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« Tout vient a point a qui sait attendre »
Frangois Rabelais
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Produits, réactifs & polymeres

ADN Acide désoxyribonucléique

BCD B-cyclodextrine

BM Bleu de méthyléne

BN Béta naphtol

BP Benzophénone

BSA Albumine de sérum bovin

CcC Chlorure de choline

CD Cyclodextrine

CHT Chitosane

COL Collagéne

CSA Chondroitine sulfate A

CTR Acide citrique

DIMEB Heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyclodextrin
EP Epichlorohydrine

GA Glucoamylase

GOD Glucose oxydase

GTMAC Chlorure de glycidyltriméthylammonium
HA Acide hyaluronique

HEP Héparine

HEPES Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique
HP-BCD Hydroxypropyl- b -cyclodextrin

HUVEC Cellules endothéliales ombilicales humaines
L132 Cellule épithéliale de poumon L132
MEM Milieu de culture

MHA Gélose Muller-Hinton-Agar

NaCl Chlorure de sodium

NaOH Soude

PA Polyamide

PAA Poly (acide acrylique)

PAH Poly (allyamine chlorhydrate)

PBS Tampon phosphate (pH = 7,4 &4 25 °C)
PCL Polycaprolactone

PDADMAC Poly(diallyldimethylammonium chloride)
PEI Poly (éthyléneimine)

PEO ou PEG Poly(oxyde d'éthyléne)
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PES-Na
PET
PET6
PET20
PHA
PHB
PLA
PLGA
PLL
PMA
PMAA

PNIPAM
PolyCD

PolyCTR-CD
PolyEP-CD
PolyEPG-CD
PolyEPG-CD-1
PolyEPG-CD-5
PolyEPG-CD-10
polyEPG-CD-15
PP

PSS

PVC

PVDF

PVS

RAMEB

RC

SBECD

TBBA

TCS
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Polyethylene sulfonate de sodium

Polyéthyléne térephtalate

PET thermofixé avec 6%wt de polyCTR-CD

PET thermofixé avec 20%wt de polyCTR-CD

Polyhydroxyalkanoates

Poly(B-hydroxybutyrate)

Polylactic acid

Poly (acide L-glutamique

Poly (L-lysine)

Polyacrylate de méthyle

Poly(methacrylic acid)

Poly(N-isopropylacrylamide)

Polymeére de cyclodextrine

Polymeére anionique de B-cyclodextrine

Polymeére neutre de B-cyclodextrine

Polymére cationique de B-cyclodextrine

Polymeére cationique de B-cyclodextrine (rapport molaire GTMAC/ BCD =1)
Polymeére cationique de B-cyclodextrine (rapport molaire GTMAC/ BCD =5)
Polymeére cationique de B-cyclodextrine (rapport molaire GTMAC/ BCD =10)
Polymeére cationique de B-cyclodextrine (rapport molaire GTMAC/ BCD =15)
Polypropyléne

Poly(styréne sulfonate de sodium)
Polychlorure de vinyle
Polyvinylidene difluoride

Poly (sulfate de vinyle)

Randomly methylated-b-cyclodextrin
Milieu Ringer cystéiné
Sulfobutylether cyclodextrin

Acide tert-butylbenzoique

Triclosane

Appareils & Techniques

APT
ATG
ATR
CCD

DSC
IR
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Attached-Proton-Test

Analyse ThermoGravimétrique
Réflexion totale atténuée
Charge Coupled Device

Analyse enthalpique différentielle
Infra-Rouge
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ITC Titration calorimétrique isotherme

LB Langmuir-Blodgett

LbL Layer-by-Layer

MEB Microscopie Electronique a Balayage

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

OWLS Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy (Spectroscopie optique par guide d’onde)
QCM Microbalance de quartz

RMN Résonnance Magnétique Nucléaire

SAMs Self-Assembled Monolayers

SEC Chromatographie d'exclusion stérique

TROESY Transverse Rotating-frame Overhauser Enhancement Spectroscopy

UV-vis ou UV Spectroscopie Ultra-Violet visible, Ultra-Violet

Abréviations de langages

AGU Unité anhydroglucose

CFU Unité de formation de colonie

DDS Systéme de délivrance de principes actifs

DS Degré de substitution

Ip Indice de polymolécularité

MS Substitution molaire

Mw Masse moléculaire en poids

N Normalité

PSM Poste de Sécurité Microbiologie

Q Densité de charges

R1 Systéme assemblage multicouche constitué polyEPG-CD-1 et polyCTR-CD
R1-TBBA Systeme assemblage multicouche constitué polyEPG-CD-1 et polyCTR-CD

contenant le TBBA

R10 Systeme assemblage multicouche constitué polyEPG-CD-10 et polyCTR-CD
Systeme assemblage multicouche constitué polyEPG-CD-10 et polyCTR-CD
contenant le TBBA

Systeme assemblage multicouche constitué polyEPG-CD-10 et polyCTR-CD
contenant le TCS

R10-TBBA

R10-TCS
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Introduction géneérale

L’utilisation de textiles d’origine naturelle ou synthétique est trés vaste dans de
nombreux domaines d’applications tels que les biomatériaux, les pansements et bien d’autres
dispositifs medicaux destinés a la délivrance ciblée ou retardée de principes actifs.
Ces matériaux implantables ou extracorporels sont employés pour réparer, remplacer ou
renforcer des organes déficients. Cependant malgré leur biocompatibilite, des effets
secondaires plus ou moins importants chez les patients pendant ou aprés I’opération peuvent
se déclarer, tels que des infections, des allergies, des inflammations pouvant étre source de
mortalité dans le pire des cas. En effet, la mise en contact de ces matériaux avec les tissus
vivants induit automatiqguement une réponse immunitaire.

La modification de surface des dispositifs de biomatériaux est indispensable pour
améliorer les propriétés de surface et réduire le risque d'infection en contrélant la prolifération
cellulaire et I’adhésion bactérienne ce qui permet une bonne intégration dans le corps.
Cette modification de surface conventionnelle est déja réalisée en utilisant des techniques
comme le traitement plasma, le flammage, 1’oxydation, la polymérisation de surface ou
le greffage d’un systéme réservoir qui permet d’activer la surface en conservant ses propriétés
mécaniques et deuxiémement d’incorporer suffisamment de principes actifs afin de les libérer
de maniére controlée dans I’endroit ciblé.

Récemment, le revétement multicouche de polyélectrolytes est devenu une facon
originale de fonctionnaliser des surfaces en immobilisant les principes actifs ou des molécules
actives dans les films multicouches selon la technique Layer-by-layer (LbL : couche par
couche), consistant en la superposition successive des couches de polyélectrolytes de charges
opposées sur un substrat grace aux interactions électrostatiques. Une large gamme
de polyélectrolytes synthétiques et naturels ont déja été utilisés pour la construction
des assemblages multicouches sur divers substrats, y compris des biomatériaux et
des systemes de délivrance de principes actifs. Dans ce type de systemes, la cyclodextrine
(CD) ou un polymere de cyclodextrine peuvent étre particulierement utilisés pour intégrer
les principes actifs. En effet, la molécule hote de CD peut former un complexe d’inclusion
réversible avec la molécule invitée ce qui permet d’obtenir un effet «réservoir » et

une libération prolongée.
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Certains polymeres de CD incluant des groupements anioniques ou cationiques dans
leurs structures ont été développés et ont montrés des propriétés de capacité de complexation
de principes actifs grace a l'action coopérative entre les cavités de CD et les groupements
ioniques environnants. Dans notre groupe de recherche sous la direction de
Pr.Bernard MARTEL, a été mis au point la méthode de synthése de polymere anionique
de CD (polyCTR-CD) issue de la réaction de réticulation entre 1’acide citrique (CTR) et
différents types de CD. Le greffage de ce polymere sur la surface de certains biomatériaux
choisis (protheses vasculaires, membranes parodontales, substituts osseux poreux
d'’hydroxyapatite et implants viscéraux) a été largement utilisé pour construire des systéemes
de libération de principes actifs. Récemment, ’auto-assemblage de ce polymére avec
le chitosane (polysaccharide naturel cationique) sur textile PET non-tissé a été mis au point
en appliquant le principe LbL et appliqué a la libération prolongée de principes actifs.
Cette étude a montré les limites de ce systeme vis-a-vis de la libération de I'acide
tert-butylbenzoique (TBBA) a cause d’une faible affinité du polyCTR-CD avec la molécule
anionique de TBBA, contrairement au bleu de méthyléne (BM, molécule cationique).
Compte tenu de ces résultats, il apparait que la versatilité d'un tel systeme multicouche devrait
étre améliorée par I'utilisation de deux polymeres de CD de charges opposées, permettant
ainsi la complexation de principes actifs anioniques, cationiques et bien sdr neutres.

Ce travail de thése consiste a synthétiser et caractériser un polymere cationique de CD
dans un premier temps. Puis, la préparation du support textile avec le polyCTR-CD avant
d’appliquer le principe du LbL, I’étude de la fonctionnalisation du LbL sur textile et
la modélisation du LbL par OWLS (Spectroscopie optique par guide d’onde) sont aussi
représentés. Ensuite, le chargement du LbL par les molécules modéles ainsi que 1’étude de
complexation entre ces molécules avec les polymeres de CD sont également présentés.
Puis, les différents parametres sont étudiés pour controler la libération, la dégradation du LbL
ainsi que la cytocompatibilité des polymeres de CD et du LbL. Enfin, I’application en tant que
textile antibactérien est démontrée.

Le plan de ce manuscrit concerne 1’étude bibliographique en premier chapitre
permettant de contextualiser le sujet de 1’étude, les matériels ainsi que les méthodes en second
chapitre, les résultats obtenus en troisieme chapitre et I’application antibactérienne en

quatrieme chapitre avant la conclusion de ce travail.
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1 Textiles médicaux et modification de surface

1.1 Textiles médicaux

Un textile médical doit respecter tout ou partie d’un ensemble de propriétés en
fonction des applications visées tel qu’un caractére non allergéne, non irritant, il doit étre
biocompatible, étre bactériostatigue ou bactéricide, étre biostable ou biorésorbable,
promouvoir ou inhiber la prolifération cellulaire, présenter une bonne flexibilité, des
propriétés barrieres ou une bonne perméabilité, une bonne capacité d’absorption d’exsudats
etc ... Le soin médical et le secteur de I’hygiéne constituent une partie importante et
croissante de l’industrie textile de par 1’amélioration constante et les innovations qui se

développent dans la technologie du textile et des procedures médicales.

Fibre Type Fabric Structure Application

Application

Fibre Type Fabric Structure

Collagen, catgut, Monofilament, braided
polyglycolide fibre,
polylactide fibre

Polyester fibre,

Absorbent pad Biodegradable sutures

Wound-contact layer

Nonwoven
Woven, nonwoven, knitted

Cotton, viscose, lyocell
Alginate fibre, chitosan,

silk, viscose, lyocell,

Monofilament, braided Non-biodegradable suture:

cotton [} N
3 . terial — polyamide fibre,
Xllrs:osc. lyocell, plastics Woven, nonwoven Base materia _g PTFE fibre, polypropylene
 Viscos , knitted Simple non-elastic and o2 fibre, polyethylene fibre
g:;;,:nmi;:%‘:: fyocell, Woven, donwoyen, knitte e;asﬁc bandages 5 PTFE fibre, polyester fibre, ~ Woven, braided Artificial tendon
elastomeric-fibre yarns E silk, collagen.‘ polyethylene
Cotton, viscose, lyocell, Woven, nonwoven, knitted High-support bandages £ fibre, P°IY':’m‘d° fibre ) o
elastomeric-fibre yarns E=1 Polyester fibre, carbon fibre,  Braided Artificial ligament
Cotton, viscose, lyocell, Woven, knitted Compression bandages PN collagen o
elastomeric-fibre yamns Low-density polyethylene Artificial cartilage
Cotton, viscose, lyocell, Woven, nonwoven Orthopaedic bandages m’f‘{
Chitin Nonwoven Artificial skin

polyester fibre,
polypropylene fibre,
polyurethane foam
Cotton, viscose, plastics
film, polyester fibre,
glass fibre,
polypropylene fibre
Cotton, viscose, lyocell,
alginate fibre, chitosan

Poly(methyl methacrylate)
fibre, silicon fibre, collagen
Silicone, polyacetyl fibre,
polyethylene fibre

PTFE fibre, polyester fibre
Polyester fibre

Eye-contact lenses
and artificial cornea
Artificial joints/bones

Woven, nonwoven, knitted Plasters

. Woven, knitted
Woven, knitted

1.Non-Implantable

Vascular grafts
Heart valves

Woven, nonwoven, knitted Gauze dressing

Cotton

Viscose, cotton linters,
wood pulp

Polylactide fibre,
polyglycolide fibre,
carbon

Woven
Nonwoven

Sounlaid

Lint
Wadding

d Seaffold

needle-p

nonwoven

Textile médical

]
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Fibre Type

Fabric Structure

Application

Cotton, polyester fibre,
polypropylene fibre

Woven, nonwoven

Surgical gowns

Viscose Nonwoven Surgical caps
Viscose, polyester fibre, Nonwoven Surgical masks
glass fibre

Polyester fibre,
polyethylene fibre,
Cotton, polyester fibre,
polyamide fibre,
elastomeric-fibre yarns

Woven, nonwoven

Knitted

Surgical drapes, cloths

Surgical hosiery

- Cotton, polyester fibre Woven, knitted Blankets
E Fibre Type Application Function Cotton Woven Sheets, pillowcases
° Cotton, polyester fibre Woven Uniforms
(<3 Hollow polyester fibre, Antificial kidney Remove waste products from Polyester fibre, Nonwoven Protective clothing,
15 hollow viscose patients' blood polypropylene fibre incontinence, diaper/sheet]
s Hollow viscose Artificial liver Separate and dispose of patients' coverstock
L‘ plasma and supply fresh plasma Superabsorbent fibres, Nonwoven Absorbent layer
-o;‘l Hollow polypropylene Mechanical lung Remove carbon dioxide from wood fluff
fafl fibre. hollow silicone patients' blood and supply fresh Polyethylene fibre Nonwoven Outer layer
"; membrane oxygen Viscose, lyocell Nonwoven Cloths/wipes

matériaux d’origine (Rajendran and Anand, 2002, Rigby et al., 1997).

Figure 1 : Récapitulatif des différents types de textiles médicaux avec leurs usages techniques et leurs

Les textiles médicaux sont obtenus a partir de polymeéres naturels (soie, cellulose,

etc...) ou synthétiques (PP, PET, PTFE, PVC etc...) sous différentes structures (tissé, non-
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tissé, tricoté ou tressé), en figure 1. lls sont classés en fonctions de leurs usages et divisés en
quatre catégories : non-implantable, implantable, extracorporel et soins de santé/produit
d’hygiéne. Les applications de chaque catégorie sont présentées dans la figure 1 et quelques
exemples sont illustrés dans la figure 2.

Les dispositifs médicaux non-implantables sont utilisés pour des applications
externes et sont souvent destinés a étre en contact avec la peau. Ils sont employés en tant que
revétement, absorbant, supports de protection pour protéger les parties blessées d’un malade.

Ils se présentent sous différentes formes comme le pansement et le bandage.

2.Implantable 1.Non-Implantable

a»
Pansement et “ Pansement avec

bandage capteur de pH

3.Extracorporel

i
Poumon artificiel

Rein artificiel —

e \Eoie artificiel

= 4.Soins de santé/Produit hygiéne
défibrillateurs ‘ E — ) Equipement R :?;:,Zr::r:,té(:e
Prothése vasculaire - , EEEES"Te
™ 2.5 Equipement
Collant  hospitalier

Uniform )) Surveillance des

®
=
©
‘@
-
Q@
=
3
-

Implant viscéral

ligament

Valves cardiaques . . . .
4 chirurgical signes vitaux

Couverture chauffante

Figure 2 : Exemples de dispositifs médicaux (Annapoorani, 2013, Mecnika et al., 2014).

Les dispositifs médicaux implantables sont utilisés lors d’une intervention
chirurgicale. Ils servent a la fermeture des plaies (sutures) ou sont employés lors d’une
chirurgie de remplacement (greffons vasculaires, ligaments artificiels, lentilles de contact,
implant viscéral etc.). La biocompatibilité est d'une importance primordiale car le matériau
textile doit étre accepté par le corps, et quatre facteurs clés servent a déterminer comment le
corps réagira a l'implant. (La biocompatibilité est définie comme la capacité a provoquer une
réponse appropriée de [’organisme hote dans une application spécifique (Conférence
Européenne sur les Biomatériaux, Chester, UK, 1986). Ceux-ci sont les suivants (Rigby et al.,
1997):

16

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre I : Bibliographie

- La porosité du matériau, qui détermine la vitesse au cours de laquelle le tissu humain

va grandir et coloniser I'implant.

- La forme des fibres de I’implant : les petites fibres circulaires sont mieux colonisées

par les tissus humains que les fibres plus grandes avec des sections transversales

irregulieres.

- La non toxicité de I’implant : des substances toxiques y compris des contaminants de

surface (lubrifiants et agents d'encollage) et produits de degradation des matériaux

biorésorbable ne doivent pas étre libérées par les fibres.

- Les propriétés de la matiére premiére influencant le succés de Il'implantation

notamment son caractere biodégradable

Les dispositifs extracorporels sont utilisés pour la purification du sang en tant que
filtres. On parle ici de rein artificiel, de foie artificiel et de poumon artificiel.

Les produits de soins de santé constituent un secteur important dans le domaine de
la médecine et de la chirurgie. La gamme de produits disponibles est vaste, mais en général
ils sont utilisés soit dans la salle d’opération ou dans le service hospitalier pour I'nygiéne,
les soins et la sécurité du personnel et des patients par exemple draps hospitaliers, masque de

protection et vétement chirurgical.

1.2 Textiles utilisés en systéeme de libération de principes actifs

1.2.1 Fonctionnalisations classiques

Le développement de libération de principes actifs implique la combinaison de la
science des polymeéres, de la science pharmaceutique, de la biochimie, la biologie
moléculaire, de I’ingénierie tissulaire, de la microbiologie et d'autres technologies avancées
afin de développer des nouveaux matériaux de performance. Les textiles ont un certain
nombre d'avantages concrets sur les matériaux et les technologies correspondantes dans le
domaine pharmaceutique, mais ils peuvent aussi offrir de nouvelles méthodes et des
approches avantageuses pour la délivrance ciblée et contrdlée de principes actifs. Les fibres
chargées de principes actifs comprennent la facilité de production, la grande surface
spécifique pour la libération de principes actifs et un large éventail de structures et de formes
possibles. lls apportent une fonction supplémentaire en ajoutant des principes actifs pour aider

la cicatrisation, la réduction de la colonisation bactérienne ou 1’adhésion cellulaire etc.
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La voie transdermique est un choix possible afin de développer des systemes de
libération prolongée/contrélée de principes actifs. De tels systemes montrent de grandes
promesses mais nécessitent souvent des procédures de formulation multi-étapes. Le traitement
de surface textile est donc primordial pour incorporer des principes actifs dans les dispositifs
médicaux et ameéliorer leur propriété de libération. Nous développerons ici plusieurs

techniques existantes de modification de surface de textile, réparties en 8 grandes catégories.

Fibres Fibres incorporées Fibres Fibres Fibres fonctionnalisées Microencapsulation Greffage de Systémes
imprégnées lors de la production échangeuse d’ions  creuses (Traitement au préalable) molécules cages multicouches

Figure 3 : Différents techniques de modification de surface des fibres textiles avec des molécules actives

- Fibres imprégnées des molécules actives

L’incorporation des molécules actives sur des fibres déja formées (figure 3.1), se fait
par imprégnation, trempages, pulvérisation etc. Cette technique est relativement simple mais
le probleme consiste en I’instabilit¢ des ingrédients et une libération immédiate. Pour
améliorer la capacité d’encapsulation et ralentir la libération, les autres techniques sont
proposées ci-apres.

- Fibres incorporées des molécules actives lors de la production

Les molécules actives sont incluses pendant la production des fibres (figure 3.2) par
electrospinning, extrusion a chaud, la giration sous pression (Mahalingam and Edirisinghe,
2013, Mahalingam et al., 2015) ou d’autres techniques de fabrication. Ce systéme permet
d’avoir une libération prolongée grace a une meilleure surface spécifique, une plus grande
porosité et une meilleure capacité d’encapsulation. Avec la technologie electrospinning,
différentes structures (pleines, creuses, cceur-peau, bidimensionnelle etc.) peuvent étre
obtenues pour perfectionner le systeme de libération. La présence de charge a la surface de la
fibre est aussi envisageable afin de former des interactions entre les ions et les molécules
actives, ce qui va retarder la libération. Les fibres a base de chitosane-alginate ont montrées
étre un matériau prometteur de libération de principes actifs dans la mesure ou elles
présentent une haute efficacité d'encapsulation et une libération prolongée de molécules

chargées grace aux interactions électrostatiques (Liao et al., 2005).
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- Fibres échangeuses d’ions

Comme son nom l'indique (figure 3.3), les fibres échangeuses d'ions sont capables
d'échanger des ions, les groupements immobilisent sur le textile et les contre-ions mobiles
substituent par principes actifs ionique. La stabilité du systeme dépend alors des interactions
électrostatiques entre ceux-ci et les fibres échangeuses d'ions de charges opposeées.
Les principes actifs peuvent alors étre libérés dans les fluides corporels par un processus de
diffusion (Jaskari et al., 2001, Vuorio et al., 2003, Jeong and Park, 2008).

Une application intéressante de cette technique consiste en 1’utilisation de fibres
échangeuses d'ions pour la délivrance régulée in vitro de l'insuline, afin de développer
la modélisation théorique du processus de chimisorption (Medovi¢ et al., 2007).
D’autres systémes utilisant les fibres échangeuses d'ions pour la libération de principes actifs
sont déja disponibles dans le commerce, Smopex® consistant en un squelette de polyéthyléne
greffé avec d'autres polymeres : par exemple le poly(acide styrénesulfonique) (Smopex®-
101), le poly(acide acrylique) (Smopex®-102) et le polyamide (Smopex®-108). En plus
d'utiliser les fibres échangeuses d'ions disponibles dans le commerce, il est également possible
de greffer des groupements d’échangeurs d'ions a sur le textile.

- Fibres creuses

Des principes actifs peuvent étre inclus a I’intérieur de fibres creuses (figure 3.4). La
paroi de la fibre se compose habituellement d'une membrane perméable afin de contréler la
libération de principes actifs. L’avantage de ce systéme est présenté de deux fagons: un
rapport surface/volume élevé ainsi qu’une grande diversité d’incorporation de principes actifs.
Les fibres creuses peuvent aussi étre combinées avec une résine d'échange d'ions afin
d’obtenir un systéme di-fonctionnel (Kiyono et al., 2004, Anand et al., 2001). Des fibres
creuses biodégradables contenant des nanoparticules chargées de principes actifs en tant que
systeme de libération contrdlée (Polacco et al., 2002) ont également été développés au cours
de la derniére décennie.

- Fibres fonctionnalisées

Dans cette approche, les fibres sont modifiées chimiquement ou physiquement au
préalable pour activer la surface avant d’incorporer des principes actifs (figure 3.5). Plusieurs
techniques de modification de surface sont employées pour créer des groupements
fonctionnels a la surface des fibres, par exemple le traitement des gaz ionisés (traitement de
plasma, déecharge corona, traitement de flamme et irradiation UV), le traitement chimique

(oxydation, hydrolyse), les méthodes de polymérisation greffante, le greffage de matériaux
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hybrides organiques/inorganiques ... En plus, les propriétés de surface peuvent étre également
ameliorées.

La polymérisation induite par irradiation de méthacrylate de glycidyle, suivi par
I’ouverture de cycle avec le sulfite de sodium sur des non tissés de polyéthylene permet de
créer des fonctions sulfoniques pour interagir avec des ions d'argent dans le but de créer des
tissus antibactériens (Kim and Saito, 1999). De la méme fagon, le greffage de la 4-
vinylpyridine sur le tissu de polyuréthane activé induite par le rayonnement UV afin de
développer une membrane antibactérienne (Yao et al., 2008). L’introduction de poly (N-
isopropylacryl amide) sur des surfaces de polyéthylene non-tissé afin de créer un textile
intelligent stimulable qui répond aux changements de la température pour controler la
libération des principes actifs (Chen et al., 2002).

- Greffage d’un systéme de microencapsulation sur le textile

La micro encapsulation consiste a encapsuler des substances liquides ou solides en
bulles minuscules d’origine naturelles ou synthétiques avec la paroi mince. Les microspheéres
libérent progressivement des agents actifs par stimuli externe (le frottement mécanique, la
température, le pH ou la force ionique), qui rompt la membrane au fil du temps (figure 3.6).
Les agents actifs peuvent étre le parfum, 1’arome, les micro/nanoparticules. L’utilisation de la
microencapsulation sur le textile est déja mentionnée dans la littérature (Van Parys, 2006,
Nelson, 2002, Teixeira et al., 2012, Ocepek et al., 2012, Golja et al., 2013)

Les produits commerciaux récents sont des fibres spéciales contenant des molécules
actives, par exemple : X-STATIC® (incorporation d’Ag pour les propriétés antimicrobiennes
et antiodeurs destiné aux athlétes) ou encore les pansements antibactériens (URGOCELL AG
SILVER TLC, URGOCELL® SILVER, CELLOSORB® Ag).

1.2.2 Greffage de molécules cages sur le textile

L’utilisation d’un systéme réservoir greffé sur le textile (figure 3.7) qui est capable de
prolonger la libération de molécules actives est un véritable challenge.
Les molécules cages telles que les éthers couronnes, les cyclodextrines (CD), les fullerénes,
les clathrates, les intercalates, zéolites, les porphyrines, les calixaréne ou encore les
cyclophanes sont a ce titre particulierement étudiés. Dans notre cas, nous nous focalisons
particulierement sur le greffage de CD.

Les cyclodextrines (CD) sont des molécules cages qui permettent d’encapsuler

des molécules invitées de maniére non-covalente et réversible selon les interactions
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hote-invitée grace a leur cavité interne hydrophobe (figure 4). Elles sont trés connues pour
augmenter la solubilit¢ de molécules tres peu solubles et pour en augmenter leur
biodisponibilité. Elles sont particulierement employées dans le domaine pharmaceutique
(Loftsson and Brewster, 2010, Loftsson and Duchéne, 2007, Loftsson et al., 2005). Pour cela,
nous avons choisi cette molécule comme molécule réservoir. Nous détaillerons la préparation
de CD, de ses dérives et de ses polymeres en partie Il du chapitre bibliographie
(polyélectrolyte de cyclodextrines).

A L. Complexe d’inclusion
Héte (CD) Invité (X) (CD-X)

-0

Figure 4 : Représentation du phénoméne d’inclusion

Nous nous intéresserons ensuite a la fixation de CD sur le support textile, qui est
généralement divisée en deux voies : le greffage chimique ou physique. Le détail complet sera
présenté dans la partie 11.3 du chapitre bibliographique.

1.2.2.1 Fixation chimique de CD sur textile cellulosique

La fixation permanente sur les fibres de cellulose est possible en utilisant des agents
réticulants ou encore le groupement monochlorotriazinyle (Buchmann et al., 1996). Le réactif
de monochlorotriazinyl-CD, (MCT-BCD) est un excellent outil pour la modification de
surface des fibres a 1’échelle nanométrique car les atomes de chlore du groupement triazinyle
peuvent réagir avec les groupements nucléophiles (groupements hydroxyles des fibres) par
réaction de substitution nucléophile, figure 5. Le greffage de MCT-BCD sur la fibre
cellulosique est fait par un processus de thermofixation classique (Pad-Dry-Cure) (Denter et
al., 1997, Reuscher and Hirsenkorn, 1996).

ONa
~
N=—

‘<Cl

MCT-B-CD Fibres cellulosiques

Figure 5 : Fixation chimique de CD sur textile a I’aide de MCT--CD

Autres exemple, le greffage chimique de CD sur le coton et la laine est réalisé avec

des acides polycarboxyligues comme agent réticulant chimique (acide 1,2,3,4-
21
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butanetetracarboxylique, acide citriqgue ou poly(acide acrylique)), figure 6 (Martel et al.,
2002b).

0

DD N I F o e
(CHy)n gg (CHnD (CHzm {CHym o HO (CHym

hizat i HO— CELLULOSE heat
O H

hizat oH heat H, 0
(CHym iy {CHg]ngH (CHym (CHyn O (CHn g

oy = =, =, RO

Figure 6: Fixation chimique de CD sur textile par réticulation avec ’acide polycarboxylique (Martel et
al., 2002b)

1.2.2.2 Fixation physique de CD sur textile synthétigue

Plusieurs stratégies d’immobilisation physique de CD ont éte élaborées au cours des
dernieres années. Nous aborderons ici plus particulierement le greffage physique de CD sur
le textile en présence d’un agent réticulant d’acide polycarboxylique. Cette méthode a été
développée et brevetée par notre laboratoire au sein de 1’équipe du Professeur Bernard
MARTEL afin d’obtenir une nouvelle voie de modification de surface et une nouvelle
propriété de textile fonctionnel (Martel et al., 2002a). Cette technique permet de réticuler la
BCD par I’'acide citrique (CTR) en utilisant I'hypophosphite de sodium monohydraté
(NaH,PO,,H20) comme catalyseur sous I’effet de la chaleur pour obtenir le polymere
anionique (polyCTR-CD) enrobé physiquement sur le textile, figure 7. Le principe est basé
sur la réaction d’estérification entre I’anhydride cyclique, formé par la déshydratation d’acide
citrique sous I’effet de la température et du catalyseur, et les fonctions hydroxyles de la BCD.

Cette procédure est appliquée dans les nombreuses applications de textile en PP pour
I’adsorption des colorants (ElI Ghoul et al., 2010) et la libération prolongée de
ciprofloxacine de I’implant abdominale (Laurent et al., 2011), en PET pour la libération
contr6lée des antibiotiques par une prothése vasculaire (Blanchemain et al., 2007a,
Blanchemain et al., 2007b, Blanchemain et al., 2005, Blanchemain et al., 2012) et la
dépollution d” eaux et de sédiments contaminés (Ducoroy et al., 2008, Ducoroy et al., 2007,
Degoutin et al., 2015), en PA pour la délivrance de antibiotiques des meshes abdominaux (EI
Ghoul et al., 2008, Vermet et al., 2014) ainsi qu’en PVDF pour la régénération tissulaire
guidée en parodontologie (Boschin et al., 2006, Tabary et al., 2007, Tabary et al., 2014,
Leprétre et al., 2007).
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Figure 7: Structure chimigue de polyCTR-CD et son enrobage sur le textile (Ducoroy et al., 2008)

Nous utiliserons cette méthode de greffage par polyCTR-CD pour donner un caractére

anionique a notre support textile PET. En effet, les fonctions carboxyliques non estérifiées

(résiduelles) peuvent se convertir en fonctions carboxylates (caractére anionique) en ajoutant

une étape de traitement basique.

Dans notre travail, nous avons utilisé ces fonctions carboxyliques de polyCTR-CD

comme sites d’ancrage de notre systtme LbL. En effet, cette premiére couche anionique sur

notre support textile constitue le point de départ de notre 1’assemblage multicouche en

appliquant la méthode Layer-by-Layer (LbL).

1.2.3

Assemblages multicouches sur le textile

Les assemblages multicouches ou les assemblages couche par couche (Layer-by-Layer

(LbL)) sont basés sur une déposition séquentielle de polyélectrolytes cationiques et

anioniques, selon des interactions électrostatiques, sur un substrat chargé (Decher et al.,

1998), (figure 3.8). Cette méthode trés polyvalente couvre un trés large domaine de recherche

allant de la synthése de nanoparticules a la fonctionnalisation de textiles grace a ses points

forts de réalisation (facilité, économie et écologie). L’élaboration de multicouche dépend des

parameétres opérationnels que nous développons en détail dans la partie 11l (systemes

© 2015 Tous droits réservés.
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multicouches) du chapitre bibliographie. Cette approche de LbL pourra améliorer la capacité
d’adsorption et le contréle de la libération des principes actifs.

Parmi quelques applications récentes d’assemblages multicouches sur surface textile,
on trouve entre autre : I’immobilisation de nanoparticules d’argent antimicrobiens sur des
fibres de nylon et la soie (Dubas et al., 2006), les nanoassemblages multicouches entre le
chitosane et le PSS sur un substrat en coton leur conférant une activité antimicrobienne (Joshi
et al., 2011), les nanofilms de ZnO (100%) sur un textile tissé en coton leur conférant une
excellente activité antimicrobienne et une bonne résistance aux rayons UV (Ugur et al., 2010)
et I’amélioration de la viabilité cellulaire concernant I’assemblage PSS/PAH (Rinckenbach et
al., 2008).

1.2.4 Assemblages multicouches a base de cyclodextrine

Les molécules actives elles-mémes peuvent constituer des assemblages multicouches,
il est également possible de les inclure dans les multicouches de polyélectrolytes qui jouent le
réle de réservoir. Nous nous intéressons particulierement au cas ou les molécules actives
seront encapsulées dans les polyélectrolytes, plus particulierement dans les polyélectrolytes a
base de CD. Dans ce genre de systeme, la CD ou ses polyméres peuvent étre utilisés pour
intégrer des molécules actives peu solubles (tableau 1). Les assemblages multicouches
comprenant des CD ont été présentés dans la littérature pour la délivrance de genes (Jessel et
al., 2006, Jessel et al., 2004), de principes actifs (ElI Fagui et al., 2014, Chen et al., 2015,
Leguen et al., 2007, Shukla et al., 2011, Smith et al., 2009) et pour la fonctionnalisation les
biomatériaux (Benkirane-Jessel et al., 2004, Chen et al., 2011, Deng et al., 2014, Martin et al.,
2013b, Martin et al., 2013a, Pérez-Anes et al., 2015).
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Tableau 1 : Utilisation de CD dans les assemblages multicouches

Polycations

Heptakis(6-deoxy-6-
pyridylamino)-p-
cyclodextrin,
Poly(L-lysine)

Polyanions

Poly(acide L-glutamique),
Acide désoxyribonucléique

Application

Outil efficace de délivrance de géne pour la transfection
de cellules

El Fagui et al., 2014

PolyCD avec des
groupements
ammonium
guaternaires

PolyCD avec des
groupements sulfates

Encapsulation et libération controlées d’une molécule
lipophile (benzophénone)

Chen et al., 2015

Poly(L-lysine)

Poly(carboxymethyl-p-
cyclodextrin)

Libération de la nofloxacine et la puerarine pour le
systéme oculaire

Leguen et al., 2007,
Benkirane-Jessel et
al., 2004

Polyéthyléneimine,
Poly(L-lysine)

6”-carboxymethylthio-p-
cyclodextrin,
Poly(acide L-glutamique)

Systemes potentiels pour les revétements de biomatériaux
avec la libération locale des agents anti-inflammatoires

Shukla et al., 2011

Poly(p-amino ester)

Poly(carboxymethyl-B-
cyclodextrin), alginate,
sulfate de chondroitine,
sulfate de dextrane

Libération des anti-inflammatoires non  stéroidiens
(diclofénac) et des antibiotiques (vancomycine) dans des
lentilles intraoculaires, des pansements et des sutures.

Smith et al., 2009

Poly(B-amino ester)

Poly(carboxymethyl-p-
cyclodextrin)

Libération controlée des principes actifs (diclofénac and
flurbiprofen).

Chenetal., 2011,
Deng et al., 2014

Polymeére étoilé (21
branches) a base de
CD ammonium

Insuline, glucose oxydase

Libération contrdlée de I’insuline.
Utilisation comme une membrane polymérique dans les
domaines biomédicaux.

Martin et al., 2013b,
Martin et al., 2013a
Pérez-Anes et al., 2015

Chitosane

PolyCD avec des
groupements carboxyliques

Libération contrélée de I’acide tert-butylbenzoique et du
bleu de méthyléne (substrat textile), libération de la
gentamicine (substrat titane).

(Yang et al., 2013)

Oligoméres de CD
avec des groupements
ammonium
guaternaires

Oligomeéres de CD avec des
groupements carboxyliques

Formation des assemblages multicouches sur la surface
de verre et silicone.

© 2015 Tous droits réservés.
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11 Polyélectrolyte de cyclodextrines

11.1 Caractéristiques des cyclodextrines

Intérieur hydrophobe

n=6,7 ou 8 pour acPouy
R = H pour CD native
d |R= autres pour CD modifiée b Extérieur hydrophile

Figure 8 : Formule chimique d’une cyclodextrine (a) et représentation de la SCD

Les cyclodextrines ont été découvertes en 1891 par Villiers, elles se présentent sous la
forme d’oligomeéres cycliques du glucose issues de la dégradation enzymatique de I’amidon
(forme amylose) par les cycloglucosyltransférase (CGTase) provenant de la bactérie Bacillus
macerans. L’historique des CD est résumé en trois périodes (Szejtli, 1998) : la période de
découverte (1891-1930), les études systématiques sur les CD et leurs complexes d'inclusion
(1930-1970) et la production industrielle et I'utilisation des CD (partir des années 1970). Les
CD sont différenciées en fonction du nombre d’unités glucosidiques par 1’utilisation d’une
lettre grecque (o pour 6, B pour 7 et y pour 8), ces trois types sont les plus utilisées (figure
8a). Ce sont des molécules cristallines, homogenes et constituées par I’assemblage d’unités
glucopyranoses reliées entre elles par des liaisons a-1,4 en conformation chaise. Elles se
présentent sous la forme d’un godet ou d’un cbne (structure toroidale tronconique) du a
I’absence une rotation libre autour de ces liaisons (figure 8b), cette structure tridimensionnelle
ayant été déterminée par diffraction des rayons X. L'extérieur de la molécule regroupe les
fonctions hydroxyles secondaires en position 2 et 3 situées sur le c6té large du cone, les
fonctions hydroxyles primaires en position 6 situées sur la petite circonférence. La paroi
externe possede donc un caractére hydrophile. L'intérieur de la molécule regroupe les atomes
d’oxygéenes de liaisons étheroxydes ainsi que les atomes de carbones qui donnent un caractére
hydrophobe dl a la présence d’une forte densité électronique. Cette structure macrocycle
confére aux CD leurs propriétés tres exceptionnelles. Les protons numéros 1,2 et 4 sont
orientés vers I’extérieur de la cavité et les protons numéros 3 et 5 dirigés a ’intérieur de la
cavité. L’orientation de ces derniers protons permet caractériser le complexe d’inclusion entre

la CD et une molécule invitée par la résonance magnétique nucléaire (RMN). Le tableau 2
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représente les caractéristiques des CD. La masse molaire et le diamétre de la cavité croissent
avec le nombre d’unités glucosidiques. Mais la solubilité dans I’eau est la suivante : BCD <
oCD < yCD. La solubilité de BCD dans ’eau est plus faible due a la formation d’une ceinture
continue de liaisons hydrogeénes entre les groupements hydroxyles en position 2 et 3 d’une
unité glucosidique, ce qui rend la molécule de BCD plus rigide. Les CD sont des composés

chiraux (optiquement actifs) avec 5 atomes de carbone asymétriques par unité de glucose.

Tableau 2 : Principales caractéristiques des cyclodextrines

Caractéristiques aCD BCD yCD
Nombre d'unité glucosidiques 6 7 8

N° CAS 10016-20-3 7585-39-9 17465-86-0
Formule brute (forme anhydre) C3sHg0030 CsoH70035 CagHg0040
Masse molaire (g/mol) 972 1135 1297
Solubilité dans I'eau a 25°C (g/100ml) 14,5 1,85 23,2
Diamétre interne de la cavité (A) 4,7-5,2 6,0-6,4 7,5-8,3
Diamétre externe de la cavité (A) 14,6 15,4 17,5
Hauteur du cone (A) 6,7 7,0 7,0
Volume de la cavité (A%) 174 262 427
Température de fusion (°C) 250-260 255-265 240-245
pKa a 25°C 12,3 12,2 12,1
[o]b & 25 °C 150 162,5 177,4

Il existe deux types de CD : les cyclodextrines natives et les cyclodextrines modifiées

© 2015 Tous droits réservés.

