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RESUME

La protection des surfaces contre la contamination bactérienne est révélée un
enjeu principal dans notre vie quotidienne. La présente étude entre dans ce créneau de
recherche et vise a développer des surfaces antibactériennes basées sur I’exploitation
de la propriété superhydrophobe comme une premiere barriere contre la colonisation
de surface par les agents pathogénes véhiculés par 1I’eau. De plus, une fois cette barriere
est franchie, les surfaces développées réagissent pour neutraliser I’agent pathogene
grace a un agent antibactérien trés efficace inclus dans leurs conceptions.

Dans le premier volet, différentes approches ont été suivies pour le
développement de ces surfaces. Les surfaces antibactériennes ont été¢ développées sur
les substrats en aluminium, elles se basent sur des procédés chimiques pour la création
des micro-nanotextures. Les textures ainsi crées ont été caractérisées par la microscopie
¢lectronique a balayage pour suivre la genese de la texture adéquate qui aboutit a la
surface superhydrophobe en fonction du temps de traitement avec 1’acide HCI. Les
substrats en aluminium ont été revétues par une formulation d’un fluoroalkyl silane le
trichloro(1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl) silane (PF), qui joue le role du revétement
hydrophobe et une huile essentielle d’eucalyptus (ECA), comme un agent
antibactérien. Les surfaces obtenues ont montré des angles de contact de plus de 150°
et des angles de glissement inférieur & 10° avec les textures générées pendant 15 min
de traitement d’acide a 15% (V/V). L’évaluation de I’activité antibactérienne a été
réalisée en premier lieu pour les composantes formant les surfaces séparément ce qui
montre le pouvoir bactéricide de 1’huile essentielle et du PF. Les tests d’antibiofouling

menés directement sur les surfaces confirment leurs activités antibactériennes en



assurant une premicre barriere antibactérienne basée sur le caractére de non-
mouillabilité de la surface.

Dans un deuxiéme volet, I’agent antibactérien est incorporé dans une matrice
de polydimethylsiloxane (PDMS), vu que la barri¢re de superhydrophobicité pourrait
étre franchit une fois la surface est détruite ou méme déposée a I’horizontale, la-ou
I’angle de glissement ne permet pas I’antibiofouling de la gouttelette d’eau contaminée.
Dans cette condition, la bactérie pourrait envahir la surface s’il n’y a pas un agent
bactéricide qui fonctionnera pour neutraliser la bactérie. Le deuxieme type de surface
développé dans cette thése fonctionne selon un mode hybride pour exercer son pouvoir
antibactérien et les surfaces entreront en fonction lorsque la bactérie aura réussi a se
déposer sur la surface, a ce moment-la, 1’huile essentielle neutralise la bactérie et
empéche la colonisation de la surface. Le pouvoir antibactérien des surfaces a base de
PDMS a ét¢ évalué par des tests antibactériens en utilisant deux souches bactériennes
modeles ; Escherichia Coli qui représente le modele des souches a Gram négatif et
Bacillus aureus représentant les souches a Gram positif. Les surfaces ainsi développées
ont €té caractérisées comme des surfaces non-mouillables antibactériennes. Ces
résultats ont été confirmés par des tests microbiologiques. En effet, le test
d’envahissement montre que les surfaces a PDMS-ECA possedent un effet inhibiteur
des cercles de colonisation des bactéries. Le test de croissance réalisé avec la continuité
des stries bactériennes montre que les surfaces constituées avec 1’huile essentielle
présentent des stries bactériennes discontinues ce qui prouve 1’affaiblissement de la
bactérie sur ce type de surfaces.

D’autres conceptions de surfaces ont été réalisés pour améliorer le mode de

fonctionnement des surfaces antibactériennes et qui sont décrites dans deux annexes.
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La premicre annexe résume des essais d’encapsulation de I’huile essentielles pour avoir
un mode de libération controlé. La deuxiéme annexe décrit les surfaces a base de
PDMS se servant de la formulation composée d’huile de siloxane et de I’huile
essentielle comme agent antibactérien qui se diffuse pour empécher la colonisation

bactérienne de la surface.
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Abstract

The protection of surfaces against bacterial contamination is revealed as a main
issue in our daily life. The present project falls into this research niche and aims to
summarize the development of antibacterial surfaces based on the exploitation of the
superhydrophobic property as a first barrier against surface colonization by pathogens
carried by water. Once this barrier is crossed, the surfaces developed will contain in
their designs a very effective antibacterial agent which reacts to neutralize the

pathogen.

In the first part, different approaches were followed for the development of these
surfaces. Antibacterial surfaces have been developed on aluminum substrates; they are
based on chemical processes for the creation of micro-nanotextures. The created
textures were characterized by scanning electron microscopy to follow the genesis of
the adequate texture which leads to the superhydrophobic surface as a function of the
etching time with the HCIl acid. The aluminum substrates were coated with a
formulation of a fluoroalkyl silane (trichloro(1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl) silane)
noted in the text by PF, which acts as the hydrophobic coating and an essential oil
(eucalyptus) noted ECA, as an antibacterial agent. The surfaces obtained showed
contact angles of more than 150° and sliding angles of less than 10° with the textures
generated during 15 min of 15% acid treatment. Firstly, the evaluation of the
antibacterial activity was carried out for the components forming the surfaces
separately, which shows the bactericidal effect of the essential oil and the PF. The

antibiofouling tests carried out directly on surfaces confirm their antibacterial activities



by providing a first antibacterial barrier based on the non-wetting character of the

surface.

In the second step, the antibacterial agent is incorporated into a PDMS matrix,
since the superhydrophobicity barrier could be crossed once the surface is destroyed or
even deposited horizontally, where the sliding angle does not allow the antibiofouling
of the contaminated water droplet. In this condition, the bacteria could invade the
surface if there is not a bactericidal agent that will work to neutralize the bacteria. The
second conception of the developed surfaces use a hybrid mode to apply its
antibacterial effect and the surfaces become operating once the bacteria have managed
to settle on the surface, at that time the essential oil neutralizes the bacteria and prevents
surface colonization. The antibacterial power of PDMS-based surfaces was
characterized by antibacterial tests with two model bacterial strains, Escherichia coli
which represents the model of Gram-negative strains and Bacillus aureus representing
Gram-positive strains. The surfaces thus developed were characterized as antibacterial

non-wettable surfaces.

Other surface designs have been made to improve the antibacterial surfaces
acting mode and are described in two appendixes. The first appendix was reserved for
encapsulation tests of essential oil to give a possibility for a controlled release mode.
In the second appendix, we attempt to achieve slippery surfaces by making a
formulation between siloxane oil and essential oil and then inserting it into a PDMS
matrix. The antibacterial agent works by diffusing from the PDMS matrix to prevent

bacterial colonization of the surface.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1. Problématique

La contamination bactérienne ou virale des surfaces devient de plus en plus un
probléme majeur du quotidien [1]. Une fois la surface est contaminée, elle devient une
source d’inoculation des germes. En effet, les bactéries et les virus peuvent adhérer sur
les surfaces solides et en touchant cette surface, 1’agent pathogéne se transmet a
I’individu et pourrait se reproduire dans le corps humain [2]. Par exemple, les bactéries
genre pneumonea qui sont des bactéries qui se disséminent par les aérosols, gagnent
les voies respiratoires et causent des troubles respiratoires trés graves provoquant
parfois la mort de I’individu [3]. Ces bactéries peuvent se coller aux surfaces solides et
se transmettent en touchant ces surfaces. D’autre part, I’apparition des bactéries
résistantes dans les milieux hospitaliers comme les Staphylococcus aureus résistant a
la méthicilline (SARM) constituent un risque majeur pour la santé des individus qui
fréquentent les lieux d’hospitalisation. Chaque année, au Canada par exemple, 220 000
infections sont associées aux activités d’hospitalisation par ce type de bactérie [4].
Apparue fin 2019, le virus SARS-COV2 responsable de la nouvelle maladie a
manifestations respiratoires mortelles, la covid-19, attire une attention mondiale pour
concevoir des procedes de protection. Un grand nombre de déces de 1’ordre de
6 261 804 jusqu’au 5 Mai 2022 et des centaines de millions de personnes qui ont attrapé
le virus sont enregistrés partout dans le monde et la propagation est encore active [5].
A cause du taux de contamination trés élevé du virus, les lieux publics sont devenus

trés dangereux a la suite de la contamination de tout type de surface ; métallique,



plastique, bois, aliment, etc. A 1’égard de la transmission rapide de virus par contact
avec les surfaces ou les objets, I’organisation mondiale de la santé¢ (OMS) I’a qualifié
d’une pandémie internationale. Par un simple touché de surface contaminée, le virus se
transmet a I’individu sain qui lui-méme devient un véhicule de virus, c’est I’'une des
raisons qui a invité I’organisation mondiale de santé a annoncer que c¢’est une pandémie
et qu’il faut la combattre.

La conséquence sur I’économie mondiale est catastrophique, en effet ceci a
causé une paralysie totale du monde entier qui pourrait se poursuivre encore pour
plusieurs mois. Un état de confinement global et des centaines de milliers de cas en
quarantaine pour lutter contre la transmission de virus. Ceci n’est pas la solution finale
pour lutter contre le virus mais en plus de ¢a, toute surface doit étre désinfectée
immédiatement pour qu’elle ne soit pas un médiateur de propagation, ce qui a engendré
une utilisation excessive des produits de nettoyage et de désinfection pour maintenir la
stérilisation continue de surface. Une main-d’ceuvre, qui travaille en continu pour
stériliser les espaces publiques des services essentiels, est hautement mobilisée et
travaille sous risque d’attraper la maladie.

Ainsi, la fabrication d’une surface antibactérienne pour une longue période est
une solution adéquate qui minimise en premier lieu la propagation des agents
pathogenes et diminue, par conséquent, les risques dans les espaces publiques ou a
usage multiples. D’autre part, avoir une surface contenant dans sa conception un agent
antibactérien et antiviral, diminue [’utilisation périodique des désinfectants et les
produits de nettoyage avec réduction du personnel d’intervention in-situ [6].
L’approche principale de développement de ce type de surface se repose sur la non-

mouillabilit¢é comme une propriété principale qui sert a limiter le dépdt des germes
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transporté en milieu aqueux. Une fois, une bactérie ou un virus réussit a se coller sur la
surface, un agent limitant la croissance des agents pathogénes sera activé.

Avant d’entamer 1’état de 1’art de la conception de ces matériaux et les travaux
réalisés au cours de cette these, une étude bibliographique a été réalisée présentant I’état
de connaissance sur les bactéries, les maladies infectieuses, la contamination des
surfaces, la formation des biofilms et les facteurs influencant 1’adhésion bactérienne.
Nous avons également décrit les approches de développement des surfaces
antibactériennes. Ainsi que I’approche hybride a base de revétement non-mouillable

contenant un agent bactéricide.

1.2. Objectifs
Dans cette perspective, la présente étude a pour objectif de développer une
surface non-mouillable ayant des propriétés antibactériennes. Notre idée est d’effectuer
une intercalation d’une huile essentielle comme agent bactéricide pour avoir une
surface adéquate qui réagit rapidement lors de I’infection, et assure la neutralisation
des agents pathogeénes. On propose en un premier volet de développer une surface ayant
une propriété superhydrophobe comme premicre barriere pour éviter le dépot de la
microgoutte porteuse des microorganismes pathogenes. La réalisation de cette surface
se base sur la propriété autonettoyante des surfaces superhydrophobes qui permettra un
détachement plus facile des bactéries adhérées.
Dans un deuxiéme volet, on tente a accorder aux surfaces un pouvoir
antibactérien. Cette surface réagit pour neutraliser ou limiter la croissance d’un agent

pathogéne. Pour cela, nous proposons I’utilisation d’huile essentielle comme agent a

activité antibactérienne dans la formulation du revétement.



Ceci se renvoie a réaliser des sous-objectifs qui peuvent étre résumés comme suit :

* Création de la texture optimale sur les substrats d’aluminium prise comme

prototypes d’étude

« Evaluation du pouvoir antibactérien des composantes de surfaces en vrac. Les
composantes de surfaces sont le trichloro (1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl) silane
(PF) et I’huile essentielle qui fonctionne comme agent antibactérien

« Evaluation des propriétés de mouillabilités et d’autonettoyage des surfaces.

» Caractérisation physico-chimique des surfaces développées

« Evaluation les propriétés antimicrobiennes des surfaces développées

* Réplication de la texture obtenue sur le (Polydimethylsiloxane) PDMS

» Développer des surfaces permettant la diffusion de 1’agent antibactérien

1.3. Originalité

La protection contre la contamination bactérienne et virale des surfaces est un enjeu
principal dans le maintien de la sécurité biologique de 1’environnement humain et dans
la conservation des espaces collectifs sains et sécuritaires.

La réussite de notre projet va permettre d’approuver 1’efficacité de ce type de
surface et rassurer les individus contre les risques de contamination bactérienne. Il est
a noter que les surfaces développées dans notre projet présentent des originalités selon
plusieurs niveaux :

- Le prépolymere hydrophobe, le trichloro (1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl) silane de
formule brute CsH4CI3F13Si1 (PF) donne la possibilité d’exploitation des atomes de fluor

comme un agent antibactérien en plus de leur aspect hydrophobe.



- L’utilisation d’huile essentielle d’eucalyptus (ECA) dans la maquette de la surface
est un facteur assez puissant du point de vue activité antibactérienne et présente une
nouveauté, puisque les huiles essentielles n’ont jamais été mentionnées dans le
développement des surfaces antibactériennes. D’un point de vue biologique, les huiles
essentielles sont des agents antibactériens trés efficaces et aucune résistance des
bactéries n’a été enregistrée vis-a-vis de ces produits.

L’originalité de la surface développée a base de substrat d’aluminium est
spécifiquement due a la propriété antibactérienne reliée directement a la
superhydrophobicité seule. Ce type de surface sera élaboré par des revétements déposés
par un simple dép6t de couche mince. La formulation contenant le PF et ECA exerce
un triple effet a savoir établir la propriété superhydrophobe par le PF seul et maintenir
un effet antibactérien par PF aussi et ECA.

Par ailleurs, le Poly(dimethylsiloxane) de formule brute(C2HsOSi), (PDMS) qui est
un polymere thermodurcissable présente deux originalités majeures dans le
développement de surfaces antibactériennes de la maniere dont sera utilisé dans cette
étude :

1- Le PDMS servira pour la réplication de la micro-nanostructure €élaborée sur les
substrats d’aluminium ce qui facilite le développement de la barriere de
superhydrophobicité pour établir la protection de la surface contre 1’invasion
bactérienne.

2- Le PDMS donnera la possibilité de faire des dopages par I’huile essentielle, ce
qui est une nouveauté puisqu’il donne la possibilité d’amplifier I’effet antibactérien des

surfaces et assurer une diffusion controlée des agents antibactériens.



1.4. Méthodologie
La conception des surfaces proposées est basée sur l'intercalation d’un agent
bactéricide qui est I’huile essentielle dans une surface micro-nanostructure. Le
processus de la réalisation est décrit a la figure 1.
Deux approches méthodologiques ont été adaptées : I’approche A, consistant
a développer des surfaces antibactériennes qui luttent contre la premiére contamination
des surfaces par les bactéries transportées par I’eau. Les surfaces seront développées
sur des substrats d’aluminium. En une premiére étape, les substrats seront traités par
I’acide hydrochloridrique pour la création de la micronanotexture. Ensuite un
revétement contenant le trichloro(1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl)silane (PF) et 1’huile
essentielle sera déposé et servira comme un agent antibactérien. L’évaluation du
pouvoir antibactérien sera réalisée en tenant compte du pouvoir de la micronanotexture
nue a accueillir les bactéries et ceci est pris a chaque fois comme un témoin négatif des
expériences. L’approche A, consiste en effet a développer des surfaces
superhydrophobes qui actionnent a la fois la barriére superhydrophobe avec la
formulation antibactérienne du fluoroalkyl silane et I’huile essentielle. L’approche B
consiste a exploiter le PDMS comme une matrice efficace pour retenir plus d’huile
essentielle et qui entre en action lorsque la bactérie entre en contact direct avec la
surface. D’autre part, le PDMS qui est un polymeére thermodurcissable donnera plus de
possibilité a faire la réplication des textures adéquates pour la superhydrophobicité. Par
ailleurs, les surfaces a base de PDMS auront la possibilit¢ de retenir ’agent
antibactérien lors de la réticulation en gardant leurs groupements hydrophobes qui
aboutiront a des surfaces superhydrophobes. Cette approche donnera la possibilité de

piéger I’huile essentielle a ’intérieur de la matrice PDMS et la création de la
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superhydrophobicité, ce qui restore la premiere défense contre I’attaque bactérienne.
Une fois la barriére de superhydrophobicité est franchie, ces surfaces continuent a agir
grace a la présence de I’agent antibactérien en assurant une durée de vie antibactérienne

assez prolongée.

Surface antibactérienne

Approche A ‘ Approche B
Surface antibiofouling ‘ Surface bactéricide ‘
. Premiére
Premiere contamination
contamination qji% Q q Q
"-\;- -IE’IT/‘V“.—)"»IA"}'b\llwlj'f/‘\'rv—v‘t"‘.
PR PSS YeT
PR RN iy
Répulsion des Détérioration des
bactéries bactéries

Figure 1 : Différentes approches suivies pour le développement des surfaces

antibactériennes non-mouillables

1.5. Structure de la theése
Ce manuscrit est composé de six chapitres : Le premier chapitre est consacré a
I’introduction générale qui révele ’originalité de ce travail. Dans ce chapitre nous
avons décrit la problématique évoquée dans cette these. Nous avons défini les objectifs
a atteindre ainsi qu’une breéve description de la méthodologie suivie. L’introduction

révele aussi I’originalité de ce travail ainsi que la structure de la these.



