs technologies clés ont été développées pour
modifier les surfaces des matériaux, tels que la chimie de conjugaison'44, les monocouches
auto-assemblées (SAMs)*>, le dépét de film couche par couche'?® et le traitement par

plasmal4’.

Cependant, la plupart de ces techniques de modification de surface sont des processus longs
et compligqués reposant largement sur une surface possédant des caractéristiques physico-
chimiques spécifiques. Par exemple, les SAMs élaborées a partir de thiolates ne peuvent étre
déposés que sur des surface de métaux nobles!#> 148149 tandis que les SAMs d'alkylsilane ne

peuvent étre appliqués qu’aux surfaces présentant des fonctions OH'*°, De méme, les oxydes
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peuvent étre modifiés quant a eux avec des silanes ou des phosphonates!>!. Concernant les
matériaux polymeres, ces derniers peuvent étre fonctionnalisés s’ils portent des chaines
latérales réactives, mais la modification chimique de la surface des matériaux polymeres peut
étre un défi car les revétements ainsi produit ne sont souvent pas assez stables pour des

applications a long terme®>2,

Par conséquent, une approche de modification de surface simple et universelle avec une
applicabilité sur une large gamme de substrats et un traitement facile est hautement
souhaitable. Cela peut étre envisagé avec le développement de revétements a base de
catécholamines, marquant une avancée majeure dans la science des surfaces®31°®. Ces
techniques de revétement se basent sur l'oxydation des catécholamines, telles que la
dopamine, la norépinéphrine et la L-DOPA'>"-1°8 et leur polymérisation ou autoassemblage en
un matériau semblable a I'eumélanine appelé « polydopamine » (PDA). Les revétements a
base de poly(catécholamine) bioinspirés, principalement de "polydopamine", ont été inspirés

de la chimie utilisée par les moules.

En effet, les moules produisent et sécretent de puissants adhésifs leur permettant de se fixer
dans leur environnement dont les conditions de contraintes de cisaillement sont élevées dues
al'écoulement de I'eau. Ces protéines adhésives de la moule sont connues comme présentant
I'adhérence la plus importante dans la nature. Typiquement, une moule peut adhérer a une
surface avec une force de 300 N, ce qui correspond sur Terre a un poids de 30 kg**°.

L'étude des protéines composant ce bioadhésif a montré une extréme richesse en 3,4-
dihydroxy-L-phénylalanine (L-DOPA) (jusqu'a 30% molaire) et en résidus L-lysine (Figures 24
et 25)160-165 Ces résidus d'acides aminés spécifiques, contenant un catéchol (pour la L-dopa)
et une amine (pour la lysine) permettent une forte adhérence de la moule a toutes sortes de

substrats dans un environnement humide et légérement basique comme I'eau de mer?*®®,
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Figure 24: (A) Photographie d'une moule se liant a une surface, (B) Schéma représentant le byssus produit par
la moule et (C) composition des protéines Mefp-5 et Mefp3 composant le byssus,64-165 167

Sur la base de ces résultats, la polydopamine, avec une structure moléculaire similaire a celle
de la DOPA, suscite un grand intérét en tant que nouveau matériau de revétement depuis
2007%3, Le principal avantage de la polydopamine est qu’un large éventail de surfaces de
matériaux peut étre fonctionnalisé allant des surfaces nobles, aux surfaces organiques, y

compris des surfaces super hydrophobes.

4.2 Voies de synthese de la polydopamine (PDA)

La méthode d'oxydation en solution est celle la plus utilisée pour la production de la PDA. La
modification de certains parameétres de dépdt, comme la nature de I'oxydant, peut donner
lieu a une variété de cinétique et de morphologie de la PDA. Néanmoins, comme nous le
verrons, d’autres voies peuvent étre envisagées comme le dép6t par voie électrochimique ou

voie enzymatique.
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4.2.1 Voie chimique

4.2.1.1 Le dioxygene comme agent oxydant

La méthode de synthése largement utilisée et décrite par Messersmith et al.’>® est
directement inspirée du byssus de la moule (Figure 25A)'>3 et notamment de la mefp-5
présente dans la plaque ou une forte proportion de L-DOPA et la L-lysine est disponible (Figure

25B).
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Figure 25 : (A) Photographie d'une moule attachée a du PTFE commercial. (B) Localisation interfaciale de la
protéine mefp-5. (C) lllustration schématique de la localisation interfaciale de la protéine mefp-5 et de la
représentation simplifiée des groupements amine et catéchol. (D) La séquence d'acides aminés de la protéine
mefp-5. (E) Structure de la dopamine. (F) Schéma illustrant le dép6t d’une couche mince de polydopamine a
partir de la dopamine. (G) Evolution de I'épaisseur du revétement de polydopamine sur les surfaces au cours du
temps. (H) Caractérisation XPS de 25 surfaces différentes revétues de polydopamine. Le graphique rouge
représente |'intensité du signal de substrat caractéristique avant (hachuré) et apres (solide) revétement par la
polydopamine.'®®

49



CHAPITRE |
Etude bibliographique

La présence de catéchols et d'amines proches dans la séquence de la protéine mefp-5 a
encouragé ces chercheurs a utiliser la dopamine, une petite catécholamine pour imiter ce
systéme (Figure 25 C, D). La dopamine est un neurotransmetteur!®®70 impliqué dans la
maladie de Parkinson’!. Typiquement, former la PDA, la dopamine a 2 mg/mL (10,6 mM) est
dissoute dans une solution tampon TRIS (tris hydroxyméthyl aminométhane) a pH alcalin (pH
= 8 - 8,5). Cela conduit a un changement rapide de couleur de la solution incolore a orange,
puis brune et brun foncé aux temps les plus longs (Figure 26 c). Au cours de cette réaction, la
dopamine est oxydée par le dioxygéne présent dans la solution et polymérise. Cette réaction
conduit a la formation d'un film mince de polydopamine qui peut recouvrir pratiquement
toutes les surfaces organiques ou inorganiques avec une épaisseur contrélable jusqu'a 50 nm

apres 24 h dans ces conditions (Figure 25 F, G).

Kim et al.1’? ont démontré que par rapport a un dépét en présence de dioxygéne ambiant, le
dépot de PDA se déroule non seulement a un rythme plus rapide, mais produit un revétement
plus uniforme et lisse sous une atmosphere pure d'O,. En effet, la morphologie de surface
hétérogene sous air se produisant en raison d’un empilement moléculaire aléatoire
contrairement a une voie de dépdt sous dioxygene pur conduisant a un empilement
moléculaire régulier. Ce phénomeéne semble étre provoqué par un changement dans la
réaction d'équilibre poussant vers l'oxydation de la dopamine. Ce décalage permet un
empilement régulier de la structure supramoléculaire déposée et réduit considérablement le

dépbt d'agrégats.
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Figure 26 : (a) Mécanisme proposé de réaction de la dopamine. (b) Schéma montrant |'effet de
I'environnement ambiant sur le milieu aqueux d’oxydation de la dopamine. Image de solutions de dopamine
aprés divers temps de réaction (c) sous air, (d) sous Oz pur.’?

4.2.1.2 Les autres oxydants

Il a rapidement été constaté que d’autres oxydants pouvaient étre utilisés, tels que le
cuivre(ll), le peroxodisulfate d'ammonium et le périodate de sodium?’3. Ce dernier conduit a
une croissance rapide du film de PDA avec la possibilité d'atteindre une épaisseur proche de
100 nm, aprés environ 2 h, en présence de 2 mg/mL de dopamine et 10 mM de NalO4'7 alors
gu’en présence de tampon Tris et d'O, ambiant comme oxydant, |'épaisseur du film sature a
40-45 nm aprés environ 16 h¥3 74 Récemment, un mélange de sulfate de cuivre et de
peroxyde d'hydrogene comme oxydant a permis le dépot plus rapide de films de PDA. Dans
cette réaction, les espéces réactives de I'oxygéne (ROS), comme HO;*, 0" et OH®, sont
produites en mélangeant Cu? * et H,0, dans un milieu alcalin.’’®> Ces radicaux facilitent

grandement la polymérisation de dopamine et augmentent le taux de dépét de la PDA'’®,
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Ainsi une variété d’oxydant est disponible en fonction des conditions de dépét et de
I’application souhaitée. Le choix de I'oxydant revét une grande importance sur la cinétique de
dépot, I'utilisation d’un oxydant plus puissant que I'oxygéne peut conduire a une accélération
de la vitesse d’oxydation de la dopamine et donc du dépot de PDA et a une augmentation de
son épaisseur. Cependant, il faut garder en mémoire que ces oxydants peuvent étre piégés au
sein de la structure de la PDA et peuvent altérer ses propriétés de surface en fonction des
applications souhaitées. En effet, 'analyse XPS de substrats revétus de PDA a révélé que les
deux oxydants Cu (ll) et 104 étaient présents au sein de la couche de PDA (Figure 27). Pour le
periodate, les photopics correspondant a 13ds/, et I3ps/2 ont été détectés respectivement vers
632,5 eV et vers 931,0 eV. Pour le CuSQa, les photopics du Cu2p et de I’Auger Cuivm ont été
observés en plus des photopics dus a la PDA (Cls, N1s et O1s).

—— NalO4-pDA
— CuSO04-pDA
13d,,13ds/2 s MAC-pDA
3 CC-pDA

= e Vs ‘ N1s
S i Cls

'900 800 700 600 500 400 300 200
Binding energy (eV)

Figure 27 : Spectres XPS du dépot de PDA sous différentes conditions de synthése : en utilisant I'oxydant (en
vert) NalOs, (en bleu) CuSQs, (en noir) I'oxygéne ambiant et (en rouge) assisté par microondes.”’

Enfin, d'autres méthodes de polymérisation de la dopamine sans oxydants exogenes ont été
reportées. Une méthode utilise l'irradiation UV afin de controler extérieurement la synthese
de PDA mais le dép6t du revétement est trés lent!’®, Cette méthode permet la formation d'un
film de maniere indépendante au pH grace a I'oxydation de la dopamine par les ROS créés
lorsque la solution est exposée aux UV. Le mécanisme de formation de la PDA n'est pas basé
sur un mécanisme radicalaire mais est d{i au potentiel oxydant élevé des ROS'’®. Une autre

méthode est |'utilisation d’un microplasma électrochimique, un plasma de petites dimensions
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allant d’une dizaine a des milliers de micrometres, comme moyen de génération d’especes
oxydantes in situ a été également étudiél’®-80, En effet, il a été démontré que le traitement
de la solution de dopamine avec une anode microplasma peu non seulement générer des
especes oxydantes pour déclencher la nucléation des nanoparticules de polydopamine a
I'interface plasma-liquide, mais également fournir un environnement acide pour empécher
leur croissance ultérieure pendant le processus de diffusion'®. Cette stratégie de dépét
présente plusieurs avantages : (1) la synthése est verte et propre, car aucun ion métallique ou
agent oxydant supplémentaire n'est nécessaire, (2) le revétement PDA sur une tranche de
silicium pourrait atteindre une vitesse de dépét trés élevée, d'environ 53 nm h™1 18, ce qui est
comparable aux méthodes les plus rapides a savoir avec l'utilisation du périodate ou du
mélange Cu?*et H,0, 74175, (3) la réaction de polymérisation peut étre déclenchée et arrétée
facilement en allumant ou en éteignant le plasma, la vitesse de réaction peut également étre

régulée en variant le courant de décharge.

Enfin, I'utilisation des ROS comme oxydant, combiné a |'effet synergique d’un chauffage
assisté par micro-ondes peut étre envisagée permettant de diminuer de fagon considérable le
temps de dépdt (Figure 28)8L. En effet, il a été montré que les radicaux libres générés par
I'énergie micro-ondes jouent un réle dans I'accélération du dépo6t de PDA, la polymérisation
de la dopamine via des radicaux catéchol ayant été évoquée'®>18, En outre, contrairement a
une polymérisation sous oxygene ambiant, la polymérisation radicalaire peut étre

grandement accélérée par chauffage.
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Figure 28 : Ftude du processus de polymérisation de la dopamine par chauffage microonde.®!

4.2.1.3 Les parametres physico-chimiques
influencant le dépot

a- L'effet du pH

Lorsque la formation de la PDA se fait avec du dioxygéne ambiant comme oxydant, I'oxydation
ne peut pas se produire si le pH est inférieur a 5%, Une augmentation du pH, avec 'oxygéne
comme oxydant, entraine une augmentation de I'épaisseur et accélére le dépot des films
jusqu'a pH 9 mais aucun film ne peut étre déposé au-dessus de pH 1084, Ceci s'explique par
la consommation des protons lorsque le pH augmente conduisant au déplacement de
I'équilibre dopamine-dopaquinone en faveur de la forme oxydée de la dopamine

(dopaquinone) (Figure 29).
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Figure 29 : Schéma de I'oxydation de la dopamine en milieu basique sous le dioxygene comme oxydant selon la
référencel®,

Cette influence du pH a été notamment étudiée par I'équipe de Hong'®*. Différents substrats
ont été mis en présence soit dans une solution de dopamine fortement basique (St-Bc; pH 9,8)
ou moyennement basique Md-Bc (pH 8,8) (Figure 31A). Comme le montrent les clichés, tous
les substrats testés avec de la polydopamine dans la solution Md-Bc présentent un
revétement PDA (premiére colonne), tandis qu’aucun dép6t PDA ne s'est pas formé sur tous
les substrats testés dans une solution de pH 9,8. Des expériences d'ellipsométrie ont montré
qgue |'épaisseur de la polydopamine sur les substrats TiO; variait entre 20 a 100 nm dans des
conditions Md-Bc entre pH 7,4 et 8,8. Le dép6t du revétement de polydopamine sous pH Md-
Bc (<8,8) peut s'expliquer par le pKal (= ~ 8,7) du groupe 3'-hydroxyl de la partie catéchol
(Figure 28B). En revanche, le substrat traité avec une solution de St-Bc (pH> 10) ne présente

presque pas de résidus polydopamine en surface (Figure 30B).

55



CHAPITRE |
Etude bibliographique

B
Mild basic Strong basic Bare Mild basic Strong basic
[ r S C 100 (Md-Bc) (St-Bc) Bare

=N

0

TiO,

S|02 ! ‘ -L—
| r
Au ' ' F
e

o2]
o

Foy
o

Thickness (nm)
(o))
IS

_ ] e |
Giass PR, ML X 47 o o? F??’\Wq'\%fb\@bea‘e
KAIST KAIST C P
PDMS |{A_]§IL A pH>10 o
RAIST KALIS Monolayer
KAIST KAIST 5
PET KAlST KAIST
KAIST KAIST D i NaOH treatment
P Y +
TPV galsT  KAIST
prre® L K T kT ,
KoY k. T &k T B ST
M KT+ o ——
NElr + r 1T Polydopamine
[ S R I KAIST- =
PEN 1 T + T I KAIST e
ST KT T KAIST ]

Figure 30 : Dépolymérisation du revétement PDA sous pH fortement basique (St-Bc). (A) Clichés montrant les
changements de couleur avant et apres le dép6t de PDA a différents pH [Md-Bc, pH 8,8 (a gauche) ; St-Bc, pH
9,8 (milieu) ; et non modifié (a droite)]. (B) Epaisseur de la PDA sur TiO2 a différentes valeurs de pH et les
images d'angle de contact correspondantes du substrat revétu de PDA immergé dans des solutions de Md-Bc
(7,4 pH < 8,8 a gauche) ou des solutions de St-Bc (9,8 <pH <10,8 ; milieu) et le substrat de TiO2 nu (a droite). (C)
Schéma de la dégradation du revétement de PDA par déprotonation dans des solutions alcalines fortes. (D) Le
revétement de polydopamine sur un film de TPU a été décollé dans une solution de NaOH 0,1 M.8

Cependant, I'effet du pH ne devrait pas étre le méme lorsqu'un oxydant exogene est introduit
dans la solution. Lors de l'utilisation du périodate de sodium dans un rapport de 2:1 par
rapport a la dopamine, la synthése de la PDA dans des conditions acides (pH = 5) ou alcalines
(pH = 8,5) donne lieu a une tendance opposée a celle de I'oxygéne. En effet la vitesse de
réaction, |'épaisseur ainsi que I'homogénéité du film sont plus élevées pour la synthése
réalisée en milieu acide. Cela pourrait s'expliquer par une compétition entre I'augmentation

du pH et la présence de 'oxydant ainsi que l'incorporation d'amines du tampon a pH alcalin.’*

b- Le choix de la solution tampon

Le changement de tampon peut également avoir un effet sur la croissance du film. La plupart
les expériences sont réalisées dans un tampon Tris a pH = 8,5 conduisant a une épaisseur
d'environ 45 nm aprés 24 h en présence d'oxygene dissous. De plus, l'utilisation de tampon
phosphate dans les mémes conditions de pH et de concentration de dopamine conduit a une
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épaisseur de 90 nm aprés 24 h en présence d'oxygéne dissous (Figure 31)77 18, Ce résultat
montre que la cinétique de dépot et certainement les propriétés des revétements de
polydopamine peuvent étre affinées par le choix des conditions expérimentales, la réactivité
des groupes catéchol et quinone étant fortement influencée par la présence de nucléophiles

dans le milieu réactionnel.

100 1 | ﬁ %é “:

80 - &é

Film thickness / nm
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Figure 31 : Epaisseur des films de polydopamine en fonction du temps de dépét a partir d’une solution a 2
mg/mL de dopamine en utilisant I'02 ambiant comme oxydant en présence de deux tampons différents a 50
mM : phosphate (0) et Tris (). Les barres d'erreur correspondent a un écart standard sur cinqg mesures
effectuées sur I'échantillon.

c- L'effet de la température et de la pression

Ponzio et al. ont montré que lorsque le périodate de sodium est employé comme oxydant,
une augmentation de la température entraine une augmentation de I'épaisseur du film de 90
nm en une heure a 70°C contre seulement quelques nm a 4°C*74, Un tel effet de la température
ne peut étre atteint lorsque I'oxydant mis en jeu est le dioxygéne dissous de |'air ambiant, la
concentration d'oxygéne dissous dans l'eau diminuant avec l'augmentation de Ila
température, une épaisseur maximale du film est obtenue lorsque la température est
d'environ 60°C'8! . Par conséquent, on voit qu’il peut étre important de contréler la

température afin d'obtenir des données reproductibles en termes d’épaisseur de film.

Enfin, il a été démontré la possibilité d’une polymérisation de la dopamine en milieu
fortement acide via une méthode hydrothermale, une voie de synthése de la PDA sans utiliser

d'oxydants exogénes. Les propriétés chimiques de la PDA générée via cette méthode sont
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similaires a celles retrouvées via a un dépot dans une solution basique'®’. Cela ouvre ainsi la
voie a des dépots de PDA sous environnement acide pour des substrats dont un dépot en

milieu basique n’est pas possible.

4.2.2 Voie électrochimique

La méthode d'électropolymérisation est trés intéressante par sa simplicité, la possibilité
d'effectuer la synthese dans une solution désoxygénée, a pH neutre en ayant un controle de
la localisation et de I’épaisseur du dép6ti®-10, Jj et al. ont étudié le dépot de la PDA par voie
électrochimique sur des stents d'or et démontré un dépét a pH 7,4 pouvant atteindre des
épaisseurs de 20 nm contrairement a un dépodt classique par auto-polymérisation de la

dopamine a ce méme pH (Figure 32).
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Figure 32 : Epaisseurs mesurées par ellipsométrie de la PDA électropolymérisée et de la PDA auto-polymérisée
sur surface d’or en fonction du temps.'88

Cependant le principal inconvénient est que les films de PDA ne peuvent étre déposés que sur
des substrats conducteurs. De plus la PDA n'est pas électriquement conductrice, elle forme

donc une couche isolante sur I'électrode conduisant a un dép6t moins épais que pour un

dépobt par voie chimique.

4.2.3 Voie enzymatique

En complément de ces différentes méthodes de synthése de la PDA, il est également possible
de produire ce polymére au moyen d'un processus d'oxydation enzymatique. L'utilisation

d'enzymes pour catalyser la synthése de la PDA a suscité un intérét croissant, car faisant appel
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a des conditions de synthése douces'®?. En effet, la formation de mélanine dans les organismes
est basée sur |'oxydation catalytique de la L-tyrosine par la tyrosinase. La laccase est une sorte
de polyphénol oxydase contenant plusieurs sites de cuivre et est largement utilisée dans les
processus industriels tels que la dégradation catalytique des composés phénoliques dans les
eaux usées’®?, De par la structure diphénolique de la dopamine, il a également été démontré
gue cette derniére subit une oxydation suivie d'une polymérisation en PDA par l'action de la
laccase a pH 6%, Cette méthode de synthése de la PDA catalysée par une enzyme offre

I'avantage d’une synthese en conditions douces et a pH proche de la neutralité.

4.3 Etude la de la structure de la PDA

Bien que la PDA puisse étre produite facilement et en faisant appel a un processus de
polymérisation simple, le mécanisme moléculaire derriere la formation de la PDA a longtemps
été le sujet de débats scientifiques, qui se poursuivent a ce jour, en raison du processus redox
complexe auquel il fait appel, ainsi que la génération d'une série d’intermédiaires pendant la
polymérisation. Aux tout premiers stades des études, il était convenu que la formation de la
PDA était censée suivre un processus similaire a la voie de synthése de la mélanine

(eumélanine) dans un organisme vivant!73 18> 194,

Cependant, Lee et ses collegues ont suggéré que la formation de la PDA était le résultat de la
combinaison d’un auto-assemblage non covalent et d’une polymérisation covalente de la
dopamine oxydée (Figure 33).1% Sous conditions alcalines, la dopamine est d'abord oxydée en
dopamine-quinone suivi d'une cyclisation intramoléculaire via un addition de Michael de type

1,4 pour produire le leucodopaminechrome (Figure 33).
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Figure 33 : Proposition du processus de polymérisation de la polydopamine.'®

Par la suite, la dopaminechrome subit un réarrangement intramoléculaire pour former du 5,6-
dihydroxyindole, qui est facilement oxydé en 5,6-indolequinone (DHI). Ces deux produits de
réaction sont capables de subir des réactions de ramification au niveau des positions 2, 3, 4 et
7, conduisant a la formation de multiples isomeres de diméres et, éventuellement, des
oligomeéres supérieurs, qui s’assemblent aprés réaction de dismutation inverse entre le
catéchol et I'o-quinone donnant le polymere réticulé. En outre, la PDA est également
considérée comme un agrégat de dimeres et de triméres, qui sont réticulés principalement

par l'intermédiaire de forces non covalentes incluant les liaisons hydrogene, le transfert de
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charge et le m- empilement, similaire a d'autres polyméres supramoléculaires synthétiques ou

biologiques (Figure 33).

4.4 Propriétés du dépot de polydopamine

Les films obtenus lors de |'oxydation des catécholamines sont noirs!%

comme attendu pour
un matériau qui partage de nombreuses propriétés avec les eumélanines. Les matériaux en
polydopamine sont caractérisés par un rendement quantique de fluorescence trées faible, une
propriété qu'ils partagent avec les eumélanines'®’. Une trés grande partie de I'énergie des
photons absorbés est donc convertie en phonons, ce qui signifie qu'en plus du photodamage,

la polydopamine subit une augmentation de température lors de I'exposition a la lumiére .8

Les films de PDA d'une épaisseur de 40 a 45 nm ont d'excellentes propriétés mécaniques, avec
des modules élastiques de l'ordre d'un GPa déterminés au moyen de tests de
nanoindentation®®. Ceci est a priori inattendu pour un matériau amorphe a base de carbone,
d'oxygene, d'azote et d'hydrogéne dans lequel il existe de nombreux domaines non connectés
dans lesquels se trouvent de petites molécules non liées. L'une des raisons d'une telle
élasticité peut résider dans la structure de la PDA : lorsqu'elle est produite en présence d'O,,
il existe des domaines graphitiques (avec un espacement intercouche de 3,4 A, comme dans
le graphite) entourés d'une matrice de matériau amorphe suggérant une structure identique

a celle d'un matériau composite.®®

Les films de PDA sont plutot stables dans des conditions acides et sous conditions
physiologiques?®, contrairement a des conditions alcalines fortes (pH ~12)84. Cependant, le
dépobt de PDA en présence de polyéthylénimine (PEI) permet une plus grande stabilité du
revétement face a un pH élevé??!, De plus, les matériaux PDA ne se dégradent pas lors du
chauffage et peuvent supporter des températures pouvant atteindre 200°C. En revanche, les
films de PDA sont sujets a la décomposition lorsqu'ils sont exposés a des oxydants, comme

I'hypochlorite ou le peroxyde d’hydrogéne.

Il a été décrit précédemment que la structure et les propriétés des eumélanines et de la PDA
peuvent étre similaires. Les eumélanines sont des pigments trés présents dans notre corps et
en ce sens sont connus pour étre biocompatibles. En effet, le revétement PDA dans les

conditions classiques favorise |'adhérence et la prolifération des ostéoblastes, neurones,
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fibroblastes et cellules endothéliales292

sur différents matériaux. La possibilité de rendre une
surface hydrophobe, hydrophile joue un réle important dans |'adhérence cellulaire. Ces
résultats sont en bon accord avec la faible cytotoxicité de la PDA. Des études in vivo montrent
que la dose létale médiane de nanoparticules de PDA est trés élevée (585 mg/kg)?%3. De plus,
apres injection de nanoparticules de PDA une absence d’effets toxicologiques, de lésions
neurologiques, tissulaires, une absence d’inflammation et une réponse fibreuse ont été
constatées chez des souris. Enfin, une dégradation de la PDA implantée aprés 8 semaines a

été observée, peut-étre due au processus de dégradation impliquant H,0, et les radicaux

libres.

Enfin, des propriétés antibactériennes ont été pour la premiéere fois mises en avant a partir
d’un revétement PDA préparé sous agitation?%. Il a été constaté qu'une modification mineure
apportée a la procédure de synthése conventionnelle de la PDA, a savoir le remplacement
d’un dépobt statique par un dépot sous agitation peut produire des revétements de PDA
rugueux (rPDA) sur différents substrats, par exemple le verre, I'acier inoxydable, le plastique
et la gaze. L'activité antibactérienne des revétements rPDA a été évaluée par un test avec une
bactérie a Gram positif, Staphylococcus aureus, et Escherichia coli comme bactérie a Gram
négatif. Les résultats des tests ont révélé qu'en I'absence d'autres agents antibactériens, les

revétements rPDA présentaient des activités biocides de 99,99%, Figure 34.
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Figure 34 : Photographies des résultats des tests sur plaque d'agar du substrat nu, du PDA (revétement PDA préparé sans
agitation) et du rPDA (revétement PDA préparé sous agitation mécanique) contre les bactéries E. coli et S. aureus a
différentes concentrations.204
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4.5 Les applications de la polydopamine

La PDA a été introduite pour la premiére fois en 20073 comme un polymére adhésif
polyvalent, inspiré de I'adhérence des moules. Depuis lors le nombre d’article sur ce composé
augmente d'année en année. La possibilité de fonctionnaliser n'importe quel matériel avec la
PDA, la simplicité de le faire avec une méthode « one-pot », les différentes fonctions
chimiques disponibles et les propriétés intrinsequement et diverses de la PDA conduisent a

de trés nombreuses applications.

Dans le domaine médical, 'utilisation directe de cellules vivantes a conduit a I'émergence des
applications dans de nombreux domaines de recherche sur les biomatériaux, comme
dispositifs, capteurs, ainsi que dans le domaine de I'étude des interactions cellule — cellule et
comportements cellulaires. Protection ou immobilisation des cellules vivantes semblent
essentielles pour ces applications, mais s’est avéré difficile et compliqué a réaliser?°>,
Récemment, de nombreux groupes de recherche ont exploité le potentiel de la PDA dans ces
domaines, en montrant une immobilisation réussie de cellules et de substances biologiques
sur divers substrats revétus de PDA, due a l'interaction de la PDA avec les parois cellulaires
généralement composées de protéines avec une amine et des groupements thiol accessibles
206 par exemple, Yang et al. ont proposé une approche biomimétique de I'encapsulation
individuelle de cellules de levure en les enrobant d'une couche de PDA, et en les immobilisant
sur un substrat. Les coquilles artificielles de PDA ainsi formées peuvent contréler la division
cellulaire en fonction de I'épaisseur de la coquille, tout en préservant ces cellules d’un

environnement hostile.2%

On retrouve également la PDA dans le domaine du stockage et de la conversion de |'énergie.
La PDA est une matiere organique amorphe avec toujours une structure encore difficilement
connue comme on a pu le voir. Cependant, il a été démontré qu'elle est composée d'espéces
hautement conjuguées qui interagissent par empilement, affichant une distance intercouche
de 3,3 A comme pour le graphite. En ce sens, le groupe de Miillen, a déposé de la PDA sur un
substrat d'intérét et I'a pyrolysé, permettant de former un film conducteur transparent?”’. Le
besoin de films transparents et conducteurs flexibles est grand notamment dans le domaine

des panneaux solaires. Encore une fois, le principal avantage de la PDA est sa facilité de

64



CHAPITRE |
Etude bibliographique

préparation a partir d’'une solution en opposition au dépo6t de nanotubes carbone ou

matériaux liés au graphene faisant appel a des électrodes qui peuvent étre encombrantes.

De méme, la PDA peut avoir un effet synergique avec des photocatalyseurs grace a la présence
d’électrons it - m * de transition, ce qui peut grandement améliorer I'activité photocatalytique
des catalyseurs. Feng et ses collegues ont synthétisé des nanoparticules monodisperse
coeur/coquille Ag@PDA induisant la photodégradation d’un colorant?%. Aprés irradiation
avec une lumiere UV, le taux de photodégradation du colorant était beaucoup plus rapide
avec le composite Ag@PDA qu'en utilisant les nanoparticules d’Ag nues, indiquant I’activité
photocatalytique accrue des nanoparticules I'Ag@PDA. Il est bien connu que les
nanoparticules d'Ag peuvent induire des paires électron-trou sous lumiere UV qui peuvent
étre piégés par des groupes hydroxyle conduisant a la production d’espéces réactives de
I'oxygene. La coque en PDA peut non seulement adsorber plus de molécules de colorant sur
la surface du catalyseur, mais peut également produire des paires électron-trou
supplémentaires sous UV, conduisant a la recombinaison retardée entre les électrons photo-

induits et les trous.

4.6 Enrichissement du revétement PDA en
fonction amines : Les copolymeres PDA-PEI

Pour rappel, le but de cette étude est le développement d’un revétement antibactérien N-
halamine basé sur la PDA. Afin d’enrichir la structure en fonctions amine et donc en fonction
haloamine par la suite, la copolymérisation de la PDA et de la PEI branchée (voir Figure 35a)

sera également envisagée.

L’étude de la cinétique de co-déposition des systémes PDA-PEI a été menée par Lv et al.?®. La
PEI de faible masse moléculaire a une faible concentration accélére le processus de co-
déposition et stabilité du revétement en agissant comme un réticulant covalent. En outre, la
PEI de haute masse moléculaire a haute concentration retarde la croissance des agrégats PDA-
PEIl et stabilise les particules en solution, et est donc préjudiciable au processus de co-

déposition.

Le processus de co-déposition du revétement PDA-PEI peut étre résumé par la Figure 35. La
PEIl peut se combiner avec la PDA conduisant a des agrégats contenant la PEl et PDA se formant

65



CHAPITRE |
Etude bibliographique

en solution et se déposant sur les substrats simultanément. Le processus de dép6t peut étre
accéléré par I'ajout de PEI de faible masse moléculaire a faible concentration, au cours duquel
les molécules de PEI agissent comme des réticulants conduisant a un grossissement rapide
des agrégats. Lorsque la quantité de PEl augmente, la croissance des agrégats de PDA est
entravée, car la PEl peut compromettre les interactions non covalentes comme les liaisons
hydrogenes et les interactions t — it dans la PDA empéchant ainsi le processus de dépot. De
plus, I'excédent de PEl recouvrant les agrégats les rendant trés solubles dans I'eau, conduit a
une diminution de I'efficacité de dépo6t avec I'augmentation de la concentration en PEI, tandis
gue les revétements deviennent plus lisses. La tendance est similaire lorsque la masse
moléculaire du PEI est augmentée. Les grosses molécules de PEl sont susceptibles de recouvrir
les agrégats de PDA, I'agrégation supplémentaire de la PDA devient compromise, et donc les
agrégats hybrides se dispersent dans la solution plutét que de se déposer sur la surface du
substrat. De facon analogue, les oligoméres de PDA oxydés peuvent étre recouverts par des
grosses molécules de PEl empéchant de poursuivre I'auto-polymérisation entrainant ainsi une

diminution du dép6t.
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Figure 35 : Diagrammes schématiques (a) du mécanisme de réaction pour la formation d'agrégats PDA-PEI, de
la variation d'agrégats en fonction (b) de la concentration en PEl, (c) du poids moléculaires du PEI, et (d) du
rapport des concentrations dopamine/PEI|.2%°
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Ce chapitre est dédié a la présentation des matériaux, protocoles des greffages et
fonctionnalisations et des méthodes expérimentales employés durant cette étude. Nous
verrons commet suivre et caractériser le dépot du revétement a base de PDA d’un point de
vue physico-chimique, a suivre et évaluer la chloration aboutissant a la création de fonctions
N-halamine et enfin a tester les propriétés antibactériennes de ce dernier. Les spécificités des
produits manipulés ainsi que les conditions expérimentales des diverses mesures réalisées
sont ici répertoriées. Les principes physiques sur lesquels elles s’appuient sont également

expliqués dans ce chapitre.

1.Protocole de fonctionnalisation de la PDA et de
chloration/bromation

1.1. Préparation des surfaces d’or

Les surfaces d’or utilisées ont une épaisseur moyenne d’environ 200 nm et sont supportées
par des lames de verre recouvertes de chrome (constituant une couche d’environ 50 A). Les
coupons, fournis par Arrandee (Allemagne) mesurent 11 x 11 mm?2. Pour garantir une bonne
cristallinité de la couche superficielle d’or, les plaques sont recuites dans une flamme de
butane (= 1750°C) au moyen d’un bec bunsen (Butagaz). La surface ainsi obtenue est
constituée de micro-domaines d’Au (111). Pour éliminer un maximum de pollution organique,
les échantillons sont ensuite placés sous UV-ozone pendant 30 minutes puis rincés
successivement dans I’éthanol absolu et I'eau ultrapure pendant 5 minutes. Les plaques sont
enfin séchées sous un flux d’azote et analysé en PM-IRRAS afin de vérifier la propreté des

plagues avant d’étre immédiatement fonctionnalisées.

1.2. Fonctionnalisation des surfaces

Cette partie présente les protocoles de dép6t des différents revétements de PDA déposés

sous différentes conditions ainsi que le composite PDA-PEI qui seront étudiés par la suite
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1.2.1. Dépot du revetement PDA

1.2.1.1. Dépot sous O,

Pour la formation du revétement de polydopamine, les substrats ont été immergés dans
solution de dopamine, préparée en dissolvant 0,5 mg/mL de dopamine hydrochlorique
(pureté a 98%, Sigma Aldrich) dans 10 mM de tris(hydroxylmethyl)aminomethane
hydrochloride (Tris-HCI) (Sigma Aldrich) a pH 8,5, sous agitation sauf pour les expériences
QCM qui ont été réalisées en conditions statiques (Figure 1). Ce protocole de dépot du film
PDA s’est inspiré du protocole proposé par I'équipe de Messersmith?. Ensuite, un traitement
de rincage aux ultrasons dans de I'eau distillée a été mené sur les substrats pendant 1 minute ;
enfin, les échantillons sont séchés a I'azote sec. Les échantillons ont été par la suite nommés

PDA-O;.