(cyclodextrines dérivées) dont les groupements hydroxyles sont modifiés chimiquement afin
d’obtenir des propriétés spécifiques. Le OH en position 6 est le plus nucléophile (plus
basique) et est majoritairement substitué devant le OH en position 2 (plus acide), puis 3 (la
position la moins réactive.

Pour caracteriser la CD modifiee, la maniere selon laquelle le substituant est ajouté a
la CD peut étre décrite par deux termes: le degré de substitution (DS) et la substitution

molaire (MS). Le DS désigne le nombre moyen de positions hydroxyles sur l'unité
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anhydroglucose (AGU) qui ont réagi avec le substituant. Comme chaque AGU de la molécule
de CD a trois groupes hydroxyles, ce degré varie entre 0 & 3. La MS est définie comme le
nombre moyen de molécules de substituant ayant réagi avec chaque AGU. Une fois le
substituant fixé, il peut lui-méme réagir avec le réactif par polymérisation notamment le cas
de I’épichlorohydrine et poursuivre la réaction. La MS peut donc depasser la valeur 3.

Les CD dérivées sont développés pour aussi élargir les applications des CD et de
surmonter les inconvénients des CD natives tels que la faible solubilité dans I'eau, la faible
stabilité des complexes d’inclusion et la toxicité (Irie and Uekama, 1997). Par exemple, la
substitution de leurs groupes hydroxyles peut perturber les liaisons hydrogéne, augmenter
considérablement la solubilité (Szejtli, 1998, Loftsson and Duchéne, 2007) et diminuer la
toxicité (Binkowski-Machut et al., 2006). La présence de substituant chargé donne la
meilleure capacité de complexation et solubilisation par rapport aux autres CD dérivés grace a
la contribution supplémentaire des interactions ioniques a I'extérieur des cavités, en plus des
interactions hydrophobes a I’intérieur de la cavité de CD. La complexation devient beaucoup
plus forte avec la molécule invitée de charge opposée, comparée avec la molécule portant le
méme type de charge (Masson et al., 1998). Quelques exemples de CD modifiée sont

mentionnés dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Applications des cyclodextrines non-ioniques et ioniques

Groupement

substitué

Méthyl

Solution ophtalmique de chloramphenicol (Clorocil®), pulvérisation nasale

Application

de 17b-estradiol (Aerodiol®).

Délivrance de médicalement (Szejtli, 1983, Mutlu et al., 2011, Hirayama et
al., 1999)

Hydroxyalkyl (alkyl=
ethyl et propyl)

Solution intraveineuse d’Itraconazole (Sporanox ®)

Acetyl

Libération prolongée de metformin hydrochloride (Corti et al., 2008)

Halogeno =lodo ,bromo

Produit d’intermédiaire pour la synthése.

Azido

Phases stationnaires chirales pour la chromatographie liquide (Poon et al.,
2006). Produit d’intermédiaire pour la synthése.

Fluorescent

Détection des molécules chimiques (Ueno, 1996, lkeda, 2010, Surpateanu et
al., 2007)

Groupement synthétisé
(amphiphiles)

Nanoparticules pour la délivrance de principes actifs anticancéreux
(docétaxel) (Quaglia et al., 2009)

CD
anionique

Sulfoalkyl(alkyl=ethyl,
propyl et butyl)

Solution intraveineuse de Variconazole (Vfred®) (Luke et al., 2010)

Carboxyalkyl (alkyl =
methyl, ethyl)

Séparation de principes actifs par électrophorése capillaire (Jin and Li, 1998)

Succinyl

Séparation des énantioméres de peptides par électrophorese capillaire (Dai et
al., 2001)

Sulfate

Séparation de principes actifs par électrophorése capillaire (Jin and Li, 1998)
Protection du cartilage articulaire dans I'arthrose du genou lapine
(Groeneboer et al., 2008) , libération prolongée d'insuline glargine (Uehata
et al., 2011), Préparation de CD anionique (Pitha et al., 1991)

Phosphate

Préparation de munitions ionique membranes synoptiques (Won et al., 2006)

Groupement synthétisé
(amphiphiles)

Préparation des Liposomes ressemblant érythrocytes (Sukegawa et al.,
2002).

CD
cationique

6-Monodeoxy-6-
monoamino

Catalyseur (Binder and Menger, 1996), séparation des énantioméres
(Budanova et al., 2004) , transfection des cellules (Cryan et al., 2004),

GTMAC

Séparation des énantiomeres (Deratani et al., 1989, Chisholm and Wenzel,
2011, Jakubetz et al., 1997, Yudiarto et al., 2001)

Groupement synthétisé
(amphiphiles)

Délivrance des génes (Cryan et al., 2004, Khalil et al., 2006)

© 2015 Tous droits réservés.
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11.2 Formation des complexes d’inclusion

Les CD sont des molécules cages (I’hote) car elles possédent une cavité interne
capable de s’associer avec une autre molécule (I’invitée) de fagon réversible. On parle
d’interaction ‘hdte-invitée’. L’inclusion peut étre soit partielle ou soit totale selon la taille de
I’héte et de I’invitée, le phénoméne d’inclusion étant représenté en figure 9a. Les complexes
d’inclusion les plus courants sont du type 1: 1 (une molécule invitée interagit avec une
molécule de cyclodextrine) mais il existe également d’autres possibilités dans le cas ou les
extrémités lipophiles ou les longues chaines aliphatiques d’une méme molécule sont incluses
par plusieurs CD (figure 9b).

Plusieurs interactions coexistent simultanément afin de stabiliser ces complexes, elles
dépendent aussi de la molécule invitée (sa géométrie, ses propriétés physicochimiques comme
I’hydrophobicité, I’état d’ionisation) et de la CD (sa géométrie, sa modification chimique ou
non) et d’autres facteurs (le solvant utilisé, pH, force ionique, co-solvant et la température).
Ce sont des interactions faibles du type non-covalentes: interaction Van de Waals
(prédominante pour les interactions entre les hydrogénes en position 3 et 5 de la CD et la
molécule invitée), des interactions électrostatiques, des interactions hydrophobes et des

liaisons hydrogenes (avec la molécule invitée polaire en présence de I’hétéroatome).

® ®usfe(cD) C“Invité(x) o Complexe dirftusiof® CD : invité
o« o & o MEER oD% o ©

Figure 9: Représentation du phénoméne d’inclusion et ses différents types de complexes d’inclusion

La formation des complexes d’inclusion peut avoir lieu en solution ou a I’état solide.
Les différentes techniques (mélange physique, atomisation, évaporation du solvant, malaxage,
co-precipitations, neutralization, co-broyage et lyophilisation etc...) sont employées pour la
formation de complexe d’inclusion.

Le principe de formation des complexes d’inclusion est basé sur le gain énergétique du
systéme. A I'état solide, les molécules invités peuvent étre piégées dans la cavité ou peuvent
s’accumuler en dehors de la CD. En solution aqueuse, I’équilibre entre la partie complexée et
non-complexée de la molécule invité joue un réle prépondérant. La cavité hydrophobe de CD

est occupée par des molécules d’eau qui est défavorable thermodynamiquement (interaction
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polaire-apolaire). L’arrivée de la molécule invitée moins polaire que les molécules d’eau va
engendrer un état thermodynamiquement plus stable, la formation des complexes d’inclusion
est donc favorisée —(interaction apolaire-apolaire). Ce processus réversible est un équilibre
(figure 9a), la constante de formation des complexes est donc déterminée grace a plusieurs
techniques d’analyses dépendantes de la propriété de molécules invitées. Cette constante est
calculée selon I’équation de la figure 9a. Les molécules invitées changent de propriétés
physicochimiques lorsqu’elles sont incorporées dans la cavité de la CD. Les techniques
utiliseées sont reportées ci-apres (Wszelaka-Rylik and Gierycz, 2013) : a I’état solide (Analyse
thermique (ATG, DSC), Microscopie électronique a balayage (MEB), Diffraction rayons X,
IR, Chromatographie en couche mince et RMN solide), en solution (Electrochimie
(polarographie, conductimétrie), étude de solubilité de phase, RMN liquide, Résonance
paramagnétique électronique, UV, Fluorescence, Dosage potentiométrique, Titration

calorimétrique isotherme (ITC)) et a I’état gazeux (Head space).

11.3 Polymeres de cyclodextrines

Les polymeres de CD sont des composés dans lesquels plusieurs molécules de CD
sont réunies de facon covalente dans la chaine principale ou latérale des polymeres.
L’apparition de charges se trouvent sur le réseau de polymeres ou sur les CD elles-mémes, ce
qui favorise la complexation avec la molécule invitée de charges opposées (Gidwani and
Vyas, 2014, Mocanu et al., 2001).

a

PPPZ;W
B
®"v—v—v—@****

@- substituants encombrants

oS A 2 & &

Figure 10 : Différentes structures possibles pour le polymere de CD

Les polymeres de CD ont fait I'objet de nombreuses investigations parce que (i) leur
structure macromoléculaire réticulée permet une action de coopération, entre les CD voisines

ou entre les CD et la structure des réticulées des polymeres, dans la complexation de principes
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actifs ; (ii) selon les conditions expérimentales de la polymeérisation, il est possible d'obtenir

soit des polymeres hydrosolubles ayant une solubilité améliorée par rapport aux CD natives

ou des hydrogels insolubles avec haute capacité de gonflement dans I'eau. Par conséquent,

quel que soit la structure des polymeéres CD (linéaires, hyper-ramifiés, dendrimeres etc.) de

nombreux matériaux a base de polymeres CD ont été récemment concu pour des applications

pharmaceutiques et biomédicales (van de Manakker et al.,

2009, Fenyvesi, 1988, Machin et

al., 2012, Rodriguez-Tenreiro et al., 2006, Smith et al., 2009, Trotta et al., 2014b, Uekama et
al., 1985)

Les polymeres de CD sont classés en 3 catégories (figure 10) : polymeres linéaires,

polyrotaxanes ou polymeéres colliers et polymeéres réticulés de CD ioniques et non-ioniques.

11.3.1

Polymeres linéaires

m-NP = m-nitrophenol;

@ = - or (-cyclodextrin (mol wt 973 or 1135)

Acryloyl cyclodextrin (CD-A)

NP
CH,=CHCOCl =~ CH2=CHC03‘©2

NO,

@ CH,=CHC0,—(®)

;060
—(—CH —CH—)— CH2—-CH—)—-(—CHZ—CH—>-
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Figure 11 : Structure de polymeéres linéaires de CD par (a) polymérisation de monomeére porteurs de CD
(Harada et al., 1976) (b) greffage de CD sur polymere linéaire (Martel et al., 1995)et (c) condensation de CD
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Ils sont obtenus par deux maniéres distinctes :

- Substitution d’une chaine macromoléculaire linéaire (figure 10al). La CD se situe
en groupement latéral, ils sont obtenus par 2 voies : la polymérisation de monomere
porteurs de CD (vinylique, acryloique ou méthacryloique) en figure 11a (Furue et al.,
1975, Harada et al., 1976) ou par greffage de CD sur les fonctions substituants d’un
polymére linéaire (ou branché) préexistant (polyvinylamine, polyallylamine,
polyethyléneimine etc.) en figure 11b (Deratani et al., 1995, Renard et al., 2005,
Sébille et al., 1987, Crini et al., 1995, Martel et al., 1995, Trellenkamp and Ritter,
2010, Potier et al., 2012).

- Formation d’une chaine macromolécule linéaire (figure 10a2). La CD fait partie de
la chaine principale (figure 11c), ils sont obtenus par condensation de monomeres de
CD di-fonctionnels (groupements substitué diamino ou di(2- aminoethanethio)) avec
d’autres comonomeres di-fonctionnels (dimethyl suberimidate (DMS) ou dithiobis

succinimidyl propionate) (DSP)) (Gonzalez et al., 1999, Davis and Bellocqg, 2002).

11.3.2 Polyrotaxanes a base de cyclodextrine

E HoNar g~ OO Dm0 ng~ O~ NH,

G
PEG-BA w
P

H20, rt.24 h l a-cyclodextrin («-CD)

s

Pseudopolyrotaxane

A

star-PCL

Z-Tyr

cluster of
star-pPR
monocrystal
bundles

Condensation reagents

- it

Polyrotaxane

Figure 12 : (a) Structure de polyrotaxane et polypseudorotaxane de CD (Yui et al., 2009) et (b) eléctrofilage
coaxial des nanofibres a base de polypseudorotaxane et poly(e-caprolactone) étoilé (Oster et al., 2015).

Le terme de polyrotaxane provient du latin entre deux mots (rota=la roue et axis=
I’axe) et il se réfere aux systémes supramoléculaires dans lequel les CD complexent de la
chaine principale comme un collier de perles (figure 10bl) ou latérale (figure 10b2). Le
polyrotaxane possede des groupements encombrants en bout de chaine, bloquant les
cyclodextrines contrairement au polypseudorotaxane (figure 10bc) dont les extrémités sont
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libres et autorisent la décomplexation de la chaine. Les chaines de squelette sont généralement
constitués de polyméres comme le poly(oxyde d'éthyléne), poly(éthylene glycol) ou poly
(oxyde de propyléne) etc.

Un exemple de polyrotaxane et polypseudorotaxane est montré dans la figure 12a (Yui
et al., 2009). Le polypseudorotaxane étoilé est obtenu a partir de la complexation entre la a-
cyclodextrine et le poly(e-caprolactone) a 4 branches sous la forme de nanoplaquettes, figure
12b. Ceci permet d’¢laborer des nanofibres avec une structure cceur-peau par électrofilage
coaxial en vue d’application biomédicale (Oster et al., 2015).

Les autres polyrotaxanes de CD sont également employées dans le domaine
biomédicale et la délivrance de principes actifs (Yui et al., 2009, Higashi et al., 2013, Loethen
et al., 2007, Motoyama et al., 2012, Simoes et al., 2015) et de genes (Dandekar et al., 2012).

11.3.3 Polymeres réticulés
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. OH (; ol Ciy — O0—CHy~ ?H — CHy — O0— CH;
1
CH, OH
a
(0] B_CD
1(4)
Ho~-cnz-(I:H-cuz—o-cu,—CH—cnz-cn '\7/\“ 1(5’
on o [§) CH, — OH

homopolymer CHy — CH - CH;- O~ CHy; = CH - CH,—~ CI —(Z)—_, CHa= O0«(CH; - CH-CHy - D)= CH,
! )
& on

: . o
CH, B-CD |
2-hydioxypropy! ether tail glyceryl bridge \/

Figure 13 : Réaction de polycondensation entre la SCD et I’épichlorohydrine (Renard et al., 1997).

Ces polymeres sont obtenus par réaction entre la CD et des réactifs bi/polyfonctionnels
(agents reticulants). Cette réticulation permet de former les réseaux de polymeéres sous la
forme tridimensionnel, voir figure 10c. Le polymére réticulé est soit soluble soit insoluble

selon les paramétres réactionnels (la concentration du milieu et la proportion des réactifs, la
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température de réticulation, le temps de réaction etc.) et respectivement en arrétant la réaction
avant ou apres son point de gel. Un exemple de polymére neutre (polymeére cyclodextrine-
épichlorohydrine) de CD obtenu par réticulation de CD avec 1’épichlorohydrine (EP) est
montré dans la figure 13 (Renard et al., 1997).

L’incorporation des charges sur le polymere est aussi envisageable quand 1’agent
réticulant possede un groupement ionisable ou si un agent ionique (substituant) est introduit
dans le systeme. Les agents réticulants mentionnées dans la littérature sont résumeés dans le

tableau 4.
E D cc EP Polymére cationique de CD 0
OH X
OH
C|:H3 C\gz/CHCHzCI —ocm? CH EH2-OH |
CH
+ CH2CH2CHz—N*-CHa-CI"—_ ﬂ s B 12
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o ; & oH —ocmfnlm
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CH; CHOH-CH- NTCHg)S
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Figure 14: Synthése de polymeére cationique de (a) CD en présence de CC (Qian et al., 2008) (b) de

maltodextrine en présence de GTMAC (Paillard, 2009) et (c) de CD en présence de GTMAC (Layre et al.,
2002)

/

Maltodextrine

EP + GTMAC (ajout simultané)

Nous nous intéressons plus particulierement aux polyméres CD cationiques afin de les
utiliser en coopération avec les polymeéres anioniques de CD (polyCTR-CD) dans les
assemblages multicouches en tant que les supports biomatériaux. Dans la littérature, les
polyméres cationiques de CD (ajout simultané d’EP et de CC (chlorure de choline)) ont
révelés une bonne hémocompatibilité aux érythrocytes, aucune cytotoxicité aux cellules

endothéliales bovine jusqu'a la concentration de 500 ug/mL (Li et al., 2004, Gil et al., 2009),
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une amélioration de la biodisponibilité du principes actifs a travers la barriére hémato-

encéphalique (Qian et al., 2008), en figure 14a.

a GTMAC
OH ?”3 cr OH
O CH,CHCH— N*— CH, o]
HO. o< X Ele HO (o U .
NH, = NH l H3CI
Chitosan CH?(IJHCHZ— r? — CH,
OH CHy
b]  ron e GTMAC Ty
Nanofibrils

NCI

NaOH Microfluidizer

Core: Crystalline | o
Cellulose [Yo7, o

Surface: Quaternized
Cellulose
Derivatives

50°C, 3-15 days
HCI

n=678

Figure 15: Cationistion par le GTMAC sur (a)le chitosane (Wu et al., 2006) (b)la cellulose (Pei et al., 2013) et
(c) la cyclodextrine (Chisholm and Wenzel, 2011)

Un autre agent substituant cationigue comme le GTMAC (Chlorure de
glycidyltriméthylammonium) a été reporté dans la préparation de chitosane cationique avec
une charge élevée et a montré une bonne activité antimicrobienne en figure 15a (Qin et al.,
2004, Wu et al., 2006). Le GTMAC a également été impliquée dans la synthése de I'amidon
cationique avec un haut degré de substitution (Bendoraitiene et al., 2006, Gimbert et al., 2008,
Heinze et al., 2004) ou dans la préparation de cellulose cationique (en figure 15b) pour
augmenter sa capacité d'absorption a I'eau et sa capacité d'adsorption vis-a-vis de colorants
anioniques (Pei et al., 2013). Le GTMAC a aussi été employé dans la substitution de
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monomere de CD pour préparer le monomeére cationique de CD dans le domaine de la
séparation énantiomere en figure 15c (Yudiarto et al., 2001, Jakubetz et al., 1997, Chisholm
and Wenzel, 2011).

Récemment pour la préparation de polymere, le GTMAC a été associé avec de la
maltodextrine (ajout simultané entre I’EP et le GTMAC) pour créer la nanovectorisation
cationique en figure 14b (Paillard et al., 2010) ainsi qu’avec le polymére de cyclodextrine-
épichlorhydrine pour la séparation de composes organiques en figure 14c (Thuaud et al.,
1991, Layre et al., 2002). Dans ce dernier cas, la modification du polymere cyclodextrine-
épichlorhydrine par le GTMAC se présente a la suite d’une étape de synthese bien distincte.

Des agents réticulants anioniques ont été employés pour préparer des polymeres
anioniques de CD portants des groupements carboxyliques en utilisant le dianhydride de
I'acide éthylene-diamine-tétra-acétique en figure 16a (Ferro et al., 2014), [I’anhydride
pyromellitique en figure 16b (Rossi et al., 2015) ainsi que des acides polycarboxyliques en
figurel6ce (acide 1,2,3,4-butanetetracarboxylique et acide citrique ou acide acrylique (Martel
et al., 2005)), d’autres portants des groupements sulfonates en figure 16d (El Fagui et al.,
2014) et des groupements phosphates (Wintgens et al., 2013, Pitha et al., 1991). Des
polymeres anioniques ont été obtenus par ajout de substituants anioniques comme 1’acide
chloroacetique en figure 16e (Badruddoza et al., 2013) , 1’acide chlorosulfonique en figure 16f
(El Fagui et al., 2014) ou I’anhydride succinique (Liu et al., 2014) dans le polymeére neutre de

CD. Leurs applications sont mentionnées dans le tableau 4.
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Figure 16: Synthése de polymeére anionique de CD en présence des groupement carboxiliques
(a (Ferro et al., 2014), b(Rossi et al., 2015), ¢ et e (Badruddoza et al., 2013)), des groupements phophates
(d (Wintgens et al., 2013)) et des groupements sulfonates (e (El Fagui et al., 2014))
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Tableau 4 : Application des polyméres de cyclodextrines non-ioniques et ioniques.

Agent réticulant

Agent

substituant

Application

Polymére Epichlorohydrine (Renard et Délivrance de principes actifs (bupivacaine (Jug et al.,
CD non- al., 1997, Crini et al., 1998) 2010), glipizide (Nie et al., 2011)), phenytoin (Uekama et al.,
ionique 1985), cortexolone (Volkova et al., 1999)
Ethyleneglycol Libération prolongée de diclofenac (Rodriguez-Tenreiro et
diglycidylether (EGDE) - al., 2006). Etude les interactions entre les tensioactifs et
1,4-Butanediol diglycidyl polymére de CD (Cserhati et al., 1992)
ether (BUGDE)
Isocyanate Adsorption des acides aminés aromatiques (Tang et al.,
20064a), adsorption des molécules organiques (Ma and Li,
1999), agents désamérisation (Binello et al., 2008)
Anhydride Préparation des polymeres (Girek et al., 2000), adsorption
des composés aromatiques (Gu et al., 2006), adsorption des
métaux lourds (Berto et al., 2007)
Carbonate de diphényle Agents désamérisation (Binello et al., 2008), délivrance de la
dexaméthasone (Swaminathan et al., 2013)
Carbonyldiimidazole Délivrance de la tamoxifene (Torne et al., 2013, Trotta et al.,
2012) et du resvératrol (Ansari et al., 2011)
Epichlorohydrine fluorescent Détection de chloroforme dans I’eau (Ncube et al., 2014).
Détection de molécule chimiques (Zohrehvand and Evans,
2005, Malanga et al., 2014)
Polymere Polyacide carboxylique - Complexation avec doxycycline (Bakkour et al., 2006),
CD (acide citrique, acide albendazole (Joudieh et al., 2009) ainsi que différents
anionique | acrylique et acide BTCA) principes actifs (Danel et al., 2013), lentilles de contact
(Martel et al., 2005) (Garcia-Fernandez et al., 2013) et microréacteur de
hydrogénation catalytique (Herbois et al., 2015)
Sodium trimetaphosphate Application biomatériaux en tant que supports pour des
(STMP) molécules bioactives ou la régénération osseuse (Wintgens et
al., 2013).
Dianhydride de l'acide Délivrance de I’ibuproféne (Ferro et al., 2014)
éthyléne-diamine-tétra-
acétique
Anhydride pyromellitique Préparation de polymeéres (Trotta et al., 2014a) , adsorption
(Rossi et al., 2015) des métaux lourds (Li et al., 2007)
Epichlorohydrine Acide Libération controlée des molécules lipophiles (El Fagui et
Chlorosulfonique | al., 2014)
Epichlorohydrine Acide Préparation de polymeéres (Yang et al., 2013), adsorption des
chloroacetique métaux lourds (Badruddoza et al., 2013)
Epichlorohydrine Anhydride Libération prolongée d’indomethacine (Liu et al., 2014)
succinique
Polymere Epichlorohydrine Choline chloride | Délivrance de principes actifs : Naproxen (Li et al., 2004),
CD butylparaben or triclosan (Qian et al., 2008),
cationique indomethacin(Xin et al., 2010)
Epichlorohydrine GTMAC Séparation des énantiomeres(Thuaud et al., 1991), Etude de
complexation avec les composés cosmétique et
pharmaceutique (Layre et al., 2002)

© 2015 Tous droits réservés.
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11.4 Application de CD et ses polymeéres

Gréace aux propriétés spécifiques de CD mentionnées précédemment, elles sont
utilisées dans différents domaines.

En pharmacie, les CD sont utilisés en formulation de principes actifs pour améliorer la
solubilité de molécules peu solubles, la biodisponibilité et la stabilité d’une molécule. Les CD
sont essentiellement employées dans la libération de principes actifs afin de permettre
libération retardée ou contrblée : par voie orale, parentérale, ophtalmique, nasale, rectal,
dermique et transdermique (Loftsson and Brewster, 2010, Loftsson and Duchéne, 2007).

En agroalimentaire (Astray et al., 2009, Szente and Szejtli, 2004, Lopez-Nicolas et al.,
2012), les CDs sont utilisées sous le code E459 pour préserver les ardmes lors du stockage ou
leur manipulation, les protéger contre 1’oxydation et la décomposition a la chaleur, et pour
masquer les odeurs indésirables (cholestérol ou hexanal (Lépez-de-Dicastillo et al., 2010)).

L’utilisation dans le domaine cosmétique (Marques, 2010) permet d’incorporer des
parfums afin de contréler la libération et d’augmenter la capacité d’adsorption et d’éviter une
évaporation tres rapide de ces substances volatiles.

La CD est utilisée dans le domaine de la chimie analytique surtout en chromatographie
(chromatographie a haute performance en liquide, chromatographie capillaire,
chromatographie en phase gazeuse et chromatographie a fluide supercritique) pour la
séparation des produits chiraux ou des énantioméres qui permet de supprimer des produits
secondaires ou indésirables (Xiao et al., 2012).

La CD est également étudiée dans le domaine biomédical comme les nanoparticules
pour la délivrance de principes actifs ou génes, les biocapteurs innovants pour le diagnostic
moléculaire et I'imagerie médicale, les supports pour l'ingénierie tissulaire, les dispositifs
médicaux (protheses, cathéters, des greffons vasculaires, implants osseux).

En remédiation, des polyméres ou matériaux a base de CD sont employés dans la
décontamination de 1’eau (Crini, 2005, Crini and Morcellet, 2002), des sols (Gruiz et al.,
1996, Flaherty et al., 2013) et de 1’air (Butterfield et al., 1996, Blach et al., 2008). Elles sont
aussi utilisés pour la remédiation catalytique (Landy et al., 2012, Ternel et al., 2015, Herbois
etal., 2015).

Les CD sont employées en tant qu’indicateurs de chiralité dans des réactions
(halogénation, oxydation des sulfures, réduction des céeto-acides, epoxidation, addition de
Michael, Diels-Alder, Wittig etc. (Breslow and Dong, 1998, Breslow and Zhang, 1992).
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111 Systémes multicouches

Ces auto-assemblages ou les multicouches de polyélectrolytes (polyelectrolyte
multilayers: PEMS) permettent d’acquérir une surface multifonctionnelle et
multidimensionnelle a I'échelle micro/nanométrique. Dans cette partie, nous présentons

I’évolution, la préparation, les procédes, I’application et la stabilité des assemblages
multicouches.

111.1 Assemblage multicouches
[l Assemblages multicouches
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Figure 17 : (a) Assemblages multicouches par technique trempage (b) le nombre de documents par an et (c)
les différents domaines concernant lutilisation de technique LbL (mots-Clés : Layer by Layer et multilayer,
recherché sur Scopus le 10/06/2015)

Les polyélectrolytes sont des polymeéres ionisables (cationiques, anioniques ou
amphoteres (distribution des charges a la fois cationique et anionique)) avec un motif de
répétition d’origine naturel ou synthétique. Ils sont aussi classés selon leur état d’ionisation ou

dissociation : soit forts (indépendant du pH et la dissociation totale des charges), soit faibles
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(dépendant du pH et de la dissociation partial des charges). Les assemblages multicouches
peuvent étre appliqués sur tous types de supports quelles que soient leur nature et leur
géomeétrie (verre, quartz, silicium, titane, or et textile) et avec tous les polyélectrolytes
disponibles (polyélectrolytes synthétisés : cationiques (PDADMAC, PEI, PAH) et
anioniques (PSS, PAA, PMA) et polyélectrolytes naturels : cationiques (polylysine, chitosane)
et anioniques (sulfate de dextrane, héparine, carboxyméthyl cellulose, gélatine)).

De grands efforts ont été consacrés au cours des derniéres décennies au
développement d’outils de modification de surface simples, peu coliteux et polyvalents. A cet
égard, la technique de Layer-by-Layer (LBL) a été développée. Dés 1966, la construction
multicouche entre des particules colloidales cationiques et anioniques selon les interactions
ioniques a été suggérée en premier par ller. Un peu plus tard en 1980, Fromherz (Fromherz,
1980) a mentionné I’utilisation de cette idée pour déposer alternativement des protéines et des
polyélectrolytes de charges opposées. Il est la premiére personne a citer que le changement de
charge de la surface doit apparaitre apres chaque dépdt, ce qu’on traduit aujourd’hui par une
compensation de charge. Malheureusement, il n’a pas apporté la preuve de la construction
d’un tel film par manque de techniques de caractérisation adaptées a 1’époque.

Au début des années 1990, G.Decher a développé la méthode d’assemblage couche
par couche (Layer-by-Layer (LbL)) appliquée aux polyélectrolytes (Decher, 1997, Decher et
al., 1998, Decher et al., 1992). Cela a conduit a la formation de films multicouches. Un
substrat solide avec une surface plane chargée positivement est immergé dans une solution de
polyélectrolyte anionique, la monocouche d'un polyanion est adsorbée et la charge de surface
est inversée. Le substrat est alors rincé afin d’éliminer les résidus puis trempé a nouveau dans
une solution de polyélectrolyte cationique. La nouvelle monocouche est ainsi déposée, puis
rincée. En répétant les étapes d'une maniére cyclique, les assemblages multicouches de ces
deux polymeéres sont obtenus alternativement. Ce procédeé est nommé « trempage ou dip-
coating », (figure 17a). L'accumulation des films multicouches est suivie par spectroscopie
UV et diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS). Aprés la découverte des films LbL, le
nombre de recherche dans différents domaines a connu une croissance exponentielle (voir

figure 17b et figure 17c, basées sur une recherche sur Scopus entre 1960 et 2015).
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111.2Procédé de construction multicouches
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Les assemblages multicouches se construisent généralement a travers une variété de

méthodes de depdt qui ont été déja reportées dans la littérature (figure 18) afin de contréler les

propriétés des films tel que la croissance, 1'épaisseur, 1’hydrophobicité, I'hydratation, la

mouillabilité, le gonflement, la stabilité, la rigidité, la morphologie de surface, 1’adhésion

cellulaire et les caractéristiques mécaniques ou biologiques. Elles dépendent également des

autres parameétres d’assemblages comme les caractéristiques des polyélectrolytes ou les

parametres réactionnels. Les méthodes de dép6t sont classifiées en 5 catégories (Richardson

etal., 2015).
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Figure 18: Méthode de dépot des assemblages multicouches

D’apres le tableau 5, le substrat utilisé peut étre sous la forme plane ou non avec la

taille variant de 10 nm a 1 m ce qui permet de déposer les assemblages a base de polymeéres et

colloides. En fonction de la technique employée, le temps de création d’une couche est estimeé

entre <1 s et 24 heures en présence de systéme automatisé ou non. Par conséquent, les
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propriétés des films multicouches sont dépendantes de la technique appliquée : épaisseur (<1-

20 000 nm), rugosité (1-30 nm) et structure de films (interpénétré ou stratifie).

111.2.1 Trempage ou « dip-coating »

Cette méthode présente pour avantage d’étre applicable a tous types de substrats quelle
que soient leur nature et leur géométrie. Par contre le trempage demande un temps de
réalisation relativement long, ce qui complique les applications au niveau industriel pour les
grands substrats, il nécessite une quantité relativement importante de matériaux pour chaque
étape de dépdt et entraine la formation des films avec une structure interpénétrée donc moins
ordonnée (figure 18a). Des variables de cette méthode sont également reportées dans le
tableau 5.

111.2.2 Enduction centrifuge ou « spin-coating »

Ce procédé consiste a déposer une solution sur un substrat en mettant celui-ci en
rotation. 1l a été employé en premiére en 2001 (Lee et al., 2001). La goutte déposée s’étale de
fagon uniforme sous 1’effet de la force centrifuge (figure 18b). L’exces de solvant est évaporé
et une autre solution contenant des charges opposées a la premiére solution est ensuite
déposée de la méme fagon. Le temps nécessaire pour la formation de multicouches est trés
rapide, moins une minute. L’épaisseur et la rugosité de couches obtenues dépendent de
plusieurs parametres tels que la vitesse de rotation, la volatilité du solvant, la viscosité de la
solution et d’autres parametres évoqués dans le cas du trempage (tableau 5). Le film obtenu
est beaucoup plus mince, organisé et stratifié, le transfert de ce procédé de laboratoire vers
I’échelle industrielle en est facilité. Ce procédé est tres utilisé dans 1’industrie du semi-
conducteur et il est un choix attrayant pour fabriquer des assemblages multicouches. La tenue
mécanique des films par ce procédé est meilleure comparée a la technique de trempage (Jiang
et al., 2004).

111.2.3 Pulvérisation ou « spray-coating »

Ce procédé, déja utilisé dans I’industrie des revétements inorganiques (Levy 1970,
O'Brien et al., 2001) ou organiques (Winterton et al., 2002), a été présenté pour la premiére
fois dans les assemblages multicouches en 2000 (Schlenoff et al., 2000).

Les solutions sont pulvérisées de maniére alternées, en appliquant le principe de LbL,

sur un substrat pos¢ verticalement ou un peu incliné ce qui permet le drainage de I’exces de
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solution (figure 18c). Le substrat est ensuite rincé. L’inconvénient de cette méthode est une
consommation élevée de solution du au drainage. De plus, cette solution n’est pas réutilisable
et non adaptable pour les composés colteux. L’épaisseur et la rugosité de couches obtenues
sont comparables a celles obtenues par la méthode de trempage et dépendent de plusieurs

parametres tels que le flux, la distance de pulvérisation etc, tableau 5.

111.2.4 Electromagnétique

L'utilisation de champs électrique et magnétiques ont été rapportés pour la premiere
fois en 2001 pour effectuer des assemblages multicouches (Sun et al., 2001, Hong et al., 2004,
Rydzek et al., 2010). L’¢électrodéposition consiste a revétir des électrodes immergées dans une
solution de polyélectrolyte sous 1’application d’une tension ; elle est obtenue par des réactions
d’oxydoréduction ou un changement de pH (figure 18d). Les électrodes sont ensuite lavées et
placées dans une solution d'un polymére de charge opposée, les polarités des électrodes sont
inversées et le processus est ensuite répété (Van Tassel, 2012). Généralement, les films
obtenus sont plus épais et plus denses que les films préparés par dautres méthodes
d'assemblage LbL (Shi et al., 2003, Richardson et al., 2013), tableau 5. Ce procédé est un

choix alternatif pour 1’élaboration des assemblages.

111.2.5 Fluidigue

L’assemblage fluidique peut étre utilisé pour élaborer des multicouches avec des
canaux fluidiques en figure 18e (Wang et al., 2011, Castleberry et al., 2014, Priest et al.,
2008). Ce procédé consiste a utiliser une pression (on peut également travailler sous vide)
pour faire circuler consécutivement a travers les canaux des solutions de polyélectrolytes puis
des solutions de lavage (5-10 min pour une couche de 1,2 nm (Reyes et al., 2004)), qui
peuvent étre le composant fluidique (sous la forme tube ou capillaire) ou le réseau
microfluidique désigné (Raman et al., 2014, Madaboosi et al., 2012).

L'assemblage fluidique ressemble fortement au procédé de trempage lorsque des
solutions de polymeres sont restés statiqguement en contact avec le substrat pendant plus de 10
min (Katayama et al., 1998, Barker et al., 2000). La force capillaire peut également étre
utilisee pour attirer des solutions de polymeres par l'intermediaire des microfluidiques en
placant des gouttelettes de solution a entrées fluidiques, suivi par le filage du substrat pour
éliminer la solution, ce qui permet de déposer 1,2 nm d'épaisseur en moins de 2 min (Jang et
al., 2003), tableau 5.
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Ce procédé permet de former les multicouches sur des surfaces difficilement
accessibles a d'autres méthodes (par exemple, a l'intérieur des capillaires), offre de nouvelles
facons pour un motif spécifique (par exemple, la surface masquée avec un canal fluidique), et
augmente la capacité des assemblages multicouches industrielles (diminution de la

consommation de réactif). Ces avantages rendent attractive cette méthode pour de nombreuses

applications.
d - AN, > gk /=" N [ —_ S
BUILDING BLOCKS £ * : RTIE
LbL ASSEMBLY Substrates Substrate Layer materials Time per Automated  Layer Roughness, Layer
TECHNOLOGY sizes* layer (current status) thickness, nmt nm structure
Immersive 10nm-1m 10s-12h <1-15 1-20 Interpenetrated
", Dipping (2, 25) Planar 1-100 mm Polymers, colloids ~ 10-30 s (32) or Yes 1-2(25,26) 1-10 (44, 49)
N\ 10-20 mint (26)
@ Dewetting (8) Planar 1-10 mm Polymers, colloids§  30-60 s (8) No 12 (8) NR
Roll-to-roll (9) Flexible planar 100 mm-1 m Polymers 2-5min (9, 34) Yes 1-156(9,34) 15-20(9, 39)
Centrifugation (5, 6) Particulate 10 nm-10 pm Polymers, colloids 20+ min|| (5, 6) No 1-2(5, 100 3-10(23,99)
Calculated saturation Particulate 100 nm-1 um Charged polymers ~ 5-10 min (39) No 1-2 (39 NR
(12, 37)
Immersive immobilization  Particulate 100 nm-1 pm Polymers 40-50 min (33) Yes <1(33 NR
©3)
Creaming (77) Emulsion 10 nm-1 pm Polymers, colloids  0.5-12 h (717, 36) No 1-7 (36, 38) NR
Spin 1-100 mm 10 s-5 min <1-2 1-10 Stratified
5. ;_ Spin (74, 42, 43) Planar 1-100 mm Polymers, colloids ~ 10-60 s (43) Yes <1-2 (42) 1-10 (44, 46)
N
High gravity (15) Planar 1-10 mm Polymers, colloids 20 s-5 min (75, 49) No NR 1-2 (49)
Spray 10 nm-10 m <1s-24h <1-15 1-10 Stratified
\ Spray (16, 52) Planar 1mm-10m Polymers <1-30 s (59) Yes <1-5(16, 51) 1-10 (57)
- ) Atomization (77) None 10-100 nm Charged polymers  12-24 h (17) No 5-15(17) NR
Spray immobilization (63)  Particulate  10-100 nm Polymers 5-10s(63) Yes 2-4 (63) NR
Electromagnetic 10 nm-100 mm 1 s-20 min 1-20,000 10-30 Stratified
r@*] Electrodeposition (78, 20, Planar 1-100 mm Polymers, colloids ~ 1s-20 min (65, 77) No 2-20,0001  10-30 (66, 70)
) 67,73 (20, 67, 71)
g l‘ | Magnetic (19, 76) Planar and 10 nm-100 mm  Polymers, colloids  15-20 min (79, 76) No 1-2 (19,75 NR
Particulate
Electro-immobilization (73) Particulate 10 nm-1 pm Charged polymers ~ 15-20 min (73) No 2-3(13) NR
Fluidic 100 nm-100 mm 10 s-45 min <1-3 1-11 NR
&@ Microfluidic planar (22) Planar 10 pm-100 mm  Polymers 1-15 min (80, 87) Yes <1-3 (83, 84) 1-10 (80, 84)
Microfluidic particulate Particulate 100 nm-10 pm  Polymers 10-60 s (96-98) Yes 1-3(96,97) NR
(96-98)
Fluidized bed (23) Particulate 1-10 um Polymers 3-5min (23) No 2-3(23) 9-11 (23)
Fluidic immobilization (86, Particulate 100 nm-1 um Polymers, colloids ~ 5-45 min (86, 87) No 1-2 (87) NR
87)
Vacuum/filtration (27) Particulate 100 nm-1 pm Polymers 10-20 min (95) Yes 1-2 (94) 5-10 (94)

and fragile™

*Typical order of magnitude substrate sizes are indicated. Larger or smaller substrate sizes are possible. {Typical thicknesses per layer for linearly growing

films are indicated. Perdayer thicknesses for exponentially growing films vary widely, given the nonlinear growth profile.