Le deuxieme chapitre est consacré a une synthése bibliographique portant sur
les surfaces superhydrophobes antibactériennes et les méthodes d’élaboration de
surfaces antibactériennes.

Le troisiéme chapitre a ¢été consacré pour la description des méthodes de
développement des surfaces superhydrophobes antibactériennes sur des substrats
d’aluminium et des surfaces a base de PDMS. D’autre part, le chapitre décrit les
procédures expérimentales de réalisation des analyses physico-chimiques de
caractérisation des surfaces développées. Les tests antimicrobiens sont aussi détaillés
dans ce chapitre.

Le chapitre quatre comporte une étude relative au choix des concentrations
d’acide HCI en fonction du temps de traitement (des surfaces d’aluminium par I’acide
HCI) et leurs effets sur les angles de contact. D’autre part, les surfaces revétues par une
formulation réalisée entre 1’huile d’eucalyptus et le fluoroalkyl silane ont été mené a
des caractérisations physico-chimique et microbiologique qui révélent a la fin I’aspect
non-mouillable et antibactérien des surfaces. La conception des surfaces dans ce
chapitre fonctionne selon I’approche A suppose que la contamination bactérienne des
surfaces vient des bactéries transportées par 1’eau.

Le cinquiéme chapitre résume la contribution du polymeére thermodurcissable
(le PDMS) a étre une matrice hote pour la séquestration de 1’huile essentielle. Ce
chapitre s’inscrit dans 1’approche B proposée qui stipule que la barricre de
superhydrophobicité est franchie et que la surface doit entrer en action de neutralisation
des bactéries en contact direct. Le choix de PDMS est di a sa capacité d’encaisser

I’huile essentielle a donné a la surface une capacité antibactérienne double vu qu’elle



aboutit a une surface qui demeure fonctionnelle contre I’attaque bactérienne méme si
la surface n’est plus superhydrophobe.

Le chapitre numéro six constitue la conclusion de cette étude et tire a la fin des
modalités d’action des surfaces non-mouillables antibactériennes développées. Des
perspectives ont aussi €té ajoutées et pourraient aboutir a mieux comprendre les enjeux
des surfaces antibactériennes pour la réussite de ce type de surface.

Deux annexes ont été ajoutées pour mettre en relief d’autres essais pour la
réalisation des surfaces antibactériennes. La premiére annexe traite le développement
de surfaces de PDMS contenant 1’huile essentielle de romarin encapsulée. En effet, vu
la haute volatilité des huiles essentielles nous avons essayé des encapsulations de
I’huile pour donner un temps de vie assez ¢levé des surfaces antibactériennes.

La deuxiéme annexe montre un essai de réalisation des surfaces de PDMS
fonctionnant en mode de diffusion de I’huile essentielle en se basant sur la propriété de
glissement de ce type de surface. Des essais d’évaluation des activités antibactériennes

été réalisés et dégagent des défis majeurs pour en réussir ces surfaces.






CHAPITRE 2 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1. Introduction

Dans la partie bibliographique de ce travail, nous allons présenter en premier lieu
un apercu général sur les bactéries et la contamination des surfaces, les risques
environnementaux liés aux bactéries. En second lieu, une partie de synthése
bibliographique sera consacrée pour dévoiler les différents types d’approches de
contaminations bactériennes ainsi que les surfaces antibactériennes développées a cet
égard.

Par la suite, une partie sera consacrée aux méthodes d’élaboration de surfaces
antibactériennes en utilisant une approche hybride a base de revétement non-mouillable
contenant un agent bactéricide. Nous finissons ce chapitre avec une bréve description
des divers procédés de traitement de surface pour la création de la texture clef pour

I’¢laboration des surfaces superhydrophobes.

2.2. Spécificité des bactéries et risques biologiques

2.2.1 Généralité sur les bactéries

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires procaryotes qui
mesurent entre 0,5 et 10-15 um [7]. Les cellules bactériennes peuvent étre assimilées a
une bicouche de lipides qui limitent les substances cytoplasmiques et les organites avec
un échange trés sophistiqué avec l'environnement extérieur. Cette microstructure
biologique a des processus chimiques programmés pour gérer l'environnement
intérieur et extérieur [8] en détectant les parameétres physico-chimiques et en

échangeant des substances et des métabolites pour la respiration, la nutrition,



I'excrétion et la multiplication. Cette entité se développe lorsque les conditions sont
favorables et prend des formes de dissémination lorsque les conditions deviennent
défavorables [9]. La bactérie n’est pas un mélange de protéines, de saccharides et de
lipides associés au hasard, c'est plutdét une structure unitaire de vie, sophistiquée,
contenant différents organites, chacune assure une fonction. La figure 2a résume la
structure typique d’une cellule bactérienne. Ces organismes procaryotes généralement
ne posseédent pas de noyau et I’ADN chromosomique circulaire se trouve directement
dans le cytoplasme [10]. Les cellules bactériennes sont entourées d’une membrane

plasmique doublée par une paroi.

La classification des bactéries se base principalement sur la structure de
membrane et repose sur la juxtaposition des armatures membranaires pour protéger la
cellule. Ce renforcement de structure donne la capacité de résistance des bactéries
envers les conditions extrémes et méme leurs comportements vis-a-vis de certains
antibiotiques. Les bactéries peuvent étre divisées en deux principales classes. Les
bactéries a Gram positif et a Gram négatif, faisant référence a la capacité des bactéries
aretenir la coloration de Gram, ce qui donne plus de renseignements sur la structuration

de la membrane.
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Figure 2 : Schéma générale de la structure bactérienne ; a) : Structure typique
d’une cellule bactérienne ; b) : Structure simplifiée de la membrane bactérienne.

[11]

L’analyse des parois cellulaires Gram-positives et Gram-négatives montre que

les parois cellulaires a Gram positif ne contiennent qu'une seule membrane plasmique

13



lipidique et une épaisse couche de peptidoglycanes liée aux acides téichoiques et
lipotéichoiques, tandis que les bactéries a Gram négatif ont une membrane cellulaire
interne et externe et seulement une fine couche de peptidoglycane dans l'espace
périplasmique entre 1'espace interne et la membrane externe. Il y a une couche de
lipopolysaccharide tapissant la membrane externe des bactéries & Gram négatif. La
figure 2b résume la structure de la membrane des deux types de bactéries. D’autre part,
Chaque espece possede de propres caractéristiques métaboliques et morphologiques :
Les cocci par exemple sont courts et sphériques comme Staphylococcus aureus, les
bacilles sont en forme de batonnet, d’autres peuvent étre incurvés ou spiralés du genre
tréponéme [12].

2.2.2. Croissance bactérienne et mode de vie

La connaissance des modes de vie des bactéries et leurs cinétiques de croissance
donne une faveur pour en savoir la maniére adéquate pour la lutte contre les espéces
pathogenes qui peuvent coloniser une surface ou méme pour garder les surfaces sans
aucune impureté¢ biologique. L’état des bactéries est fortement dépendant des
conditions environnementales ; elles peuvent €tre en état végétatif, durant lequel la
bactérie peut se multiplier, ou a 1’état de repos qui est caractérisé par un minimum
d'échanges avec le milieu extérieur assurant la survie bactérienne, sans multiplication
[13]. La croissance bactérienne peut se traduire par la multiplication des cellules [14].
La multiplication des bactéries se fait par la division d’une cellule mere, avec partage
équivalent du matériel génétique [15]. Comme résultats de cette division il y aura deux
cellules filles identiques a la cellule mére. Le temps de cette division varie selon les

especes bactériennes et peut étre aux alentours de 30 min chez E. coli. Au cours de sa
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croissance, la bactérie a besoin des nutriments qui viennent des milieux de culture ou
de milieu environnant [16]. Briévement la croissance bactérienne peut étre suivi par
I’évolution du nombre de cellules en fonction du temps et la courbe de croissance des
bactéries obtenue est constituée par cinq phases ; une phase de latence, une phase
exponentielle de croissance, une phase de début de la phase stationnaire, une phase de

stationnaire, et une phase de déclin (Figure 3).

2. Phase exponentielle 3. Début de la 4.Phase
de croissance phase stationnaire stationnaire

‘ l ‘ 5. Phase de
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Figure 3 : Courbe typique de croissance bactérienne et explication des

différentes phases [17]

Note figure 3: 1. C’est le temps nécessaire a la bactérie pour s’adapter au nouveau
substrat; 2. Le taux de croissance atteint son maximum; 3. La vitesse de croissance
diminue; 4. Le taux de croissance devient nul et 5. Les ressources nutritives sont

épuisées, les métabolites toxiques ainsi, le taux de croissance est négatif
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2.2.3. Stratégies d'adhérence bactérienne a la surface

Pour développer une surface adéquate pour éviter la colonisation et/ou
I’adhérence des bactéries en utilisant la propriété superhydrophobe, il y a quelques
parameétres a considérer afin d’exploiter les mémes phénomeénes d’étalement de la
gouttelette d'eau sur la surface. En effet, les bactéries réagissent avec la surface grace
a différentes molécules de surface, et la cellule peut réagir intelligemment avec son
environnement. Les bactéries utilisent plusieurs mécanismes pour coloniser tout type
de surface en utilisant des molécules adéquates telles que I'adhésine [18], le récepteur-
ligand, le mucus, le pili ['], les lectines [20], les peptides associés au biofilm [21], les
lipopolysaccharides, le glycane [22]. Ces molécules sont des stratégies spécialisées
pour 'adhésion des bactéries méme a une surface dynamique et résistante, par exemple
dans les interactions cellule-cellule, les cellules-solides, 1'adhésion cellule-mucus ou
méme cellule-liquides. Par exemple, pour adhérer & une surface muqueuse, Vibrio
cholerae ¢€labore des appendices filamenteux adhésifs (pili) a partir des membranes et
colonise la surface interne de l'intestin [23]. La dimension miniaturisée des cellules
bactériennes conduit a leur adhésion sur les surfaces micro-structurées et 1'utilisation
des molécules membranaires assure leurs attachements méme des surfaces
nanométriques [24]. Ainsi, les bactéries ne peuvent pas €tre assimilées comme une
gouttelette d'eau et I'analogie du phénomene d'hydrophobie de la surface vis-a-vis de
I’eau ne semble pas étre étendu aux cellules bactériennes pour cela il a fallu tenir en
compte ces spécificités bactériennes pour réussir la réalisation des surfaces
antibactériennes. Finalement, il s’en sort que toutes les surfaces sont sujettes a

'adhésion bactérienne surtout lorsque la surface est structurée a une échelle micro-
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nanométrique qui est la structure exacte qui permet la définition des surfaces

superhydrophobes.

2.2.4. Risques biologiques reliés aux bactéries

Ecarter les bactéries des surfaces ou les neutralisés est essentiellement relié & un
risque biologique qui menace la vie quotidienne des individus, ce risque est di au
pouvoir des espéces pathogenes qui ont le pouvoir de s’attaquer aux humains. Parmi le
pouvoir de ces espeéces bactériennes pathogenes, c’est 1’adhérence des cellules a
I’échelle étendue sur une surface qui définit la formation de biofilm. La capacité des
bactéries a se fixer et a former des biofilms sur les surfaces abiotiques est une
préoccupation majeure des industries fournissant un environnement appropri¢ pour
garantir une production meilleure. En fait, les biofilms améliorent la capacité des
bactéries a survivre aux stress abiotiques ce qui cause des problémes difficiles dans
plusieurs secteurs tels que les industries alimentaires, les installations médicales et
systemes d'eau [25]. En se basant sur la littérature, il existe en fait plusieurs secteurs
touchés par la formation de biofilm (Figure 4) : biofilms et environnements

alimentaires, biofilms et environnements médicaux, et biofilms et autres

environnements [26].
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Figure 4 : Secteurs touchés par la formation des biofilms

Les biofilms sont définis comme des écosystémes complexes et dynamiques, ils
se composent de microorganismes vivants et morts. Ces micro-organismes adhérent les
uns aux autres et a la surface réceptrice [27]. La surface réceptrice peut étre de type
biologique, telle que les cellules de la muqueuse intestinale, de type minéral et végétal,
de type animale, industriel, médical ou non biologique, comme les équipements de
lI'industrie agro-alimentaire [15]. Au sein d'un biofilm, les bactéries sont capables
d'effectuer des activités collectives, coordonnées par les interactions et la
communication entre elles. Ces différentes interactions jouent un role important dans
la formation du biofilm ainsi que dans la résistance cellulaire a divers parameétres
environnementaux. D’autre part, le biofilm aide dans la reconnaissance des surfaces
abiotiques et favorise 1’adhésion [23]. La formation du biofilm se déroule en plusieurs

étapes ; adhésion, croissance de surface, maturation puis dispersion (Figure 5) [28].
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Figure 5 : Exemple représentant les étapes de la formation d’un biofilm

bactérien [29]

Les biofilms posent des problémes techniques et sanitaires dans de nombreux
domaines industriels et médicaux. D’ou la nécessité de comprendre comment ces
structures se forment [21]. Bien que I’adhésion des bactéries aux surfaces solides soit
la premiere étape de la formation des biofilms, c’est 1’étape cruciale pour empécher
I’ancrage sur la surface. En effet, lorsque les conditions environnementales sont
favorables, les bactéries fixées sur les surfaces s'organisent en communautés
structurées et enrobées dans une matrice de polymeéres. Ces formes de vie sont appelées
biofilms [30]. Lorsque le matériau est placé dans un environnement humide et non
stérile, la surface peut étre contaminée par des composés organiques ou inorganiques
pendant un temps relativement court formant une couche nutritive. Les micro-
organismes qui entrent en contact avec cette surface vont alors adhérer a cette couche
déja formée [16]. Cette étape pourrait entrer dans la définition d’une stratégie adéquate
de lutte contre la contamination de la surface qui se base sur ’empéchement de

I’adhérence primaire de la couche d’impureté de surface ainsi que les premiéres étapes
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d’adhérence des cellules bactériennes. Une fois déposés, les micro-organismes
adhérents se multiplient et forment une premicre colonie de microorganismes. Dans un
¢tat d’adaptation avec la surface, les microorganismes produisent des polymeres,
principalement composés de polysaccharides et de protéines. Ces substances
deviendront les composants de base de la matrice protectrice du biofilm et 1’adhésion
devient irréversible et son détachement est plus difficile. L'étape suivante concerne le
développement et la maturation du biofilm, qui augmente jusqu'a devenir
macroscopique. La derniére étape est la dispersion ou dissémination des bactéries aux
alentours de la surface contaminée. En effet, sous l'influence du vieillissement des
biofilms ou de certains stress, des microorganismes peuvent se détacher des biofilms

et coloniser d'autres surfaces [31].
2.2.5. Substances et produits antibactériennes

Pour lutter contre la contamination, des stratégies naturelles ont été développées
et utilisées pour limiter les associations de bactéries et diminuer leur virulence. Les
substances antibactériennes sont des entités moléculaires agissant sur plusieurs niveaux
du métabolisme bactérien pour bloquer la croissance. Le tableau 1 résume le mode

d'action de certains antibiotiques.
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Tableau 1 : Exemples des familles d’antibiotique et leurs modes d’actions [32]

Antibiotiques

Action Principale

Lactames
Sulfonamides
Aminoglycosides

Chloramphénicol

Tétracyclines
Glycopeptides
Ansamycins

Lipopeptides

Bloque la synthése des peptidoglycanes
Bloque le métabolisme des folates

Inhibe la synthése des protéines

Inhibe 1’activité de ribosome peptidyl-
transférase

Inhibe la division cellulaire

Inhibe la synthése de la capside bactérienne
Inhibe la polymérase d’ARN

Réagit avec les fonctions membranaires

D'autres produits et substances ont ¢été caractérisés par leurs pouvoirs

bactéricides. Les nanoparticules (NPs) sont parmi les composants les plus utilisés et

associés aux surfaces antibactériennes, le mode d'action des nanoparticules est encore

peu développé et peut étre li¢ a la diffusion d'ions métalliques dans la cellule [33] ou

par contact direct entre les particules et le microorganisme [34]. Le tableau 2 résume

certaines particularités des nanoparticules et leur mode d'action.
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Tableau 2 : Exemples des nanoparticules ayant des activités antibactériennes

Nanoparticules

Particularité

Références

Ag-NPs

Au-NPs

Cu-NPs

ZnO-NPs

Réagit contre les Gram-
positive et Gram-négative
Agit par diffusion des ions
Ag®

Action Intra-cellulaire contre
Corynebacterium pseudo-
tuberculosis

Production des ROS, induit
la peroxydation lipidique,
oxydation des protéines et
dégradation de ’ADN chez
E. coli

Production des ROS

[35]

[36]

[37]

[38]

Les huiles essentielles sont des extraits naturels des différentes organes des

plantes aromatiques [39], trés riche en terpénes et terpénoides [40]. IIs sont caractérisés

par leur faible miscibilité dans 1’eau. La résistance des bactéries vis-a-vis des huiles

essentielles n'a jamais été signalée [41] comme c'était le cas presque pour tous les

antibiotiques conventionnels (tableau 3). Le mode d'action des huiles essentielles est

généralement di au blocage de la croissance bactérienne dans les milieux huileux d'une

part, et a la présence de substances volatiles et des molécules actifs qui agissent sur les

différents processus énergétiques de la cellule d'autre part [42]. Ces agents bri¢vement

cités dans le tableau 3, peuvent inhiber la croissance, neutraliser ou éliminer totalement

les bactéries. La surface antibactérienne pourrait contenir 1'un de ces produits qui peut

étre couplé a d’autres barrieres comme la superhydrophobicité et éviteront en
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conséquence l'adhérence des bactéries. Par cette combinaison, ces deux stratégies
pourraient fonctionner en synergie pour minimiser le dépot primaire de bactéries
médiées a la surface par I'eau, et si cette barriére est franchie et quelques cellules
bactériennes sont déposées., La deuxiéme stratégie avec un agent antibactérien
fonctionne pour inhiber la croissance de bactéries et minimise ainsi, le risque

biologique.