' - |

| x|

| — |
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, |

5 | |

O 2 j=/"% <

I % 0,0 o + - ‘ ‘ I

I oocamine substrat l

I Tris (10 mM)

l pH =85 |

Figure 1 : Schéma résumant le principe de fonctionnalisation de surface de substrat par de la PDA sous O2
comme oxydant.

1.2.1.2. Dépbt sous périodate de sodium (NalOas)

Pour le dépot de la PDA en utilisant le périodate de sodium (NalO4) comme oxydant a une
concentration de 5 mM, les substrats ont été immergés dans solution de dopamine, préparée
en dissolvant 0,5 mg/mL de dopamine hydrochlorique (pureté de 98%, Sigma Aldrich) dans 50
mM de d’acétate de sodium (pureté a 99%, Sigma Aldrich) a pH 5,5 (Figure 2). Ce protocole
de dépodt du film PDA en présence de périodate de sodium a été inspirée de I'’étude menée

par Ponzio et al.2. Par la suite, les substrats ont été lavés avec de I'eau ultrapure pendant 5
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minutes sous sonication et puis séché a I'azote sec. Les échantillons ont été par la suite
nommés PDA-104".

Dopamine
(0.5g/1)
Périodate de sodium
(5 mM)

I Acététae de sodium (50mM) Au  Au-PDA-IO,

pH=5,4

substrat

Figure 2 : Schéma résumant le principe de fonctionnalisation de surface de substrat par de la PDA en présence
de périodate de sodium (NalO4) comme oxydant.

1.2.2. Dépot du revétement composite
Polydopamine- Polyéthylénimine (PDA-PEI)

Le dépo6t du composite PDA-PEI a été mené en plongeant les substrats sous agitation dans une
solution formée du mélange de la dopamine a 0,5 mg/mL et du PElI de masse moléculaire de
600 Da (Sigama aldrich) a 0,25 mg/mL dans 10 mM de tris(hydroxylmethyl)aminomethane
hydrochloride (Tris-HCI) (Sigma Aldrich) a pH 8,5. Ce protocole de dépot du film composite
PDA-PEI s’est inspiré de I'étude menée par Xu et al.3. Pour les expériences QCM, ce dépét a
été qui ont été mené en conditions statiques (Figure 3). Cette fonctionnalisation est suivie
d’un traitement des substrats par ultrasons dans de I'eau ultrapure et suivi d’un séchage a

I’azote sec. Les échantillons ont été par la suite nommés PDA-PEI.
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|
|
I
I
I
I

Dopamine substrat
(0.5g/1)
PEI
(0.25 mg/mi) Au  Au-PDA-PEI
Tris (50 mM)
pH=85

L________

Figure 3 : Schéma résumant le principe de fonctionnalisation de surface de substrat par de la PDA en présence
de périodate de sodium (NalO4) comme oxydant.

1.3. Greffage des fonctions chloramine/bromamine

1.3.1. Préparation de la solution de NaOC|

A partir de I'’eau Javel commerciale qui contient environ 2,7 % en masse d’hypochlorite de
sodium, nous avons eu besoin de déterminer la concentration exacte de cette solution. En
théorie, la concentration de I’hypochlorite de sodium est égale a 0,35 M. Pour étre plus précis,
nous avons déterminé cette concentration, C en mesurant I'absorbance avec le spectrométre
UV/visible. Apreés dilution au 1/100, nous avons mesuré I'absorbance de la solution a 290 nm
(longueur d’onde ou I'élément OCI absorbe). Selon la loi de Beer-Lambert, : A = €lC ou | est
I’épaisseur de la cuve, soit 1 cm, et € le coefficient d’absorption molaire, € de OCl- etant égal
a 344 M*t.cm™. Ce qui conduit a une concentration en NaOCl égale a 0,34 M. Dans nos études,

cette solution a été diluée afin d’obtenir la concentration en élément OCl" souhaitée.

1.3.2. Préparation de la solution de NaOC|

La solution de NaOBr été produite en utilisant de I'’eau Javel commerciale et une solution de

NaBr a 0,5 M. Les éléments Br et OCl réagissent ensemble selon la réaction (1) :

Br+ OCl" = OBr +CI (1)
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Les ions hypopochlorite oxydent les ions bromures de fagon équimolaire. Pour préparer la
solution de NaOBr a 1mM, nous avons pris une solution d’eau de javel a 1ImM a laquelle a été

ajouté NaBr a 1 mM.

1.3.3. Protocole de greffage

Pour la chloration/bromation, les films PDA ont été trempés dans une solution de
NaOCI/NaOBr a la concentration souhaitée a pH 10, sauf indication contraire, a
température ambiante. Aprés chloration, les substrats ont été lavés soigneusement avec
de I'eau ultrapure et séchés a I'azote. Prés chloration la chloration, les échantillons sont

nommés PDA-O,-Cl et PDA-104-Cl et PDA-PEI-CI (Figure 4).

|
| >N-H + OCI / OBr -
— >N-Cl / >N-CI + OH-
| )
I P PDA-O,-Cl
| Neoc PDA-PEI ; PDAIECl PDA-PEI-CI
NqOBr n PDA-PEI
|

Figure 4 : Schéma résumant le principe de chloration /bromation.

90



CHAPITRE Il
Matériels & Méthodes

2.Caractérisations physico-chimiques

2.1.

Techniques de caractérisation de surface

Les caractéristiques sondées par les différentes techniques d’analyses utilisées, ainsi que leurs

limitations, sont rappelées dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Techniques de caractérisation utilisées et informations obtenues.

INFORMATION

DIMENSION

LIMITATION

Vibration caractéristique des liaisons

Profondeur sondée : >200
nm

Détection des vibrations
dont le moment dipolaire
a une composante

IR . . . s
au sein des molécules adsorbées Largeur de la zone perpendiculaire a la
d’analyse : 1Imm surface
(PM IRRAS)
Pas de détection des
Y . Profondeur sondée : 1 a 10 hydrogenes
Composition élémentaire des
e , . nm Effet de charge sur les
XPS groupements chimiques et évaluation . .
des couches organiques Largeur de la zone échantillons non
ganiq d’analyse : 20 a 200 pm conducteurs
Ultra-haut vide
Interprétation quantitative
Quantité de matiére déposée en difficile pour les couches
QCcm surface ; propriété viscoélastique des Quelque ng/cm? viscoélastiques, mesure

couches formées

délicate dans certain
solvant

ELLIPSOMETRIE

Technique optique d’analyse de
surface fondée sur la mesure du
changement de I’état de polarisation
de la lumiére apreés réflexion sur une
surface plane. Mesure de I’épaisseur

Mesure d’épaisseur depuis
une fraction de couche
monoatomique jusqu’a
quelques micrométres

Interaction avec la matiéere
possibilité d’absorption
Nécessite un model
particulier par
surface/systéme

ANGLE DE
CONTACT

Caractere hydrophobe ou hydrophile
des couches externes de I’échantillon

Selon la mouillabilité de la
surface (la goutte s’étale
plus ou moins)

Mesure locale
macroscopique
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2.1.1. Spectroscopie infrarouge : Spectroscopie

infrarouge en mode réflexion absorption avec
polarisation de modulation

(Polarisation Modulation InfraRed Reflection Absorption Spectroscopy - PM-IRRAS)

2.1.1.1. Rappel du principe

La spectroscopie infrarouge en mode réflexion absorption (IRRAS) est utilisée pour étudier
I'orientation et la structure de molécules adsorbées sur une surface métallique ou semi
conductrice. Elle utilise les propriétés particulieres de réflexion d’une onde plane sur un
substrat. Le comportement diélectrique de ce dernier induit une interaction entre la
composante électrique de I'onde incidente, le moment dipolaire de la molécule adsorbée et
les électrons du métal. Le champ électrique du faisceau subit alors un changement de phase
qui dépend de I'angle d’incidence du faisceau par rapport a la surface métallique et de I'état
de polarisation de la lumiére*> La dépendance entre le changement de phase et I'angle

d’incidence est représentée sur la Figure 5.

fngle d'incidence en degré

_00 45 90

L1 T o pe——

5,

Changament de phase en dagré

Figure 5 : Changement de phase intervenant dans les composantes paralleles (6r) et perpendiculaire (6s) au
plan d'incidence du signal réfléchi en fonction de I'angle d'incidence®.

La composante du champ électrique parallele a la surface (Es) subit un changement de phase
de 180° quel que soit I'angle d’incidence. Par conséquent les interférences destructives entre

les ondes incidentes et réfléchies conduisent a un champ nul perpendiculairement au plan
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d’incidence. La composante perpendiculaire a la surface (Ep) subit quant a elle un changement
de phase quasi-nul si I'angle d’incidence @ est compris entre 0 et 80° environ. Le déphasage
est en revanche de 90° environ en incidence rasante (O = 80-88°). Le champ électrique
résultant perpendiculairement a la surface est alors exalté La Figure 6 présente la géométrie

de la réflexion d’'une onde plane sur une surface métallique.

Plan d’incidence

Y
f" .\.
o

Figure 6 : Schéma de la décomposition du champ électrique avant et aprés réflexion sur une surface
métallique.

Il n’y a aucune composante paralléle du champ électromagnétique résultant pouvant interagir
avec un moment dipolaire d’'un mode de vibration paralléle a la surface : ces vibrations ne
sont donc pas visibles avec la technique de I'IRRAS. En revanche, |'exaltation de la composante
perpendiculaire a la surface rend visible les vibrations moléculaires ayant une variation de
moment dipolaire non parallele a la surface. Ces « regles de sélection » permettent de

déterminer I'orientation des molécules par rapport a la surface.

La spectroscopie d’adsorption infrarouge en mode réflexion-absorption avec modulation de
polarisation (PM-IRRAS) combine la réflectivité en lumiére polarisée et la modulation rapide
de la polarisation du signal incident (entre les polarisations p paralléle au plan et s
perpendiculaire au plan)’. Lacquisition simultanée du spectre de réflectivité du volume
autour de la surface (noté Rs) et du spectre somme des contributions du volume et de la
surface (noté Rp) donne acces au signal de réflectivité différentielle normalisée : (R, — R;)/(
(R, + (R, + (Rs)) . Les spectres obtenus permettent donc de séparer les absorptions
polarisées se produisant au voisinage de la surface des absorptions isotropes se produisant en
volume sans avoir a acquérir un spectre de référence. Les analyses en PM-IRRAS renseignent
directement sur les vibrations ayant une composante non paralléle a la surface de la couche

organique adsorbée sur la surface.
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2.1.1.2. Montage expérimental et protocole
d’utilisation

Le dispositif expérimental du PM-IRRAS est présenté sur la Figure 7. Le faisceau infrarouge
d’un spectrometre est polarisé et dirigé vers un modulateur photoélastique. Celui-ci est
constitué d’un cristal cubique en ZnSe, transparent dans le domaine moyen infrarouge. Deux
cales piézoélectriques en quartz appliquent une contrainte mécanique périodique sur un axe
du cristal. La polarisation du faisceau est ainsi modulée (entre les polarisations p et s) a une
fréquence élevée. Le faisceau est focalisé sur la surface métallique a analyser qui le réfléchit
vers un détecteur MCT (Mercure Cadmium Tellure) préalablement refroidi a I'azote liquide.
Des filtres passe haut et passe bas, couplé a un systeme de détection synchrone a la

modulation de la polarisation, permettent I'acquisition du signal.

Canal A
Acquisition
électronique

CanalB k| Détection A
synchrone

Passe Bas
Filtre45 kHz
Passe Haut

Alimentation du Détecteur MCT

modulateur

Spectrometre

FT-IR
Surface métallique

Modulateur PEM et polarisateur

Figure 7 : Schéma du principe du PM-IRRAS.

Les surfaces a analyser sont positionnées de facon a réfléchir le faisceau externalisé d’un
spectrometre infrarouge a Transformée de Fourier Nicolet Nexus 5700 vers le détecteur MCT
(HgCdTe) a large bande refroidi a I'azote liquide. Les spectres sont enregistrés avec une
résolution de 8 cm™ et accumulés avec une co-addition de 128 scans. Un polariseur a grille en
ZnSe et un modulateur photoélastique (HINDS Instruments, PM90, modulation de fréquence
= 36 Hz) sont placés avant I’échantillon afin de moduler le faisceau incident en polarisation p

et s. La tension appliquée au modulateur est ajustée afin d’optimiser la sensibilité des
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mesures. Le signal de sortie du détecteur permet de générer des interférogrammes par
somme et par soustraction. Ces derniers subissent une transformée de Fourier pour produire
le signal PM-IRRAS défini comme la réflectivité différentielle (AR/R°) = (Rp-Rs)/(Rp+Rs), ou Rp est

le signal paralléle au plan incident et Rs est la contribution perpendiculaire.

2.1.2. Spectroscopie de photoélectrons X :
X-ray Photoelectron Spectroscopy — XPS)

La spectroscopie de photoélectrons X (X-ray Photoelectron Spectroscopy — XPS — ou Electron
Spectroscopy for Chemical Analysis — ESCA) est une méthode d’analyse de surface basée sur

I'effet photoémission découvert par Einstein qui est schématisé par la Figure 8.

2.1.2.1. Rappel du principe

Photon X

Photoélectron

Energie A 7Y
des niveaux

électroniques

Ec

Niveau duvide
Niveau de Fermi O S, 1w

rd
o e E,
aicz—

Niveaux de coeur

0

Figure 8 : Principe de la photoémission d’un électron de coeur d’un atome.

La surface d’un échantillon est irradiée sous ultravide par un flux de rayons X qui provoquent
I'ionisation des atomes superficiels. En effet, I'énergie apportée par les photons X (~1 a 2 keV)
est suffisante pour extraire les électrons appartenant a un niveau de cceur de I'atome. Ces
électrons, appelés photoélectrons, quittent alors I'atome avec une certaine énergie cinétique

et parcourent dans la matiere une distance moyenne (appelée libre parcours moyen, qui est
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fonction de cette énergie cinétique et du matériau dans lequel ils évoluent) avant d’étre
ralentis par une collision. Les photoélectrons émis par les atomes les plus proches de la surface
atteignent cette derniére sans rencontrer de collisions (diffusion inélastique) et passent dans
le vide : il y a alors photoémission. L'énergie cinétique EC des électrons éjectés dans le vide

est égale a:

Ec=hv-E -W (Eq 1)

avec
e hv = énergie du photon incident (h étant la constante de Planck et v la fréquence de
I'onde incidente),
e E_=énergie de liaisons de I'électron avec le noyau

e W =travail de sortie des électrons a la frontiére matériau/vide

Ainsi, la mesure de I'énergie cinétique du photoélectron émis permet de déduire son énergie
de liaison initiale. Cette énergie est caractéristique de I'atome auquel I'électron de coeur
appartient et permet donc de connaitre la nature de I'atome ainsi que I’environnement de ses
proches voisins ou son degré d’oxydation (puisque celui-ci influe sur la structure des orbitales
atomiques et provoque des variations d’énergie au sein des couches de valence)!. Par
conséquent I’XPS, qui s’appuie sur ce principe, est une méthode d’analyse élémentaire de
surface, applicable a tous les solides sous toutes leurs formes. Elle permet la détection de tous
les éléments, excepté I'hélium et I’hydrogéne (ces éléments ne disposant pas de niveaux de

coeur spécifiques).

2.1.2.2. Instrumentation et protocole d’utilisation

La Figure 9 représente schématiquement un spectrometre XPS. Celui-ci est composé d’une
source qui génere les photons et d’'un systéme collectant les photoélectrons émis qui est
constitué par un analyseur hémisphérique et d’un détecteur. L’analyseur hémisphérique

permet de séparer dans I'espace les photoélectrons émis en fonction de leur énergie cinétique

1 Une méme orbitale peut donner des multiplets. Ceci résulte du couplage spin-orbite. Par exemple, dans le cas
de I'orbitale 2p du soufre, un ion S2p5 est créé lors de I’émission d’un photoélectron. Il existe alors 2 états de
spins (3/2 et 1/2) qui difféerent légérement en énergie. Un doublet apparait donc sur le spectre XPS, I'intensité
relative des 2 pics reflétant la densité des états finaux.
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qui est mesurée avec une précision de I'ordre de 0,1 eV. La limite de détection, qui dépend de

I’élément et du niveau de coeur étudié, est de I'ordre de 0,1 %.

analyseur

I détecteur

source de
rayons X

échantillan

chambre sousultra-haut vide

Figure 9 : Représentation schématique d’un spectrométre XPS.

Les mesures sont réalisées sous ultra-haut vide (< 102° Torr) pour éviter, au maximum, toute
collision inélastique des photoélectrons entre leur sortie de I'échantillon et leur détection. Sur
les appareils récents, la zone analysée est souvent de I'ordre du mm?. Elle peut parfois étre
réduite a quelques dizaines de pm? mais avec une perte d’intensité du signal. La profondeur
d’analyse d’un échantillon donné (poudre ou adsorbat sur une surface) est comprise entre 1
et 10 nm selon I'angle de détection 6, I'énergie cinétique des photoélectrons et la nature du
matériau qui déterminent le libre parcours moyen A des photoélectrons. Le transfert de ceux-
ci dans la matiere suit une loi d’absorption exponentielle, 98% du signal provient donc d’'une
profondeur z inférieure a 3AsinB. Pour des échantillons plans avec une faible rugosité, la
variation de I'angle de détection permet donc de sonder la surface sur une profondeur plus
ou moins importante. En particulier, I'analyse a des angles rasants est plus sensible a I'extréme
surface des échantillons.

Les analyses sont réalisées grace a un spectromeétre Omicron Argus équipé d’une source
monochromatique AlKa (hv = 1486,6 eV) émettant un rayon d’électrons de 300 W. Les
spectres sont réalisés a un seuil de 100 eV pour le spectre général et a un seuil de 20 eV. Ces
spectres sont enregistrés avec une résolution de 0,1 eV. Le détecteur est placé a un angle de
45° par rapport a la surface et les énergies de liaisons sont calibrées par rapport a I'énergie de
liaison du carbone aliphatique a 284,8 eV. Les intensités des pics élémentaires sont corrigés

par les facteurs de Scofield®. L’aire des pics est déterminée aprés soustraction d’une ligne de
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base linéaire et Shirley en fonction du pic. Les spectres sont traités en utilisant le logiciel Casa

XPS v.2.3.15 et en appliquant des lois Gaussiennes/Lorentziennes de 70/30.

2.1.3. Microbalance a cristal de quartz
(Quartz Crystal Microbalance — QCM)

2.1.3.1. Rappel du principe

La microbalance a cristal de quartz (Quartz Crystal Microbalance — QCM) permet de mesurer
in situ et en temps réel des variations de masse trés faibles, de I'ordre du nanogramme, a la
surface d’un cristal de quartz. Cette technique est basée sur les propriétés piézoélectriques
des cristaux de quartz qui permettent d’en faire des résonateurs sensibles aux perturbations
provoquées par un ajout de matiére en surface, mais également par une modification de la
viscosité ou de la densité du milieu. Elle est trés utilisée dans le domaine des biotechnologies®
pour étudier notamment la cinétique d’adsorption des protéines ou encore I'adhérence et la

prolifération de cellules®.

2.1.3.2. Dispositif expérimental

Les 2 faces opposées d’un fin cristal de quartz sont recouvertes d’'une couche mince
métallique (généralement d’or) constituant 2 électrodes. L’application d’'une différence de
potentiel entre les deux électrodes engendre, par effet piezoélectrique, la déformation
latérale du quartz sur I'ensemble de la surface. Si le champ électrique est alternatif, le cristal
se met a vibrer dans un mode de résonance mécanique ; I'amplitude maximale de vibration
est obtenue pour un champ alternatif de fréquence f0, appelée fréquence de résonance du
quartz. Si une couche superficielle de matiere est déposée sur le cristal, la fréquence de
résonance décroit ; c’est cette variation de fréquence (Af) qui est suivie par QCM. Sauerbrey
a démontré en 1959 que, dans le vide ou a I'air, Af dépend linéairement de la variation de
masse adsorbée, Am.

Les mesures QCM ont été effectuées a l'aide d'un laboratoire Dispositif QCM dans des

conditions statiques et un substrat de quartz &8 motifs d'or 9 MHz (A = 0,2 cm?).
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Les quartz ont été placés perpendiculairement au fond du récipient. Changements de
fréquence (Af) de le résonateur a cristal de quartz a été surveillé. Le Af a été converti en

changement de masse (Am) de le cristal de quartz en appliquant I'équation de Sauerbrey'?:

Af = - pm (Eq2)
AVpquq

oU A est la surface active du capteur gravimétrique, pq est la densité du quartz, pq est module
de cisaillement du quartz, et fy est la fréquence de résonance fondamentale du quartz. Nous

notons:

Af = —CAm (Eq 3)

avec C, la constante de sensibilité expérimentale, 16,31 107 Hz.g'.cm? pour 9 MHz 1.

L'ellipsométrie est une technique optique, consistant a mesurer la modification de la
polarisation d’un faisceau a la réflexion sur une surface ou un échantillon. Cette technique
d’analyse et de caractérisation, non destructive, est précise et tres sensible. La mesure
ellipsométriqgue comporte trois étapes indispensables : I'étalonnage de linstrument, la
mesure proprement dite et 'analyse des données selon un modele adéquate en fonction du
systéme analysé. L'ellipsométrie spectroscopique effectue des mesures sur tout un spectre et

concerne des structures complexes : multicouches, rugosité (interface, homogénéité...).

Les mesures d'ellipsométrie ont été effectuées en utilisant une longueur d'onde ellipsomeétre
SENTECH SE 400 équipé d'un laser He — Ne a A = 632,8 nm, I'angle d'incidence était de 70 °.
Toutes les mesures sont effectuées sur des échantillons séchés a I'azote a I'air ambiant. Les
valeurs de des indices de réfraction de n; et les ks du substrat en or étaient respectivement de
0,2098 et 3,2852. Pour chaque échantillon, au moins 5 mesures ont été réalisées dans
différentes zones. Par conséquent, les valeurs d'épaisseur sont données comme la moyenne

sur 5 valeurs.
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2.1.5. Angle de contact

Les angles de contact statiques sont mesurés a température ambiante (~20°C ; 40% d’humidité
relative) par analyse du profil de gouttes sessiles d’eau ultrapure de 1 pL. Ces dernieres sont
déposées sur la surface grace a un dispositif Kriiss DSA100 équipé d’'une caméra CCD et d’un
analyseur d’image. Les angles de contact sont mesurés en utilisant 3 modeles mathématiques
(prédéfini par le fournisseur Kriss) :

(i) selon le modele « tangente 1 », le profil complet de la goutte déposée est assimilée
par le programme a une équation de conique générale ; la dérivée de cette
équation au point triple (eau-surface-air) donne la pente de la tangente en ce point
et donc I'angle de contact ;

(ii) selon le modele « tangente 2 », le profil de la goutte au voisinage de la surface est
modélisée par une fonction polynémiale (du type y = a + bx + cx0,5 + (d/Inx) + e/x?).
La pente au point triple et I'angle de contact sont déterminés par itération

(iii) selon le modeéle « cercle fitting », le contour de la goute est assimilé a une portion
de cercle ; I'angle de contact est alors calculé en mesurant la pente de la tangente
au cercle modéle au point triple (cette méthode est préconisée pour la mesure des

faibles angles de contact).
Sur chaque surface, 3 gouttes au minimum sont déposées a des endroits différents et les

mesures ont été répétées sur 3 échantillons différents. Les valeurs reportées dans cette étude

sont les moyennes de ces 9 mesures pour chaque type de surface.

2.2. La Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

Le fonctionnement du microscope électronique a balayage est basé sur I’émission d’électrons
produits par une cathode et la détection de signaux provenant de I'interaction de ces électrons
avec l'échantillon. Ces électrons qui irradient la surface de [I’échantillon pénétrent
profondément dans le matériau et affectent un volume appelé « poire d’interaction ». Le
volume de cette poire dépend du numéro atomique moyen de |'échantillon et d I'énergie des

électrons incidents. Dans ce volume d’interaction les électrons du faisceau vont perdre leur
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énergie de collisions multiples avec les atomes du matériau générant ainsi de nombreux
phénoménes secondaires: réémission d’électron, émission de photons, adsorption
d’électrons, courants induits, potentiels électriques, élévation de température locale,

vibration du réseau.

Les surfaces ou coupes transversales des films PDA ont été examinées sous un Microscope
électronique a balayage a canon a émission de champ Ultra55 Zeiss (FEG-SEM), fonctionnant

a 10 kV. Pour les observations en coupe, les échantillons ont été inclinés (60 °).

2.3. Quantification de la fonction chloramine

La présence de fonctions chloramine a été confirmée en mesurant le blanchiment d'une
solution d'acide 5-thio-2-nitrobenzoique (TNB), a 412 nm?2, Une solution de TNB fraiche a été
produite avant chaque expérience par addition de 2 équivalents de cystéine (Cys) a 1

équivalent de 5,5’-dithiobis (acide 2-nitrobenzoique) (DTNB) apreés la réaction :
DTNB + 2Cys — 2 TNB + Cys (2)

Pour cela, a volumes égaux, 2 103 M de cystéine et 103 M de DTNB ont été mélangés dans 50
mM solution tampon phosphate (PBS) a pH 7,4 donnant une solution jaune / orange trés
colorée?!?, Cette solution mére a été diluée 10 fois avec 50 mM de PBS, pH 7,4. Les différents
substrats ont été immergés dans cette solution pendant 20 heures. Le TNB de couleur jaune

réagit avec les fonctions haloamine pour régénérer le DTNB incolore, selon le schéma présenté

en Figure 10.
OH
OH o= NO,

i 0= \,N°> < \}

N + 7\ —/ + -
Ry 2x { ) > ¥, * gNH, + HT+ X
(X=Cl, Br) HS S

TNB O\:\, )
/ \ //
HO )7

O,N DTNB

Figure 10 : Réaction entre un composé N-halamine et le TNB.

Les mesures d'absorbance UV / visible ont été réalisées a I'aide d'un spectromeétre avec un
trajet de 1 cm de longueur pour les cuvettes. Selon la loi de Beer-Lambert, la densité des

fonctions chloramines (da), en at/cm3, a été calculé grace a I'équation suivante :

101



CHAPITRE Il
Matériels & Méthodes

de = Aroafcl * Vrng * Ny (Eq 4)

2xexlxVepstement

ou Appa et Appa-ci sont I'absorbance de la solution de TNB contenant le substrat avec le
revétement PDA et avec le revétement PDA chloré, respectivement, € = 14100 Mt.cm?, 1=1
cm, Veoating €st le volume du film PDA en cm3, Vrng est le volume de la solution TNB en L et Na

est la constante d'Avogadro.

3.Test microbiologiques

Tous les tests microbiologiques ont été répétés 3 fois afin d’obtenir des données statistiquement

représentatives.

3.1. Souches et cultures bactériennes

Les tests microbiologiques ont été réalisés avec 2 espéces bactériennes a Gram positif et 1

espece bactérienne a Gram négatif.

Tableau 2 : Souches bactériennes utilisées lors de cette étude.

Souche

Staphylococcus epidermidis
CIP 6281

Staphylococcus epidermidis
CIP 104777

Gram - Escherichia coli ATCC 29522

Gram +

Ces différentes souches sont conservées sous forme d’alicots glycérolés a -18°C avant leur

remise en culture détaillée dans le paragraphe suivant.

Une pré-culture sur gélose nutritive est préparée a partir de I'alicot glycérolé. Aprés 24 heures
d’incubation a 37°C, une colonie est prélevée et mise en suspension dans 5 mL de bouillon
nutritif. Sauf indication contraire, les tests sont réalisés aprés une nuit d’incubation a 37°C, en
milieu aérobie et sous agitation (150 tours/minutes). Les cultures ont alors atteint la phase
stationnaire de croissance. Les milieux de culture utilisés pour les différentes souches
bactériennes sont indiqués dans le Tableau 3. Les géloses sont préparées en ajoutant 15 g/L

d’agar au bouillon nutritif avant autoclavage.
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Tableau 3 : Milieu de culture des différentes souches bactériennes.

Souche bactérienne Milieu de culture Concentration

Bouillon lysogéne

(Lysogeny Broth — LB) 20g/L

Escherichia coli

Bouillon Mueller Hilton

(MH) 25g/L

Staphylococcus epidermidis

3.2. Tests d’adhérence des bactéries sur les
surfaces

Les substrats ont été placés dans des boites de Pétri stériles en présence de 20 mL de
suspension bactérienne & 10® UFC/mL dans du PBS, sous agitation a température ambiante
pendant 17 h.
Apreés incubation, pour I'évaluation de I'adhérence bactérienne, une analyse par microscopie
optique a été effectuée. Pour cela, les échantillons ont été :

e rincés avec du PBS,

e colorés pendant 5 minutes avec 1 mL de cristal violet a 1 % (w/w) dans une solution

de PBS,
e rincés sous écoulement d'eau jusqu'a perte de couleur,

e séchés par un flux d’azote sec.

Pour chaque échantillon, la densité des bactéries a été déterminée en faisant la moyenne de
20 champs de microscope sous un grossissement de 50x. Les résultats ont été exprimés en
pourcentage des cellules bactériennes attachées sur les différentes surfaces de PDA, par

rapport aux substrats TMX.
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3.3. Tests de cultivabilité des bactéries

Afin d’évaluer la cultivabilité des bactéries aprés contact avec les surfaces fonctionnalisées,
des tests de remise en culture ont été réalisés selon le protocole schématisé par les Figure 11
et 12.

Avant inoculation bactérienne, les surfaces ont été stérilisées avec une solution d'éthanol a
70 %. Les tests de Killing/inhibition de croissance bactérienne ont été réalisés en configuration
sandwich. Pour cela, 20 pL de suspension bactérienne dans du PBS/milieu de culture ont été
déposés sur une premiere plaque puis une deuxiéme plaque est placée sur la premiére, sur le
cOté revétement de sorte que la suspension bactérienne soit prise en sandwich entre les deux
substrats

Apreés 3 heures de contact a température ambiante pour le test de Killing et a 37°C pour le test
d’inhibition de croissance, les surfaces ont été transférées dans un tube contenant 2 mL de
PBS stérile solution et plongées dans un bain a ultrason (Bandelin Sonorex RK 31, Berlin,
Allemagne ; f = 35 kHz, P = 90 W) pendant 2 minutes pour récupérer les bactéries adhérentes
sans les endommager. Aprés la sonication, des observations SEM-FEG des plaques ont été
effectuées pour vérifier que la plupart des bactéries adhérentes étaient détachées pendant le
processus de sonication.

Les suspensions bactériennes ainsi obtenues sont diluées dans une solution stérile isotonique
et 20 ulL de chaque dilution sont déposés en triplicat sur des géloses nutritives. Ces boites de
Pétri sont incubés a 37°C pendant une nuit puis les unités formant colonies (UFC) sont
dénombrées. Le calcul du pourcentage de Killing ou d’inhibition de croissance se calcule par
la différence entre l'inoculum et les bactéries adhérées et cultivables sur les surfaces

fonctionnalisées :

e e nombre d’UFC de 'inoculum—nombre d’UFC sur I7échantilon
Killing ou Inhibition (%) = x100 (Eq 5)

nombre d’UFCde l’inoculum

L'incertitude attachée a ce résultat provient de I'analyse statistique des expériences répétées.
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Figure 11 : Test de remise en culture des bactéries aprés contact avec les surfaces fonctionnalisées dans le
cadre d’un test de Killing.
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Figure 12 : Test de remise en culture des bactéries aprés contact avec les surfaces fonctionnalisées dans le
cadre d’un test d'inhibition de la croissance bactérienne.

105



CHAPITRE Il
Matériels & Méthodes

Réferences

1. Ding, Y. H.; Floren, M.; Tan, W., Mussel-inspired polydopamine for bio-surface
functionalization. Biosurface and Biotribology 2016, 2 (4), 121-136.

2. Ponzio, F.; Barthés, J.; Bour, J.; Michel, M.; Bertani, P.; Hemmerlé, J.; d’Ischia, M.; Ball, V.,
Oxidant Control of Polydopamine Surface Chemistry in Acids: A Mechanism-Based Entry to
Superhydrophilic-Superoleophobic Coatings. Chemistry of Materials 2016, 28 (13), 4697-4705.

3. Lv, Y, Yang, S.; Du, Y, Yang, H.-C.; Xu, Z.-K., Co-deposition Kinetics of
Polydopamine/Polyethyleneimine Coatings: Effects of Solution Composition and Substrate Surface.

Langmuir 2018, 34 (44), 13123-13131.

4, Spoeckner, S.; Wray, V.; Nimtz, M.; Lang, S., Glycolipids of the smut fungus Ustilago maydis
from cultivation on renewable resources. Applied Microbiology and Biotechnology 1999, 51 (1), 33-39.

5. Scofield, J. H., Hartree-Slater subshell photoionization cross-sections at 1254 and 1487 eV.
Journal of Electron Spectroscopy and Related Phenomena 1976, 8 (2), 129-137.

6. Stypula, B.; Stoch, J., The characterization of passive films on chromium electrodes by XPS.
Corrosion Science 1994, 36 (12), 2159-2167.

7. Graham Beamson, D. B., Xps of Polymers Database. Surface Spectra 1998.

8. Ferreira, G. N.; da-Silva, A. C.; Tomé, B., Acoustic wave biosensors: physical models and
biological applications of quartz crystal microbalance. Trends Biotechnology 2009, 27 (12), 689-697.

9. Wittmer, C. R.; Phelps, J. A.; Saltzman, W. M.; Van Tassel, P. R., Fibronectin terminated
multilayer films: protein adsorption and cell attachment studies. Biomaterials 2007, 28 (5), 851-860.

10. Sauerbrey, G., Verwendung von Schwingquarzen zur Wagung dinner Schichten und zur
Mikrowagung. Zeitschrift fiir Physik 1959, 155 (2), 206-222.

11. Bizet, K.; Gabrielli, C.; Perrot, H., Immunodetection by quartz crystal microbalance. Applied
Biochemistry and Biotechnology 2000, 89 (2), 139.

12. Riddles, P. W.; Blakeley, R. L.; Zerner, B., Ellman's reagent: 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)—
a reexamination. Analytical Biochemistry 1979, 94 (1), 75-81.

13. Debiemme-Chouvy, C.; Haskouri, S.; Folcher, G.; Cachet, H., An Original Route to Immobilize
an Organic Biocide onto a Transparent Tin Dioxide Electrode. Langmuir 2007, 23 (7), 3873-3879.