$Time with or without agitation,

respectively. §Dewetting can make use of materials that are usually difficult to layer (e.g., materials with low charge or with low surface

contact).

substrates, such as mammalian cells, can be layered using fluidic filtration.

[ICentrifugation processing time is highly variable due to manual pipetting and resuspension steps.

Y Thickness is dependent on time.

**Fragile

Tableau 5 : Technologie de LbL avec les méthodes de dép6t diverses (Richardson et al., 2015)
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I11.3Interactions mises en jeu dans un assemblage multicouche

Depuis les travaux de Decher et al, il a été suggéré que l'interaction électrostatique
entre des molécules de charges opposées était I’interaction principale pour 1'élaboration de
films multicouches. L’adsorption de polyélectrolytes ne serait donc possible que lorsque le
substrat que 1’on souhaite revétir ne posseéde pas une charge de surface globalement neutre.
Par la suite, il a été démontré que I'accumulation de films multicouches ne se limite pas
seulement aux matériaux qui présentent une charge de surface. En plus de l'interaction
électrostatique, d'autres interactions peuvent jouer un réle important dans la fabrication de
films multicouches avec des propriétes et des fonctionnalités bien définies ; par exemple les
liaisons hydrogénes, les interactions hydrophobes, les interactions de transfert de charge, les
liaisons de coordinations, les interactions de type héte-invitée, les liaisons covalentes, les
interactions de type stéréo-complexation et les interactions de type sol-gel (Borges and Mano,
2014). Les interactions mises en jeu dépendent de la nature des composés dans I’assemblage

multicouche.

111.3.1  Assemblage par interactions électrostatiques

Polyelectrolyte BT AP
multilayers i Intrinsic charge
compensation

N Na® Na® > S
e ©¢ © ¢
o cr cr .
cr DA &
P T T YV ARGA
: Extrinsic charge
compensation

Figure 19 : Compensation de charge intrinséque et extrinseque dans les assemblages (Rydzek et al., 2015)

Ce sont les interactions principales mises en jeu. Elles sont caractéristiques des
polyélectrolytes (nature, densité de charge et conformation etc.) et des parametres
réactionnels. 1l est & noter que la conformation d’un polyélectrolyte résulte d’un équilibre
entre les forces électrostatiques de répulsion favorables a 1’élongation (diminution des
interactions entre les monomeres) et les force élastiques qui s’opposent aux précédentes
(maximisation de I’entropie de configuration). La présence de charges sur la chaine polymere,
qui permet de changer sa flexibilité, ainsi que la présence de contre-ions jouent aussi un role

essentiel dans les interactions électrostatiques. La réaction de complexation entre un
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polycation et un polyanion provoque une combinaison des contre-ions (voir 1’équation (1) ci-
dessous : Pol référe aux polyélectrolyte et C référe aux contre-ions (Dubas and Schlenoff,
1999)), il s’agit d’un phénoméne d’échange d’ions conduisant a une contribution entropique
importante pendant la construction des films (v. Klitzing, 2006).

Pol'C + PolC" = Pol"Pol" + C'C uvervrrrrernrnnennen 6))

Les charges sont neutralisées intrinsequement ou extrinséquement. La compensation
de charge intrinseque se référe a I'appariement des charges entre les polyélectrolytes, tandis
que les charges neutralisées par compensation extrinséques sont jumelés avec un contre-ion
de la solution dans le milieu (Farhat and Schlenoff, 2001, Schlenoff and Dubas, 2001), voir
figure 19.

111.3.2 Assemblage par liaisons hydrogénes

La liaison hydrogene est une force intermoléculaire qui possede une énergie de 2 a 50
kcal.mol*(Kollman, 1977). L’élaboration des films multicouches par liaisons hydrogénes
entre des polymeéres chargés et neutres a été publié en 1997 (Stockton and Rubner, 1997) :
Spectroscopie infrarouge permet en évidence la présence importante de liaison hydrogéne
dans 1’assemblage entre la polyaniline et des polymeéres hydrosolubles non-ioniques comme

poly(oxyéthylene), poly(acrylamide), poly(vinylpyrrolidone), poly(vinyl alcool).

()

e
©

®®®.®@
PBS ®® .@

. , ©© ,
@ '-gar:ﬁ\g @ AssLebnl;bly @@@ P4 @ @

<pH3.5 [ [ ]
) ~A

PEO-b-PCL micelle
(H-bond acceptor) ©
N : fj\/\/\/O )»(ﬁ\/\/\/o
o Hydrophobic Drug ™o u "o MH

Figure 20 : Assemblage multicouche par liaisons hydrogenes entre le (poly(oxyde d'éthylene)-bloc-poly(e-
caprolactone)) et le poly(acide acrylique) pour la délivrance de principes actifs (Kim et al., 2008)

Les liaisons hydrogénes sont tres sensibles a leur environnement tel que le pH, la force
ionique, la température ou un champ électrique. Les assemblages formés par cette voie sont
donc réversibles. Les films poly(methacrylique acide)-poly(vinylpyrrolidone), poly(acide
methacrylique)-poly(oxyéthylene) et poly(acide acrylique)-poly(oxyéthyléne) sont stabilisés
jusqu’au pH = 6,9 ; 4,6 et 3,9 respectivement. La déconstruction de I’assemblage est liée a la
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croissance du taux ionisation des groupements carboxyliques conduisant a la répulsion entre
les charges négatives et la rupture des liaisons hydrogénes (Sukhishvili and Granick, 2000,
Sukhishvili and Granick, 2002). Pour améliorer la stabilité sur une large gamme de pH, des
copolymeéres a blocs constitués de poly(acide methacrylique)-poly(diméthyldiallylamonium)
sont employés pour assurer la stabilité a fort pH par interactions électrostatiques
(Kharlampieva and Sukhishvili, 2003). D’autres stratégies pour stabiliser des films poly(acide
acrylique)-polyacrylamide élaborés par cette voie consistent en une réticulation thermique ou
photochimique. Le traitement thermique des multicouches entraine une formation partielle des
fonctions imides entre les groupements acides carboxyliques et amides, I’introduction des
groupements photoréactifs dans 1’assemblage rend le film insoluble par réticulation sous
irradiation UV (Yang and Rubner, 2002). Autre exemple, I’assemblage par liaison hydrogene
entre des micelles de polymere biodégradable (poly(oxyde d'éthyléne)-bloc-poly(e-
caprolactone)) et le poly (acide acrylique) est préparé comme vehicule de libération controlée
de principes actifs antibactériens (triclosane) contre Staphylococcus aureus (Kim et al., 2008),
figure 20.

111.3.3 Assemblage par interactions hydrophobes

La contribution des interactions hydrophobes est importante lors du phénomene
d’adsorption entre les polyélectrolytes et le substrat chargé, I’entropie du systéme est
favorisée par la libération de molécules d'eau lorsque des parties hydrophobes des chaines de
polyélectrolytes établissent un contact avec la surface (Kotov, 1999). Les polyélectrolytes
avec un caractere hydrophobe sont sous forme associée en solution en se rapprochant de la
surface chargée du substrat afin de s’y adsorber et de former un film stable (Cochin and
Laschewsky, 1999). Il est possible d’utiliser une surface non-chargée (mais hydrophobe) pour
promouvoir 1’adsorption (Delcorte et al., 1996, Delcorte et al., 1997).

L’assemblage entre des protéines et des polyélectrolytes sur des surfaces d'or, suivi par
QCM et des techniques électrochimiques, suggérent des interactions hydrophobes impliquées
dans le processus d'accumulation (Lojou and Bianco, 2004). L’assemblage entre des
polysaccharides amphiphiles anioniques (carboxymethylpullulan) avec différents polycations
montre que la présence d'interactions hydrophobes contribue fortement a stabiliser les
couches adsorbées car la plupart des interactions hydrophobes intra et/ou intermoléculaires
entre les macromolécules sont conservéees au cours du processus d'adsorption (Guyomard et

al., 2005). Enfin, la fabrication de revétements LbL de biomatériaux, a base de la fibroine de
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soie, par interactions hydrophobes a montré 1’obtention de films stables dans des conditions
physiologiques. Ces biomatériaux ont permis 1’adhésion des cellules de la moelle osseuse

humaine ainsi que leur croissance et leur différenciation (Wang et al., 2005), figure 21.

(a) solution treatment (b} deposition {c) drying with N,
“’L hydrophobic blocks water W 5 sheet
a‘j hydrophilic blocks & sodium or chlorida ions

M ydrophilic substrate @l nydrophobic substrate

Figure 21 : Assemblage multicouches de la fibroine de soie par interactions hydrophobes (Wang et al., 2005)

111.3.4 Assemblage par interactions de transfert de charge

Les films multicouches peuvent également étre obtenus par I'adsorption alternée de
deux macromolécules, qui présentent les groupements accepteur/donneur d'électrons selon les
interactions de transfert de charge. Cette invention fut exposée pour la premiere fois en 1997
(Shimazaki et al., 1997). La déposition des deux polymeres non-ioniques entre le poly[2-(9-
carbazolyle) meéthacrylate d'éthyle] et le poly[2-[(3,5-dinitrobenzoyle)oxy] méthacrylate
d'éthyle] sur une surface d'or ou un substrat de quartz est basé sur l'interaction de transfert de
charge entre ces groupements (fonction carbazolyle comme donneurs d’électrons et fonctions
benzoyle comme accepteur d'électrons) a l'interface solide-liquide, elle est suivie par la
résonance plasmons de surface, voir figure 22.

Les films minces entre la diazoresine et le poly (anhydride maléique-co-styréne) sur
un substrat de quartz ont été fabriqués par ce méme concept, mais ils se sont révélés tres
sensibles a la lumiere. Leur stabilité a I'égard des solvants polaires a été augmenté grace a

I'irradiation UV (Zhang and Cao, 2001b). Selon le méme procéde, I’assemblage entre le
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poly(dithiafulvene) et le poly(hexanyle viologene) sur I'oxyde d'étain dopé a I'indium conduit
a une anisotropie électrique dans les directions paralleles et perpendiculaires aux surfaces du
film et permet d’incorporer des nanoparticules d’or, ou d’autres nanoparticules des métaux ou
de semi-conducteurs (Wang et al., 2003). Ces films peuvent étre utilisés pour développer des
matériaux intéressants pour des applications dans I'électronique, la photonique et les appareils

d'optique.

acceptor layer

CT layer
(Charge-transfer layer) ?H2CH3

9-ethylcarbazole

donor layer e

CT layer Q -
(Charge-transfer layer) Cl '.m ’.boc

NO2

acceptor layer ==
P y ethyl 3,5-dinitrobenzoate

Figure 22: Assemblage multicouche entre les polyméres portants des groupements donneurs/accepteurs par
interactions de transfert de charge (Shimazaki et al., 1997)

Dans ce type des interactions non-covalent, on peut inclure les assemblages par
liaisons halogenes entre le donneur de liaison d'halogene (I'iode ou du brome) et 1’accepteur
de liaison halogene (base de Lewis : un dérivé d'amine ou la pyridine) (Hassel, 1970, Legon,
1999). Les assemblages entre le poly (4-(4-iodo-2,3,5,6-tétrafluorophénoxy) acrylate de
butyle) et de poly (4-vinylpyridine) ont été confirmées par spectroscopie UV et microbalance
de quartz, la présente de liaison halogéne est identifiée par spectroscopie de photoélectrons
rayon-X (Wang et al., 2007).

111.3.5 Assemblage par liaisons de coordinations

Les interactions de chimie de coordination sont établies entre une grande variété d'ions
métalliques et des ligands organiques ou inorganiques afin de préparer des matériaux avec des
propriétés bien définies (nanostructurées, multidimensionnelles, polyfonctionnelles, hybrides)
(Wang et al., 2012). L’utilisation de ce concept a commencé en 1998 (Xiong et al., 1998),
I’assemblage du poly (4-sulfonate de styréne de cuivre) et du poly (4-vinylpyridine) sur le
substrat de quartz est caractérisé par spectroscopie UV. L'exposition de ces films au gaz H,S
permet de préparer les nanoparticules (Cu,S) in situ en faisant réagir au gaz avec les ions de

cuivre (Cu®), figure 23.
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© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre I : Bibliographie

pSSCE w2 PVP PSS a2 PSS-Cu2S  PVP  PSS-CuzS

o
sl >—©-$—o‘cd'©—() o countcrion @ Cu,S nanoparticle
(¢

Figure 23 : Assemblage multicouches du poly (4-sulfonate de styréne de cuivre) et du poly (4-vinylpyridine)
par liaisons de coordination (Xiong et al., 1998)

Les applications de ces matériaux sont répandues dans la détection, la séparation,
membranes poreuses intelligentes, la catalyse, I'administration de principes actifs ou gene,
I'optoélectronique, la luminescence, I'énergie et 1’adsorption de gaz (Cheetham et al., 2006,
Kuppler et al., 2009, Czaja et al., 2009, Bétard and Fischer, 2012, Kreno et al., 2012).

111.3.6  Assemblage par interactions de type supramoléculaire

Les films multicouches peuvent également étre fabriqués de manieres hautement
sélectives et spécifiques selon des interactions héte-invité avec une reconnaissance
cyclodextrines, cucurbiturils, calixarénes, pillararenes, les éthers couronnes et les porphyrines
etc.). Les invités peuvent étre par exemple la ferrocéne, I’adamantane, 1’azobenzéne etc.
Celles-ci comprennent aussi la reconnaissance moléculaire des molécules biologiques comme
l'avidine-biotine (Anzai and Nishimura, 1997), les anticorps-antigéne (Bourdillon et al., 1994,
Bourdillon et al., 1995), des interactions de lectine-hydrate de carbone (Lvov et al., 1995,
Anzai et al., 1998), ainsi que I'hybridation d'ADN (Hou et al., 2005, Johnston et al., 2005,
Johnston et al., 2006).

Cette pensée est abordée en 1993 (Muller et al., 1993), lorsque 1’assemblage entre
deux protéines (biotine et streptavidine) est accompli pour leur reconnaissance moléculaire

spécifique et mutuelle. Le type d’anticorps-antigene est réalisé dans le but de développer des
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biocapteurs formés de multicouches de glucose oxydase sur un substrat de carbone
(Bourdillon et al., 1994, Bourdillon et al., 1995).

L’utilisation de ce concept permet d’assembler des calixarénes et des colorants
lipophiles (Zhang and Cao, 2001a). Les associations entre la [B-cyclodextrine avec le
ferrocéne (K=10>?) ou I’adamantane (K=10*°) en assemblage multicouches (Rekharsky and
Inoue, 1998, Godinez et al., 1995) ont été developpés pour des dispositifs de détection
(Crespo-Biel et al., 2005), I’utilisation dans le domaine biomédical ou les biotechnologies
(Van der Heyden et al., 2006), les microcapsules stimulables de la libération des
biomolécules. (figure 24, (Wang et al., 2008, Li et al., 2011).
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Figure 24 : Assemblage multicouche de la méme polyélectrolyte modifiée avec la g-cyclodextrine et le
ferrocéne sur les particules de carbonate par interactions héte-invitée (Wang et al., 2008)

111.3.7 Assemblage par liaisons covalentes

L’assemblage par liaisons covalentes est basé sur les interactions intermoléculaires
capables d’incorporer plusieurs groupements fonctionnels dans les films multicouches en
faisant réagir les groupements restants afin d’obtenir une structure bien désignée et
multifonctionnelle. Le premier exemple ce type d’assemblage a base de dendrimeres
fonctionnels et d'un copolymere réactif de I'anhydride maléique (Gantrez) a été effectué en
1997 (Liu et al., 1997), voir figure 25a. La fabrication des colloides core-shell et les capsules
creuses entre la m-méthylphénol formaldéhyde et la N-méthyl-2-nitrodiphénylamine-4-
diazoresine est effectuée par cette technique et caractérisée par microscope électronique a
transmission (Zhang et al., 2003).

Dans cette catégorie, les films multicouches peuvent étre assemblés par la chimie
‘click’ ce qui est la formation de fonctions triazoles en faisant réagir les fonctions alcynes

avec les groupements azides et il présente un rendement trés élevé dans des conditions
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douces. Cette réaction est identifiée comme une cycloaddition 1,3-dipolaire (Huisgen, 1963b,
Huisgen, 1963a). La combinaison de la chimie ‘click’ dans l'assemblage offre un certain
nombre d'avantages significatifs : le bon rendement dans les conditions modérées, la stabilité
des liaisons vis-a-vis a I'hydrolyse, 1'oxydation ou réduction et I’application trés vaste avec

des matériaux (Such et al., 2006).
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Figure 25: Assemblage multicouche par les liaisons covalents (a)(Liu et al., 1997) et par la chimie de ‘click’
(b) (Such et al., 2006) et (c) (Li et al., 2013)

L’assemblage de polyélectrolytes est également permis par la chimie ‘click’ entre le
poly(acide acrylique), fonctionnalisé par des groupements alcynes ou azides par
polymérisation radicalaire, sur le substrat (le quartz, le silicium et I’or) en figure 25b (Such et
al., 2006, Such et al., 2007)), il est suivi par la spectroscopie UV. Ce concept est aussi Cité en
électrochimie pour élaborer une électrode fonctionnelle avec le poly(acide acrylique)
fonctionnalisé (Rydzek et al., 2010), en biomédical pour favoriser 1’adhésion et la croissance
cellulaire sur les peptides fonctionnalisés avec différents polymeéres (Kinnane et al., 2009) et
en nanotechnologie pour préparer les nanoparticules a base des dendrimeres polyphenylénes
en figure 25c¢ (Li et al., 2013).
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111.3.8 Assemblage par interactions du type stéréocomplexation

Les stéréocomplexes sont basées sur la combinaison de polymeéres structurellement
bien définis dans certains solvants et sont fabriqués par liaisons Van Der Waals entre les
polymeres pour des applications potentiels dans la chimie des polymeres de surface et de la
biomédecine, ils sont déja reportés dans la littérature (Watanabe et al., 1961, de Boer and
Challa, 1976, Lohmeyer et al., 1978, Spévacek and Schneider, 1987).
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Figure 26 : Assemblage multicouche par interactions du type stéréocomplexation sur les matériaux (a)
sphériques (Kida et al., 2006)et (b) planes (Matsusaki et al., 2012)

A cet égard, des assemblages de ce type comme le poly(méthacrylate) (Hamada et al.,
2001, Serizawa et al., 2000, Kamei et al., 2009) et le poly(lactide) (Serizawa et al., 2001,
Arikawa et al., 2006, Serizawa et al., 2003, Matsusaki et al., 2012) sur un substrat sont en
cours de développement. Les films a base du poly(méthacrylate) peuvent étre utilisés pour
détecter efficacement les interactions anticorps-antigéne , pour immobiliser des enzymes
(Matsuno et al., 2007, Serizawa et al., 2007) et utilisés en tant que capsules creuses de
molécules actives (Kida et al., 2006, Kida et al., 2012). Les films a base du poly(lactide) sont
largement employés pour plusieurs applications biomédicales telles que I'ingénierie tissulaire,
la libération de principes actifs et la préparation des enzymes artificiels (Serizawa et al., 2004,
Tsuji, 2005, Serizawa et al., 2006, Arikawa et al., 2007), voir figure 26.
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I111.4 Parametres réactionnels dans I’assemblage multicouche

Plusieurs parameétres tels que la température, la force ionique, les caractéristiques des
polyélectrolytes influencent les propriétés spécifiques des assemblages multicouches (la

croissance des films, la morphologie etc.)

111.4.1 Régime de croissance des films multicouches
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Figure 27 : Croissance linéaire des assemblages multicouches PSS/PAH (Decher et al., 1992)

Le mécanisme, la structure et la croissance des assemblages multicouches dépendent
bien des paramétres réactionnels comme les caractéristiques des polyélectrolytes utilisés ainsi
que les conditions opératoires. Jusqu’a présent, il existe deux modes de croissance recensés
dans la littérature : la croissance linéaire et la croissance exponentielle. 1l est possible
d’observer également la transition entre deux régimes pendant I’assemblage.
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Figure 28 : Croissance linéaire des assemblages multicouches PVS/PAH (Lvov et al., 1993)
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La croissance linéaire réfere lorsque I'augmentation de la masse et épaisseur du film
est proportionnelle au nombre de couches déposées (Decher et al., 1992). C’est le cas par
exemple pour les polyélectrolytes naturels ou synthétisés suivants : le poly(styréne sulfonate
de sodium) (PSS)/poly (allyamine chlorhydrate) (PAH), le poly (sulfate de vinyle)
(PVS)/PAH, dont I’épaisseur du film est suivie par diffusion des rayons X aux petits angles en
figures 27 et 28. Dans ces films, les polyélectrolytes n’interagissent qu’avec ceux constituant
la surface externe du film (au-dessus ou en-dessous avec les couches voisines) avec tres peu
d’interpénétration entre eux (Decher, 1997). Aprés chaque étape de dépét, la charge de
surface s’inverse grace a la surcompensation (Ladam et al., 2000, Caruso et al., 1998).
D’autres  couples de  polyélectrolytes  montrent  la  croissance  linéaire :
CHT(Chitosane)/HEP(héparine)(Fu et al., 2005), CHT/Mucine (Svensson et al., 2006) et
COL(Collagene)/HA(Acide hyaluronique)(Zhang et al., 2005, Johansson et al., 2005).

@ 2000 @ 2000 [ T T T T T x T T T T T T ]
L v 5SMHz -
2 1500 1500 F v 15MHz ]
= [ ® 25MHz v d
g A5 T O 35MHz ]
£ 1000+ =~ 1000 | v _ V4
B > r ¥ 1
= S v
= T v i
500 500 vggoooj
J % B - J
: i 588 °C :
J 0F © o v -
0 R B | | 1 I | T
012 3 456 78 910111213
Number of Bilayers HA deposition step number

Figure 29: Croissance exponentielle des assemblages multicouches (a) PLL/alginate (Elbert et al., 1999) et
(b) PLL/ I'acide hyaluronique (HA) (Picart et al., 2001b)

La croissance exponentielle représente 1’agrandissement de 1’épaisseur du film de
facon exponentielle aprés chaque dépdt, elle fut premiérement mise en évidence par deux
couples de polyélectrolytes : le poly (L-lysine)(PLL)/alginate (Elbert et al., 1999) et le PLL/
I'acide hyaluronique (HA) (Picart et al.,, 2001b). L’assemblage des films est suivi par
ellipsométrie et par microbalance de quartz respectivement en figures 29a et 29b. Ce mode de
croissance s’identifie par diffusion d’au moins un des polyélectrolytes a I’intérieur du film, le
mécanisme de formation des films par ce régime de croissance a été proposé en figure 30
(Lavalle et al., 2004, Picart et al., 2001b, Picart et al., 2002, Richert et al., 2004). En résumeé,
le substrat chargé anioniquement par I’HA est mis en contact avec la solution cationique de
PLL (étape B), le PLL peut réagir en surface avec I’exces de charge anionique et forme alors

une couche cationique qui pénetre au travers de la premiere couche anionique en constituant
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un réservoir libre de polycation (étape C). Les chaines libres de PLL sont éliminées hors du
film lors du rincage (étape D). La charge de surface est devenue positive et agit comme une
barriere en empéchant la diffusion de PLL hors du film. Le contact du film avec I’HA permet
d’inverser la charge de surface et permet également de faire disparaitre la barriére de PLL en
conduisant a la diffusion du PLL emprisonné dans le film vers ’interface film/solution (étape
E). Ces chaines cationiques de PLL sont ensuite complexées avec I’HA en s’intégrant dans la
nouvelle couche jusqu’a épuisement du polycation (étape F). L’augmentation d’épaisseur est
liece a I’adsorption a la surface et la formation des complexes entre le polycation et le
polyanion conduisant la croissance exponentielle. D’autres couples de polyélectrolytes
montrent une croissance exponentielle comme : PLL/CSA(chondroitine sulfate A) (Tezcaner
et al., 2006) et PLL/HEP (Boulmedais et al., 2006).

Les films a croissance linéaire peuvent jouer le role de barriere alors que les films a
croissance exponentielle peuvent étre utilisés comme réservoir de principes actifs (Garza et
al., 2004, Mertz et al., 2007).
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Figure 30: Mécanisme de formation des films par le mode de la croissance exponentielle entre PLL/HA
(Richert et al., 2004, Lavalle et al., 2004)
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Il est possible d’observer la transition de la croissance exponentielle en croissance
linéaire sur le systtme PAH/ mélange binaire entre le PSS et le PGA (poly (acide L-
glutamique)). En effet, la croissance linéaire de PAH/PSS et la croissance exponentielle de
PAH/PGA ont déja étudiées (Hibsch et al.,, 2004), ainsi que dans le systéeme
PDADMAC/PSS (Salomaki et al., 2005) et le systeme PLL/HA (Porcel et al., 2006). Cette
transition est due a une restructuration du film qui empéche progressivement la diffusion de

I'un des polyélectrolytes constituant le film.

111.4.2 Influence de la température

La température joue un rdle primordial sur la croissance des films multicouches, elle
permet d’augmenter [’épaisseur des assemblages PAH/PSS (Blscher et al., 2002),
PDADMAC/PSS (Salomaki et al., 2005) et de changer le profil de la croissance des films. On
remarque par exemple en figure 31a, le changement du régime linéaire au régime exponentiel
a partir de 45°C, car l'augmentation de la température favorise la diffusion des
polyélectrolytes a travers le film conduisant a une croissance exponentielle. Il est également
possible de changer la température pendant 1’élaboration des assemblages, le profil de la
croissance est alors modifie di a la transformation structurale des polyélectrolytes (figure

31b).
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Figure 31: Influence de la température sur les films multicouches PDADMAC/PSS in NaBr (0,1M) a des
températures variés (a) a la modification de la température en deux reprises pendant le dép6t, impédance
acoustique en fonction du nombre de bicouches (Saloméki et al., 2005).

111.4.3 Influence de la nature du contre-ion

La nature du contre-ion joue un rdle essentiel sur la construction des assemblages

multicouches. L'influence d'une variété de contre-anions sur les propriétés des multicouches
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PDADMAC/PSS est suivi par ellipsométrie et microscope a force atomique (Salomaki et al.,
2004). Dans ce cas, le cation est toujours le sodium et différents types de contre-anions de la
série de Hofmeister classés dans 1’ordre des plus chaotropes (petite sphére de solvatation) aux
plus cosmotropes (grande sphére de solvatation) sont testés (Hofmeister, 1888, Hofmeister,
1890). Le systeme possede une épaisseur plus importante si I’anion est chaotrope, la plus
petite sphére de solvatation favorise en effet ’interaction entre 1’ion et le polyélectrolyte
conduisant a un meilleur écrantage et a une faible répulsion inter-chaines polymériques
(figure 32). Le mode de croissance passe de mode exponentielle au mode linéaire si 1’anion
est plus chaotrope. Une étude similaire sur le systeme PAH/PSS confirme ce résultat, son film
est deux fois plus épais pour des contre-ions chaotropes que cosmotropes avec la croissance
linéaire dans les deux cas (EI Haitami et al., 2009).
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Figure 32: Influence de nature de contre-ion sur les films multicouches PDADMAC/PSS caractérisé par (a)
ellipsométrie et (b) microscope a force atomique

111.4.4 Influence de la force ionique et du pH

La force ionique influence également le mode de croissance des assemblages.
L’augmentation de la concentration de sel conduit généralement a des films plus épais
(Ladam et al., 2000, Lvov et al., 1993). Par définition, la longueur de Debye dépend de la
force ionique de la solution de polyélectrolytes. Plus la force ionique est faible, plus
I’écrantage est faible et plus il conduit & une longueur de Debye importante. La chaine de
polymere adopte alors une conformation étirée pour agrandir au maximum la distance entre
les charges et diminuer la force de répulsion. 1l en résulte une épaisseur de film plus faible. A
I’inverse, lorsqu’une chaine de polymere présente une conformation en pelote, 1’épaisseur du

film est augmentée comme pour le systtme PAH/PSS (Ladam et al., 2000), le systéeme
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PDADMAC/PSS (McAloney et al., 2001) et le systeme chitosane/HA (Richert et al., 2004).

Le mode de croissance passe de la croissance linéaire en exponentielle lors de I’augmentation

de la force ionique pour les trois systemes pris en exemple en figures 33a et 33b.
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Figure 33: Influence de la force ionique sur les films multicouches (a)PDADMAC/PSS caractérisé par

spectroscopie UV (McAloney et al., 2001) (b) Chitosane/HA suivi par microbalance de quartz (Richert et al.,
2004)

La densité de charge dépend de la nature du polyélectrolyte surtout pour les

polyeélectrolytes faibles. Elle croit avec 1’augmentation du pH grace a la déprotonation des

groupements acides pour les polyacides faibles. Les polybases sont quant a elles totalement

ionisées avec la décroissance du pH. La modification de pH influence sur les propriétés des

films multicouches comme, par exemple, pour le systtme PAH/PAA. L’épaisseur et la

structure du film, ou encore la réponse aux cellules mammiféres, sont modifiées en fonction
du pH des solutions (figures 34a, 34b et 34c). (Shiratori and Rubner, 2000, Mendelsohn et al.,
2003, Yoo et al., 1998, Mendelsohn et al., 2000). Les pKa de PAH et PAA sont environ de 9

et 5 respectivement, les chaines de polymeéres adoptent donc une conformation allongée due a

la répulsion forte a pH neutre et les chaines de PAA prennent la forme de pelote conduisant a

I’augmentation de 1’épaisseur du film & pH 3,5. La meilleure d’adhésion est observée dans le

pH équivalent a 6,5 pour les deux polyélectrolytes.
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Figure 34: Influence du pH sur les films multicouches PAH/PAA : (a) Micrographies en contraste apres 3
jours en contact aux fibroblastes murins NR6WT (b) Schéma structural des assemblages proposés et son
épaisseur (Mendelsohn et al., 2003) (c) Son épaisseur (Shiratori and Rubner, 2000)

111.4.5 Influence des caractéristiques des polyélectrolytes (masse moléculaire,
concentration et architecture)

Les caractéristiques des polyélectrolytes (masse moléculaire, concentration et
architecture) bouleversent également les propriétés des films multicouches. Pour exemple,
dans le cas de ’assemblage PLL/HA avec une masse moléculaire fixé de PLL (47,9 kDa), la
croissance films est observée lors de 1I’augmentation de la masse moléculaire d’HA par
microbalance de quartz ou spectroscopie infrarouge (Shen et al., 2011), voir figures 35a et
35b. Le méme phénomeéne a été remarqué par le méme systéeme PLL/HA (Porcel et al., 2006).

La concentration des polyélectrolytes permet de modifier le comportement de la
croissance des assemblages, une concentration plus élevée en HA (1300 kDa) entraine un
dép6t plus important a 3 mg/mL (figure 35c). La méme situation a été constatée par le
systeme de PDADMAC/PSS (Dubas and Schlenoff, 1999).

62

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015

Chapitre | : Bibliographie
24000 0.8
—@— HA 1300 kDa
—2-HA1300 kDa —O— HA 400 kDa
20000 -9 HA400 kDa —7— HA 200 kDa
- —-4-HA200 kDa 06} -

~v-HA1300 kDa in PBS

04

0.2

Absorbance at 1045 cm ™' (a.u.)

ORI R R R T R T 2P e
Q Q Q Q < Q < <
E Deposit steps m ‘3*"‘\ o\>’\ %vg'o\«\’m Q‘Vﬁ o\>”5 x\?‘h o\«\’h *(‘vbo\'\? ‘3&@ o\f\"b ‘?‘Yﬁ‘ O\f\:\ Y\vg’
3 —8®— 0.5 mg/mL I A
A ;
O 1 mg/mL /
20000 o - ——-y-—— 2 mg/mL 7
& 15000 | /,/ ", \— 3 mg/mL
3 y
i o A //
15000 [~ 5000 e / / i
© >o¥ Pl v
o 00 05 10 15 20 25 30
L;-] ) HA concentration (mg/mL) & /,/
10000 - g j/ ]
/
/
5000 |- /A__K o o9 i
v o
/ O
O_M_Q:K__W
0 —g— = -

Figure 35: Influence de la masse moléculaire sur la croissance des films multicouches PLL/HA suivi par (a)
microbalance de quartz (b) spectroscopie infrarouge. (c)Influence de la concentration de HA sur le
comportement de ces films (Shen et al., 2011)

L’architecture de chaines des polyélectrolytes peuvent altérer aussi la formation des

films multicouches. Prenons pour exemple le systtme PDADMAC (HMw =72 kg.mol™,
LMw=5 kg.mol™)/PSS (HMw =70 kg.mol™, LMw=6,52 kg.mol™) avec une concentration de

0,01 mol(mon)L™ dans le NaCl (0.1M), qui est suivi par microbalance de quartz (Micciulla et

al., 2014). L'augmentation de masse est régie par une croissance non linéaire pour les

multicouches HMw et une augmentation linéaire pour les multicouches LMw. Dans ce dernier

cas, le régime lineaire peut résulter de la stratification de couches trés minces (teneur en eau

plus faible) et de la dégradation importante, ce qui maintient la trés faible quantité adsorbée,

voir figure 36a.

Le rincage dans le NaCl (0.1M) permet d’avoir le meilleur dépot quel que soit le

polymere utilisé. Le mécanisme de formation des films est montré en figure 36b. Un systéeme
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tres imbriqué est déduit pour les polyélectrolytes a longue chaine et une déposition faible pour

ceux a courte chaine. Aprés I’adsorption de PSS, la couche formée est compensée

intrinsequement et elle est éliminée partiellement lors d’un rincage. Contrairement a

I’adsorption stable des polyélectrolytes a longue chaine, la désorption du polymere a courte

chaine est due a la perte de masse importante pendant le ringcage et le processus de formation

des complexes solubles avec PDADMAC.

Il existe encore d’autres parameétres, moins influant, agitant sur la construction de

multicouches tels que le solvant utilisé ou le temps d’adsorption dépendant de la technique de

dépbt employée. Nous ne les détaillerons toutefois pas.
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Figure 36: Influence de /’architecture de chaines des polyélectrolytes sur la croissance des films multicouches
PDADMAC/PSS (a) et sa schématisation de construction des assemblages (b) (Shen et al., 2011)
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I11.5 Stabilité des multicouches

Dans la partie 111.4, nous avons montré que 1’'effet des paramétres d'assemblage, tels
que les parameétres de réaction ou les caractéristiques intrinséques des polyélectrolytes, jouent
un role important sur les propriétés chimiques, physiques, et biologiques des assemblages
multicouches. Cependant, la stabilité des assemblages peut se révéler médiocre en fonction de
son environnement notamment dans un milieu de force ionique élevée ou de haute
température. Cela présente une limitation de leurs applications finales (Gribova et al., 2011,
Rydzek et al., 2012).

Afin de maintenir I’intégralité des assemblages dans leurs usages finaux et conserver
ou améliorer ces propriétés spécifiques, de nombreuses stratégies de réticulation des
assemblages de facon chimique ou physique sont mentionnés dans la littérature (Gribova et
al., 2011, Rydzek et al., 2012) et résumés en tableau 6 : réticulation ionique (formation des
ponts ionique), réticulation chimique (utilisation des agents réticulants ou agents de couplage
en appliquant tous les types de réaction chimique selon leurs fonctionnalités),
photoréticulation (activation des agents photosensibles en présence de la lumiére UV a la
longueur d’onde précise), réticulation thermique (chauffage a haute tempeérature pendant
certains temps), réticulation physique par insertion des nanoparticules dans I’assemblage.

D'un point de vue biologique, la plupart des approches qui impliquent des agents de
réticulation présentent aussi quelques inconvénients en particulier due a la présence résiduelle
des agents de réeticulation n’ayant pas réagi (souvent toxiques) dans 1’assemblage multicouche
réticulé. La durabilité des multicouches apres la réticulation permet également de contréler ou

prolonger la libération des molécules encapsulées dans 1’assemblage.
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Tableau 6: Stratégies de réticulation des assemblages multicouches

Propriétés apportées

1. Réticulation ionique

Ca“* = interactions avec
les fonctions
carboxyliques

poly-L-arginine/
Alginate, rincage avec
CaCl,

Augmentation de I’épaisseur et la perméabilité, Applications
biomédicales espérées (Kilan and Warszynski, 2014)

Microsphéres alginate
réticulé avec Ca’",
enrobé avec PAH/PSS

Matrice d'alginate peut fournir un échafaudage poreux et
suffisamment doux pour préserver l'accessibilité de I'enzyme au
substrat, ainsi que la biocompatibilité (Zhu et al., 2005)

2. Réticulation chimique

Carbodiimde =
formation des liaisons
amides entre les
fonctions amines et
carboxyliques)

PLL /HA
PLL/PLGA

Amélioration de ’adhésion et prolifération cellulaire (Richert et
al., 2006, Picart et al., 2005, Gribova et al., 2011). Amélioration
des propriétés mécaniques (Boudou et al., 2009)

Génipine = réaction
avec les fonctions
amines

Collagéne/alginate

Stabilisation de film dans des conditions physiologiques et
amélioration de 1’adhésion et prolifération cellulaire
(Chaubaroux et al., 2012)

CHT/HA
CHT/ Alginate

Amélioration de I’adhésion cellulaire (Hillberg et al., 2009)

Amino-terminé
poly(éthylene glycol)

Bonne adhésion cellulaire (Moffat and Marra, 2004)

CHT/polyCTR-CD

Stabilisation de film dans des conditions physiologiques (Martin
etal., 2013b)

Glutaraldéhyde =
formation des liasions
imide entre 1’amine
primaire et 1’aldéhyde)

Polyvinylamine

/Carboxyméthylcellulose

Amélioration de la résistance mécanique (Feng et al., 2006)

PLL/ADN Ralentissement la dégradation du film et la libération de DNA
(Ren et al., 2006)
Réactif de thiol = Polypeptides Amélioration de la résistance du film en milieu acide (Li and
oxydation du Haynie, 2004).
groupement thiol en
disulfure
Dérivé de polyphénol= | PLL/HA Facilité de détachement du film en tant que membranes

oxydation du catéchol
avec lI'amine ou thiol

autonome (Bernsmann et al., 2008)

PAH/PAA-dopamine

Stabilisation de film dans des conditions extrémes (acide,
basique et force ionique élévé) (Wu et al., 2011)

Epichlorohydrine =
réaction avec les
fonctions amines

Polyvinylamine/PAA

Amélioration d’épaisseur et d’adsorption des protéines (Dragan
and Bucatariu, 2010)
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Tableau 6 (suit): Stratégies de reticulation des assemblages multicouches

Méthode de
réticulation

Polyélectrolytes

Propriétés apportés

3. Photoréticulation (induite par irradiation UV etc)

Azoresine

Cationique diazoresine

/PSS

Amélioration importante de la stabilité vis a vis des
changements de solvants ou sonication (Sun et al., 1998)

Couplage thiol-ene

poly (vinylpyrrolidone)/
poly(acide
méthacrylique) modifié

avec le thiol ou alcéne

Amélioration de la stabilité, fonctionnalisation supplémentaire
avec les autres molécules (comme PEG) sur les fonctions thiols
ou alcenes résiduelles (Connal et al., 2009)

Benzophénone (BP)

PAH-BP/PAA-BP

Amélioration de la stabilité du film et de la perméabilité aux
ions sélective (Park et al., 2004)

(formation des liaisons
amides)

Benzyle de vinyle PLL/HA- Benzyle de | Amélioration de I’adhésion et prolifération cellulaire ainsi que la
. rigidité du film (Pozos Vazquez et al., 2009)
vinyle
4. Reéticulation thermigque
130°C, 2 h sous N, PAH/PAA Amélioration de la stabilisation de film vis a vis des
(formation des liaisons changements de pH (Harris et al., 1999)
amides)
180°C, 2 h sous N, PAH/PAA dérivé Amélioration de la stabilisation de film vis a vis des

changements de pH (Dai et al., 2001)

175 °C, 3 h (formation
des liaisons imides)

Polyacrylamide/PAA

Stabilisation de film vis a vis des changements de pH neutre
(Yang and Rubner, 2002)

105°C, 2h ou 39h
(formations des
liaisons anhydrides
entre PAA)

PEO-b-PCL/PAA

Ralentissement de la dégradation et la libération (Hammond,
2012, Kim et al., 2008)
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I11.6 Applications biomédicales des multicouches

La simplicité, la facilité et la polyvalence des assemblages multicouches permettent de
les utiliser dans le domaine particulier du biomédical. La technique LbL est une méthode
essentielle de modification de surface capable d’incorporer des biomolécules (lipides,
enzymes, acides nucléiques, protéines, peptides, principes actifs etc.) ou de moduler les
propriétés surfaciques afin d’améliorer les propriétés biologiques (adhésion cellulaire,
prolifération cellulaire, activité antibactérienne etc). Les applications biologiques sont citées
comme les biomatériaux, I'ingénierie tissulaire, la médecine régénérative et la délivrance de
principes actifs (Detzel et al., 2011, Ariga et al., 2006, Hammond, 2012, Tang et al., 2006b,
Boudou et al., 2010, Boulmedais et al., 2004).