Tableau 3 : Exemple des huiles essentielles vérifiées par leur activité

antibactérienne
Origine de I’huile Microorganismes Références
essentielle
Feuilles d’Eucalyptus | E. coli et Staphylococcus [43]

globulus | aureus
Cymbopogan citratus | Escherichia coli [44]
Salmonella typhimurium

Staphylococcus aureus

Cuminum cyminum | Bacillus cereus [45]
Bacillus subtilis
[46]
Pépins de Piper nigrum | Staphylococcus aureus,
Plante entiere de Melaleuca | Escherichia coli et
alternifolia | Pseudomonas aeruginosa
Copaifera officinalis

Syzygium aromaticum

Parmi les rares formulations qui impliquent les huiles essentielles dans les
surfaces c’est celle développée par Harisson et al.,, (2021) qui consiste au

développement d’un nanorevétement hybride a base de thé-cinnamaldéhyde avec un
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sel métallique tel que les sulfates de cuivre pentahydraté ou du nitrate d'argent. La
formulation été étalée sur une surface selon le mode des surfaces biocides présentant
une efficacité antibactérienne contre Escherichia coli a et Staphylococcus aureus avec
un pouvoir de désinfection de la surface contre le SARS-CoV-2. Le principe actif a été
di aux nanoparticules d’argent et de cuivre ainsi formés du mélange avec le
cinnamaldéhyde et non prouvé pour 1’huile essentielle séparément [47]. Les huiles
essentielles malgré leurs pertinences elles n’ont pas été utilisées dans le développement
des surfaces antibactériennes comme composantes intégrées dans la conception des
surfaces. Seulement les huiles essentielles ont été prouvées pour leurs activités

antivirales, antibactériennes et antifongiques [48].

2.3. Ingénierie de surfaces antibactériennes

2.3.1 Les facteurs influencant I’adhésion bactérienne sur la surface

L'adhésion bactérienne est un processus trés compliqué qui est affecté par de
nombreux facteurs. Par exemple, la nature chimique et physique de la surface du
matériau cible en plus les facteurs dans le milieu de suspension bactérienne, tels que la
présence des nutriments comme les glucides, protéines, ou méme les substances
bactéricides sont susceptibles de favoriser 1’adhésion [49]. D’autre part,
I’hydrophobicité de la cellule bactérienne joue un role dans le processus d’adhésion sur
une surface. En général, les bactéries hydrophobes préferent les surfaces hydrophobes
et les bactéries hydrophiles, les surfaces hydrophiles [50]. Plusieurs autres facteurs
influencent 1I’adhésion bactérienne y compris les facteurs liés a la surface cellulaire de
la bactérie, telles que I’hydrophobicité, la flagellation et la motilité. L’adhésion est

tributaire aussi de la nature chimique du matériau, sa géométrie, et la rugosité de la
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surface. Achinas et al., en 2019 ont confirmé que les propriétés de surface, telles que
I’hydrophobicité, les facteurs environnementaux, comme la température, le pH, la
disponibilité des nutriments et les conditions hydrodynamiques contribuent aussi a
I’adhésion [51].

Grivet et coll. (2000) ont étudié 1’adhésion de quatre souches du genre
Streptococcus (S. mitis, S. mutans, S. oralis et S. sanguinis) sur des alliages dentaires
hydrophobes. Les résultats ont montré que 1’hydrophobicité a fortement influencé le
taux d’adhésion ou la souche la plus hydrophile. S. mitis a présenté le plus faible taux
d’adhésion. Ainsi leur étude a montré que 1’adhésion de la bactérie sur a un matériau
peut étre influencée par la charge de la surface bactérienne. Ce qui améne a dire en
conclusion que la charge des bactéries varie en fonction des espéces et le pH du milieu
et qu’une bactérie ayant une charge ¢levée, elle est hydrophile. La phase de croissance
des bactéries est également un facteur qui peut influencer 1’adhésion bactérienne sur
une surface [52].

L’influence de la phase de croissance sur 1’adhésion d’E. coli sur une surface
en quartz a ¢t¢ ¢tudice par Walker et coll. (2005). Ceci montre que la cinétique
d'adhésion des bactéries, dans des conditions d'écoulement en utilisant un systeme de
dépot a point de stagnation radial, est plus €levée pendant les phases de croissance mi-
exponentielle et stationnaire. Ce comportement est attribué au degré élevé
d'hétérogénéité de charge locale sur les membranes des cellules en phase stationnaire,
ce qui entraine une diminution de la répulsion électrostatique entre les cellules et la
surface de quartz. Les cellules a phase exponentielle moyenne, en revanche, ont une
distribution de charge plus uniforme sur la membrane externe, ce qui entraine une plus

grande répulsion électrostatique et, par la suite, une adhérence faible. Les résultats
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prouvent que les macromolécules responsables de ce phénomene sont des protéines
liées a la membrane externe et les groupes fonctionnels associés aux
lipopolysaccharides [53].

Alotaibi and Bukhar (2021), ont observé la formation de biofilm a partir de la
fixation initiale des cellules bactériennes sur le substrat, les changements
physiologiques au sein du microbe, la multiplication des cellules adhérées pour former
des colonies, et enfin la maturation du biofilm. Ils ont mis en évidence que les bactéries
ont la capacité de se développer a la fois sous forme libre ou sous forme de biofilms
attachés a diverses surfaces. Les biofilms semblent jouer un réle essentiel dans la survie
bactérienne dans des conditions naturelles et difficiles ainsi que la protection des
cellules bactériennes contre les agents antimicrobiens et les composés toxiques. Les
biofilms bactériens peuvent se former sur toutes sortes de surfaces, y compris le verre,
le plastique, le bois, le métal, la terre particules, matériaux d'implants médicaux, tissus
et produits alimentaires [54].

Dans le cas de surfaces en textiles, Hemmatian et coll. (2021) ont étudié les
propriétés textiles, en tenant compte de la mouillabilité, la porosité, le volume total des
pores et la taille des pores en association avec adhésion bactérienne. Deux bactéries
model ont été utilisées pour analyser la tendance a 1'adhérence: Escherichia coli (gram
négatif) en forme de batonnet et Staphylococcus aureus (gram positif) de forme
sphérique. Des surfaces ¢€lectro-filées a base de polystyreéne et de poly (acide lactique)
ont été utilisées comme substrats, avec une modification de mouillabilité par le procédé
plasma (en utilisant soit d’Oz soit du C4Fg). Les résultats ont montré que la mouillabilité
du substrat influence principalement 1'adhésion cellulaire, dont la surface hydrophile a

entrainé une adhérence considérablement plus élevée. Le volume et la taille des pores,
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plutot que la porosité elle-méme, étaient également des facteurs importants affectant
I'adhérence et la rétention des bactéries. De plus, la distribution spatiale compactée des
fibres a limité l'intrusion cellulaire dans les pores ce qui a réduit la quantité totale des
bactéries adhérentes. Ainsi, les textiles superhydrophobes avec un volume total de
pores réduit et une taille de pores plus petite minimisent l'adhérence [S5].
Almaguer-Flores et coll [56] ont examiné 1’adhésion de S. aureus et E. coli sur
des surfaces a base de dioxyde de zirconium (ZrO) et de dioxyde de titane (Ti0O2). Les
résultats ont montré que I’adhésion de ces bactéries sur le TiO était plus forte par
rapport a celle de ZrO». Ce comportement s’explique par la nature de cette surface qui
facilite I’interaction entre la bactérie et la surface. Dans le cas des surfaces organiques,
par exemple, Wilson-Nieuwenhuis et coll [57] ont montré dans leur étude sur le
polychlorure de vinyle (PVC) que plus la surface est rugueuse plus 1’adhésion
bactérienne est favorisée. Une surface rugueuse, en effet augmente la surface de contact

entre le matériau et les cellules bactériennes.

2.3.2. Les surfaces bactéricides

Comme déja indiqué, parmi les solutions proposées pour limiter I’adhésion ou
la croissance microbienne, [’utilisation des surfaces bactéricides, tel que
I’immobilisation des antibiotiques sur les surfaces via des agents de linkage. En effet,
I’imprégnation du matériau par des antibiotiques a été la principale stratégie de lutte
contre les phénomenes d’infection. Dans ce contexte, Wang et al. [S8] ont incorporé
dans des particules mésoporeuses de silicium un agent antimicrobien dit Triclosan (5-
chloro-2-(2,4 dichlorophenoxy) phénol). Les tests antibactériens ont montré que ces

particules de silicium constituent un support efficace pour la libération prolongée
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d’agents antimicrobiens. Les particules mésoporeuses élaborées ont une activité
inhibitrice maintenue durant 15 jours contre la Staphylococcus aureus ; bactérie qui se
trouve couramment dans le nez, les passages et les muqueuses des humains ainsi que
la peau et qui provoque une variété d'infections et de toxicoses bien connues chez
I'homme et se transmet facilement méme en touchant une surface contaminée.

Afin d’empécher la prolifération bactérienne et la formation de biofilms sur les
implants, Davidson et coll [59] ont fixé par liaison covalente sur une surface de titane,
un antibiotique dit tétracycline. Les résultats ont montré que le matériau élaboré
présente une activité inhibitrice contre la bactérie testée (Escherichia coli), en
empéchant la colonisation de sa surface par les cellules bactériennes. Ainsi, la nouvelle
surface formée offre un puissant moyen de protection des implants transcutanée contre
I'adhérence des bactéries pathogénes gram-négatifs, et réduit le besoin de
remplacement des implants a cause des infections. De plus, le couplage covalent de
l'antibiotique tétracycline (TET), et les surfaces en titane (Ti-TET) a pu retarder la
colonisation a gram négatif. Malgré 1’efficacité de ces méthodes utilisées pour lutter
contre la contamination bactérienne, 1’efficacité des antibiotiques varie en fonction de
I’apparition de phénomenes de résistance. Certaines souches bactériennes sont multi
résistantes et constituent ainsi un danger surtout dans les espaces hospitaliers. Il existe
également des bactéries persistantes qui peuvent survivre sans se diviser. Ces
phénomeénes de résistance aux antibiotiques peuvent étre évités en développant d’autres
types de surfaces antibactériennes en utilisant d’autres types d’agents actifs.

Parmi les solutions proposées pour éviter la résistance aux antibiotiques, le
revétement de surfaces par des métaux ayant des propriétés antibactériennes. En effet,

Shi et coll [60] ont développé des matériaux bactéricides par dépdt de nanoparticules
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d’argent sur le nylon. L ’approche a été utilisée pour fabriquer des matériaux hybrides
a base des nanoparticules d'argent-nanofibres de nylon via un one-step electrospinning
method pour s’attaquer aux bactéries. La nouveauté réside dans 1’utilisation de solvant
d'électro-filage contenant un agent réducteur (des ions Ag") et la matrice polymére
comme agent stabilisant pour la synthése in situ de nanoparticules d'argent. Le
polymeére obtenu permet une inhibition de 99,9 % de E. coli mod¢les prises pour les
gram-négatifs et de plus de 99.99% de Bacillus cereus prises comme mode¢le des gram-
positifs.

D’autres chercheurs ont déposé des particules d’oxyde de cuivre sur du tissu a
90% de polyester et 10% de polyamide pour apporter des propriétés antibactériennes
au textile. Le matériau élaboré inhibe 100 % de Staphylococcus aureus et 84 % de la
pneumonie a Klebsiella selon les estimations de la norme ASTM E2149 des tests
antimicrobiens [61]. Par ailleurs, Shaheen et coll ont élaboré un matériau par dépot de
nanoparticules d’oxyde de zinc sur du coton. Le tissu élaboré inhibe 94% d’E. coli et
92% de S. aureus [62].

Malgré le succes des surfaces utilisant les métaux a effet bactéricide pour éviter
la résistance aux antibiotiques, certains problemes limitent I’utilisation de ces surfaces
antibactériennes basées sur ces matériaux comme la toxicité de certains des métaux tel
que le cuivre, le zinc ou I’argent [63], ainsi le colit élevé de certains métaux comme
I’or et le platine [64]. Spontanément, les surfaces des matériaux présentent une défense
faible contre I’envahissement microbien [65]. Ainsi, les cellules microbiennes
attachées a toute surface artificielle dans un environnement humide peuvent survivre
et se proliférer. Alors que le nombre de cellules augmente a la surface, les cellules

microbiennes commencent généralement a former un biofilm [66]. De tels biofilms
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permettent aux cellules microbiennes de survivre dans des conditions difficiles et les
cellules deviennent résistantes a des doses tres élevées a la plupart des antibiotiques et
corrodent les surfaces métalliques. De plus, de nombreuses toxines excrétées par les
biofilms rendent ces derniers pathogénes et I’infection peut arriver a la suite d’un
simple contact avec ces surfaces [67]. Dans ce contexte, le revétement des surfaces par

des polymeéres biocides est apparu comme alternative pour protéger les surfaces.
2.3.3. Le revétement de surfaces par des polyméres biocides

Les polymeéres biocides sont des polyméres ayant des propriétés
antibactériennes composés d'unités répétitives biologiquement actives. Plusieurs
polymeres porteurs de groupements biocides tels que les sels d’ammonium ou de
phosphonium se sont généralement des dérivés de polypyridine. IIs représentent une
classe de polymeéres cationiques hétérocycliques contenant des groupes ammonium
quaternaire [68]. Li et Shen (2000) ont synthétisé des copolymeéres de 4-vinylpyridine,
de styreéne et de di-vinylbenzene, suivis d'une quaternisation d'hydrocarbures halogénés
des polymeres cationiques. Ce copolymere présente une bonne activité antibactérienne
contre E. coli avec une faible biocompatibilité¢ aux cellules mammaliennes humaine
[69]. En 2011, Siedenbiedel et Tiller ont étudié le contrdle des infections microbiennes
en utilisant des polymeéres antimicrobiens proposés comme nouvelle classe de
désinfectants en plein essor, qui peuvent étre utilisés comme alternative aux
antibiotiques dans certains cas. Les polymeéres antimicrobiens peuvent étre attachés aux
surfaces sans perdre leur activité biologique, ce qui permet la conception de surfaces
qui tuent les microbes sans libérer de biocides. Le mécanisme d’action des polyméres

antimicrobiens cationiques fonctionne de maniére similaire aux peptides
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antimicrobiens par action sur la membrane, tels que la magainine. D’autres polymeéres
agissent par des groupements biocides qui se libérent suite a I’humidité ou en fonction
de pH [70].

En 2016, Chen et al ont étudié¢ le phénomene de I’encrassement bactérien sur
les surfaces qui présente un probléme majeur dans I’industrie (Bacterial fouling). Ils
ont décrit des méthodes conventionnelles utilisées afin de prévenir la formation de
biofilm. Ces dernicres, avaient des faibles effets pour induire I’infection et peuvent
méme causer des contaminations supplémentaires. Ils ont introduit les polymeres
biocides comme alternative pour tuer ou inhiber les bactéries et prévenir la formation
de biofilm. Les polymeéres antibiotiques sont efficaces contre bactéries a la fois en
solution et sous forme de revétements, a travers différents mécanismes d'action. Afin
d'améliorer leur efficacité, les biocides polymeres ont été congus avec des biocides et
des actions antibio-salissures [71].

Kugler et coll ont greffé des chaines de poly (vinylpyridine) quaternisé (PVP)
sur des billes de Si0; et les ont mis en présence d’un inoculum de S. epidermidis a 1'état
de croissance exponentielle. Ils ont constaté qu’apres 24 h, la réduction bactérienne est
de 98% dans le cas de dépdt des cellules sur la surface, alors qu’aucune réduction
bactérienne n’a été enregistrée dans le cas d’ajout en milieu liquide. Cela a permet de
mettre en évidence le mode d’action par contact pour tuer les bactéries par les billes de
Si0O2 chargées positivement suite au greffage du PVP quaternisé. En effet, les cellules
bactériennes ont moins de chance de rencontrer les billes a travers les mouvements
browniens dans un plus grand volume de solution en mode liquide [72].