106



CHAPITRE 11l
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

CHAPITRE 111

Synthése et caractérisations physico-

chimiques des revétements PDA et
PDA-PEI

107



CHAPITRE Il
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

Table des matiéres

4T 0T Lot o o PN 110
1- Etude du dépot de PDA ........cceciieeiireeciieecereneereneeerensssensessnssesenssssnssssenssssenssssenssens 111
1.1 En milieu basique en présence d’0O; atmosphérique diSSOUS .......cccccveiiriiieiiiiiiee e, 111
1.11 Suivi cinétique du dépot de PolydoPamineg.......cccuviieiiiiiieiiie e 112
110001 EHUAE SUE Ottt sttt et h ettt st e b e s bt e s bt e s ateeabeebe e b e e sbeesaeesmbesabeenbeenns 112
1.1.1.1.1  Influence de I'étape lavage par SONICAtION.......ccceeieciieeicciiee e e e 114
1.1.1.1.2 Influence de la concentration en dopamine sur la cinétique et la qualité du dépbét...... 116
1.1.1.2  Etude sur silicium : influence du SUBSTrat ........c.cceiriiiriiiiiiie e 119
1.1.2 Caractérisations physico-chimiques du dépot ........ccccuveiiiiiiiiiiiiiee e 121
1.1.2.1  Analyse PM-IRRAS €t IR-ATR .....ccociiiiiiiiiee e ceitee et e eette e e eetee e e e tae e e eearaee e eenbeeeeentaeeeenrenas 121
1.1.2.2  Caractérisation XPS .......oo oottt et st s 122
1.1.2.3 Caractérisation par mesures d’angle de contact......c.cccccceeeiecieiiiciee e 124
1.1.3 Dépot ‘Grafting from’ versus ‘Grafting to’ .....ccuvveeivciiii i 125
1.14 RevEtemMeNt MUITICOUCNE .......couiiiiieeee e e 127
1.2 Etude du dépot de PDA en milieu acide en présence de périodate comme oxydant ............ 128
1.2.1 SUIVI CINETIGUE AU AEPOT..cc.eeiiiieeiiee ettt ettt e st e e e et e e e s abe e e e e abee e e enbaeeeenneeas 130
1.2.2 Caractérisation PM-IRRAS .......o ettt 131
1.2.3 Caracterisation XPS .....c..eo ittt s 132
1.2.4 Caractérisation par angle de CONTACT ........ccueviieciiie e e 134
2- Etude du dépot du revétement composite PDA-PEI .......ccccceiiiiineiiiiienniininnnencnnnenenes 135
2.1 Suivi cinétique du dépot du film composite PDA-PEL..........ceeeieciieeeeciieeceieee et eiree e 136
2.2 Caractérisation physisco-chimique par PM-IRRAS ..........cccoiiiiiiiie ettt e 139
2.3 Caractérisation PAr XPS .......uee oottt ettt e e e et e e e et e e e et ae e s e aba e e e e enbaee e enareeas 140
2.4 Caractérisation par mesure d’angle de CoNtact .......cccceeeeeiiiiiiciie e 141
00 T ol L] o T 143
2 =] 1= =T T =N 144

108



CHAPITRE Il
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

Les revétements qui seront étudiés dans ce chapitre sont la polydopamine (PDA) et un

composite formé par la combinaison de la PDA et de la polyéthylénimine (PEl).

Pour rappel, le choix de la PDA réside sur les fortes capacités d’adhérence de ce polymeére sur
une large gamme de surfaces, couplées a la présence de groupes fonctionnels amine
indispensables pour la création de fonctions antibactériennes haloamine. Nous verrons dans
ce chapitre que deux autres voies de synthese ont été envisagées, avec un dépot multicouche
d’une part et d’autre part, avec I'utilisation d’un oxydant plus puissant que I'oxygene (le
périodate), ceci afin d’augmenter le nombre de groupements fonctionnels amine en

augmentant I'épaisseur du film de PDA.

Quant au revétement composite (PDA-PEI), ce choix porte sur la volonté d’accroitre le nombre
de fonctions amine disponibles au sein du revétement afin de maximiser I'effet antibactérien
du dépot a travers les fonctions haloamine générées par chloration des fonctions amine. De
plus, comme nous le verrons par la suite, I'ajout de la PEl permet une meilleure stabilité du

revétement PDA en milieu basique®.

Dans ces conditions, il nous est apparu opportun d’utiliser comme support modéle d’étude
des surfaces d’or, d’'une part a cause de leur propriété de stabilité, et d’autre part de la

capacité de la PDA a développer de fortes interactions catéchol-métal et amine-métal.

Plus que l'utilisation de méthodes de caractérisation sophistiquées, nous avons privilégié la
méthodologie scientifique de suivi cinétique du dépo6t pour mettre en évidence les différentes
étapes et vitesses de dépot du revétement a la surface de substrats d’or et de silicium. Enfin,
les études des différents parametres (substrat, concentration en dopamine et choix de
I’oxydant) et voies de dépot du film - Grafting from, Grafting to, multicouches - ont également

été abordées dans un but d’optimisation de ces films.

Ainsi, cette étude nous a permis de mettre en évidence I'impact des différents parametres
physico-chimiques et voies de dépot sur la cinétique de formation des revétements. Pour cela,
la microbalance a quartz (QCM), le PM-IRRAS et I'ellipsométrie ont été les trois principales
techniques employées pour le suivi cinétique. Par ailleurs, I’XPS et la mesure de I'angle de

contact ont également permis un suivi de la formation des films PDA et PDA-PEI.
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Introduction

Comme il a été rappelé dans I'introduction générale, la modification de surfaces des matériaux
joue un réle important dans le développement de nouveaux matériaux. Néanmoins, les
stratégies employées sont spécifiques a la physico-chimie des surfaces des matériaux et
manquent donc d’universalité.

C’est dans ce contexte que la polydopamine (PDA), un biopolymére insoluble en milieu aqueux
produit par auto-oxydation d’un neurotransmetteur catécholamine, la dopamine (DA), est
devenue un polymere tres étudié en sciences des matériaux en tant que systéme fonctionnel
bio-inspiré polyvalent employé dans une tres large gamme d'applications. La PDA a des
propriétés d'adhérence exceptionnelles produisant un revétement universel et offrant la
possibilité d’un grand répertoire de post-fonctionnalisation??, ce qui a ouvert la voie a de
nombreuses applications, aussi bien dans le domaine des sciences biomédicales®>’, des
processus de conversion d’énergie® ou encore des dispositifs de traitement de I'eau®?°. La
dopamine, dont I'emploi a été inspiré de la composition protéinique du byssus de la moule (la
mfp-3, riche en DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine) et mfp-6 riche en thiols.), s’auto
polymérise spontanément en milieu alcalin en présence d’oxygéne dissous qui agit comme
oxydant et forme un film mince de polydopamine, sur pratiqguement toutes les surfaces de
matériaux par une simple immersion du substrat dans une solution aqueuse diluée!®.
Cependant, de nombreux matériaux ou molécules sensibles au pH, tels que la cellulose, le
polyester, les résines phénoliques, les protéines ou certains gels ne conviennent pas a une
fonctionnalisation par la dopamine dans un milieu aqueux alcalin. De plus, I'épaisseur
maximale obtenue pour un dépo6t de PDA en condition alcaline et en présence de O; comme
agent oxydant est inférieure a 50 nm ce qui est frein a une éventuelle optimisation de I'effet
antibactérien du revétement par une augmentation de I'épaisseur du dép6t afin de maximiser
le nombre de fonctions amine disponibles.

Pour répondre a cette problématique, différentes voies d’optimisation du revétement ont été
envisagées lors de cette étude. Tout d’abord augmenter I'épaisseur du film de PDA en
effectuant un dépdt multicouche ou alors en modifiant I'oxydant, en remplagant O, par le

périodate de sodium qui permet (i) un dépo6t dans un milieu acide avec une cinétique plus
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rapide et (ii) d’obtenir des films plus épais. La deuxieme voie explorée repose sur
I'introduction de davantage de fonctions amine par I'intermédiaire de la PEI, on forme ainsi

un composite PDA-PEI.

1-Etude du dépot de PDA

1.1 En milieu basigue en présence d’0,
atmosphérique dissous

La premiére étape de mon projet concerne donc I'étude du dépo6t de PDA sur des substrats
d’or par la voie dite classique, telle que présentée par I'équipe de Messersmith?, reposant sur
I'auto-oxydation de la dopamine en milieu alcalin en présence d’O; dissous comme oxydant.
Il s’agit de la voie la plus simple a mettre en ceuvre. En solution, dans les bonnes conditions
de pH, la dopamine est connue pour s'oxyder et s'auto-polymériser, cela se traduit par un
changement de couleur de la solution, de l'incolore au brun foncé (Figure 1(a)). Puis au cours
du temps, la polydopamine s’agrége pour former des nanoparticules en suspension pouvant

avoir jusqu’a 400 nm de diametre au bout de 48 h, Figures 1(b) et 1(c).

Figure 1 : (a) Evolution de la coloration d'une solution de dopamine a 0,5 mg/mL en présence de tampon Tris a
pH=8,5. (b) et (c) Clichés MEB d'une surface de silicium immergée durant 24 h dans une solution de
dopamine/Tris a pH = 8,5.
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Dans cette étude, les surfaces d'or ont été plongées dans une solution de dopamine a 0,5
mg/mL dans laquelle du tampon Tris est ajouté aprés quelques minutes. Le processus de
polymérisation en surface de la dopamine a été suivi in situ par une microbalance a cristal de
quartz (QCM), et ex situ par spectroscopie Infra-Rouge (PM-IRRAS), ellipsométrie, microscopie
électronique a balayage (MEB), spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (XPS) et

mesure d’angle de contact (WCA).

1.1.1 Suivi cinétique du dépo6t de polydopamine

1.1.1.1 Etude sur Or

Pour étudier in situ la cinétique de formation du film de PDA, la QCM est la méthode de choix.
Pour rappel, le dép6t sur le quartz d’un film mince homogeéne, rigide et purement élastique
entraine I'abaissement de la fréquence de résonnance du quartz. Dans ces conditions, la
relation entre la variation de masse du quartz, Am, et sa variation de fréquence de résonnance,

Af, est linéaire (relation de Sauerbrey).

Ainsi, un suivi cinétique du dép6t de la PDA par QCM a été mené. Pour cela un quartz d’or a
été immergé dans une solution de dopamine/Tris et a pH=8,5. L’évolution de la prise de masse

en fonction du temps est présentée sur la Figure 2.
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Figure 2 : Suivi par QCM de la formation du dépét de PDA dans une solution de dopamine a 0,5 mg/mL, le TRIS
a été ajouté apres 0,5 h.

La croissance du film de PDA peut étre également étudiée qualitativement par PM-IRRAS, en
intégrant les pics caractéristiques de la PDA pour les différentes durées d'immersion du

substrat (Figures 3(a) et 3(b)). Dans le méme temps, des données quantitatives obtenues a
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partir de ces mémes échantillons par ellipsométrie en utilisant un modele approprié pour les
surfaces d'or et le revétement PDA ont permis de suivre |’évolution de I'épaisseur moyenne
du film PDA en fonction du temps d’immersion, Figure 3(c). Ces valeurs ont été confirmées

par des observations par MEB de la section transversale des échantillons, Figure 3(d).
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Figure 3 : Formation du revétement de PDA dans une solution de dopamine a 0,5 mg/mL. (a) Spectres PM-
IRRAS de surfaces d’or fonctionnalisées par un film de PDA par immersion dans une solution de dopamine/Tris
durant différents temps. (b) Evolution des aires des pics PM-IRRAS du dép6t de PDA en fonction du temps
d’immersion dans la solution de dopamine/Tris, données provenant de la Figure 3(a). (c) Epaisseur du film de
PDA évaluée par ellipsométrie (cercles rouges) et analyse MEB (carrés bleus). (d) Micrographie MEB d’un
revétement PDA sur une surface d’or aprés 72 heures d’immersion dans une solution de dopamine/Tris. (e)
Substrats d’or avant et aprés immersion dans la solution de dopamine/Tris.

Ainsi, I'étude in situ par QCM révele une forte augmentation de la masse du quartz durant les

4 premiéres heures avec une vitesse de croissance de I'ordre de 5 nm/h, cette vitesse diminue
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par la suite pour atteindre un plateau au bout de 24 h de dépdt, avec une prise de masse

d’environ 1200 ng pour un quartz de surface 0,2 cm?.

Les études ex situ par PM-IRRAS par l'intégration des zones des pics caractéristiques de la PDA
et le suivi de I'épaisseur du dépot PDA en fonction de la durée d'immersion du substrat
mettent en avant une augmentation rapide de l'intensité des pics durant les 12 premiéres

heures, suivie d’une diminution de cette croissance aboutissant a un plateau au bout de 24 h.

Ainsi, les différentes analyses par QCM, PM-IRRAS et mesures d’épaisseur par ellipsométrie,
révelent une croissance logarithmique du film PDA en fonction du temps d'immersion du
substrat. La combinaison de la masse du dép6t de PDA obtenue par QCM (environ 1,2 ug pour
24 h d'immersion) et de son épaisseur obtenue par ellipsométrie et observations MEB (40 nm
pour 24 h d'immersion) permettent d'estimer la densité du film de PDA a 1,49 g cm™. Ce
résultat est en accord avec la valeur reportée dans la littérature!?. De plus, les données
d'ellipsométrie montrent que ['épaisseur du film de PDA sur des substrats d’or a
progressivement atteint une valeur maximale d'environ 50 nm, aprés 48 heures d'immersion,
ce qui se situe dans la gamme des épaisseurs de film de PDA en accord avec les données
reportées par Messersmith et al.? Cette phase stationnaire peut étre attribuée a I'épuisement
du monomere dans la solution surnageante, pouvant se réticuler sur le film PDA, au profit des

molécules de quinone non réactives?!®,

Au tout début de I'étude, il est apparu évident d’inclure une étape de sonication apres
formation du dép6t afin de supprimer les particules de PDA adsorbées sur le film lui-méme.
Apres s’étre interrogé sur I'impact des ultrasons sur le revétement qui peut conduire, si le
temps de traitement est trop long ou que la puissance des ultrasons est trop élevée, a une
délamination du film voire a une destruction de la surface d’or, il est apparu nécessaire

d’étudier I'impact d’un tel traitement sur la qualité du revétement de PDA.

Pour cela, un suivi cinétique du dépot a été mené en n’incluant pas d’étape de sonication. Les
échantillons ont donc été uniquement rincés a I'eau distillée, I'’étude a été conduite par

analyse PM-IRRAS, ellipsométrie et par microscopie optique (Figure 4).

114



CHAPITRE 11l
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

Sans sonication Sonication 30 s
(@) (b)
PDA-24h PDA-24h
PDA-18h
— 14l PDA-18h
© = PDA-10h
! © 1,24
5 PDA-10h 5 PDA-7h
- PDA-7h 2 PDA5h
= PDA-5h pe .
= DA % PDA-4h
c 1,24 GC) PDA-3h
Q PDA-3h = PDA-2h
c PDA-2h - PDA-1h
PDA-1h
1,0 e . ; = 1,04 o
2000 1800 1600 1400 1200 1000 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Nombre d'onde (cm™) Nombre d'onde (cm™)
(C) 70 : : : ,
| ]
604 i
—_ | ]
g 504 =
:3) 40 - |
S8 gl a0 i
© []
Q [
w 20 [ g
| ]
| ]
104 o J
[ |
0 . . . .
0 10 20 30 40 50

Temps d'immersion (h)

Figure 4 : Etude de l'impact d'un traitement aux ultrasons. Suivi cinétique du dépot de la PDA sur plaque d'or par PM-IRRAS
(a) sans étape de traitement aux ultrasons, (b) avec une étape de traitement aux ultrasons. (c) Suivi de I'épaisseur du dépot
de PDA sur plaques d'or par ellipsométrie avant (carrés rouges) et apres traitement aux ultrasons (carrés noirs). Clichés
MEB d’un revétement PDA-O,-24h (d) avant et (e) apres sonication. Clichés de microscopie optique sous un agrandissement
x10 d’un revétement PDA-O,-24h (f) avant et (g) apres sonication.
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L’étude de I"évolution des intensités des pics infra-rouge caractéristiques de la PDA au cours
du temps révele que I'étape de sonication permet d’obtenir une évolution plus homogeéne ;
ceci est confirmé par les mesures d’épaisseur. En effet on constate que le lavage par ultrasons
ne semble pas avoir d’'impact sur le revétement durant les premieres heures du dépot ce qui
semble cohérent puisque a ces premiéres heures il n’y a pas encore formation d’agrégats de
PDA. En revanche, on constate que I'absence d’étape de sonication entraine des épaisseurs
plus importantes dues au dépot d’agrégats de PDA contribuant a une surface plus rugueuse
comme on peut le voir sur les clichés MEB et les images de microscopie optique, Figures 4 (d-
g). Ainsi, I'étape de traitement aux ultrasons influence la qualité du dépdt de PDA lorsque I'on
envisage des dépots de plus de 10 heures. Pour notre étude, cette étape est importante afin
d’éviter I'adsorption d’agrégats de PDA en surface pouvant compromettre |'étape de

chloration en profondeur en consommant des ions OCl" et en modifiant leur diffusion.

L'impact de la concentration en dopamine a été peu étudié dans la littérature ; en effet, la
concentration type reportée par Messersmith et al'! et qui est la plus souvent employée est

de 2 mg/mL. Cette concentration n’est pas forcément adaptée a toutes les applications.

Ball et al.'> ont proposé une étude de I'influence de la concentration en dopamine sur la
cinétique du dép6t du revétement PDA. En effet, en présence d'air et a température constante
fixée a 20°C, ils ont montré que la concentration de dopamine, et des catécholamines en
général, a une influence majeure sur la cinétique de formation du film. Augmenter la
concentration de dopamine au-dessus de 2 mg/mL (en présence de 50 mM de tampon Tris)
permet d’atteindre des épaisseurs supérieures a 40-45 nm (Figure 5(a)), valeur reproductible
obtenue dans les conditions expérimentales décrites pour la premiere fois par Messersmith
et al.*! Cependant, ces revétements deviennent également plus rugueux. En effet, la valeur
moyenne quadratique de rugosité (RMS) augmente avec la concentration passant de 37 nm
pour une concentration de 1 mg/mL a 81 nm pour une concentration de 5 mg/mL comme
indiquée sur la Figure 5(b) témoignant d’'une augmentation de la rugosité du film avec la

concentration en dopamine.

116



CHAPITRE Il
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

(a) 1 (b)
80 4+ 5.0 mg.mL? 80 5gL! "
2 RMS=81 nm
E 60 3.0 mg.mL* g 60 60 om
~ —x c
a%) P E {-400 nm
% 40 4 s 20mgm t %'c: 40 £ '
E %r;g.mL‘i’ T E 1 g.L" 0 5um 10pum
- /‘ — —i 500 nm
20 ¢ 0.5 mg.mL*! 20 2/ b 300nm
/
0 o 0.1mg.mL? . té'/ RMS =37 nm ;
0 5 um 10 um
0 20 40 60 0 10 20 30 40 50
t/h t/h

Figure 5 : (a) Evolution de I'épaisseur des films de polydopamine déposés sur des substrats de silicium en
présence de tampon Tris a pH 8,5. Les expériences ont été réalisées a des concentrations initiales de dopamine
de:0,1,0,5,1.0, 2,0, 3,0 et 5,0 mg/mL. (b) Evolution au cours du temps de I'épaisseur et de la rugosité en
fonction de la concentration en dopamine (1 et 5 mg/mL) des films de polydopamine déposés sur des substrats
de silicium?®,

Pour rappel, dans notre étude nous travaillons a une concentration a 0,5 mg/mL, il est apparu
ainsi important de tester une concentration 2 fois plus élevée en dopamine, i.e. 1 mg/mL, afin
de voir I'impact de cette concentration sur la cinétique de dépo6t mais également sur

I'influence de I'aspect de surface du film final.

Ainsi, une étude sur l'influence de la concentration en dopamine a été menée en s’inspirant
de celle reportée dans la littérature®>. Pour cela, nous avons étudié la cinétique d’un dépdt a
partir d’'une solution de dopamine a 1 mg/mL et nous l'avons comparé au dépot
précédemment étudié a savoir a une concentration de 0,5 mg/mL en dopamine dans la
solution initiale. Un suivi d’épaisseur par d’ellipsométrie ainsi qu’une étude de la morphologie

de surface par MEB ont été conduits. Les résultats sont présentés dans la Figure 6.
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Figure 6 : (a) Evolution de I'épaisseur du dépdt de PDA, sur substrat d’or, au cours du temps d'immersion dans
une solution de dopamine/Tris a deux concentrations différentes : 0,5 mg/mL (carrés noirs) et 1 mg/mL (carrés
rouges). Les mesures d’épaisseur ont été réalisées par ellipsométrie. Cliché MEB d’un substrat silicium apres
immersion durant 24 h dans une solution de dopamine/Tris a (b) 1 mg/mL, (c) 0,5 mg/mL.

On constate apres étude des données d’ellipsométrie que I'on retrouve bien un profil
logarithmique pour la cinétique de dép6t du film de PDA lorsque I'on travaille a une
concentration de 1 mg/mL. En revanche on atteint des épaisseurs supérieures a 50 nm allant
jusqu’a 70 nm environ ; la cinétique générale est quant a elle semblable entre les deux
concentrations puisque on atteint, pour les deux concentrations, un plateau au bout de 24 h
environ, néanmoins la vitesse de dépdt durant les 10 premieres heures semble plus élevée

lorsque I'on double la concentration en dopamine, Figure 6(a).

La surface semble quant a elle plus rugueuse lorsque I’on travaille a une concentration plus
élevée. En effet, d’aprés les micrographies MEB présentées sur les Figures 6(b) et 6(c), on
observe toujours pour une concentration de 1 mg/mL des particules de PDA en surface malgré
I’étape de sonication, alors que pour une concentration 2 fois moindre, peu de particules de

PDA sont observées en surface du revétement, Figure 6(c).
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On voit ainsi I'impact de la concentration en dopamine sur la cinétique et I'aspect du dépot

de PDA.

Dans la suite de notre étude, nous avons décidé de travailler avec une concentration en
dopamine de 0,5 mg/mL. En effet, il nous est apparu important pour I'étape de chloration,
d’avoir une surface la plus lisse possible, et donc d’éviter la présence d’agrégats de PDA en
surface du revétement, non éliminés par les ultrasons, et qui pourraient interférer dans

I'efficacité de la chloration du film de PDA en profondeur.

1.1.1.2 Etude sur silicium : influence du substrat

Les travaux de suivi cinétique menés jusqu’a présent reposent sur un dépot formé sur une
surface d’or que nous avons considérée comme notre surface d’étude modéle. Néanmoins,
nous avons souhaité compléter cette étude en utilisant un autre support modele tel que le
silicium dont la surface est extrémement lisse (RMS de 0,3 nm) et de fait moins rugueuse
gu’une surface d’or (RMS de 1,7 nm). Le but de cette étude est d’analyser I'influence du
support et de sa rugosité initiale sur le dépot de PDA. En effet nous avons la deux surfaces
antagonistes, avec la surface stable et inerte de I'or et une surface d’oxyde présentant des
fonctions SiO; en surface. Le suivi du dép6t a été conduit par ellipsométrie et MEB afin

d’évaluer I'évolution de I'épaisseur du film de PDA au cours du temps d’immersion (Figure 7).
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Figure 7 : Evolution de I'épaisseur du film de PDA déposé sur silicium, mesurée par ellipsométrie (carrés noirs)
et par MEB (ronds rouges) au cours du temps d'immersion dans une solution de dopamine a 0,5 mg/mL. Clichés
MEB associés montrant I'influence du temps d’immersion sur I'épaisseur du film formé.

On retrouve tout comme pour le dépot sur une surface d’or une évolution logarithmique de
la cinétique de dépot avec un plateau atteint au bout de 24 heures d'immersion. En revanche,
on observe que I"épaisseur maximale est d’environ 25 nm, ce qui est deux fois moins élevé
gue celle obtenue sur une surface d’or. Il semble donc que le silicium présente une influence
sur la nucléation et le dép6t un film de PDA contribuant a un dép6t moins épais. On sait que
le dépot de PDA fait appel a une variété de mécanismes d’interaction tels que les interactions
catéchol-métal, les interactions électrostatiques, les interactions it - m, les liaisons hydrogéne
et les réactions covalentes (par exemple, catéchol-NH-R / catéchol-SR) en fonction de la
chimie de surface des matériaux?'>21>, Par microscopie a force atomique (AFM), les mesures
de la force de contact ont pu mettre en évidence que l'adsorption de la PDA est régie
principalement par les groupements catéchol. La force d'adhérence des catéchols aux

interfaces TiO; par exemple est 4 fois plus grande que pour ses homologues d'o-quinone
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oxydés et 8 fois plus grande que celle de la tyrosine??. Guardingo et al. ont rapporté que
I’'adhérence moyenne d'une monocouche de catéchol sur une pointe d'AFM en silicium était
légerement supérieure a la force d'adhérence maximale d'un film PDA amorphe. Ces résultats
suggerent que les groupes catéchols sont principalement responsables de I'adhérence des
films de PDA?!. L’équipe de Kolosterman?? a montré que la chimie du substrat peut affecter le
taux de nucléation et de croissance du film de PDA. Grace a des analyses AFM, ils ont pu
démontrer une densité plus faible du dépo6t de PDA sur des substrats de SiO2 que sur des
surfaces neutres et hydrophobes. De plus, le taux d’absorption initial de la PDA a été mesuré
en utilisant la QCM avec des mesures de dissipation. Il a été montré que ce taux est
proportionnel a la densité de nucléation, qui augmente a mesure que I'hydrophobicité du
substrat augmente. Ces données peuvent ainsi expliquer la différence en terme d‘épaisseur

de dépot entre un substrat d’or plus hydrophobe qu’un substrat de silicium.

1.1.2.1 Analyse PM-IRRAS et IR-ATR

Une caractérisation par IR a été menée par PM-IRRAS (voir Figure 4(a)) sur un film de PDA-O2-
24h déposé sur une plaque d’or (dont un spectre est repris sur la Figure 8(a)), caractérisation

complétée par une analyse d’une suspension de PDA-O;-6h par IR-ATR (Figure 8(b)).

Aux premiers stades de croissance, jusqu'a 3 heures, un large massif est observé dans la région
de 1600 cm™ dont l'intensité augmente en fonction du temps d'immersion, Figure 4. Un
deuxieéme groupe de pics caractéristiques est visible aux nombres d'onde inférieurs. Aucune
autre contribution IR n'est détectée quel que soit le temps d'immersion du substrat. Toutes
ces caractéristiques indiquent la présence d'un film intermédiaire de dopamine et d'un film
de polydopamine, les principaux pics caractéristiques étant observés a 1620 et 1515 cm,
attribués respectivement aux vibrations d’élongation de la liaison aromatique v(C=C) et de
vibration de déformation de la liaison amine §(N-H)?. Des pics IR secondaires sont également
observés a plus bas nombres d'onde, a savoir 1450, 1350 et 1290 et 1210 cm™?, attribués aux
vibrations d’élongation v(CNC) et aux déformations/élongations liées aux groupes catéchol

8(OH) et v(C-0)*28. Ces contributions IR sont cohérentes avec celles obtenues pour la PDA en
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solution par IR-ATR et, par conséquent, les analyses PM-IRRAS permettent également de

confirmer la formation d'un revétement de PDA sur les surfaces d'or.
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Figure 8 : Caractérisation IR de la PDA. (a) Spectre PM-IRRAS d’un dép6t de PDA-02-24h sur un substrat d’or.
(b) Spectre IR-ATR d’une suspension de PDA-O2-6h.

1.1.2.2 Caractérisation XPS

Une caractérisation élémentaire du dépo6t de PDA sur un substrat d’or a été menée par analyse
XPS permettant de déterminer, notamment, le rapport atomique N/C et de le comparer a la
valeur théorique de la PDA qui est de 0,125 (valeur obtenue d’apres la formule brute de la
dopamine CgH1iNO;). Les analyses XPS fournissent des informations concernant la
composition chimique de surface d'un matériau (10-15 nm) notamment en ce qui concerne la
composition élémentaire, |'état chimique et la quantité des éléments d'intérét. Cette
technique permet donc de mettre en évidence la composition chimique du film et de
confirmer le dép6t de PDA et les analyses IR précédentes. Les analyses XPS ont été menées

pour deux temps de dépot a savoir 3 h et 24 h afin de suivre I'évolution du dépdt au cours du
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temps en se plagant aux premieres heures de dépot durant lesquelles la vitesse de croissance

du film est la plus élevée puis en se positionnant sur le palier de dép6t, Figure 9.
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Figure 9 : Spectre XPS général des surfaces d’or recouvertes de films PDA apres 3 h (spectre supérieur) et 24 h
(spectre inférieur) d'immersion dans une solution de dopamine a 0,5 mg/mL.

Tableau 1 : Compositions chimiques en % atomique des revétements PDA-02-3h et PDA-02-24h sur plaque
d’or obtenues par analyse XPS et rapport atomique entre N et C.

C N (o) Au N/C
PDA-02-3h 76,3 7,2 16,2 0,3 0,09
PDA-02-24h 75,5 7,3 17,2 - 0,10

Apres formation du film de PDA durant 24 heures, les photopics C1s (285 eV), O1s (530 eV) et
N1s (400 eV) sont observés alors que la contribution Au4f (84 eV) n'est pas détectée

contrairement a I'échantillon fonctionnalisé par un film PDA formé pendant 3 heures (Figure

9).

Pour ces 2 échantillons, la composition chimique en carbone et azote est proche de la
composition théorique de la polydopamine (N/C = 0,125) compte tenu de la contamination
carbone qui réduit légérement ce rapport (Tableau 1), confirmant ainsi le constat obtenu par
PM-IRRAS (croissance de films de PDA). Concernant les épaisseurs estimées a partir des
données XPS, elles sont en bon accord avec celles obtenues par ellipsométrie. En effet, pour
le revétement PDA-0-24h, le signal XPS Au4f n'est plus détectable suggérant une épaisseur
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équivalente supérieure a 12 nm?. Pour le revétement PDA-0;-3h, le signal Au4f est faible mais

toujours visible (Figure 9), indiquant une épaisseur équivalente proche de 12 nm, la encore en

bon accord avec les 15 nm obtenus par ellipsométrie et observations MEB.

1.1.2.3 Caractérisation par mesures d’angle de
contact

Les mesures d’angle de contact a I'eau permettent d’évaluer la mouillabilité d’une surface et
de mettre en évidence une modification de la chimie de cette derniére a la suite d’un dépot.
En effet, la PDA est un revétement hydrophile présentant un angle de contact avec I'eau
proche de 60°%8, contrairement a I’or nu pour lequel un angle proche de 75° est généralement
observé. Un suivi de mouillabilité avec I'’eau en fonction du temps de dép6t de la PDA a été
mené, les résultats sont présentés sur la Figure 10. On remarque que I'angle de contact
diminue au cours du temps pour atteindre un palier au bout de 3 h de dép6t, palier autour de
55° qui se rapproche de la valeur de I'angle de contact reportée dans la littérature. On voit
ainsi que ce suivi de mouillabilité permet d’avoir de facon simple et rapide une indication sur
le temps au bout duquel le revétement devient homogéene au niveau macroscopique en
termes de couverture du substrat et compléte ainsi les suivis par QCM, PM-IRRAS et
ellipsométrie. Gardons également a I'esprit I'impact de I'état de surface sur les propriétés
antibactériennes du revétement et notamment sur I’'adhérence bactérienne. En effet comme
on a pu le voir dans le premier chapitre, plusieurs propriétés de surface entre autres la charge
de surface et la mouillabilité peuvent faciliter ou au contraire empécher |'accroche des
bactéries. En général, un revétement hydrophile tend a promouvoir I'adhésion bactérienne

en milieu humide.

212 nm = 3), représentant 95% du signal, A étant le libre parcours moyen des électrons dans la matiére, pour les
électrons ayant une énergie cinétique d’environ 1400 eV (a partir du niveau atomique Au4f) a travers le film
organique de PDA est estimé égal a 3,62 nm216. Tanuma, S.; Powell, C. J.; Penn, D. R., Calculation of electron
inelastic mean free paths (IMFPs) VII. Reliability of the TPP-2M IMFP predictive equation. Surface and Interface
Analysis 2003, 35 (3), 268-275.
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Figure 10 : Evolution de I'angle de contact eau / film de PDA sur or en fonction du temps de dépot.

1.1.3 Dépot Grafting from versus Grafting to

Le greffage de polymeéres sur une surface peut se faire selon deux voies, soit la polymérisation
se déroule sur la surface conduisant au dépot du revétement (Grafting from) ou le polymere

déja formé se dépose par la suite (Grafting to) (Figure 11).

Lors de ce travail, nous avons donc suivi le dép6t de PDA par PM-IRRAS a partir d’'une solution
de dopamine/Tris et d’une solution de PDA murie durant 24 h. Le but est d’étudier ces deux
modes de dépbt et de voir si un dépot de bonne qualité est possible a partir d’'une solution de

PDA déja formée et si ce dépoOt présente une bonne stabilité pour une chloration a posteriori.

125



CHAPITRE Il
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

I
. Dopamine
Polydopamine 24h I
(a)‘ yaop | Tris
: pH =8.5
& |
» " "
&, -y
T - : e @
- ‘---.‘
£¢ %
>
GRAFTINGTO GRAFTING FROM

GRAFTING TO

(b) (c) GRAFTING FROM
1,5
1,6 4
~ 154 24 h - 1,44
© 18 h <
:i 144 6 h : 1,34
~ 4 h N
Nob) 1,3 4 NG
= = 1.2
5 L
2 1,24 c
Q [}
c 2h T 11-
—_— 1,14 1 h —_
1,04 T T T =T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 2000 1800 1600 1400 1200 1000
] -1
Nombre d'onde (cm'l) Nombre d'onde (cm™)

Figure 11 : (a) Schéma des procédés de dépot Grafting to et Grafting from. Suivi du dépot de la PDA par PM-
IRRAS : (b) a partir d’'une solution de PDA-02-24h ; (c) a partir d'une solution de dopamine-Tris.

Ce qui transparait des spectres PM-IRRAS (Figures 11(b) et 11(c)) est que I'on retrouve les pics
caractéristiques de la polydopamine lorsque le dép6t s’effectue a partir d’'une suspension de
particules de PDA selon la méthode Grafting to. On remarque également que l'intensité de
ces pics augmente fortement au cours des premiéres heures puis la croissance semble stagnée
au bout de 24 heures retrouvant ainsi la cinétique logarithmique du dép6t classique de la PDA
a partir d’'une solution de dopamine-Tris. On constate, méme si la comparaison reste a
prendre avec précaution, une intensité et une aire sous les pics caractéristiques plus
importantes lorsque le dépot s’effectue en Grafting to suggérant ainsi un dépot légerement
plus épais. A noter qu’un suivi de |’épaisseur par ellipsométrie ou MEB n’a pas pu étre mené

afin de confirmer ces observations.

Ainsi, un dépo6t de film de PDA est possible en Grafting to c’est-a-dire a partir d’une suspension

de PDA obtenue apres 24 h. |l sera nécessaire dans la suite de notre étude d’étudier la stabilité
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de ce revétement lors de I'étape de chloration, dans des conditions basiques, générant les
fonctions haloamine. En effet nous avons la un revétement formé exclusivement d’un
empilement d’agrégats de nanoparticules qui est trés certainement moins compact qu’un

revétement formé a partir d’'une solution de dopamine.

Nous savons désormais qu’en condition classique nous pouvons atteindre une épaisseur
maximale de dépo6t de 50 nm, bien qu’en solution il y ait encore des particules de PDA en
suspension. Cela est di d’une part a la limitation de la consommation du monomere libre dans
le surnagent et au fait que les grains de polydopamine n'adhérent pas au film déposé
probablement en raison de répulsions électrostatiques'®. Cette limitation s’avére étre un frein
a toute augmentation de I'épaisseur du film, augmentation qui pourrait étre souhaitable dans
le but d’optimiser les propriétés antibactériennes. En effet, une augmentation de I'épaisseur
du dépo6t de PDA conduirait a un nombre de fonctions amine disponibles plus important et
donc a fortiori a un nombre plus élevé de fonctions chloramine immobilisées sur la surface du

matériau a protéger.