111.6.1 Comportement des films multicouches en milieu biologique

Une fois les biomatériaux en contact avec les tissus vivants, des protéines sont
absorbées sur leur surface, puis des cellules s’adhérent. 1l est important de contréler leurs
adsorptions et leurs adhésions afin d’empécher une réaction inflammatoire ou allergique,

P’infection ou la thrombose.

111.6.1.1 Adsorption de protéines

L'adsorption des protéines sur les films multicouches est un phénoméne complexe
attribué aux forces électrostatiques, aux liaisons hydrogenes, aux interactions hydrophobes/
hydrophiles. La charge de la surface multicouche joue un role important sur le comportement
d'adsorption de différents types de protéines comme le sérum albumine, le fibrinogéne et le
lysozyme (Salloum and Schlenoff, 2004, Gergely et al., 2004, Ladam et al., 2001, Ladam et
al., 2002, Mller et al., 2001). L’adsorption de protéines est importante, conduisant a une
épaisseur élevée, quand la charge des assemblages et des protéines sont inversées grace a
I’interaction électrostatique (dominante). Au contraire, les quantités adsorbées sont moins
importantes (mais non-nulles) selon les interactions hydrophobes et les liaisons hydrogeénes.

Bien que les coefficients de diffusion des protéines varient en fonction de la
concentration en surface de protéines adsorbées et de la couche de terminaison de
multicouche de polyélectrolytes, les protéines ont révelé présenter de grandes mobilites quelle

que soit leur position sur la surface et a I'intérieur de film, ce qui constitue un résultat clé pour
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I'application pratique de films LBL comme revétements de biomatériaux (Szyk et al., 2001,
Szyk et al., 2002).

111.6.1.2 Adhésion cellulaire sur les films multicouches

La modification des propriétés de surface peut contréler 1’adhésion cellulaire, par
adhérence ou non selon ’application souhaitée.

Par exemple, le greffage de PEG sur un matériau rend la surface anti-adhérente, le
systeme PLL/PGA greffé PEG terminé par plusieurs couches de PGA présente une propriété
non adhérente aux protéines (Boulmedais et al., 2004). Le systeme PLL/alginate sur des
supports solides de gélatine, de matrice extracellulaire produite par des fibroblastes et de
collagene de type I, possede des propriétés de bio-inertie (résistance a 1’adhésion cellulaire)
vis-a-vis de fibroblastes humains (Elbert et al., 1999).

Pour promouvoir I’adhésion cellulaire, les films multicouches PAH/PSS ou poly(D-
Lysine)/PLGA montrent une amélioration importante de 1’adhésion des cellules endothéliales
ombilicales humaines (HUVEC) et une conservation du phénotype cellulaire (Boura et al.,
2003).

Un autre exemple sur la figure 34a, la réponse aux cellules mammiféres (fibroblastes

murins de NR6WT) peut étre modifié en fonction du pH de la solution des polyélectrolytes.

111.6.2  Application sur biomatériaux

Pour les applications dans les domaines de biomatériaux implantables et 1’ingénierie
tissulaire, les films sont utilisés comme revétements de surface dans le but de fournir une
fonctionnalité supplémentaire aux matériaux. Pour revétir les surfaces des biomatériaux (les
métaux, des polymeres synthétiques ou naturels, la céramique), il est d'abord important de
caractériser le revétement du film sur les matériaux, puis d’étudier le comportement des types
de cellules spécifiques en fonction de I'application envisagée. Les études in vitro (tableau 7) et
in vivo (tableau 8) sur différents matériaux classés selon 1’application visée sont effectuées
(Boudou et al., 2010). Les assemblages des films multicouches sur les différents substrats (Ti,
alliage, polymeres ou fibres) sont étudiés in vitro pour 1’os, I’ingénierie vasculaire, la
neurologie, le soin de pancréas et 1’application dentaire. Les films multicouches constitués de
polyélectrolytes naturels ou synthétiques sont également étudiés in vivo afin d’examiner la

dégradation des assemblages, 1’adhésion cellulaire ou la propriété d’anticoagulation etc....
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Tableau 7: Etudes in vitro des multicouches sur les matériaux selon leurs applications (Boudou et al.,

2010)

Application Substrate Film

Cells

Main findings

Bone Ti (PLL/DNA), (PAH/DNA)

Ti CHI/GEL
Ti CHI/HA films

+ RGD X-linked at
the surface
Gelatin/PSS coated
with bone like
calcium phosphate

Electrospun PCL fibers

PLA nanofibrous scaffold PDDA/GEL
Bone marrow PLA scaffold PEI/GEL
PDMS (microfluidic channels) (PDDA/clay)/(COL/FN)

PA hydrogel ICC scaffolds PDDA/Clay platelets

Vascular PET filaments, thread (PSS/PAH), (PLL/PGA),
engineering and prostheses (PLL/HA)
PCL — CHI-CL-gPEG/HEP
PTFE PSS/PAH
Vascular artery CHI/HA
Cryopreserved artery PAH /PSS
NiTi Photo X-linked ALG/HEP/
p-diazonium diphenylamine
polymer

Stainless steel CHI/HEP, HA/HEP

Polyethersulfone HEP/ALB
Polyethyleneterephtalate CHI/HEP
Neuronal tissue HYAFF 11 (PDDA/PSS)—(PDL/anti-TGFb1)
Free standing membrane SWNT/PAA

Pancreas Islets of Langerhans PVA-SH/PVA—pyridyl
disulfide
Biotin-BSA/streptavidin
Dental Ti and Si0; (PLL/PGA)-PGA-EMD
applications
Porous Ti (PLL/PCA) and

laminin-derived peptide

© 2015 Tous droits réservés.

Osteoblasts

Osteoblasts

Osteoblasts

S. aureus

Osteoblasts

Osteoprogenitors

Chondrocytes

Murine bone marrow cells

Hematopoietic stem cells

Platelets

Endothelial cells

Endothelial cells

Leucocytes

Platelets

Neuroblastoma
and glyoma

Epithelial cells

Deposition of calcium phosphate was enhanced
on DNA coatings
Formation of carbonate apatite
Simulated body fluids pretreated films increased
the deposition of osteocalcin
Increased viability and proliferation
No adhesion for native CHI/HA film, enhanced
adhesion in the
presence of the peptide for CHI ending surface only
Decreased adhesion and enhance anti-bacterial
activity of CHI/HA films (w or w/o RGD)
Enhancement of cytocompatibility

Increased proliferation
Change in surface wettability
Increase adhesion and proliferation
Increased adhesion and growth
Automated pfluidic perfustion system
Increased cell attachment and spreading
Expansion of CD34+ stem cells
and B-lymphocyte differentiation
Characterization of film deposition

Good mechanical stability of the
films under stretching

New derivative of CHI: CHI-g-PCL-b-PEG
Increased in plasma recalcification time for
the coating
Enhanced adhesion and spreading on the films
Film coated in situ in the artery in
physiological conditions
Prevention of platelet adhesion
Adhesion and spreading of endothelial cells
Increased expression of Von Willebrand factor
Chemical-enhanced wettability, anti-fouling
and anti-coagulation properties

Longer blood clotting time than pure
steel substrates.
Control of releasing rate of Sirolimus
by the number of layers
Suppression of SMCs growth
Reduced activation of coagulation
Reduction of the blood level of
complement fragment C5a
Decrease in the number of viable bacteria
Immunological activity of anti-TGFA1 preserved
Good attachment and neuronal
differentiation
Guidance of neurites outgrowth
Efficient encapsulation of islets in a thin films while
preserving cell viability and insulin release function

Immobilization of enamel matrix derivate (EMD)
both on top and within PEM films
In vitro, the films enhance epithelial cell
colonization and proliferation
Specific formation of adhesive structures
(hemidesmosomes) in the presence of the peptide
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Tableau 8: Etudes in vivo des multicouches sur les matériaux selon leurs applications (Boudou et al.,

2010)
Film type and experimental model Main findings
(PLL/PGA) «MSH films deposited on tracheal prostheses Fibroblastic colonization of the peripharic site and respiratory epithelium on
the internal side
More regular layer on PGA ending films
IL-10 production only when MSH is present
(CHI/HA) native and X-linked films in a rat mouth model Much slower degradation of X-linked films
60% of the film retained on PMMA disks
(CHI/HA) native and X-linked in a mouse peritoneal cavity Partial degradation of CL films
Control of degradation by MW and extent of film X-linking

(PLL/ALG)-PC coated ALG microcapsules Adherent cells at the periphery of the capsule

Macl positive cells, no type B and T lymphocytes
PAH/DNA or Poly(p-lysine) /DNA Uniform tissue response
In rats Induction of fibrous tissue capsules for all the conditions
(PLL/PGA)-laminin 5 derived peptide or CL films on porous titanium Focal contact formation on CL films

Colonization of the implant by cells of soft tissue
(PDDA/clay platelet) films in inverted colloidal crystals High vascularization around the construct

Production of CD34 + cells
Presence of both mature and immature precursor cells

Bis-ureio-surfactant and DNA coating in rats Increase of bone to implant contact after 1 week

Simulated body fluid DNA-based coating was found to increase both early and late
peri-implant bone respone
(CHI/HEP) film on stainless steel coronary stents in pigs Promotion of re-endothelialization on the film
Improved anti-coagulation properties

111.6.3 Insertion de molécules actives dans les films multicouches

111.6.3.1 Elaboration des films multicouches contenant les molécules actives

Afin de rendre les biomatériaux bioactifs en induisant une réponse spécifique in vivo,
il faut incorporer des molécules bioactives comme des protéines, des peptides, des enzymes
ou des principes actifs par diffusion des molécules a partir de la surface vers le film ou par
intégration des molécules dans la structure du film en tant que couche assemblée.

Par exemple, les films multicouches allumine/héparine présentent une propriété
anticoagulante pour le recouvrement de prothéses en Dacron, qui sont stables in vivo pendant
3 semaines (Brynda and Houska, 1996).

Il est aussi possible de réaliser un couplage covalent de la molécule active avec I’un
des composants du film. Le a-MSH (alpha-melanocyte-stimulating hormone : peptide anti-
inflammatoire) couplé avec le PLL forme la couche extérieure d'un film multicouche et son
activité biologique reste active que I'hormone libre (Chluba et al., 2001).

L’incorporation par interactions hydrophobes est aussi envisageable. La molécule
hydrophobe de rouge de Nil est incorporée dans le nanodomaine hydrophobe qui est formé
par chaines alkyles greffées sur 1’acide hyaluronique, avant d’étre assemblé avec le dérivé de

chitosane pour former les multicouche de la capsule creuse (Cui et al., 2011).
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Figure 37: Processus enzymatique séquentiel sur les assemblages contenants de GOD et GA (Onda et al.,
1996)

L’incorporation d’enzymes dans les assemblages multicouches permet de fabriquer un
bioréacteur sans perte d’activité spécifique des enzymes. Des couches moléculaires de
glucoamylase (GA) et du glucose oxydase (GOD) ont été assemblées sur une membrane
d’ultrafiltration  par adsorption successive avec le poly (éthyleneimine) (PEI) comme
polycation. La GA hydrolyse I'amidon en glucose, qui est ensuite converti en gluconolactone
et H,O, par GOD, voir figure 37.

L’utilisation d’une molécule réservoir comme la cyclodextrine inclue dans les
assemblages multicouches permet de conserver ou protéger des molécules bioactives er
permet d’augmenter leur solubilité dans le cas des molécules peu solubles. Le piroxicam (une
molécule anti-inflammatoire) est introduit dans les assemblages multicouches (PLL/CD-
piroxicam ou PLL/PGA/PLL/CD- piroxicam) grace a la complexation avec une cyclodextrine
anionique (6”-carboxy-methylthio-B-cyclodextrine) ce qui permet de solubiliser le piroxicam
avec la quantité trés importante. Les propriétés anti-inflammatoires sont évaluées en
déterminant l'inhibition de la TNF-o produite par des monocytes cultivés et ils peuvent étre
modulées en fonction de I'architecture du film (Benkirane-Jessel et al., 2004).

L’immobilisation de molécules antimicrobiennes sur des surfaces de biomatériaux est
une approche efficace pour empécher la formation de biofilms. Le premier revétement
biocompatible auto-défensif vis-a-vis a la fois des bactéries et des levures a été mis au point
(Cado et al., 2013). Ce revétement multicouche a base de chitosane et acide hyaluronique sur
une surface plane contient la cateslytine (un peptide antimicrobien (AMP) de type endogéne

antibactérien et antifongique) greffé sur 1’acide hyaluronique, voir figure 38. La libération du
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peptide antimicrobien (AMP) est déclenchee par la dégradation enzymatique du film a cause
des agents pathogenes eux-mémes. Apres 24 h d'incubation, ces films inhibent totalement le
développement des bactéries de Staphylococcus aureus et des levures Candida albicans qui
sont des agents pathogénes les plus courants et virulents responsables des maladies
nosocomiales. Ils produisent I’enzyme hyaluronidase conduisant a la dégradation du film et
de la libération de la cateslytine. En outre, ces films sont non cytotoxiques et ils limitent
I’adhésion des fibroblastes ce qui souligne une application médicale pertinente pour prévenir

les infections sur cathéters intravasculaires.
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Figure 38: Assemblages multicouches a base de chitosane/acide hyaluronique fonctionnalisé par un peptide
antimicrobien (AMP) nommé la cateslytine (un peptide a la fois antibactérien et antifongique) et ses activités
contre les bactéries et les levures lors de la dégradation du film (Cado et al., 2013)

111.6.3.2 Libération des molécules actives dans les films multicouches

Le grand défi dans le développement de formulation de principes actifs est
I'élaboration de systémes de libération prolongée de substances bioactives. La libération
contrdlée et prolongée offre une plus grande efficacité, une plus faible toxicité, et
I'amélioration de confort du patient par rapport a formulations conventionnelles. Le
comportement de libération dépend de la perméabilité ou de la rupture de structure
multicouches ce qui est lié aussi a la stabilité des assemblages multicouches. Le mode de
libération est divisé en trois types : diffusion passive a travers du film, la degradation des
assemblages et la libération déclenchée par stimuli externe (pH, force ionique, température,
lumiere, électrochimie, enzyme) (Pavlukhina and Sukhishvili, 2011, Tang et al., 2006b), voir

figure 39.
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Figure 39: Mode de libération des molécules bioactives: (a) la diffusion passive, (b) la dégradation de la
matrice de polymere, (c) la libération déclenchée par stimuli (Pavlukhina and Sukhishvili, 2011).

Pour exemple, les films multicouches microporeux et nanoporeux a base du PAH/PAA
ou PAH/SPS montrent une cinétique d’ordre zéro pour la libération du kétoprofene et de la
cytochalasine D. La quantité libérée est modulée en faisant varier le nombre de couches et le
taux de libération depend de la taille des pores dans les films (Berg et al., 2006).

Des films multicouches dégradables par hydrolyse entre le poly (B-aminoester)/DNA
sont érodés progressivement a partir de la surface et liberent en permanence le DNA pendant
I'incubation dans une solution saline tamponnée au phosphate (PBS) a 37 °C (Vazquez et al.,
2002).

La désintégration de films peut étre utilisée pour la libération rapide de molécules
chargées en réponse a une variation de pH, par exemple entre lI'estomac et I'intestin. Ce
phénomene est utile pour la libération rapide des molécules bioactives. Les films créés par
liaisons hydrogenes PEO/PMAA contenant un colorant démontrent une forte rétention de
colorant & pH constant 4,2 et la libération a pH éleve a cause d'un film désintégration
(Kharlampieva and Sukhishvili, 2004).
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L’assemblage entre les microgels de polyampholyte (contenant les groupements
amines et carbamates)/PSS permet d’encapsuler a la fois une molécule anionique (méthyle
d’orange) et cationique (rhodamine 6G) qui sont libérés simultanément dans la de solution
saline 0,9%. L’ajout d’une couche de barriere photoréticulable peut ralentir la cinétique de
libération (Wang et al., 2010).

Les films multicouches PNIPAM/PAA sont susceptibles de charger et libérer un
colorant (rhodamine B) de facon réversible par I'exposition des solutions a des températures
élevées. Le taux de chargement ou non dépend a la fois de la température de la solution et de
la température de préparation du film conduisant a une libération contrélable (Quinn and
Caruso, 2004).

Les microcapsules sensibles a la lumiére comprenant des multicouches PSS / PAH
infiltrées par des nanoparticules d'or ont été chargées avec des macromolécules (fluorescéine
isothiocyanate-marqué dextrane) en exploitant la dépendance du pH de la perméabilité de
I'enveloppe. La matiére encapsulée est libérée sur demande lors de l'irradiation courte (10 ns)
des impulsions laser dans la zone proche-infrarouge (1064 nm) (Angelatos et al., 2005).

L'application de potentiels au-dessus d'un seuil de 1,8 V sur le substrat semi-
conducteur d'indium-étain modifié avec le systeme PLL/héparine induit la dissolution du film
multicouche. La vitesse de ce processus peut étre modifiée par un profil de marche-arrét du
potentiel, ce qui conduit a la libération contrdlée de I'héparine dans le milieu (Boulmedais et
al., 2006).

Le film mince multicouche de PVA-borate et le chitosane sur la particule colloidale
est trés efficace pour I'encapsulation et la libération de doxorubicine (principes actifs
anticancéreux) au-dessus d’une certaine concentration de glucose (25 mM). Cette
méthodologie nourrit une des nouvelles stratégies prometteuses de délivrance de principes

actifs pour le ciblage et le traitement de cellules cancéreuses (Manna and Patil, 2010).
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IV Synthése bibliographique et stratégie de travail

Le travail antérieur de notre groupe était basé sur 1’élaboration des assemblages
multicouches entre le polyCTR-CD et le chitosane (figure 40a). Ce systeme a montré une
faible affinité avec la molécule modele anionique (TBBA, acide tert-butylbenzoique (Martin
et al., 2013a)) comparé a la molécule modéle cationique (BM, bleu de methyléne (Martin et
al., 2013b). Afin de controler la libération des molécules modeles, différentes masses
moléculaires de chitosane ainsi que la réticulation de la couche de chitosane avec la génipine
(un agent réticulant) ont été¢ également testés. Les résultats obtenus, bien qu’encourageant,

nous ont poussés a investiguer d’autres fagons d’améliorer notre systéme multicouches.

Chitosane :> PolyEPG-CD

N(CH;),* N(CH,);* N(CH;);*

@ + + + +
|
coo N(C”3)3coo N(CHj)s* coo

I_ﬂﬂﬁm

@N(cm); N(CH;); Ot v

+

N(cm); N(CH,),*

coo oo 00 coor oo 00

it ST R T
PET greffé par polyCTR-CD

e T e ey
ittt e

PET greffé par ponCTR-CD

Thermoflxatlonl Layer by layer (LbL) I
Thermoflxatlonl Layer by layer (LbL) l

a

Figure 40: Assemblages multicouches a base de chitosane_polyCTR-CD (a) et polyEPG-CD_polyCTR-CD (b)

Il apparait que la versatilité d'un tel systeme multicouches pourrait étre améliorée par
I'utilisation de deux polymeéres de CD de charges opposées (figure 40b). La partie suivante
concernera ainsi la préparation de polyélectrolytes cationiques (polyEPG-CD) en s’inspirant
de voies de synthese existant dans la littérature. L’objectif étant de remplacer le chitosane et
de perfectionner les assemblages multicouches qui seront composées de deux polyélectrolytes
de CD appliqués en tant que nouveau systéeme de libération de principes actifs.
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Les polymeéres cationiques syntheétisés par Li et al. (ajout simultané d’EP et de CC en
figure 14a) possédent des masses moléculaires (entre 3000 et 7000 g.mol™) et des densités de
charge insuffisante (1,5*10™ eq.g™) pour assurer un auto-assemblage avec notre polymére
anionique de CD (polyCTR-CD avec 4*10° eq.g™ de groupements carboxylates) dans un
processus LbL.

En conséquence, le GTMAC est utilisé a la place de CC et ajouté dans le milieu
réactionnel comme agent cationique en plus de I'EP afin d’obtenir une charge et une masse
moléculaire compatible avec le polyCTR-CD dans un optique de LbL. Deux méthodes d’ajout
ont été testées en utilisant le protocole de synthese de polymere neutre publié par Renard et al.
(Renard et al., 1997). La méthode 1 consiste en un ajout simultané d’EP et GTMAC et la
méthode 2 correspond a un ajout en décalage, c’est-a-dire 1’ introduction de GTMAC 2 heures
avant de mettre I’EP afin de réduire le temps de synthese parce que cette méthode permettrait
d’obtenir une masse moléculaire trés élevée de polymére cationique cyclodextrine-
épichlorhydrine. La préparation et la caractérisation des polyméres cationique de [-
cyclodextrine seront présentées dans la premiere partie des résultats de thése, suivi par
I’¢laboration des assemblages multicouches de CD avec différents paramétres de la
construction afin de contréler a la fois la dégradation du film LbL, et la libération d’un
principe actif modele. En fin, nous terminerons par une étude in vitro de cytocompatiblité de

ces textiles modifiés, suivie de leur application en tant que textile antibactérien.

77

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre Il : Matériels & méthodes

78

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre Il : Matériels & méthodes

Chapitre 11 :Matériels & Méthodes

79

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre Il : Matériels & méthodes

80

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre Il : Matériels & méthodes

1 Synthese et caractérisation des polymeres de CD
cationiques & anionigues

1.1 Le polyélectrolyte cationigue : polyEPG-CD

1.1.1 Voies de synthése

Le polymeére cationique hydrosoluble de BCD (polyEPG-CD) est synthétisé a partir de
la BCD, I’épichlorohydrine (EP) et le chlorure de glycidyltriméthylammonium (GTMAC).

Les principales caractéristiques de ces produits sont données dans le tableau 9.

Tableau 9: Caractéristiques des produits utilisés pour la synthése du polyEPG-CD.

Chlorure de

Produits B-cyclodextrine Epichlorohydrine

glycidyltriméthylammonium
Abréviation B-CD | EP GTMAC
OH
5 O /
..... K oie) +
Formules _/ j WACI WGN\
2 o (o]
HO  OH
N°CAS 7585-39-9 106-89-9 10039-56-2
Masse molaire (g/mol) 1135 92,52 151,66
Solubilité (g/L) 18,5 dans H,0 & 20°C - -
Densité - 1,18 1,13
Point de Fusion (°C) - -25,6 °C 139.5°C
Roquette . . . .
Provenance (Lestrem, France) Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich

La synthése de polymere cationique comprend trois grandes étapes (figure 41a). Elle
est inspirée de la préparation de polymeére neutre de BCD et EP (Renard et al., 1997) obtenu
par polymeérisation par condensation. Le procédé type de synthése pour un rapport molaire
BCD: EP: GTMAC = 1: 10: 5 (ci-apres nommé polyEPG-CD-5) est décrit ci-dessous (Junthip
etal., 2015) :

- Ladéprotonation de la BCD en milieu basique sous agitation & 600 rpm pendant 24 h

a température ambiante afin d’obtenir les fonctions alcoolates. 5 g (4,4 mmol) de BCD

sont dissous dans 8 mL de solution de NaOH (22% (w/v) dans l'eau).
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- La réticulation de la BCD avec ’EP (agent réticulant) en présence de GTMAC
(agent cationique) a différents rapports molaire de GTMAC, différentes températures
(30 ou 60°C) et deux méthodes distinctes d’ajout de I’EP et du GTMAC.

La température du milieu réactionnel est contr6lée par un bain d'eau
thermostaté¢ a 30 °C ou a 60 °C. Deux méthodes d’ajout sont appliquées pour la
polymérisation: la méthode 1 consiste a ajouter 3,70 mL (22 mmoles) de GTMAC
(90% (w/v) dans l'eau) et 3,45 mL (44 mmoles) d'EP en méme temps dans la solution
déprotonée de BCD, tandis que la méthode 2 consiste a additionner tout d'abord 3,70
mL de la solution de GTMAC dans la solution déprotonée de BCD puis 3,45 mL d'EP
2 heures plus tard. Dans les deux cas, le temps de démarrage de la réaction est fixé lors
de l'addition d’EP. La réaction se poursuit pendant un temps bien déterminée et elle
est arrétée avant son point de gel (évaluée dans des expériences préliminaires) par
introduction d’acétone (20 mL). Un polymere hyper-ramifié hydrosoluble ayant un
poids moléculaire supérieur a 8 kDa est obtenu.

- La purification en plusieurs étapes destinée a éliminer les sous-produits de réaction et
obtenir un polymere en poudre prét a ’emploi. Aprés arrét de la réaction, 1’acétone qui
contient I'épichlorhydrine résiduel est éliminée par décantation. 20 mL d'eau distillée
sont ajoutés a la phase aqueuse qui est ensuite neutralisée avec de I’HCI1 (6 N) puis
chauffée a 50 °C pendant une nuit. La solution obtenue est alors filtrée afin d’éliminer
une éventuelle partie insoluble. Ensuite, le filtrat est dialysé pendant 72 heures dans de
I'eau distillée en renouvelant régulierement celle-ci (des membranes Spectra/Porl avec
la coupure de poids moléculaire de 6-8 kDa sont utilisées) afin de recueillir une
fraction purifiée. Les échantillons de polymeres sont finalement isolés par
Iyophilisation. Plusieurs rapports molaires de BCD: EP: GTMAC (ci-apres rapporté
comme polyEPG-CD-X avec X = rapport molaire de GTMAC (1; 5; 10; 15) sont
élaborés avec la méme procédure, tableau 10. La structure et la réaction de polyEPG-

CD est proposée en figure 41b.

Tableau 10 : Quantité molaire des produits utilisés pour la synthése du polyEPG-CD.

Polycation [B-CD] en mM \ [EP] en mM [GTMAC] en mM
PolyEPG-CD-1 4,4 44 4.4
PolyEPG-CD-5 4.4 44 22
PolyEPG-CD-10 4,4 44 44
PolyEPG-CD-15 4,4 44 66
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Figure 41 : Schématisation de la synthése (a) et de la réaction(b) du polyEPG-CD.

1.1.2 Caractérisation des polyEPG-CD

1.1.2.1 Résonance magnétiqgue nucléaire (RMN)

Pour I'enregistrement des spectres RMN 'H (16 scans), un spectrométre Bruker AV
300 (300 MHz) a éte utilisé. Les échantillons ont été dissous dans D,O (10 mg/mL). Les
expériences de séquences APT (attached-Proton-Test) ont été développées sur un
spectrométre Bruker AV 400 (400 MHz) pour la RMN **C (14 294 scans) et la concentration
appliquée était de 250 mg/mL dans D,0O. Afin d'identifier tous les signaux des protons dans le
polyEPG-CD, I'hydrolyse du GTMAC a été réalisée dans NaOH (22% wi/v) et les produits

résultants ont été recueillis aprés lyophilisation et analysés par RMN.
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1.1.2.2 Titration colloidale

Les densités de charge des polymeres cationiques ont été évaluées par titration
colloidale a I’aide d'un détecteur de particules de charge (Miitek PCD-03) et d’un appareil de
titrage automatique (PCD-T3). 10 mL d'une solution polyEPG-CD a 0,4 g/L dans l'eau
distillée ont été ajoutés a la cellule de mesure et ensuite titrés avec le polyélectrolyte
anionique (solution PES-Na & 0,1 mmol/L). La densité de charge (Q), exprimée en mmoles de
groupements ammoniums quaternaires par gramme de polymére polyEPG-CD, est calculée en
utilisant I'équation suivante :

Q(mmol/g) = Cpes-na* Veq/ M
ou C est la concentration de PES-Na, V est le volume de PSE-Na au point d'équivalence et m

est le poids de I'échantillon sec en gramme. Toutes les analyses ont été effectuées en triplicat.

1.1.2.3 Dosage conductimétrigue

Les densités de charge de polymeres cationiques ont été déterminées par dosage
conductimétrique. Cette méthode de dosage est inspirée de (Pei et al., 2013) qui a
préalablement titré le groupement chlorure de triméthylammonium sur une cellulose
quaternisée, en supposant la présence d'un contre-ion de chlorure par groupement
triméthylammonium. 100 mL de solution polyEPG-CD a 1 g/L dans I'eau ultra-pure est dosee
avec la solution aqueuse de nitrate d'argent (AgNO3) (8 mmol/L). La densité de charge (Q),
exprimée en mmoles de groupements ammoniums quaternaires par gramme de polymere
polyEPG-CD, est calculée en utilisant I'équation suivante :

Q(mmol/g) = Cagnos™* Veq/ M
Ou C est la concentration de AgNOs3, V est le volume de solution de AgNO3 ajouté au point
d'équivalence et m est le poids de I'échantillon sec en gramme. Toutes les analyses sont

effectués en triplicat.

1.1.2.4 Analyse élémentaire

L'analyse élémentaire du carbone, de I'hydrogene, et les teneurs en azote ont été
effectuées sur un analyseur d’élément (Elementar Analysensysteme GmbH - MICRO vario).
La densité de charge (Q en mmol/g) est estimée a partir du pourcentage en poids d'azote
mesurée dans des polymeres polyEPG-CD aprés correction de la teneur en eau déterminée par
ATG. Les analyses ont été effectuées en triplicat.

84

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre Il : Matériels & méthodes

1.1.2.5 Chromatographie d’exclusion stérigue (SEC) en phase agueuse

Le polyEPG-CD a été caractérisé par chromatographie d'exclusion stérique (SEC) au
sein du laboratoire IBMM de I’université de Montpellier 1. Les expériences ont été réalisées
avec un systeme DIONEX Ultime 3000 équipé d'un détecteur de diffusion de la lumiére
statique en trois angles de miniDAWN TREOS (MALS détecteur de WYATT) et d’un
réfractomeétre différentiel Schambeck 2000. La lumiere incidente de la longueur d'onde du
détecteur MALS était de 658 nm et les trois angles de diffusion étaient respectivement 41,5°,
90° et 138,5°. Deux colonnes connectées en série (SHODEX SB 806M HQ, 8 mm X300 mm)
et une précolonne (SHODEX OH-PAK SB-G, 6 mmX50 mm) ont été utilisées. La phase
mobile était composée de 0,15 mol/L de tampon phosphate, 1 mol/L de NaCl et d’une
solution de NaN3 a 0,03% au pH = 7,4. La vitesse d'élution était de 0,80 mL/min. La solution
d’albumine de sérum bovin (BSA) a été utilisée pour I'étalonnage a 35°C. Une valeur dn/dc de
0,15 a été déterminée pour tous les polymeres cationiques étudiés dans ce travail. Les
échantillons de polymére dissous dans le tampon d'analyse a une concentration de 4,5 g/L ont
été préalablement filtrés en utilisant une membrane Millipore (0,45 um) et ils ont été laissées

au repos pendant une nuit avant l'injection.

1.1.2.6 Analyses thermogravimétriques (ATG)

Des expériences d'analyse thermogravimétriques ont été effectuées avec un appareil
TGA Q50 (TA Instruments) a partir de la température ambiante jusqu’a 500 °C avec une
vitesse de chauffage de 5 °C/min. Les échantillons ont été placés dans une creuset en alumine

(oxyde d'aluminium) sous 1’azote (balance : 10 mL/min, four : 90 mL/min).

1.1.2.7 Spectroscopie Infrarouge

Un spectrométre Perkin Elmer (Spectrum One) équipé d'un logiciel Spectrum a été
utilisé pour effectuer les analyses infrarouges en mode ATR (réflexion totale atténuée). Les
spectres ont été collectés aprés 16 scans dans la gamme 400-4000 cm™ avec une résolution de

4cm™.

1.1.2.8 Spectroscopie Raman

Les expériences RAMAN ont été effectuées au sein du laboratoire UMET (équipe

MMT) de I’Univerisité Lille 1. Les spectres Raman ont été collectés avec un spectromeétre
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Raman Renishaw InVia comprenant un seul réseau (le spectrographe), couplé a un
microscope optique Leica. Il est équipé d’un laser Argon (de longueur d’onde 514,5 nm,
couleur verte) et d’une diode laser émettant dans la gamme de longueur d’onde du proche-
infrarouge (785nm). Des filtres diélectriques ont été utilisés pour couper la trés forte intensité
de la lumiére diffusée élastiquement. De ce fait le signal Raman, correspondant a la lumiére
diffusée inélastiquement a été détecté au-dessus de 50 cm™. Le systéme de dispersion de la
lumiére correspondait principalement au spectrographe, qui a pour fonction de disperser la
lumiere diffusée inélastiquement par 1’échantillon. Deux types de réseaux ont été utilisés : un
réseau 1800 traits/mm associé au laser argon et un second, 1200 traits/mm associé a la diode
laser. La detection du signal Raman a été effectuée par une barrette CCD (Charge Coupled
Device). Le faisceau laser était focalisé sur les échantillons via un objectif longue distance de
travail 50x avec un diametre de spot de 1 um et une intensité maximale de 50 mW.
L'intensité était intégrée dans une profondeur maximale de Az ~ 100 pm en mode confocal, et
pour la longueur d’onde du laser utilisé. La résolution spectrale a été estimée a 2 cm™ sur le

domaine spectral analyse.

1.2 Le polyélectrolyte anionigue : polyCTR-CD

1.2.1 Procédure de synthése

Le polymeére anionique hydrosoluble de BCD (polyCTR-CD) est synthétisé a partir de
la BCD, I’acide citrique (CTR) utilisé comme agent réticulant et de I'hypophosphite de sodium
monohydraté (NaH,PO,, H20) utilisé comme catalyseur (Martel et al., 2005). Les principales
caractéristiques de ces produits sont données dans le tableau 11.

La synthese de polymére anionique contient trois grandes étapes (figure 42a): la
dissolution des trois composants en proportion massique (CTR : catalyseur : BCD =
10g :39 :10g) dans 100 mL d’eau, I’évaporation de 1’eau jusqu’a I’obtention d’un dépdt sec
sur la paroi du ballon avant la réticulation entre la BCD et le CTR a 140°C pendant 30
minutes sous vide et la purification du polymere comme dans le cas de la synthése de
polyEPG-CD (redissolution dans I’eau, filtration sur fritté, dialyse dans 1’eau distillé a 1’aide
d’une membrane Spectra/Porl (6-8 kDa) pendant 72 heures en changeant fréqguemment 1’eau,
concentration de la solution, congélation et obtention de la poudre de polymére par

lyophilisation). La structure de polymere anionique est montrée dans la figure 42b.
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Tableau 11 : Caractéristiques des produits utilisés pour la synthése du polyCTR-CD.

! . S Hypophosphite de
Produits B-cyclodextrine Acide citrique sodium monohydraté
Abréviation B-CD NaH,PO,.H,0
HO
—o1 o
OH-—COOH || H,0
Z /P\O_ +
Formules : 3 0= H™ | “Na
OH H
PKai=4,76 ; pKa=
3,13
pKas= 6,40
N°CAS 7585-39-9 5949-29-1 10039-56-2
Masse molaire (g/mol) 1135 192 105,99
Solubilité (g/L) 18,5 dans H,O a 20°C 1148 -
Densité - - -
Point de Fusion (°C) - 153 °C 90 °C
Roquette . . . :
Provenance (Lestrem, France) Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich
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Figure 42: Schématisation de la synthése (a) et de la réaction(b) du polyCTR-CD
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1.2.2 Caractérisation de polyCTR-CD

Le polymere anionique a été caractérisé par RMN, ATG, spectroscopie Infrarouge et
Raman dans les mémes conditions opératoires que le polyEPG-CD.

La masse moléculaire de polyCTR-CD a été caractérisé par SEC au sein de ’institut
Charles Sadron de Strasbourg (plateforme de caractérisation) : Mw = 22,6 kg/mol et Ip=1,7.
Pour cela, un ensemble DIONEX série Ultimate 3000 équipé d’un détecteur de diffusion de la
lumiere aux multi-angles DAWN HELEOS II (Wyatt Techn.) et équipé d’un réfractométre
differentiel OPTILAB rEX (Wyatt Techn.) avec 4 colonnes Shodex OH-pak 30 cm et une pré-
colonne a été utilisé. La solution a été chauffée a 50°C pendant 2 heures et filtrée (0,45 um)
avant la mesure (débit = 0,5 ml/min, concentration de polymére = 3 g/L, phase mobile = 0,1
M NaNOj; et NaN3, dn/dc = 0,139).

La charge anionique a été déterminée par un dosage acido-basique. 50 mg de polymere
ont été solubilisés dans 100 mL de NaCl (0,1 M) est dosés par une solution de NaOH (0,05
M). Ce dosage a permis de déterminer la disponibilité des fonctions carboxyliques (4 mmol/g

de polymeére). La forme basique et acide de polyCTR-CD est représentée dans la figure 43.
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Figure 43: Structure de polyCTR-CD sous la forme protonée et déprotonée

11 Le support textile PET non-tissé

Le textile PET non-tissé est un trés bon candidat pour une application biomédicale
grace a ses nombreux avantages tels que sa stabilité chimique et thermique, ses bonnes
propriétés mécaniques, sa biocompatibilité et son prix attractif. 1l est utilisé dans les implants
vasculaires ou viscéraux et les sutures (Franklin et al., 2009). Le support PET non-tissé utilisé
dans cette étude est fourni par la société PGI-Nordlys (Bailleul, France). Ses caractéristiques

ainsi que son apparence sont montrées en figure 44.
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Caractéristiques PET-NSN 365
Type de Liage Thermolié
Grammage 65 g/m?
Finesse 0,21 mm

Résistance a la rupture 210 N/5cm

Allongement a la 23 %
rupture
Porosité a Iair 2400 L/m?/s

Température de Fusion 250°C-265°C
Taille des pores 65 um en moyenne

(entre 45-200 um)

Figure 44: Caractéristiques générales de textile PET non-tisse avec image a la taille réelle et au MEB (échelle
de 50 um).

11.1 Greffage de polyCTR-CD sur le textile PET par thermofixation

Le PET est chimigquement inerte, hydrophobe et non-ionique. Les fonctions COOH en
bout de chaines sont en quantité insuffisante pour rendre sa surface anionique. L’enrobage des
fibres textiles et la fixation d’un polymeére anionique de CD sont effectués par méthode
thermofixation (figure 45) afin d’apporter des charges surfaciques et promouvoir les
interactions ioniques avec la couche suivante de polycation lors du procédé LbL.