Pour conclure, les agents antibactériens actifs par contact désignent les biocides

qui désactivent les bactéries tout en restant liés aux surfaces sur lesquelles ils sont
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immobilisés et sans libération de molécule biocide. En effet, les tests courants d'activité
antimicrobienne ne peuvent pas faire la distinction entre l'activité de contact et les
systemes de libération. Cela arrive si le biocide inclus dans un matériau diffusera a
I’extérieur s'il n'est pas lié de maniére covalente. Nazi en (2020) a montré que la
concentration de polymeére est un facteur important pour les polymeéres biocides en
solution pour tuer les bactéries, ainsi que les mécanismes d’action biocides différent en
solution et sur la surface. D’autre part, 1’activité de ces surfaces dépendait de la masse
moléculaire des polymeéres couvrant la surface. L hydrophobicité aussi et la charge des
chaines polymériques jouent un rdle clé pour éviter la coagulation de ces polymeéres ce
qui entraine 1’altération de 1’effet biocide [73]. Les agents antibactériens actifs par
contact les plus fréquemment rapportés dans la littérature comprennent les composés
d'ammonium quaternaire tels que, les alkyls pyridinium, le poly(2-(diméthylamino)

éthyle méthacrylate quaternisé€), les phosphoniums quaternaires et les chloramines.

2.3.4. Les surfaces photo bactéricides

Les agents antibactériens photo-dynamiques ont attiré 1’attention des
chercheurs depuis longtemps. Le greffage des molécules photo-bactéricides ayant une
haute activité antibactérienne sur des matériaux permet de développer de nouveaux
supports actifs pour lutter contre la contamination des surfaces [74]. Ces agents sont de
nature moléculaire ou méme particulaire ces matériaux utilisent une source lumineuse
pour qu’ils réagissent catalytiquement afin de produire des especes biologiquement
actives telles que les dérivées de I’oxygene qui sont des radicaux libres RO’ et de
I’oxygéne singulet O;". Ces espeéces oxygénées sont trés toxiques pour toutes les

cellules vivantes. Leur mécanisme d’action est basé sur la mise en place d’un stress
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oxydatif menant a la mort cellulaire. L’oxygene singulet réagit avec différents substrats
(protéines, lipides, acides nucléiques...) et endommage ou détruit les cellules et les
microorganismes. En effet, si le photosensibilisateur (la partie moléculaire sensible a
I’excitation lumineuse) est incorporé dans une surface solide, le systeme de I’oxygene
singulet généré a sa surface en présence de lumicre, entrainant une activité
antibactérienne [75].

Les surfaces des établissements de santé étaient autrefois prises en compte pour
ne pas avoir d'effet sur la propagation de I’infection. Des études récentes ont rapporté
que les surfaces contaminées par des bactéries, influent de manicre significative
l'incidence des soins de santé associés aux infections. Les nettoyages et/ou
désinfections répétés des surfaces contaminées, qui s’effectuent dans les établissements
de santé, ne sont pas toujours suffisants pour éliminer les agents pathogeénes a partir
des surfaces. Par exemple, 27 % des surfaces dans les pi¢ces associées aux hopitaux
présentent des contaminations apres quatre cycles de nettoyage complets avec les
désinfectants classiques. Les agents photo-bactéricides ont suscité une attention
considérable et peuvent étre des candidats prometteurs pour tuer les bactéries et garder
les surfaces stériles [76].

La fabrication d’une surface stérilisée pour une longue période est une solution
adéquate pour minimiser la propagation des agents pathogenes et diminue, par
conséquent, les risques dans les espaces publiques ou a usage multiples. D’autre part,
avoir une surface contenant dans sa conception un agent antibactérien et/ou antiviral,
diminue I’utilisation périodique des désinfectants et les produits de nettoyage avec
réduction du personnel d’intervention in-sifu. L’approche principale pour

développement ce type de surface se repose sur la non-mouillabilit¢é comme une
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propriété principale qui sert a limiter le dépdt des germes transporté en milieu aqueux
[77], d’autre part un agent limitant la croissance des agents pathogenes qui pourra étre
intégré dans la conception de surface et qui entre en action une fois une bactérie ou un

virus réussit a se coller sur la surface peut étre une solution adéquate.

2.4. Surface non-mouillable

2.4.1. Description

L'hydrophobicité a été attribuée au comportement des substances qui ne se
mélangent pas avec l'eau [78]. Cette notion a été étendu pour les surfaces et une surface
est dite hydrophobe signifie que la surface repousse I’eau [79]. Cette notion dérive de
I’aspect de certains matériaux a faible énergie de surface d’une part qui tend a repousser
I’eau par des forces électrostatiques et d’autre part de la texture externe de la surface.
En effet, la texture de la couche externe est derriére 1'aspect de non-mouillabilité qui
permet l'expulsion de la gouttelette d’eau couplé a la nature chimique de certains
matériaux qui servent comme un revétement pour ces textures [80]. La conséquence de
cette texture particuliere aboutit a des valeurs spécifiques des angles de contacts entre
la surface et le liquide mis en jeu. Plus de 90° la surface est définie comme
hydrophobe, phénoménalement ceci se traduit par le fait que la gouttelette ne s’étale
pas sur la surface, a des valeurs assez €levées de 1’angle de contact (150°), la surface
est dite superhydrophobe.

La mesure d’énergie de surface ou I’angle de contact permet de déterminer le
caractere hydrophobe ou hydrophile des surfaces. La mesure de 1’énergie de surface
est comptée sur la mesure de I’angle de la tangente du profil d’une goutte d’un liquide

déposée avec la surface d’un substrat. Cette technique permet aussi de mesurer

34



I’énergie de surface du liquide ou du solide. La mesure de I’angle de contact (8) permet
de déduire plusieurs parametres : I’énergie libre d’une surface, la différenciation de la
nature polaire ou apolaire des interactions a I’interface liquide/solide et le caractere
hydrophile ou hydrophobe d'une surface. La mesure de cet angle donne 1’information,
si on utilise lI'eau comme liquide de mesure d'angle de contact, sur le caractére
hydrophobe (angle ¢levé, faible énergie de surface) ou hydrophile (angle réduit, grande
énergie de surface) de la surface [81].

Pour mieux comprendre le comportement de surface en relation avec 1’aspect
de non-mouillabilité, certains critéres physiques et chimiques de la surface ainsi que
d’autres reliés a I’interface goutte d’eau et surface doivent étre étudiés. Selon des études
antérieures, les matériaux a surfaces superhydrophobes sont hautement imperméables
et ont d’énormes applications en autonettoyage, séparation huile-eau, écoulement de
fluides etc... [82, 83]. Les matériaux métalliques sont largement utilisés mais sont
sensibles a la corrosion [84]. Un revétement superhydrophobe préparé a la surface d'un
substrat métallique peut 1’isoler du milieu de corrosion pour améliorer la résistance a
la corrosion et la résistance a la rouille du métal [85]. Cependant, en raison des
caractéristiques du matériau métallique qui est hydrophile et difficile a traiter, la
préparation de la surface superhydrophobe du substrat métallique a été bien étudiée
dans la bibliographie. Plusieurs approches de préparation surfaces superhydrophobes
pour les substrats métalliques comprennent [’anodisation [86], la gravure
laser/chimique [87], le sol-gel [88], I’auto-assemblage [89], le dépot électrochimique
etc. ont été adoptées [90].

Au cours de ces derniéres années, la gravure au laser a été appliquée avec succes

pour la préparation des surfaces superhydrophobes grace a sa controlabilité et stabilité,

35



ainsi que sa sécurité environnementale [91]. Lorsque 1'échantillon est gravé, la surface
est modifiée avec une faible énergie superficielle pour obtenir une surface
superhydrophobe. Certains chercheurs ont trouvé que I'aluminium traité au laser [92],
le nickel [93], le cuivre ’acier [94], les alliages de titane (y compris le fer) [95] et
d'autres matériaux, lorsqu'ils sont placés dans l'air pendant un certain temps (20 a 100
jours), passent progressivement a un état de superhydrophobicité. Cette transformation
touche plus le cuivre puis 1'aluminium, mais moins dans le cas des matériaux en acier.
Certains chercheurs pensent que les matériaux en acier, sont comme d’autres matériaux
métalliques absorbent de la matiére organique dans D’air et créée ainsi la
superhydrophobicité [96]. Cependant, d'autres [97] stipulent que ce phénoméne est 1i¢
a la décomposition du CO> sur la surface comme dans le cas du Fe3O4[98]. En effet,
il existe que fort peu d'études sur la transformation spontanée de matériaux en acier au
niveau des surfaces superhydrophobes, une compréhension approfondie des

caractéristiques de ces surfaces doit étre faite [99].

2.4.2. Caractéristiques physiques

Pour mieux comprendre le comportement de surface en relation avec I’aspect de
non-mouillabilité, certains critéres physiques et chimiques de la surface ainsi que
d’autres reliés a I’interface goutte d’eau et surface doivent étre étudiés. D’ailleurs, la
loi de Young décrit le phénomene d’étalement de la gouttelette d’un liquide sur une
surface solide lisse. Elle renseigne sur le mouillage de la surface et l'expression de
I'angle de contact statique d'une goutte d’un liquide déposée sur un substrat solide en

équilibre avec une phase vapeur. L’équation s’écrit comme suit :
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Ysv — VSL
YLv

cosf =

Ou : ysv, yst et yLv désignent respectivement la tension superficielle des
interfaces : solide/vapeur, solide/liquide et liquide/vapeur.

Les valeurs faibles des angles de contact signifient que la goutte s’est
complétement étalée sur la surface, ce qui constitue une situation de mouillage. A
l'inverse, lorsque 'angle de contact est grand, la forme de la goutte tend vers une sphere
plus compléte (Figure 6). La révélation de la non-mouillabilité est attribuée donc par
'évaluation de l'angle de contact entre la surface et la gouttelette d’eau. Ainsi, une
surface ayant un angle de contact avec I’eau supérieure a 150° est nommé surface

superhydrophobe.

Parfaitement Mouillable Hydrophobe Superhydrophobe
mouillable /

Figure 6 : Mouillabilité en fonction des angles de contact [100]

Dans le cas des surfaces rugueuses, le mouillage est dit homogene, lorsque le
liquide péneétre complétement dans les rainures de rugosité. La facilité d'adaptation a la
morphologie de la surface définit le modele de Wenzel pour le mouillage d’un solide

rugueux [101].
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Dans le cas du modele Cassie-Baxter, la non-mouillabilité s’applique lorsque la
taille de la microgoutte dépasse relativement la micro-nanostructure de la surface.
Ainsi, la pochette d’air engendrée par microstructure pousse la gouttelette d'eau vers le
haut et fait que la surface ne se mouille pas [102]. Les valeurs de ces angles varient en
respectant la texture de la surface et lorsque la surface est de structure hiérarchique
micro-nanotexturée, les forces de répulsion favorisées par les pochettes d’air, sont

suffisantes pour le glissement de la gouttelette (Figure 7) [103].

Angles de contact

6 <90° 6>90° 0> 150°

Angles de glissement

8>>10° 0> 10° 0 <10°

Figure 7 : Mise en évidence des surfaces superhydrophobes [101]

Théoriquement, le modele Cassie-Baxter a une large gamme d'applicabilité
[104] et le phénomene peut Etre étendu a divers fluides, car il conserve physiquement
la pochette d'air qui fonctionne pour pousser la gouttelette a I'extérieur de la surface
micro-structurée [105]. Une méme surface peut appliquer un aspect répulsif contre
plusieurs liquides. C’est son niveau d'énergie qui conserve la phobicité de la surface

contre différents liquides. Par exemple, la surface superhydrophobe s'est avérée super-
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oléophobe et 1'énergie de surface qui repousse la gouttelette d'eau, pourrait engendrer

le méme phénomeéne en cas de gouttelettes d'huile [106].

2.4.3. Caractéristiques chimiques

La non-mouillabilité de la surface se définit aussi par I’incapacité de la surface a
créer des liaisons hydrogeéne avec la molécule d'eau. Un composé hydrophobe est
souvent apolaire ou de faible polarité, ce qui signifie qu'il ne peut pas faire
d'interactions électrostatiques avec l'eau. En plus, de la micro-nanostructure révélée
dans le mod¢le de Cassie-Baxter, la composition chimique de la surface participe a la
non-mouillabilité de la surface par modulation de I'énergie de surface qui participe a la
répulsion de la molécule d’eau. Plusieurs types de matériaux a faible énergie de surface
ont été utilisés pour le développement des surfaces superhydrophobes. Par exemple,
les fluorocarbures et les dérivés organiques du silicium, certains composés organiques
ont été toujours de bons candidats [107]. Hsieh et al. en (2006) [108] démontrent que
dans les revétements fluorés, le rapport fluor/carbone est celui qui influx le degré
superhydrophobicité de la surface. Ainsi, plus il y a d'atomes de fluor dans la structure
de revétement, plus I'hydrophobicité augmente. Genzer et Efimenko (2000) affirment
que la densité et la configuration de certains groupes chimiques sont aussi des
déterminants de la stabilité et de 1'hydrophobicité de la surface. Leurs expériences
prouvent que les molécules types F(CF2)y(CH2)xSiCl; appliquées sur un substrat
recouvert par du polydiméthylsiloxane (PDMS), forment immédiatement une couche
organisée, dont I’énergie de surface est diminuée et 'angle de contact est augmenté de
30° [109]. L hydrophobicité provient aussi d’autres groupes tel que : —C — H dans les

surfaces SLIP utilisant les cires [110, 111]. D’apres 1’équation de Young et tenant
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compte de la notion qu'une énergie superficielle minimale de vapeur-solide abouti a un
angle de contact maximal, quelques auteurs ont établi une liste des énergies de surface
pour certains groupes chimiques, qui s’écrit dans I’ordre décroissant : -CH>— > —CH3z>
—CF,— CF;H > —-CF3 [112, 113].

2.5. Utilisation des surfaces superhydrophobes pour combattre

I’invasion bactérienne

2.5.1. Surfaces antibactériennes se servant de la non-mouillabilité seule

La réalisation de surfaces antibactériennes utilise deux approches principales
appelées : Safe et toxic By Design [114]. Dans la premiére approche, la surface ne libere
aucun facteur ni nanomatériaux pour réagir avec les bactéries ce qui aboutit & un
environnement sain sans composantes ou molécules libres. La deuxiéme approche est
appelée la surface toxique par design et suggere une réactivité de la surface avec la
bactérie par libération d’un élément constituant la surface et ayant une propriété
antibactérienne ou bactéricide pour la stériliser. Sans aucun élément libéré,
I'hydrophobicité de la surface seule se réalise a I'aide de groupes non-polaires tels que ;
l'alkyl fluoro-oxysilane [115], polydimethylsiloxane [116] et les polyéthylénes glycol
[117], qui peuvent étre adéquates pour inhiber la croissance des bactéries. Ainsi, la
diminution de la croissance bactérienne dérive de la propriété hydrophobe qui empéche
I’eau, le principal médiateur et 1’agent de transport des germes, de s’étaler sur la
surface. Ceci, crée un environnement sec, ciblant 1’aspect de certaines bactéries qui
évitent la déshydratation, ce qui réduit par conséquent, le microbiome qui se développe
sur la surface [118]. Privet et al., (2011) utilisent un colloide de silice fluorée comme

revétement omniphobe déposé sur un substrat en verre, ce qui accorde a la surface un
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aspect antiadhésif bactérien. L'évaluation de 1’effet antibactérien a été effectuée par un
comptage des bactéries adhésives sur la surface apres 90 min de dépdt de la suspension
bactérienne. Les solutions de lavage (PBS) collectées ont été incubées pendant 24h et
le comptage a été réalisé par mesure des densités optiques. La surface recouverte de
colloides de silice semble réduire la croissance de S. aureus et de P. aeruginosa [119].

Dans le domaine du textile, Chauhan et a/., En (2019) ont développé un coton
superhydrophobe et révelent son effet antibactérien vis-a-vis du E. coli. La
superhydrophobicité du coton a été induite par une simple immersion du coton dans
une solution d'hexadécyle triméthoxysilane. Le matériau, ainsi, résultant devient
superhydrophobe et présente un effet antibactérien puisque la croissance bactérienne a
été réduite par la suite de ce traitement, tandis que le coton non traité n'était ni
superhydrophobe ni antibactérien de départ [120]. La non-mouillabilité de surface
pourrait bloquer le pouvoir des bactéries a détecter la surface et rester a 1’état
planctonique prolongé, ce qui altere leurs courbes de croissance. Ceci a été vérifié
lorsque la surface est rendue superhydrophobe par des composés silylés. Les bactéries
qui arrivent a se déposer restent en état solitaire non liée a la surface, ce qui les exposent

plus aux traitements antibiotiques et empéche le développement de biofilm [121].