Ainsi nous nous sommes demandé si le dép6t de multicouches successives de PDA pouvait
étre un moyen de contourner cette limitation. En effet, si la polydopamine est considérée
comme un revétement universel et indépendant du substrat, on doit pouvoir déposer de la
polydopamine sur un substrat déja recouvert de ce méme film. Ce phénoméne a été mis en
évidence par Ball et al.?° (Cf. chapitre |, Figure 13), a la condition que la solution de dopamine
soit régulierement réalimentée en monomere pour éviter la déplétion de ce dernier. Le film
peut alors croitre avec une épaisseur maximale d'environ 45 nm a chaque étape de dépot

(chaque étape durant 8 heures) avec, en théorie, aucune limite d’épaisseur.

Ainsi en nous inspirant de ce travail, nous avons étudié ce mode de dépo6t multicouche en
suivant I'évolution de I'épaisseur du film par ellipsométrie (Figure 12) et en la mettant en
perspective avec celle d’un dépot classique « monocouche ». Pour ce faire, toutes les 4
heures, les substrats d’or ont été plongés dans une solution fraiche dopamine/Tris a 0,5
mg/mL, ainsi 5 dépots de 4 heures chacun ont été effectués. Le choix de la durée de 4 heures

provient de la volonté d’obtenir un revétement dense et homogéne et donc d’éviter le dépot
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d’agrégats de PDA qui se forment au cours du temps. De plus, si I'on reprend le suivi du dépot

par QCM et ellipsométrie, c’est durant les 4 premieres heures que la cinétique du dépot est la

plus élevée (Figure 3).
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Figure 12 : Evolution de I'épaisseur du dépot mesuré par ellipsométrie, de la PDA en fonction temps dans le cas
d’un dépot « monocouche » et « multicouche ».

Les résultats démontrent une augmentation linéaire de I'épaisseur du film de PDA au cours du
temps contrairement au dépot classique déja étudié précédemment révélant une cinétique
logarithmique avec un plateau d’épaisseur apparaissant au bout de 24 heures. Ces résultats
révelent I'importance de la dopamine et / ou de ses oligomeéres dans le processus de dépot.
Ainsi le dép6t multicouche permet d’atteindre des épaisseurs beaucoup plus importantes et

se présente donc comme une voie intéressante d’optimisation du revétement.

1.2 Etude du dépot de PDA en milieu acide en
présence de périodate comme oxydant

Comme il a été montré précédemment, le dépot multicouche est une voie intéressante dans
I'optique d’une augmentation de I'épaisseur du film de PDA, mais I'inconvénient de cette
méthode est qu’elle est chronophage nécessitant de nombreuses étapes de préparation

pouvant étre un frein pour une application industrielle.

Ainsi, une autre voie a été étudiée reposant sur |'utilisation d’'un oxydant plus puissant que le

dioxygene, permettant une augmentation de la cinétique de formation de la PDA mais aussi
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d’atteindre des épaisseurs plus importantes due a une accélération de I'oxydation de la
dopamine conduisant rapidement, par I'agrégation des nanoparticules de PDA, a de gros
agrégats se déposant sur le substrat. Néanmoins tout comme pour le dép6t en présence de
0>, un seuil d’épaisseur est atteint di a la consommation du monomere et par I'effet répulsif

du revétement vis-a-vis des particules de PDA qui restent en suspension.

Aussi, pour cette étude il est apparu que I'utilisation du périodate de sodium comme oxydant
pourrait répondre a cette problématique. L'intérét de cet oxydant qui a notamment été étudié
par Ponzio et al.?8 est qu’il permet d’obtenir un revétement trés homogéne pouvant atteindre
une épaisseur 100 nm sur des substrats de silicium en milieu acide (Figure 13). Il semble donc
possible d’obtenir a pH acide un dépo6t de PDA ouvrant la possibilité de dépot sur des

matériaux sensibles a un milieu basique, conditions de dép6t classiques.
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Figure 13 : Epaisseur des films PDA déposés sur des plaquettes de silicium en fonction du temps pour
différentes concentrations de périodate de sodium (noir : 1 mM ; bleu : 10 mM ; rouge : 20 mM)?8.

En suivant le protocole décrit par Ponzio, nous avons décidé d’ajouter ce mode de dép6t de
PDA a notre étude. Tout comme pour le revétement par la voie classique, nous avons effectué
un suivi cinétique de dépodt des films de PDA par PM-IRRAS, ellipsométrie, et des

caractérisations physicochimiques XPS et par mesure d’angle de contact et morphologiques

par MEB.
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1.2.1 Suivi cinétique du dépot

Qualitativement, le dépdt du film de PDA a été étudié ex situ par PM-IRRAS, en intégrant les
zones des pics caractéristiques de la PDA en fonction du temps d'immersion. Des données
guantitatives ont été également obtenues a partir de ces mémes échantillons par
ellipsométrie permettant de suivre I'évolution de I'épaisseur moyenne du film de PDA en
fonction du temps d’immersion. Cette évolution a été confirmée par des observations MEB de
la section transversale des échantillons (Figure 14).
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Figure 14 : Suivi cinétique du dépdt de PDA a partir d’'une solution de dopamine a 0,5 mg/mL en présence de
périodate de sodium a 20 mM. (a) Spectres PM-IRRAS apres différents temps d’immersion des substrats d'or.
(b) Evolution au cours du temps de I'intégration des aires sous le massif des pics caractéristiques de la PDA a
partir de (a). (c) Evolution de I'épaisseur du dépot, au cours du temps, mesurée par ellipsométrie (carrés
rouges) en présence de périodate de sodium et (ronds noirs) en présence de dioxygene. (d) Micrographies MEB
du revétement de PDA aprés 24 heures d’immersion.
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Les mesures PM-IRRAS démontrent une cinétique de dépot plus rapide que lors d’'un dépot
classique, en effet on observe une forte augmentation de I'intensité des pics caractéristiques
de la PDA durant les premiéres heures de dép6t pour atteindre un plateau au bout de 3 heures
environ, contrairement au dépo6t conventionnel ou ce plateau n’arrive qu’apres 24 heures de
réaction. Cette cinétique est confirmée par des mesures d’épaisseur obtenues par
ellipsométrie révélant une cinétique logarithmique amenant a des épaisseurs allant jusqu’a
100 nm. Cette vitesse de croissance plus rapide peut étre expliquée par le fort pouvoir oxydant
du périodate conduisant plus rapidement a I'oxydation de la dopamine et a la formation de
particules de PDA en solution. L'aspect du revétement au bout de 24 heures de dépot observé
par MEB révéle un revétement tres dense et trés rugueux du fait d’agrégats de PDA

volumineux déposés en surface du revétement.

Ainsi, ce suivi de formation du dép6t de PDA rejoint I'étude menée dans la littérature, le
périodate permet d’accélérer la cinétique d’oxydation de la dopamine, au bout de 3 heures
de dépobt nous atteignons le plateau d’épaisseur autour de 100 nm soit un gain de 60 nm
d’épaisseur par rapport au dépoét classique obtenu apres 48 h. Néanmoins, on constate un
revétement beaucoup plus rugueux que par la voie conventionnelle malgré I'ajout d’'une étape
de lavage par ultrasons. Cet état de surface devra étre pris en compte lors des tests

microbiologiques.

L’étude plus précise du spectre PM-IRRAS présenté sur la Figure 14(a) lors du suivi de dépot
du revétement révele les groupements caractéristiques de la PDA (Figure 15) déja évoqués
lors de I'’étude du revétement PDA-O,. On remarque néanmoins qu’un nouveau pic apparait
a 1720 cm™? attribué a la liaison C=0 d’un groupement carboxylique. Ce pic témoigne d’un état
hyper oxydé de la PDA di au fort pouvoir oxydant du périodate, le matériau est probablement
plus riche en groupement carboxylique ou structures quinonoides et a subi une perte partielle
de carbone (confirmée par les rapports atomiques N/C obtenus en XPS, qui seront présentés
par la suite). Ceci est conforme a la chimie connue du périodate, qui, lorsqu'il est utilisé en
excés, peut provoquer un clivage oxydant o-quinone3. D’ailleurs, Ball et Ponzio ont proposé
par des mesures XPS et RMN des structures probables de la PDA au sein du revétement

(Figures 16)%.
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Figure 15 : Spectre PM-IRRAS d'un revétement PDA-0O2-24h obtenu a partir d’une solution de dopamine a en
présence de périodate de sodium a 20 mM.
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Figure 16 : a) Relations schématiques entre les précurseurs de monomeres, les principaux types de composants
oligomeéres dans PDA-O: et (b) représentation des composants structuraux au sein de la PDA dégradés par le
périodate, expliquant 'augmentation des rapports atomiques O/C et la diminution des rapports N/C %,

1.2.3 Caractérisation XPS

La caractérisation XPS de substrats d’or aprés 24 heures d’'immersion dans une solution de
dopamine en présence de périodate confirme le dép6t du revétement PDA grace a la présence
des pics du carbone Cls, de I'oxygene O1s et de I'azote N1s combinée a I'absence du photopic

de I'or Au4f (84 eV), prouvant que I'on a un dép6t d’une épaisseur supérieure a 12 nm (Figure

17).

A noter que I'on observe également la présence d’iode démontrant I’existence au sein de la

structure de PDA d’iodure, présence confirmée par I'apparition du pic de sodium Nals (contre
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ion). Cette présence a été également signalée dans les travaux de Ball et Ponzio?®. Cependant,
on peut également supposer que des fonctions iodoamine ont été formées au cours de la

synthése du film de PDA compte tenu de I'exces de | par rapport a Na.

Le calcul des rapports atomiques O/C et N/C a permis de confirmer les observations PM-IRRAS.
En effet, on constate que I'oxydation de la dopamine en présence de 20 mM de périodate de
sodium pendant 24 h entraine un rapport O/C significativement supérieur a 0,25 et un rapport
N/C inférieur a 0,125 (Tableau 2) confirmant un enrichissement de la structure en oxygéne
conséquence de la dégradation oxydante de la PDA en présence du périodate comme oxydant.
La diminution du rapport N/C peut étre attribuée a la rupture oxydante des chaines latérales
de la dopamine conduisant a une perte des groupements amine ainsi qu’a la dégradation

oxydative des groupements pyrrole.

Ces résultats PM-IRRAS complétés par les analyses XPS mettent ainsi en évidence le réle

fondamental de la nature de l'oxydant sur le dépo6t des films de PDA.
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Figure 17 : Spectre général XPS d’un substrat d’or fonctionnalisé par un revétement PDA-104-24h. (b) Spectre
haute résolution du niveau I3d.

Tableau 2 : Compositions en at% du revétement PDA-24-périodate sur plaque d’or obtenues par XPS et
rapports entre O et C et entre N et C.

C N (o) Au | Na o/C N/C

PDA-IO04 72,2 7,1 19,3 - 0,9 0,5 0,26 0,10
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1.2.4 Caractérisation par angle de contact

Nous avons complété notre étude du suivi du dépot de la PDA en présence de périodate par
des mesures d’angle de contact de I'eau, mesures que nous avons comparées avec celles

obtenues pour le revétement PDA-O,. Les résultats sont présentés sur la Figure 18.
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Figure 18 : Evolution de I'angle de contact a I’eau entre les revétements PDA-104" (carrés verts) et PDA-O:
(carrés bleus) en fonction du temps de dép6t.

L’évolution de I'angle de contact formé entre le revétement et I'eau rejoint le profil obtenu
pour le revétement PDA-O;. En effet on constate une forte diminution de I'angle durant les 10
premieres heures puis un plateau est observé témoignant ainsi d’'un revétement homogene
sur la surface d’or qui est compléetement recouverte par le dépot. On remarquera que cette
évolution est similaire au profil retrouvé lors du suivi de I'épaisseur du dépot. Ainsi tout
comme pour le revétement PDA-O; le suivi cinétique du dép6t par mesure d’angle de contact

s’avere étre une méthode simple du suivi du dépo6t de PDA au cours du temps.

En conclusion, cette étude nous a permis de confirmer I'importance du choix de I'oxydant dans
le processus de polymérisation de la dopamine conduisant a la polydopamine pouvant

influencer les propriétés physicochimiques du dépot final.

L'utilisation du périodate de sodium contribue a 'augmentation de la cinétique de dépo6t ainsi
que de I'épaisseur maximale du film de PDA. Il s’agit donc d’une voie intéressante
d’optimisation. Néanmoins cet emploi de périodate s’accompagne d’'une modification de la
structure de la PDA classique avec une augmentation de groupements carboxylique au profit

de groupements catéchol/quinone pouvant fragiliser I'accroche du revétement. Elle ameéne
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également a une surface de dépot plus rugueuse, d’apres les observations MEB, Figure 16(d),
gue son homologue PDA-O; avec la présence d’iodure au soin de la structure. Il faudrait ainsi

prendre en compte ces nouvelles propriétés lors des tests antibactériens.

2-Etude du dépot du revetement composite PDA-
PEI|

Nous avons jusqu’a maintenant étudié deux moyens d’optimiser le revétement de PDA a
savoir en jouant sur I’épaisseur du revétement a travers le dép6t multicouche ou en modifiant
I’oxydant conventionnel O, par du périodate de sodium. Ce dernier permet tout en accélérant
la cinétique de dépdt, d’augmenter I'épaisseur maximale et ainsi d’obtenir un nombre de
groupements amine disponibles plus important pour la génération des fonctions haloamine
via un post-traitement par I’hypochlorite de sodium, les fonctions présentes au sein du film

jouant le role de réservoir de composés oxydants antibactériens.

Néanmoins, les films de PDA obtenus restent relativement instables dans un environnement
fortement alcalin (pH supérieur a 11)3! dans I'optique d’une chloration dans une eau de Javel

comme on a pu le voir précédemment.

La polyéthylénimine (PEI) riche en fonction amine a été fréquemment introduite comme agent
de réticulation!, qui permet d'obtenir spontanément des films composites PDA-PEI par
réactions d’addition Michael ou de Schiff dont la stabilité chimique de la PDA est améliorée
(Figure 19(a)). En solution la mise en présence de la dopamine avec la PEl en absence du
tampon TRIS (donc a pH acide 5-6) améne a une coloration de la solution s’intensifiant au
cours du temps conséquence du début de I'oxydation de la dopamine comme on peut le voir
sur la Figure 19(b) confirmant ainsi le réle de réticulant du PEI. Lors de I'ajout du tampon TRIS,
la solution noircit rapidement au bout de 2 heures faisant apparaitre des particules en

suspension, particules de PDA-PEI.

135



CHAPITRE Il
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

(b) ¢y €2F T3 £y
Omin 0 min )
DA

1omin'  30min

DA+ PE|

Figure 19 : (a) Réaction de réticulation de la dopamine et la PEI'. (b) Evolution de la coloration d'une solution
de dopamine a 0,5 mg/mL et de PEI de masse moléculaire 600 Da a une concentration de 0,25 mg/mL, en
présence de tris a pH=8.5

Ainsi, cette autre voie d’optimisation, par I'ajout d’un second polymeére plus riche en fonction
amine, nous est apparue intéressante a étudier. Pour cela nous avons effectué un premier
suivi cinétique de dépo6t de ce composite sur des surfaces d’or. Le protocole de dép6t du film

composite PDA-PEI s’est inspiré de I’étude menée par Xu et al.?

Ce suivi a été mené dans un premier temps in situ par QCM puis complété par des études ex
situ a travers une analyse par PM-IRRAS en suivant I'évolution des aires sous les pics
caractéristiques du revétement et par suivi en MEB sur surface d’or et de silicium Une analyse
élémentaire du revétement par XPS a également été menée afin d’avoir une information sur

les rapports atomiques, N/C étant une indication de la formation réussit du dép6t PDA-PEI.

2.1 Suivi cinétique du dép6t du film composite PDA-PEI

Un suivi ex situ du dépo6t du composite sur des surfaces a été mené par PM-IRRAS (Figures
20(b) et 20(c)) et mesure de I'épaisseur du dépo6t en fonction du temps évaluée par MEB sur
des surfaces d’or et de silicium (Figure 20(a) et Figure 21). Pour cela les substrats d’or ont été
immergés dans une solution de PElI de masse moléculaire de 600 Da a 0,25 mg/mL et de

dopamine a 0,5 mg/mL en présence de tampon Tris a pH=8,5.
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Figure 20 : Suivi de du dépot de composite PDA-PEI sur surface d’or dans une solution de dopamine/PEl en
présence de Tris a pH=8,5. (b) Spectres PM-IRRAS de surfaces d’or aprés immersion a différents temps dans
une solution de dopamine a 0,5 mg/mL/PEl a 0,25 mg/mL. (c) Evolution au cours du temps de I'intégration des

aires sous le massif de pics caractéristiques du film PDA-PEI a partir de la Figure 22(b).
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Figure 21 : Suivi de I'épaisseur de dépo6t du revétement PDA-PEI sur une surface de silicium mesurée par MEB.
(a) Clichés MEB d’un dépot de PDA-PEI sur surface de silicium, a différents temps d’immersion dans une
solution de dopamine-PEl. (b) Evolution de I'épaisseur du film de PDA-PEI déposé sur une surface de silicium
mesurée par MEB en fonction du temps d'immersion dans une solution dopamine/PEl.

Ainsi, les différentes analyses par PM-IRRAS et MEB révelent une croissance logarithmique du

film en fonction du temps d'immersion du substrat.

Les observations MEB sur surface d’or (Figure 20(a)) révelent qu’au bout de 5 heures de dép6t,
la topographie de la surface d’or n’est plus visible (joint de grains toujours visibles aprés 1 h
de temps d’'immersion) contrairement au revétement PDA-O; pour lequel elle y est toujours
visible aprés 48 h de dép6t (Figure 3(d)) ce qui montre bien une épaisseur plus importante

pour ce composite. Ces observations révelent également un dépot présentant deux couches
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de morphologie distinctes. Une couche dense d’'une moyenne de 80 nm formé au bout de 5
heures de dépot puis une couche supérieure composée d’agrégats apportant une rugosité
plus importante a la surface comparée a un revétement de PDA-O,. Il semblerait donc que
durant les premiers stades du dépd6t, une couche compacte se forme d’une densité
comparable a celle de la PDA classique puis des agrégats de PDA-PEI formés en solution suite
a la polymérisation du composite (Figure 20(a)) viennent se greffer en surface, ces agrégats
ne sont pas éliminés lors de I'étape de sonication. Une mesure précise de I'épaisseur du
revétement n’a pas pu étre menée sur les substrats d’or, ces derniers ne pouvant étre clivés
rendant donc I'observation de la tranche impossible. Pour cela, une analyse sur substrat de
silicium a été menée (Figure 21) révélant la encore un revétement présentant une
morphologie de surface rugueuse, avec la présence dés les premiéres heures de dépot
d’agrégats. Due a la trop forte rugosité du revétement, une estimation moyenne de I'épaisseur
du dépot au cours du temps est présentée en Figure 21(b) révélant une évolution
logarithmique de I"épaisseur du dépo6t au cours du temps confirmant les observations PM-

IRRAS (Figure 20(a) et 20(b)).

2.2 Caractérisation physico-chimique par PM-IRRAS

L'étude du spectre PM-IRRAS du composite PDA-PEI présenté précédemment révele les
groupements caractéristiques de la PDA (Figure 22). En effet, un large massif infrarouge est
observé dans la région de 1600 cm™ dont l'intensité augmente en fonction du temps
d'immersion. Un deuxiéme groupe de pics caractéristiques est visible aux nombres d'onde
inférieurs. Aucune autre vibration IR n'est détectée quel que soit le temps d'exposition. Toutes
ces caractéristiques indiquent la présence du monomere non polymérisée (dopamine) et d'un
film de polydopamine, les principaux pics caractéristiques étant observés a 1620 et 1515 cm~
1 attribués respectivement aux vibrations d’étirement de la liaison aromatique v(C=C) et de
vibration de déformation de la liaison amine d(N-H). Des pics IR secondaires sont également
observés aux nombres d'onde inférieurs, attribués au cycle de vibration d'étirement v (CNC)
et aux vibrations liées aux groupes catéchol a savoir §(OH) et v(C-0)?. A noter qu’en I'absence
de PDA, le dépét de PEI révele le méme massif de pic entre 1500 et 1000 cm™. Les analyses
PM-IRRAS indiquent ainsi la formation d'un revétement de PDA sur les surfaces d'or.

L’apparition des pics IR de la vibration asymétrique vosCH2 a 2930 cm™ et symétrique vsCH; a
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2860 cm™ prouve le dépot également de la PEI. On remarquera que les pics caractéristiques
de la PDA ont subi un shift vers les hauts nombre d’onde comparé au spectre de la PDA seule
(Figure 8(a)), qui peut étre attribué a la réticulation avec la PEI modifiant les fréquences de

vibration des liaisons adjacentes.
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Figure 22 : Spectre PM-IRRAS d’une surface d’or immergée durant 24 h dans une solution de dopamine/PEl en
présence de Tris a pH=8,5.

2.3 Caractérisation par XPS

La composition élémentaire du revétement PDA-PEI 24 h sur surface d’or a été déterminée

par analyse XPS (Figure 23). Le Tableau 3 résume les pourcentages atomiques.

Apres 24 heures d’un dépot de film composite de PDA-PEI, les photopics Cls (285 eV), Ols
(530 eV) et N1s (400 eV) sont observés alors que la contribution Au4f (84 eV) n'est pas
détectée. Pour cet échantillon, la composition chimique révele un enrichissement en azote
(N/C=0,2) comparé a la composition théorique de la polydopamine (N/C = 0,125) confirmant
ainsi les résultats obtenus par PM-IRRAS (croissance de films de PDA-PEI). Concernant les
épaisseurs équivalentes estimées a partir des données XPS, elles sont en bon accord avec
celles obtenues par ellipsométrie. En effet, pour le revétement PDA-02-24h, le signal XPS Au4f
n'est plus détectable suggérant une épaisseur équivalente supérieure a 3\ = 12 nm

représentant 95% du signal.
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Figure 23 : Analyse XPS du spectre général d’'une surface d’or fonctionnalisée par revétement PDA-PEI-24h.

Tableau 3 : Composition chimique en pourcentage atomique du revétement PDA-PEI-24h sur plaque d’or
obtenue par analyse XPS et rapport entre N et C et entre O et C.

Cls O1s N1s Au Na N/C 0/C

PDA-PEI-24h 69,4 15,4 15,2 - - 0,2 0,2

2.4 Caractérisation par mesure d’angle de contact

Un suivi de mouillabilité avec de I'eau en fonction du temps de dépo6t de la PDA-PEI a été mené
et est présenté sur la Figure 24. On remarque que la PDA et le composite PDA-PEI présente le
méme profil d’évolution de la mouillabilité au cours des 30 premieres heures de dépot. En
effet I'angle de contact avec I’eau diminue au cours du temps pour atteindre un palier au bout
de 5 h de dépot, autour de 50° qui est Iégérement inférieur a la valeur obtenue a partir de la
polydopamine pure. Néanmoins on constate une baisse tres forte de cette mouillabilité apres
30 heures de dép6t suggérant un enrichissement de la surface en PEI, plus hydrophile que la
PDA, au profit du composite PDA-PEI (la PEIl ayant été introduite en exces). On voit ainsi que
ce suivi de mouillabilité a permis de mettre en évidence différentes étapes de dépot et
d’évolution de surface du film au cours du temps complétant les observation PM-IRRAS, XPS
et MEB.
141



CHAPITRE 11l
Synthése et caractérisations physico-chimiques des revétements PDA et PDA-PEI

80

o0lm PDA-O,
Z PDA-PEI
3] 60 -
[ol
= } L % [] n i
8 50 " %
(]
©
Q 40 4
(@]
c
<

30

}

(I) 1IO 2IO 3I0 4I0 5IO 6IO 70

Temps (h)

Figure 24 : Evolution de I'angle de contact avec I'eau en fonction du temps d’immersion d’une surface d’or
dans une solution de PDA-PEI.
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Conclusion

L’étude du suivi de la formation du film de PDA sur surface d’or dans une solution non
désaérée a pH=8,5, menée in situ par QCM et ex situ par PM-IRRAS, ellipsométrie, XPS et
mesure d’angle de contact a I'eau, a permis de montrer qu’aprés 24 heures I'épaisseur du film
de PDA n’augmente quasiment plus, son épaisseur est comprise entre 40 et 50 nm, a noter
gue cette épaisseur dépend du substrat (Au ou Si).

Dans un souci d’optimisation de la quantité de fonctions haloamine disponibles a la surface
du matériau a protéger, nous avons étudié d’autres voies de dépot de la PDA permettant
d’augmenter la quantité de fonctions amine. Pour cela, 3 voies supplémentaires ont été
envisagées. Une premiere a été d’augmenter I'épaisseur du film de PDA en effectuant soit un
dépobt multicouche ; soit en employant un oxydant plus puissant a savoir le périodate qui a
contribué a accélérer la cinétique de formation du film PDA tout en permettant d’augmenter
I’épaisseur du dépbt atteignant les 100 nm au bout de 24 h. Néanmoins, le dép6t de PDA reste
rugueux et dans le cas du dépot en présence de périodate, des ions iodure restent
emprisonnés dans le revétement.

Une troisieme voie a été étudiée elle consiste en l'introduction d’un second polymeére plus
riche en fonction amine, la PEI. La PEl est connue pour jouer le réle de réticulant au sein de la
structure de PDA permettant ainsi d’obtenir des revétements plus stables. Les analyses PM-
IRRAS confirment le dép6t du composite et les mesures XPS montrent un enrichissement du
revétement PDA-PEI en fonctions amine.

En perspective, une autre voie pourra étre envisagée qui est le dépot par voie électrochimique
comme il a été mentionné dans le Chapitre | permettant un meilleur contréle de la
polymérisation de la dopamine et également de pouvoir déposer a pH neutre mais bien sir le
matériau doit étre conducteur. Des études préliminaires ont été menées révélant des
épaisseurs de I'ordre de 20 nm au bout de 24 heures de dépdt ce qui est 2 fois moins qu’en
condition classique, d(i au caractére isolant de la PDA. Une influence du pH a été également

démontrée, le maximum de dépot a été obtenu a pH 7.
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Nous avons pu montrer précédemment qu’il existait plusieurs voies de dépot de la PDA faisant
appel a des cinétiques différentes et conduisant a des morphologies de revétement
différentes. Nous avons pu voir également qu’il était possible d’enrichir en fonction amine

notre revétement par I'ajout d’'un second polymere riche en fonction NH; qui est la PEI.

Nous arrivons maintenant a la deuxiéme étape de notre étude qui est la génération au sein
du revétement de fonctions chloramine (N-Cl) et bromamine (N-Br), fonctions aux propriétés
antibactériennes. Ces fonctions sont générées respectivement grace a I'hypochlorite et
I’hypobromite de sodium, par une réaction de substitution entre un H d’une fonction amine

du revétement et CI(+1) ou Br(+!) conduisant a la formation de fonctions haloamine.

Tout comme I'étude de la formation du film de PDA, nous avons mené un suivi cinétique de
chloration pour mettre en évidence les différentes étapes et vitesses de génération de ces
fonctions antibactériennes. Cette étude nous a permis de dégager les parameétres clés de la
formation des fonctions telles que la concentration, le pH et la durée de Ia
chloration/bromation et ainsi d’optimiser la génération des fonctions haloamine. Pour cela, la
QCM, le PM-IRRAS et I’XPS ont été les trois principales techniques employées pour le suivi
cinétique et pour la caractérisation physico-chimique des films obtenus. Par ailleurs, la mesure
de I'angle de contact a également permis un suivi de la formation des fonctions haloamine.
Enfin, la quantification de ces fonctions a été possible par un titrage chimique par le TNB (acide

5-thio-2-nitrobenzoique).

149



CHAPITRE IV
Génération des fonctions haloamine

Introduction

Comme il a été indiqué précédemment, le développement de biofilms bactériens en surface
et aux interfaces représente un véritable enjeu de santé public mais également économique
et environnemental®3, La formation des biofilms commence généralement avec seulement
qguelgues bactéries. Afin d'adhérer au solide, les bactéries planctoniques s'accumulent sur les
surfaces, produisent une matrice de polysaccharide agissant comme une forteresse, se
multiplient et s'accumulent en amas cellulaires souvent sous forme de multicouches,
conduisant a la formation de biofilms. Protégées par la matrice polymérique, les bactéries
vivant dans les biofilms peuvent étre jusqu'a 1000 fois plus tolérantes aux désinfectants que
leurs homologues planctoniques*>. Divers biocides, y compris les sels d'hypochlorite, le
peroxyde d'hydrogéne, les composés d'ammonium quaternaire, les sels d'argent, les alcools,
l'iode, etc.... sont utilisés comme désinfectants®’. Cependant, ces désinfectants ne se lient
généralement pas aux biofilms préexistants, ce qui entraine un temps de séjour court au sein
de la matrice et donc un faible effet désinfectant contre les bactéries adhérentes vivantes

dans le biofilm.

Une classe de composés antibactériens, les N-halamines, a suscité un grand intérét ces
derniéres années. Ces composés contenant des liaisons covalentes azote-halogene, sont
formés par halogénation de groupes imide, amide ou amine. Les propriétés antimicrobiennes
des N-halamines sont dues a I'halogéne qui est au degré d’oxydation +l, qui peut réagir avec
des récepteurs biologiques tels que les groupes thiol d'acides aminés au sein des bactéries.
Cette réaction peut entraver le métabolisme des cellules telles que la respiration, en
particulier les processus liés aux protéines, entrainant la mort des bactéries®. L'efficacité
désinfectante des N-halamines est similaire a celle de I'eau de Javel a I'hypochlorite, mais ces
composés sont plus stables, moins corrosifs, non toxiques et générent beaucoup moins de

sous-produits de désinfection que I'eau de Javel®.

Diverses méthodes pour former des composés N-halamine sur des surfaces de substrats, telles

13-14

que des méthodes de Grafting to'''? et de Grafting from®314, ont été décrites. Ces stratégies

impliquent généralement la synthese initiale de monomeres de méthacrylate avec des
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fractions bactéricides en bout de chaines et une polymérisation ultérieure. Cependant, ces
procédés demandent souvent soit un prétraitement de surface complexe, soit de longues
procédures de formation du revétement. La polydopamine (PDA) se réveéle étre un
revétement de choix, économique et facile a déposer. Dans cette étude, les fonctions
antibactériennes N-halamine seront obtenues a posteriori sur un revétement a base de PDA
et un autre basé sur la PDA co-déposée avec la polyéthylénimine (PDA-PEI). On suppose que
les groupements amine primaire ou secondaire dans la PDA et la PEl sont directement
convertis en fonction haloamine par simple immersion dans une solution d’hypochlorite ou

d’hypobromite de sodium, a pH basique.

Néanmoins, il faut garder en téte que la stabilité de la PDA dépend en grande partie du pH de
la solution, donnant des taux de détachement des films jusqu'a 66% et 80% pour des pHs
extrémes de 1 et 14'°, Cependant, I'augmentation de la force ionique des solutions aqueuses
peut réduire le détachement du film de PDA dans des conditions d’acidité et de basicité

fortesle.

Aussi, pour répondre a cette problématique, un suivi cinétique de la chloration sera mené afin
de définir les paramétres optimaux a savoir la concentration en NaOCl ou NaBr, le pH de la
solution et le temps de chloration afin, tout en préservant l'intégrité du revétement, de

maximiser la densité de fonctions haloamine présentes au sein du film.
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1 Etude de la génération des fonctions haloamine
a partir du revétement PDA

1.1 A partir du revétement PDA-O,

1.1.1 Génération des fonctions chloramine (N-Cl)

En solution, la génération des fonctions chloramine s’effectue par immersion de I’échantillon
dans une solution d’eau de Javel qui permet aprés réaction des fonctions amine avec
I’"hypochlorite de créer les fonctions bactéricides N-Cl (Réaction 1). Connaissant I'instabilité du
revétement de PDA en milieu fortement acide ou basique pouvant amener a la dénaturation
du film?7 217218 ‘yne premiére étude in situ par QCM a été menée afin de définir le temps

adéquat et la concentration optimale en hypochlorite de sodium.
>N-H + OCI" 2> >N-Cl + OH" (2)

Apreés avoir optimisé ces deux parametres clés de la chloration, le suivi cinétique du processus

de chloration ex situ par PM-IRRAS, XPS, MEB et mesure d’angle de contact a été mené.

1.1.1.1 Suivi cinétique de la chloration

1.1.1.11 Suivi in situ

Pour ce suivi de la chloration in situ par QCM, nous avons choisi le revétement PDA-02-24h,
étudié précédemment, présentant la plus forte épaisseur et donc le plus grand taux de
fonctions NH fonctionnalisables comparé au revétement PDA-0O,-3h. Nous évaluerons la
chloration de ce film a différentes concentrations en NaOCl et a différents pHs afin de faire
varier la concentration en ion OCI™ (pKanoci/oci- = 7,5). Les différentes réponses de la variation

de la masse en fonction du temps de contact sont présentées sur la Figure 1.
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Figure 1 : Etude QCM de la chloration du film PDA-O2-24h en présence de NaOCl (a) 0,2 mM a pH 10, (b) 1ImM a
pH7.(c) 1 mM & pH 10 et (d) 10 mM a pH 10. Surface du quartz = 0,2 cm?.

Tableau 1 : Résultats QCM. Moment auquel I'augmentation de masse du film PDA-02-24h au contact d'une
solution de NaOCI d'une concentration et d'un pH donnés atteint I'optimum (données de la Figure 1).

NaOCl (mM) 0,2 1 1 1 10
pH 10 10 7 5 10

Pas de variation
tAm max (min) 156 25 35 7

de masse

L'augmentation de masse que I'on constate initialement est attribuée a la fixation du chlore,

par substitution d’un atome d’hydrogéne, sur et dans le film de PDA. Pour une solution a pH

10, quelle que soit la concentration en hypochlorite de sodium, I'allure de la courbe de

variation de masse (Am) en fonction du temps est la méme. A savoir, on note d'abord une

augmentation de masse rapide, atteignant progressivement un maximum correspondant au

temps de chloration optimal en solution NaOCI. Ce profil révéle donc deux régimes cinétiques

différents comme l'indique les deux pentes différentes de la courbe. On peut supposer que le
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premier régime, au début du processus, correspond a la chloration de la surface du film de
PDA avec une limitation cinétique due a la diffusion des ions OCI" du sein de la solution vers le
film alors que le second régime, plus lent, est attribué a la chloration du film avec une
limitation cinétique par diffusion des ions OCI" a l'intérieur du polymeére. On peut remarquer
gu’a pH 7, I'allure de la réponse est différente ; cela peut s’expliquer par une augmentation
du pH a l'interface film/solution due a la libération d’ions OH" (Réaction 1) et donc a une
augmentation de la concentration interfaciale des ions OCI- puisque le pH interfacial

augmente.