Les échantillons textiles (10x5 cm?) sont lavés au soxhlet une fois dans I’isopropanol
(30 min/cycle) et deux fois dans 1’eau (90 min/cycle) pour éliminer les traces d’ensimage. Ils
sont ensuite imprégnés dans la solution contenant I’acide citrique, le catalyseur et la BCD
dans les proportions massiques 10/3/10 ou 2,5/0,75/2,5 dans 100 mL d’eau distillée ; puis sont
passés au foulard textile 4 fois afin d’éliminer les excédents de solution. Aprés un séchage a
90 °C pendant 5 minutes ayant pour but d’éliminer toutes traces d’eau, la réaction de
thermofixation est réalisée pendant 30 minutes a 150 °C. Finalement, les échantillons sont
lavés trois fois au soxhlet dans 1’eau afin d’éliminer les résidus non-polymérisés. Le gain de
masse est calculé selon 1’équation suivante :

Gain de masse (%) = (M¢ - M;j)*100 / M
Ou M; et M; correspondent respectivement a la masse avant et aprés le traitement de
thermofixation, mesurées avec une balance de haute précision (+ 4.10® g). Les échantillons

sont séches a 90°C pendant 30 minutes avant les pesées.
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1.Imprégnation 2.Foulardage 3.Séchage(90°C)/ 4.Lavage
Réticulation(150°C) - ‘
@ y 4 & &
Textile PET A & 7777 =
AT~/ D0 W
&

CTR / catalyseur/ B-CD=10g /3g/10g => 20%wt de polyCTR-CD (PET20)
CTR / catalyseur/ B-CD = 2,5g/0,75g/2,5 => 6%wt de polyCTR-CD (PET6)

Figure 45 : Processus de thermofixation pour former la premiere couche anionique.

Les fonctions carboxylates sont ensuite générées par un traitement au carbonate de
sodium (0,1M) pendant 15 minutes sous agitation suivi de ringages a I’eau distillée jusqu’a
I’obtention d’un pH neutre. La présence de ces groupements en surface donne des propriétés
d’échange ionique au support textile. Cette premiere couche anionique de CD est
numérotée comme la couche n°l ou la couche thermofixée. En fonction du rapport
massique de départ (CTR / catalyseur / BCD = 10/3/10 ou 2,5/0,75/2,5 dans 100 mL d’eau),
on obtiendra respectivement un PET thermofixé a 20%wt (PET20) et un PET thermofixé

6%wt (PET6). Le taux de charge anionique étant proportionnel au gain de masse.

11.2 Dosage des groupements carboxyligues de PET thermofixé

Les fonctions carboxylates sur le PET thermofixé sont quantifiées par une méthode
basée sur un dosage pH-métrique et utilisant une solution d’acétate de calcium afin d’estimer
la capacité d’échange ionique (CEI)(Ducoroy et al., 2007). La CEI correspond au nombre de

groupements fonctionnels par unité de masse de textile (mmol/g).

0
COOH

(o] o coo
2+
Fibre< + —< >— — Fibre< Ca + 2—<
(ol C32+—o C ) OH

COOH 00

Figure 46 : Capacité d’échange ionique.
Des échantillons de masse connue (0,5 & 1 g) sont placés dans 50 mL d’une solution
d’acétate de calcium (2% massique) sous agitation pendant une heure. L’acétate de calcium
permet un échange de protons entre les groupements carboxyliques présentés sur le textile et

les ions calcium afin de former de 1’acide acétique (figure 46). L’acide acétique formé est
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ensuite dosé par une solution de soude (0,05 M) en utilisant la phénopthaléine comme
indicateur colorée ce qui permet d’accéder au nombre de fonctions carboxyliques a la surface
de textile. Le nombre de mole de soude dosée est égal au nombre de mole de fonction acide
carboxylique sur le textile. Le taux de fonctions carboxyliques est calculé selon 1’équation
suivant
CEI (mmol/g) = Cnaon™ Veq/ M

Ou C est la concentration de NaOH, V est le volume de solution de NaOH ajouté au point
d'équivalence et m est le poids de I'échantillon sec en gramme. Toutes les analyses sont
effectués en triplicat. La CEI est exprimée en mmol/1 g de textile, elle peut aussi convertir en

mmol/cm? en sachant que la masse surfacique du PET est de 65 g/cm?.

11l Construction des assemblages multicouches

111.1Construction des assemblages multicouches par OWLS

L’OWLS (Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy) est une méthode qui permet
d’étudier et de suivre « en direct » les interactions entre des molécules ou des macromolécules
et des surfaces de maniére quantitative, via les phénoménes d’adsorption, de liaison ou
d’adhésion (Kurrat et al., 1997, Kurrat et al., 1998, Leclercq et al., 2013, Martin et al., 2013b,
Martin et al., 2013a). Les expériences de I’OWLS ont été réalisées au sein du laboratoire
IBMM de I’université de Montpellier 1

La technique OWLS décrite en détail en 1989 (Tiefenthaler and Lukosz, 1989) utilise
les propriétés de réflexion de la lumiere a I’interface guide d’onde / couche adsorbée pour
déterminer 1’indice de réfraction de cette couche et ainsi remonter a son épaisseur ainsi qu’a la
quantité de molécules adsorbées par unité de surface (figure 47). Le principe de base de la
méthode OWLS est qu’une lumiére polarisée linéairement (laser He-Ne) est couplée a la
lumiére évanescente par un réseau de diffraction au sein d’un guide d’onde si la condition de
couplage est remplie. Le couplage est un phénomeéne de résonance qui se passe a deux angles
d’incidence bien définis (mode électrique et magnétique) lesquels dépendent de la valeur de
I’indice de réfraction du milieu couvrant la surface du guide d’onde.

Plus précisément, un faisceau laser (He-Ne) polarisé linéairement passe a travers un
obturateur, est refléchi par un prisme, puis arrive avec un certain angle incident a la surface du
capteur. Ce dernier est basé sur un réseau optique fin préparé sur un guide d’onde, également
fin, situé sur un substrat en verre positionné sur un rotateur dont 1’angle de rotation est

contr6lé continuellement (par paliers) par un moteur durant la mesure. Grace a son indice de
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réfraction élevé (n¢ de ’ordre de 1,75 a 1,82), le guide d’onde permet la propagation de la
lumiere uniquement par réflexion interne totale. Selon la quantité et la polarisabilité des
macromolécules adsorbées, la lumiere est réfléchie avec un certain déphasage et I’intensité
lumineuse a la fois en mode électromagnétique (TE) et magnétique (TM) atteint un maximum
pour certains angles (angles de couplage) entre la source laser et la cellule qui sont mesurés
par ’appareil. La lumiére couplée est détectée de manicre continue aux extrémités du capteur

par des photodiodes (figure 47).

Sortie

Entrée
Solution de

polyélectrolytes Solution

: n
Guide d’onde Couche adsorbée N

Couche adsorbée

Guide Ne

Détecteur Substrat S Ng
T

,;5?’7 E Support
Sy
& :
< i

Figure 47: Principe et schématisation d’OWLS.

Les variations des angles de couplage vont dépendre de I’indice de réfraction et de
I’épaisseur de la couche adsorbée (VOros et al., 2002, Takumi et al., 2010, Picart et al., 2004,
Picart et al., 2001a). L’indice de réfraction na d’une macromolécule dépend linéairement de
sa concentration (ca) selon 1’équation suivante :

Na= Nc + Na*(dn/dc)

ou nc est ’indice de réfraction du solvant et ou le coefficient dn/dc dépend de la
polarisabilité des molécules mais possede une valeur quasiment universelle pour toutes les
protéines (0,182 cm3/g)(Ramsden, 1993). En accord avec la convention de Gibbs, pour ca >>
cc (cc = concentration du solvant dans la couche adsorbée), la quantité de molécules
adsorbées par unité de surface M peut s’exprimer en fonction de 1’épaisseur de la couche
adsorbée (da) selon I’équation suivante (Leclercq et al., 2013).

M= Ca*da

En combinant les deux équations précédentes, on obtient la nouvelle équation qui

donne la quantité de molécules adsorbées par unité de surface.
M= da*(na- n¢)/(dn/dc)

La techniqgue OWLS est généralement utilisée pour le suivi de la construction des

assemblages multicouches (Lavalle et al., 2002, Abdelkebir et al., 2011, Wittmer et al., 2007,
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Ngankam and Van Tassel, 2005, Zhen et al., 2004). Elle présente des avantages par rapport a
la technique SPR (pour Surface Plasmon Resonnance), notamment la mesure directe de
I’indice de réfraction et des deux angles de couplage ainsi que la possibilité de travailler avec
des substrats différents sous réserve qu’ils soient transparents. Tout comme la technique SPR,
OWLS est une technique trés sensible (~ 1 ng/cm?).

Les mesures OWLS ont été réalisées a 1’Institut des Biomolécules Max Mousseron a
Montpellier (UMR CNRS 5247). L’appareil est un OWLS 120 composé d’une sous-unité
SIS06 pour les injections d’échantillons et d’une pompe seringue NE-1000 (Microvacuum
Ltd., Budapest, Hongrie). La source de lumiére est un laser He-Ne linéairement polarisé qui
émet a 632,8 nm. La température du porte-échantillon est gardée constante grace a un
dispositif Pelletier TC dirigé par un contréleur Omron. Toutes les mesures et calculs ont été
réalisés avec le logiciel Biosense 2.6. Le guide d’onde a pour dimensions 12 mm x 2 mm et
présente une périodicité de 2400 lignes/mm. 1l est composé de SixTi1xO2 , ou x = 0,25 + 0,05
avec une épaisseur (d) de 170 nm.

Avant chaque mesure, la surface de la cellule est nettoyée sous sonication par contact
avec une solution aqueuse acide (4N HCI/H,SO,) pendant 15 min puis rincée successivement
avec de I’eau distillée et de I’acétone. Toutes les expérimentations ont été réalisées sous flux
continu & 50 mm®/min jusqu’a I’obtention d’un plateau. Les solutions de polyméres avec ou
sans molécule modéle sont préparées dans la méme maniére que lors de la construction des
multicouches sur le textile (voir la partie 111.2 de ce chapitre). En OWLS, la seule différence
consiste en I’utilisation du milieu tamponné (NaCl 0,15M au pH naturel ou fixé des
solutions ; HEPES 20 mM au pH=7,4) du a I’instabilité de la ligne de base dans 1’cau. La
solution polycationique est injecté en premier dans la cellule, puis un rincage par une solution
de tampon est effectué afin d’éliminer les molécules non adsorbées a la surface de la cellule.
Lorsqu’un nouveau plateau est atteint, la solution polyanionique est injectée a son tour, suivi
par la méme étape de rincage. Ces opérations sont répétées autant de fois que nécessaire en

fonction du nombre de couches désiré a la surface. Les expériences sont réalisées en triplicat.
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111.2Construction des assemblages multicouches sur textile

111.2.1  Construction sans principes actifs (voie A)

Les solutions de polymeres sont préparées dans de 1’eau distillée ou dans un milieu
tamponné d’un volume de 50 mL (NaCl 0.15M au pH naturel ou fixé des solutions, HEPES
20 mM au pH=7,4 et PBS 0,15 M au pH=7,4) a différentes concentrations. Le pH naturel des
polymeres lors de leurs syntheéses est de 6,5 £ 0,2 pour le polycation (polyEPG-CD) et 3,5
0,1 pour le polyanion (polyCTR-CD).

La construction des assemblages sans principes actifs (figure 48) est effectuée pour les
études de dégradation ultérieures. Les échantillons (3x3 cm?) de PET thermofixés par le
polyCTR-CD (PET6 ou PET20) sont imprégnés dans la solution de polyEPG-CD (50mL)
pendant 15 min sous agitation a 150 rpm puis sont séchés a 1’étuve a 90°C pendant 15 min. IlIs
sont ensuite lavés, dans 50 mL du méme solvant que celui de la solution de polymere,
pendant 15 min sous agitation a 150 rpm et enfin pesés apres avoir été séchés a 90°C pendant
15 min. La formation des couches impaires de polyanions est effectuée de la méme maniere
jusqu’au nombre de couches souhaitées. Les assemblages multicouches sont aussi soumis a un
traitement thermique a 140°C pendant un temps variable (partie 111.3 de ce chapitre) pour
¢tudier I’influence du processus de réticulation thermique sur la dégradation des échantillons
multicouches. Les assemblages a base de polyCTR-CD/polyEPG-CD-10 sont nommés
systeme R10 et ceux de polyCTR-CD/polyEPG-CD-1 sont appelés systeme R1.
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— COIO c|00 i 1. Couche thermofixée !
a2 (9 - W9-W- W] 2. Nature de polycation !
-l | | o .
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) @ T . 00
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© L [N
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Figure 48 : (a) Schématisation des assembles multicouches a base de cyclodextrines (b) et (c) processus de la
construction multicouches par la technique de trempage.
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111.2.2  Construction avec principes actifs (voie B et C)

La construction des assemblages avec principes actifs est effectuée en vue de 1I’étude
de libération. Les principes actifs étudiés dans ce projet sont: une molécule anionique
(TBBA : acide 4-tert-butyl benzoique), une molécule cationique (BM : bleu de méthyléne) et
des molécules neutres ((BN : béta naphtol) et (TCS : triclosan) afin d’évaluer la capacité
d’encapsulation et la versatilit¢ des assemblages multicouches; leurs principales
caractéristiques sont mentionnées dans le tableau 12.

Les différents modes d’incorporation des principes actifs selon la construction des
assemblages multicouches (pendant la construction ou aprés la construction) sont illustrés
dans la figure 49, il est possible d’effectuer le traitement thermique a 140°C pendant un temps
variable (partie 111.3) pour étudier son influence sur la libération des principes actifs.

Polycation Polyanion Nom du systéme
Polycation Polyanion Nom du systéme PolyEPG-CD-1 PolyCTR-CD | Systeme R1-TBBA
POlyEPG-CD-1 | PolyCTR-CD Systéme R1 +TBBA FTBBA
2 PolyEPG-CD-10 PolyCTR-CD | Systeme R10-TBBA
PolyEPG-CD-10 | PolyCTR-CD Systéeme R10 g
+TBBA +TBBA
2 3 1 2 3
Complexe Rincase Complexe
PolyEPG-CD/ 3¢ polyCTR-CD/ i
Principes actifs Principes actifs Rj
; % 2

= -

Solution avéc principes ictifs

Voie C

[+H '-‘ e [+ gl =ith L e e .;‘1
SRR DR R R R

Figure 49: Schéma récapitulatif des différentes voies d’encapsulation de principes actifs, exemple des
complexes d’inclusion entre le TBBA et polyCD.
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111.2.2.1 Incorporation pendant la construction : voie B (voie simultanée)

Le processus de construction des assemblages multicouches est similaire au processus
de construction sans principes actifs. Mais dans ce cas, des solutions de complexe
polymeres/principes actifs préparées selon des rapports molaires fixés (voir tableau 12) sont
utilisées pour construire 1’assemblage, contrairement au protocole précédent ou des solutions
de polymeres sans principes actifs étaient utilisés. Cette voie a été employée pour encapsuler
les principes actifs (TBBA, BM et BN). Des exemples de calculs de préparation sont
rapportés en annexe 1.

Tableau 12 : Caractéristique des principes actifs.

Molecules modeles

Nom t-butyl benzoique acide Bleu de méthyléne Béta naphtol Triclosan
Charge (anionique) (cationique) (neutre) (neutre)

H;C. COOH + 0.
Formules e ijﬁl
>~ - _
CH; cl CH; o o

Masse molaire

178,23 319,85 144,17 289,54
(g/mol)
Solubilité (mg/L a
20°C, H,0) 47 50 000 700 10
Point de fusion (°C) 165-167 180 120 54-57,3
Provenance Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich Sigma-Aldrich

Preparation de la solution de complexe

Rapport molaire entre la molécule modéle : CD (masse de molécule modéle en mg pour

50 mL de solution de polymere)
PolyEPG-CD-10a4g/L [ 1:2 (9,42) 1:1 (3391) 1:1 (1528)
PolyCTR-CD a4 g/L 1:2 (7,85) 1:1 (29,65) 1:1 (12,69)
PolyEPG-CD-1410¢g/L | 1:2 (27,48) _
Poly CTR-CD alg/L 1:2 (1,96) -

111.2.2.2 Incorporation aprés la construction : voie C (voie a posteriori)

Les assemblages multicouches issus de la voie A sont trempés dans la solution
contenant des principes actifs sous agitation a 150 rpm pendant 24 heures. Ils sont ensuite
séchés a 45°C apres un lavage de 5 min (3 fois) dans I’eau distillée (15 mL) sous agitation.
(ex: 15 mL de solution de TBBA a 45 mg/L et 15 mL de solution en excés de TCS (en
présence de grains de TCS))
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111.3 Stabilité des assemblages multicouches

Comme présenté dans la partie bibliographique, la réticulation thermique peut
provoquer la réaction d’estérification (entre les groupements carboxyliques et hydroxyles) et
d’amidation (entre les groupements carboxyliques et amines). Cela peut permettre de
solidifier et stabiliser des assemblages. Cette méthode de réticulation a pour avantage de ne
pas ne nécessiter I’ajout de réticulant chimiques.

Les assemblages multicouches sans/avec les principes actifs sont chauffés a 140 °C
sous étuve ventilée (MEMMERT, DIN 40050-1P20) pendant 2 ; 8 et 24 heures pour optimiser

la stabilité des assemblages et le profil de libération.

IV Etude de dégradation des systemes LbL

Les assemblages multicouches sans principes actifs sont soumis a une étude de
dégradation dans un milieu proche du milieu physiologique, a savoir le PBS 0,15M a pH=
7,4. Les échantillons (3*3 cm?, 100 mg en moyenne) sont individuellement placés dans 20 mL
de PBS sous agitation (100 rpm) sur un banc oscillant thermostaté a 37°C (Thermoshake,
Gerhardt, Les Essarts-le-Roi, France). Au temps choisi, ils sont sortis du systeme, lavés dans
de I’eau distillée (20 mL) pour éliminer les traces de sels, séchés a 90°C pendant 30 min et
finalement pesés pour suivre I’évolution de masse au cours de temps. La solution de PBS est
renouvelée avant d’y remettre les échantillons en solution jusqu’a la prochaine pesée. Les
résultats donnés sont la moyenne d’un triplicata. Afin de pouvoir simultanément comparer la
construction et la dégradation des assemblages, la perte de masse est calculée en prenant la
masse du textile vierge de départ en référence selon 1’équation suivante :

Perte de masse (%) = (M- M;)*100/ M;
Ou Mjest la masse de PET vierge et M, est la masse de 1’échantillon soumis a la dégradation
aux différents temps souhaités.

V Etude de libération des principes actifs

V.1 Mode statique (en batch)

Les assemblages multicouches contenant les principes actifs sont soumis a une étude
de libération dans un milieu proche du milieu physiologique, a savoir le PBS 0,15M a pH=

7,4. Les échantillons (3*3 cm?, 100 mg en moyenne) sont individuellement placés dans 20 mL
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de PBS sous agitation (100 rpm) sur un banc oscillant thermostaté a 37°C (Thermoshake,
Gerhardt, Les Essarts-le-Roi, France). Au temps choisi, 2 mL de cette solution sont prélevés
puis transférés dans des cellules de quartz (1 cm). Les quantités de principes actifs libérés en
solution sont déterminées par spectroscopie UV-visible (Shimadzu UV-1800) a la longueur
d’onde propre de chaque principe actif. Grace a la courbe étalonnage, le coefficient

d’extinction spécifique de chaque composé est donné dans tableau 13.

Tableau 13 : Coefficient d’extinction spécifique des principes actifs.

Molecules modeéles TBBA | BM BN TCS
Nom t-butyl benzoique acide ‘ Bleu de méthyléne Béta naphtol Triclosan
Charge (anionique) \ (cationique) (neutre) (neutre)
H20
A (nm) 240 664 327 282
e (L.mg™ cm™) 0,0699 0,1989 0,0118 0,0138
PBS (0.15M, pH=7,4)
A (nm) 235 664 327 282
e (L.mg™'cm™) 0,0745 0,2164 0,0162 0,0149
KH,PO, (0.05M, pH=6,5)
A (nm) 235 - - 282
e (L.mg™'cm™) 0,0745 - - 0,0145

V.2 Mode dynamigue

La libération en mode continu est mesurée avec un appareil de dissolution a flux
continu entierement automatisée (Sotax® USP4, Suisse, équipé de systemes de pompage)
dans une configuration en boucle fermée associé a un spectrométre UV-visible (Perkin Elmer
Lambda 25), en figure 50. Ce test est réalisé au sein du laboratoire INSERM U1008, de
I’université de Lille 2.

Les échantillons (100 mg pour les assemblages contenants du TBBA et 150 mg pour
les assemblages contenants du TCS) sont placés dans une cellule d'écoulement en forme de
cylindre (22,6 mm) en présence d’une bille (6 mm de diametre). Le milieu de dissolution de
100 mL de PBS (0,15M et pH=7,4 filtré au préalable) sous agitation & 200 rpm est mis en
circulation par pompage a travers chaque cellule a un débit de 50 mL/min et la température
est maintenue a 37 °C pendant le test. La quantité de principe actif libérée est quantifiée par

spectroscopie UV-visible a la longueur d’onde propre a chaque principe actif grace a une
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courbe étalonnage préliminaire et qui a permis de mesurer le coefficient d’extinction

specifique de chaque composé donné au tableau 13.

) _
jm\ I : UVVis
Splitter
NN Spectrophotometer
‘e ; | |
.  Flow Cell
y : Media
Reservoir
Piston
Pump

Figure 50 : Appareillage Sotax USP4 et sa schématisation

VI Etude de complexation de principes actifs avec les
cyclodextrines

VI.1Résonance magnétigue nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire du proton a éte utilisée pour mettre en évidence la
complexation des principes actifs dans les cavités des CD.

Pour l'enregistrement des spectres RMN de routine au centre commun de mesures
RMN de I'université Lille 1, un spectrométre Bruker AV 300 (300 MHz) et AV 400 (400
MHZz) ont été utilisés. Les échantillons ont été dissous dans du D,O (10 mg / ml). Les spectres
de RMN 'H en deux dimensions avec la séquence TROESY (Transverse Rotating-frame
Overhauser Enhancement Spectroscopy) ou NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy) ont été réalises dans le D,0.

Un échange de magnétisation longitudinale entre les protons situés a proximité se
produit pour la séquence NOESY et un échange de magnétisation transversale est impliqué

dans le cas de la séquence TROESY.

V1.2 Titration calorimétrique isotherme (ITC)

Ce test a été réalisé au sein du laboratoire UCEiV a I’Université du Littoral Cote
d'Opale. Les titrages calorimétriques ont été effectués sur un calorimetre isotherme (ITCxqo,
MicroCal Inc., USA) pour déterminer la constante de formation et I'enthalpie de I'inclusion
des complexes a 298 K. La solution dégazée (tampon phosphate (KH,PO,), 50 mM, pH = 6,5)
est utilisée a la fois dans la cellule (202,8 uL) et la seringue (40 pL), figure 51. Le fait
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d’utiliser ce tampon a la place du PBS (étude de la libération) ne devrait pas changer 1’ordre
de grandeurs des parameétres de complexation (Segura-Sanchez et al., 2009). Aprés I'addition
initiale de 1 uL, 10 aliquotes de 3,7 uL de la solution placée dans la seringue sont délivrés
(plus de 7,4 secondes pour chaque injection). L'intervalle de temps entre deux injections
consécutives est de 150 s et la vitesse d'agitation est de 1000 rpm pendant toutes les
experiences. Le flux de chaleur résultant est enregistré en fonction du temps. En outre, la
chaleur de dilution (pour chaque partenaire) est éliminée en soustrayant le signal brut obtenu
pour les titrages blancs correspondants (par exemple, un seul partenaire dans la cellule ou la

seringue, l'autre compartiment étant rempli avec un tampon).
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Figure 51 : Principe de la mesure d’ITC et son thermogramme

La premiere injection est exclue pour €liminer I’effet de diffusion des matériaux entre
la seringue et la cellule calorimétrique. La surface du pic aprés chaque addition est obtenue
par intégration du signal résultant et exprimée en tant que I'effet de la chaleur par injection. La
constante de complexation (K en M™), la steechiométrie (n) et I’enthalpie d'inclusion (AH en
kcal.mol™) sont finalement déterminées par analyse de régression non linéaire des isothermes
de complexation (sur la base de stoechiométrie 1: 1) au moyen d'un programme dédiée maison
(Bertaut et Landy, 2014). Les expériences non compétitives sont utilisées pour étudier les

composés d'inclusion avec un hote et un invité. Le premier protocole (titrage de CD (5 mM
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dans la seringue) sur TBBA (0,5 mM dans la cellule)) est utilisé pour la BCD, le polyEPG-RO,
polyEPG-R1 et polyEPG-R10. Le second protocole (titration de TBBA (5 mM dans la
seringue) sur polyCTR-CD (0,5 mM dans la cellule)) est utilisé pour le polyCTR-CD, en
raison d’une chaleur de dilution plus élevée pour ce polymére. Le calcul de la concentration

de cyclodextrine est basé sur la quantité de BCD (% w/w), déterminée par RMN.

V1.3 Etude de solubilité des principes actifs

Higuchi et Connors (1965) ont montrés 1’évolution de la quantité de principes actifs en
solution en fonction de la concentration de CD permettant de déterminer la steechiométrie des
complexes formés et la constante d’association. Le profil du type A présente la formation de
complexes d’inclusion solubles tandis que le profil du type B montre la formation de

complexes d’inclusion de solubilité limitée (figure 52).

Concentration of dissolved drug (M)

Concentration of cyclodextrin (M)

Figure 52 : Diagramme de solubilité avec différents profils selon Higuchi et Connors

La mesure de la solubilité des principes actifs est effectuée dans un tampon phosphate
(50 mM, pH 6,5) par addition d'excés de principes actifs a 10 ml d'une solution de polymeére
de CD dans la gamme de concentration en % massique de 0 a 8% (w/v) ou d’une solution de
CD dans la gamme de concentration en % massique de 0 a 1,6% (w/v). Les mélanges sont
agités a 25 °C a 150 rpm pendant 24 heures (jusqu'a I'équilibre) et centrifugés. La
concentration des principes actifs dans le surnageant est déterminée par spectroscopie UV-
visible (Shimadzu UV-1800). Chaque expérience est réalisée en duplicata. Dans le cas de la
formation d'un complexe 1: 1, la constante de complexation Kj. ; est obtenu a partir de
I'équation décrite par Higuchi et Connors (1965). Elle consiste a tracer la concentration des
principes actifs en fonction de la concentration de CD :

K 1.1 = Pente / (Sp *(1-Pente)

ou Sy représente la solubilité intrinseque de principes actifs.
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V1.4 Analyse enthalpique différentielle (DSC)

Cette méthode est utilisée pour caractériser les complexes d’inclusion entre le
triclosane et le polymere de CD. Le profil thermique des échantillons est déterminé par
analyse enthalpique différentielle (DSC Q100, TA instruments) sous azote ultra pur a
10°C/min entre -50°C a 200°C.

VI Caractérisation des multicouches sur le textile

Vil.1 Microscopie électroniqgue a balayage (MEB)

Les différents échantillons sont observés par microscopie électronique a balayage
(MEB), Hitachi S-4700 SEM FEG (Field Emission Gun) opérant avec un voltage de 5 kV.

Les échantillons sont préalablement recouverts d’une couche de carbone conductrice.

VI1I.2 Analyse thermogravimétrigue (ATG)

Les difféerents échantillons sont caractérisés par ATG, les conditions opératoires sont

identiques a celles présentés dans la partie 1.1.2.6

VII.3 Spectroscopie Raman

Les expériences ont été réalisées avec une diode laser (partie 1.1.2.8). Pour la
réalisation de la cartographie, I’appareil est équipé d’une platine motorisée XYZ permettant
d’une part de focaliser le faisceau sur I’échantillon (Z), et d’autre part de déplacer
I’échantillon sur les deux axes (XY) lors de I’analyse de I’échantillon. Dans un premier
temps, les spectres Raman de chaque composant pur sont enregistrés séparément dans les
mémes conditions (méme source laser, temps d'acquisition de 10 s) pour sélectionner une
gamme de fréquences ou chaque composante de films multicouches a une signature Raman
distinctive. Dans une deuxiéme étape, les zones de surface typique de 120 x 80 pum?
sont balayées en utilisant la méthode séquentielle point par point par pas de 2 um avec le
temps d'acquisition de 1,5 s et la position du spectrographe est centrée & 770 cm™ permettant

I’analyse de I'intensit¢ Raman dans la zone spectrale 570 — 970 cm™.
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VIl.4 Analyse de vapeur dynamique de sorption d’eau (DVS)

La capacité d’adsorption ou désorption de 1’eau des échantillons a été déterminée a
I’aide d’un analyseur de vapeur dynamique de sorption d’eau (Dynamic Vapor Sorption
(DVY)) en utilisant un appareil Q5000SA (vapor sorption analyzer de chez TA instruments).
Cet appareil permet de mesurer la variation de masse d’un échantillon sous une humidité
relative contr6lée en 0% et 98% et a des températures comprises entre 5°C et 85°C.

Premierement, un échantillon de textile de diamétres 0,5 cm (4 mg) a été place dans un
creuset et séché a 60°C avec ’humidité relative (RH) de 0% pendant 5 minutes si la variation
de masse est inférieure de 0,01%, sinon I’échantillon a été mis en mode isotherme pendant
120 minutes au cas ou cette variation n’est pas atteinte. Ensuite, le systéme a été mis sous
équilibre a 25°C avant de commencer 1’expérience. L humidité relative a été augmentée avec
un pas de 10% jusqu’a 90% pendant 5 minutes pour chaque pas si la variation de masse est
inférieure de 0,01%, sinon 1’échantillon a été maintenu a cette humidité relative pendant 60
minutes avant de passer I’étape suivante. De 90% a 98% d’humidité relative, la méme
consigne a été appliquée de 2% en 2%. L’isotherme désorption a été effectuée dans les mémes

conditions inverses.

V111 Etude de biologie in vitro

Les évaluations biologiques ont été réalisées au sein des laboratoires INSERM U1008
et INSERM U995 de I'université Lille 2.

VIIl.1 Cytocompatibilité des polymeéres et des assemblages multicouches par
méthode d’extraction

La cytocompatibilité des polymeéres de polyEPG-RX (X représente le rapport initial de
GTMAC (X =0, 1, 5 et 10)) et des textiles (PET, PET thermofixé (PET6 et le PET20) et PET
thermofixé revétu par le systéme multicouches (5 bicouches)) a été évaluée par un test de
viabilité cellulaire (méthode d'extraction) selon la norme ISO/EN 10993-5. Les polymeres ont
été stérilisés aux rayons UV pendant 15 min, puis solubilisés a différentes concentrations (0 a
2 mg/ml) dans 1 ml de milieu de culture (MEM, Gibco®, LifeTechnology). Les textiles
découpés en pastille de 15 mm de diametre ont été décontaminés dans I'éthanol pendant 1
minute puis séchés avant d'étre immerges dans le milieu de culture (MEM, Gibco®,

LifeTechnology). Tous les échantillons ont été placés dans un agitateur thermostaté (37°C, 80

104

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015

Chapitre Il : Matériels & méthodes

rpm) pendant 24 h. Le milieu de culture sans échantillon a été mis dans les mémes conditions
pour servir de controle (TCPS).

La lignée de cellules épithéliales embryonnaires pulmonaires humaines (L132, ATCC-
CCL5) a été choisie pour sa bonne reproductibilité. Les cellules L132 sont cultivées dans le
milieu essentiel minimum modifié (MEM, Gibco®, LifeTechnology) supplémenté avec
10%(v/v) de sérum de veau feetal (FCS, Gibco®, LifeTechnology). Les cellules L132 sont
préalablement repiquées dans une boite de Pétri 96 puits 4 une densité de 410% cellules par
puits puis placées dans un incubateur (Binder, 37°C, 5% de CO et 100% d'humidité relative)
afin d'établir une monocouche de cellules recouvrant 80% de la surface de chaque puits. Le
jour suivant, le milieu de culture est remplacé par le milieu d'extraction dans lequel a séjourné

pendant 24 heures les polymeres et les textiles mentionnés ci-dessus  (figure 53).

Méthode d’extraction (ISO/EN 10993-5)

Milieu d’extraction

Stérilisation de I'échantillon

1. Poudre des polyméres
aux UV, 15 min

2. Textile (15 mm de @),
Ethanol 1 min, séché
sous |'air sec (3 h)

i. Extraction de
Péchantillon, 24 h

=t

Milieu de culture
Echantillon

Milieu de culture
Cellules L132

s (fitration 0,22 pm)

—»-—»

iii. Test de Blue Alamar

% vitalité par groupe de témoin

Groupe de témoin

© 2015 Tous droits réservés.

1. Milieu de culture
2. TCPS (Tissue culture
polystyrene)

i. Suspension des cellules
24h

ii. Suspension des cellules
24h

Figure 53 : Représentation schématique du test de viabilité cellulaire par méthode d’extraction.

Apres 24 heures de culture, la viabilité des cellules en contact avec les différents
extraits est évaluée par un dosage fluorimétrique a l'aide d'un colorant non toxique; I'Alamar
Blue® (Interchim, Montlucon, France) - un indicateur redox qui est un moyen tres simple de
mesurer la cytotoxicité (O'Brien et al., 2000). Brievement, le milieu de culture (extrait) de
chaque puits est remplacé par 200 puL de milieu de culture supplémenté avec 10%(v/v)
d'Alamar Blue®. Apres 3 heures d'incubation, 150 uL du surnageant est transféré dans une
plaque 96 puits (Fluoro-LumiNuncTM, Polylabo, Strasbourg, France). L'intensité de la
fluorescence est mesurée a l'aide d'un fluorometre (Twinkle LB970, Berthold Technology,
Bad Wildbad, Allemagne) a une longueur d'onde d'excitation de 560 nm et une longueur
d'onde d'émission de 590 nm. La viabilité cellulaire est rapportée en termes de pourcentage du
groupe de test par rapport au groupe de contrdle (milieu de culture pour I'évaluation de la
cytotoxicite des polymeres ou PET pour les textiles). Les expérimentations sont réalisées en

triplicata.
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V11l .2 Evaluation microbiologique par la méthode du kill-time

Le test du kill-time est utilisé pour évaluer l'activite antimicrobienne a travers la
mesure de la réduction bactérienne du Staphylococcus aureus (CIP224) et Escherichia coli
(K12) sur les textiles fonctionnalisés. Ce test est réalisé selon le test standard de la méthode
M26-A recommandée par le Clinical and Laboratory Institute Standards (CLIS).

Staphylococcus aureus (CIP224) et Escherichia coli (K12) sont préalablement
ensemencés sur une gélose inclinée Miller-Hinton-Agar (MHA) pendant 24 h a 37°C. Les
bactéries sont ensuite décrochées de la gélose en ajoutant 10 mL de milieu Ringer cystéiné
(RC) et en 'grattant' la surface de la gélose a I’aide d’une pipette pasteur fermée. Cette
suspension bactérienne de 1.10° CFU/mL est diluée successivement par 10 (1 mL dans 9 mL
de RC) afin d’obtenir la concentration finale de 10* CFU/mL.

Test de Kill-time

. . 1mL
: Dilution Tmk Lmi ¥
Incubation24 h Nt
sucefsswe par-10

Milieu RC
(9 mL)

10! 102 10% 10%

107 CFU/mL bactéries Bactéries vivantes
‘/!A 0 lj_” 0 1\€ \1{,: Incubation24 h
@ © © @;Bactenes survivantes
MHA

Détermination de réduction de Log
= log(inoculum) - log(bactéries survivantes au temps 24h)

Figure 54 : Représentation schématique du test de Kill-time

Les textiles (PET, PET thermofixé (PETG6 et le PET20) et PET thermofixé revétu par
le systeme multicouches (5 bicouches)) sont découpés sous forme de pastille de 11 mm de
diameétre et sont décontaminés a I'éthanol pendant 1 minute puis séchés. Ils sont placés au
fond d'une boite de culture 24 puits. 200 pL de la suspension bactérienne (10’ CFU/mL) est
déposée sur ces échantillons qui seront ensuite incubés a 37°C pendant 24 heures. Les
échantillons sont prélevés et rinces par 2 mL de PBS (Phosphate Buffer Solution, pH7.4) pour

106

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre Il : Matériels & méthodes

recueillir les bactéries adhérentes vivantes en traitant dans un bain a ultrasons pendant 1
minute et en agitant au vortex pendant 30 secondes (voir figure 54).

Lorsque les bactéries adhérentes sont détachées de I'échantillon et mis en suspension,
des dilutions successives par 10 dans la solution Ringer cystéiné (RC) sont préparées jusqu'a
10™ de la suspension bactérienne initiale. Pour chaque dilution, 0,1 mL sont prélevés, étalés
sur une géelose Miller-Hinton-Agar (MHA) et placés a 37°C pendant 24 heures. Le nombre de
bactéries viables (unité de formation de colonie, UFC) est dénombré et exprimé en log
CFU/mL en utilisant la formule suivante :

Bactérie viable (log CFU/mL) = log (n~10-10%

ou n représente le nombre de colonies bactériennes survivantes et d représente le

facteur de dilution. Le facteur de réduction bactérienne est déterminé a 1'égard d’inoculum

appropriés et exprimée en log CFU/mL.

VIl .3 Evaluation microbiologique par la méthode de Kirby Bauer

Ce test est réalisé pour d’évaluer la durée de I’activité antibactérienne des assemblages
chargés de triclosan a travers la mesure du diamétre d’inhibition sur les souches

Staphylococcus aureus (CIP224) et Escherichia coli (K12) (figure 55).

Test de Kirby Bauer

au temps
défini ...etc

t+t

Echantillon libéré au cours
de temps défini

Fal = o =

incubation24 h

10* CFU/mL bactéries

Zone d’inhibition

Figure 55: Représentation schématique du test de Kirby-Bauer (test de diffusion).
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Les textiles (PET, PET thermofixé (PET6 et le PET20) et PET thermofixé revétu par
le systeme multicouches (5 bicouches)) sont découpés sous forme de pastille de 11 mm de
diamétre et sont décontamineés a I'éthanol pendant 1 minute puis séchés. lls sont placées dans
une boite de culture 24 puits contenant 1 mL de PBS stérile pour permettre la libération du
triclosan. A intervalle de temps régulier, le PBS de chaque puits est prélevé et renouvelé par
un milieu frai sauf le puits correspondant au temps de prélevement.

La préparation des suspensions bactériennes est mentionnée dans le test de kill-time
(partie V.111.1.3). Pour ce test, 0,1 mL de la suspension de bactérie & 10* CFU/mL est étalée
sur la gélose Miiller-Hinton-Agar (MHA) coulée dans une boite de Pétri 9 cm. Pour chaque
temps de libération, les échantillons sont déposés sur la gélose et incubés pendant 24h a 37°C.
L’activité antibactérienne se traduit par l'apparition d’un halo d’inhibition autour de la
pastille, ce qui correspond a la diffusion du triclosane dans la gélose et par conséquent a
I’inhibition de la croissance des bactéries. La mesure du diamétre d’inhibition dans chacun
des cas est présentée en fonction du temps de libération, la limite de détection est de 6 cm. La

manipulation est réalisée en triplicata.

VIII .4 Concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination de la CMI est effectuée pour évaluer I'efficacité inhibitrice du
polyEPG-CD-1 et polyEPG-CD-10 sur la prolifération bactérienne. La préparation des
suspensions bactériennes est mentionnée dans la partie V.I11.1.3 en utilisant les souches
S. aureus et E. coli.