2.5.2. Surface antibactériennes impliquant les nanoparticules comme

agent bactéricide

L’environnement sec dii a la superhydrophobicité se trouve tres souvent franchi
puisque la cellule bactérienne s’adapte a ces conditions de déshydratation. En effet, il
existe des especes thermophiles qui poussent dans les milieux déshydratés. Pour cela,

cette approche admet 1’intercalation des agents antibactériens ou bactéricides dans la
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composition de surface pour réagir avec la bactérie pour limiter sa croissance. Les
nanoparticules d'argent, de cuivre, les boites quantiques et les nanotubes de carbone
[122] peuvent étre utilisés comme agent antibactérien qui peuvent étre intégrés dans
les constituants de surface. Ils inhibent certains processus vitaux dans la cellule
bactérienne lorsqu’ils sont libérés [123]. Le mode d’action simplifi¢ des surfaces
antibactériennes utilisant les nanoparticules est présenté dans la figure 8. Par exemple,
Qian et al. (2017), révelent a 1'aide d'un microscope électronique a balayage que le
nombre de bactéries viables sur une surface contenant des nanoparticules d'argent était
inférieur a celui de la surface homologue sans nanoparticules. Certaines études
confirment que la libération controlée de nanoparticules d'argent stérilise mieux la
surface superhydrophobe [124]. Plusieurs procédés ont été utilisés pour déposer ces
nanoparticules. Par exemple, le dip-coating a été utilisé pour déposer deux populations
de nanoparticules de silice fonctionnalisées, qui réagissent avec les cellules en cas de
contact avec la surface, ce qui évite simplement 1’adhésion des bactéries [125]. En
revanche, les travaux de Zhang et al. montrent que la composition bimétallique des
nanoparticules est adéquate pour I’effet antibactérien grace a une synergie réactionnelle
d’oxydo-réduction entre les oxydes d’argent et de cuivre. Le transfert électronique de
la réaction inhibe la croissance bactérienne de S. aureus par production des especes
moléculaires réactives a 1’oxygéne mais accélere aussi la corrosion de la surface
métallique [126]. La cellulose aussi a été activée par traitement basique pour acquérir
une capacité de réduction in-situ des ions nitrates d’argent en nanoparticules. Ces
nanoparticules aboutissent a I’amélioration de 1’angle de contact jusqu’au 151° d’une
part et confére a la surface une activité antibactérienne contre E. coli et Staphylococcus

aureus d’autre part [127, 127].
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Cellule bactérienne

Tranche de bouillon nutritif

Revétement superhydrophobe
contenant des nanoparticules

TTH Diffusion des nanoparticules

Adhérence bactérienne
diminuée

Revétement contenant des
nanoparticules

Figure 8 : Mode d’action des nanoparticules dans une surface utilisant les

nanoparticules comme agents bactéricide (inspirée de [128])

2.5.3. Surfaces antibactériennes bio-inspirées

En s'inspirant de la nature, de nombreuses surfaces biomimétiques s'averent tres
efficaces pour diminuer l'adhésion microbienne. Par exemple, la peau de requin se
caractérise par des points colorés qui participent a l'autonettoyage et a I'antifouling.
Elle fonctionne comme une barriere naturelle pour protéger cet animal contre les
infections. De nombreux auteurs utilisent cette texture pour développer des surfaces,
pour une application antibactérienne basée sur la microstructure comme on le voit dans
la peau de requin. Chung et al. ont développé une surface inspirée de la peau du requin.
En effet, ’observation microscopique de la surface de la peau de requin présente un
arrangement hiérarchique de la texture ayant une haute efficacité¢ pour 1'inhibition de

I'adhésion des zoospores de diametre ~5 um et de Staphylococcus aureus [129].
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La méme source d'inspiration a guidé Arisoy et al., & développer une surface
multifonctionnelle ressemblant a une peau de requin, qui fonctionne parfaitement pour
diminuer 1'adhérence des bactéries. En plus, un revétement multifonctionnel
supplémentaire avait été utilisé pour associer 1'aspect antifouling et 1'effet antibactérien
afin d’imiter réellement la peau de requin. Les revétements ont été¢ développés a 'aide
d’orthosilicate de tétraéthyle et les surfaces finales a motif de peau de requin ont été
fabriquées sur un substrat en poly (téréphtalate d'éthyléne). L'étude montre que
l'introduction des nanoparticules de TiO, augmente I'angle de contact et la dureté de la
surface. L'exposition de la surface pendant seulement 1h réduit I'adhésion d'E. Coli et
de S. aureus a 70% [130]. L’inspiration des surfaces superhydrophobes
antibactériennes depuis les surfaces naturelles nécessite plus d’attention et des
recherches bien approfondies. Les propriétés et les principes hydrophobes reliés a la
notion d’antibactérienne naturelle ne sont pas encore clairs [131].

Les feuilles des plantes peuvent rester non mouillées méme en cas de pluie
continue, cette observation incite les scientifiques a reproduire le phénomene de non-
mouillabilité li¢ a la propriété superhydrophobe des feuilles des plantes. De plus
plusieurs chercheurs ont décrit I'autonettoyage qui suggere que la gouttelette glisse sur
une feuille de plante emportée avec elle les poussieres [132]. La texture hiérarchique
disposée en micro/nano-motifs de feuilles est a l'origine de ce phénomene. Sur la
couche externe des feuilles des plantes, il existe différentes structures développées via
des molécules spécifiques qui assurent chacune une fonction particuliere telle que la
fonction anti-adhérence qui réagit pour empécher le dépdt d'insectes mangeurs de
feuilles et des fruits. Un autre exemple peut étre donné en signalant les molécules

impliquées dans le systeme sensoriel de la plante qui réagissent pour identifier les
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bactéries pathogénes et répondent par le bactéricide adéquat pour neutraliser et éviter
la colonisation de la surface [133]. En absence de surfaces semi-naturelles, qui
fonctionnent avec la méme logique de feuilles de plantes, les surfaces antibactériennes
actuelles ont été¢ développées en utilisant la propriété superhydrophobe pour établir la
"phobicité" a l'eau pour éviter la mouillabilit¢ de surface par la gouttelette d'eau
porteuse de bactéries. Ceci a ramener le développement des surfaces antibactériennes

a I’ingénierie des surfaces superhydrophobes.

2.5.4. Autres approches de développement des surfaces

antibactériennes

En plus de sa capacité a étre transportée dans des gouttelettes d'eau pour
atteindre la surface, les bactéries peuvent s’organiser sous forme d’aérosols qui seront
transportés par les courants d’air. En effet, les particules en suspension dans l'air sont
formées par des virus, divers micro-organismes, des fragments de micro-organismes et
des micro-nanoparticules se déplagant par I'air ce qui amplifie encore leur risque [134,
135]. La dimension micrométrique des aérosols joue un réle crucial dans leur dépdt sur
les surfaces seches ou humides pour coloniser la micro-texture de surface. Ensuite,
I'application du modéle de poche d'air pour pousser l'aérosol comme étant une
gouttelette d’eau ne pourrait plus s’appliquer. L'utilisation d'un comportement glissant
de la surface peut étre plus adéquate pour éviter le dépot et I'adhérence des particules
porteuses des agents pathogenes. Ces surfaces suggerent la présence dun liquide
visqueux dans la couche externe ou incorporé dans la porosité de la surface qui
fonctionne comme un lubrifiant pour enrouler les aérosols déposés. Particulierement

pour les surfaces antibactériennes, le liquide choisi pourrait apporter des activités
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antibactériennes et des propriétés autonettoyantes. Récemment, les surfaces poreuses
glissantes (SLIPS) via un liquide visqueux ont été¢ développé pour empécher la
formation de biofilm due a une faible énergie de surface [136].

Li et al., ont utilisé le poly (méthacrylate de méthyle-diméthacrylated’éthyléne)
comme liquide adéquat. La surface développée a été caractérisée comme résistante aux
bactéries en milieu minéral avec une stabilité a long terme en milieu aqueux [137]. La
combinaison entre le poly [2- (tert-butylamino) méthacrylate d'éthyle] (polyTA) et le
poly (3- (diméthyl (4-vinylbenzyl) ammonio) propyl sulfonate) dans un systéme mixte
montre un grand succes pour la lutte contre les bactéries. En conséquence, la surface
neutralise plus de 94% des E. coli et S. aureus déposés initialement avec une capacité
de relargage des bactéries attachées aprés 1'utilisation d'une solution de sel minéral. Ces
propriétés d’évacuation ont €té bien conservées apres plusieurs cycles de destruction
bactérien et de libération [138]. L'intercalation de molécules actives dans le systéme
glissant doit maintenir l'efficacité pour neutraliser les bactéries, assurant le caractere
glissant de la surface et conservant les facteurs d'infusion des pores. Semblable a cette
description, Kratochvil et al. (2016) ont chargé les SLIPS par des molécules qui
inhibent la bactérie a détecter la surface et qui peuvent étre libérés dans le milieu
environnant pendant une période relativement longue. Le diméthyl-2-
aminobenzamidazole a été utilisé comme agent anti-biofilm et antagoniste a base d'acyl
L-homosérine lactone du récepteur RhIR QS et antagoniste du récepteur LasR Quorum
Sensing spécifique pour P. aeruginosa [139]. Les liquides ioniques aussi ont servi
comme des candidats des SLIPS pour créer la résistance des surfaces aux bactéries. Les
liquides ioniques contiennent les cations trihexyl-tétradécyl-phosphonium, trioctyl-

tétradécyl-phosphonium, et trioctadécyl-méthyl-phosphonium couplés & un anion
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docusate, ont ét¢ infusés pour produire des SLIPS. Les SLIPS ainsi développés ont été
évalués pour l'activité antibactérienne contre Staphylococcus aureus et Pseudomonas

aeruginosa [140].

2.6. Qualification de surface antibactérienne

Pour qualifier l'efficacité antibactérienne des surfaces, plusieurs méthodes de
mesure ont été utilisées directement sur la surface par des techniques de caractérisation
de surface ou indirectement par approches microbiologiques. La méthode consiste a
I’ensemencement de la suspension bactérienne sur la surface puis incubée dans les
conditions favorables de la souche en question, le but de cette étape c’est de faire
pousser la bactérie sur la surface. Certains auteurs parlent de 1’étalement de surface et
proposent que la suspension bactérienne doive étre avec une épaisseur constante de
quelques centaines de micromeétres pour éviter le desséchement (Figure 9a).
L'évaluation de I'efficacité de la surface peut étre réalisée en comptant les cellules
vivantes de bactéries en inoculant un échantillon de la solution de lavage dans un
bouillon nutritif puis incuber de nouveau dans un milieu gélosé ou liquide [141]. La
surface est qualifiée d’antibactérienne si la bactérie n’arrive pas a se déposer sur la
surface (figure 9c), sinon si la barriere de super hydrophobicité est franchie et la
bactérie réussit ainsi a adhérer et la surface n’est plus qualifiée d’antibactérienne
(Figure 9b). De plus, les méthodes utilisées pour la quantification de l'adhérence
bactérienne semblent étre relative et dépend de la technique de caractérisation ce qui
laisse I’interprétation pour que la surface soit antibactérienne ou non, est approximatif

[142]. D’autre part, il existe une relation de proportionnalité entre la cellule bactérienne
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et le milieu dans lequel elle se développe et le type de surface. La modification de 1'un

d'eux peut avoir un impact sur la fagon dont ils interagissent entre eux.

Cellule bactérienne
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diminuée
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Figure 9 : Schématisation de la méthode microbiologique de qualification de

surface (inspirée de [46])

Pour mieux choisir les méthodes d’investigation pour la qualification du pouvoir
antibactérien des surfaces, il est important de comprendre les forces et les interactions
physiques qui régissent, ainsi que les modes d'attachement bactérien [143].
L'investigation des bactéries in sifu sur la surface apres inoculation de germes permet
de lire directement la présence des souches testées et sans repiquage des bactéries dans
les milieux de culture.

La microscopie électronique a balayage : Cette technique permet d’étudier la
présence de bactéries sur la surface (Figure 10). L'utilisation de différentes colorations

donne la possibilité d'identifier les bactéries vivantes et mortes par la rétention de
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certaines colorations. Qian et al., ont utilisé la microscopie électronique a balayage,
pour démontrer que le nombre de bactéries viables, sur une surface contenant des
nanoparticules d'argent, était inférieur au nombre des cellules sur une surface
superhydrophobe sans nanoparticules. Certaines études confirment que la libération
contrdlée de nanoparticules d'argent stérilise mieux la surface superhydrophobe [144].
En effet, il a été¢ démontré que les bactéries ne détectent pas la surface et restent a 1’état
planctonique lorsque la surface est recouverte de caoutchouc a base de silice, ce qui
expose plus les bactéries aux traitements antibiotiques et ne permet pas de développer

de biofilm [145].

Surface
hydrophile (54°)

Surface
hydrophobe (133°)

Surface
superhydrophob
(156°)

Figure 10 : Images MEB d'adhérence de Staphylococcus aureus aprés 2 h et 4 h
sur des surfaces hydrophiles, hydrophobes et superhydrophobes (Modifiée)
[146]

49



La microscopie a force atomique: avec son pouvoir de tracer le profil
topographique des bactéries immobilisées aboutit a des informations plus précises sur
les surfaces et les bactéries adhérant avec succes a la surface (Figure 11). L'avantage
de cette technique, c’est qu’elle fonctionne sans métallisation ou coloration de
'échantillon. Il peut s'agir de la technique adéquate pour différencier la surface des
bactéries et donner plus de renseignements sur le profil (énergétique) de la surface
superhydrophobe. L'utilisation de différents modes de contact donnés par la technique
(tapping mode, ou contact mode), donnent la vision la plus proche de la position des
bactéries et de la maniere d'adhérence a la surface avec un profil énergétique de la
bactérie. Hizal et al., (2017) ont étudié la capacité de Staphylococcus aureus ATCC
12600 (Gram-positif) et Escherichia coli K-12 (Gram-négatif) a développer un biofilm
sur des surfaces en aluminium nanoporeuses. Il a ét¢ démontré qu'apres contamination
de la surface et en comptant les bactéries de la solution de nettoyage que le nombre de
cellules diminue de maniére significative. Cependant, il est bien connu que le nombre
réduit de cellules n'évite pas la régénération du biofilm. C'est avec les forces d'adhésion
bactérienne données par I'AFM que les auteurs ont compris que la faible adhérence des
bactéries sur la surface nanostructurée, est le facteur qui limite la formation de biofilm

[147].
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Figure 11 : Imagerie AFM de I’adhérence des bactéries Pseudomonas fluorescens

sur substrat solide. A : vue générale, B : détails de cellule, C profile énergétique

de la bactérie (Modifiée) [148]

La Spectroscopie infrarouge : Le principe de caractérisation par FTIR consiste a
rechercher des groupes fonctionnels pour identifier la présence de bactéries. Cette
technique a été utilisée pour distinguer les souches rugueuses et lisses de Lactobacillus
farciminis. Le profilage donné par les spectres FTIR montre les différences dans les
régions d'absorption des glucides et des protéines. De plus, les pourcentages et
l'intensité des vibrations des polysaccharides et des protéines peuvent étre utilisés pour
différencier relativement les souches virulentes [149]. La souche de Salmonella
Typhimurium déposée sur une plaquette d'or, vibre sous spectroscopie infrarouge et
présente divers groupes fonctionnels tels que, la présence de liaisons NH, les modes de
vibration d'¢longation symétrique du phosphodiester des phospholipides extra-
membraneux et I'amide III / CHz qui provient du squelette glycine et la chaine latérale
des protéines montrent bien la présence de la bactérie sur la surface [150]. En
particulier, cette étude a été renforcée par des observations microscopiques pour
confirmer la présence des cellules bactériennes entiéres qui vibrent sous spectroscopie

infrarouge et non pas leurs vestiges ou débris qui peut se manifester aussi sous
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infrarouge. En effet, il est possible par cette technique de révéler des régions d'acides
gras, des protéines et des polysaccharides voir méme des régions mixtes de la
membrane et d'identifier de maniére univoque la présence de bactéries [151].

Pour conclure sur les méthodes adéquates pour évaluer l'efficacité antiadhérente ou
antibactérienne des surfaces, se sont toutes techniques qui permettent de détecter
directement ou indirectement la présence de bactéries sur la surface. Du comptage
classique des cellules, de la microscopie aux techniques moléculaires telles que la
polymérisation en chaine de I’ADN et la spectroscopie de masse. Toutes ces techniques
peuvent révéler les vestiges de la bactérie ou méme la cellule entiere déja déposées sur

la surface.

2.7. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les spécificités des bactéries et les risques
reliés a ce genre de micro-organismes. Nous avons mis en relief des notions de base de
la croissance bactérienne ainsi que les modalités et les stratégies bactériennes de
colonisation des surfaces en définissant ce qu’est un biofilm et la puissance qui donne
cet arrangement cellulaire a envahir la surface. D’autre part, nous avons fait un apergu
sur les surfaces ayant un pouvoir antibactérien, en étudiant les différents modes
d’action de différents types de surfaces et leurs modes d’action vis-a-vis de ’adhérence
précoce de la bactérie ou lors de la formation du biofilm.

Ensuite, nous avons décrit les surfaces non-mouillables, leur concept et leur
comportement vis-a-vis de la gouttelette d’eau. Dans cette partie nous avons expliqué
I’effet autonettoyant d’une surface ce qui défavorise le développement de biofilm et

par conséquent maintenir une surface bactériologiquement sécuritaire. De plus,
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plusieurs approches utilisées dans 1’ingénierie des surfaces avec les différentes
techniques d’analyse ont été décrites pour aboutir a la fin a un choix d’une stratégie

non-toxique pour développer des surfaces antibactériennes.
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CHAPITRE 3 : MATERIELS ET METHODES

3.1 Introduction

Afin d'atteindre les objectifs de cette étude, un ensemble d'expériences est
systématiquement réalisé sur les propriétés de non-mouillabilité et antibactériennes des
surfaces en aluminium traitées et revétues. L'objectif de ce chapitre est de décrire en
détail les méthodes de préparation et de caractérisation des surfaces développées, ou
bien sur I’alliage d'aluminium 6061 ou les surfaces développées a base de
polydimethylsiloxane PDMS. La morphologie du revétement et les performances
antibactériennes sont également acheminées en appliquant un ensemble de tests
antibactériens des formulations ou les surfaces développées. D’autres techniques de

caractérisation de surface seront expliquées aussi dans ce chapitre.