Dans un deuxiéme temps, apres avoir atteint le maximum de variation de masse, la masse du
film diminue atteignant une valeur inférieure a la valeur initiale. Cette observation peut étre
expliquée par la dégradation du revétement PDA lors d'une longue exposition a la solution de
NaOCl. En effet, comme il a été évoqué précédemment, le mécanisme de substitution de H
par Cl (+ 1) (Réaction 1) conduit a la libération d'hydroxyle et ainsi a une augmentation du pH
interfacial local, qui peut conduire a une dégradation progressive du film de PDA. Le temps
optimal de chloration est fonction de la concentration de NaOClI, ce dernier diminue, pour un
pH égal a 10, avec l'augmentation de la concentration passant de 156 min pour une
concentration de 0,2 mM a 25 min pour 1 mM et enfin 7 min pour 10 mM (Tableau 1). Pour la
suite de cette étude, une concentration de 1 mM a été choisie. Dans cette condition, comme
le montre la Figure 1(c), le Am maximal est de 1080 ng. Ainsi, la quantité de chlore fixée dans
le film de PDA est estimée a 1,9.10%® atomes et en tenant compte d’une épaisseur moyenne
du film de 40 nm (selon I'étude précédente du dépdt de film de PDA, voir Chapitre Ill), nous

avons pu calculer une densité d'atomes de Cl (dc)) égale a 2,3.10%2 at.cm™ (Equation 1).

Am
™ (Mg —My) « S + epps

Si nous comparons ce résultat avec la densité en atome d’azote théorique dans le film de PDA
qui est de 5,3.10%! at.cm, une surestimation de la densité de chlore est obtenue par QCM
puisqu’un rapport N/Cl supérieur a 1 est obtenu, ce qui est théoriquement impossible. Cela
est confirmé par les analyses XPS présentées dans la suite de cette étude qui révele un rapport

N/Cl inférieur a 1 indiquant que le nombre d'atomes de Cl immobilisés est bien inférieur a
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celui des atomes d’azote constituants le film de PDA. Cette surestimation peut provenir du
piégeage d’autres ions (K*, Na*, Mg* pour exemple) au sein de la structure PDA, ions présents
dans I'eau de Javel. Il faut rappeler, que ce suivi se fait in situ, contrairement a I'étude ex situ
XPS pour laquelle les substrats sont rincés avant analyse. De plus, I'analyse XPS montre la
présence de Na* (Nals a 1071 eV) qui est le contre-ion de CIO" et Cl- suggérant la présence de
chlore libre n’ayant pas substitué un atome d’hydrogene d’un groupe N-H, et ce méme apres
le rincage des échantillons. Par conséquent, la variation de masse, observée in situ par QCM,
n'est pas uniguement due a du chlore lié au film de PDA, et donc dans ces conditions, une

guantification des groupes N-Cl par QCM n'est pas possible.

Pour compléter I'étude QCM, une étude ex situ du suivi de la chloration des films de PDA a été
réalisée par PM-IRRAS et XPS sur les revétements PDA-0,-3h et PDA-0;-24h. Les résultats sont
présentés sur la Figure 2. Le choix d’intégrer dans cette étude en plus du revétement 24h, le
dépobt a 3h, est motivé par le fait d’étudier I'influence de I'épaisseur du revétement sur la
cinétique de chloration et la quantité de fonctions chloramine immobilisées et donc sur les

propriétés antibactériennes a posteriori.

On constate que pour ce suivi cinétique de chloration ex situ, les résultats de I'étude QCM sont
confirmés pour le film PDA-0,-24h pour une chloration a 1 mM en NaOCl a pH 10 (Figure 2(b)).
En effet, une forte diminution de l'intensité des pics IR caractéristiques de la PDA est observée
au bout de 25 minutes de chloration jusqu’a une disparition compléte aprés 50 min révélant
ainsi la dégradation du revétement en accord avec les résultats QCM. Le suivi par XPS des
rapports atomiques N/C, Au/C et Cliwtal /N, en fonction de la durée de la chloration, présenté
dans la Figure 2(c,d) est également un moyen de définir le temps optimal de chloration. Ainsi
on constate pour le revétement PDA-O2-24h (Figure 2(d)), qu’au bout de 25 minutes de
chloration, le rapport Cliotal/N subit une évolution, a savoir une diminution alors que le rapport
Au/C jusqu’ alors nul (le signal de I'or n’étant pas visible avant 25 minutes de chloration)
augmente fortement révélant ainsi la dégradation du film. La diminution du rapport Cliotai /N

donc la diminution de chlore sur la surface du film confirme également la destruction de la
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PDA en surface. De méme, en suivant ce raisonnement, le temps de chloration optimal pour

le revétement 3 h est estimé a 15 min (Figure 2(a) et 2(c)).
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Figure 2 : Suivi cinétique ex situ de la chloration des revétements PDA-O»-3h et PDA-O»-24h par immersion
dans une solution a ImM en NaOCl a pH 10. Evolution du spectre PM-IRRAS d’un revétement (a) PDA-O2-3h, (b)
PDA-02-24h en fonction du temps d’immersion dans une solution NaOCl a 1mM. Evolution des rapports des %
atomiques obtenus par XPS du revétement (c) PDA-O2-3h et (d) PDA-O2-24h en focntion du temps d’immesion
dans une solution de NaOCI.
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1.1.1.2 Caractérisations physico-chimiques

- Analyse PM-IRRAS

L’évolution des spectres PM-IRRAS des films de PDA-0,-3h et PDA-O-24h déposés sur surface
d’or et chlorés durant 15 et 20 minutes respectivement par une solution d’hypochlorite de

sodium a 1 mM est présenté sur la Figure 3.

On constate dans un premier temps qu’apres chloration, un changement des spectres IR des
films PDA-O2-3h et PDA-0O2-24h est observé. En effet ces derniers révelent une forte
diminution du pic a 1515 cm™, pic attribué a la vibration de déformation de la liaison amine
O(N-H) suggérant donc la création de fonctions chloramine. On constate également un
décalage du pic caractéristique du cycle aromatique passant de 1620 cm™ & 1645 cm™. Ce
changement peut étre une conséquence du greffage d'atomes de chlore sur des atomes
d'azote situés a proximité du cycle aromatique modifiant I'environnement chimique de ce
dernier. Enfin, I'apparition d'un épaulement vers 1720 cm™ dont I'intensité augmente avec le
temps de chloration (Figures 2 et 3) peut étre attribuable a I'apparition de fonctions

carboxyliques dues a l'oxydation du revétement PDA au contact des ions hypochlorite.

b
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Figure 3 : Spectres PM-IRRAS d’un revétement (a) PDA-O2-3h et (b) PDA-O2-24h sur surface d’or avant (en noir)
et apres (en rouge) immersion dans une solution a 1 mM en NaOCI durant 20 minutes. Les fleches vertes
indiquent le pic N-H, les fleches bleues indiquent le pic C=C et la fléche noire le pic centré a 1720 cm™.
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- Caractérisation XPS et XPS résolu en angle

La composition chimique de la surface des films PDA-O-3h chloré (15 nm d'épaisseur) et PDA-
02-24h chloré (40 nm d'épaisseur) a ensuite été déterminée par XPS. Sur les spectres
généraux, les contributions de chlore sont détectées a une énergie de liaison de 200 eV (Cl2p)
et 280 eV (ClI2s) (Figure 4). Les spectres haute résolution du chlore CI2p pour les revétements
PDA-0,-3h-Cl et PDA-0,-24h-Cl sont représentés sur les Figures 4 (c) et 4 (d), respectivement,
présentant deux types de contribution. La plus intense est détectée a une énergie de liaison
(EN) de 200,5 eV et 202,1 eV (Cl2ps;2 et Cl2p1/2, respectivement) tandis que le deuxiéme
doublet apparait a une EN inférieure, 197,6 eV et 199,2 eV. La détection du CI2p a une énergie
de liaison d'environ 200,5 eV, nommée Clago, est attribuée a la liaison N-Cl tandis que le
doublet a plus basse énergie de liaison est quant a lui attribué a des chlorures libres non-liés

au film de PDA.

Le rapport Clao /N1s pour les revétements chlorés PDA-O2-3h et PDA-O,-24h (Tableau 2)

révele une quantité similaire de chlore immobilisé pour les deux échantillons.
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Figure 4 : Caractérisations XPS de la surface d’or revétue de films de PDA-O2-3h (a et c) et PDA-02-24h (b et d)
apres immersion dans une solution NaOCl 1 mM : (a, b) spectres généraux, (c, d,) spectres haute résolution
Cl2p. Lignes pleines : contribution Cl2psy, lignes pointillées : contribution Cl2pa/>.

Tableau 2 : Compositions chimiques en pourcentage atomique des revétements PDA-02-3h et PDA-O2-24h sur
plague d’or obtenues par analyse XPS et rapport entre N et C.

Cls N1s O1s Au4af N/C Clzog  Cl200 Clz00/N
PDA-02-3h-
69,3 5,7 19,4 1,1 0,08 0,6 3,9 0,68
cl
PDA-O2-
69,85 6,45 18,9 - 0,09 0,8 4,0 0,62
24h-Cl

A la suite de I'analyse XPS, le greffage de chlore au sein du film PDA est confirmé. L’analyse
XPS permet d'analyser une épaisseur de film d'environ 12 nm. Cependant en faisant varier
I'angle de collecte des photoélectrons c'est-a-dire en effectuant une analyse XPS résolue en

angle (AR-XPS), il est possible d'évaluer I'homogénéité du film en profondeur. Cette analyse a
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été effectuée pour les revétements PDA chlorés a 3 h et a 24 h. La composition chimique des
films a été déterminée a 3 angles de collecte différents (90°, 45° et 15° par rapport a la surface
de I'échantillon), une émission normale (90°) permet de sonder I'épaisseur du film (12 nm)
tandis qu’une émission rasante (15°) présente une sensibilité de I'extréme surface. Le Tableau
3 montre que quel que soit I'angle d’analyse, le rapport Claoo/N pour les revétements chlorés
PDA-02-3h et PDA-0,-24h sont similaires confirmant que la chloration du film PDA se produit

non seulement sur la surface mais aussi a l'intérieur du film.

Tableau 3 : Rapport de pourcentage atomique entre Clygo et N obtenu par XPS a différents angles de détection (AR-XPS),
des angles sont définis par rapport a la surface de I'échantillon pour les surfaces en or revétues de PDA chloré.

PDA-02-3h-Cl PDA-02-24h-Cl
Angle 15° 45° 90° 15° 45° 90°
Clz00/N 0,69 0,67 0,59 0,61 0,62 0,69

- Mise en évidence des fonctions N-C| par un test a la méthionine

Comme on a pu le voir au cours du Chapitre I, I'oxydation de fonctions thiol est la voie le plus
employée dans l'identification des N-halamines et est une méthode complémentaire a
I'analyse XPS. La présence des liaisons chloramine peut notamment étre prouvée de facon

qualitative par un test a la méthionine, méthode décrite dans le Chapitre I.

Une analyse XPS permet ainsi de vérifier la disparition de la contribution de la liaison N-Cl du
chlore. Pour ce test, un substrat d’or fonctionnalisé d’un film de PDA-O;-Cl a été immergé dans
une solution de méthionine a 0,1M durant 4 heures puis rincé a I'eau distillée. L’échantillon a

été par la suite analysé par XPS, les résultats sont présentés sur la Figure 5.

On constate sur le spectre général et sur le spectre haute résolution la disparition du pic du
Cl2p centré a 200 eV confirmant ainsi la présence de fonctions chloramine au sein de la

structure PDA-CI.

On notera enfin I'apparition du pic Au4f a hauteur de 0,3% atomique révélant une légere

dégradation du revétement au cours du test due au caractéere oxydant de la méthionine.
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Figure 5 : Analyse XPS d’un substrat d’or recouvert d’un revétement PDA-O2-Cl avant (en bas) et apres (en
haut) immersion durant 4h dans une solution de méthionine a 0,1M. (a) Spectre général ; (b) Spectre Cl2p a
haute résolution.

- Observation MEB

L'effet de la chloration sur la morphologie de la surface du PDA a été étudié par MEB (Figure
6). Les micrographies révelent une évolution de la surface aprés chloration avec une forte
diminution des nanoparticules de PDA liées au revétement de surface et non éliminées lors
de |'étape de ringage par sonication. Par conséquent, il semble qu'il y ait une surface moins
rugueuse apres la chloration en raison du caractere oxydant des ions OCl', permettant ainsi

de « lisser » la surface du film.
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Figure 6 : Micrographies MEB des films PDA-O2-24h formés sur substrat d’or (A) avant et (B) aprés une
immersion de 20 minutes dans une solution de NaOCla 1 mM a pH 10.

- Caractérisation par mesure de I’angle de contact

Comme il a été montré dans le Chapitre Ill, 1a PDA forme un revétement hydrophile présentant
un angle de contact avec I’eau proche de 60°%° au bout de 24 h de dépdt. Le suivi de la
mouillabilité s’est révélé étre un outil complémentaire du suivi du dép6t de la PDA (Cf.
Chapitre Ill), technique qui a également été employée comme moyen de suivi de I’évolution
des propriétés de mouillabilité du revétement au cours de la chloration et ainsi confirmer les
estimations QCM et PM-IRRAS concernant le temps optimal de chloration pour une solution

a 1 mM en NaOCl a pH 10 (Figure 7).

Le suivi de la mouillabilité du revétement de PDA-O2-24h au cours de la chloration montre une
trés forte diminution de l'angle de contact que forme une goutte d’eau a la surface du
revétement. Apres 20 minutes de chloration une valeur de 37° est obtenue, mettant ainsi en
avant une augmentation du caractére hydrophile du dép6t due a la présence de chlore
favorisant les liaisons hydrogenes. Au-dela de 20 minutes de chloration, on observe une ré-
augmentation de I'angle de contact pouvant étre la conséquence de la dégradation du
revétement modifiant les propriétés de mouillabilité de ce dernier et confirmant ainsi les

données QCM et PM-IRRAS.
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Figure 7 : Evolution de I'angle de contact eau/substrat en fonction de la durée de la chloration du film PDA-O2-
24h.

- Quantification des fonctions N-Cl par titrage au TNB

Enfin, la mise en évidence de la présence et la quantification des fonctions chloramine au sein
des revétements PDA-O,-3h-Cl et PDA-O,-24h-Cl ont été menées par un titrage chimique au
TNB. En présence de fonctions chloramine, le TNB (solution de couleur jaune) est oxydé en
dimeére correspondant (DTNB) (Figure 8(a)). Cette réaction est accompagnée d'une perte
d'absorbance (A) a 412 nm permettant grace a I'équation 2 d’estimer la densité d’atome de
chlore (+I) (da) et donc de fonctions N-Cl. Les résultats de ce dosage sont présentés sur la

Figure 8 (b) et dans le Tableau 422,

Appa — Appa-c1
dey = =22 220 4 V. * N Eg. 2
c 261 Veoating TNB A (Eq. 2)

La quantité des liaisons N-Cl présentes dans le film PDA-O,-24h-Cl a été estimée en tenant
compte d'une épaisseur du film PDA de 40 nm (Cf. Chapitre Ill), la densité atomique d¢ est
égale a 2,5.10%! at.cm™3 (Equation 2). Pour le film PDA-02-3h-Cl, la densité dq est égal a 3,15
10?3 cm3, en tenant compte d'un film d’épaisseur de 15 nm (Cf. Chapitre 1ll). La comparaison
de ces densités avec la densité d’azote de la PDA dy = 5,3.10%! at.cm™ en prenant une densité
de PDA de 1,49 g cm™ montre qu'entre 50 et 60 % des atomes N sont chlorés, ce résultat

confirme les résultats XPS (Tableaux 2, 3 et 4).
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Figure 8 : (a) Réaction entre une fonction haloamine et le TNB. (b) Mise en évidence des fonctions chloramine
par TNB avec des images optiques de cuvettes (1 cm) contenant la solution de TNB apres 24h d'immersion. (A)
solution de TNB non modifiée. Immersion du substrat (B) Au ; (C) film PDA-02-3h. (D) Film PDA-0>-3h-Cl. (E) film
PDA-02-24h et (F) film PDA-O2-24h-Cl.

Tableau 4 : Absorption de la solution de TNB a 412 nm apreés 24 h d'immersion de divers échantillons, nombre
d'atomes de chlore et densité (Eq.2) de chloramine dans les revétements PDA-O2-3h-Cl et PDA-02-24h-Cl
estimés par dosage TNB. Rapport Cl/N prenant en compte une densité N de 5,3 10%! at.cm™.

Abs. at 412 Cl (at.) da (at.cm™) CI/N
nm
PDA-02-3h 1,4 - ——-
PDA-02-3h-Ci 0,9 2,0 10 3,110 0,59
PDA-02-24h 1,3 - —
PDA-02-24h- 0,3 4,0 10 2,5 102 0,47

cl

1.1.1.3 Etude de la stabilité des fonctions N-Cl

Des tests de stabilité des films chlorés ont été réalisés dans différents milieux tel que I'air
ambiant, pour le stockage des surfaces avant utilisation, ou des milieux tels que le PBS ou le
milieu de culture LB dans I'optique des tests microbiologiques sur les différentes surfaces. I
est en effet important de connaitre la stabilité des fonctions chloramine dans ces différents
environnements. Nous avons pour cela mené une étude par XPS en suivant les rapports
atomiques N/C, Cliotal/C, Cl20o/N et O/C avant et aprés 5 jours d’immersion d’un revétement
PDA-02-24h-Cl dans les milieux évoqués, en comparaison avec un film de PDA non chloré ; les

résultats sont présentés sur la Figure 9.
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On retrouve les mémes rapports atomiques avant et aprées les différents tests. On rappellera
gue I'analyse XPS ne sonde qu’une épaisseur de revétement de 12 nm environ, nous n’avons
ainsi qu’une information sur la composition de surface. Cependant, on constate d’apreés les
résultats XPS que les revétement PDA et PDA-Cl semblent stables dans le temps pour les

différents milieux étudiés.
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Figure 9 : Suivi du rapport des % atomiques obtenus par XPS des revétements PDA-02-24h et PDA-02-24h-Cl
avant et aprés une immersion durant 5 jours (a) a Iair, (b) dans du PBS et (c) dans le milieu de culture LB.

1.1.2 Génération de fonctions bromamine (N-Br)

Tout comme pour le greffage de fonctions N-Cl, la création des fonctions bromamine
s’effectue par la mise en présence de fonctions amine primaire ou secondaire avec des ions

hypobromite (BrO) (pKawnosr/osr- = 8,7).

Dans cette étude, nous avons choisi une concentration initiale en NaOBr de 1 mM tout comme
pour la solution de NaOCI. La préparation de cette solution de NaOBr s’effectue par le mélange
d’une solution d’eau de Javel et de NaBr conduisant a la Réaction (2) d’oxydation des ions

hypochlorite au contact des ions Br:
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Br + OClI- > OBr + CI (2)

Pour ce premier test, un revétement PDA-O,-24h été mis en contact dans une solution de

NaOBra 1 mM.

L'étude a été dans un premier temps menée in situ par QCM afin d’estimer le temps de

bromation optimal. Les résultats sont présentés sur la Figure 10
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Figure 10 : Etude par QCM de la bromation du film PDA-0,-24h dans 1 mM NaOBr. Surface du quartz = 0,2 cm?.

Dans un premier temps, on peut noter que le profil de la courbe est similaire a la chloration
de la PDA a savoir augmentation de la prise de masse durant les 20 premiéres minutes de la

bromation suivi d’une une forte diminution allant jusqu’a un niveau inférieur a celui de départ.

Cette augmentation que I'on observe initialement est attribuée a la fixation du brome, par
substitution d’atomes d’hydrogéne dans le film PDA, cette augmentation rapide atteint
progressivement un maximum correspondant au temps de bromation optimal en solution
NaOBr qui est ici de 20 minutes environ. Ce profil révele, tout comme pour la chloration, deux
régimes cinétiques différents indiqués par les deux pentes différentes de la courbe. On peut
attribuer le premier, au début, a la bromation de la surface du film de PDA avec une limitation
cinétique due a la diffusion des ions OBr~ du sein de la solution vers le film. Quant au second
régime, plus lent, il peut étre imputé a la bromation du film avec une limitation cinétique par

diffusion des ions OBr™ a l'intérieur du polymere.

Atteignant le maximum de variation de masse, cette derniére diminue pour atteindre une
valeur inférieure a la valeur initiale. Cette observation peut étre expliquée par la dégradation

du revétement PDA lors d'une longue exposition a la solution de NaOBr. En effet, comme il a
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été évoqué précédemment pour la chloration du revétement, le mécanisme de substitution
de H par Br(+l) conduit a la libération d'ions hydroxyle et ainsi a une augmentation du pH local,
qui peut conduire une dégradation progressive du film PDA.

On remarquera enfin que le temps optimal de bromation a 1 mM avant le début de la
dégradation du revétement est estimé a environ 20 minutes ce qui est équivalent a la
chloration pour la méme concentration en élément oxydant.

Cette étude a été par la suite complétée par des analyses ex situ par PM-IRRAS et XPS, pour
lesquelles nous avons choisi un temps de réaction de 4 minutes afin de se placer avant le début
de la dégradation du revétement. Les résultats des analyses PM-IRRAS et XPS sont présentés

en Figure 11 et dans le Tableau 5.
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Figure 11 : Caractérisation d’un revetement PDA-O2-24h aprés 4 minutes d'immersion dans une solution de
NaOBr a 1 mM. (a) Spectre PM-IRRAS avant (en noir) et apres ( en rouge) immersion dans une solution de
NaOBr. Analyse XPS du revétement PDA aprés immersion dans une solution de NaOBr, (b) spectre général et (c)
spectre de haute résolution du photopic Br3d.
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Tableau 5 : Composition chimique en at% obtenue par analyse XPS et rapport entre N et C du film PDA-O2-24h-

Br.
C N (o] Au Nals N/C Brés  Brzs Brzos/N
PDA-0,-24h-Br 66,3 6,8 18,5 2,3 0,6 0,1 1,8 3,7 0,5

Les résultats PM-IRRAS révelent, tout comme pour la chloration, une forte diminution du pic
a 1515 cm™ attribué a la liaison amine &(N-H) suggérant donc la création de fonctions
bromamine (Figure 11(a)). On constate également un décalage du pic caractéristique de
I'aromatique passant de 1620 cm™ a 1645 cm™ accompagné de "apparition d’un pic intense a
1720 cm™ de la liaison C=0 du groupement carboxylique témoignant d’une oxydation de la

structure PDA.

Quant a I'analyse XPS, on observe la présence de brome au sein du revétement a travers
I'apparition sur le spectre général (Figure 11 (b)) des photopics a diverses énergies de liaison :
Br2s (257 eV), Br2p (189 eV) et Br3d (69 eV). Si I'on analyse le spectre a haute résolution en
énergie du niveau Br3d, on constate deux environnements du brome, une premiere
contribution a une énergie de liaison de 70,7 eV que |'on peut attribuer au brome lié a la
structure organique et une autre contribution a 68,0 eV attribuée au brome non lié. On notera
gue le pourcentage atomique du contre ion Na* est bien inférieur a celui du brome libre Br-
suggérant ainsi que la présence de ce contre ion ne semble pas une condition nécessaire a la

présence du Br dans la structure, comme cela avait été le cas suite a la chloration.

Le rapport Br3dzo.6/N est égal a 0,5, soit l[égérement inférieur au rapport Claoo/N obtenu lors
de la chloration qui est environ de 0,6. Ainsi, on montre de par ces résultats une bromation

réussie avec un degré de substitution par Br(+ |) relativement équivalent a celui par Cl(+ I).

Enfin, 'analyse XPS fait apparaitre la présence du photopic de I'or Au4f a une énergie de liaison
de 84 eV révélant que I'on commence a détruire une partie du revétement au bout de 4

minutes d’immersion a une concentration de 1 mM en NaOBr.
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1.2 A partir du dépobt Grafting from versus Grafting
to

Pour rappel, nous avons précédemment étudié deux modes de dépot de la PDA-O; : a partir
du monomere (Grafting from qui est la voie classique) et a partir de la PDA déja formée en
solution (Grafting to). Par un suivi du dép6t par PM-IRRAS a partir d’une solution de
dopamine/Tris et d’'une solution de PDA murie durant 24 h, il a été montré dans le Chapitre Ill

gu’un dépobt de film de PDA est possible en Grafting to.

Ici nous allons étudier la chloration de ce revétement Grafing to aprés différents temps de
dépot et comparer avec le dépbt Grafting from étudié précédemment, afin d’évaluer la

stabilité de ce revétement formé, pour rappel, d’empilement d’agrégats de PDA.

Les différents types de revétements ont été immergés dans une solution de NaOCl a 1 mM
durant 10 minutes. Des analyses PM-IRRAS et XPS ont été menées et les résultats sont

présentés sur les Figures 12, 13 et 14 et dans le Tableau 6.
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Figure 12 : Spectres PM-IRRAS des revétements PDA déposés par voie (a) Grafting to (b) Grafting from, avant
(tiret) et apres (trait plein) chloration dans une solution de NaOCl a 1 mM durant 10 minutes pour différents
temps de dépbt (4, 6, 18 et 24 h).

Ce qui transparait des spectres PM-IRRAS (Figures 12 (a) et (b)) est que l'on retrouve
I’évolution des spectres apreés chloration a savoir une diminution du pic N-H a 1515 cm™, un
shift du pic de I"'aromatique C=C vers les plus hauts nombres d’onde et I'apparition d’un
épaulement a 1720 cm™ caractéristique de la liaison C=0 de la fonction carboxylique
témoignant de I'oxydation des fonctions catéchol de la PDA. On remarque une légere

différence entre le dépot Grafting to et Grafting from, une plus forte diminution de l'intensité

169



CHAPITRE IV
Génération des fonctions haloamine

des pics apres chloration, est constatée pour le premier dépoét. Ce qui laisserait penser que le
dépot Grafting to est moins stable, néanmoins la comparaison reste a prendre avec
précaution, puisque I'on compare des intensités prises sur des revétements de substrats

différents. Un suivi d’épaisseur devra étre mené afin de confirmer cette observation
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Figure 13 : Analyses XPS aprés chloration du revétement PDA-O2-6h Grafting to (en haut) et Grafting from (en
bas) (a) spectre général, (b) spectre haute résolution du photopic N1s et (c) spectre haute résolution du
photopic Au4f.
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Figure 14 : Analyses XPS aprés chloration du revétement PDA-O2-24h Grafting to (en haut) et Grafting from (en
bas) (a) spectre général, (b) et spectre haute résolution du photopic N1s.

Tableau 6 : Compositions chimiques en % atomique obtenues par analyses XPS et rapport entre Claoo et N des
films PDA-02-6h-Cl et PDA-02-24h-Cl dont le revétement a été déposé sur plaque d’or suivant un mode
Grafting to ou Grafting from.

C N o Au Na N/C Cligg Clzo Clzoo/N
Grafting 67.1 63 194 09 09 007 1,5 39 06
PDA-0,-6h-Cl to
Grafting 66,0 77 21,1 0,6 - 0,11 1,0 3,6 0,5
from
Grafting 66,2 74 208 ; 09 010 1.1 3,6 0,5
PDA-0,-24h-Cl to
Grafting 69,9 6,4 18,9 _ - 0,09 0,8 4,0 0,6
from

L’étude a été complétée par une analyse XPS en sélectionnant 2 temps de dépot 6h et 24h,
les résultats sont présentés sur les Figures 13 et 14, respectivement, et les données
correspondantes sont regroupées dans le Tableau 6. On observe pour le revétement 6h une
légere différence entre le dépbt Grafting to et Grafting from. En effet, aprés 10 minutes de
chloration a 1 mM, le pourcentage atomique de I'or du revétement Grafting to aprés
chloration semble plus élevé (3 fois plus) que pour le dépot classique pouvant laisser penser
a une dégradation plus importante du revétement (Figure 13(c)). Néanmoins, |a encore cette

différence n’est pas assez significative pour conclure a une véritable instabilité du revétement
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Grafting to (on passe d’'un %at d’or de 0,3 a 0,1 sachant que I'erreur est de 0,1% en XPS).
Concernant maintenant les rapports atomiques Claoo/N, pour le dépot PDA-02-24h, il
semblerait qu’il y ait moins de substitution par le chlore pour le revétement déposé par voie
Grafting to alors que pour le film PDA-O2-6h la tendance est inversée. La conclusion sur cette
observation reste difficile car un seul point du dép6t a été analysé, une étude a différents

endroits du substrat permettrait une étude plus précise du film.

1.3 A partir d’'un revétement multicouche

L’étude d’un revétement multicouche a fait suite a la volonté d’augmenter I'épaisseur du
dépot limitée par voie classique a 40-50 nm, ceci afin de pouvoir avoir davantage de fonctions

chloramine et donc une meilleure efficacité du revétement dans le temps.

Il a été montré dans le Chapitre Ill une augmentation linéaire de I'épaisseur du film de PDA au
cours du temps par rapport au dépot classique qui arrive rapidement a un palier. L'utilisation
du protocole de dép6t par multicouches successives permet ainsi d’atteindre des épaisseurs
plus importantes : 80 nm pour un dépot 5 couches correspondant a un temps de dép6t totale

de 20 heures.

Pour le suivi de chloration, un revétement 6 couches correspondant a un dép6t total de 24
heures (6 dépots de 4 heures chacun, a I'aide d’une solution fraiche dopamine/Tris a 0,5
mg/mL, ont été effectués) a été mis en contact dans une solution de NaOCl a 1 mM a pH 10.
Le suivi de la chloration a été mené dans un premier temps in situ par QCM, le résultat est

présenté sur la Figure 15.
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Figure 15 : Suivi de la chloration d’un revétement 6 couches de PDA correspondant a un dépoét total de 24
heures (6 x 4h) par QCM.

Le suivi in situ par QCM, révele tout comme pour le revétement monocouche PDA-02-24h,
une augmentation rapide de la masse atteignant un maximum au bout de 60 minutes,
attribuée a la fixation du chlore sur et dans le film PDA-multicouche et correspondant donc au
temps de chloration optimal en solution NaOCl a 1 mM. Ce profil révele également deux
régimes cinétique différents : le premier semble correspondre a la chloration de la surface du
film PDA avec une limitation cinétique par la diffusion des ions OCI-dans la solution, quant au
second plus lent, pourrait étre attribué a la chloration du film dans le bulk avec une limitation

cinétique par diffusion des ions OCI" a l'intérieur du polymere

Cette augmentation laisse place, pour des temps de contact plus élevés, a une diminution de
la prise de masse atteignant une valeur inférieure a la valeur initiale, conséquence de la
dégradation du revétement PDA lors d'une longue exposition a la solution de NaOCl. Comme
évoqué précédemment, la quantification de la quantité de chlore substitué ne peut étre
gu’estimée par QCM di a une surestimation comme démontré précédemment. Néanmoins,
il reste possible de comparer le Am du film PDA-multicouche avec celui du film PDA-0;-24h
classique ; on constate ainsi une plus grande prise de masse passant de 1,8 a 2,3 ug. |l
semblerait qu’il y aurait plus de chlore immobilisé dans la structure film PDA—multicouche par
rapport au film équivalent PDA-O,-24h. Une quantification par dosage chimique au TNB devra

étre menée pour confirmer cette tendance.
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1.4 A partir du dépot de PDA-104

Comme il a été introduit dans le chapitre précédent, une autre voie de synthese de la PDA a
été étudiée reposant sur l'utilisation d’'un oxydant plus fort que O, permettant une
augmentation de la vitesse de croissance du film de PDA et de I'épaisseur du film de PDA

(jusqu’a 100 nm apres 10 heures de dépot).

Un suivi de la chloration du film par PM-IRRAS et XPS a été mené en se placant dans les mémes
conditions que pour les études précédentes, a savoir une immersion dans une solution d’eau

de NaOCla 1 mM a pH 10.

Pour ce suivi de chloration, un dép6t de PDA-104 a été analysé aprés immersion durant
différents temps dans une solution de NaOCl a 1 mM, la cinétique de chloration a été suivie

par PM-IRRAS et XPS, les résultats sont présentés sur la Figure 16.

Qualitativement, le suivi de la chloration du film de PDA-I04 par PM-IRRAS révéele une
décroissance rapide de l'intensité des pics caractéristiques de la PDA au bout de 15 minutes

de chloration signifiant le début de la dégradation du film.

Le suivi par XPS des rapports atomiques N/C, O/C et Clwta/N, en fonction de la durée de la
chloration, présenté sur la Figure 16(b) est également un moyen de définir le temps optimal
de chloration. Ainsi on constate qu’au bout de 25 minutes de chloration les 2 rapports Cliotal/N
et O/C subissent une diminution pour le premier et une augmentation pour le second révélant
ainsi la dégradation du film. L’enrichissement en oxygene témoigne d’une suroxydation de ce
dernier conduisant a la dégradation du film?2!°. La diminution du rapport Cliotal/N donc la
diminution de chlore sur la surface du film confirme également la destruction de la PDA en

surface.

Au vu de ces résultats, on peut donc fixer le temps optimum de chloration du revétement

PDA-104 a 20 minutes.
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Figure 16 : Suivi de la chloration d’un revétement PDA-IO4 par (a) PM-IRRAS et (b) par suivi des rapports
atomiques obtenus par XPS.

1.4.2 Caractérisation PM-IRRAS

L’évolution du spectre PM-IRRAS du revétement PDA-104-24h apres 20 minutes d’immersion
dans une solution de NaOCl a 1 mM est présenté sur la Figure 17. On constate une forte
diminution du pic a 1515 cm™? attribué a la vibration de déformation de la liaison amine 3(N-
H) suggérant donc la création de fonctions chloramine. On remarque également un décalage
du pic caractéristique de I'aromatique passant de 1640 cm™ a 1655 cm™. Comme indiqué
précédemment, ce changement peut étre une conséquence du greffage d'atomes de chlore
sur des atomes d'azote situés a proximité de I'aromatique cycle modifiant I'environnement
chimique de ce dernier. Enfin, l'intensification du pic & 1720 cm™ caractéristique d’un
enrichissement en fonctions carboxylique d( a I'oxydation du revétement PDA au contact des
ions OCI. On rappellera en effet que la PDA produite en utilisant le périodate de sodium

comme oxydant présente un état hyper oxydé di au fort pouvoir oxydant du périodate?°.

175



CHAPITRE IV
Génération des fonctions haloamine

15

144 PDA-O,-24h

PDA-IO,-24h
134 PDA-IO,-24h-Cl

1,24

Intensité (u. a.)

1,14

1,0 4

——

—_—

T T T T
1800 1600 1400 1200 1000

Nombre d'onde (cm™)

Figure 17 : Spectre PM-IRRAS des revétements (en bleu) PDA-02-24h, (en noir) PDA-I04-24h et (en rouge) PDA-
104-24h-Cl aprés 20 minutes d’immersion dans une solution de NaOCl a 1 mM.

1.4.3 Caractérisation XPS

La composition chimique obtenue par XPS du film de PDA-104-24h aprés 20 minutes
d’immersion dans une solution de NaOCl a 1 mM a été étudiée par une analyse XPS présentée

sur la Figure 18 et dont les données sont regroupées dans le Tableau 7.