Une dilution par deux en série est réalisée avec le milieu de culture MH (bouillon
Muller Hinton) directement dans une plaque 96 puits a partir de la solution mére de
polyEPG-CD-1 et de polyEPG-CD-10 & 4 g/L. Une suspension bactérienne a 1x10* UFC/mL
est préparée par dilution dans du milieu RC a partir de la suspension bactérienne stock. Un
volume de 100 pL de bactérie est ensuite ajouté et mélangé avec les différentes dilutions
préparées de 100 pL dans chaque puits. Les bactéries sont incubées a 37°C pendant 24 heures.
La détermination de la CMI est définie pour le puits contenant la solution a évaluer la plus

diluée et ne présentant aucune turbidité du milieu.
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Chapitre 111 : Resultats & Discussion
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1 Synthese et caractérisation du polyEPG-CD

1.1 Analyse générale du polyEPG-CD

Les polymeéres cationiques hydrosolubles de BCD (polyEPG-CD) sont obtenus par
réaction de polycondensation entre la BCD et I’EP en présence du GTMAC en milieu basique.
L’EP joue le réle d’agent réticulant et le GTMAC est utilisé pour conférer au polymere sa
charge cationique.

Les travaux menés par Renard et al. (Renard et al., 1997) ont montré I’ensemble des
réactions mises en jeu entre la BCD déprotonée (les fonctions alcoolates) et I’EP par attaque
nucléophile (figure 56). Les auteurs y reportent la formation d’une chlorhydrine qui se
recyclise immédiatement en milieu fortement basique apres 1’ouverture du cycle. L’époxyde
formé est alors susceptible de réagir de nouveau avec une autre molécule d’EP ou de CD
avant la fermeture de 1’époxyde. La structure « polypont=polybridge » contient le pont
constitué d’unités de répétition de glycéryl permettant de relier toutes les unités CD tandis que
la structure « polyqueue=polytail » constitué¢ d’unité glycéryl terminée par un chlorure, un
époxy ou diol. De plus, ’EP est capable de réagir sur elle-méme afin de former les
homopolymeres. Par conséquent, le pont réticulant et la queue de glycéryl branchée sur la CD

peuvent avoir des longueurs différentes.

EP W/\CI HO—CHz' o—CHz' HO—CHZ' 'HZC—O/Y\O—CHZ'
o]

—_— —_—
3 o 4 OH
5 i Rydiolyse 6 l' Hydrolyse Pont monoglycéryl
HO OH HO O-CH 2'
Monoéther de glycérol
OH OH
7lw/\c, 8 l ‘07/\0
(o]
Cl/Y\O/Y\OH Ho-cH,
- 2
N c/Y\o/Y\o cn, W Ho-cH @ .. olcn, W
homopolymeére OH OH OH

Queue de 2-hydroxypropyl éther Pont polyglycéryl

Figure 56 : Schéma réactionnel entre la SCD et I’EP.

Le schéma de reaction du GTMAC est egalement présenté sur la figure 57. Le

GTMAC substitue aléatoirement les fonctions hydroxyles de la BCD en position 2, 3 ou 6 afin
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de quaterniser ou cationiser la BCD (greffage direct de GTMAC sur BCD). Il peut également
réagir sur I’EP et ainsi se situer au bout de la chaine de polymére (greffage indirect de
GTMAC sur BCD). Les réactions secondaires du GTMAC sont reportées dans la littérature,

notamment dans la quaternisation de I’amidon par le GTMAC (Kavaliauskaite et al., 2008)

- (o
HO—CHZ' \Cl ER. N\,
, > N o-cn I —> )Y OcHr g
GTMAC Méthode 2 / OH 7
Cl™ Greffage direct de GTMAC sur 3CD OH O\X

—CH, o o
HO/Y\O ch, o &
OH > N*Y\O‘YO—CHZ'
Méthode 1 7 b “°

Greffage indirect de GTMAC sur BCD OH

Figure 57 : Schéma réactionnel entre la SCD et le GTMAC.

Deux méthodes de réticulations (méthode 1 et méthode 2) ont été appliquées a deux
températures différentes (30 et 60°C) afin d’optimiser la possibilité d’insertion du GTMAC
sur le polymere synthétise. La méthode 1 est attribuée a I’addition simultanée du GTMAC et
de I’EP. Elle permet I’introduction de la charge positive dans le réseau de polymere soit sur
la BCD soit sur I’hydroxypropyl en bout de chaine. Au contraire, la methode 2 se réfere a
I’ajout du GTMAC durant les deux premiéres heures de la synthése, puis ensuite a I’ajout de
I’EP. Cette méthode favorise 1’insertion de la charge positive du GTMAC directement sur la
BCD (cette quaternisation est confirmée par la *H RMN, figure 60d). Afin de pouvoir
comparer la cinétique de réaction entre les deux méthodes, le temps de réaction est calculé a
partir de I’introduction de I’EP dans le milieu de synthése. Les structures espérées sont
présentées dans la figure 41b sachant que les deux formes ne sont priori pas différenciables
par RMN.

1.2 Influence des parametres réactionnels

1.2.1 Détermination de temps de gel

Les réactions ont été stoppées avant le point de gel dans ’optique d’obtenir
uniquement une fraction soluble de polyméres. Il était donc primordial, dans un premier
temps, de déterminer le temps de gel selon les conditions opératoires appliquées. Afin

d’obtenir des polymeres hyper-ramifiés de haut poids moléculaire, le rapport molaire (BCD :
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EP=1:10) et la concentration de NaOH a 22% (w/v) ont éte fixés en accord avec les etudes
précédentes (Renard et al., 1997).

Les premieres experiences ont été réalisees a 30°C afin de mieux contrdler la cinétique
de polymeérisation. Puis, une seconde série de manipulation a été effectuée a 60°C afin
d’étudier I’influence de la température de réaction. Pour les polymeéres synthétisés en absence
de GTMAC (polyEP-CD), un temps de gel est obtenu apres 2 heures de réaction a 30°C et
apres 18 minutes a 60 °C (voir le tableau 14).

En présence de GTMAC, aucun temps de gel n’a été détecté pour le polyEPG-CD-5,
choisi ici comme référence afin de fixer le rapport molaire en GTMAC. Aprés 48 heures de
réaction, a 30°C ou a 60°C, et quelle que soit la méthode appliquée, aucun gel n’a été formé.

NB : En utilisant une concentration de NaOH a 27%(w/v), la gélification de polyEPG-
CD-5 est observée aprés 1 heure a 60°C et celle de polyEP-CD est estimée a 18 min pour

cette méme température.
Tableau 14 : Temps de gel pour la synthese du polyEP-CD et du polyEPG-CD-5 (méthode 1 et 2) a 30°C et 60°C.

T =30°C T=60°C
PolyEP-CD 2 heures 0,3 heures
PolyEPG-CD-5
(méthode 1 et 2) > 48 heures > 48 heures
1.2.2 Influence du temps de réaction et de la température de réticulation

La densité de charge (Q) des polymeres, synthétisés selon la méthode 1 et 2 a
différents temps de réaction, a une température de 30°C ou 60°C, a été déterminée par
titration colloidale. L’étude a été menée sur polyEPG-CD-5.

D’apres la figure 58, la quantité de charge était quasiment la méme pour la méthode 1
et 2. A 30 °C, I’augmentation du temps de réaction a entrainé une augmentation de la densité
de charge du polymeére jusqu’a I’obtention d’un plateau a 24 heures. Une quantité de charge
maximale de 1,2 mmol/g a alors été obtenue (figure 58a). La hausse de la température a 60°C
a réduit le temps de réaction de 24 heures a 3 heures sans modifier le taux de charge (1,2
mmol/g), voir figure 58b. Ces résultats confirment que I’augmentation de la température
accélére la réaction de polycondensation sans aucune influence notable sur la teneur des

polyméres en groupements ammoniums.
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Température de réticulation (30°C) Température de réticulation (60°C)
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Figure 58 : Influence du temps de réaction et de la température sur la quantité de charge déterminée (n=3)
par titration colloidale pour le polyEPG-CD-5 synthétisé par la méthode let la méthode 2 a (a) 30°C et (b)
60°C

La masse molaire en poids (Mw) du polyEPG-CD-5, apres 3 heures de synthése a
30°C et 60°C, a également été mesurée par GPC (tableau 15). La masse molaire croit
essentiellement avec le temps de réaction ou la température ce qui est en accord avec la
littérature (Girek et al., 2000). Nous avons néanmoins constaté que la masse molaire des
polymeéres obtenus par la méthode 2 était inférieure a celle obtenue par la méthode 1. Ceci
peut s’expliquer par le fait que la BCD est substituée directement par le GTMAC dans la
méthode 2, ce qui diminue le nombre de groupements hydroxyles libres sur la BCD;

groupements nécessaires pour réagir ensuite avec I’EP.
Tableau 15 : Mw pour la synthése du polyEPG-CD-5 (méthode 1 et 2) & 30°C et 60°C pendant 3 heures.

T=30°C T=60°C
Méthode 1 37,1 kg/mol 49,8 kg/mol
Méthode 2 31,4 kg/mol 48,1 kg/mol

Puisque la méthode 1 a 60°C donne les meilleurs résultats en terme de masse molaire,
cette procédure a été choisie pour préparer la série des polymeres cationiques (polyEPG-CD-

X avec X= quantité initiale de GTMAC) dans 1’étude suivante.
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1.2.3 Influence du rapport molaire initial de GTMAC

La série de polyEPG-CD-X avec X= 5, 10 et 15 a été synthétisée par la méthode 1 a
60°C dans 22%(w/v) NaOH pendant 3 heures. Concernant le polyEPG-CD-1, le temps de
réaction a été fixé a 15 minutes car le point de gel est observé dés 20 minutes. De par la faible
quantité de GTMAC introduite, le point de gel du polyEPG-CD-1 se retrouve proche
expérimentalement du polymeére neutre (le polyEP-CD) qui lui posséde un temps de gel de 18

minutes.

Tableau 16 : Influence de la quantité initiale de GTMAC sur les caractéristiques de polyEPG-CD par
méthode 1 (22%NaOH a 60°C) ; Mw est la masse moléculaire moyenne en poids mesurée par SEC aqueuse

Nom de polymére polyEPG-CD-1 l polyEPG-CD-5 IpolyEPG-CD—lO | polyEPG-CD-15
Temps de réaction (hours) 0,25 3
Rapport molaire de GTMAC 1 5 | 10 15
MS par AGU ( unité d’anhydroglucosique )
GTMAC 0,06 0,37 0,64 0,90
EP 0,91 1,39 0,60 0,96
Teneur de B-CD (% massique) 69 53 58 48
Q (mmol/g)
Par titration colloidale 0,20 1,21 2,02 2,44
Par dosage conductimétrie 0,27 0.97 2,06 2,22
Par RMN 0,25 121 2,28 2,65
Par analyse élémentaire 0,19 1,21 1,97 2,26
Rendement (%) 32 27 22 17
Mw (kg/mol) 123,9 49,8 25,8 16,0
Indice de polymolécularité (Ip) 1,10 1,30 1,60 1,70

© 2015 Tous droits réservés.

Conditions : NaOH=22% , T=60°C, Méthode 1

La densité de charges des polyméres a été mesurée par 4 méthodes d’analyses
distinctes (tableau 16). Les résultats obtenus par ces méthodes sont relativement homogénes et
par conséquent fiables. On observe que la densité de charges (Q), la substitution molaire des
groupements triméthylammonium (MSgtmac) et I’indice de polymolécularité (Ip) augmentent
avec le rapport molaire initial de GTMAC tandis que le rendement de la réaction et la masse
molaire en poids (Mw) diminuent principalement en raison de la désactivation du polymere
lorsque le GTMAC est incorporé au bout de chaine comme un groupement terminal (structure
de polyqueue). La baisse de la masse molaire en poids et de la viscosité intrinséque en
fonction de I’augmentation de la quantit¢ de GTMAC a dé¢ja été mentionnée dans la littérature

par Cho et al. (Cho et al., 2006, Cui et al., 2010).
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A la lecture de ces résultats, le polyEPG-CD-10 a éte sélectionné pour la suite de nos
travaux parce qu’il représente le meilleur compromis entre le taux de charge (Q=2 mmol/g) et
la masse molaire (Mw=25,8 kg/mol) qui devrait étre compatible avec la construction
d’assemblages multicouches utilisant comme polymeére anionique le polyCTR-CD qui
possede quant a lui une charge intrinséque de 4 mmol/g et une masse molaire en poids de 22,6
kg/mol.

Pour mettre en évidence I’influence de Q sur la construction LbL, nous avons utilisé
uniquement le polyEPG-CD-10 (Q=2 mmol/g) et le polyEPG-CD-1 (Q=0,2 mmol/g) pour les

essais qui vont suivre.
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1.3 Caractérisation des polyEPG-CD

Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015

1.3.1 Résonance magnétigue nucléaire (RMN)
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Figure 59: Spectre de RMN **C (D,0 ; APT expérience) de polyEPG-CD-10 avec sa structure proposée.
Le polypont et polyqueue est lié a ’unité d’AGU par groupement hydroxyles en position 2,3 ou 6.

La structure du polymeére et les sites de substitution du polymere cationique de CD
(polyEPG-CD-10) ont été étudiés par 3C RMN (figure 59). L’expérience *C RMN-APT a

permis de différencier les carbones primaires et tertiaires (en mode positif), et les carbones

secondaires et quaternaires (en mode négatif). Les attributions de C-1 a C-9 proposées par
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Renard et al. (Renard et al., 1997) ainsi que tous les signaux des carbones du GTMAC

nommées A, B, C et D sont mentionnés en figure 59. Les signaux relatifs au polyEPG-CD-10
(6=54,0 (C-D), 64,0 (C-C), 66,5 (C-D), et 68,0 (C-A)) sont légérement decalés comparés a
ceux du GTMAC hydrolysé sous la forme ouverte reportée en annexe 2 (6=54,0 (C-D), 65,0
(C-C), 67,5 (C-D), et 71,0 (C-A)). Ceci confirme la substitution des hydroxyles de la BCD par
le GTMAC (Heinze et al., 2004). La résonance de C’-2, C’-3 et C’-6 en déblindage et celle de

C’-1 en blindage indiquent également la substitution du macrocycle de BCD.
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Figure 60: Spectre de RMN *H (D,0) de (a)CD (b)GTMAC hydrolysé (c) PolyEP-CD d) Produit d’addition
de SCD-GTMAC e)PolyEPG-CD-5.
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Les polymeéres cationiques ont également été caractérisés par *H RMN afin d’évaluer
la substitution molaire (MS) des BCD. Premiérement, le spectre de BCD est présenté en figure
60a. Les deplacements chimiques des différents protons sont conformés a la littérature :
8=3,45 ppm (t, H-4), 3,55 (dd, H-2), 3,75 (m, H-5 and H-6), 3,85 (t, H-3) and 4,95 (d, H-1).
La forme ouverte du GTMAC obtenue par hydrolyse de la fonction epoxyde dans la NaOH
a 22% (w/v) est présentée en figure 60b. Les différents déplacements chimiques qui la
compose sont: 6=3,05 (s, H-D), 3,20 (m, H-C), 3,40 (d, H-A) et 4,10 (m, H-B)). Le pic
principal a 3,05 ppm correspond au groupement triméthylammonium (figure 60b), la forme
ouverte du GTMAC hydrolysé et la forme cyclique du GTMAC sont reportée en annexe 3.
Concernant le polyEP-CD, les principaux protons de I’EP sont reportées entre 3,0-4,5 ppm
dans la figure 60c et sont également conformés a la littérature (Jenkins et al., 2006, Wintgens
and Amiel, 2010).

Le produit d’addition BCD-GTMAC obtenu par la méthode 2 (figure 60d) est identifié
comme étant le résultat du greffage du GTMAC directement sur la BCD (5 mole de GTMAC
par mole de BCD). La substitution molaire (MS) par unité d’anhydroglucose (AGU) est
calculée a partir des intégrations des pics a 5 ppm (H1-BCD) et a 3,05 ppm (groupement
triméthylammonium). Elle est égale a 0,56 (figure 60d) ce qui veut dire que 4 groupements de
triméthylammonium sont présents en moyenne par cavité de BCD.

De la méme maniére, la composition en groupement triméthylammonium du
polyEPG-CD-5 (figure 60e), a été calculée par I’intégration des signaux ‘H RMN. Elle est
exprimée en mmol par gramme de polymeére (Q en mmol/g) et est également reportée en
substitution molaire par unité d’anhydroglucose (MSgtmac)-

Selon le méme principe de calcul, la composition en épichlorohydrine est reportée en
substitution molaire par unité d’anhydroglucose (MSgp). Les MSgtmac €t MSgp sont fournies
dans le tableau 16. Le signal aux alentours de 5 ppm (proton anomérique d’AGU (H-1)) est
pris comme une référence interne pour calibrer I'intégration de tous les signaux dans le
spectre. Le signal a proximité de 3,1 ppm (9 protons d’ammonium quaternaire) permet de
quantifier la MSgtmac qui est 0,37 (3,32/9) et cette valeur correspond a la présence de 2,6
(0,37%7) groupements triméthylammonium par unit¢ de CD. En plus, I’intégration au
voisinage de 3,2 — 4,5 ppm est équivalente a 6 protons d’AGU (H-2 a H-6), 5 protons de
GTMAC multiplies par MSgtmac €t 5 protons d’EP multipliés par MSgp. L’estimation de
MSgp est d’environ 1,39 ((14,78-6-5*0,37)/5) et cette valeur correspond a la présence de 9,7
(1,39*7) molécule d’EP par unité de CD. Finalement, le pourcentage massique de BCD
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(53%wi) ainsi que la composition de groupement triméthylammonium (Q=1,2 mmol/g) sont
évalués grace aux données calculées précédemment (voir calculs en annexe 4). Ce calcul a

été appliqué aux différents polyEPG-CD.

1.3.2 Analyse thermogravimétrique (ATG)

120
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Figure 61 : Thermogrammes de SCD, GTMAC, différentes polyEPG-CD-X avec X=rapport molaire initial de
GTMAC.

Les différents polyEPG-CD-X (avec X= rapport molaire de GTMAC) ont été évalués
par ATG sous flux d'azote et les thermogrammes sont présentés en figure 61. Dans un premier
temps et en-dessous de 100 °C, une perte de masse de 10% pour la BCD, 5% pour le
polyEPG-CD-1, 6% pour le polyEPG-CD-5, 8% pour le polyEPG-CD-10 et 5% pour
polyEPG-CD-15 est observée. Elle correspond a la déshydratation des polymeres (Giordano
et al., 2001, Kohata et al., 1993, Trotta et al., 2000). Dans un second temps, la dégradation
thermique de I’ensemble des polyEPG-CD commence a partir de 250°C alors que la
dégradation de la BCD ne commence quant a elle qu’a partir de 300°C. Comme observé sur la
figure 61, plus la présence de groupement ammonium quaternaire est importante dans le
polymere, plus la température de dégradation est basse. Ce phénoméne a été auparavant
observé sur le chitosane modifié par le GTMAC (Sajjan et al., 2013, Wan et al., 2010). La

diminution de la stabilité thermique avec I'augmentation de la quantité de GTMAC incorporée
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est attribuée a la réaction d'élimination Hoffman qui se produit lors de la pyrolyse de
molécules porteuses de groupements ammoniums quaternaires a une température élevée
(Landini et al., 1986). La derniére étape de la dégradation s’effectue au-dessus de 390 °C a
cause de la décomposition lente d'un résidu (char) qui est thermiquement stable (Trotta et al.,
2000).

1.3.3 Spectroscopie Infrarouge (IR)
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Figure 62 : (a) Spectre IR-ATR de ACD, SCD-GTMAC et différents polyEPG-CD-X avec X=rapport molaire
initial de GTMAC (b) Ratio de I’absorbance entre 1480 cm™ et 1025 cm™ en fonction de MS par AGU
(déterminée par *H RMN), n=3.
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Les spectres IR des polyEPG-CD-X (avec X=rapport molaire initial de GTMAC) ainsi
que les que les composés de départs, utilisés comme référence, ont été analysés et sont
présentés en figure 62a. On remarque la présence caractéristique des bandes d’élongation des
O-H & 3400 cm™, d’¢longation des C-H & 2900 cm™, d’déformation des molécules H,0
présentées dans CD & 1625 cm™ (Crupi et al., 2010), d’¢élongation des C-C & 1150 cm™ ,de
déformation des C-O des alcools primaires et secondaires & 1010 et 1150 cm™, et enfin des
bandes d’élongation C-O-C des liaisons glycosidiques des cycle pyranoses & 1025 cm™.
L’ensemble de ces bandes est en accord avec la littérature sur ce méme type de composé (Pei
et al., 2013, Pratt et al., 2010, Renard et al., 2005). La présence de GTMAC sur la BCD a été

! correspondant & une

mise en évidence par I’apparition d'un nouveau pic a 1480 cm’
déformation angulaire asymétrique des groupements méthyles provenant du substituant
ammonium quaternaire. Une relation linéaire entre la substitution molaire mesurée par des
expériences de *H RMN et le ratio des absorbances entre A (1480cm™)/A (1025cm™) peut
étre observé sur la figure 62b, ce qui indique que la spectroscopie IR peut étre une méthode

efficace et fiable pour quantifier I'incorporation le GTMAC dans le polyEPG-CD.

1.3.4 Spectroscopie Raman

De la méme facon, les spectres des polyEPG-CD-X ainsi que les références ont été
analysés par spectroscopie Raman et sont présentés en figure 63a. On remarque la présence
des bandes de déformation des C-H et O-H & 1200-1400 cm™, d’élongation des C-O-C & 1115
cm™, d’élongation des C-O-H & 1032 cm™ et enfin des bandes d’élongation C-O-C des
liaisons glycosidique du cycle pyranose & 950 cm™ en accord avec la littérature (Nielsen et al.,
2011).

La présence de GTMAC sur la BCD a été mise en évidence par ’apparition d’un
nouveau pic & 762 cm™ (élongation symétrique) et & 3030 cm™ (élongation asymétrique) pour
les groupements méthyles provenant du substituant ammonium quaternaire. Il est ainsi
possible d’établir une courbe de calibration permettant de déterminer le degré de cationisation
des polyméres en utilisant les bandes caractéristiques des substituants cationiques (Pigorsch,
2009, Phillips et al., 1999). Une relation linéaire entre la MS mesurée par des expériences de
'H RMN et le ratio des intensités entre 762 cm™/ 950 cm™ peut étre observée sur la figure
63b, ce qui indique que la spectroscopie Raman est egalement une methode adaptée pour
quantifier le degré d'incorporation le GTMAC dans les polyEPG-CD.
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Figure 63: (a) Ratio de intensité Raman entre les pics & 762 cm™ et 950 cm™ en fonction de MS par AGU
(déterminée par *H RMN), (b) Spectre Raman de ACD, SCD-GTMAC et différents polyEPG-RX avec
X=rapport molaire initiale de GTMAC.

1.4 Conclusion

Une série de nouveaux polymeéres cationiques hydrosolubles de BCD (polyEPG-CD)
a été obtenue par polycondensation de BCD avec I’EP en présence de GTMAC dans des
conditions basiques. Les propriétés de ces polymeres tels que la densité de charge des
groupements ammoniums, la masse molaire moyenne en poids et 1’indice de polymolécularité

se sont montrées fortement dependantes des conditions experimentales telles que le rapport
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molaire entre les réactifs (BCD: EP: GTMAC), la méthode de synthése, la température et le
temps de réaction. A ratio molaire équivalent, les valeurs de Q obtenues étaient les mémes
pour les méthodes 1 et 2. En revanche, le polymere synthétisé par la méthode 1 permet
d’obtenir la masse moléculaire en poids la plus élevée. Par conséquent, la méthode 1 a été
choisie. L'élévation de la température de la réaction a induit une augmentation de la charge
(Q) et de la masse molaire des polymeres tout en diminuant le temps de réaction. Cependant,
nous avons constaté qu'un rapport molaire élevé de GTMAC provoque une forte diminution
de la masse molaire de polyEPG-CD principalement en raison de la désactivation des
branches de la partie d’épichlorohydrine impliquées dans la réticulation des polymeéres de
cyclodextrines en réagissant avec le GTMAC. La charge de polymere était comprise entre 0,2
a 2,44 mmol/g. Les différentes caractérisations (RMN, IR et RAMAN) ont permis de
confirmer la structure de polyEPG-CD et quantifier la présence de GTMAC.
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Syntheése et caractérisation du polyCTR-CD

Caractérisation du polyCTR-CD
11.1.1 Résonance magnétigue nucléaire (RMN)
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Figure 64: Spectre de RMN *C (D,O ; APT expérience) de (a)8CD (b)CTR et (c) PolyCTR-CD

La structure et les sites de substitution du polymére anionique de BCD (polyCTR-CD)

ont été examinés par 3C RMN (figure 64), la structure de polyCTR-CD a été représentée dans

© 2015 Tous droits réservés.
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la figure 7. L’expérience *°C RMN-APT a permis de différencier les carbones primaires et

tertiaires en mode positif, et les carbones secondaires et quaternaires en mode négatif.

Les attributions des signaux des différents carbones sont mentionnées dans la figure

64a pour la BCD et dans la figure 64b pour I’acide citrique, et dans la figure 64c pour le

polymere anionique. Le léger décalage observé sur le deplacement des carbones et

I’apparition des nouveaux pics (6°(64,2 ppm), 2’ ou 3’ (69,2 ppm), A’(174 ppm) et B’(171

ppm)) confirme la formation du polymére par réaction de polycondensation entre 1’acide

citrique et la BCD (Anand et al., 2013), c’est-a-dire : estérification des fonctions COOH (A et

B de CTR) avec des fonctions OH (2 ,3 et 6)de CD.

© 2015 Tous droits réservés.
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Figure 65 : Spectre de RMN *H (D,0) de (a)CD (b)PolyCTR-CD et (c)CTR.
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Le rapport molaire en acide citrique et en BCD dans le polymere anionique a été
estimé par calcul d’intégration des signaux 'H RMN en prenant le proton anomérique d’AGU
(H-1) comme référence. La structure de polyCTR-CD a été représentée dans la figure 7. La
substitution molaire (MS) par unité¢ d’anhydroglucose (AGU) de chaque composant (figure
65) a ainsi été définie. Les signaux aux alentours de 2,4-3,2 ppm (4 protons des groupements
méthyléne de 1’acide citrique) ont permis de quantifier la MSctr = 0,88 (3,5/4). Cette valeur
correspond a la présence de 6,13 (0,88*7) molécule de CTR par unité de CD. Les sighaux a
6,3-7,6 ppm (1 proton de C=CH d’acide aconitique) a permis d’estimer la MSzconitique QUi €St
0,08 (0,08/1) correspondant a 0,56 (0,08*7) molécule d’acide aconitique (HOOC-CH,—
C(COOH)=CH-COOH, réaction secondaire) par unit¢ de CD. Les 6 protons d’AGU ont
également été identifiés dans la plage de 3,2-4,2 ppm. Finalement, le pourcentage massique de
BCD (52%wt) ainsi que la composition en groupement carboxylique (Q=2,81 mmol/g) ont été
évalues (voir ses calcul en annexe 5). Pour ce dernier calcul, une approximation est réalisée en
estimant qu’il reste une fonction carboxylique sur les trois fonctions carboxyliques ayant réagi
avec la CD. Cela explique pourquoi la valeur de la densité de charge Q (4mmol/g) déterminée
par dosage acidobasique est beaucoup plus fiable car elle ne prend en compte aucune

approximation.

11.1.2 Analyse thermogravimétrique (ATG)

La stabilité thermique et le comportement de dégradation du polyCTR-CD et des
réactifs initiaux ont été évalués par ATG sous flux dazote. Les thermogrammes
correspondants sont fournis en figure 66. Leur analyse montre premierement une perte de
masse en dessous de 100 °C assimilée a la déshydratation des composés. Elle est de 1’ordre de
10% pour la BCD et de 8% pour le polyCTR-CD. Dans un second temps, les composés
commencent a se dégrader (seuil de dégradation) ; a partir de 140°C pour le CTR, 190°C pour
le polyCTR-CD et a 290 °C pour la BCD. Le polymere anionique présente donc une
dégradation située entre celles des deux réactifs initiaux. La derniére étape de la dégradation
s’effectue au-dela de 230°C pour les 20% restant de CTR, 330°C pour les 25% de CD et
370°C pour le polyCTR-CD. Elle correspond a la décomposition lente d'un résidu (char) de
CD.

Ceci montre que le polyCTR-CD ne sera pas dégrade a la température appliquée (140

°C) pour la réticulation thermique des assemblages multicouches dans la suite de 1’étude.
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Figure 66: Thermogrammes de SCD, CTR et polyCTR-CD.

11.1.3 Spectroscopie Infrarouge
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Figure 67 : Spectre IR-ATR de (a)8CD, (b) polyCTR-CD et (c) CTR.
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Afin de caractériser le polymere anionique ainsi que les composés de référence, la
spectroscopie infrarouge a été utilisée.

Les spectres de la BCD, du CTR et du polyCTR-CD sont présentés en figure 67.

Pour la BCD, on remarque la présence caractéristique des bandes d’¢longation des O-
H a 3400 cm™, d’¢longation des C-H a 2900 cm™, d’déformation des molécules H,O
présentées dans CD & 1625 cm™ (Crupi et al., 2010), d’¢élongation des C-C & 1150 cm™, de
déformation des C-O des alcools primaires et secondaires & 1010 et 1150 cm™, et enfin des
bandes d’élongation C-O-C des liaisons glycosidiques des cycle pyranoses a 1025 cm™. Pour
le CTR, on observe la présence des bandes d’¢longation des C=O du CTR & 1690-1740 cm™
et d’élongation des C-O du CTR & 1210 cm™. Pour le polyCTR-CD, on voit I’apparition des
bandes d’élongation des C=O du polyCTR-CD et du CTR & 1714 cm™ et d’¢élongation des C-
O du polyCTR-CD & 1190 cm™. La présence de deux nouveaux pics a 1714 et 1190 cm™ des

fonctions esters confirme la réaction entre le CTR et la BCD pour former le polyCTR-CD.

11.1.4 Spectroscopie Raman

De la méme facon, le spectre des polyCTR-CD ainsi que celui des réactifs de départ
(CD et CTR) ont été analysés en spectroscopie Raman et sont présentés en figure 68. Les
spectres entre le polyCTR-CD et la BCD sont similaires sauf entre 1600-1800 (une bande
d’élongation des C=0 du polyCTR-CD & 1720 cm™, les fonctions esters et carboxyliques), on
remarque la présence des bandes de déformation des C-H et O-H & 1200-1400 cm™,
d’élongation des C-O-C & 1115 cm™, d’¢longation des C-O-H a 1032 cm™ et d’élongation C-
O-C des liaisons glycosidique du cycle pyranose & 950 cm™ (Nielsen et al., 2011).

Le spectre de CTR montre des bondes d’élongation des C=0O & 1680 et 1750 cm™ et
de déformation des C3CO & 943 cm™ (Huang et al., 2013) ce qui est rassemblé avec le pic de

la BCD pour le polyCTR-CD. Ce pic est considéré comme le révélateur du polyCTR-CD.
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Figure 68: Spectre Raman de (a)8CD, (b) polyCTR-CD et (c) CTR.

11.2 Conclusion

Le polyCTR-CD a été caractérisé par différentes techniques (RMN, IR et RAMAN)
pour confirmer la structure de polymere. La composition de chaque produit a été calculée par
RMN et La stabilité thermique du polyCTR-CD a étudiée par ATG.

I11 Construction des multicouches par OWLS

111.1 Construction des multicouches sans principes actifs

111.1.1.1 Influence du pH de la solution

La construction des assemblages multicouches a été suivie par OWLS ce qui a permis,
avant I’étape de dépot sur textile, de justifier de la faisabilité de tels systémes.

Les deux polyélectrolytes de CD de charges opposées, a savoir le polyEPG-CD-10 et
le polyCTR-CD, ont donc été déposés alternativement une surface de SiTiO,. Les polymeéres
ont été solubilisés dans une solution de NaCl (0,15 M) a une concentration de 4 g/L a
differents pH : le pH naturel des solutions (3,5 pour le polyCTR-CD et 6,5 pour le polyEPG-
CD), un pH a 3,5 pour les deux polymeres, et un pH a 6,5 pour les deux polymeres.
L'expérience OWLS n’a pas été réalisée dans l'eau pure en raison d'une instabilité de la ligne
de base. Les figures 69a et 69b présentent respectivement 1’évolution du gain de masse
(ng/cm?) et de I’épaisseur du systéme (nm) en fonction du nombre de paires de couches et des

pH imposés dans ces milieux.
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Figure 69: Evolution du gain de masse (a) et de I’épaisseur (b) en fonction du nombre de couches mesurés
par OWLS dans 0,15M NaCl aux différents pH. (C/A=4/4 avec C et A en concentration de polycation
(polyEPG-CD-10) et polyanion (polyCTR-CD), le pH naturel de C =6,5 et le pH naturel de A=3,5).

Tout d’abord, il est important de mentionner que le polyCTR-CD est un
polyélectrolyte « faible » et son degré d’ionisation est dépendant du pH, contrairement au
polyEPG-CD qui est un polyélectrolyte « fort » et indépendant du pH de par la présence des
groupements ammoniums quaternaires de GTMAC.

Sur des figures 69a et 69b, on remarque que le gain de masse et 1’épaisseur des
assemblages multicouches sont plus importants lorsque le pH des solutions est fixé a 3,5 (900
ng/cm? et 6,6 nm) qu’au pH 6,5 (400 ng/cm?® et 3 nm). A pH 3,5; le polyCTR-CD est
faiblement ionisé. Cela contribue a une formation plus importante de films en termes de gain
de masse et d’épaisseur. Ce phénoméne a déja été observé dans la littérature pour les couples
PAA/PDADMAC (Elzbieciak et al., 2008, Alonso et al., 2013). Inversement a pH 6,5, le
polyCTR-CD est beaucoup plus ionisée conduisant un dép6t moins important a cause de
I’interaction électrostatique. L’adsorption des polyélectrolytes s’effectue par superposition de
couches minces.

Enfin, les assemblages multicouches ont été réalisés avec le pH naturel des solutions ;
a savoir 3,5 pour le polyCTR-CD et 6,5 pour le polyEPG-CD. C’est dans ce cas de figure que
la construction des assemblages est optimale avec un gain de masse de 1400 ng/cm? et un gain
d’épaisseur de 12 nm apres 5 bicouches. Le changement du pH a 6,5 n’affecte pas de charges
du polyEPG-CD-10 mais il est possible que la charge anionique de surface de SiTiO,
augmente avec le pH induisant alors une corrélation entre la charge surfacique et le dépdt des
multicouches. Ceci a déja été observé dans le cas de polyélectrolytes forts de
PDADMAC/PSS dépose sur le support Si/SiO, a differents pH (Elzbieciak et al., 2008). La
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construction des assemblages au pH naturel des polyélectrolytes est donc considérée comme

la condition optimale pour réaliser les dép6ts multicouches.

111.1.1.2 Influence de la composition du milieu de construction

Des assemblages multicouches a base de polyEPG-CD-10 et le polyCTR-CD ont été
réalisés en utilisant deux milieux, a savoir une solution de NaCl (0,15 M) au pH naturel des
polyélectrolytes et une solution tampon HEPES (20 mM, pH = 7,3). Dans les deux cas, une

concentration a 4 g/L a été utilisée.
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Figure 70: Evolution du gain de masse et de I’épaisseur en fonction du nombre de couches mesurés par
OWLS dans 0,15M NacCl au pH naturel (a) et dans 20 mM de tampon HEPES au pH=7,3. (C/ A=4/4 avec C
et A en concentration de polycation (polyEPG-CD-10) et polyanion (polyCTR-CD)).
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Les figures 70a et 70b montrent ’évolution du gain de masse (en ng/cm?) et de
I'épaisseur (en nm) en fonction du nombre de paires de couches dans ces milieux. On constate
que la construction des assemblages est beaucoup plus efficace dans une solution de NaCl
(gain de 1400 ng/cm? en masse et de 12 nm en épaisseur aprés 5 bicouches) que dans HEPES
(gain de 250 ng/cm? de masse et de 1,1 nm en épaisseur aprés 5 bicouches), suggérant des

fortes interactions électrostatiques entre le HEPES chargée négativement au pH =7,4

(o S OH
Ho\,ls"\,—NL)w—/_
(© ) et le polyEPG-CD-10 chargé positivement. Le NaCl (0,15 M) semble
donc étre un milieu beaucoup plus favorable pour la construction des assemblages en OWLS.
Rappelons qu’en OWLS, D’instabilité de la ligne de base dans I’eau rend obligatoire la

présence de sels dans les solutions de polyélectrolytes.

111.2 Construction des multicouches avec TBBA

111.2.1 Etude préliminaire du complexe TBBA/polyCD

Avant de faire la construction LbL en utilisant les complexes de TBBA avec les deux
polyméres de CD, nous avons mené une étude par RMN et ITC pour démontrer la

complexation entre le TBBA et les polymeéres de CD.

111211  'HRMN (1D et 2D)

Les figures 71a et 71b présentent les spectres RMN *H (D,O) du polyEPG-CD-10,
TBBA et du complexe polyEPG-CD-10/TBBA. Sur le spectre du polyEPG-CD-10 (figure
71al), on remarque la présence du signal du proton anomérique (H-1) de la CD a proximité de
5 ppm, le proton de I'ammonium quaternaire du GTMAC a 3 ppm et le reste des protons de la
CD et des réactifs dans la gamme 3,2 a 4,5 ppm. En outre, le spectre de TBBA (figure 71a3)
montre un signal de singulet a 1,3 ppm correspondant au groupement tertiobutyl et un signal
de doublet dans la zone de 7,4 a 8 ppm correspondant au groupement aromatique. La figure
71a2 présente le spectre du complexe polyEPG-CD-10/TBBA, ou le groupement tertiobutyl
est déblindé (A6=0,2 ppm), les protons aromatiques sont blindés d’une part (A5=0,05 ppm) et
déblindes d'autre part (A5=0,08 ppm) ainsi que les protons internes de CD (H3 et H5) sont
aussi déblindés (A6=0,1 ppm). Cet événement confirme la complexation entre deux especes.
Les spectres 2D-TROESY RMN 'H (D,O) confirment également la complexation par

apparition des taches de corrélation émises a partir de l'interaction dipolaire entre les protons
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aromatiques de TBBA et les protons tertiobutyle de TBBA avec les protons internes de la

cyclodextrine (figure 71b).

travaux (Martin et al.,

La complexation de TBBA avec le polyCTR-CD a été signalée dans nos précédents

2013a). La technique RMN a permis de vérifier les phénomenes

d'inclusion de TBBA dans les cavités de CD.
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Figure 71 : Etude de *H RMN du complexe TBBA/polyEPG-R10 en une dimension (a) et en deux dimensions
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(TROESY) avec ’agrandissement de la zone aromatique (b) et aliphatique (c) de TBBA.
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111.2.1.2 ITC (titration calorimétrigue isotherme)

Les courbes de titration entre le TBBA et CD ou ses dérivés (polymere neutre
(polyEP-CD), polymere anionique (polyCTR-CD) et polymere cationique (polyEPG-CD-1 et
polyEPG-CD-10) sont montrées en annexe 6. Les flux de chaleur exothermique libérés apres
addition consécutive de la solution de la seringue a la cellule échantillon sont intégrés et
exprimés en fonction du nombre d'injection. Les données expérimentales sont corrigées des
effets de dilution et conduisent aux courbes de titration en utilisant le modéle d'un site
d’association (1: 1) afin de déterminer les constantes de paramétres tels que les constantes
d’association (K en M™Y), la steechiométrie apparente du complexe (n) et I’enthalpie de la
formation du complexe (AH° en kcal.mol™), voir le tableau 17.

Tableau 17 : Etude d’ITC de la complexation entre le TBBA et CD ou les dérivés de CD dans tampon
phosphate (50 mM pH=6,5), en présence de plusieurs parametres réactionnels tels que la constant de
complexation (K), la steechiométrie du complexe (n) et ’enthalpie de complexation (AH).