3.2 Meéthodologie

La conception des surfaces proposées est basée sur l'intercalation d’un agent
bactéricide, qui est I’huile essentielle, dans une surface micro-nanostructure. La
réalisation est schématisée dans la figure 12. La méthodologie de développement suit
deux approches : ’approche A, consistant a créer des micro-nanostructures sur des
substrats d’aluminium. Le revétement ainsi déposé contient le trichloro(1H,1H,2H,2H-
perfluorooctyl)silane (PF) et I’huile essentielle comme un agent antibactérien.
L’¢évaluation du pouvoir antibactérien se réalise en tenant compte du pouvoir de la
micro-nanotexture nue a accueillir les bactéries et ceci est pris a chaque fois comme un
témoin négatif des expériences. L’approche A est divisée en deux méthodes, la

premiere méthode (Schéma 1) consiste a développer les surfaces superhydrophobes sur



des substrats en aluminium micro-nanotexturés avec le PF comme revétement.
Cependant la deuxieme méthode (schéma 2) consiste a développer des surfaces
superhydrophobes qui actionnent a la fois la barriére superhydrophobe en recouvrant
la micro-nanotexture avec la formulation du PF et I’huile essentielle qui se trouve en
une partie en contact avec la bactérie pathogéne. L’approche B consiste a exploiter la
micro-nanotexture adéquate et la faire répliquer sur le PDMS en utilisant le PF
fluoroalkyl silane a la fois comme agent de démoulage et polymeére hydrophobe de la
surface. Cette approche laissera la possibilité de piéger 1’huile essentielle a I’intérieur

de la matrice PDMS ce qui prolonge le pouvoir antibactérien.

Fonctionnalisation de la surface
Approche A d’aluminium aprés étching ( par Approche B
du PF ou ECA-PF)

Création de
micro/nanotexture

Revétement Revétement hybride

|

Tests antibactériens

hydrophobe contenant 'agent

antibactérien

Cellules bactériennes
Cellule bactériennel 1 fragilisées

PO )
TIETAN y

Figure 12 : Différentes approches suivies pour le développement des surfaces

antibactériennes non-mouillables



3.3. Procédures expérimentales

3.3.1. Création de la micro-nanostructure sur les substrats d’aluminium

La forme des substrats a été ajustée selon des raisons de culture microbienne qui
nécessite conventionnellement des formes circulaires. Le processus de création de
rugosité a été congu en utilisant 1'acide chloridrique (HCl). Avant utilisation, les
substrats en aluminium (alliage 6061-T2) ont été nettoyés par des bains ultrasons dans
de l'acétone de qualité analytique pendant 3 min ensuite dans de I'eau Milli-Q
(résistivité 18,22 MQ.cm) pendant 3 min, puis rincés a 'eau Milli-Q et séchés avec I’air
comprimé. Ainsi, les substrats ont été¢ immergés dans une solution de HCI (15 % d'acide
37 % (V/V)) pendant 30 min (figure 13). Pour arréter l'attaque de l'acide, les
échantillons ont ét¢ immergés immédiatement dans de 1'eau Milli-Q pendant 3 min,

puis rincés plusieurs fois a I'eau et enfin séchés a nouveau sous air comprimé.

. N

Substrat

aluminum .
.Q Gravure -
Becher ik - -
— Acide
— ~—— Substrat

Temps (X-min) aluminum
\ [ Création de la texture ] [ Dépodt du revétement ]/

Figure 13 : Résumé de la procédure de préparation des surfaces a base de

substrat d’aluminium
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3.3.2. Préparation et dépot du revétement
3.3.2.1. Les surfaces en aluminium

Une fois la gravure a [’acide est terminée, la formulation contenant le
trichloro(1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl) silane (PF) et I’huile essentielle d’eucalyptus
(ECA) (1V :1V) a été déposée en une microgoutte de 20 pL sur la surface (@ =1,5 cm).
Apres évaporation du solvant a température ambiante, I'étape de polymérisation du PF
a été réalisée a 65 °C pendant 90 min [152]. Pour les tests antibactériens, des substrats
non traités a I’acide ou traités sans avoir été recouverts par le PF et I’huile essentielle

sont aussi testés comme des échantillons témoins.
3.3.2.2. Les surfaces a base de PDMS

La structure hiérarchique révélée adéquate pour le développement des surfaces
superhydrophobes sur les substrats d’aluminium a été répliquée sur le
polydiméthylsiloxane (PDMS). Une fois obtenue, la texture micronanostructurée sur
I’aluminium est revétue par le PF seul ou ECA-PF puis portée a la polymérisation a 65
°C pendant 90 min. Le PDMS ainsi préparé selon la recommandation du fabricant (a
savoir 9V :1V sylgard : agent de durcissement) est €talé sur la surface puis incubé dans
I’étuve a 65 °C pour 3h, puis la surface volumineuse de PDMS est démoulée (Figure

14).
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Figure 14 : Réalisation de la surface volumineuse a base de PDMS
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3.3.3. Caractérisation de surface

Une fois les substrats sont préparés, différentes caractérisations ont ét€ menées
pour la description de la texture générée sur les substrats solides ou sur le PDMS par

une ¢tude de mouillabilité, FTIR ou encore la microscopie électronique a balayage.
3.3.3.1. Mouillabilité

L'angle de contact a ét¢ mesuré a I'aide d'un goniometre (KrussTM DSA100) en
utilisant une gouttelette d'eau déminéralisée (4 puL) a température ambiante sur la base
de l'approximation de Young-Laplace. L'angle de glissement a été enregistré en
inclinant une plaque mobile autour d'un axe de 0° a 90°. Lorsque la gouttelette (8 uL)

a commencé a rouler sur la surface, la valeur d'angle d’inclinaison correspondante a été
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enregistrée. Toutes les mesures ont été répétées trois fois a différents points de

1'échantillon pour l'exactitude et la reproductibilité des résultats.
3.3.3.2. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge par transformation de Fourier FT-IR, « Fourier
Transformed Infra Red Spectroscopy » a été utilisée en mode de réflectance totale
atténuée (ATR). Cette technique permet I’identification de molécules organiques et
inorganiques a partir de leurs propriétés vibrationnelles. Les spectres allaient de 4000
4650 cm™ avec une résolution de 2 cm™! et une moyenne de 64 scans. Ces analyses ont

été réalisées a l'aide d'un spectromeétre Cary 630 FTIR (Agilent, USA).
3.3.3.3. Microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie €lectronique a balayage est une technique a haute résolution qui
a été utilisée pour visualiser les différentes surfaces développées a 1’échelle
micrométrique a sub-micrométrique elle donne des renseignements sur la texture de la
surface. Les échantillons préparés ont €t€¢ soumis au processus de pulvérisation
cathodique en déposant une couche d'or ultra-mince. Le dépot de métal a été effectué
par une machine de pulvérisation (systéme de revétement MEB modéle Bio-rad).

L'imagerie a ensuite été réalisée a I'aide dun MEB, JSM-6480 LV par JEOL Japon.
3.3.3.4. Microscopie confocal a balayage laser (profilométre)

Nous avons ensuite utilisé un microscope confocal a balayage laser (Profil3D
Filmetrics, USA) pour déterminer la rugosité de surface des échantillons. Les mesures

ont été effectuées a l'aide de WLI mode, couvrant la rugosité jusqu'a 0,05 pum. Le mode
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PSI a été utilisé pour mesurer la rugosité avec une précision de 0,001 um pour

I'échantillon de référence.
3.3.4. Procédure expérimentale des tests antibactériens

Principe : Les tests consistent a évaluer le pouvoir antibactérien des éléments
constituant le revétement et les substrats solides. L’évaluation du pouvoir
antimicrobien des ¢léments de la surface se base sur la méthode des disques inhibiteurs
de la croissance bactérienne qui se déroule sur une culture en milieu solide. En milieu
liquide, ces €¢léments constituants des surfaces tels que les prépolymeéres hydrophobes
et les huiles essentielles peuvent étre testés en milieux liquides par suivi de croissance

bactérienne.
3.3.4.1. Préparation des milieux de culture

Préparation du milieu liquide : Le milieu de culture liquide est un bouillon
nutritif (LB). Il se prépare a raison de 8 g de poudre du milieu dans 1000 mL d’eau
distillée. Apres avoir été agité, la solution est menée a un processus d’autoclavage a
121°C pendant 15 min. Aprés le refroidissement, on ajoute10® M de gentamicine pour
lutter contre la contamination du milieu. Ainsi stocker a 4°C jusqu’ a utilisation
ultérieure.

Préparation du milieu solide : Le milieu de culture est une Agar type LB, la
préparation consiste a peser 15 g d'agar-agar puis verser en un volume de 1000 mL
d'eau distillée. Ensuite, agiter magnétiquement jusqu’a I’homogénéisation du milieu.
Puis autoclaver la solution a 121 °C pendant 15 min. Apres ’avoir laissé refroidir (a
55 °C), la solution a été coulée dans les boites de pétri stériles. Laisser refroidir jusqu'a

la solidification du gel et enfin stocker les boites de pétri a 4 °C.
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3.3.4.2. Révélation de I’aspect antibactérien

Test des disques d’inhibition : Pour ce test on se sert de la culture bactérienne
en milieu solide. Ce test est schématis¢ dans la figure 15 et consiste a :
- La préparation d’une préculture : Prélever a I’aide de I’anse une fraction de I’inoculum
dans le bouillon nutritif (LB) et incubation a 25 °C pendant 24 h
- L’inoculation d’un volume fixe (100 pL) de la préculture dans chaque boite de pétri
- L’¢étalement de la microgoutte bactérienne sur la surface de la gélose pour avoir une
tapie bactérienne par une tige de verre pliée stérilisée
- L’introduction les disques en papier Wattman imbibés des agents a tester ou des
surfaces circulaires en aluminium.
- Incuber a 25 °C pendant 24 h
- Mesure du diamétre d’inhibition et analyse des résultats, ainsi si le produit inhibe la
bactérie, il y aura une zone ou la bactérie est absente pour éviter le contact avec le
produit sous test. Dans le cas inverse, la bactérie pousse sur toute la surface de la gélose.
Remarque : Les surfaces développées seront trempées dans 1’é¢thanol 70% pendant
15min comme technique de stérilisation, une telle condition est testée adéquate pour

garder les propriétés superhydrophobes des surfaces.
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Test de croissance en milieu liquide : Préparation d’une préculture : Prélever a

’aide de I’anse une fraction de I’inoculum dans le bouillon nutritif (LB) et incubation

a 25 °C pendant 24 h.

- Préparation des tubes contenant le milieu de culture liquide (autoclavés) volume

10mL.

- Introduire le volume adéquat des produits a tester (ici trois concentrations pour chaque

¢lément seront testées avec trois réplicas) dans le cas du PF et du ECA.

- Lorsque la densité optique a 603 nm (DOgo3nm) atteint la valeur 0.4 pour E. coli et 0.3

pour B. cereus, on réalise 1’inoculation d’un volume fixe (100 puL) de la préculture dans

les tubes de test de croissance (Dans le cas du PF et du ECA).
- Suivi de la croissance bactérienne chaque 6 h pendant 24 h.

- Tracer les courbes de croissance.
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Autres tests antibactériens : Dans la mesure d’avoir plus de renseignements sur

la capacité de la surface a étre protégé contre la colonisation, 1’invasion ou I’adhérence

des bactéries, d’autres tests ont été développés, qui serviront a suivre la croissance par

une approche descriptif de la présence des bactéries sur la surface. Les principes de ces

tests sont brievement expliqués ci-apres.

Test d’antibiofouling : Le test consiste a exploiter la propriété de glissement de la

microgoutte de la culture bactérienne sur la surface qui est régi de la

superhydrophobicité. La figure 16 résume le test d’antibiofouling. Brievement le test

consiste a faire couler 100 pL de la culture bactérienne en phase exponentielle de

croissance sur la surface puis introduire le disque mise a I’inoculation dans un milieu

nutritif LB, la culture est incubée a 25 °C pendant 24 h. Puis la densité optique de la

culture est mesurée a 603nm.

bactérienne

Surface
superhydrophobe

100 pL de la culture .

-

Etalement de la
. microgoutte
bactérienne

-

. Q Surface hydrophile
/

Figure 16 : Schématisation du test d’antibiofouling [153]
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Test de continuité des stries bactériennes : Le test consiste a utiliser une anse
d’inoculation calibrée pour tracer des stries bactériennes a la surface. Puis les surfaces
une fois portées a la contamination sont incubées a température ambiante pendant 24
h. Les stries bactériennes se développent sur la gélose en poursuivant les lignes de
I’anse d'ensemencement. Lorsque les lignes de colonies se développent sur la surface,
le test est considéré comme négatif, et la surface sera qualifiée comme surface
colonisable sinon la surface est dite surface non colonisable lorsqu'il n'y a pas de lignes
de colonies qui en y poussent. La figure 17 schématise le test des stries bactériennes.
Ce méme test a été utilisé pour une étude de durabilité des surfaces développée a base

de PDMS contenant les huiles essentielles.
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initiales g tries de colonies

bactérienne

Figure 17 : Déroulement hypothétique du test des stries bactériennes

Test d’envahissement bactérien : Le test consiste a contaminer la surface

développée sur un plan horizontal, par 10 pL de culture bactérienne en phase
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exponentielle, la méme quantité est déposée directement sur le milieu gélosé comme
témoin d’envahissement. Les surfaces ont été incubées a température ambiante (25°C)
pendant 24h. La révélation est basée sur la comparaison de l'extension des colonies
bactériennes entre la microgoutte de culture bactérienne déposée sur les surfaces
développées et 1'équivalent déposé directement sur la gélose. La figure 18 donne plus

de renseignements sur le test et explique 1’interprétation des résultats.

Non expansion de \
/ Surface P

. , la culture initiale
développée

Tube ) _
Déposition Incubation
de bacterie 24h

Milieu nutritif

Boite de pétri

Culture bactérienne Diametre initial du dépot Colonisation bactérienne
bactérien

Figure 18 : Apercu sur le test d’envahissement bactérien

3.4. Conclusion
Dans ce chapitre, différentes méthodes et techniques de préparation et de
caractérisation des surfaces développées sur des substrats d'aluminium ont été
présentées en détail. De plus, le développement de la surface a base de PDMS a
également été décrit. La mouillabilité des échantillons préparés a été évaluée et
mesurée via un goniometre a angle de contact, un instrument a angle de glissement. La
propriété antibactérienne a été évaluée a l'aide de plusieurs approches et tests dans

différentes méthodes de culture telles qu'en milieu solide ou en milieu liquide. Pendant
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ce temps, la chimie de 1'interface des surfaces préparées a été étudiée par analyse FTIR.
Les techniques MEB et profilométrie ont été utilisées pour étudier la morphologie de
ces surfaces préparées. Enfin, la durabilité¢ des surfaces a base de PDMS a été étudiée

en utilisant les tests antibactériens aprés une période relativement longue.
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CHAPITRE 4 : DEVELOPPEMENT DE SURFACE
SUPERHYDROPHOBE ANTIBACTERIENNES PAR
FORMULATION DE NANO REVETEMENT SUR UN

SUBSTRAT SOLIDE EN ALUMINIUM

4.1. Introduction

L’utilisation des surfaces d’aluminium pour le développement des surfaces
superhydrophobes a eu une attention remarquable et plusieurs techniques ont été
utilisées pour la création de la texture convenable a la superhydrophobicité. Par
exemple, Liao et al., ont utilisé 1’abrasion de papier d'aluminium a l'aide de papier
émeri, ensuite des lavages a 1'é¢thanol et a 1'eau distillé ont été réalisés avant d’étre
séché. La feuille d'aluminium a été immergée dans le CuCl; a 1 mol/L, la surface finale
présentait une activité superhydrophobe [154]. D’autres techniques, telles que
I'anodisation qui est un processus ¢lectrochimique qui confére aux matériaux une
meilleure résistance a l'usure et a la corrosion a €té utilisée aussi pour la réalisation de
la texture adéquate pour le développement des surfaces superhydrophobes. En effet,
cette technique consiste a faire des immersions successives dans des solutions acides
¢lectrolytiques. Elle est dépendante de la tension, le courant et la charge utilisés ce qui
affectent la micro-texture des métaux [155]. L'anodisation sous 30 V pendant 1h
sculpte la surface de TiO> a 1'échelle nanométrique avec une texture homogene de
surface [156]. Les réseaux de nanopores peuvent étre créés sur une surface en acier
inoxydable a l'aide d'un processus d'anodisation qui améliore la surface spécifique pour

I'application photo catalytique [157]. Cette technique puissante améliore le



comportement des alliages métalliques et tributaire des ¢électrolytes utilisés qui peuvent
aussi former des couches minces électro déposées sur la surface lors du processus
d’anodisation tel que, les électrolytes organiques comme (NH4)H>PO4/NH4F et
(NH4)2SO4/ NH4F, [158].