Sur le spectre général (Figure 18(a)), les deux contributions du chlore sont détectées a une
énergie de liaison de 200 eV (CI2p) et 280 eV (CI2s), on note également que le signal de I'iode
I13d apparait sur le spectre général. Le spectre de haute résolution du chlore Cl2p présenté en
Figures 18(b), révele deux types de contributions. La plus intense est détectée a une EN de
200,3 eV et 201,9 eV (Cl2p3;2 et Cl2pi/2, respectivement) tandis que le deuxieme doublet
apparait a des EN inférieures, 197,3 eV et 199,0 eV. La détection du Cl2p a une énergie de
liaison d'environ 200,5 eV, nommée Clo0, est attribuée a la liaison N-Cl, en opposition a celle
a plus basse EN qui est attribuée a du chlore libre. Enfin, le rapport Clago/N1s de 0,34 pour ces
revétements chlorés révele une quantité de chlore immobilisé inférieur au revétement PDA-
O (Tableau 7). Cela peut étre di a la présence d’iode au sein de la structure dont une partie
pourrait étre liée aux fonctions amine formant des liaisons N-I, rendant ainsi I'immobilisation
de chlore moins importante. Cette observation est confirmée par un test a la méthionine (le
revétement étant immergé durant 4 heures dans une solution de méthionine a 0,1 M),

révélant apreés le test la disparition du pic de haute résolution de I'iode 13d (Figure 18(c)).
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Ainsi, les résultats PM-IRRAS complétés par les analyses XPS confirment la création de

fonctions chloramine au sein de la structure de PDA.
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Figure 18 : Caractérisation XPS de surface d’or fonctionnalisée d’un revétement PDA-104-24h-Cl. (a) spectre
général, (b) spectre haute résolution du Cl2p et (c) spectre haute résolution du 13d (en bas) avant et (en haut)
apres immersion dans une solution de méthionine a 0,1M.

Tableau 7 : Composition chimique en pourcentage atomique obtenue par XPS et les rapports N/C et CI/N
associés au revétement PDA-104-24h aprés immersion dans une solution de NaOCl a 1 mM durant 20 minutes.

C N (o] | Au Na N/C Clios Cl2oo  Cl200/N

PDA-I04-Cl 66,6 7,7 21,4 04 - 0,7 0,1 0,5 2,7 0,3
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1.4.4 Quantification des fonctions N-Cl par titrage au
TNB

La mise en évidence de la présence et la quantification des fonctions chloramine au sein du
revétement PDA-I04-Cl ont été menées par un titrage chimique au TNB. Pour rappel le TNB
(couleur jaune), en présence de fonctions chloramine est oxydé en dimére (DTNB)
s’accompagnant d’une perte de couleur (chute de I'absorbance 412 nm). On peut ainsi estimer
la densité d’atome de chlore (+1) et donc de fonctions N-Cl. Les résultats de ce dosage sont

présentés en Figure 19 et dans le Tableau 8.

La quantité des liaisons N-Cl présentes dans le film PDA-104 a été estimée en tenant compte
d'une épaisseur du film PDA de 100 nm (Cf. Chapitre Ill), la densité atomique dc est égale a
5,8 10%° at.cm™. La comparaison de ces densités avec la densité d’azote de la PDA dy = 5,3 10%¢
at.cm™ en prenant une densité de PDA de 1,49 g cm™ montre que 10 % des atomes N sont

chlorés, ce résultat est 3 fois moins élevé que le pourcentage estimé par XPS (Tableau 8).

H‘ \‘B‘ ‘ c° ,H’ ! Q,“
| i 1 N

Figure 19 : Mise en évidence des fonctions chloramine : par TNB avec des images optiques de cuvettes (1 cm)
contenant la solution de TNB aprées 24h d'immersion. (A) solution de TNB non modifiée. Immersion du substrat
(B) Au ; (C) film PDA-104" (D) film PDA-104-Cl.

Tableau 8 : Absorption de la solution de TNB a 412 nm aprés 24 h d'immersion de divers échantillons, nombre
d'atomes de chlore et densité (Eq.2) de chloramine dans les revétements PDA-104" et PDA-104-Cl estimés par
dosage TNB. Rapport CI/N prenant en compte une densité N de 5,3 10%* at.cm.

Aat412 nm Cl (at.) da (at.cm™3) Ci/N
PDA-104 0,77
PDA-104-Cl 0,50 5,8 10% 5,0 10%° 0,1
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2 Etude de la chloration du revétement composite
PDA-PEI

Nous avons jusqu’a maintenant étudié la chloration des revétements PDA-O; et PDA-IO4 et
montré une immobilisation de fonctions chloramine, a hauteur de la moitié des fonctions
amine pour le premier et d’un tiers pour le second revétement. Comme il a été évoqué
précédemment, I'ajout du PEI au sein de la structure PDA, permet un enrichissement en
fonction amine confirmé dans le Chapitre Ill en atteignant une augmentation en atome
d’azote de 42 %. Il semblerait ainsi que I'on puisse immobiliser plus de fonctions chloramine

par rapport aux deux autres voies de dépot étudiées (PDA-O; et PDA-IOy’).

Aussi, un suivi cinétique de chloration a été effectué dans un premier temps in situ par QCM
puis complété par des études ex situ a travers une analyse par PM-IRRAS. Une analyse
élémentaire du revétement par XPS a également été menée afin d’avoir une information sur

la présence de chlore lié et déterminer le rapport CI/N.

2.5 Suivi cinétique de chloration du film composite
PDA-PEI

Lors de cette étude deux concentrations en NaOCl ont été employées, une concentration a 1
mM et une autre a 10 mM afin d’évaluer l'incidence de la concentration en NaOCI sur la
stabilité du film composite. En effet, comme il a été indiqué au cours du Chapitre |, la PEl joue
le r6le de réticulant au sein de la structure de PDA permettant ainsi d’obtenir des revétements
PDA plus stables et donc d’envisager des chlorations avec une plus forte concentration en

NaOCl.

Ainsi, un quartz d’or fonctionnalisé avec le composite PDA-PEI-24h a été immergé dans une
solution de NaOCI puis un suivi de I’évolution de la variation de fréquence en fonction du
temps a été enregistré. En paralléle, un suivi ex situ sur plaques d’or a été mené par PM-IRRAS,

les résultats sont présentés sur la Figure 20.

Les différentes analyses par QCM et par PM-IRRAS révelent une stabilité du film PDA-PEI plus

importante que pour les revétements PDA-O, et PDA-I04. En effet on constate qu’a une
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concentration en NaOCl de 1 mM, on atteint un maximum de chloration du film apres plus
d’une heure, en comparaison d’un temps de 20 min pour les revétements PDA-O; et PDA-104
Cette stabilité du revétement provient du réle réticulant de la PEI se positionnant entre deux
unités de dopamine oxydée. Le suivi in situ avec une concentration en NaOCl de 10 mM révele
une dégradation du revétement a partir de 10 minutes ce qui est confirmé par le suivi ex situ
mené par PM-IRRAS. Ainsi, un traitement a une concentration de 10 mM en NaOCI permet
d’atteindre un temps de chloration avant dégradation comparable a celui obtenu pour les
revétements PDA-O, et PDA-I04 et ce a une concentration 10 fois plus importante.
Concernant la prise de masse optimale atteinte avant dégradation, elle est de 3 ug pour un
quartz de surface 0,2 cm? pour une solution a 10 mM en NaOCl, soit environ 3 fois plus que
pour les deux autres modes de dépo6t suggérant une immobilisation de fonctions chloramine
plus importante méme sion le rappelle gu’une quantification par QCM n’est pas absolue. Ainsi
pour la suite de notre étude sur les films PDA-PEI, nous poursuivrons avec une concentration

en NaOCl de 10 mM.
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Figure 20 : Suivi de la chloration d’un revétement PDA-PEI-24h par une solution de NaOCl a 1 mM (a) par QCM

IRRAS.

(quartz or de 0,2 cm?) et (c) par PM-IRRAS et par une solution de NaOCl & 10 mM (b) par QCM et (d) par PM-

2.6 Caractérisation physico-chimique par PM-IRRAS

du film PDA-PEI-CI

L'étude du spectre PM-IRRAS aprés chloration du film composite PDA-PElI présenté

précédemment révele la méme modification de spectre que pour la chloration du revétement

PDA seul (Figure 21). En effet, on remarque une forte diminution du pic a8 1515 cm™* attribué

a la liaison amine N-H suggérant donc la création de fonctions chloramine. On constate

également un décalage du pic caractéristique de I'aromatique passant de 1640 cm™ a 1655

cm. Ce changement peut étre une conséquence du greffage d'atomes de chlore sur des

atomes d'azote situés a proximité du cycle aromatique modifiant I'environnement chimique

de ce dernier. Enfin, "laugmentation de l'intensité du pic a 1720 cm™ caractéristique d’un
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enrichissement en fonctions carboxylique di a I'oxydation du revétement PDA au contact des

ions OCI est également observé.

10 mM en NaOCI

1,6

©
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Figure 21 : Spectres PM-IRRAS d'un revétement PDA-PEI-24h (en noir) avant et (en rouge) apres immersion
dans une solution NaOCl a 10 mM pendant 10 minutes. Les fleches vertes indiquent le pic N-H, les fleches
bleues indiquent le pic C=C et |a fléche noire le pic centré 3 1720 cm™.

2.7 Caractérisation par XPS du film PDA-PEI-CI

La composition élémentaire du revétement PDA-PEI-24h chloré a été déterminée par analyse
XPS (Figure 22) ; le Tableau 8 résume les pourcentages atomiques. Les pics C1s, N1s, Ols et
Cl2p sont détectés sur le spectre général. Les contributions du chlore sont détectées a une
énergie de liaison d'environ 200 eV (CI2p) et 280 eV (ClI2s) (Figure 22 (a)). Le spectre haute
résolution du chlore CI2p représenté sur la Figure 20 (b), présente deux contributions
différentes. La plus intense est détectée a une énergie de liaison de 200,6 eV et 201,3 eV
(Cl2p3/2 et Cl2pi1s2, respectivement) tandis que le deuxieme doublet apparait a une EN
inférieure, 197,4 eV et 198,8 eV. La détection du CI2p a une énergie de liaison d'environ 200,5
eV, nommée Claoo, est attribué a la liaison N-Cl, tandis que la seconde contribution a plus basse
énergie de liaison est attribuée aux atomes de chlore libres. Enfin, le rapport Claoo/N de 0,3

pour ces revétements chlorés révele une quantité 2 fois inférieure au dép6t sans PEI.
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Figure 22 : Caractérisation XPS de surface d’or fonctionnalisé d’un revétement PDA-PEI-24h et apres immersion
dans une solution de NaOCl a 10 mM. (a) spectre général, (b) région de haute résolution du Cl2p.

Tableau 8 : Composition chimique en at% du revétement PDA-PEI-24h-Cl obtenue par analyse XPS et rapport
entre Net Cetentre O et C.

C N o Au Na N/C Cligg Clao  Clzo/N

PDA-PEI-24h-Cl 61,4 13,7 16,4 - 08 0,2 3,2 4,5 0,3

2.8 Quantification des fonctions N-Cl par titrage au
TNB

Tout comme pour les revétements PDA-Cl et PDA-I04-Cl, une quantification des fonctions
chloramine au sein du revétement PDA-PEI-Cl a été menée par un titrage chimique au TNB.

Les résultats de ce dosage sont regroupés sur la Figure 23 et dans le Tableau 10.

La quantité de liaisons N-Cl présente dans le film PDA-PEI-C| a été estimée en tenant compte
d'une épaisseur du film PDA d’environ 100 nm (selon Chapitre Ill), la densité atomique dc; est
égale 3 9,25 10% at.cm™ (Equation 2) soit une densité augmentée de 30% par rapport au
revétement PDA seul. La comparaison de ces densités avec la densité d’azote de la PDA dn=
3,15 10%% at.cm3 en prenant une densité de PDA-PEI de 4,4 g.cm™ (valeur obtenue au cours
du Chapitre Ill) montre que 30 % des atomes d’azote du film sont chlorés, ce résultat confirme

le pourcentage obtenu par XPS (Tableau 9).
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Figure 23 : Mise en évidence des fonctions chloramine par TNB : Images optiques des cuvettes (1 cm)
contenant la solution de TNB aprés 24h d'immersion. (A) solution de TNB non modifiée. Aprés immersion d’un
substrat (B) Au ; (C) film PDA-PEI (D) film PDA-PEI-CI.

Tableau 9 : Absorption de la solution de TNB a 412 nm aprés 24 h d'immersion de divers échantillons, nombre
d'atomes de chlore et densité (Eq.2) de chloramine dans les revétements PDA-PEI et PDA-PEI-Cl estimée par
dosage TNB. Rapport CI/N prenant en compte une densité N de 3,1 102 at.cm3.

A at412 nm Cl (at.) dai (at.cm™3) CI/N
PDA-PEI 0,78 --- ---
PDA-PEI-CI 0,20 9,25 1016 9,25 10% 0,29
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Conclusion

L’étude du suivi de la chloration in situ par QCM complétée par des études ex situ par PM-
IRRAS, XPS et mesure d’angle de contact ont permis de définir les parameétres de chloration
optimaux a savoir les temps de contact et les concentrations en NaOCl, mais aussi d’étudier la
stabilité des différents revétements PDA déposés selon plusieurs voies.

On constate ainsi une chloration réussie pour le revétement PDA-O; présentant une densité
de fonctions N-Cl immobilisées de I'ordre de 3,1 102! at/cm? correspondant a une chloration
de l'ordre de 60% des fonctions amine. Il a également pu étre montré une bromation a
hauteur de 50 % des atomes d’azote contenus dans le film de PDA. D’autre part, on constate
une instabilité plus importante lors d’'un dépdt en Grafting from lors de la chloration révélant
ainsi I'importance des oligomeres formant « un tapis dense » durant les premiéres heures de
polymérisation de la dopamine. Enfin, I’étude de chloration du dép6t multicouche par QCM a
conduit a une plus grande prise de masse par rapport au revétement monocouche passant de
1,8 a 2,3 pyg en analyse QCM. De facon quantitative relative il y aurait ainsi plus de chlore
immobilisé dans la structure du film PDA—multicouche par rapport au film équivalent PDA-O2-
24h. Une quantification par dosage chimique au TNB devra étre menée pour confirmer ce
résultat.

Quant au revétement PDA-IOs présentant une épaisseur plus importante comparé au
revétement classique, a savoir 100 nm, la chloration a permis de fonctionnaliser 34 % des
fonctions amine de la structure. On constate ainsi une immobilisation de CI(+1) 2 fois plus faible
gue pour le revétement conventionnel sans doute du fait de la présence de fonctions N-I au
sein du film PDA. Le dosage chimique par TNB révele quant a lui une immobilisation de 10 %
des fonctions amine un résultat 3 fois plus faible que pour celui obtenu par les analyses XPS.
Enfin, le dernier dépot étudié est le film composite formé de la PDA et de la PEI. Il a été
démontré une plus grande stabilité du revétement permettant une chloration a une
concentration 10 fois plus élevée pour des temps comparables a ceux du revétement PDA
seul. Cela est d(i a la PEl connue pour jouer le role de réticulant au sein de la structure de PDA
permettant ainsi d’obtenir des revétements plus stables. La quantification des fonctions
chloramine par XPS révele une chloration de 30% des fonctions amine, ce résultat est confirmé
par le dosage chimique avec le TNB.
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Nous avons pu mettre évidence dans le Chapitre IV le greffage réussi de chlore sur des atomes
d’azote formant ainsi des fonctions chloramine au sein de structures de PDA (PDA-O; et PDA-
104) et du copolymére PDA-PEI, apres une optimisation des paramétres de la chloration
(temps, concentration en NaOCl). Un premier test de bromation a également été mené pour
le revétement PDA-O; révélant par analyses XPS la présence de brome lié correspondant a 50
% des fonctions amine bromées. Toutefois dans ce chapitre, I'évaluation des propriétés

antibactériennes portera uniqguement sur les revétements chlorés.

Pour rappel, I'effet antibactérien d’un revétement peut étre divisé en 3 grandes classes :
I’effet antiadhésif, I’effet bactéricide et |'effet bactériostatique. Ce dernier effet se manifeste
par une inhibition de la croissance bactérienne sans obligatoirement entrainer la mort
cellulaire??°. Cela signifie que les bactéries sont maintenues dans la phase stationnaire de
croissance. En réalité, il n’y a pas 3 catégories pures de revétements antibactériens (un qui tue
les bactéries ou un autre qui inhibe uniquement leur croissance). Par exemple, la
détermination microbiologique in vitro du caractére bactéricide ou bactériostatique d'un
revétement peut étre influencée par les conditions de croissance, la densité bactérienne, la
durée du test ; la définition clinique est encore plus arbitraire. La plupart des antibactériens

sont décrits comme étant potentiellement a la fois bactéricide et bactériostatique.

Une évaluation du caractere antibactérien global (antiadhésif, bactéricide et bactériostatique)
des revétements chlorés a été menée avec deux souches bactériennes de Gram différents :
Escherichia coli (E. coli) bactérie a Gram négatif (Gram -) et Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis) bactérie a Gram positif (Gram +). Il est important lors de I'étude des propriétés
antibactériennes de tester les deux types de Gram afin d’évaluer de maniére précise le pouvoir
antibactérien du revétement. En effet, comme il a déja été rappelé au cours du Chapitre |, de
par la différence de la structure de la membrane cellulaire des bactéries Gram - et Gram +,
certaines molécules antibactériennes peuvent étre efficaces sur un type de Gram et inactif

pour l'autre classe de Gram.
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Introduction

La contamination bactérienne des surfaces par la formation de biofilm constitue un véritable
enjeu de santé public mais aussi économique et environnemental. Le processus de
développement du biofilm commence aprés la phase de fixation réversible de bactéries
planctoniques. Cela conduit a la création d’'une matrice extracellulaire, I'EPS, protégeant les
bactéries de I'environnement extérieur et source de nutriments, cette étape conduit a une
fixation irréversible des bactéries?3. La structure complexe du biofilm, formant en surface
plusieurs microcolonies différentes, rend les bactéries plus résistantes aux antibiotiques et
aux agents biocides (désinfectants). En effet, la quantité d'antibiotique nécessaire pour
neutraliser les bactéries au sein du biofilm peut étre 100 a 1000 fois plus élevée que pour les
bactéries planctoniques®. Dans la derniére étape du cycle de vie d’un biofilm, une
sursaturation des cellules bactériennes est observée ; les bactéries se (re)dispersent du

biofilm dans la phase liquide.

Il est trés important de développer des stratégies pour controler voire neutraliser le
développement de biofilms durant les toutes premiéres étapes c’est-a-dire lorsque les
bactéries ne sont pas encore fixées de maniére irréversible. En réponse a cela, divers agents
ayant une activité antiadhésive et/ou biocide et/ou bactériostatique ont été développés.
Parmi ces agents, les N-halamines, présentant des liaisons covalentes azote halogene (+l),
suscitent un intérét croissant en raison de leur action biocide efficace contre un large éventail
de microbes. De plus, ces composés présentent de nombreuses caractéristiques uniques,
telles qu’une stabilité sur une large plage de température et d'humidité, une durabilité pour

une utilisation a long terme, et d’étre régénérable grace a un processus de rechloration.

Les différentes propriétés antibactériennes des revétements N-halamine a base de PDA et du

composite PDA-PEI seront présentées, évaluées et discutées dans ce chapitre.
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1. Evaluation des propriétés antiadhésives

Les revétements antiadhésifs visent a empécher la premiere étape de formation de biofilm en
utilisant des mécanismes non cytotoxiques, contrairement aux deux autres formes de
revétements antibactériens (biocide et bactériostatique). La fixation bactérienne a la surface
se produit par plusieurs mécanismes. Le contréle de I'hydrophobicité de la surface, de la
charge, de la rugosité ou encore de la topographie peut réduire considérablement

['attachement des bactéries.

Afin d'évaluer les propriétés antiadhésives des surfaces de PDA chlorées, des suspensions
d'Escherichia coli et de Staphylocoque epidermidis ont été mises en contact avec ces surfaces
et comparées a des controles négatifs, composés, d’'une part, d’'une surface neutre
biocompatible (Thermanox ou TMX) et, d'autre part, des films PDA-O2-3h et PDA-02-24h non

chlorés.

En ce qui concerne les propriétés antiadhésives des films de PDA chlorés, les principaux
résultats sont résumés sur la Figure 1 et les données moyennes sont rapportées dans le
Tableau 1. Les résultats concernant la souche d’E. coli révelent une baisse d’adhérence pour
des revétements PDA-02-3h chlorés et du PDA-02-24h chlorés de plus de la moitié par rapport
a la référence TMX. En prenant le revétement non chloré comme référence, cette baisse est
respectivement de 55% et 33%. Ces résultats montrent clairement qu'apres traitement des
revétements PDA en présence de NaOCl, les densités bactériennes a la surface du revétement
sont plus faibles. En conclusion, la chloration confére un effet antiadhésif vis-a-vis d’une

souche bactérienne a Gram -.

On remarquera une différence d’adhérence entre le revétement PDA-O2-3h et PDA-02-24h,
avec une baisse de 20 % pour le revétement PDA-O2-24h qui peut étre attribuée a la
topographie plus rugueuse de surface de ce dernier due a présence de quelques particules de

PDA en surface (Cf. Chapitre Ill).
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L

Figure 1 : Images de microscopie optique en champ noir aprés 17 h en contact avec E. coli a 10’ UFC/mL a
température ambiante suivies d'une coloration au cristal violet (A) PDA-02-3h, (C) PDA-02-3h-Cl, (B) PDA- 24 et
(D) PDA-02-24h-Cl. Echelle : 500 pum.

Tableau 1 : Nombre moyen d'Escherichia coli comptées sur une image de microscopie optique (sur 20 champs)
(x50), écart-type (o) et densité bactérienne calculée, sur divers échantillons aprés incubation a température
ambiante pendant 17 h en présence de 10° UFC/mL.

PDA-O2- PDA-O2- PDA-O2-

Echantillon TMX PDA-02-3h 3h-Cl »4h 24h-Cl
Densité bactérienne /cm? 970 970 540 770 520
c 78 76 59 75 51
% adhérence 0 0 0 0
(Ref. : TMX) 100% 55% 79% 53%
% adhérence
(Ref. : PDA-02-3h /PDA- - -- 55% - 67%

02-24h)
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2. Evaluation des propriétés bactéricides

A ce jour, le mécanisme biocide des N-halamines peut étre divisé en deux voies principales :
(i) la voie par contact, qui fait appel a un transfert direct d'halogene oxydant (X(I+)) des N-
halamines vers les récepteurs bactériens® et (ii) la voie de libération, qui est la dissociation
des halogénes des N-halamines en solution avec inactivation ultérieure’. Dans I'étude des
mécanismes antibactériens des N-halamines, certains groupes de chercheurs ont pu mettre
en évidence la voie par contact sans libération d’halogéne dans le milieu, tandis que d'autres
ont pu montrer une libération. Ici une évaluation du pourvoir bactéricide accompagnée d’une
étude du mécanisme d’action des revétements N-halamine suivants : PDA-O,-Cl, PDA-104-Cl

et PDA-PEI-Cl ont été menées. Pour cela deux types de test ont été employés :

e Untest de relargage ou test du halo d’inhibition permettant I'étude de la libération de
chlore dans le milieu environnant
e Un deuxiéme test dit test du Killing dans lequel I'effet biocide/bactéricide des

revétements.

2.1 Le test du relargage ou halo d’inhibition

Un des mécanismes biocides des N-halamines généralement cité s’effectue par dissociation
de I’halogene (+I) dans le milieu conduisant a I'inactivation ultérieur des bactéries. Le test de
la zone d'inhibition permet de mettre en évidence ce mode d’action des N-halamines®1°. Pour
cela, 100 pL d’une suspension bactérienne E. coli ou S. epidermidis a une concentration de 10’
d’unité formant colonie (UFC)/mL ont été déposés sur des boites de Petri contenant un
mélange d'agar et du milieu nutritif correspondant a la souche bactérienne testée, a savoir
Luria-Bertani (LB) pour E. coli ATCC3 25922 et Mueller-Hinton (MH) pour S. epidermidis CIP*
6821 et CIP 104777. Les revétements N-halamine PDA-O,-Cl, PDA-I04-Cl et PDA-PEI-CI
obtenus ont été ensuite déposés sur ces milieux nutritifs puis incubés a 37°C pendant 17 h. A

titre de comparaison, un substrat d’or nu et les revétements non chlorés correspondants ont

3 ATCC : American Type Culture Collection
4 CIP : Collection Institut Pasteur
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également été intégrés a I’étude comme contréle négatif. Les résultats du test sont présentés

sur la Figure 2.

On constate qu’aucune zone aseptique, qui résulterait de la diffusion du chlore, n’est
observée. Il semblerait donc que le mode d’action antibactérien ne soit pas par relargage de

chlore dans le milieu environnant le revétement.

E. coli S. epidermidis

Figure 2 : Test de relargage ou halo d’inhibition vis-a-vis des souches E. coli et S. epidermidis.
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2.2 Letest de Killing

D’aprés I'étude précédente du halo inhibition, il semblerait que les différents revétements N-
halamine étudiés ne montrent pas un mode d’action par relargage de chlore dans le milieu
environnant. Comme il a été décrit précédemment, les agents antibactériens actifs par contact
désignent les biocides qui inactivent les bactéries au contact tout en étant liés aux surfaces.
Le mécanisme de mise a mort par contact implique le transfert direct d'un halogene actif a
partir de fonctions haloamine aux cellules bactériennes. De cette fagon, I'action
antibactérienne se produit sans la dissociation de I'halogéne des liaisons N-Cl. Les N-halamines

avec les liaisons N-X stables conviennent mieux a la destruction par contact.

Une évaluation de I'effet biocide des revétements a été menée vis-a-vis de trois souches
bactériennes : une souche Gram - E. coli et deux souches Gram + S. epidermidis CIP 6821 ne

produisant pas de biofilm et S. epidermidis CIP 104777 pouvant en produire.

Les activités biocides ont été évaluées par un test dit de Killing dont le protocole détaillé est
décrit dans le Chapitre Il. Brievement, une quantité fixée de bactéries a été déposée sur les
différentes surfaces dans un milieu physiologique et a température ambiante. Dans ces
conditions, il est important de garder a I'esprit que les bactéries ne peuvent pas se développer
et donc le nombre de bactéries comptées ensuite sur des boites de Petri permet d'évaluer la
viabilité au contact des surfaces. De nouveau, un contréle négatif a été utilisé pour estimer

cette viabilité bactérienne, I'inoculum et les films non chlorés correspondants.

2.1.1 Souche bactérienne E. coli

2.1.1.1 Revétement PDA-O,-Cl

Il a été montré précédemment que le revétement PDA-O,-24h présente des propriétés
antiadhésives vis-a-vis de la souche E. coli a hauteur de 20% contrairement a une absence
d’effet antiadhésif pour le dépot de 3h. Ce taux augmente apres chloration pour atteindre
47% et 55% pour le revétement PDA-O2-3h-Cl mettant en avant un effet antiadhésif des

fonctions haloamine.
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Les propriétés biocides des revétements chlorés PDA-O2-3h-Cl et PDA-0O2-24h-Cl ont été
évaluées a travers un test en sandwich effectué en triplicata (Cf. Chapitre Il). Les résultats sont

présentés sur la Figure 3 et les données moyennes sont rapportées dans le Tableau 2.

Figure 3 : Photographies de plaques d'agar-LB présentant les résultats du test de Killing a une dilution de 10°
UFC/mL. (A) Inoculum E. coli, (B et D) revétements PDA-O2-3h et PDA-02-24h respectivement et (C et E)
revétement PDA-02-3h-Cl et PDA-02-24h-Cl respectivement, aprés 3 h en contact avec Escherichia coli a une
concentration initiale de 107 UFC/mL.

Tableau 2 : Moyenne d’UFC/mL d'Escherichia coli apreés le test de Killing les revétements PDA-O2-3h, PDA-O:-
24h et revétements PDA-02-3h chloré et PDA-O2-24h chloré.

Inoculum PDA-O>-3h PDA-0:-3h-Cl PDA-0:-24h  PDA-0,-24h-Cl

Echantillon
2,5 107 4,66 10° 3,84 10° 3,58 10° 2,36 10°
UFC/mL
(+6,110% (+4,110% (+1,310% (+4,6 10°) (+2,7 10°)
% Killing / Inoculum - 98,1 % 98,4 % 98,5 % 99,0 %
% Killing / PDA -- -- 17,5% -- 34,0%
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Les 2 échantillons de PDA non chlorés, 3h et 24h, conduisent a une réduction de bactéries
viables de 98% par rapport a lI'inoculum. Ainsi, le revétement PDA présente, seul, une activité
antibactérienne, cette propriété a déja été rapportée par Lei et al.!! et Igbal et al.*?. En plus
de cet effet antibactérien d( au revétement lui-méme, la chloration conduit a une
augmentation de 18% de I'activité antimicrobienne pour le film PDA-O-3h-Cl et jusqu'a 34%
pour le revétement PDA-0;-24h-Cl comparé a leur homologue non chloré. La combinaison des
deux effets antimicrobiens (antiadhésif et biocide) conduit a une réduction de la viabilité
bactérienne de plus de 99,0% pour le revétement chloré PDA-O;-3h-Cl et 99,5% pour le film

chloré PDA-0;-24h-Cl en comparaison avec l'inoculum.

Suite a ces résultats, le revétement PDA-O;-24h semble présenter les meilleurs effets
antibactériens, ainsi dans la suite de cette étude, uniquement le revétement PDA-0,-24h sera

étudié, il sera renommé PDA-O..

2.1.1.2 Revétement PDA-10,-Cl

De méme, le test de viabilité bactérienne a été mené sur les revétements PDA-104" et PDA-104
Cl, les résultats sont présentés sur la Figure 4 et les données moyennes rapportées dans le

Tableau 3.

Pour le revétement non chloré, les résultats du test de la viabilité révelent une réduction de
bactéries viables de 73,4% par rapport a l'inoculum. La PDA-IO4 présente également tout
comme le revétement PDA-O; une activité biocide mais qui semble moindre. En plus de cet
effet biocide du revétement non chloré, la chloration conduit a une augmentation de 91,4 %

de l'activité antimicrobienne.
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Figure 4 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test de Killing a une dilution de
10* UFC/mL. (A) Inoculum E. coli, (B) revétements PDA-I04 et (C) PDA-I04-Cl, aprés 3 h en contact avec
Escherichia coli & une concentration initiale de 107 UFC/mL. (D) Viabilité bacétrienne estimée aprés le test de
Killing vis-a-vis de I'inoculum E. coli et du revétement PDA-104 non chloré.

Tableau 3 : Moyenne d’UFC/mL d'Escherichia coli aprés le test de Killing les revétements PDA-O2-3h, PDA-104

et PDA-104-Cl.
Echantillon Inoculum PDA-104 PDA- 104-Cl
2,0 107 5,110° 4,4 10°
UFC/mL
(£2,210°) (+8,510% (+2,910°)
% Killing / Inoculum -- 73,4 97,7
% Killing / PDA-104 -- -- 91,4
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2.1.1.3 Revétement PDA-PEI-CI

Nous passons maintenant au dernier revétement étudié qui est le composite PDA-PEI-CI. Le

méme protocole du test de Killing a été mené et les résultats sont regroupés sur la Figure 5 et

dans le Tableau 4.
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Figure 5 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test de Killing a une dilution de

10*UFC / mL. (A) Inoculum E. coli, (B) revétements PDA-PEI et (C) revétement PDA-PEI-CI, aprés 3 h en contact

avec E. coli a une concentration initiale de 10° UFC/mL. (D) Viabilité bactérienne estimée aprés le test de Killing
vis-a-vis de I'inoculum E. coli et du revétement PDA-PEI non chloré.
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Tableau 4 : Moyenne d’UFC/mL d'Escherichia coli apreés le test de Killing des revétements PDA-PEI et PDA-PEI-

Cl.
Echantillon Inoculum PDA-PEI PDA-PEI-CI
2,9 10° 1,5 108 8,6 10*
UFC/mL
(£9,0 10°) (+ 4,0 10°) (+1,310%
% Killing / Inoculum -- 48,9 97,4
% Killing / PDA-PEI -- -- 86,2

On observe une diminution de la viabilité bactérienne du revétement PDA-PEI de 49 % environ
par rapport a l'inoculum témoignant d’une activité antibactérienne, cette activité semble
moins importante que pour le revétement PDA seul. La chloration conduit quant a elle a une
augmentation de 86,2 % de |'activité biocide amenant a une activité de Killing du revétement

chloré de 97,4 %.

2.1.2 Souches bactériennes S. epidermidis

L'évaluation des propriétés biocides des revétements N-chloramine présentée
précédemment révele une activité biocide de plus de 97 % vis-a-vis de la souche bactérienne
a Gram-négatif E. coli. Pour compléter cette évaluation, un test de viabilité bactérienne des
revétements PDA-O,-Cl, PDA-IO4-Cl et PDA-PEI-Cl vis-a-vis d’'une souche bactérienne a Gram-

positif, Staphylocoque epidermidis, a été mené.

Il existe différentes souches de S. epidermidis, pour cette étude deux ont été testées : une ne
produisant pas de biofilm, comme E. coli, référencée CIP 6821 et une en produisant référencée

CIP 104777.
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2.1.2.1 Revétement PDA-O,-Cl

2.1.2.1.1 Souche bactérienne S. epidermidis CIP 104777

Le revétement non chloré PDA-O; conduit a une réduction de bactéries viables de 70% par
rapport a l'inoculum, mais cette réduction semble moins importante (70% contre 99%). En
plus de cet effet antibactérien apporté par le revétement non chloré, la chloration permet une
augmentation de 54% de I'activité antimicrobienne (Figure 6 et Tableau 5). On constate ainsi
une différence d’activité biocide du revétement entre la souche S. epidermidis CIP 104777 et

E. coli, le revétement semble plus efficace vis-a-vis de cette derniére.
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Figure 6 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test de Killing a une dilution de
10*UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 104777, (B) revétements PDA-O; et (C) revétement PDA-O,-Cl,
aprés 3 h en contact avec S. epidermidis CIP 104777 a une concentration initiale de 10® UFC/mL. (D) Viabilité
bactérienne estimée apres le test de Killing vis-a-vis de I'inoculum S. epidermidis CIP 104777 et du revétement
PDA-O2non chloré.
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Tableau 5 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 104777 apres le test de Killing des revétements PDA-O; et

PDA-0,-Cl.
Echantillon Inoculum PDA-0, PDA-0O,-Cl
8,3 10° 2,5 10° 1,1 1086
UFC/mL
(+1,6 10°) (+1,9 10°) (#1,2 10°)
% Killing/ Inoculum -- 70,1 86,0
% Killing / PDA-O> - - 54,2

2.1.2.1.2 Souche bactérienne S. epidermidis CIP 6821

Concernant maintenant le test de Killing vis-a-vis de la souche S. epidermidis CIP 6821, le
revétement non chloré PDA-O;, ne semble présenter qu’un faible effet biocide d’environ 5 %.
Néanmoins, on constate que la chloration entraine une augmentation d’environ 60 % de

I'activité antimicrobienne par rapport au film non chloré (Figure 7 et Tableau 6).

Figure 7 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test de Killing a une dilution de
10* UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 6821, (B) revétements PDA-O: et (C) revétement PDA-O>-Cl, aprés
3 h en contact avec S. epidermidis CIP 6821 & une concentration de 107 UFC/mL.
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Tableau 6 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 6821 apres le test de Killing des revétements PDA-O, et PDA-O,-Cl.