K*10-3 (M) n AH (kcal/mol)
|CD 17,30 * 0,67 | 1.00 * 0,01 -4,37 +0,03
PolyEP-CD 889 +046 ]| 1,09 * 0,01 -3,78 10,03

PolyEPG-CD-1 11,10 + 0,81 | 0,75 + 0,01 -3,18 +0,06

PolyEPG-CD-10| 26,64 + 1,61 | 0,77 + 0.00 | -3,32 +0,03

PolyCTR-CD 264 + 0,16 ] 0,52

I+

0,04 | -5,35 0,48

Il convient de noter que le parametre n correspond a un facteur appliqué a la
concentration de CD pour ajuster les données expérimentales. En conséquence, la valeur
estimée de n peut étre utilisée comme un autre moyen d'assurer les caractéristiques du
polymere, car elle refléte la proportion efficace des cavités disponibles. Les valeurs observées
de n pour les polyméres sont modérément inférieures & 1, probablement en raison de
différents facteurs tels que l'imprécision de la teneur en CD du polyCD (mesurée par
technique de RMN) ou l'accessibilité de la molécule invitée au site disponible de CD cavités
dans le réseau polymére. Le fait que ces valeurs de n sont raisonnablement proches de l'unité
confirme I'ordre de grandeur de la teneur en CD dans tous les polymeéres synthétisés.

Les valeurs négatives d’enthalpies de formation indiquent que la formation de

complexes entre TBBA et CD ou ses dérivés est un processus exothermique faible.
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La constante d’association entre le TBBA avec BCD native est de a 17,3 kM™ avec un
bon accord dans la littérature (Weisser et al., 1997). En cas de polyEPG-CD-10, polyEPG-
CD-1, polyEP-CD et polyCTR-CD complexés avec TBBA, la constante d'association est
successivement apparu 26,6, 11,1, 8,9 et 2,6 kM™. La constante d’association de TBBA
(I’invitée anionique) est remarquablement améliorée avec 1’hote chargée positivement
(polyEPG-CD) et est diminué de maniére significative avec 1’hote chargée négativement
(polyCTR-CD) car la charge pourrait fournir la contribution supplémentaire des interactions
d’association (Liu et al., 2008, Masson et al., 1998, Okimoto et al., 1996, Tian et al., 2007,
Zia et al., 2001). La valeur K dans les polyméres (polyEPG-CD-10) est supérieure a celle
mesurée pour la CD native qui est elle-méme déja élevée, ce qui est rarement observée
(Giglio et al., 2015).

111.2.2 Construction LbL avec le complexe TBBA/polyCD

Apreés avoir réalisé un assemblage multicouche a base de deux polyélectrolytes de CD
de charges opposés et avoir prouve la complexation entre le TBBA/polyCD, nous avons
construit cet assemblage a partir des solutions de complexes de TBBA/polymeéres de CD par
I’OWLS. L’objectif est de démonter qu’il est possible d’élaborer un systeme multicouche
directement chargé en molécule bioactive en superposant alternativement des couches des
complexes TBBA/polyEPG-CD et TBBA/polyCTR-CD.

Le TBBA étant une molécule chargée négativement (pKa=4,36), et pouvant par
conséquent présenter des interactions importantes avec le polyEPG-CD, il nous a paru
judicieux de tester deux polymeres cationiques ; a savoir le polyEPG-CD-1 (Q = 0,2 mmol/g)
ou polyEPG-CD-10 (Q = 2 mmol/g). Un rapport molaire de 1 :2 (TBBA : CD) a été choisi. Il
correspond expérimentalement a la limite de solubilitt du TBBA dans les solutions de
polyméres. Enfin, la concentration des polymeéres a été préalablement déterminée pour obtenir
un gain de masse optimum dans les assemblages ; a savoir : Cpolyepc-cp-10/ApolycTr-cp =4/4 €t
Cpolyerc-cp-1/Apayctr-cp=10/1 avec C et A en concentration massique de polycation et
polyanion respectivement).

Les figures 72a et 72b présentent respectivement le gain de masse (ng/cm?) et
I'épaisseur (nm) au cours de l'auto-assemblage de six bicouches en présence et en absence de
TBBA pour le systtme R10 (polyCTR-CD/polyEPG-CD-10), le systeme R1 (polyCTR-
CD/polyEPG-CD-1), le systtme R10 TBBA (polyCTR-CD+TBBA/polyEPG-CD-
10+TBBA), le systeme R1 TBBA (polyCTR-CD+TBBA/polyEPG-CD-1+TBBA). L’étude
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OWLS confirme que la construction des assemblages multicouches dépend de la densité de
charge ionique de polyEPG-CD. En l'absence de TBBA, le systeme R10 atteint 1400 ng/cm?
contre seulement 450 ng/cm?2 pour le systtme R1. En présence de TBBA, le gain de masse
reste quasiment stable a 1400 ng /cm?2 pour le systéme R10, mais chute de 450 a 200 ng / cm?
pour le systeme R1.

Pour le systtme R1, la diminution du gain de masse de 60% est expliquée par le fait
que linclusion de TBBA a l'intérieur des cavités de cyclodextrines peut affecter les
interactions électrostatiques entre le polyeélectrolyte anionique en solution et la couche
cationique en surface, et de plus, une fois elle-méme déposée, cette nouvelle couche peut
aussi présenter des interactions réduites avec la couche de polyélectrolyte suivante. En
revanche, il n’y quasiment pas de perturbation en présence de TBBA pour le systeme R10.
Dans les travaux précédents sur les assemblages entre le chitosane et le complexe
TBBA/polyCTR-CD, une chute du gain de poids de 25% a été observée (Martin et al., 2013a).
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Figure 72: Evolution du gain de masse (a) et de I’épaisseur (b) en fonction du nombre de couches des
assemblages de systeme R10 et R1 avec/sans incorporation de TBBA mesurés par OWLS dans 0,15M NaCl au
pH naturel. C poyepc-co-10/A potyctr-co =414 €t C poyepe-r1 /A poiyctr-co=10/1 avec C et A en concentration
massique de polycation et polyanion. Rapport molaire entre TBBA : CD =1 :2 pour la complexation.

111.3 Conclusion

Les assemblages multicouches sur SiTiO, ont été réalisés au pH naturel des solutions
dans NaCl (0,15M) ; a savoir 3,5 pour le polyCTR-CD et 6,5 pour le polyEPG-CD, ce qui a
permis d’obtenir le meilleur gain de poids. Le systétme R10 a permis d’obtenir un meilleur
gain de masse que le systtme R1 gréce a la charge plus importante de polyEPG-CD-10 (2

mmol/g) ce qui est comparable a celle du polyCTR-CD (4 mmol/g). Le complexe de
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TBBA/polyCD a inhibé la construction des assemblages par la diminution des interactions

électrostatiques entre les deux polyélectrolytes.

I\VV Construction des multicouches sur textile

1VV.1Elaboration de la premiére couche thermofixée

En modulant la concentration de la solution d’imprégnation (CTR/catalyseur/BCD =
109/3g/10g ou 2,59/0,759/2,5g dans 100 mL d’eau), nous avons obtenu des textiles
présentant un taux de greffage de 20%wt et 6% wt. Les supports seront nommés
respectivement PET20 et PETG6 par la suite. La CEI respective de ces textiles a été mesurée
successivement a 0,65 et 0,15 mmol/g. La masse surfacique des textile vierge en PET étant de
65 g/m% on peut estimer qu’ils contiennent respectivement 5,3 umol et 1,0 pmol de COO’
/cm2 (voir le calcul en annexe 7 par deux méthodes d’estimation). La méthode de dosage CEI
est beaucoup plus fiable parce que les fonctions carboxyliques disponibles ont été dosées.

1.2 Construction des multicouches sans principes actifs

1IV.2.1 Dépbt de la premiére couche de polyEPG-CD auto-assemblée sur PET20
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Figure 73: Gain de poids mesuré lors du dépdt de la couche cationique (polyEPG-CD-10 ou polyEPG-CD-1)
sur PET20 en fonction de sa concentration (n=3).

Il s’agit de déterminer les concentrations idéales en polyEPG-CD (polyEPG-CD-10
(Q=2 mmol/g) ou polyEPG-CD-1 (Q=0,2 mmol/g)) a utiliser pour avoir une adsorption et un

dépbt maximum au cours de la construction des assemblages. Les premiers essais ont été
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réalisés en utilisant 1’eau distillée comme milieu au pH naturel du polyEPG-CD, a savoir un
pH = 6,5. Le PET20 a été utilisé comme support de départ. Les résultats sont présentés en
figure 73. Une évolution croissance du gain de poids en fonction de la concentration en
polyEPG-CD est observée, jusqu’a atteindre un plateau a 33% de gain de masse pour le
polyEPG-CD-10 a concentration optimale de 8 g/L et un plateau a 37% de gain de masse
pour le polyEPG-CD-1 a concentration optimale de 10 g/L (figure 73). Toutefois, on a choisi
de travailler & la concentration de 4 g/L pour trouver le meilleur compromis et éviter la
consommation trop importante de polyEPG-CD-10 puisque le gain de poids obtenu n’est pas
proportionnel a la concentration utilisée.

Le gain de poids a augmenté de 10% en utilisant le polyEPG-CD-10 et de 17% en
prenant le polyEPG-CD-1, ce qui est important.

1VV.2.2 Influence de la composition du milieu de la construction des multicouches
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Figure 74 : Evolution du gain de masse en fonction du nombre de couches. La construction des assemblages
pour le systéme R10 sur PET20 a été réalisé dans H,O (pH naturel), 0,15M NaCl (pH naturel), 20 mM
HEPES (pH=7,3) et 0,15M PBS (pH=7,4). La concentration des deux polyméres a 4 g/L (n=3).

Nous avons ensuite cherché, comme dans 1’étude par OWLS, a déterminer le milieu
adéquat pour la construction de nos assemblages. La figure 74 montre 1’évolution du gain de
masse des assemblages multicouches construits dans 4 milieux différents (le systeme R10 sur
PET20), a savoir : ’eau distillée (pH naturel des polymeres), le NaCl 0,15 M (pH naturel des
polymeres), 20 mM HEPES (pH=7,3) et 0,15M PBS (pH=7,4). La faible augmentation du
gain de poids des assemblages multicouches construits dans la solution de NaCl (0,15 M),
dans le tampon HEPES (20 mM, pH = 7,3) et dans un tampon PBS (0,15 M mM, pH = 7,4)

pour atteindre un gain de poids respectif de 45, 35 et 32% apres 5 bicouches, suggere une
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forte perturbation des systémes dans ces milieux. A titre de comparaison, dans 1’eau distillée,
le gain de poids obtenu apres 5 bicouches est de 75% soit 1,6 a 2,4 fois supérieures au gain de
poids enregistré dans les 3 autres milieux. On peut estimer que le NaCl provoque un effet
d'écrantage de charge qui inhibe les interactions électrostatiques entre les deux
polyélectrolytes. De plus, la forte densité de charge du polymere cationique portant des
groupements ammoniums quaternaires peut étre considéré comme non dépendante du pH, au
contraire du polymére anionique qui est un polyélectrolyte faible. Le pH naturel de solutions
polyCTR-CD est égal a 35 + 0,1 et a ce pH le degré dionisation des groupements
carboxyliques n’est pas optimal (pKa; du groupement carboxylique intermédiaire de l'acide
citrique = 3,13). Cependant, la figure 74 montre que la construction des assemblages
multicouches sur le textile est plus efficace dans le NaCl 0,15 M a un tel pH que dans le cas
du tampon HEPES ou PBS ou le degré d'ionisation de polyCTR-CD est supérieur a des pH
respectifs de 7,3 et 7,4. Dans ce dernier cas, les interactions électrostatiques entre les
groupements sulfonates de I’HEPES et les groupements ammoniums quaternaires du
polyEPG-CD peuvent empécher la formation du complexe de polyélectrolytes. Ceci a été
montré précédemment en OWLS (voir 111.1.1.2).

Le gain de poids des multicouches a été diminuée en présence du sel a cause d’un
effet d'écrantage de charge qui inhibe les interactions électrostatiques entre les deux
polyélectrolytes. Le milieu le plus favorable est la construction dans 1’eau au pH naturel

(pH=3,5 pour polyCTR-CD et pH=6,5 pour le polyEPG-CD-10).
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1V.2.3 Construction du systéme R10 sur PET20
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Figure 75: Pour le systeme R10 sur PET20, évolution du gain de masse sur le textile en fonction du nombre
de couches (C/A avec C et A en concentration massique de polycation (polyEPG-CD-10) et polyanion
(polyCTR-CD) dans I’eau distillée au pH naturel des polyméres (N=3).

Nous avons ensuite cherché a déterminer les concentrations optimales du systéeme
polyCTR-CD (Q =4 mmol/g) / polyEPG-CD-10 (Q = 2 mmol/g) afin de réaliser ’assemblage
multicouches dans 1’eau distillée au pH naturel (pH=3,5 pour polyCTR-CD et pH=6,5 pour le
polyEPG-CD-10). La figure 75 présente I'évolution du gain de poids sur le support PET en
fonction du nombre de couches en faisant varier le rapport de concentration massique des
polymeres cationiques (C en g/L) et anioniques (A en g/L) (figure 75a et 75b) en augmentant
la concentration globale du polymere avec un rapport de concentration constant (figure 75c).

Le PET20 correspond a 0,7 mmol de groupements carboxylates par gramme de textile

(ou encore 6,5 umol/cm? de textile). Le gain de masse apres le dép6t de 10 bicouches auto-
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assemblées est d'environ 107%, 126%, 75% et 57% pour les ratios de concentration massique
CIA = 4/8, 4/4, 412 et 4/1 (figure 75a). Le gain de masse apres le dépdt de 10 bicouches auto-
assemblées est d'environ 56%, 88%, 126% et 97% pour les ratios de concentration C/A =
16/4, 8/4, 4/4 et 2/4 (figure 75b).

On peut constater que la condition la plus favorable correspond a une concentration
massique des deux polymeéres fixée a 4 g/L (rapport de charge polycation/polyanion = 1/2).
Dans ce cas précis, chaque bicouche déposée correspond a un gain de masse d’environ 10
%wt. En comparaison avec notre étude précédente (Martin et al., 2013b, Martin et al., 2013a)
en utilisant le chitosane (5 g/L) comme polyélectrolyte positif et le polyCTR-CD (4 g/L)
comme polyélectrolyte négatif, le gain de poids aprés 10 bicouches n’avait atteint que 50%.

Comme illustré sur la figure 75c, le gain de poids est également contr6lé en
augmentant la concentration globale de polyélectrolytes fixée a 2/2, 4/4 et 8/8. Un gain de
poids optimal de 173% est atteint apres le dép6t de 10 bicouches avec les concentrations de
deux polyélectrolytes fixées a 8 g/L, contre seulement 126% et de 85% a 4 g/L et 2 g/L,
respectivement. Cette évolution n’est toutefois pas proportionnelle, ce qui semble indiquer
une saturation du systeme.

Lors de la construction des multicouches, le gain de poids a été suivi en fixant la
concentration de polyCTR-CD a 4 g/L et en faisant variant celle de polyEPG-CD-10 ou
inversement. Il s'avére que la concentration massique a 4 g/L pour chacun des deux

polyélectrolytes a conduit au meilleur compromis.

1IV.2.4 Construction du systéme R1 sur PET20

Nous avons ensuite cherché a déterminer les concentrations optimales du systéeme
polyCTR-CD (Q= 4 mmol/g) / polyEPG-CD-1 (Q= 0,2 mmol/g) afin de réaliser I’assemblage
multicouches. La figure 76 montre I'évolution du gain de poids en fonction du nombre de
couches en faisant varier le rapport de concentration massique des polymeres cationiques (C
en g/L) et anioniques (A en g/L) dans I’eau distillée au pH naturel des polymeres (pH=3,5
pour polyCTR-CD et pH=6,5 pour le polyEPG-CD-10) (figure 76a et 76b).

142

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre Il : Résultats & discussion

60 60
® C/A=10/1 ® C/A=10/1 2
C/A=10/0.25 st ? AC/A=4/0.4 xs 8]
| m ¢/A=10/05 §3££:gx*$§i mC/A=1/0.1 EEEEEE
— g a = “ T —
L 40+ II;;;;;!T!E!TTT!T X0 «ett’
3 28 9 2 TTITIILIIEY
2 2 [i1733%414
. 7 Ggadnifgy
5 L LM LI e
2 = 2 =
(U o
0 ‘ ‘ f 0 ‘ ‘ :
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
E Nombre de couches E Nombre de couches

Figure 76 : Pour le systeme R1 sur PET20, évolution du gain de masse sur le textile en fonction du nombre de
couches (C/A avec C et A en concentration massique de polycation (polyEPG-CD-1) et polyanion (polyCTR-
CD) dans I’eau au pH naturel (N=3).

Le gain de masse aprés le dépdt de 10 bicouches auto-assemblées est d'environ 55%,
48% et 47% pour les ratios de concentration massique C/A = 10/1, 10/0,25 et 10/0,5 (figure
76a). La condition la plus favorable correspond a un rapport de concentration massique
(C/A=10/1 avec le rapport de charge polycation/polyanion = 1/2), ce qui correspond au méme
rapport de charge que celui du systeme R10 précédent. Enfin, en gardant le méme rapport de
charge et en diminuant ensuite la concentration des polymeres (figure 76b), on observe que le

systéme n’évolue plus apres la troisiéme couche.

1VV.3Construction des multicouches chargées en principes actifs modeles

1IV.3.1 Complexes TBBA sur PET6 et PET20

La concentration des polymeéres a été optimisée précédemment pour les systemes R10
et R1 en partant du PET20. Dans cette partie, ces conditions optimisées seront appliquées
pour construire des assemblages multicouches en partant du PET6.
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Figure 77: Evolution du gain de masse sur le textile en fonction du nombre de couches des assemblages
construits entre polycation (polyEPG-CD-10 ou polyEPG-CD-1) et polyanion (polyCTR-CD) dans I’eau
distillée au pH naturel des polymeres en présence ou en absence de TBBA sur (a) PET 20 et (b) PET 6.
Concentration de polymeres utilisés C poyepc-co-10 /A potyctr-cp =4/4 and C poyepc-cp-1 /A polycTr-co=10/1 avec
C et A en concentration de polycation et polyanion, Rapport molaire entre TBBA : fCD =1 :2 (n=3).

Les systemes présentés ci-apres ont été réalisés en incorporant le TBBA selon la voie
B présentée dans les parties matérielles et méthodes en 111.2.2. Les figures 77a et 77b
présentent 1’évolution du gain de masse (PET20 en figure 77a et PET6 en figure 77b) des
systemes R1 et R10.

Le gain de poids mesuré aprés 10 bicouches déposées est de 37% et 126% pour le
systeme R10 sur PET6 et PET20 respectivement. Ces valeurs diminuent a 18 et 56% pour le
systeme R1. Ces résultats mettent en évidence le fait que la construction des assemblages
multicouches dépend a la fois de la densité initiale de groupements COOH sur le support mais
également la densité de charge du polycation (sa teneur en ammonium quaternaire).

Pour le systtme R1-TBBA et R10-TBBA, le gain de masse aprés le dépdt de 10
bicouches sur PET20 est diminué de 126 a 77% pour le systeme R10 et de 56 a 36% pour le
systeme R1 (figure 77a). La méme situation est observée pour les assemblages a base du
PET®6, une chute du gain de masse de 37 a 24% pour le systeme R10 et de 18 a 11% pour le
systeme R1. Cette perturbation est déja expliquée dans la partie 111.2 (étude en OWLYS).

Ce résultat a été observé auparavant dans 1’étude par OWLS. La construction de
I’assemblage LbL est perturbée par le complexe de TBBA qui induit une diminution des

interactions électrostatiques entre deux polyélectrolytes de CD.
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1V.3.2 Complexes BN ou BM sur PET20

Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015

La construction LbL du systeme R10 sur PET20 avec les complexes : (1) polyCTR-
CD/BM (2) polyCTR-CD/BM et polyEPG-R10/TBBA et (3) polyCTR-CD/BN et polyEPG-

R10/BN pour demontrer la versatilité de nos assemblages multicouches en figure 78. Les

molécules modelées (le bleu de méthyléne (BM, molécule cationique) et le béta naphtol (BN,

molécule non-ionique) ont été choisies.
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Figure 78 : Evolution du gain de masse en fonction du nombre de couches pour des assemblages construits
dans H,0 (pH naturel) sans/avec différents principes actifs (BM, TBBA ou BN), le systtme R10 sur PET20

(n=3).

Les systemes (1) et (2) ont montré une forte inhibition des assemblages LbL avec le

complexe polyCTR-CD/BM. La charge du polyCTR-CD a été probablement écrantée avec le

BM ce qui a empéché la construction des multicouches pour la couche suivante. En présence

des deux molécules invitées ioniques, le BM a perturbé autant la construction que ne le faisait

le TBBA précédemment. Par contre pour le systéme (3), aucune perturbation de 1’élaboration

lors que le BN a été complexe avec les deux polyméres.

La construction des multicouches n’est pas favorisée lorsque la molécule invitée est

ionique (-14% pour les complexes TBBA et -61% pour les complexes BM, réduction du gain

de poids comparé aux assemblages sans principes actifs), contrairement a celle effectuée avec

les complexes de la molécule non-ionique.
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1VV.4 Conclusion

Le gain de poids le plus élevé sur le textile a été obtenu en utilisant I’eau pure comme
solvant pour les deux polymeres a leur pH naturel (soit un pH=6,5 pour le polyEPG-CD et un
pH=3,5 pour le polyCTR-CD). La présence des sels (NaCl, HEPS et PBS) a inhibé la
construction des assemblages en provoquant 1’effet d’écrantage de charges entre les deux
polymeéres. Afin de stabiliser 1’¢laboration des assemblages sans principes actifs, la
concentration massique des deux polyélectrolytes a été optimisée a 4 g/L pour le systeme R10
et la concentration des deux polyélectrolytes du systeme R1 a été choisi a 10 g/L (polyEPG-
CD-1) et 1 g/L (polyCTR-CD). La construction des multicouches dépend a la fois de la
densité de charge du PET thermofixé et du taux d’ammonium porté par le polycation. Pour la
construction des multicouches directement chargées en TBBA par les complexes
TBBA/polyCD, le gain de poids a diminué par rapport au systéme vide a cause d’une
diminution des interactions électrostatiques entre les deux polymeres. Ces complexations
entre le TBBA et le polyCD ont été confirmées par RMN et ITC. La constante d’association
trés élevée entre le TBBA et le polyEPG-CD-10 (26,6 kM™) pour le polyEPG-CD-10 montre
clairement la contribution des interactions électrostatiques entre les groupements ammoniums
du polymere et les groupements carboxyliques du TBBA dans la stabilisation du complexe

d’inclusion.
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V Etude de stabilité des assemblages multicouches
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Figure 79: Profil de dégradation dans PBS (pH=7,4) a 37°C des assemblages multicouches (traités a 140°C
les temps variables (0, 2, 8 et 24 heures) pour le systétme R10 sur (a) PET20 et (b) PETS6, pour le systeme R1
sur (c) PET20 et (d) PET6. Les lignes pointillées permettant de distinguer la couche thermofixée et des
assemblages totales (n=3).

Les assemblages multicouches ont une cohésion assurée par les interactions ioniques
qui s’exercent entre les couches. IlIs présentent une faible tenue au cours du temps en présence
des stimulis externes (pH, force ionique ou température etc...). Pour stabiliser les
multicouches, deux stratégies courantes ont été employeées dans la littérature comme la
réticulation chimique ou physique. L’utilisation des agents réticulants chimiques
(glutaraldéhyde ou génipine) peut provoquer la toxicité des films multicouches. Au contraire,

le traitement thermique a permis de créer de nouvelles liaisons covalentes conduisant a la
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réticulation de I’assemblage LbL sans ajout de réactif toxique. C’est pourquoi il est
préférable, quand ceci est possible d’effectuer un simple traitement thermique qui
provoquerait la formation de nouvelles liaisons covalentes (esters ou amides). Ce dernier est
la stratégie que nous avons adoptée en réalisant un recuit de nos échantillons a 140°C.

La figure 79 représente le profil de dégradation dans le PBS (pH = 7,4) a 37°C pour
des échantillons multicouches (5 bicouches, construction dans I’eau au pH naturel a
différentes concentrations) sans ou avec traitement thermique a 140°C. Avant dégradation, les
échantillons multicouches construits a partir du PET20 présentent un gain de poids respectif
de 75% et 48% pour le systeme R10 et le systeme R1 (figure 79a et 79b) tandis que dans le
cas du PET®, le gain de poids est respectivement a 24 et 17% (figure 79c et 79d). Une fois
plongé dans la solution tampon, les films multicouches sont rapidement dégradés, en
particulier dans le cas du systeme R10. Tous les échantillons ont ensuite été recuits a 140 °C

pendant 2, 8 et 24 heures.
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Figure 80 : Multicouches constituées de polyCTR-CD et polyEPG-CD avant/apres traitement thermique avec
(a) la structure proposée et (b) les imageries d’échantillons (les multicouches sont le systéme R10 sur PET20.

La perte de poids immédiate lors de I’'immersion en PBS est complétement inhibée

grace au traitement thermique a 140°C. La perte du poids a été ralentie avec 1’augmentation
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du temps du recuit surtout avec le systeme R10, le traitement thermique pendant 8 heures était
suffisant. Dans le cas du systeme R1, le recuit a permis de limiter la dégradation du LbL mais
pas d’influence entre le temps du recuit.

Cet effet est expliqué par la formation des nouvelles liaisons esters qui créent des
liaisons covalentes entre les couches cationiques et anioniques du film LbL (figure 80a), a
jauni les échantillons ont été jauni aprés traitement thermique (figure80b). La stabilisation
optimale des assemblages multicouches est remarquée aprés un post-traitement thermique
pendant 8 heures a 140 °C ce qui assure la longévité du revétement des assemblages riches en
CD et elle devrait donc offrir des avantages sur leur capacité de libération prolongée de

principes actifs.

A 140°C (m=0,1g)
Oh 2h 8h 24h

1

a) PolyCTR-CD

rewe’

d) polyEPG-CD-1+polyCTR-CD

@ ) A

e) PolyEPG-CD-10+polyCTR-CD
Figure 81 : Etude comparative entre différents polyméres subissant le méme traitement thermique a 140°C..
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Figure 82: Spectre IR-ATR (a) Poudres des polymeéres (b) des échantillons textiles dans la zone 600-1800cm™.
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Pour mettre en évidence la réaction qui se produit lors du recuit, nous avons effectué la
réticulation des polymeres (initialement soluble) en poudre par traitement thermique & 140°C
a été effectuée aux différents temps (0, 2, 8 et 24 heures). Des polyméres et des mélanges de
polymeres ont été placés au four ventilé, puis 1 mL d’eau distillée a €té ajoutée sur la poudre
(100 mg) et la suspension a été filtrée sur membrane 0,45 um. Le filtrat est séché a 90°C
pendant une heure et enfin pesé pour calculer la fraction massique en insoluble.

Si une fraction insoluble est détectée, ceci confirme qu’il s’est produit une réaction de
réticulation. La formation de la partie insoluble apparait quand ils sont mis a 140 °C pendant
2, 8 et 24 heures pour le polyCTR-CD, le polyEPG-CD-1, le mélange de polyCTR-
CD+polyEPG-CD-1 et le mélange de polyCTR-CD+polyEPG-CD-10 excepté le polyEPG-
CD-10 dont sa partie insoluble est visible seulement a 24 heures de recuit a 140°C.

La présence d’insolubles indique une réticulation des polyméres (figure 81). Une
technique d’ATG ne permet pas d’observer la différence d’allure des thermogrammes pour
prouver la réticulation. Une étude de rhéologie en mode oscillation (rhéometre Anton Parr) a
également été testée pour mettre en évidence la réticulation mais les résultats ne sont pas
interprétables d0 a la complexité de comportement de chaque systeme.

Pour démontrer la création de nouvelles liaisons induites par le recuit, une étude par
IR-ATR a été réalisée. Les spectres des polymeres (le polyEPG-CD-10 sans recuit, le
polyCTR-CD sans recuit, le mélange (entre le polyEPG-CD-10 et le polyCTR-CD) sans et
avec recuit ainsi que les échantillons textiles (le PET, le systeme R10 sur PET20 sans et avec
le traitement thermique) sont présentés dans la figure 82. On ne peut pas distinguer les
bandes caractéristiques des fonctions esters vers 1700 cm™ existantes dans le PET et le
polyCTR-CD et celles susceptibles d’étre nouvellement formeées lors du recuit a 140°C bien

que le taux de greffage soit important (75%) pour les 10 couches déposées.

V.1 Conclusion

Les assemblages multicouches ont présenté une faible stabilité dans le PBS (visible
surtout pour le systtme R10 sur PET20). Le recuit a 140°C a permis de prolonger
sensiblement la présence des assemblages LbL sur le textile. Il s’est produit une réaction de
réticulation entre les deux polymeres par la formation de nouvelles liaisons esters. Toutefois,

ceci n’ait pu étre démontré par spectroscopie IR.
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VI Etude de libération de TBBA

L’objectif de cette étude est de poursuivre et quantifier la libération de la molécule
modéle incorporée dans les échantillons textiles. L’encapsulation de TBBA a été faite en deux
voies (en figure 43).

- La «voie simultanée ou voie B » ou le TBBA a été incorporé sous le complexe avec
les deux polymeres lors du procédeé LbL. Le traitement thermique a 140°c a ensuite été
appliqué.

- La «voie a posteriori ou voie C » ou I’on a d’abord construit 1’assemblage vide

(sans ou avec recuit a 140°C) avant d’imprégner dans la solution de TBBA.

V1.1 Libération en mode statigue (TBBA chargé par voie simultanée)

L'étude de la cinétique de libération de TBBA a partir des assemblages multicouches
(5 bicouches) avec le traitement thermique a 140 ° C pendant 0, 2, 8 et 24 heures dans le PBS
a 37 ° C est présentée dans la figure 83.

La quantité de TBBA libérée est estimée a partir des valeurs de plateau et rapportée
dans la figure 84 : 5,6 ; 1,9 ; 1,2 et 0,8 mg de TBBA/g d'échantillon pour le systeme R10 sur
PET20 et PET6 et le systeme R1 sur PET20 et PET6 respectivement. Ceci refléte la capacité
d’adsorption maximale de TBBA car on a vérifié ’absence totale de TBBA résiduel sur les
textiles apres étude de cinétique. La quantité de TBBA incorporée est corrélée avec le gain de
poids des assemblages multicouches construits avec le polyEPG-CD-10 ou le polyEPG-CD-1
(revoir figure 84).

La cinétique de libération de TBBA pour le systeme R10 sur PET20 (figure 83a) est
ralentie lorsque le temps de réticulation augmente. Au bout de 6 heures de libération, la
libération de TBBA est 40% pour la réticulation pendant 24 heures, 60% pour la réticulation
pendant 8 et 2 heures et 80% sans réticulation. L'effet de recuit est significatif jusqu'a 3 jours,
et toutes les courbes de libération affichent la méme cinétique pour atteindre un plateau a 7
jours.

La libération de TBBA est prolongée durant les 3 premiers jours ce qui explique par la
rétention de TBBA dans le réseau de polymere réticulé parce qu’il est devenu
progressivement compact en fonction de la croissance du temps de reticulation. Le méme
comportement est observé pour le systeme R10 sur PET6 (figure 83b), mais la cinétique de

libération a atteint le plateau a 6 heures seulement pour tous les échantillons.
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Figure 83: Cinétique de libération de TBBA dans PBS pour les assemblages (5 bicouches) du systéme R10
sur (a)PET20 et (b)PET6 et les assemblages du systeme R1 sur (a)PET20 et (b)PET6 (n=3).
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Figure 84 : La quantité totale de TBBA libérée par chaque systeme en batch dans PBS pour les assemblages
(5 bicouches), chargement du TBBA par voie simultané (voie B) (n=3).

Un tel effet de libération prolongée peut étre attribué a la réticulation du réseau des
assemblages qui provoque une réduction de la diffusion de TBBA a travers cette matrice
densifiée vers le surnageant. En comparant finalement le temps de dégradation des
assemblages multicouches (section précédente) avec le temps de libération du TBBA, on peut
observer que les deux phénomenes ne se produisent pas sur la méme échelle de temps et sont
indépendants. En effet, la libération de TBBA est prolongée jusqu'a trois jours dans le
meilleur des cas alors que la dégradation des films multicouches se produit a travers une
période plus longue de 30 jours. La libération du TBBA est en mode de diffusion.

Donc, la libération de TBBA est également contr6lée par la nature du polyEPG-CD, la
couche thermofixée de polyCTR-CD et le processus de traitement thermique a 140°C.

V1.2 Libération en mode statique (TBBA chargé par voie a posteriori)

L'étude de la cinétique de libération de TBBA a partir des assemblages multicouches
(5 bicouches) dans le PBS a 37 ° C est présentée dans la figure 85a. Le TBBA est chargé par
voie B ou voie C, les échantillons obtenues dans la voie C ont été soumis ou non au traitement
thermique a 140°C pendant 2 heures.

La quantité de TBBA libérée est estimée a partir des valeurs de plateau et rapportée
dans la figure 85b: 5,6 et 7,6 mg mg de TBBA/g d'échantillon pour la voie B (voie a

simultanée) et C (voie a posteriori) respectivement. La quantité de TBBA incorporée est
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corrélée avec le gain de poids des assemblages (61% et 75% pour la voie B et C
respectivement).
Pour la voie C, le traitement thermique a 140°C pendant 2 heures des assemblages

vides avant I’incorporation du TBBA a permis de ralentir 1égerement la cinétique de libération
du TBBA.

La cinétique de libération du TBBA par voie C semble un peu lente par rapport a celle

de la voie B.
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Figure 85 : La quantité totale de TBBA libérée par chaque systeme en batch dans PBS pour les assemblages
(5 bicouches, chargement du TBBA par voie simultané (voie B) ou voie a posteriori (voie C) (n=3).
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V1.3 Libération en mode dynamigue (TBBA chargé par voie simultanée)
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Figure 86: Profil de libération de TBBA en mode continu pour le systeme R10 sur PET20 sans et avec le
traitement thermique a 140°C, chargement du TBBA par voie simultané (voie B) (n=3).

L’incorporation de TBBA sur le systéme R10 sur PET20 est choisie pour évaluer la
libération en mode continu en utilisant 1’appareillage automatisé USP4 Sotax®. La libération
de TBBA avec le traitement thermique a 140°C pendant 24 heures est vraiment ralentie
comparée au systeme sans traitement thermique, 80% de libération de TBBA est diffusée au
bout de 34 min et 126 min pour le systtme sans et avec le recuit a 140°C respectivement
(figure 86). On peut remarquer que la libération en mode continu (dynamique, 400 minutes)
est plus rapide qu’en mode statique (batch, 7 jours) parce que I’échange entre le TBBA et le
milieu est tres importante en mode continu avec un débit de 50 mL/min comparé au mode
batch.

V1.4 Conclusion

La voie a posteriori a permis d’incorporer le TBBA dans 1’assemblage LbL plus que
la voie simultanée grace a son gain de poids plus important. La libération de TBBA a été
ralentie en fonction du temps de la réticulation thermique a 140°C surtout pour le systeme
R10 sur PET6 ou PET20 parce que le TBBA a été davantage retenu dans le réseau de
polymere reticulé. La libération de TBBA en mode dynamique est plus rapide qu’en mode
statique a cause du flux important en mode dynamique avec le débit de 50 mL/min qui

favorise la désorption.
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VI Caractérisation des assemblages multicouches

VII.1 MEB (Microscopie électroniqgue a balayage)

Comme observé sur la figure 87a, on peut observer la porosité du textile PET vierge
qui apparait comme une structure tridimensionnelle a cette échelle d'agrandissement
(épaisseur = 0,24 mm). Apres le dépbt de 10 couches (figure 87b), les assemblages
multicouches produisent tout d'abord par enrobage des fibres textiles et un comblement
progressif des espaces vides entre les fibres de la structure tridimensionnelle, jusqua la
couverture globale de la structure textile apres le dépét de 20 couches auto-assemblées (figure
87c¢). Cette évolution a partir d'une structure poreuse avec l'augmentation du nombre de
couches a déja été rapporté dans les travaux précédents impliquant le dépdt multicouche de
chitosane/polyCTR-CD (Martin et al., 2013a).

R
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Figure 87 : Images MEB de (a) PET vierge, le systtme R10 sur PET20 (concentration massique égale a 4 g/L
au pH naturel dans ’eau) pour (b) 5 bicouches et (¢)10 bicouches.
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VII.2 Analyses thermogravimétrigues des textiles
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Figure 88 : Thermogrammes d’ATG des échantillons : PET vierge, PET20, polyEPG-CD-10, polyCTR-CD et
les assemblages multicouches du systéme R10 sur PET20 (5 bicouches, construits dans ’eau au pH naturel).

La figure 88 releve les thermogrammes des deux polyélectrolytes (polyEPG-CD-10 et
polyCTR-CD), du PET, du PET20 et les assemblages multicouches du systtme R10 sur
PET20 (5 bicouches). La dégradation commence a 350°C pour PET, 250°C pour polyEPG-
CD-10 et 190°C pour polyCTR-CD. Le PET20 débute la décomposition thermique a partir de
235°C avec un seul saut tandis que les multicouches du systeme R10 sur PET20 subissent la
dégradation a partir de 190°C avec deux sauts a cause de la présence de deux types de

polyélectrolytes.
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VI1I.3 Cartographie des assemblages par spectroscopie RAMAN
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Figure 89: Analyse microstructural des films multicouches par micro-spectroscopie Raman: (a) image
optique de films (10 bicouches) (b) spectres Raman de composants purs de films multicouches correspondant
a, partir du bas vers le haut: TBBA amorphe lyophilisé, polyCTR-CD, polyEPG-CD-10 et PET; compte tenu
de la forte intensité du spectre Raman du PET, il a été divisé par 4 pour une meilleure clarté (c) 120 x 80 zm?

d'image calculée par la méthode DCLS en utilisant des spectres de PET et polyCTR-CD (d) Les spectres de
Raman recueillis dans les régions typique verts (i), et dans les régions rouges (ii).

La surface (120x80 pum?) des films multicouches (le systtme R10 sur PET20 avec 20
couches incorporées avec le TBBA) présentée dans la figure 86a est scannée point par point
en gardant le spectrographe fixé & 770 cm™. Les spectres Raman des composants purs sont
précédemment collectés dans les mémes conditions et sont tracées sur la figure 86b. Dans la
région 570 — 970 cm™, le spectre Raman de PET est dominé par deux bandes intenses de
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vibration situées autour de 630 cm™et 860 cm™ en relation avec le cycle aromatique, qui
donne une contribution importante a tous les spectres. Le polyEPG-CD-10 et le polyCTR-CD
peuvent étre identifiés respectivement par des bandes Raman autour de 762 et 943 cm™ tandis
que le TBBA posséde une signature a 640 cm™, dans I'épaulement & haute fréquence de
bande vers 630 cm™ en textile PET vierge.

Toutefois, les 2379 spectres enregistrés pendant la procédure de cartographie sont
analyses par la méthode DCLS (direct classical least-squares) en utilisant I'ensemble de
spectres de composants purs recueillis & la gamme 570 - 970 cm™, tracés sur la figure 86b.
Les spectres Raman analysés sont collectés pendant la procédure de cartographie. La méthode
DCLS est appliquée 3 fois séparément pour trouver la combinaison lineaire des spectres de
PET et de I'un des 3 autres composants purs tracées dans la figure 86b, qui correspond le
mieux aux spectres Raman recueillis au cours de la cartographie. Les trois calculs donnent
trois images Raman similaires a celui présenté a la figure 86c¢, obtenue en sélectionnant
chaque spectre dans les 2379 spectres recueillis au cours de la cartographie par une
combinaison linéaire des spectres de PET et polyCTR-CD.