Le traitement par laser femtoseconde sculpte des micro/nanostructures avec
différentes caractéristiques de topographie sur les surfaces d’aluminium et crée la
superhydrophobicité. Parfois la création de la nanostructure présente une modification
micronanostructurée pour greffer des groupements chimiques. Dans ce contexte, Long
et al., ont utilisé le laser femtoseconde suivi d'une modification fluoroalkylsilane sur
des surfaces métalliques pour induire la superhydrophobicité [159]. En utilisant
l'ablation laser, l'acier inoxydable abouti a une surface a micro-motifs suivit de
1'¢lectrodéposition du cuivre ce qui crée une surface micro/nanostructurée avec un
angle de contact élevé entre la gouttelette d’eau et la surface [160]. De plus, I'utilisation
du laser impulsionnel picoseconde contribue a fabriquer une microcavité a texture
hiérarchisée gravée sur acier inoxydable. Les structures créées par la technique laser
consistaient principalement en des ondulations a I'échelle nanométrique avec un
intervalle micro-périodique, qui correspond au chevauchement imposé du balayage
laser. Cette structure hiérarchique correspond bien a la texture décrite au modele de
Cassie-Baxter et justifie les angles de contact avec I'eau [161].

La gravure de la texture hiérarchique a été aussi faite avec le traitement acide dans
le cas de certains alliages métalliques suivi d’un revétement hydrophobe. C’est le cas
par exemple de I’aluminium, en effet, le traitement de I’aluminium par une solution
d’acide chloridrique forme des microstructures et méme des nanostructures jumelées,

qui accomplissent la condition de structuration hiérarchique dans le cas de
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développement de surfaces superhydrophobes. En effet, ce sont les cations H" oxydant
fort et I'anion CI™ dans la solution qui contribuent a la corrosion par détérioration
homogéne de surface de l'aluminium [162]. Plusieurs recherches mentionnent cette
technique sans avoir expliquer les raisons de choix des concentrations et le temps de
traitement acide des substrats.

Dans ce chapitre nous allons utiliser I’HCI comme agent de création des textures
capables d’induire la superhydrophobicité sur des substrats d’aluminium. Notre étude
commencera par une bréve étude du choix de concentration d’acide et de temps
nécessaire pour la création de texture adéquate. Par la suite les textures seront
caractérisées par la microscopie a balayage. L’étude de mouillabilité a ét¢ menée pour
accorder les textures en fonction du temps. A la fin de ce chapitre, une étude du pouvoir

antibactérien est menée par des tests d’antibiofouling.

4.2. Création surface superhydrophobe a base d’aluminium
4.2.1. Etude de I’effet de concentration d’HCI en fonction du temps

d’immersion sur la mouillabilité

L’¢étude consiste a utiliser quatre concentrations en acide HCI (2.5%, 5%, 10% et
15% (V/V)). Le traitement a ¢té réalisé¢ sur des substrats d’aluminium homogenes
(alliage 6061) ayant une méme forme circulaire coupés selon le méme diameétre (1.5
cm) et ceci dans 1’objectif de choisir un temps assez réduit de traitement pour une
concentration convenable en acide. Une fois la surface est portée au traitement acide,
le revétement est réalisé par simple dépdt du polymere PF sur la surface puis incubé
pendant 2h a 60 °C. Les résultats donnés dans la figure 19 montrent I’évolution d’angle

de contact direct en fonction du temps et de la concentration acide. En effet, un
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traitement de 30 min pour une concentration acide de 2.5 et 5 % donne une valeur de
136.5 © et 144.5 ° respectivement. Cependant les surfaces traitées avec 10 et 15 %
d’acide, pendant 30 min, donnent des valeurs de 154.3 °+ 3.33 et 157.8 ©+2.33. Apres
60 min de traitement, les surfaces atteignent des angles supérieurs a 150 °, cela implique
que méme pour des concentrations assez basses en acide, la texture élaborée peut
atteindre la texture convenable capable de créer une surface superhydrophobe. En
continuant le traitement d’acide, la corrosion s’accentue en fonction du temps et les
surfaces présentent toujours des angles de contact €élevés. A partir de cette étude, nous
concluions que pendant 30 min, les concentrations a 10 et 15% d’acide sont-elles qui
donnent des surfaces a des angles > 150°. Pour cela, ces deux concentrations sont
retenues pour faire 1’étude suivante.
BHCI(2,5%) BEHCI(5%) BHCI(10%) BEHCI(15%)

165
160
155
150
145

140

135
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130

125
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Figure 19 : Etude de Ieffet de la concentration HCI en fonction du temps sur

I’angle de contact
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4.2.2. Raffinement du suivi de 1a mouillabilité en fonction du temps

Cette deuxieme ¢étude consiste a poursuivre la mouillabilité des surfaces traitées
avec les concentrations d’acide 10 et 15% (V/V) durant 30 min mais pendant des
intervalles de temps de 5 min. La figure 20a montre I’évolution de I’angle de contact
direct en fonction du temps dans des intervalles de 5 min et montre que les surfaces
présentent deux courbes différentes. En effet, partant d’un méme substrat natif et apres
5 min de traitement, les angles de contact sont de 106 ° et 138 ° pour les concentrations
en acide de 10 et 15% respectivement. Les surfaces traitées avec 15% (V/V) atteignent
la valeur de 156 ° aprés 15 min de traitement et 1’angle est demeuré élevé apres 20, 25
et 30 min avec des valeurs supérieures a 150 °. Cependant, pour les surfaces traitées a
10% (V/V) d’acide atteignent 156 ° aprés 25 min de traitement pour la premiére fois.
Pour bien choisir entre ces deux concentrations, un suivi de I’angle de glissement a été

réalisé. Les résultats sont donnés dans la figure 20b.
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Figure 20 : Courbes d’évolution des angles de contact (a) et de glissement (b) par

traitement acide en fonction du temps d’immersion

4.3. Etude de mouillabilité des surfaces intercalant ’huile essentielle
L'étude de la mouillabilité¢ des surfaces développées a été réalisée en suivant

I'angle de contact et I'angle de glissement des différents niveaux de rugosité créés en
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fonction du temps de gravure. L'abréviation N-CA est attribué¢ aux valeurs des angles
de contact de I’aluminium traité par I’acide pour se référer a I’angle de contact des
substrats nus. Par contre, les résultats de I’aluminium revétu par PF et ECA en fonction
du temps de gravure sont présentés dans la figure 21 avec la ligne rouge. L’angle de
contact du substrat en aluminium avant traitement par 1’acide est d'environ 90 ° + 1,3.
L'angle de contact de I'aluminium trait¢ par 1’acide et non-revétu diminue
progressivement en fonction du temps de traitement acide. Apres 30 min, I'angle de
contact descend a 3,3 ° + 0,66. La valeur du N-CA mesure l'influence de la texture
produite, comme il semble que plus la microstructure est profonde, plus la gouttelette
d'eau pénétre a l'intérieur de ces structures créées. Selon régime Wenzel, en augmentant
la rugosité sur une surface hydrophile on la rend encore plus hydrophile pour cela la
N-CA diminue en fonction du temps de traitement jusqu’a atteindre la mouillabilité

totale du substrat.

—@— uStructure/ECA-PF uStructure/PF
—@— pStructure nue
165 100
90
—~ 155 80 —
4+~ +—
S 145 0%
€ 60 €
3 3
o 135 50 o
© ©
o 40 w
:?D 125 30 :?D
o =z
115 20
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105 0
0 5 10 15 20 25 30 35

Temps de gravure parHCl;c,, (min)

Figure 21 : Evolution des angles de contact au niveau des textures nues ou

revétues générées en fonction du temps d’attaque acide
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Le dépdt d'une fine couche de fluoroalkylsilane (PF) ou du ECA-PF régit de la
formulation huile essentielle et PF sur le substrat d'aluminium augmente
progressivement l'angle de contact (R-CA; pour se référer aux angles de contact des
substrats revétus) en fonction du temps de gravure. Il ressort clairement de la figure 21
que le dépdt de PF sur le substrat d'aluminium non texturé a augment¢ le R-CA de 90°
a 106 °. 1l apparait en effet dans le cas de la surface AI/ECA-PF que ’angle de contact
(R-CA) atteint la superhydrophobicité aprés 15 min de traitement avec 15 % d'HCI.
Au-dela de 15 min, I’angle de contact est resté constant a environ 151 °. Il est
raisonnable de conclure que lors de l'utilisation du revétement ECA-PF, l'angle de
contact augmente en fonction des modifications de texture apportées par ’acide en
fonction du temps. Il n'y a pas de différences significatives entre les surfaces AI/ECA-
PF et Al/PF en termes de R-CA. En effet, les deux surfaces suivent la méme modalité
avec seulement de légeres différences. Ceci montre l'influence de I'huile essentielle
ECA en diminuant légerement 1'angle de contact par rapport au PF seul, ce qui pourrait
étre due a des groupements chimiques relativement hydrophiles (surtout les fonctions

alcools dans le composé eucalyptol).
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Figure 22 : Evolution des angles de glissement au niveau des textures revétues ou

non en fonction du temps d’attaque acide

Les courbes d'angle de glissement des surfaces ECA-PF et PF sont illustrées dans
la figure 22. L'analyse de l'angle de glissement de la surface PF montre que la texture
créée a influenceé le glissement de la gouttelette d'eau. Le revétement en aluminium non
traité¢ couvert par du PF avait un angle de glissement de 90 °. L'angle de glissement a
diminué de fagon rapide a 19 ° apreés 10 min de traitement par I’acide. Puis elle est
devenue inférieure a 10 ° apres 15 min jusqu'a ce qu'elle soit d'environ 2 ° ou moins
apres 20 min. Cependant, l'incorporation de l'huile essentielle d'ECA dans le
revétement a entrain€ une diminution progressive de l'angle de glissement de 90 © a 2°

apres 30 min.
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4.4. Etude de la morphologie des micro/nano textures développées

4.4.1. Mise en évidence par MEB

Pour mieux comprendre le comportement de mouillabilité des surfaces, une
grande attention a été accordée aux caractéristiques micro/nano structurales des
surfaces au départ. Les échantillons ont été observés par MEB en respectant le temps
de gravure. Les résultats ont été présentés dans la figure 23. Les principales
observations étaient pertinentes et montrent la relation étroite entre la microstructure et
le temps de gravure. En effet, 'acide commence a agir sur la surface en créant des
structures de défaut qui suivent les lignes prédéfinies dans 1’alliage (figure 23 al). La
surface se trouve craquée et ces défauts observés sur le substrat aprés 5 min de gravure
(Figure 23 a2 — a3) ne sont pas généralisés sur l'ensemble du substrat. Il est clair que
I’accroissement des défauts augmente malgré qu'il y ait encore des zones lisses sur la
surface et ’attaque acide crée une sorte de vallées dispersées dans le substrat. La
texture de surface continue a évoluer apres 10 min de gravure comme on peut le voir
sur les Figures 23 bl-b3, ou les zones lisses ont été relativement diminuées, et les
vallées engendrant ainsi une topologie particuliére. La présence de la zone lisse ici
justifiera plus tard que méme le dépdt de PF sur ce substrat n'a pas favorisé 1'angle de
contact plus ¢élevé vu dans 1'analyse de mouillabilité dans la section suivante. A 20min
de gravure, (Figure 23 c1-c3), la surface devient totalement micro-nano structurée sans
zones lisses et la structure irréguliere s’étend sur toute la surface. Ici, I'angle de contact
de la microstructure de la surface nue est de 26°, mais la méme surface avec un
revétement PF présente un angle de contact d'environ 150°. Nous pouvons interpréter

que lorsque la texture hiérarchique devient suffisamment profonde, cela crée les micro-
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poches chargées de faire pousser la gouttelette d’eau et de favoriser I'angle de contact
plus élevé. Apres 30 min d’attaque d’acide (Figure 23 d1-d3), le substrat d’aluminium
a montré une microstructure granuleuse dispersée partout dans la surface couplée a une

nanostructure au-dessus qui est caractéristique d'une rugosité superhydrophobe.

a-1(Al su'bmtéhina -

X488 S8mm b ]
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Figure 23 : Micrographies MEB des substrats d’aluminium portés a un

traitement HClas v/v) avec et sans revétements ;

al : Caractéristiques initiales du substrat en aluminium ; a2-a3 : Structure du substrat
en aluminium apres 5 min de gravure; b1-b3 : Structure du substrat en aluminium apres
10 min de gravure; e¢1-¢3 : Structure du substrat en aluminium apres 20 min de gravure;
d1-d3 : Structure du substrat en aluminium apres 30 min de gravure; el-e3 : Structure
de substrat en aluminium obtenue & 30 min de gravure revétue par PF, et f1-f3 :

Structure a 30 min de gravure de substrat d’aluminium obtenue et revétue par ECA:PF.
4.4.2. Mise en évidence par profilométrie

La technique de profilométrie a été appliquée pour évaluer la rugosité et la
topographie des échantillons d’aluminium traités avec I’HCl pendant 40 min. La
rugosité des échantillons traités par 1’acide était significativement supérieure a celle de
la surface non traitée (Figure 24a). La topographie était en évolution croissante

dépendamment des temps de traitement avec 1’acide (Figure 24b).

80



14
12

10

Hauteur quadratique moyenne de la
surface (Sq en um)
H (o] (o]

Temps de gravure en min

1000
900
800 =@=—[Bumps
700
600
500
400
300
200
100

=@=Holes

volume en 10003

0 10 20 30 40 50
Temps de gravure en min

Figure 24 : Etude profilométrique des substrats d’aluminium portés a ’attaque
HClas% v/v) en fonction du temps. a) Evolution de la rugosité de surface en
fonction de temps d'attaque d'acide HCI; b) Progression de la topographie de

surface en fonction du temps d'attaque d'acide HCI

Les valeurs de rugosité, données dans la figure 24 a et désignées par la hauteur
quadratique moyenne, les plus élevées ont été obtenues pour les échantillons
d’aluminium ayant été apportés a 30 et 40 min de gravure avec I’acide 15% (v/v). La

hauteur quadratique est prise ici comme un indicateur de rugosité, ce parametre atteint
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une valeur de 12 um a 30 min cependant le substrat natif d’aluminium a seulement une
hauteur de 0.6 pum. Cela confirme la création d'une surface micro-structurée
particuliérement des micro-poches qui se forment en fonction du temps.

La topologie des différents substrats d’aluminium est donnée en fonction du
temps selon le parameétre de formation des vallées et des crétes. Il est important de noter
que le volume des crétes et des vallées est quasi-similaire dans le cas du substrat natif,
le rapport du volume total entre les crétes et les vallées est de 1,4. Aprés 5 min de
traitement, ce rapport se dédouble et cela signifie que la formation des crétes continue
jusqu’au 10 min de gravure, ce rapport atteint 2,7. A 20 min, la détérioration physique
atteint son apogée et ainsi les crétes deviennent de plus en plus prépondérantes (rapport
> 3,5). En effet, aprés 30 min les crétes prennent une valeur de 886,4 x10° um?® avec
une augmentation aussi du volume total des vallées, mais le rapport diminue jusqu’a
des valeurs < 0,5. Ceci montre que I’acide continu a creuser le substrat et le volume
des vallées suit une allure linéaire croissante qui commence déja depuis 10 min et
continue jusqu’au 40 min. Nous pouvons aussi explorer le rapport : (volume des crétes
/le volume des vallées) ce qui aboutit a 3,5 a 20 min et inférieur a 0,5 pour 30 min. Ces
deux valeurs aménent physiquement a la méme conséquence de mouillabilit¢ comme
révélée par les mesures des angles de mouillabilité. Bien que les valeurs des rapports
soient variées elles sont régies d’une création couplée de crétes et vallées sur substrat
et cette topologie aboutit a la texture de superhydrophobicité observé plus tard a 30
min.