Echantillon Inoculum PDA-O; PDA-O>-Cl
1,4 107 1,110’ 4,6 10°
UFC/mL
(+1,2108) (9,0 10%) (+1,210°)
% Killing/ Inoculum -- 5,3 70,0
% Killing / PDA-O> -- -- 59,4

On constate ainsi une différence d’activité biocide du revétement chloré entre les souches S.
epidermidis et E. coli, le revétement semble plus efficace vis-a-vis de cette derniere. Une
différence d’activité bactérienne est également observée entre les deux souches S.
epidermidis, le revétement non chloré ne présentant pas d’activité vis-a-vis de la souche
produisant des biofilms, en revanche, le revétement chloré semble quant a lui présenter la

méme activité vis-a-vis des deux souches.

2.1.2.2 Revétement PDA-10,-Cl

Le revétement PDA-104-Cl a été testé uniquement vis-a-vis de la souche S. epidermidis CIP
6821. Les résultats du test de Killing révélent un léger effet biocide du revétement PDA-104
conduisant a une réduction de la viabilité bactérienne a hauteur de 30 % par rapport a
I'inoculum ; cette réduction semble moins importante que vis-a-vis de la couche E. coli (30 %
contre 73 %). En revanche, on constate suite a la chloration une augmentation d’environ 77 %
de l'activité antimicrobienne (Figure 8 et Tableau 7). On observe que le revétement PDA-104-
Cl présente une meilleure activité biocide vis-a-vis de la souche E. coli (91 %) par rapport a la

souche S. epidermidis CIP 6821.
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Figure 8 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test de Killing a une dilution de
10* UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 6821, (B) revétements PDA-IO4 et (C) revétement PDA-104-Cl,
aprés 3 h en contact avec S. epidermidis CIP 6821 & une concentration de 107 UFC/mL.

Tableau 7 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 6821 apres le test de Killing des revétements PDA-I04 et

PDA-104-Cl.
Echantillon Inoculum PDA-104 PDA-104-Cl
1,5 10’ 1,110’ 2,6 10°
UFC/mL
(1,1 109 (+ 8,5 10°) (£ 3,6 10°)
% Killing/ Inoculum -- 28,0 83,0
% Killing / PDA-104 -- -- 76,6

2.1.2.3 Revétement PDA-PEI-C|

2.1.2.3.1 Souche bactérienne S. epidermidis CIP 104777

Le revétement non chloré PDA-PEI révele une activité biocide de 70 % par rapport a l'inoculum
tout comme le revétement PDA seul, cette activité est plus élevée que face a la souche E. coli
(70 % contre 49 %). La chloration entraine quant a elle une augmentation de 75 % de I'activité
antimicrobienne (Figure 9 et Tableau 8) amenant a une activité antibactérienne de 93 % pour
le revétement chloré. On remarque ainsi une similitude d’activité biocide du revétement entre
les souches bactériennes S. epidermidis et E. coli, on retrouve en effet un pouvoir biocide

autour de 95 % vis-a-vis de ces deux souches.
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Figure 9 : Photographies de plaques d'agar présentant les résultats du test de Killing a une dilution de 10*
UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 104777, (B) revétements PDA-PEI et (C) PDA-PEI-CI, aprés 3 h en
contact a 37°C avec S. epidermidis CIP 104777 a une concentration de 10 UFC/mL. Viabilité bactérienne

estimée apres le test de Killing vis-a-vis de I'inoculum S. epidermidis et du revétement PDA-PEI non chloré.
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Tableau 8 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 104777 apreés le test de Killing des revétements PDA-PEI

et PDA-PEI-CI.
Echantillon Inoculum PDA-PEI PDA-PEI-CI
8,3 10° 2,5 10° 6,110°
UFC/mL
(+1,6 10°) (+1,6 10°) (+1,110°)
% Killing / Inoculum -- 70,2 93,3
% Killing / PDA-PEI - - 75,1

2.1.2.3.2 Souche bactérienne S. epidermidis CIP 6821

Enfin, le revétement non chloré PDA-PEI, révéle une activité biocide de 20 % par rapport a
I'inoculum, activité légerement supérieure par rapport au revétement PDA seul, cette activité
est beaucoup plus faible que face a la souche S. epidermidis CIP 104777 et la souche E. coli ;
pour rappel cette baisse est également constatée pour les 2 autres revétements. La chloration
amene quant a elle une augmentation de 60 % de I'activité antimicrobienne (Figure 10 et
Tableau 9) conduisant a une activité antibactérienne de 67 % pour le revétement chloré. On
remarque ainsi une nette baisse de I’activité biocide du revétement chloré entre la souche S.

epidermidis CIP 6821 et les souches E. coli et S. epidermidis CIP 104777.
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Figure 10 : Photographies de plaques d'agar présentant les résultats du test de Killing a une dilution de 10*
UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 6821, (B) revétements PDA-PEI et (C) PDA-PEI-CI, aprés 3 h en contact
a 37°Cavec S. epidermidis CIP 6821 a une concentration de 107 UFC/mL. Viabilité bactérienne estimée apreés le

test de Killing vis-a-vis de I'inoculum S. epidermidis et du revétement PDA-PEI non chloré.

Tableau 9 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 6821 apres le test de Killing des revétements PDA-PE| et

PDA-PEI-CI.
Echantillon Inoculum PDA-PEI PDA-PEI-CI
1,5 107 1,2 107 5,1 10°
UFC/mL
(+1,1109) (+ 1,0 109) (+7,4 10°)
% Killing / Inoculum -- 19,0 66,6
% Killing / PDA-PEI - - 58,7

2.3 Conclusion

Ainsi, les tests microbiologiques menés sur la souche E. coli montrent tout d’abord pour le
revétement PDA-O,, que les films PDA chlorés sont capables de réduire I'adhérence d'E. coli
jusqu'a 45 % par rapport a une surface biocompatible (TMX), tandis que dans le méme temps
la viabilité bactérienne est réduite de 99% sur le revétement de PDA chloré vis-a-vis de
I'inoculum, 86 % face a la souche S. epidermidis CIP 104777 et 70 % contre la souche S.
epidermidis CIP 6821. Le revétement PDA-ClI révele ainsi une meilleure activité

antibactérienne vis-a-vis d’'une souche Gram - (Tableau 10).
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Pour le revétement PDA-IO4, la chloration améne a une augmentation de I'effet biocide de 91
% amenant a une activité antibactérienne de 97 % pour la souche E. coli. De méme, pour la
souche S. epidermidis CIP 6821 une augmentation de 78 % de I'effet biocide est observée pour

le revétement chloré par rapport au revétement non chloré (Tableau 10).

Enfin, pour le revétement composite PDA-PEI, la chloration apporte une diminution de la
viabilité bactérienne de 86 % par rapport au revétement non chloré conduisant a une activité
biocide du revétement chloré de 97 % face a la souche E. coli et également de 93 % vis-a-vis
de la souche S. epidermidis CIP 104777, en revanche on observe uniquement une activité
biocide de 67 % pour la souche S. epidermidis CIP 6821. Une activité antibactérienne
comparable entre les deux types de bactérie (Gram + et Gram -) est observée pour le

revétement PDA-PEI-CI (Tableau 10).

Ainsi, au vu des résultats, il semblerait que les revétements PDA-O,-Cl et PDA-PEI-CI
présentent les meilleures activités antibactériennes vis-a-vis des deux types de souche

bactérienne testés.

Tableau 10 : Tableau récapitulatif des résultats des tests de Killing.

PDA PDA-0,-Cl PDA-I04 PDA-10,-Cl PDA-PEI PDA-PEI-CI
Référence Inoculum | Inoculum PDA Inoculum | Inoculum PDA Inoculum |Inoculum PDA
E. coli
99,5 % 99,0 % 34,0% 73,4 % 97,7 % 91,4% 48,9 % 97,4 % 86,2 %
ATCC 25922
S. epidermidis
53% 70,0 % 59,4 % 28,0% 83,0% 76,6 % 19,0 % 66,6 % 58,7 %
CIP 6821
S. epidermidis
70,1 % 86,0 % 54,2 % _ _ _ 70,2 % 93,3 % 75,1 %
CIP 104777
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3. Evaluation des propriétés bactériostatiques

On ne connait des fonctions haloamine qu’un effet biocide, comme présenté dans I'étude
précédente, il nous a paru intéressant de tester également les propriétés bactériostatiques du
revétement N-halamine car trés peu d’études les mentionnent. A notre connaissance, seuls
les travaux de Qu et al. ont pu mettre en avant un effet bactériostatique du chitosan

renfermant des fonctions N-C|.13

L'effet bactériostatique consiste en un ralentissement de la croissance bactérienne, il peut
étre évalué par le test sandwich (Cf. Chapitre 1), tout comme pour le test de Killing, mais en
se placant en condition de croissance bactérienne, c’est-a-dire a 37°C et dans un milieu dit
riche (i.e. contenant des nutriments) dans lequel les bactéries peuvent se multiplier. Dans
cette étude, I'inhibition de croissance a été évaluée vis-a-vis des souches bactériennes E. coli
et S. epidermidis CIP 6821, deux souches ne produisant pas de biofilm. Ce qui sera ainsi évalué
est le pourcentage d’inhibition de la croissance bactérienne par rapport a l'inoculum et au
revétement non chloré correspondant, aprés comptage des bactéries viables sur plaques

d’agar-LB ou agar-MH suivant la souche bactérienne étudiée.

3.1 Revétement PDA-O,-Cl

3.1.1 Souche bactérienne E. coli

Les propriétés bactériostatiques des revétements PDA-O; et PDA-0;-Cl vis-a-vis de la souche
E. coli ont été évaluées a travers un test en sandwich effectué en triplicata. Les résultats sont

présentés sur la Figure 11 et les données moyennes sont rapportées dans le Tableau 11.

On remarque que le revétement non chloré PDA-O;, conduit a une inhibition de la croissance
bactérienne de 95 % par rapport a l'inoculum. Ainsi en plus de propriétés biocides, le
revétement non chloré présente également un effet bactériostatique important. La chloration
entraine également une augmentation de 75 % de |'activité bactériostatique par rapport au

revétement non chloré, conduisant a une inhibition de la croissance bactérienne de 99 % au
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regard de I'inoculum. On constate ainsi que les fonctions haloamine, en plus d’un effet biocide
déja montré, conférent au revétement des propriétés bactériostatiques importantes, de

I'ordre de 99 %.

Figure 11 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test d’inhibition a une dilution
de 10* UFC/mL. (A) Inoculum E. coli, (B) revétements PDA-O; et (C) PDA-O»-Cl, aprés 3 h en contact a 37°C avec
E. coli a une concentration de 108 UFC/mL.

Tableau 11 : Moyenne d’UFC/mL d’Escherichia coli apreés le test d’inhibition des revétements PDA-O; et PDA-

0,-Cl.
Echantillon Inoculum PDA-0O PDA-0,-Cl
6,5 108 3,3 107 8,1 10°
UFC/mL
(+1,5108) (£ 5,5 109) (+ 6,3 109)
% inhibition / Inoculum -- 95,0 99,0
% inhibition / PDA-O; -- -- 75,0

3.1.2 Souche bactérienne S. epidermidis CIP
6821

Evaluons maintenant les propriétés bactériostatiques des revétements PDA-O; et PDA-0,-Cl
vis-a-vis de la souche Gram + S. epidermidis CIP 6821. Les résultats sont présentés sur la Figure

12 et les données moyennes sont rapportées dans le Tableau 12.
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Les résultats exhibent pour le revétement non chloré PDA-O3, une inhibition de la croissance
bactérienne de 87 % par rapport a I'inoculum révélant ainsi un effet bactériostatique de ce
film vis-a-vis de la souche S. epidermidis CIP 6821. La chloration quant a elle conduit a une
augmentation de 73,0 % de l'activité bactériostatique par rapport a son homologue chloré,
amenant a une inhibition de la croissance bactérienne de 98,3 % par rapport a I'inoculum, une
activité antibactérienne similaire a celle observée vis-a-vis la souche E. coli. Ainsi le
revétement PDA-0,-Cl, en plus de présenter un effet bactériostatique contre la souche E. coli,
présente également des propriétés d’inhibition de croissance importantes (99 %) contre la

souche S. epidermidis CIP 6821.

Figure 12 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test d’inhibition a une
dilution de 10% UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 6821, (B) revétements PDA-O; et (C) PDA-O»-Cl,
aprés 3 h en contact a 37°C avec S. epidermidis CIP 6821 & une concentration de 10° UFC/mL.

Tableau 12 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 6821 aprés le test d’inhibition des revétements PDA-O:

et PDA-0,-Cl.
Echantillon Inoculum PDA-O; PDA-0O,-Cl
1,6 10° 1,0 108 2,7 107
UFC/mL
(+ 1,2 108) (3,0 107) (£ 9,3 100)
% inhibition / Inoculum -- 93,7 98,3
% inhibition / PDA-O; -- -- 73,0
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3.2 Revétement PDA-10,-Cl

Les propriétés bactériostatiques des revétements PDA-104 et PDA-I04-Cl ont été évaluées
uniquement vis-a-vis de la souche S. epidermidis CIP 6821 a travers un test en sandwich
effectué en triplicata. Les résultats sont présentés sur la Figure 13 et les données moyennes

sont rapportées dans le Tableau 13.

On constate que le revétement non chloré révele une inhibition de la croissance bactérienne
de 94 % par rapport a l'inoculum. Ainsi tout comme pour le revétement PDA-O,, le revétement
non chloré semble présenter un effet bactériostatique. La chloration du revétement et donc
I'introduction de fonctions chloramine au sein de la structure conduit a une augmentation de
56 % de I'activité bactériostatique soit a une inhibition de la croissance bactérienne de 99,3 %
en comparaison a l'inoculum. Ainsi tout comme pour le revétement PDA-O,-Cl, le film PDA-
I04-Cl arbore, en plus d’un effet biocide déja démontré précédemment, des propriétés

bactériostatiques élevées (plus de 99 %).

Figure 13 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test d’inhibition a une dilution de 10°®
UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 6821, (B) revétements PDA- 104 et (C) PDA- 104-Cl, aprés 3 h en
contact a 37°C avec S. epidermidis CIP 6821 & une concentration de 10° UFC/mL.
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Tableau 13 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 6821 apres le test d’inhibition des revétements PDA-104

et PDA-104°Cl.
Echantillon Inoculum PDA-I04 PDA-104-Cl
1,6 10° 2,7 107 1,2 10’
UFC/mL
(1,2 109) (9,8 10°) (£ 5,7 10°)
% inhibition / Inoculum -- 93,8 99,3
% inhibition / PDA-104 -- -- 55,5

3.3 Revétement PDA-PEI-CI

3.3.1 Souche bactérienne E. coli

Les propriétés bactériostatiques des revétements PDA-PEI et PDA-PEI-Cl ont été évaluées vis-
a-vis de la souche E. coli a travers un test en sandwich effectué en triplicata. Les résultats sont

présentés sur la Figure 14 et les données moyennes sont rapportées dans le Tableau 14.

Les résultats révelent tout d’abord que le revétement non chloré PDA-PEI ne conduit pas a
une inhibition de la croissance bactérienne par rapport a l'inoculum. Il semblerait donc que
I'ajout du PEl inhibe I'effet de réduction de la croissance bactérienne mis en évidence
précédemment pour le revétement PDA seul. La chloration apporte quant a elle une
augmentation de 99 % de I'activité antimicrobienne par rapport au revétement non chloré
(Figure 14 et Tableau 14) amenant a une activité bactériostatique de 98 % pour le revétement
chloré par rapport a l'inoculum. En effet, comme on peut I'observer sur la Figure 14, se plagant
a une dilution de 10* UFC/mL, on constate une absence de pousse bactérienne pour le
revétement PDA-PEI-CI, révélant ainsi une concentration de bactéries revivifiables recueillies
plus basse aprés contact avec les revétements N-chloramine. Ce résultat confirme ainsi
I'observation précédente a savoir une activité bactériostatique démontrée des fonctions

chloramine.
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Figure 14 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test d’inhibition a une dilution
de 10* UFC/mL. (A) Inoculum E. coli, (B) revétements PDA-PEI et (C) PDA-PEI-CI, aprés 3 h en contact a 37°C
avec Escherichia coli a une concentration de 10’UFC/mL.

Tableau 14 : Moyenne d’UFC/mL d’Escherichia coli aprés le test d’inhibition des revétements PDA-PEI et PDA-

PEI-Cl
Echantillon Inoculum PDA-PEI PDA-PEI-CI
3,110’7 3,5 107 3,510°
UFC/mL
(+2,410°) (+ 8,0 10°) (+ 6,0 10°)
% inhibition / Inoculum -- -12,0 98,0
% inhibition / PDA-PEI -- -- 99,0

3.3.2 Souche bactérienne S. epidermidis CIP
6821

Evaluons maintenant les propriétés bactériostatiques des revétements PDA-PEI et PDA-PEI-CI
vis-a-vis de la souche S. epidermidis CIP 6821 par un test en sandwich effectué en triplicata.

Les résultats sont présentés sur la Figure 15 et les données moyennes sont rapportées dans le

Tableau 15.

215



CHAPITRE V
Evaluation des propriétés antibactériennes des revétements PDA et PDA-PEI aprés un traitement
d’halogénation des fonctions amine

On remarque que le revétement composite non chloré PDA-PEI montre une inhibition de la
pousse bactérienne de 96,6 % par rapport a I'inoculum. Ces données confirment qu’en plus
de propriétés biocides, le composite non chloré présente également un effet bactériostatique.
La chloration permet une augmentation de 52,0 % de |'activité bactériostatique conduisant a
une inhibition de la croissance bactérienne de 98,3 %, activité similaire vis-a-vis de la souche
E. coli. On constate ainsi que les fonctions chloramine conduisent, en plus d’un effet biocide

déja montré, a des propriétés bactériostatiques importantes (98 %).

Figure 15 : Photographies optiques de plaques d'agar présentant les résultats du test d’inhibition a une dilution
de 10° UFC/mL. (A) Inoculum S. epidermidis CIP 6821, (B) revétements PDA-PEI et (C) PDA-PEI-CI, aprés 3 h en
contact a 37°C avec S. epidermidis a une concentration de 10° UFC/mL.

Tableau 15 : Moyenne d’UFC/mL de S. epidermidis CIP 6821 apreés le test d’inhibition des revétements PDA-PEI
et PDA-PEI-CI.

Echantillon Inoculum PDA-PEI PDA-PEI-CI
1,6 10° 5,4 107 2,6 107
UFC/mL
(+1,210%) (£ 5,3 10°) (£ 5,2 10°)
% Inhibition / Inoculum -- 96,0 97,7
% Inhibition / PDA-PEI -- -- 51,9
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3.4 Conclusion

En conclusion des tests, on peut affirmer un mode d’action antibactérien des fonctions
chloramine immobilisées dans les revétements testés par inhibition de la croissance
bactérienne vis-a-vis des souches Gram + ou Gram — (Tableau 16).

En effet, nos études montrent une croissance bactérienne réduite de 99 % sur le revétement
de PDA chloré vis-a-vis de la souche E. coli, et de 98 % contre la souche S. epidermidis CIP 6821.
Le revétement PDA-CI révele ainsi une activité antibactérienne comparable pour ces deux
souches.

Pour le revétement PDA-IOs4, la chloration améne a une augmentation de Ieffet
bactériostatique de 55 % conduisant a une activité antibactérienne de 99 % vis-a-vis de la
souche S. epidermidis CIP 6821.

Enfin, pour le revétement composite PDA-PEI, la chloration apporte une activité inhibitrice de
la croissance bactérienne a hauteur de 99 % par rapport au revétement non chloré conduisant
a une activité biocide du revétement chloré de 98 % face a la souche E. coli et également de
98 % vis-a-vis de S. epidermidis CIP 6821. Une activité antibactérienne comparable pour les

deux types de bactérie est observée pour le revétement PDA-PEI-CI.

Ainsi, au vu des résultats, il semblerait que les revétements PDA-0,-Cl et PDA-PEI-CI

présentent des activités bactériostatiques comparables.

Tableau 16 : Tableau récapitulatif des résultats des tests d’inhibition de la croissance bactérienne.

PDA PDA-0>-Cl PDA-I04 PDA-104-Cl PDA-PEI PDA-PEI-CI

Référence Inoculum |Inoculum PDA Inoculum |Inoculum PDA | Inoculum Inoculum PDA
E. coli
95,0 % 99,0 % 75,0 % - - - 12,0% 98,0% 99,0%
ATCC 25922
S. epidermidis

93,7 % 98,3 % 73,0% 93,8 % 993% 555% | 96,0% 97,7% 51,9%

CIP 6821
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Conclusion

En conclusion, I’évaluation des propriétés antibactériennes des fonctions chloramine révele
un effet antiadhésif du revétement PDA a hauteur de 45 % de réduction de I'adhérence
bactérienne face a la souche E. coli par rapport a une surface non chlorée (Figure 16).
L’étude des propriétés biocides des revétements chlorés révele quant a elle une augmentation
de I'effet bactériostatique comparé au revétement non chloré allant de 34 % pour le
revétement PDA-O;a 91 % pour le revétement PDA-104" vis-a-vis de la souche E. coli, et allant
a 54 % (pour le revétement PDA-O3) a 75 % (pour le revétement PDA-PEI) vis-a-vis de la souche
S. epidermidis CIP 6821. On retrouve ainsi des taux de réduction de viabilité bactérienne par
rapport a I'inoculum pour les revétements chlorés allant de 86,0 % a plus de 99,5 %. Au vu de
ces résultats, les revétements PDA-O,-Cl et PDA-PEI-Cl semblent apporter la meilleure réponse
biocide (Figure 16).

Cette étude a également permis de mettre en évidence un effet bactériostatique des
revétements chlorés avec une activité d’inhibition de croissance de plus de 98 %, ce sont
encore la les revétements PDA-O,-Cl et PDA-PEI-Cl qui présentent les plus hauts taux
d’inhibition de croissance (Figure 16).

Enfin, il a été démontré que les revétements PDA (PDA-O; et PDA-104") présentent a eux seuls
un effet antiadhésif a hauteur de 18 %, bactéricide (de 70 % a 99 %) et bactériostatique (95 %
d’inhibition de croissance). En revanche il a été constaté que l'ajout de PEl amenait une
annulation de cet effet bactériostatique du revétement PDA.

Ainsi, il apparait que le revétement PDA-O>-Cl présente la meilleure réponse
antibactérienne vis-a-vis des deux types de souche bactérienne testés en termes d’anti-

adhérence, de propriétés bactéricides et bactériostatiques.
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Figure 16 : Schéma bilan présentant les revétements offrant les meilleurs effets antiadhésifs, bactériostatiques

et bactéricides.
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Ce projet de these s’inscrit dans le contexte de la lutte contre la biocontamination de surface
par le développement de stratégies novatrices pour protéger les surfaces de matériaux. En
effet, ce phénomene constitue un enjeu socioéconomique important qui a de nombreuses
conséquences touchant différents domaines a travers les infections nosocomiales et
alimentaires, la détérioration des matériaux, les dégradations des structures ou encore le
phénoméne de biodégradation. Pour lutter contre ces problemes de biocontamination,
I"utilisation massive de produits biocides nocifs pour I'environnement et contribuant a
I’évolution croissante de résistance bactérienne aux antibiotiques sont des conséquences
négatives indirectes de ce phénomeéne. La mise en place de solutions préventives et

écologiques est souvent mise a mal par la complexité de leur mise en ceuvre et leur co(t élevé.

L'innovation proposée dans cette étude repose sur |'utilisation de revétements N-halamine a
base de polydopamine (PDA); les N-halamines étant connus pour leur activité
antimicrobienne a large spectre due a I'halogene qui se trouve a un degré d’oxydation (+l) et
qui a donc des propriétés oxydantes. lls sont également reconnus pour leur grande stabilité
chimique et leur facilité de mise en ceuvre par un processus d'halogénation (réaction de
substitution de H portés par des fonctions amine, amide ou imide par Cl(+l) ou Br(+l)), grace a
une solution d’hypochlorite de sodium si I'on souhaite des fonctions chloramine ou une

solution d’hypobromite de sodium si I'on souhaite générer des fonctions bromamine.

Notre choix de revétement a base de PDA, un polymeére produit par oxydation spontanée de
la dopamine dans une solution basique et aérée, repose dans un premier temps sur la
présence de fonctions amine indispensables pour le greffage a postériori de fonctions N-
halamine. Ce choix a également été motivé par les propriétés de forte adhérence sur une large
gamme de matériaux que propose ce polymere, devenant I'un des revétements de choix dans

le domaine de la fonctionnalisation de surface.

Afin de déterminer et d‘évaluer la faisabilité d’un tel projet, des surfaces « modeéles » ont été
élaborées en immobilisant différents types de revétement N-halamine a base de PDA sur des
surfaces d’or et de silicium. Cette élaboration repose sur 2 étapes clés qui ont été étudiées et
optimisées: le dépdét du revétement a base de PDA et la création des fonctions
chloramine/bromamine. Une évaluation des propriétés antibactériennes a été par la suite
menée sur ces systemes en tentant également de comprendre le ou les mécanismes

antibactériens impliqués. En effet, il existe trois grandes classes de mode d’action/d’effet
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antibactérien : I'anti-adhérence bactérienne, I'inhibition du développement des bactéries ou
effet bactériostatique, et le mode d’action biocide ou effet bactériocide. Ces derniers peuvent
agir par contact et/ou par relargage de substances antibactériennes présentes a la surface des
matériaux. Dans le cas des fonctions haloamine, il a été rapporté dans la littérature un mode
d’action biocide par contact, mais aussi, en fonction du type de revétement, par relargage de
chlore (+1). Ces propriétés ont été étudiées et vérifiées dans le cas de nos systemes N-

halamine.

La premiere étape du développement de ces revétements antibactériens a été I'étude du
dépot du film a base de PDA. Un suivi de la formation du film de PDA sur surface d’or dans une
solution non désaérée a pH=8,5 (dépot classique) a été réalisé in situ par QCM et ex situ par
PM-IRRAS, ellipsométrie, XPS et mesure d’angle de contact a I'eau. Ces techniques de
caractérisation ont permis de montrer qu’aprés 24 heures, I'épaisseur du film de PDA-O;
n‘augmente quasiment plus, son épaisseur est comprise entre 40 et 50 nm, en notant que
cette épaisseur dépend du substrat (Au ou Si). Une étude du mode de dép6t par voie Grafting
from a également été validée, voie pour laquelle le dépot de la PDA a été mené a partir non
pas de la polymérisation de la dopamine en surface mais directement a l'aide d’une solution

de PDA vieillie pendant 24 h (agrégats sphériques de PDA).

Dans un souci d’optimisation de la quantité de fonctions haloamine disponibles a la surface
du matériau a protéger, 3 voies supplémentaires de dépot de la PDA permettant d’augmenter
la quantité de fonctions amine ont été envisagées. La premiére a été |'augmentation de
I’épaisseur du film de PDA en effectuant soit un dép6t multicouche, soit en employant un
oxydant plus puissant a savoir le périodate de sodium (revétement nommé PDA-1047). Cette
derniéere voie de fonctionnalisation a permis d’accroitre la cinétique de formation du film PDA
tout en augmentant I'épaisseur du dépot qui peut atteindre 100 nm apres de 24 h. Néanmoins,
le dépobt de PDA reste rugueux et dans le cas du dépo6t en présence de périodate, il a été
montré que des ions iodure restent emprisonnés dans le revétement. La troisieme voie a
consisté en l'introduction d’un second polymere plus riche en fonction amine, la PEl connue
pour jouer le role de réticulant au sein de la structure de PDA conduisant a des revétements
plus stables. Les analyses PM-IRRAS ont confirmé le dép6t du composite et les mesures XPS

ont révélé un enrichissement du revétement PDA-PEI en atome d’azote.
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La deuxieme étape du développement des revétements N-halamine a été |'étude du suivi de
la chloration/bromation in situ par QCM complétée par des études ex situ par PM-IRRAS, XPS
et mesure d’angle de contact. Ces différents travaux ont permis de définir les parameétres de
chloration optimum a savoir les temps de contact et concentrations en NaOCl/NaOBr, mais

aussi d’étudier la stabilité des différents de revétements PDA déposés selon différentes voies.

Nous avons constaté ainsi une chloration satisfaisante pour le revétement PDA-O; faisant état
d’une densité de fonctions N-Cl immobilisées de I'ordre de 3,1 102! at/cm? correspondant a
une chloration de 60 % des fonctions amine. Il a également pu étre montré une bromation a
hauteur de 50 % des fonctions amine présentes dans le revétement. Par ailleurs, dans le cas
d’un dépb6t Grafting from, une instabilité importante lors de la chloration a été observée
révélant ainsi I'importance des oligoméres formant « un tapis dense » durant les premieres
heures de polymérisation de la dopamine. Enfin, concernant le dép6t multicouche, I’étude de
la chloration par QCM a conduit a une plus grande prise de masse par rapport au revétement
monocouche passant de 1,8 a 2,3 ug en analyse QCM. Il y aurait ainsi plus de chlore immobilisé

dans la structure du film PDA—multicouche par rapport au film équivalent PDA-O..

Quant au revétement PDA-I04 présentant une épaisseur plus importante comparé au
revétement classique, a savoir 100 nm, la chloration a également été réussie permettant de
chlorer 34 % des fonctions amine de la structure. On constate ainsi une immobilisation de
Cl(+1) 2 fois plus faible que pour le revétement conventionnel sans doute du fait de la présence
de fonctions N-l au sein de la structure. Le dosage chimique par TNB a révélé quant a lui une
chloration de 10 % des fonctions amine, soit 3 fois moins que pour celui obtenu par I'étude

XPS.

Enfin, le dernier dép6t étudié a été le film composite formé de la PDA et de la PEI. Il a été
démontré une plus grande stabilité du revétement conduisant a une concentration en NaOCl
utilisée lors de la chloration 10 fois plus élevée pour des temps comparables a ceux du
revétement PDA seul. Cela peut étre d(i a la PEl connue pour jouer le réle de réticulant au sein
de la structure de PDA permettant ainsi d’obtenir des revétements plus stables. La
guantification des fonctions chloramine par XPS et dosage chimique révele une chloration des

fonctions amine a hauteur de 30 %.
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Enfin, aprés avoir élaboré divers revétements N-halamine a base de PDA, ces travaux ont été
complétés par I"évaluation des propriétés antibactériennes (propriétés antiadhésives,
bactéricides et bactériostatiques) des revétements PDA-0,-Cl, PDA-104-Cl et PDA-PEI-CI ainsi
obtenus. Pour cela, 2 souches de bactéries Gram positif de type Staphyloccocus epidermidis
(S. epidermidis) CIP 6821 (ne produisant pas de biofilm) et CIP 104777 (pouvant produire des
biofilms), et 1 souche a Gram négatif Escherichia coli (E. coli) ATCC 29522 ont été testés vis-a-
vis de ces systémes. Les divers tests microbiologiques effectués ont également permis de

comprendre en parti le mécanisme et mode d’action antibactérien de ces dépo6ts N-halamine.

Cette étude a pu mettre en avant, tout d’abord un effet antiadhésif du revétement PDA chloré
a hauteur de 45 % de réduction de I'adhérence bactérienne face a la souche E. coli par rapport

a une surface non chlorée.

Le mécanisme d’action des revétements de PDA chlorés a également été étudié a travers un
test dit du halo d’inhibition mettant en avant un mécanisme plut6t par contact direct plutot

gue par relargage de chlore.

L'étude des propriétés biocides des revétements chlorés a révélé quant a elle une
augmentation de I'effet biocide comparé au revétement non chloré allant de 34 % pour le
revétement PDA-O; a 91 % pour le revétement PDA-104" vis-a-vis de la souche E. coli, et allant
a 54 % (pour le revétement PDA-0O3) a 75 % (pour le revétement PDA-PEI) vis-a-vis de la souche
S. epidermidis CIP 6821. On montre ainsi des taux de réduction de viabilité bactérienne par
rapport a I'inoculum pour les revétements chlorés allant de 86 % a plus de 99 %. Au vu de ces
résultats, les revétements PDA-0;-Cl et PDA-PEI-Cl semblent apporter la meilleure réponse

biocide.

Enfin, un effet bactériostatique des revétements chlorés a également été mis en évidence,
avec une activité d’inhibition de croissance de plus de 98 % ; ce sont la encore les revétements
PDA-0;-Cl et PDA-PEI-CI qui présentent les plus hauts taux d’inhibition de croissance. Il s’agit
de la premiére fois qu’un tel effet bactériostatique est mis en évidence pour des revétements

N-halamine.

Enfin, il a été démontré que les revétements PDA (PDA-O; et PDA-104") présentent a eux seuls

un effet antiadhésif a hauteur de 18 %, bactéricide (de 70 % a 99 %) et bactériostatique (95 %
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d’inhibition de croissance). En revanche il a été constaté que l'ajout de PEI amenait une

annulation de cet effet bactériostatique du revétement PDA.

Ainsi, il apparait que le revétement PDA-O;-Cl présente la meilleure réponse antibactérienne
vis-a-vis des deux types de souche bactérienne testés en termes d’anti-adhérence, de

propriétés bactéricides et bactériostatiques.

Une amélioration de la compréhension des phénomenes mis en évidence au cours de cette
these parait notamment indispensable pour augmenter [Iefficacité des surfaces
antibactériennes créées. En effet, selon certaines normes, souvent liées a l'utilisation
d’antibiotiques, il faudrait atteindre des efficacités de I'ordre de 99.99% pour un effet
antibactérien reconnu Cela permettra d’envisager le développement de revétements
fonctionnels applicables a des matériaux « réels », tel que cela avait été imaginé lorsque ce

projet a été initié.

Une compréhension plus précise des différents mécanismes antibactériens mis en jeu de la
part des revétements N-halamine semble indispensable pour améliorer [I'efficacité
antibactérienne des surfaces créées. Cela peut étre envisagé a travers, notamment, une
analyse par microscopie a balayage électronique de la structure membranaire des bactéries
adhérées en surface ; ces analyses pourraient éventuellement mettre en évidence I'existence
d’un endommagement membranaire d{i aux fonctions chloramine dénotant de la lyse de la

paroi membranaire.

Des analyses par microscopie optique a épifluorescence pourraient également compléter les
tests d’adhérence et d’évaluation de I'activité biocide en permettant de distinguer pour les
bactéries adhérées en surface, a travers des marqueurs fluorescents, les bactéries mortes des
bactéries vivantes. Enfin, pour appréhender plus finement les interactions se développant
entre les microorganismes et les N-halamine, une étude de la force d’adhésion des bactéries

par AFM pourrait également étre envisagée.

Des voies d’amélioration du dépo6t de PDA pourront étre étudiées comme un dépot par voie
électrochimique comme il a été mentionné dans le Chapitre | permettant un meilleur contréle
de la polymérisation de la dopamine et également de pouvoir former le revétement dans une
solution de dopamine de pH neutre, voie possible uniqguement pour des matériaux

conducteurs. Des études préliminaires ont été menées révélant des épaisseurs de I'ordre de
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20 nm au bout de quelques heures de dép6t soit 2 fois moins qu’en condition classique, di au
caractére isolant de la PDA. Une influence du pH a également été démontrée, le maximum de
dépot a été obtenu a pH 7. La littérature fait également état d’'un dépot possible par spray,

méthode trés intéressante pour des applications industrielles.
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ABSTRACT: To prevent the formation of biofilms on material
surfaces, the latter must have antibacterial properties. The aim of
this study is to investigate the synthesis and the antibacterial effect
of a new N-halamine coating based on polydopamine (PDA). The
benefits of this coating are multiple, notably the green process used
to prepare it and the wide variety of organic or inorganic materials
that can be functionalized. First, the formation of the PDA coating
by oxidative polymerization of dopamine in weak alkaline aqueous
solution was studied and characterized. Then, these PDA films
were exposed to a NaOCI solution in order to form chloramine

functions into the coating, i.e, to immobilize oxidative chlorine on and into the coating. The PDA film chlorination was notably
followed in situ by a quartz crystal microbalance (QCM). The influence of the NaOCI solution pH and concentration on
chlorination kinetics and on PDA film degradation was evidenced. Finally, the antibacterial properties of the modified PDA coatings
were highlighted by testing their antiadhesion and bactericidal properties toward the Escherichia coli bacterial strain.