Ceci est la démonstration que le TBBA, le polyCTR-CD et le polyEPG-CD-10 sont
systématiquement détectés ensemble, probablement en raison des interactions moléculaires
entre le TBBA et les deux especes polymeres (polyCTR-CD, polyEPG-CD-10). L'image
Raman sur la figure 86c est principalement composée de deux régions, visibles sur les
spectres Raman tracée sur la figure 86d. La région (i) est caractérisée par spectre Raman trés
semblable a celui du PET tracée sur la figure 86b tandis que le spectre pris dans la région (ii)
est principalement composé de signatures de Raman du polyCTR-CD et du polyEPG-CD-10.
Le TBBA est détecté par I’intermédiaire de I'épaulement subtil mais clairement identifié
observé dans le coté haute fréquence de la bande 630 cm™ du PET. Il est & noter en comparant
les images optiques (figures 86a et 86¢) que cette région (ii) est située autour des fibres de
PET visibles. Cela peut étre interprété par la présence de TBBA a l'intérieur de la gaine
constitué de deux types de polymeéres autour des fibres plutdt que sur les fibres de PET, ou par
la forte intensité de bandes Raman en PET qui empéche la détection de TBBA et des deux

polymeéres lorsque I’analyse porte directement sur les fibres de PET.
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VIil.4 Analyse de vapeur dynamique de sorption d’eau (DVS)

La capacité d’adsorption de I’eau des échantillons textiles (textile PET, PET20 et
multicouches du systéeme R10 sur PET20 traitées ou non avec le recuit a 140°C pendant 8

heures) est déterminée par DVS a 25°C.
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Figure 90: Isotherme DVS des échantillons textiles

On remarque tout d’abord que les courbes de désorption sont toujours situées au-
dessus des courbes de sorption, avec une hystérésis relativement faible. Le textile PET seul
n’adsorbe quasiment pas d’eau quelle que soit I’humidité relative (RH), ce qui confirme le
caractere hydrophobe du PET. Ensuite, la capacité d’adsorption d’eau varie de fagon linéaire
jusqu’a 80%RH avant de changer le profil en croissance exponentielle jusqu’a 98%RH pour
les textiles (PET20 et les multicouches). A 80%RH, le PET20 montre une teneur en humidité
d’environ 0,04 g d’eau/g d’échantillon, ce qui est inférieur aux systémes multicouches (0,07
et 0,09 g d’eau/g d’échantillon pour le systéme sans et avec le recuit a 140°C respectivement).
Les trois échantillons ont atteint une teneur en humidité de 0,19 g d’eau/g d’échantillon pour
98%RH contre seulement 0,008 g d’eau/g d’échantillon pour le PET. Pour les systémes
multicouches, il est surprenant que 1’échantillon traité thermiquement adsorbe plus d’eau que
celui non traité, parce que I’hydrophobie est censée augmenter par réticulation thermique en

raison du remplacement partiel des groupements hydroxyles et carboxyliques par les
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nouvelles fonctions esters. Malheureusement, nous n’avons pas trouvé d’étude comparable

dans la littérature.

V111 Etude de biologie in vitro

VIl Cytocompatilité des polymeéres cationiques (polyEPG-CD) par
méthode d’extraction

Des solutions de polymeéres cationiques de polyEPG-CD-X de degrés de substitution
variables (x = 0, 1, 5 et 10) de concentration croissante de polymére (0 & 2 mg/mL) sont
ajoutés sur les cellules épithéliales L132. La figure 91 représente la viabilité des cellules L132
en fonction de la concentration de polymere aprés 24 heures d'incubation par méthode
d’extraction. La viabilité¢ cellulaire diminue nettement avec l'augmentation de la
concentration en polyEPG-CD-10 et polyEPG-CD-5. En effet, la viabilité des cellules chute &
32% dans le cas de polyEPG-CD-5 et a 6% dans le cas de polyEPG-CD-10 pour une
concentration de 0,5 mg/mL. En revanche, le polyEP-CD et polyEPG-CD-1 ne montrent pas
d'effet cytotoxique jusqu'a 2 mg/mL (93% et 80% des cellules survivent respectivement). La
viabilité des cellules diminue avec I’augmentation du taux de GTMAC greffé sur le polymere,
ce résultat est en accord avec une étude précédente menée par (Uppanan et al., 2011) pour la

cationisation de la chitine.
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Figure 91: La viabilité des cellules L132 avec différentes concentrations de polyEP-CD, polyEPG-CD-1,
polyEPG-CD-5 et polyEPG-CD-10, déterminée par méthode d'extraction aprés 24 heures d'incubation (n=6).
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VIII.2 Cytocompatilité des assemblages multicouches par méthode
d’extraction

La viabilité des cellules L132 aprés 24 heures d'incubation a également été déterminee
sur les assemblages multicouches par méthode d’extraction afin d'évaluer leur
cytocompatibilité. La figure 92 montre une excellente cytocompatibilité de PET (100%) et du
PET6 (99%) par rapport au témoin (TCPS). En revanche, une diminution (tout a fait
acceptable) de la viabilité cellulaire est observée avec le PET20 (82%) en raison de la quantité
tres importante de polyCTR-CD comme déja observé par notre groupe (Blanchemain et al.,
2008). Lorsque les assemblages multicouches sont appliqués sur le PET20 (5,3 umol COO
/cm?) et PET6 (1,0 umol COO/cm?), la viabilité cellulaire est de 64% et 70% pour le systeme
R10 et de 80% et 90% pour le systeme R1 respectivement. Cette différence est probablement
due a l'effet cytotoxique du PolyEPG-CD-10 observée dans le test précédent. Ce dernier
diffuse en petite quantité dans le milieu de culture pendant la durée du test et provoque la
diminution de la viabilité cellulaire dans une proportion tolérable (ou légérement < 70% en
figure 92).

Néanmoins, un traitement thermique a 140°C pendant 8 heures améliore sensiblement
la viabilité cellulaire qui passe de 64% a 88% pour le systeme R10 sur PET20 et de 71% a
91% pour le systeme R10 sur PET6. Le traitement thermique permet de stabiliser les
assemblages multicouches selon la réaction d'estérification entre le polyEPG-CD et le
polyCTR-CD. La réticulation des assemblages multicouches limite la diffusion des polymeéres
dans le milieu de culture et donc améliore la cytocompatibilité. Le polyEPG-CD-10 est
cytotoxique en solution mais ne I’est plus lors qu’il est incorporé dans un assemblage LbL qui
a été reticulé thermiquement a 140°C.

La méme tendance est observée avec le systtme R1 sur PET6 et PET20 déja élevée
sans traitement thermique ; ainsi la viabilité cellulaire augmente de 89 a 95% et 84 a 93%
respectivement. L'impact de la réaction de réticulation sur la viabilité de la cellule est moins
visible dans ce cas parce que le PolyEPG-CD-1 est moins cytotoxique que le PolyEPG-CD-
10.
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Figure 92 : La viabilité cellulaire L132 sur des échantillons traités (10 couches) par réticulation thermique a
140 ° C pendant 0, 2 et 8 heures pour le systtme R10 et R1 sur PET20 et PET6, déterminé par méthode
d'extraction aprés 24 heures d'incubation (n=6).

VIII.3 Conclusion

L’¢étude de viabilit¢ des cellules L132 par méthode d’extraction sur le polymeére
cationique de charge comprise entre 0 et 2,5 mmol/g en solution a montré que seul le
polyEPG-CD-1 ne présente pas de cytotoxicité (faible taux d’ammonium). En revanche, la
viabilité des cellules L132 mesurée en présence des textiles modifiés est restée optimale, y
compris le polymere cationique a fort taux ammonium (systéme R10). Le polyEPG-CD-10 ne
présente donc pas de toxicité lorsqu’il est incorporé et réticulé thermiquement dans le systeme

LbL déposé sur le textile.
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Dans cette partie, nous allons étudier les propriétés antibactériennes des multicouches.
Premiérement, le polyEPG-CD porte des groupements ammoniums quaternaires connus pour
leur activité antibactérienne. Ainsi les assemblages multicouches sont susceptibles de
présenter des activités antibactériennes intrinseques. Ensuite, nous allons exploiter les
propriétés réservoir des assemblages multicouches en y incorporant un agent antibactérien
(molécule triclosane (TCS)) qui va étre progressivement diffusé dans le milieu grace au réle

joué par la cyclodextrine.

1 Proprietés antibacteriennes intrinseques du LbL
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Figure 93: Réduction bactérienne (échelle logarithmique) déterminé par le test Kill-time pour les bactéries de
Gram positif (S.aureus) et de Gram négatif (E. coli) apres 24h d'incubation avec PET, PET6, PET20 et les
échantillons multicouches construits de 10 cocuhes (le systeme R10 et R1 sur (a) PET6 et (b) PET20) traités
avec 8 heures de recuit a 140 °C (n=6).

L'efficacité antibactérienne des textiles multicouches (5 bicouches) traités pendant 8
heures & 140°C a été déterminée par un test kill-time sur S.aureus et E.coli (figure 93). Le
PET vierge, le PET6 et PET20 ne montrent aucune activité antibactérienne intrinséque contre
S.aureus et E.coli; la réduction bactérienne observée est inférieure a 1 logio (non
significative). En revanche, les assemblages multicouches sur PET20 montrent une réduction
bactérienne importante pour le systeme R10 et R1 avec respectivement (figure 93b), 7,3 l0og1g
et 3,3 logso sur S.aureus, 4,5 logio et 3,3 logso sur E.coli. Pour les deux souches bactériennes,
il semble que les assemblages multicouches de systeme R10 sur PET20 présentent une

meilleure activité antibactérienne que ceux de systeme R1 sur PET20. Ceci est di a la
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différence de taux d’ammonium des polyEPG-CD. L’activité antibactérienne est jugee
significative si la réduction bactérienne est supérieure ou égale a 3 logio (99,9% réduction) de
I’inoculum selon CLSI (Methods for determining bactericidal activity of antimicrobial agents;
approved guidelines, M26-A, vol. 19) et cet auteur ((Silva et al., 2011).

La tendance similaire est observée pour le revétement multicouche sur PET6 mais la
réduction bactérienne est plus faible. La réduction bactérienne pour le systeme R10 et R1 est
de respectivement (figure 93a), 1,7 logio et 1,7 logo sur aureus 2,9 logg et 2 logso sur E.coli.

Aucune valeur de la concentration minimale inhibitrice (CMI) contre S.aureus et
E.coli de polyEPG-CD-10 et le polyEPG-CD-1 n’a pas pu étre observée dans la gamme de
concentration 0 a 4 g/L. En revanche, la présence de ces polyméres a la surface des
multicouches provoque une forte activité antibactérienne surtout le polyEPG-CD-10 grace a
ses nombreux groupements ammoniums quaternaires. Sur le PET20, la quantité de polymeres
présentée sur les multicouches (10 couches, dont 5 monocouches de polyEPG-CD) a été
calculée : 3,13 mg de polyEPG-CD-10 et 1,58 mg de polyEPG-CD-1 ce qui représente 15,7
g/L et 7,9 g/L respectivement en divisant la masse de polymere par le volume de la
suspension bactérienne. D’ou, la présence de la quantité des groupements ammoniums dans
les multicouches est tres au-dessus de la concentration maximale utilisée pour la mesure de la

CMI (4 g/L). Pour des molécules antibiotiques, la CMI est de 1’ordre de 100 fois plus faible.

11 Propriétés antibactériennes du LbL charge de TCS

La cytocompatibilité et 1’activité antibactérienne intrinséque des assemblages (le
systtme R10 sur PET20 suivi du recuit a 140°C pendant 8 heures) sont observées.
Maintenant, I’exploitation des propriétés antibactériennes en chargeant le TCS (triclosane,

une molécule antibactérienne) sur ces assemblages multicouches seront étudiées.

11.1 Etude du complexe triclosane/polyCD

11.1.1 Etude de solubilité de phase du TCS

Les diagrammes de solubilité de phase de TCS dans la solution des polymeéres ou de la
CD en milieu tamponné (phosphate 50 mM, pH=6,5) sont illustrés dans la figure 90. On peut
constater que la solubilité de TCS augmente linéairement avec la concentration des polymeres

(figure 94a). De maniere différente, la solubilité du TCS en présence de monomere de CD

168

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



© 2015 Tous droits réservés.

Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015

Chapitre IV : Application antibactérienne des systemes LbL

augmente puis atteint une valeur maximale a 0,4 mmol/L avant de se stabiliser, ce qui traduit

par une limitation de solubilité de TCS dans la CD native (figure 94b).
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Figure 94: Etude la solubilité de TCS avec (a) les polymeéres de CD (polyEPG-CD-10, polyEP-CD et polyCTR-
CD) et (b) la CD native dans le tampon phosphate (50 mM pH=6,5) (n=2).

La solubilité intrinséque de TCS (Sp) a 25°C dans le tampon phosphate est 0,04
mmol/L (12 mg/L). Sa solubilité augmente significativement en présence des polyméres. A la
concentration massique des polymeres (6%wi/v), la solubilité de TCS dans le tampon atteint a
9,6;7,1et1,6 mmol/L pour le polyEP-CD (polymére neutre), le polyEPG-CD-10 (polymeére
cationique) et le polyCTR-CD (polymere anionique) respectivement ce qui ramene a une
augmentation de la solubilité par un facteur 240, 178 et 48.

La constante d’association apparente est calculée a partir de la pente et la solubilité
intrinseque de TCS a condition que la concentration massique de polymeére soit convertie en
concentration de CD (mmol/L) grace a I’estimation de la présence de CD déterminé par
RMN. Elle représente 10 180, 6 650 et 1 590 M™ pour le polyEP-CD, polyEPG-CD-10 et
polyCTR-CD respectivement. En milieu de la salive artificielle a 37°C, la constante
d’association de TCS avec le polymére neutre de CD (11 452 M™) est supérieure de celle
avec le polymére anionique de CD (4 213 M™) (Jug et al., 2012). Qian et al (Qian et al., 2008)
a mesuré la constante d’association de TCS (3 082 M™) avec le polymére cationique de CD
dans I’eau.

Nous avons mesuré la constante d’association de TCS avec la CD native dans le
tampon phosphate & 25°C ce qui est de 1 870 M™ en figure 94b, comparé avec celle dans la
salive artificielle & 37°C qui est 2 525 M™ (Jug et al., 2012).
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La technique ITC ne permet pas déterminer la constant d’association du triclosane
avec polyCD parce que sa solubilité est extrémement faible et le signal induit est en dessous

du seuil de détection de I’appareillage.

11.1.2 Caractérisation du complexe de TCS/polyCD par DSC

La DSC est une technique souvent utilisée pour prouver la formation des complexes
d’inclusion entre la CD et les molécules invitées. En général dans le cas de complexation, la
transition thermique des molécules invitées tels que la fusion ou la sublimation peut changer
ou disparaitre. Les thermogrammes de DSC de la poudre de TCS (lyophilise), les polymeres
(polyEPG-CD-10 ou polyCTR-CD) et les complexes de TCS avec les polyméres
(complexation dans 1’eau avant de lyophiliser) sont illustrés dans la figure 95. Le pic de
fusion de triclosane est trouvé a 60°C. Au contraire, il n’y plus de pic endothermique de
triclosane pour le complexe de TCS/polyCD, ce qui confirme la formation des complexes
d’inclusion sachant que les deux polymeéres de base ne possédent aucun pic caractéristique a

cette température.
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Figure 95 : Thermogramme de TCS seul, le complexe TCS/polyEPG-CD-10 et TCS/polyCTR-CD, le
polyEPG-CD-10 et le polyCTR-CD.
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11.1.3 Caractérisation du complexe de TCS/polyCD par *H RMN (1D et 2D)
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Figure 96 : Etude de "H RMN dans D,0 de la complexation entre TCS avec ACD et ses dérivées, (*) signal
présent dans polyEPG-CD-10 et (**) sighaux présentés dans polyCTR-CD.

La figure 96 représente les spectres *H RMN des complexes entre les polyméres et le
TCS dans la zone 6-8 ppm. Puisque la solubilité de TCS est tres peu soluble, le temps
d’accumulation des expeériences est augmenté spécialement a 24 heures. La position de
signaux des protons de TCS (nommées a-f) est identique a celle rapportée dans la littérature
(Jug et al., 2011, Qian et al., 2008). Entre 6 et 8 ppm pour les spectres 2 et 3 marqués par (*)
et (**), on peut trouver des traces de réactions secondaires dans les polymeéres tels que 1’acide
aconitique (C=CH) dans le polyCTR-CD et le chlorure de N-(3-hydroxy-1-propéne-N,N,N-
trimethylammonium (CH=CH) provenant de GTMAC dans le polyEPG-CD-10. Le
déplacement chimique des signaux de TCS dans chaque polymere est nettement décalé par

rapport a son origine (TCS seul), ce qui montre les interactions entre les groupements
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aromatiques du TCS et les protons internes de la cavité de CD. Pour confirmer ceci, les
expériences *H RMN en deux dimensions (2D-NOESY) ont été réalisées.

Les spectres 2D-NOESY confirment la complexation en montrant des taches de
corrélation qui révélent I’interaction dipolaire entre les protons aromatiques de TCS et les
protons internes (Hs et Hs) aux cavités de CD dans les polymeres (polyCTR-CD, polyEPG-
CD-10 et polyEP-CD en figure 97a, 97b et 97c respectivement). Les taches de corrélation

sont moins visibles pour le polyCTR-CD que pour les autres polymeéres.
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Figure 97: Etude de 'H RMN (deux dimensions, NOESY) de la complexation entre TCS avec ACD et ses
dérivées avec I’agrandissement de |la zone caractéristique de TCS.
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11.2 Libération de TCS en mode dynamigue
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T

gé 2 }}#{ ® PET20-R10-TCS
§§ . } prprrr e R T ﬂmﬂ

mgmmmﬂ I
I

.’
0 200 400 600 800 1000 1200
Temps (minute)

Figure 98: Cinétique de libération en masse (a) en pourcentage (b) de TCS dans PBS en mode dynamique
pour les assemblages multicouches de systeme R10 sur PET20 (10 couches) et le PET20 (n=3).

L’incorporation de TCS dans les multicouches est procédée par voie C (figure 43), le
trempage des échantillons textiles (les assemblages multicouches de 10 couches réticules a
140°C pendant 8 heures (systeme R10 sur PET20) et le PET20 dans la solution de TCS en
exces.

L’encapsulation de TCS sur le PET20 et les assemblages multicouches du systeme
R10 sur PET20 sont évaluées par la libération en mode dynamique de type USP4 en imposant
un flux de 50 mL/min dans le Sotax®.

La quantité libérée de TCS est de 4,6 mg de TCS/g d’échantillon pour le PET20-R10
contre 1,3 mg de TCS/g d’échantillon pour le PET20 (facteur 3,5) pendant 1200 minutes, en
figure 98. Ceci confirme le role de réservoir joué par I’assemblage LbL a base de
polyélectrolytes de CD. La pente des deux courbes a différents instants montre que la dose de

TCS libérée est beaucoup plus importante pour PET20-R10 que pour PET20.

11.3 Etude de microbiologie (Test de Kirby-Bauer)

L'activite antibactériennes des échantillons de textiles (PET vierge, PET20,
I'assemblage multicouches de 10 couches (le systéeme R10 sur PET20) suivi du recuit a 140°C

173

© 2015 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015
Chapitre IV : Application antibactérienne des systemes LbL

pendant 8 heures) avec ou sans TCS, est évalué sur S.aureus et E.coli par le test de Kirby-
Bauer

La libération de TCS est suivie au cours du temps dans le PBS a différents temps. Les
échantillons prélevés sont déposés sur une gélose Agar ensemencée de la suspension
bactérienne. La présence d’une zone d’inhibition autour de 1’échantillon renseigne sur la
présence d’une activité antibactérienne (figure 99), qui se produit par diffusion du TCS
résiduel au tour de la pastille.

PET vierge  PET20-TCS PET20-R10-TCS

Figure 99: Photo du test de Kirby-Bauer montrant I’inhibition de la prolifération bactérienne en présence des
échantillons chargés avec le TCS apres 3 jours de libération dans PBS contre S.aureus et E.coli.

Les échantillons de PET vierge et PET thermofixé sans TCS n’ont montré aucune
activité contre les deux souches bactériennes (pas d’apparition de zone d’inhibition). Les
assemblages multicouches sans TCS montrent une zone d’inhibition de 1,6 cm et 1,2 cm
contre S.aureus et E.coli respectivement. Ceci est di a un effet de bord et a une légére
diffusion de polyEPG-CD-10 sur la gélose, malgré la réticulation thermique a 140°C pendant
8 heures.

En général, on voit que le rayon d’inhibition diminue avec le temps de séjour dans le
PBS, ce qui montre que le TCS est progressivement libéré dans ce milieu. L’activité
antibactérienne contre S.aureus est toujours supérieure a celle mesurée contre E.coli pour
PET20 et PET20-R10 (figure 100).

Pour PET20, la zone d’inhibition disparait au bout de 72 heures contre E.coli et est
encore de 1,8 cm au bout de 672 heures (28 jours) contre S.aureus. Pour PET20-R10, le rayon
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d’inhibition est toujours supérieur a celui observé sur les échantillons PET20 et sa valeur est
aussi importante au bout de 28 jours contre S.aureus (3.5 cm) contre E.coli. (2.6 cm).

Ce test confirme 1’étude précédente (libération de TCS) : de par I’effet de réservoir
vis-a-vis du TCS, et sa libération prolongee, le systeme multicouche est beaucoup plus
performant que le systtme monocouche. Ce systéme apporte une activité antibactérienne
complémentaire par diffusion d’un agent antimicrobienne comme TCS aux échantillons

PET20-R10 (activité intrinseque en contact direct validée par un test de kill time).

EI S.aureus
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DIPET20-TCS_S.aureus
B PET20-R10-TCS_S.aureus

hibition (cm
N
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S 1.00 =+
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£ DPET20-TCS_E.coli
4400 8 PET20-R10-TCS_E.coli

Diametér de la zone

T T

14 21 28

0.02 1 2 3 5 . 7
Temps (jours)

Figure 100: Diamétre d’inhibition des échantillons chargés avec le TCS aprés différent de temps de libération
dans PBS au contact de (a) S. aureus et (b) E. coli. (n=3).
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Conclusion et discussion

Ce travail de thése portait sur 1’¢laboration d’assemblages multicouches a base de CD

sur un support textile en vue de développer un systeme a libération prolongée de principes
actifs.

Notre stratégie s’est basée sur le savoir-faire du laboratoire en matiére de
fonctionnalisation de surface de biomatériaux et en matiére de synthése de polymeres de
cyclodextrines, en proposant un dépdt séquentiel innovant a partir d’un polymére anionique
de CD (polyCTR-CD) et d’un polymére cationique de CD (polyEPG-CD) sur un textile non-
tissé de PET par la technique Layer-by-Layer. La présence de CD dans les assemblages
permet d’incorporer des principes actifs, d’augmenter leur solubilité dans le cas de molécules
trés peu solubles et d’accentuer leur biodisponibilité.

Le premier but a été de synthétiser le polyEPG-CD cationique pour pouvoir ’utiliser
dans la construction des assemblages. Il a été obtenu par réticulation de la BCD et de I’EP en
présence du GTMAC. Nous avons montré que les propriétés intrinséques des polymeéres
synthétisés (charge (Q) et masse molaire en poids (Mw)) dépendaient des parametres
réactionnels (la méthode de synthese, la température et le temps de réaction ainsi que la
quantité de GTMAC introduite). L’élévation de la température de la réaction (2 60°C), a
permis d’accélérer la réaction de polycondensation, a induit une augmentation de la charge et
de la masse moléculaire des polymeres tout en diminuant le temps de réaction (3 heures).
Ensuite, La méthode 1 (ajout simultané entre le GTMAC et I’EP) a permis d’obtenir la masse
moléculaire plus importante que la méthode 2 (addition de GTMAC pendant 2 heures, puis
EP) a cause de la non-disponibilité des fonctions hydroxyles de la BCD dans la méthode 2.
Selon la méthode 1 a 60°C, les différents rapports molaires de GTMAC/BCD ont été
appliqués et ’augmentation de la quantit¢é de GTMAC a provoqué une forte diminution de la
masse molaire de polyEPG-CD parce que les branches de poly- épichlorohydrine impliquées
dans la réticulation des polyméres de cyclodextrines ont été inactivées en réagissant avec le
GTMAC. Apres optimisation des parametres de synthéses, deux types de polyEPG-CD ont
été choisis pour la construction des assemblages multicouches, a savoir le polyEPG-CD-1
(Q=0,20 mmol/g et Mw=123,9 kg/mol) et le polyEPG-CD-10 (Q=2,02 mmol/g et Mw=25,8
kg/mol).
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Dans un second temps, les principaux facteurs influencant la construction des
assemblages ont été étudiés : la charge des deux polyélectrolytes, le pH, la force ionique et le
taux de charge de la premiére couche greffée par polyCTR-CD (PET6 et PET20). La
construction des multicouches sur le SiTiO, par OWLS et sur le textile par gravimétrie a été
suivie.

- L’optimisation du pH de la solution a été étudiée par OWLS, les assemblages
construits avec le pH naturel des polyméres dans le NaCl a 0,15M, soit un pH=6,5
pour le polyEPG-CD et un pH=3,5 pour le polyCTR-CD ont permis d’obtenir la
meilleure déposition. L’optimisation de la composition du milieu de construction a été
étudiée par gravimétrie, le meilleur gain de poids sur textile a été obtenu en utilisant
I’eau pure comme le solvant pour les deux polymeéres au pH naturel.

- Le meilleur gain de poids des multicouches sans principes actifs (20 couches) a été
obtenu en utilisant un couple de polymeéres (polyEPG-CD-10 (4 g/L) et polyCTR-CD
(4 g/L), nommé systéeme R10) et un autre couple de polymeres (polyEPG-CD-1 (10
g/L) et polyCTR-CD (1 g/L), nommé systeme R1). Ce gain de poids était de 37 et
126% pour le systeme R10 sur PET6 et PET20 respectivement, il était de 18 et 56%
pour le systeme R1 sur PET6 et PET20 consécutivement. Nous avons donc observé
que la construction a dépendu a la fois la densité de charge initiale du PET thermofixé
et de celle du polycation.

- L’élaboration des multicouches directement chargees en molécule TBBA par les
complexes TBBA/polymeéres de CD, la complexation entre le TBBA et le polymére a
été confirmée par "H RMN et ITC. La constante d’association entre le TBBA et les
polyméres de CD déterminée par ITC était égale a 26,6, 11,1 8,9 et 2,6 kM™
respectivement pour le polyEPG-CD-10, le polyEPG-CD-1, le polyEP-CD et le
polyCTR-CD gréace a la contribution supplémentaire des interactions d’associations.
Le gain de poids des assemblages par cette élaboration a diminué a cause de
I’interaction é€lectrostatique entre deux polyélectrolytes.

- La voie a posteriori a permis de charger plus de TBBA comparé avec la voie

simultanée grace a son gain de poids important.
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Une fois la faisabilité prouveée, le défi de ce projet était de stabiliser des assemblages et
de contrbler les propriétés de libération. Le traitement thermique a 140°C a permis de
consolider les assemblages grace a la formation de nouvelles liaisons esters entre deux
polyélectrolytes. Cette réticulation thermique a prolongée la stabilité des assemblages et la
libération de TBBA dans le PBS, en fonction du temps de recuit. Le temps de réticulation
thermique a été optimisé a 8 heures pour ralentir suffisamment la dégradation. La libération
de TBBA en mode dynamique (400 minutes) était plus lente que celle en mode statique
(3 jours), la réticulation thermique a 140°C a donc permis de ralentir la libération de TBBA
quel gue soit le mode de libération.

Ensuite, la cytocompatibilité des polyEPG-CD et des échantillons textiles a été
déterminée par méthode d’extraction aprés 24 heures d’incubation avec les cellules
épithéliales L132. Concernant les polyEPG-CD, la viabilité cellulaire a été diminuée avec la
croissance de la charge de polymére (teneur en groupements ammoniums quaternaires).
Concernant les assemblages multicouches, la cytocompatibilité des multicouches traitées
thermiquement (8 heures a 140°C) a été améliorée par rapport aux multicouches sans
traitement parce que le traitement thermique a permis de stabiliser les assemblages en limitant
la diffusion des polymeéres dans le milieu de culture.

Enfin, les propriétés antibactériennes intrinseques des assemblages (systeme R10 sur
PET20) ont été démontrées contre S.aureus et E.coli (7.3 et 4.5 log; de réduction bactérienne
respectivement) grace a la présence de groupement triméthylammonium de polycation. En
conséquence, une autre étude axée sur le chargement de molécules actives ayant des effets
thérapeutiques complémentaires (une molécule antibactérienne comme le triclosane (TCS) sur
les échantillons textiles (PET20 et systeme R10 sur PET20) a été menée. L’effet réservoir
apporté par les polyélectrolytes de CD dans les multicouches a démontré la capacité
d’incorporation du TCS ce qui est de 3,5 fois plus importante que le PET20. La complexation
entre le TCS et les polymeres de CD a ét¢ démontrée par RMN, DSC et par I’étude de
solubilit¢ de phase. Cette derniére technique a permis de déterminer la constante
d’association : 6 650 et 1 590 M™ pour le polyEPG-CD-10 et le polyCTR-CD. Concernant la
libération en mode dynamique des multicouches, la libération de TCS (1140 minutes) était un
peu plus lente que celle de TBBA (400 minutes). Concernant I’activité antibactérienne des
assemblages chargés avec TCS, cette activité contre S.aureus était toujours supérieure a celle
contre E.coli pour le PET20 et les multicouches. La propriété antibactérienne des
multicouches était encore visible au bout de 28 jours (soit 3,5 cm contre S.aureus et 2,6 cm

contre E.coli pour le rayon d’inhibition). Donc, les assemblages multicouches (systéme R10
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sur PET20) ont montré une activité bactérienne intrinséque a long terme car le polyEPG-CD-
10 a été stabilisé dans les multicouches gréce au traitement thermique a 140°C. Ce type de
systétme a également apporté une fonction complémentaire a court terme par diffusion d’un
agent antimicrobienne incorporé dans les échantillons par complexation avec les CD.

Ce systeme multicouche fournit une plate-forme polyvalente en incorporant des agents
thérapeutiques avec différentes activités (agents cicatrisants, agents antiinflammatoires,

agents antidouleur ou agents hémostatiques) .
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ANnexes

Annexe 1 : Calculs de préparation des complexes d’inclusion pour le

polyCTR-CD/TBBA et le polyEPG-CD-10/TBBA

Que 1 g de polyCTR-CD correspond a 0,5 g de CD (mesuré par RMN) ce qui équivaut
a 0,44 mmol (0,5/1135). La formation de complexe d’inclusion 1 : 2 (TBBA : CD) permet de
calculer le nombre de moles de TBBA, dans ce cas 0,22 mmol, c’est a dire 39,21 mg

(0,22%178,23).

- La solution de complexe a 4 g/L pour 50 mL, correspond a 0,2 g de polyCTR-CD et a

7,85 mg de TBBA

Que 1 g de polyEPG-CD-10 correspond & 0,6 g de CD (mesuré par RMN) ce qui
équivaut 0,53 mmol (0,6/1135). La formation de complexe d’inclusion 1:2 (TBBA :CD)

permet de calculer le nombre de moles de TBBA, dans ce cas 0,26 mmol, c’est a dire 47,11

mg (0,26*178,23).

- La solution de complexe a 4 g/L pour 50 mL, correspond a 0,2 g de polyEPG-CD-10

et 29,42 mg de TBBA

Le choix de la formation de complexe d’inclusion 1 :2 (TBBA :CD) correspond a la

solubilité maximale du TBBA dans les solutions de polyméres. Le cavité de CD en poids
(déterminé par RMN) est respectivement de 70%,60% et 50% pour polyEPG-CD-1,

polyEPG-CD-10 et polyCTR-CD respectivement

Annexe 2 : Spectre de RMN "C (D,0) de GTMAC sous la forme

ouverte et cyclique.
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Annexe 3: Spectre de RMN 'H (D,0) de GTMAC sous la forme

ouverte et cyclique

Forme ouverte de GTMAC Forme cycligue de GTMAC
4 aH H5 6
3 2 /
TH 2 ew, H\ X P
ICHfCH N*-CH; cI- o H— c3” N=—CH; c
| CH, o CH, 6.s
OH 4, 4
’ r,dd
1,d 2,t
'Y 3,m 3,
I\ 2,dd Iy Lo L 'l,dd
U T e ol
Annexe 4 : Calcul du %omassiqgue de CD et de la charge de polyEPG-

CD par RMN

M pep=1135g/mol

o-C HchOHCHz—l M =74 g/mol
CHs
~CH,CHOH CH,N*CH; CI- M crmac=117 g/mol
CH,

%m; = n;*M,*100 = m; * 100

=141%

Z(m*M;) Mrotale
%Mpcp = Npc * Mpcp® 100 = Mpeo * 100
(Ngcp* Mpep + Nep™ Mep + Ngmyac™ Mermac) Mootaie
%Mgcp = 1*1135*100 =1135*100= 52,6 %
(1*1135 + 9,7*74 + 2,6*117) 2157
%Memmac = 2,6*117*100 =304,2* 100
(1*1135 + 9,7*74 + 2,6*117) 2157

1 mole de GTMAC = 1 mole azote
Méthode i

%m azote = nazote* Mazote* 100

Z(m*M;)

Q,z0te (MMoOl/G) = %M,,00 *1000 = Nyy0r *1000 = 2,6*1000 =1,21 mmol/g

100* Mazote

Z(m*M;)

2157

Méthode ii

Q gruac (Mmolig) = %Mgryac*1000

= 14,1*1000 = 1,21 mmol/g

100* MGTMAC

100* 117
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181

doc.univ-lille1.fr



Thése de Jatupol Junthip, Lille 1, 2015

Annexe 5 : Calcul du %omassique de CD et de la charge polyCTR-CD
par RMN

M pcp=1135g/mol

U M ¢1r =158 g/mol 1 mole de CTR =1 mole COOH résiduel

! Méthode i
B 7% M seoniique=140 gimol !
TRV seontiaue ¢ i %M coon = Ncoon™ Mcoow™ 100
i Z(m* M)
%m; = n,*M,* 100 = m, * 100 :
SOM) M ! | Qeoon (MMOIIG) = %Moo *1000 = ooy *1000 = 6,131000 =2,81 mmolig
i 100* M Z(m* M 2181
%Mgcp = Ngco * Mgco* 100 = Mgep * 100 i cooH (m; *M;)
(Ngep* Mpep + Ner”™ Metrt Naconitique™ Maconitiue) Mrotale E _Méthode ii
%Mgep = 1*1135*100 =1135*100= 52 % i
e mmol/g) = %mcr*1000 = 44,4 *1000 = 2,81 mmol/
(1*1135 + 6,13*158 + 0,56*140) 2181 P | Qeml 9) = *Merm . .
! 100* Mcrr 100* 158
%Mcrr = 6,13*158* 100 =968,5* 100 44,4% : -
» » » | Q coon=Q cr
(1*1135 + 6,13*158 + 0,56*140) 2181 i
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Annexe 6 : Courbe de titration par ITC et de chaleur intégrée entre le

TBBA et la CD ou les dérivés de CD dans un tampon phosphate solution

aqueuse (50 MM, pH =65)a?25° C.
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Annexe 7 : Calcul de la densité surfacique du PET thermofixé par

méthode pondérale et dosage CEL.

Méthode i : Par méthode pondérale

PET thermofixé 20 %wt pour 1 g

Méthode i : Par méthode pondérale

PET thermofixé 6 %wt pour 1 g

0,2 g => 0,2*4 =0,8mmol
0,8 g => 0,8/65 =0,0123 m2=123 cm?

0,06 g => 0,06*4 =0,24 mmol
HBETFERG2EE 0,94 g => 0,94/65 =0,0145 m? =145 cm?

*40-3
Charge surfacique = M =1,6 umol de COO-/cm?

145 cm?

0,8 *10-* mol
Charge surfacique = — = 6,5 umol de COO/cm?
123 cm?

Méthode ii : Par dosage CEIl Viethode ii : Par dosage CEIl

CEl = 0,15 mmol COO7/ 1 g de textile PET thermofixé
CEl = 0,15*10°*mol COO/ 145 cm?
CEl =1,0 umol de COO’/cm?

CEl = 0,65 mmol COO7/ 1 g de textile PET thermofixé
CEIl = 0,65*10°*mol COO7/ 123 cm?
CEl = 5,3 umol de COO/cm?

Données : PolyCTR-CD =4 mmol de COOH/1g de polymeére
Poids surfacique de textile PET = 65 g/m?
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Abstract

Polyelectrolytes multilayer film (PEM) based on cationic and anionic [B-cyclodextrin
polyelectrolytes was coated onto a textile substrate according to the Layer-by-Layer (LbL)
technique for future drug delivery purposes in biomaterial. Firstly, the preparation and
characterization of a novel cationic B-cyclodextrin polymer (polyEPG-CD) by crosslinking -
cyclodextrin (BCD) with epichlorohydrin (EP) in the presence of glycidyltrimetrylammonium
chloride (GTMAC) were performed in order to obtain a compatible polymer using in LbL
assembly. Besides, the anionic polyelectrolyte (polyCTR-CD) was obtained by crosslinking
between BCD with citric acid (CTR). Secondly, the optimization of multilayered construction
majorly based on (i) the charge quantity of PET coated with polyCTR-CD and (ii) the nature
of polyEPG-CD. Different types of model molecules (tert-butyl benzoic acid and triclosan)
were used as drug model to evaluate the loading capacity and sustained release properties of
this PEM system. In parallel, the complexation study of model molecules with both CD
polyelectrolytes were also investigated by Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Isothermal
Titration Calorimetric (ITC) and phase solubility. The influence of thermal crosslinking of the
multilayered coating on its stability and on TBBA release kinetics in phosphate buffered
saline (PBS) at 37°C was studied. Finally, biological and microbiological tests were
performed to investigate the cytocompatibility and the antibacterial activity of multilayer
assemblies.

Keywords: B-cyclodextrin polymer, Layer-by-Layer, polyelectrolytes multilayer (PEM),
textile, biomaterial, drug delivery system, citric acid, epichlorohydrin,
glycidyltrimethylammonium chloride.

Résumeé

Un film multicouche de polyélectrolytes (PEM) a base des polyélectrolytes cationiques et
anioniques de B-cyclodextrine (BCD) a été déposé sur un substrat de textile PET non-tissé
selon la technique Layer-by-Layer (LbL) en vue de futures applications dans la delivrance de
principes actifs en biomatériaux. Tout d'abord, la préparation et la caractérisation de polymere
cationique (polyEPG-CD) par réticulation entre la BCD avec I'épichlorohydrine (EP) en
présence du chlorure de glycidyltrimetrylammonium (GTMAC) ont été réalisées afin
d'obtenir un polymére compatible a 1’utilisation dans les assemblages multicouches. En plus,
le polyélectrolyte anionique (polyCTR-CD) est obtenue par réticulation entre BCD avec de
I'acide citrique (CTR). Deuxiémement, I'optimisation de la construction des multicouches est
majoritairement basée sur (i) la quantité de charge de PET greffé avec polyCTR-CD et (ii) la
nature de polyEPG-CD. Différents types de molécules modéles (acide tert-butyl-benzoique et
triclosane) ont été utilisés pour évaluer la capacité d’encapsulation et les propriétés de
libération prolongée de ce systeme de PEM. En parallele, I'étude de la complexation de
molécules modeles avec deux polyélectrolytes de CD a aussi été étudiée par résonance
magnétique nucléaire (RMN), titration isotherme calorimétrique (ITC) et la phase solubilité.
L'influence de la réticulation thermique des multicouches sur leur stabilité et sur leur
cinétique de libération de TBBA dans un tampon phosphate salin (PBS) a 37 °C a été étudiée.
Finalement, des tests biologiques et microbiologiques ont été effectués pour prouver la
cytocompatibilité et I'activité antibactérienne des assemblages multicouches.

Mots clés : polymére de B-cyclodextrine, couches par couches, multicouches de

polyélectrolytes, textile, biomatériau, délivrance de principes actifs, acide citrique,
épichlorohydrine, chlroure de glycydltriméthylammonium.
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