B INTRODUCTION

Bacterial biofilms are formed by communities that are
embedded in a self-produced matrix of extracellular polymeric
substances,' ™ and it is a complex system in which bacteria
differ radically from those of planktonic cells exhibiting new
properties. An important emergent property of biofilms is the
ability to survive exposure to antimicrobial compounds,
including disinfectants, toxic metals, and small-molecule
antibiotics. In fact, bacteria in a biofilm can be 10—1000
times more resistant to antimicrobial agents. The first step in
the formation of a biofilm is the adsorption of proteins usually
required for the bacterial adhesion. Then, the bacterial cells
will multiply and form microcolonies initially in a reversible
association followed by an irreversible adhesion. The final step
in the formation of a biofilm is the detachment and dispersal of
bacterial cells. Biofilms can be associated with infections but
are also responsible for biofouling and contamination of
process water, deterioration of the hygienic quality of drinking
water, and biocorrosion.”® This poses a real public health
problem, economic or even environmental in view of the use of
biocidal agents to prevent the development of biofilms.

As a result, the development of antimicrobial coatings has
attracted substantial academic and industrial interest. Espe-
cially, N-halamine-based coatings were extensively studied over
the past decade due to their properties such as being one of the
most powerful biocides toward a broad spectrum of micro-
organisms, their stabilitY, their non-toxicity to humans, and
their regenerability.”™'" An N-halamine organic polymer
contains nitrogen—halogen covalent bonds, and the halogen
is at the oxidation state +I that confers on the coating oxidative
properties. Actually, very often, the antimicrobial properties of

© 2020 American Chemical Society

- 4 ACS Publications

an N-halamine compound are the result of the direct transfer
of chlorine (CI(+I)) to receptors in the microorganisms.”''~'*
As a result, coatings containing chloramine functions aplpear as
very promising antibacterial rechargeable materials,”> and
some of them have also been studied for their interesting
antiadhesive properties.w

To prepare an N-halamine coating, a two-step route can be
used: first, the immobilization on the material surface of a
polymer containing N atoms bearing an H atom followed by a
treatment with a NaOCI aqueous solution to form chloramine
functions by a substitution reaction

>N - H + OCI" - >N — Cl + OH~ (R1)

Thus, to obtain an N-halamine coating, the material surface
should be covered with a polymer containing primary or
secondary amine functions, or primary imine or amide
groups.””m Herein, we report a simple and practical approach
in which chloramine functions were formed into a polydop-
amine (PDA) coating. Inspired by the adhesive nature of
catechols and amines in invertebrate mussel adhesive proteins,
polydopamine is a simple compound to functionalize virtually
all types of material surfaces.”' ~** In fact, nature is a source of
inspiration for surface chemistry; the protein composition of
mussel byssal thread near the plaque/substrate interface reveals
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Figure 1. General strategy of formation and regeneration of an N-halamine coating based on polydopamine.

3,4-dihydroxy-L-phenylalanine (DOPA) and lysine-enriched
proteins that are the key of the robust adhesion.”* So, the
presence of both catechol and amine groups appears to be a
critical factor for efficient formation of a robust, strongly
adhesive coating based on catechol chemistry applied from
aqueous solution.” In solution, PDA films can be formed from
a dopamine monomer under weak alkaline conditions through
a spontaneous self-assembly and oxidative cross-linking process
with dioxygen as the oxidant.”"*™**

The advantage of polydopamine is that it can be easily
deposited on virtually all types of inorganic and organic
substrates, including superhydrophobic surfaces.”””*" More-
over, these bioinspired PDA films are chemically and
structurally indistinguishable from eumelanins found in the
human body providing excellent biocompatibility.*>

In the present work, the synthesis of PDA coating containing
chloramine functions is studied in-depth for the first time. For
this purpose, first, the PDA film formation on gold surfaces was
performed by simple immersion of the substrate in a dopamine
solution at pH 8.5. PDA film growth was monitored in situ by
means of a quartz crystal microbalance (QCM). Then, the
films were characterized by polarization modulation reflection
absorption infrared spectroscopy (PM-RAIRS) and X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) analyses and by scanning
electron microscopy (SEM) observations. The chlorination of
PDA films was performed by their immersion in a NaOCl
aqueous solution (reaction R1) in order to immobilize CI(+1),
oxidative species, into the polymers. The whole functionaliza-
tion process is illustrated in Figure 1. Finally, antibacterial
assays toward Escherichia coli were conducted to establish the
antiadhesive and bactericidal properties of such N-halamine
PDA-based coatings. One can note that concomitantly to this
work, Chien and Chiu have studied the antibacterial and
regenerability properties of a chlorinated PDA film deposited
on polyester fibers.”

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. Dopamine hydrochloride (98% purity), tris-
(hydroxylmethyl)aminomethane hydrochloride (Tris-HCI), and
phosphate buffer saline (PBS) were obtained from Sigma-Aldrich. A
household bleach solution at 2.6% of active chlorine was diluted
before being used for the chlorination of the PDA films. Ultrapure
water was obtained from a Milli-Q_system (Millipore, resistivity of
>18 MQ cm™') from EMD Millipore Corp. (Billerica, MA, USA).

11006

Glass substrates (11 mm X 11 mm) coated with a § nm-thick layer of
chromium and a 200 nm-thick layer of gold were purchased from
Arrandee (Werther, Germany). Before PDA coating, the gold-coated
substrates were annealed in a butane flame to obtain a crystal
reconstruction of the first atomic layers, and a UV—ozone cleaning
procedure for 15 min was then applied prior to ultrapure water and
absolute ethanol rinsing for a period of 10 min each.’* Thermanox
plastic coverslips (TMX) purchased from Thermo Scientific were
used as reference substrates for antibacterial tests.

PDA Coating. For the polydopamine coating formation, the
substrates were immersed into dopamine solution, prepared by
dissolving 0.5 mg/mL dopamine hydrochloride in 10 mM Tris-HCl at
pH 8.5, under stirring except for QCM experiments, which were
performed under static conditions. Then, substrates were washed with
deionized water for S min under sonication and then nitrogen-dried.

PDA Film Chlorination. For chlorination, PDA films were soaked
in 1 mM NaOCI solution at pH 10, unless otherwise stated, at room
temperature, After chlorination, the substrates were washed with
deionized water thoroughly and nitrogen-dried. The PDA films used
for this step were either obtained after 3 h or 24 h of immersion in the
dopamine solution. Before chlorination, they are named PDA-3h and
PDA-24h, respectively, and PDA-3h-Cl and PDA-24h-Cl, respectively,
after chlorination.

Polarization Modulation Reflection Absorption Infrared
Spectroscopy (PM-RAIRS). PM-RAIRS measurements were carried
out on a Nicolet Nexus 5700 FT-IR spectrometer (Madison, WI,
USA) equipped with a wide-band HgCdTe detector cooled with
liquid nitrogen. Infrared spectra were obtained by coaddition of 128
scans at 8 cm™' resolution. A ZnSe photoelastic modulator and a
ZnSe grid polarizer were placed prior to the sample to modulate the
incident beam between p and s polarizations (PM90, HINDS
Instruments, Inc., Hillsboro, OR, USA), and the modulation
frequency was 36 kHz. Interferograms (sum and difference) were
processed via Fourier transformation to obtain the resulting PM-
RAIRS signal, which is the differential reflectivity AR/R® = (R, — R,)/
(R, + R,), with R, and R, being the signals perpendicular and parallel
to the incident plane, respectively.

Ellipsometry. Ellipsometry measurements were performed using a
monowavelength ellipsometer SENTECH SE 400 equipped with a
He—Ne laser at 2 = 632.8 nm, and the incident angle was 70°. All
measurements are taken on nitrogen-dried samples in ambient air.
The values of ns and ks used for the gold substrate were 0.2098 and
3.2852, respectively. For each sample, at least five measurements were
performed in different zones. Therefore, the thickness values are given
as the average over five values.

X-ray Photoelectron Spectroscopy (XPS). XPS analyses were
performed using an Omicron Argus spectrometer (Taunusstein,
Germany) equipped with a monochromated Al Ka X-ray source (hv
= 1486.6 €V) working at an electron beam power of 300 W.
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Figure 2. PDA coating formation in a 0.5 mg/mL dopamine solution. (a) QCM investigation of PDA coating formation in the dopamine solution
(dopamine was added after 0.5 h in the Tris-HCI solution). (b) PM-RAIRS spectra of gold surfaces functionalized with a PDA film by immersion in
the dopamine solution for various times. (c) PDA film thickness evaluated by ellipsometry (red circles) and SEM observations (blue squares). (d)
SEM micrograph of a PDA coating on a gold substrate after 72 h of immersion in the dopamine solution.

Photoelectron emission was analyzed at a take-off angle of 45°. For
angle-resolved XPS (AR-XPS), the other angles were 15° (grazing
emission) and 90° (normal emission) with respect to the sample
surface. The analyses were carried out under ultrahigh vacuum
conditions (<107 Torr) after introduction via a load lock into the
main chamber. Spectra were obtained by setting up a 100 eV pass
energy for the survey spectra, and a pass energy of 20 eV was chosen
for the high-resolution regions. Element peak intensities were
corrected by Scofield factors.’® CasaXP$ software (Casa Software
Ltd,, UK) was used to decompose XPS spectra using a Gaussian/
Lorentzian ratio of 70/30.

Quartz Crystal Microbalance (QCM). QCM measurements were
performed using a lab-made QCM device under static conditions and
2 9 MHz gold patterned quartz substrate (S = 0.2 cm?). The quartz
were placed perpendicular to the bottom of the container. Frequency
changes (Af) of the quartz crystal resonator were monitored. The Af
was converted into the mass change (Am) of the quartz crystal by
applying the Sauerbrey equation’

2
2f° Am

Af= -t
AJRA, )

where A is the active surface of the gravimetric sensor, p, is the quartz
density, g is the quartz shear modulus, and f, is the fundamental
resonance frequency of the quartz.’” We note

Af = —CAm 2)

with C, the experimental sensitivity constant, equals 16.31 X 10" Hz
¢! em?® for 9 MHz"’

Chloramine Function Quantification. The presence of chlor-
amine functions was confirmed by measuring the bleaching of a 5-
thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) solution at 412 nm.” Fresh TNB

11007

solution was produced before each experiment via addition of 2
equivalents of cysteine (Cys) to 1 equivalent of 5,5'-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB) following the reaction

DTNB + 2Cys — 2TNB + cystine (R2)

For this aim, in equal volumes, 2 X 1073 M cysteine and 10° M
DTNB were mixed in 50 mM phosphate buffer solution (PBS) at pH
7.4, giving a highly colored yellow/orange solution.”” Then, this stock
solution was diluted 10-fold with 50 mM PBS, pH 7.4. The different
substrates were immersed in this solution for 20 h. The yellow-
colored TNB reacts with haloamine functions to regenerate colorless
DTNB, according to Scheme S1.

The UV /visible absorbance measurements were carried out using a
spectrometer with 1 cm path length cuvettes. According to Beer—
Lambert’s law, the density of chloramine functions (dcy), in at/cm?,
was calculated according to the following equation

Appa — Appa-
dy = eoa “Amaca oy

where App, and App, ¢ are the absorbance of the TNB solution
containing the substrate with the PDA coating and with the
chlorinated PDA coating, respectively, & = 14,100 M™" em™, [ = 1
cm, V., is the volume of the PDA film in cm?®, Vi is the volume
of the TNB solution in L, and N, is Avogadro’s constant.

SEM Observations. The surfaces or cross sections of the PDA
films were examined under an UltraSS Zeiss field emission gun
scanning electron microscope (FEG-SEM), operating at 10 kV. For
the cross-sectional observations, the samples were tilted (60°).

Bacterial Strain and Culture Conditions. Bacteria Escherichia
coli ATCC 25922 were used to investigate the antibacterial properties
of the chlorinated PDA films. Bacterial suspensions were prepared

https://dx.doi.org/10.1021/acs.langmuir.0c01856
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from frozen cultures incubated overnight (37 °C under agitation at
250 xpm) in Luria—Bertani (LB) broth (BD Difco, Franklin Lakes,
NJ, USA).

Evaluation of Bacterial Adhesion. Substrates were put into
sterile Petri dishes in the presence of 20 mL of bacteria suspension at
10° CFU/mL in PBS, under stirring at room temperature for 17 h.
After incubation, for evaluation of bacterial adhesion, an optical
microscopy analysis was performed. For this, the samples were rinsed
with PBS, stained for 5 min with 1 mL of crystal violet at 1% (w/w),
rinsed under water flow until color loss, and dried. For each sample,
the surface density of bacteria was determined by averaging 20
microscope fields under a S0X magnification. Results were expressed
as a percentage of the attached bacterial cells onto the different PDA
surfaces, as compared to TMX substrates.

Bacteria Growth Capacity (Cultivability of Adhered Bac-
teria). Bacterial growth capacity after contact with functionalized
surfaces was determined performing killing tests. Before bacterial
inoculation, the surfaces were sterilized by washing them five times
with ethanol solution at 70%. The killing test was performed in
sandwich configuration. For this, 20 L of the bacterial suspension in
PBS media was deposited on a first plate; then, a second plate is
placed onto the first one, on the coating side so that the bacterial
suspension is sandwiched between the two substrates. After 3 h of
contact at room temperature, surfaces were transferred into a tube
containing 2 mL of sterile PBS solution and sonicated (Bandelin
Sonorex RK 31, Berlin, Germany; f = 35 kHz and P = 90 W) for 2 min
to recover the adhered bacteria without damaging them. After the
sonication, SEM-FEG observations of the plates were performed to
verify that most of the adhered bacteria were detached during the
sonication process. The recovered bacteria suspensions were diluted
10, 10%, 10%, and 10* times before deposition of 20 4L of each dilution
in triplicate on LB agar plates. The plates were incubated at 37 °C
overnight before enumeration. Results were expressed in the number
of attached and cultivable bacterial cells onto the different surfaces per
mL (CFU/mL). Each test was done in triplicate, and the number of
CFU/mL is the average of the results obtained for each sample.

B RESULTS AND DISCUSSION

PDA Coating Elaboration. In solution, dopamine within
the right conditions of pH is known to oxidize and self-
polymerize, and this is evidenced by a change of solution color,
from colotless to dark brown.*’ In this study, the bare gold
surfaces were dipped into a dopamine solution in which Tris-
HCI is added after a few minutes. The surface dopamine
polymerization process was followed in situ using a quartz
crystal microbalance and ex situ by means of PM-RAIRS as a
function of the immersion time.

Figure 2a shows the QCM response, whereas Figure 2b
presents the IR spectra obtained for gold surfaces immersed for
different times ranging from 1 h up to 72 h. A broad IR massif
is observed in the 1600 cm™ region, where intensity increases
as a function of immersion time. A second group of features is
visible at lower wavenumbers. No other IR features are
detected whatever the exposure time. All these features
indicate the presence of a dopamine intermediate and a
polydopamine film, with the main characteristic peaks
observed at 1620 and 1515 cm™, assigned to y,-mg(C=C)
and v(N—H) vibrations,"" respectively. Secondary IR peaks are
also observed at lower wavenumbers, namely, 1450, 1350, and
1290 cm™, assigned to the stretching vibration v,;,,(CNC) but
also to vibrations related to remaining catechol groups of free
dopamine, (C—0) and ¥(C=N)."*~"" These IR features are
consistent with those obtained for PDA in solution (data not
shown), and thus, the PM-RAIRS analyses clearly indicate the
formation of PDA coating on gold surfaces.

PDA film growth can be quantitatively investigated on the
one hand using PM-RAIRS data, by integrating the peak areas
as a function of immersion time, as presented in Figure S1 and
on the other hand using QCM analysis as presented in Figure
2a. Meanwhile, data collected on the same samples by
ellipsometry enabled us to obtain average thickness for the
PDA films using an appropriate model for gold surfaces
(Figure 2c). These values were confirmed by SEM
observations of the cross section of the samples (Figure 2d).

PM-RAIRS analysis (Figure S1), QCM (Figure 2a), and
thickness measurements (Figure 2c) show that the growth of
the PDA film as a function of the substrate immersion time
follows a logarithmic function, with a growth rate about 5 nm/
h during the first hours (Figure 2c). The combination of the
PDA mass obtained by QCM (1.2 ug for 24 h of immersion)
and its thickness obtained by ellipsometry and SEM
observation (40 nm for 24 h of immersion) allowed us to
estimate the density of the PDA film, ie, 1.49 g cm™. This
finding is in good agreement with the value reported in the
literature.*> Moreover, ellipsometry data show that the PDA
thickness on gold substrates gradually reached a constant value
of around 50 nm after 48 h of immersion, which is within the
range of PDA film thicknesses reported in ref 21. This
stationary phase is mainly due to the depletion of the
dopamine monomer in the supernatant solution, being able
to cross-link onto the PDA film, into the profit of the non-
reactive quinone molecules.”® For the characterizations, the
chlorination experiments, and the biological tests of the PDA
films, two synthesis times have been chosen: 3 and 24 h.

XPS analysis was thus performed on these two sets of the
PDA-coated Au surface, and the survey spectra are presented
in Figure 3. For the PDA-24h sample, the photopeaks C 1s

: 4
9
2 x v ; " 8
‘2 | ppA-24n cis
5 L—I O1s
k=
N1s
1000 800 600 400 200 0

Binding energy (eV)

Figure 3. XPS survey spectra of gold surfaces coated with PDA films
after 3 h (blue line, top spectrum) and 24 h (red line, bottom
spectrum) of immersion in a 0.5 mg/mL dopamine solution.

(285 eV), O 1s (530 eV), and N 1s (400 eV) are observed,
whereas the Au 4f contribution (84 eV) is not detected on the
contrary to the sample coating with a PDA film formed for 3 h
(Figure 3). For both samples, the chemical composition in
carbon and nitrogen is close to the theoretical composition of
polydopamine (N/C = 0.125) taking into account the carbon
contamination, which slightly reduces the N/C ratio (Table 1),
thus confirming the results obtained by PM-RAIRS (growth of
a PDA film). Concerning the PDA film thickness evaluated
from XPS data, they are in good agreement with those
obtained by ellipsometry. Indeed, for PDA-24h coating, the
XPS Au 4f signal is not detected, suggesting an equivalent

https://dx.doi.org/10.1021/acs.langmuir.0c01856
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Table 1. Chemical Composition in at. % of PDA-Coated Gold Surfaces Obtained from XPS Data Presented in Figure S2 and

Figure 5 and the Ratio between N and C and Cl,y, and N*

sample Cc N (6]
PDA-3h 76.3 72 162
PDA-24h 75.5 7.2 173
PDA-3h-Cl 69.3 5T 194
PDA-24h-Cl 69.85 6.45 189

“Cly4g corresponds to CI™ and Cl,g) to chloramine.

Au N/C Clygg Clygp Cln/N
0.3 0.094
0.095
L1 0.082 0.6 39 0.68
0.092 0.8 4.0 0.62

thickness higher than 34 = 12 nm representing 95% of the
signal, 4 being the inelastic mean free path of electrons in the
organic PDA film; for electrons having a kinetic energy around
1400 eV (from the Au 4f atomic level), 1 is estimated to be
equal to 3.62 nm.”” For PDA-3h coating, the Au 4f signal is
weak but still visible (Figure 3), indicating an equivalent
thickness close to 12 nm, again in good agreement with the
value of 15 nm obtained by ellipsometry.

PDA Film Chlorination. The chlorination of the PDA
films was performed by immersion of the sample in NaOCI
solution. It is known that long contact time with acidic solution
or alkaline solutions could denature the PDA films."*™*" Since
the chlorination will take place in NaOCI solutions at pH
around 10, it is possible that after a given time, the PDA film
will start to degrade. In situ monitoring by a QCM was first
conducted at different NaOCI concentrations: 0.2, 1, and 10
mM to evaluate the influence of the concentration in sodium
hypochlorite and then estimate the time until which it is safe to
put in contact the PDA films with the NaOCI solution. Tests
were also done at pH 7. For this pH value, for a 1 mM NaOCI
concentration, similar results (see Figure S3c) were obtained
to that at pH 10 but with slower kinetics in good agreement
with lower concentration of hypochlorite ions at pH 7 than at
pH 10 (pK,(HOCI/OCI") = 7.5). Note that at pH S, no
chlorination occurs, confirming that the species responsible for
chlorination are OCI™ ions. These findings are summarized in
Table 2.

Table 2. QCM Results”

[CI(+1)] (mM) 0.2 1 1 1 10
pH 10 10 7 N 10
[OCI7] (mM) 02 1 0.24 0 10
Lam max (Min) 156 25 35 no mass variation 7
Iegradation (MIN) 360 60 65 stable 11

“Times in minutes at which (i) the maximal mass increase is reached
and (ii) the PDA film is entirely degraded (removed from the
substrate surface) for PDA-24h films in contact with NaOCl solutions
of various CI(+I) (HOCI and/or OCI™) concentrations, pH, and
initial OCI™~ concentration (data from Figure 4a and Figure S3).

The chlorination of a PDA-24h film in 1 mM NaOCI
solution was studied using a QCM, and the response mass
variation vs. contact time is shown in Figure 4a. The data
obtained for other NaOCI concentrations are presented in
Figure S3. Obviously, the mass increase has been ascribed to
chlorine fixation on and into the PDA film (reaction R1). For
solution at pH 10, whatever the sodium hypochlorite
concentration, the shape of the mass variation (Am) vs. time
is the same. Namely, first, the film mass increases rapidly then
progressively reaches an optimal mass increase corresponding
to an optimal chlorination time in NaOCI solution. Actually,
there are two kinetic regimes. We can assume that the first one,

11009

at the beginning, corresponds to the chlorination of the PDA
film surface with a kinetic limitation by the OCI™ diffusion in
the bulk of the solution, whereas the second one, slower,
corresponds to the chlorination of the film with a kinetic
limitation by the OCI™ diffusion inside the polymer. One can
notice that for pH 7, the response is different, and this can be
due to an increase at the film/solution interface of the pH due
to OH™ release (reaction R1) and therefore to an increase of
the interfacial concentration of OCI™ ions.

After that, the mass decreases down to a value lower than
the initial one. This finding can be explained by the
degradation of the PDA coating upon long exposure to the
NaOCl solution. In addition, the substitution mechanism of H
by CI(+I) (reaction R1) leads to the release of hydroxyl ions
and thus to an increase of the interfacial pH, which could result
in progressive degradation of the PDA film. For pH 10, the
optimal time of chlorination is a function of the NaOCI
concentration, and this time decreases with the increase in the
concentration passing from 156 min for a concentration of 0.2
mM to 25 min for 1 mM and finally 7 min for 10 mM (Table
2). From Table 2, one can notice that the PDA film
degradation/dissolution kinetics is also a function of the
OCI™ ion concentration; the higher the anion concentration,
the faster the degradation of the PDA film is.

For the present study, a NaOCI concentration of 1 mM was
chosen. In this condition, as shown in Figure 4a, the maximal
Am is 1080 ng. Thus, the chlorine amount fixed into the PDA
film is estimated to be 1.89 X 10'¢ atoms, and taking into
account a film thickness of 40 nm (according to Figure 2¢), a
Cl atom density (d) equal to 2.3 X 10% at. cm™? is obtained
(eq 4). If we compare this result with the theoretical N density
in PDA that is 5.3 X 10! at. cm™, an overestimation of the
chlorine density is obtained with the QCM. Moreover, the N/
Cl ratio obtained by XPS analysis (Table 3) is below 1,
indicating that the number of Cl atoms is lower than the one of
N atoms in the chlorinated PDA film. Since Na is detected by
XPS at 1071 eV (Figure S), even after rinsing the samples, it is
obvious that the mass variation is not only due to H
substitution by Cl (reaction R1). Therefore, in the present
case, a quantification of N—CI groups by a QCM is not
possible.

A
e x N,

dy=—
= (Mg — Myp) X S X eppy & )

where M is the molecular mass, S is the quartz surface (0.2
cm?), and epp, is the thickness of the PDA film.

To complete the study using a QCM, an ex situ study was
carried out by PM-RAIRS for PDA-3h coating (Figure S4) and
PDA-24h coating (Figure 4b). First, after chlorination, there is
a change of the PDA IR spectrum. The spectrum reveals a
sharp decrease in the peak at 1515 cm™" attributed to the N—
H group, which therefore suggests the creation of chloramine
functions. A shift of the characteristic peak of the aromatic
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Figure 4. PDA film chlorination. (a) QCM investigation of the PDA-24h film chlorination in 1 mM NaOCI solution, pH = 10. Quartz surface: 0.2
cm? (b) PM-RAIRS spectrum of the gold surface coated with a PDA-24h film as a function of exposure time to a 1 mM NaOClI solution, pH = 10.

Table 3. The at. % Ratio between Cl,;, and N Obtained by
XPS at Various Detection Angles (AR-XPS)*

PDA-3h-Cl

angle 15€ 45° 90° 157 45° 90°

Clypo/N 0.69 0.67 0.59 0.61 0.62 0.69

“Angles are defined with respect to the sample surface for chlorinated
PDA-coated gold surfaces.

PDA-24h-Cl

passing from 1620 to 1645 cm™" is also noticed. This shift can
be a consequence of the grafting of chlorine atoms on nitrogen
atoms located near the aromatic cycle modifying the chemical
environment of the latter. Finally, the appearance of a shoulder
around the 1720 cm™" that increases over chlorination time is

observed, and it could be due to the appearance of carboxylic
functions due to the oxidation of the PDA coating.
Regarding the kinetic monitoring of chlorination, the results
of the QCM study are confirmed. Namely, for a 1 mM NaOCI
solution at pH 10, an optimal chlorination time around 25 min
is determined, and indeed, after this time, a strong decrease in
the intensity of the peaks characteristic of the PDA is observed
until a complete disappearance after 50 min, revealing the
complete degradation of the coating in agreement with the
QCM results. As far as the PDA-3h coating is concerned, the
optimal chlorination time was fixed at 15 min (see Figure $4).
The chemical composition of the chlorinated PDA-3h (15
nm thick) and PDA-24h (40 nm thick) film surface was then
determined by XPS. In the survey spectra, chlorine
contributions are detected at binding energy around 200 eV

EI O1s Cits
a

Intensity (a. u.)

1000 800 600 400 200 O
Binding energy (eV)

Intensity (a. u.)

210 208 206 204 202 200 198 196
Binding energy (eV)

u Ofs  ¢4s
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Binding energy (eV)

4]
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Figure 5. XPS characterizations of the gold surfaces coated with a PDA-3h (a, ¢) and a PDA-24h (b, d) film after immersion in 1 mM NaOCI
solution: (a, b) survey spectra and (¢, d) Cl 2p high-resolution region. Full line, 2p;, contribution; dashed line, 2p,,, contribution.
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Figure 6. SEM micrographs of the PDA-24h films formed on gold substrates (A) before and (B) after immersion for 20 min in a 1 mM NaOCI

solution at pH 10.

(Cl 2p) and 280 eV (Cl 2s) (Figure S). High-resolution CI 2p
spectra for PDA-3h-Cl and PDA-24h-Cl coatings are depicted
in Figure Sc and d, respectively, exhibiting two types of
contributions. The most intense doublet is detected at binding
energies (BE) of 200.5 and 202.1 eV (Cl 2ps, and Cl 2p, )y,
respectively), while the second doublet appears at lower BE,
197.6 and 199.2 eV. The detection of Cl 2p at binding energy
around 200.5 eV, named Cly,, could be ascribed to N—Cl. To
confirm it, a methionine test has been performed on a
chlorinated PDA-24h coating. The presence of chloramines
can be evidenced by methionine (R—S—CH,) that reacts with
chloramines according to®'**

R-S-CH;+>N-Cl+H,0 - R~-S0 - CH, +
S>SN-H+ClI"+H" (R3)

After contact with methionine, the Cl 2p;;, contribution at
200.5 eV has largely decreased (data not shown), confirming
that this contribution is related to chloramine bonds.

Finally, the Clyp/N 1s ratio for chlorinated PDA-3h and
PDA-24h coatings (Table 1) reveals a similar amount of
immobilized chlorine for both samples.

As a result of the XPS analysis, the grafting of chlorine
within the PDA film is confirmed. XPS allows us to analyze a
film thickness about 12 nm. However, by varying the angle of
the electron collection, i, performing angle-resolved XPS
(AR-XPS), it is possible to decrease this thickness in order to
evaluate the homogeneity of the film in depth. This analysis
was done for the chlorinated PDA films. The chemical
composition of the films was determined at three different
collecting angles (90, 45, and 15° with respect to the sample
surface), a normal emission with bulk-sensitive and at grazing
emissions with surface-sensitive. Table 3 shows that whatever
the electron take-off angle is, the Cl,,,/N ratios for chlorinated
PDA-3h and PDA-24h coatings are similar, confirming that the
PDA film chlorination occurs not only on the surface but also
inside the film.

The effect of the chlorination on the PDA surface
morphology was studied by SEM (Figure 6). There is an
evolution of the surface after chlorination with a large decrease
of the PDA nanoparticles strongly linked to the surface coating
since they are not removed during the sonication step.
Therefore, it seems that there is a less rough surface after
chlorination due to the oxidative character of OCI™ ions.

Finally, the presence of chloramines in PDA-3h-Cl and
PDA-24h-Cl coatings was evidenced by the oxidation of TNB
to the corresponding dimer (DTNB) (Scheme S1). This
reaction is accompanied by a loss of absorbance at 412 nm
(Table 4),** TNB solutions are shown in Figure SS. The
amount of N—CI bonds present into the PDA-24h-Cl film was

Table 4. TNB Solution Absorption at 412 nm after 24 h of
Immersion of Various Samples, the Number of Chlorine
Atoms, Density (Equation 3) of Chloramine in PDA-3h-Cl
and PDA-24h-Cl Coatings Estimated by TNB Dosage, and
the CI/N Atomic Ratio Taking into Account a N Density of
5.3 X 10*" at. cm™?

samples A at 412 nm Cl (at.) dg (at.em™)  CI/N
PDA-3h 1.38
PDA-3h-Cl 0.90 2.0 x 10'¢ 3.15 x 10* 0.59
PDA-24h 1.30
PDA-24h-Cl 0.38 4.05 x 10" 2.5 x 10* 047

estimated, taking into account a PDA film thickness of 40 nm
(according to Figure 2c), and the atom density d is equal to
2.5 X 10?"at. cm™ (eq 3). For the PDA-3h-Cl film, d, is equal
to 3.15 X 10*' at. em™, taking into account a film thickness of
15 nm (according to Figure 2c). The comparison of these
densities with the N density in PDA, 5.3 X 10*! at. cm™, taking
a PDA density of 1.49 g cm™>, was performed; it is thus noted
that between 50 and 60% of N atoms are chlorinated, and this
finding confirms the XPS results (Tables 1 and 2).

Finally, after exposure in air or immersion in PBS solution
(pH 7.4) for 7 days, XPS and IR analyses have revealed no
change in the chemistry of the PDA-24h-Cl films. Notably, the
atomic ratio Cly,/N is not modified, indicating that in these
conditions, the chlorinated PDA films are stable.

Antibacterial Properties of Chlorinated PDA Films. In
order to evaluate the antibacterial/antiadhesive properties of
the chlorinated PDA surfaces, a suspension of Escherichia coli
cells was put in contact with these surfaces and compared to
negative controls, composed of, first, a biocompatible neutral
surface (Thermanox or TMX) and, second, the non-
chlorinated PDA film.

Concerning the antiadhesive properties of chlorinated PDA
films, the main results are summarized in Figure S6, and the
average data are reported in Table S. Adhesion results from E.
coli toward different surfaces reveal an antiadhesive effect of the
chlorinated PDA-3h and PDA-24h coatings compared to TMX
with a bacterial adhesion of S5 and 53%, respectively, and
compared to corresponding unchlorinated PDA, an adhesion
of 55 and 67%, respectively. These results clearly show that
after treatment of the PDA coatings in the presence of NaOCl,
the bacterial densities on the film surface are lower. In
conclusion, the PDA film chlorination provides an antiadhesive
effect, up to a decrease of 45% for the best scenario.

In addition to this antiadhesive effect of the chlorinated
PDA coating, the viability of bacteria that nevertheless adhered
to the films was evaluated through a killing test. A given
amount of bacteria in physiological media was deposited at
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Table 5. Mean Number of Escherichia coli Counted with an
Optical Microscopy Image (over 20 Fields) (X50), Standard
Deviation (), and Calculated Bacterial Density on Various
Samples after Incubation at Room Temperature for 17 h in
the Presence of 10° CFU/mL

PDA- PDA-  PDA- PDA-

sample TMX 3h 3h-Cl 24h 24h-Cl

bacterial density/cm* 970 970 540 770 520
4 78 76 59 75 51
% adhesion (ref: TMX) 100% 55% 79% 53%
9% adhesion (ref: PDA-3h or 55% 67%

PDA-24h)

room temperature onto different surfaces. Under these
conditions, it is important to keep in mind that bacteria
cannot grow, and therefore, the number of bacteria counted
afterward on agar plates allows the evaluation of the viability
upon contact with the surfaces. Again, a negative control was
used to asses this bacterial viability, the inoculum or the non-
chlorinated PDA films. The results are shown in Figure 7, and
the average data are reported in Table S1. One can notice that
both unchlorinated PDA samples, 3h and 24h, lead to a
reduction of viable bacteria of 98% in comparison to the
inoculum. Thus, the PDA coating exhibits an antibacterial
activity; this pererty has already been reported by Su et al.>*
and Igbal et al.™ In addition to this antibacterial effect due to
the unchlorinated coating, the chlorination gives an increase of
18% of the antimicrobial activity for the PDA-3h film and up to
34% for PDA-24h coating. The combination of the two
antimicrobial effects leads to a bacterial viability reduction of
more than 99.0% for the chlorinated PDA-3h coating and
99.5% for the chlorinated PDA-24h film in comparison with
the inoculum.

B CONCLUSIONS

In summary, we have demonstrated the possibility to elaborate
a new antibacterial coating formed by a thin chlorinated
polydopamine film. This film is obtained by dopamine
monomer polymerization in weak alkaline aqueous solution
followed by a treatment in a NaOCI solution. This treatment
leads to the formation of chloramine functions on and inside
the polymer. Chemical determinations enable to estimate the
quantity of oxidative chlorine immobilized in the PDA film to
be about 3 X 10*' at. cm™, with a chlorination degree of N
atoms between 50 and 60%, suggesting that in the PDA
coating, 40—50% N atoms do not bear an H atom, which could
be exchanged with oxidative chlorine. Finally, microbiological
tests toward Escherichia coli bacteria show that chlorinated
PDA coatings are able to reduce E. coli adhesion up to 45%

compared to uncoated surfaces, while at the same time,
bacterial viability is reduced by 99% on chlorinated PDA
coating.
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