Les images 3D élaborées par profilométrie (Figure 25) montrent I’existence
d’un état de transition entre une texture qui n’aboutit pas a des surfaces

superhydrophobes (créé a 20 min de gravure) et une texture mature qui aboutit a des
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angles de 150° (avec le revétement PF), qui est donnée par un temps de gravure de 30
min. En effet, cette texture montre un arrangement de microstructure prépondérant
formé par les vallées et les crétes chapeautées par une nanostructure. Pour un temps de
gravure inférieur a 30 min la texture de la surface n’est pas encore mature pour assurer
la superhydrophobicité. Malgré la présence des vallées et des crétes microstructurés a
20 min, les nanotextures sur les crétes ne se forment pas. Toutefois, un arrangement
sub-micrométrique justifie la valeur d’angle de glissement, relativement élevée,

trouvée surtout avec la surface AI/ECA-PF.
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Figure 25 : Profile des surfaces d’aluminium aprés 20 et 30 min d’attaque
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83



4.5. Etude chimique de la surface par spectroscopie infrarouge

Les spectres FTIR montrent des bandes d'absorption et de réflexion et des pics
dans I’ensemble des formulations utilisées sont présentés dans la figure 26. En effet,
la large bande dans la région de 1250 cm™! a 1000 cm™! est associée a Si—C, Si—O-Si
et Si-O qui vibrent aux fréquences 1290 ; 1235 et 1125 cm’!. Ces groupements
oxysilane prouvent la polymérisation en surface. Au-dessus de cette fréquence et a
1480, 1320 et 1290 cm™' des modes d'étirement de —CFx,(—CF, —CF2 et —CF3)
apparaissent. Ils ont été conservés méme en cas de revétement ECA-PF (il semble aussi
que le —CF2 et peut présenter une vibration secondaire a 1230 cm™ [163]. De plus, les
pics qui apparaissent a 1000 jusqu'a 875 cm™' sont attribués a des ponts silanols; Si-O-
Si ou des groupes silyles qui se produisent aprés la condensation du silane formant les
SAMs qui orientent les fluorocarbures aliphatiques vers la couche externe de la surface
[164]. De 830 cm™ a la fin du spectre les vibrations peuvent étre attribuées a —-O-Si—H
qui signifie la présence des clusters de transition entre I'hydrolyse et la condensation

du fluorocarbone utilisé.
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Figure 26 : Spectres de vibration infrarouge des revétements utilisés

Les vibrations des huiles essentielles présentent divers pics et domaines de
vibration, ce qui est en accord avec d'énormes composants ¢lémentaires et molécules
bioactives qui composent les huiles essentielles telles que 1’huile essentielle d’ECA.
En effet, 'huile d'Eucalyptus est un mélange complexe de monoterpénes et de
sesquiterpenes oxygénés [165], et de phénols aromatiques, oxydes, éthers, alcools,
esters, aldéhydes et cétones [166] (tels que D’eucalyptol, eucamalol, citronellal,
citronellol, acétate de citronellyle, p-cymene, limonene, linalol, -pinéne, y-terpinene,

! peut étre

a-terpinéol et aromadendréne). Le domaine qui apparait a 1750—-1635 cm™
attribu¢ a -C=0—OH ou aryl-C(H)=0, qui sont des composants a base d'alkyl cétones

et d'aryl aldéhydes vibrations similaires a I'huile essentielle de Laurusnobilis [167]. Ces

pics peuvent étre identifiés dans les spectres ECA par le mode d'étirement comme un
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Citronellal basé sur la vibration de C = O a 1750-1725 cm ! et par la vibration
d'étirement de C = C a 1674 cm™! ainsi qu'un CH3 symétrique vibration de déformation
se produisent a 1382 cm™' [168]. Le citronellol contribue également aux pics intensifs
qui apparaissent a 1675 et 1380 cm™!, également avec la bande caractéristique située a
1257 cm! due a la déformation du groupe C — O — H [169].

Le revétement contenant I'huile essentielle (ECA) et le polymere fluoré (PF) a
la fois présentent quelques vibrations communes avec ECA et PF seuls, ce qui explique
que 1'hybridation entre ECA et PF est maintenue en cas du revétement mixte ECA-PF.
C’est le cas du domaine spécifique de ECA situé a 1750-1635 cm™ et les modes
d'élongation de —CFx au niveau de PF qui apparaissent entre 1500 et 1250 cm™!. Ces
deux domaines expliquent la superhydrophobicité observée dans le cas du revétement
ECA-PF. Le domaine large de vibration qui se manifeste a une fréquence plus élevée
de 3600 a 3200 cm™ peut étre attribué a des molécules possédant des groupes (-OH)
tels que, l'eucalyptol, le citronellol, le linalol et le terpin€ol, ont ét¢ également
conservés et peuvent justifier l'effet antibactérien d'huile essentielle qui pourrait étre
conserve dans le revétement ECA-PF.

De plus, 1'¢longation asymétrique C-H d'un composé aliphatique peut étre
attribu¢ ici au méthyle qui se produit a une fréquence légerement plus ¢élevée que les
vibrations symétriques (2930-2875) et 2855 cm™!, respectivement pour le méthyle [170]
et peut etre le -C—OH. Ces vibrations peuvent s'expliquer par le solvant utilisé qui est
le méthanol. En plus, ces groupes apparaissent dans tous les spectres FTIR ce qui
prouvent cette interprétation. En conclusion, la superhydrophobicité de la surface a été

maintenue grace aux groupes polaires CFx efficaces du fluoroalkyl silane ainsi que les
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CHs. Les groupes hydrophiles présentent dans 1’huile essentielle n’interférent pas
relativement et les surfaces gardent leurs propriétés de non-mouillabilité.
4.6. Evaluation de performances antibactériennes des surfaces a base
d’aluminium

4.6.1. Effets antibactériens des composantes de la surface
4.6.6.1. Tests d'inhibition de la croissance

Ce test consiste a ajouter différents volumes d'huile essentielle d'eucalyptus
(ECA) aux cultures bactériennes. Le suivi de la croissance des bactéries est représenté
sur la figure 27a. Les courbes montrent que la croissance du contrdle du B. cereus
atteint une moyenne d'environ 0,381 unité d'absorbance de densité optique a 603 nm
(UDOs03nm) apres 30 h de culture. Cependant, la croissance diminue en fonction de la
concentration en huile essentielle méme dans le cas de la plus faible concentration
d’huile (10 pL d'ECA pour 10 mL de milieu liquide). La croissance atteint une valeur
moyenne égale a 0,305 UDOgo3nm aprés 30 h d'incubation. En utilisant 25 et 75 pL
d'ECA pour 10 mL de milieu liquide, la croissance était presque au niveau initial (to)

(0,045 UDOs03nm) ce qui prouvait l'effet antibactérien de I'ECA contre B. cereus.
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Figure 27 : Test d’inhibition de la croissance bactérienne en milieu liquide; a : B.

cereus; b : E. coli

La bactérie E. coli en tant que bactérie gram-négative a été testée contre 1'huile
essentielle d'eucalyptus en tant qu'agent antibactérien utilisé dans la conception de la

surface, et les courbes sont données a la figure 27b. Les courbes montrent que les
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bactéries sont inhibées en présence de différentes quantités d'ECA et que cette
différence devient significative dés les six premicres heures par rapport au témoin. En
effet, la culture témoin d'E. coli a montré une croissance typique des bactéries en
fonction du temps a partir de 0,073 UDOgo3nm et atteignant 0,532 UDOgo3nm aprés 30
h. Les cultures traitées avec 10, 25 et 75 pL d'ECA ont montré des valeurs moyennes
de croissance finale égales a 0,372, 0,108 et 0,074 UDOs03mm, respectivement. Dans le
cas des concentrations plus €élevées d'ECA, la croissance des bactéries a été totalement
arrétée et l'effet bactériostatique a été établi des le début de I'incubation. 11 est possible

qu'un effet bactéricide ait également ét¢ établi en utilisant I'huile essentielle d'ECA.

4.6.6.2. Révélation antibactérienne des composantes de revétement de

surface par disques d’inhibition

Le test des disques d'inhibition a été réalisé¢ pour les composants de surface
(Ihuile essentielle d’ECA et PF) afin d’évaluer leurs comportements antibactériens.
Les résultats sont donnés dans la figure 28. L'inhibition du prépolymeére (PF) présente
un effet antibactérien contre E. coli et assure une zone d’inhibition de diametre total de
17,66 mm et 23 mm dans le cas de B. cereus. La différence peut étre due au type de
gramme de la bactérie, car la paroi du peptidoglycane protege les bactéries a gram-
négatifs. L'huile essentielle d'ECA présente un diameétre d'inhibition estimé a 21,66 mm
dans le cas d'E. coli qui est nettement supérieur a l'inhibition provoquée par le PF dans
le cas d'E. coli. Cela prouve l'effet antibactérien de 'ECA. Dans le cas de B. cereus,
I'huile essentielle d'ECA a produit une zone d'inhibition estimée a 24,66 mm et a
confirmé que 1'ECA est tres active contre les bactéries a gram-négatives et a gram-

positives.
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Figure 28 : Effet antibactérien par disque d’inhibition des composantes de

revétement de surface

4.6.2. Test d’antibiofouling

4.6.2.1. Cas de B. cereus

La capacité anti-biofouling des surfaces a été étudiée avec les deux bactéries
choisies, les résultats sont présentés sur la figure 29a dans le cas de B. cereus. Le test
étant une contamination de la surface par 100 uL. d'une culture bactérienne en phase
exponentielle, ce méme volume a été ensemencé dans un tube stérilisé contenant 10
mL de milieu liquide stérilisé comme témoin. La croissance des bactéries a ensuite été
évaluée apres 24 h et considérée comme témoin, elle est donnée dans 1'histogramme
étiqueté « B. cereus équiv ». Le tube « B. cereus equiv » montre qu'aprés 24 h la
croissance des bactéries a atteint 0,370 UDOgo3nm comme valeur moyenne pour une
croissance normale. La méme contamination (100 pL de bactéries) appliquée sur un
substrat d’aluminium et tous les substrats micro-nanostructurés nus ont montré une

croissance similaire de bactéries, soient : 0,347 UDOego3nm dans le cas du substrat Al,

90



0,352 UDOgo3nm dans le cas de 1'Al traité par 1’acide pendant 10 et 20 min, et 0,325
UDOs03nm dans le cas de 1'Al porté au traitement acide pendant 30 min. Ces valeurs
s'expliquent par le fait que les micro-nanostructures ceuvrent pour favoriser la
colonisation des surfaces en l'absence de barriéres superhydrophobes ou d'agents
antibactériens. Dans le cas de I’aluminium porté au traitement acide pendant 10 min et
couvert par les revétements (PF et ECA) représentés par AI/PF et AI/ECA-PF, les
valeurs de croissance étaient respectivement de 0,355 et 0,312 UDOs03nm, ce qui peut
étre considéré comme une croissance bactérienne en phase exponentielle. Ceci peut
s'expliquer par la valeur relativement faible de l'angle de contact et les angles de
glissement élevés de ces deux surfaces, qui n'atteignent pas la valeur d'une barriére
superhydrophobe. La surface a regu une partie de la gouttelette de milieu bactérien, ce
qui a favorisé la croissance des bactéries aprés son entrée en contact avec la culture
bactérienne.

Dans le cas des surfaces développées a l'aide des micro-nanostructures créées
apres 20 et 30 min d’attaque acide, les valeurs d’absorbance étaient de 0,008 et 0,018
UDOgo3nm dans le cas de 20 min AI/PF et AI/ECA-PF. La croissance des bactéries ne
dépasse pas 0,003 et 0,011 UDOgo3nm dans le cas de 30 min Al/PF et AI/ECA-PF
respectivement. Ces valeurs peuvent étre considérées comme une absence de
croissance bactérienne dans le milieu de culture et sont congrues a I'absorbance du
bouillon nutritif LB a 603 nm et impliquent que I'anti-biofouling dans ce cas était dii a

la superhydrophobicité de la surface recouverte quel que soit par le PF ou ECA-PF.
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4.6.2.2. Cas de E. coli

Dans le cas d'E. coli, les résultats sont présentés dans la figure 29b. Les résultats
portant sur I’E. coli sont similaires & ceux de B. cereus pour la surface
micronanostructurée non revétue, ce qui prouve l'affinité¢ des bactéries pour la micro-
nanostructure du substrat. Il est important de signaler que la croissance du témoin « E.
coli eq » atteint 0,458 UDOso3nm pendant 24h. Les substrats d’aluminium natif et les
substrats Al portés au traitement acide pendant 10, 20 et 30 min atteignent des valeurs
de 0,426, 0,425 et 0,448 UDOs03mm, ce qui présente une croissance exponentielle des
bactéries qui sont sur les substrats micro-nanostucturés. Il est important de mentionner
ici que les surfaces développées sur des substrats traités pendant 10 min avec les
revétements PF et ECA (Al/PF et AI/ECA-PF), ont également montré une phase
exponentielle de croissance bactérienne. Ceci suggére que la microgoutte de culture
bactérienne utilisée pour le test n'a pas été totalement évacuée (par enroulement sur la
surface) de la surface dans ces deux cas et pourrait contaminer ainsi la surface. En cas
de texture formée apreés 20 min et couverte par PF et ECA-PF (Al/PF, AVECA-PF), et
celle de 30 min Al/PF, AI/ECA-PF, l'anti-biofouling est devenu positif et les surfaces
n'ont pas été contaminées apres 1'inoculation d'E. coli. Il existe une légere différence
entre l'activité d’anti-biofouling entre les surfaces a revétements PF et ECA-PF qui
peut étre interprétée comme une propriété antibactérienne due a I'huile essentielle.

Les motifs unidirectionnels observés aprés les cing premieres minutes de
gravure suggerent que l'acide a commencé a suivre les plans d'orientation de la surface
de I'alliage qui était la zone la plus exposée dans le substrat. Ce méme phénomene a

également été trouvé par Menezes et al. [171]. Dans la présente étude, cela peut
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s'expliquer par le fait que I'attaque acide a suivi la caractéristique initiale de la surface
de l'alliage. De plus, des études antérieures ont montré que la texture optimale inclut
des paramétres critiques tels que la longueur de la microstructure et la distance entre
les microcrétes sont les faits majeurs qui contribuent au comportement de mouillabilité
jusqu'a entrer dans le mode¢le de mouillabilité de Wenzel [172, 173]. Presque les mémes
résultats ont été observés dans cette étude lorsque la densité de texture était beaucoup
plus faible, dans le cas de la texture créée au cours des 10 premicres minutes pour les
substrats enduits.

Dans le cas de substrats micro-nanostructurés similaires aux textures élaborées
par gravure a 20 et 30min, Bikerman a étudi¢ la relation entre les angles de glissement
et la rugosité sur des plaques d'acier inoxydable et a montré que la rugosité de surface
offre une résistance aux gouttelettes d'eau pour le glissement [174]. Sur cette base, la
surface conserve une partie de la gouttelette d'eau contaminée initiale et ainsi les
bactéries se développeront lorsqu'elles atteindront un milieu nutritif. Ce fait a été
observé dans cette étude et suggere une contamination plus élevée dans tous les
substrats non revétus avec E. coli et B. cereus. De plus, Avramescu et al. ont prouvé
que la diminution de la rugosité de surface entrainait une augmentation du contact entre
la gouttelette d’eau et la surface [175]. Ce fait corrobore les résultats actuels et explique
la contamination biologique observée dans les deux cas de bactéries avec des substrats
en aluminium non revétus et méme pendant 10 min sur les surfaces Al/PF et ECA-PF.
Cependant, lors de l'application du nano-revétement, en particulier de la couche
hybride a base d'ECA-PF, avec les micro-nanostructures appropriées de 20 min et 30
min d'Al, la propriété anti-biofouling était positive, ce qui peut s'expliquer par une

couche de bulles d'air piégée qui a réduit le contact entre I'eau contaminée par des
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bactéries et la surface. Ces surfaces permettent a I'eau de rouler et le mouvement de
roulement ramasse des particules, notamment des bactéries et des virus [176]. Ainsi,
les surfaces superhydrophobes développées a partir des micro-nanostructures formées
aprés 20 et 30 min d’attaque acide présentent un pouvoir d’antibiofouling qui réduit la
croissance des bactéries a gram positif a 99% et a gram négatif de plus de 97%. Alors
que la genese d’une texture prématurée n’aboutit pas a des faibles valeurs des angles
de glissement qui seront capable de faire enrouler la microgoutte de la culture
bactérienne. Cela laisse la surface exposée a la contamination des bactéries transportées
par I’eau. La figure 30 récapitule 1’effet du temps de gravure acide (15%) suivi des
nano-revétement sur la protection de la surface contre 1’adhérence et la contamination

bactérienne par I’approche d’antibiofouling.
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Figure 30 : Schéma récapitulatif de I’effet de la superhydrophobe sur le pouvoir

d’antibiofouling des surfaces.

4.7. Conclusion

L’objectif de ce chapitre a été de réaliser des surfaces antibactériennes basées sur
la propriété de non-mouillabilité. Cet objectif a été achevé sur plusieurs niveaux., En
un premier volet, nous avons réussi a créer la texture hiérarchique sur des substrats
d’aluminium en utilisant la gravure avec 1’acide chlorhydrique. Les textures générées
sur les substrats d’aluminium ont été caractérisées par différentes approches. Il s’est
avéré que la microstructure évolue en fonction du temps de gravure par I’acide et qu’au
bout de 30min, la surface se trouve couverte par une structure micro-nanométrique. Le
suivi par mesure des angles contact de ces substrats nus montre que la surface atteint
un état de mouillabilité totale avec la texture générée pendant 30 min. D’autre part, une
fois cette texture est recouverte par les différentes formulations a base de
trichloro(1H,1H,2H,2H-perfluorooctyl)silane et d’huile essentielle d’eucalyptus elle
donne des surfaces superhydrophobes caractérisées par des angles de contact
supérieurs a 150° et des angles de glissement inférieurs a 5 degrés. Les surfaces ainsi
obtenues ont été menées avec des tests antibactériens contre les bactéries a gram positif
et a gram négatif. Les résultats ont montré un anti-biofouling positif contre E. coli et
B. cereus ce qui prouve que les surfaces superhydrophobes développées avec la
formulation de PF et ECA exercent ce pouvoir d’anti-biofouling grace a 1’angle de

contact de glissement trés bas.
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CHAPITRE 5 : ELABORATION DE SURFACES
ANTIBACTERIENNE A BASE DE POLYDIMETHYLSILOXANE

(PDMS)

5.1. Introduction

Dans un deuxiéme volet, le développement des surfaces a été basé sur 1’action
de I’agent antibactérien naturel (huile essentielle) lorsque la barriere de
superhydrophobicité est franchie. Pour ce faire, nous avons utilis¢ le
polydiméthylsiloxane (PDMS) comme une matrice pour développer ces surfaces. Ce
matériau donne la possibilité de réticulation de I’huile essentielle avec une bonne
rétention de celle-ci ce qui donnera a la surface plusieurs modes d’action et prolongera
la durée de vie de la surface. Ainsi, le chapitre a été divisé en deux parties ; la premiére
a été consacrée au suivi de la formulation du PDMS et I’huile essentielle avec une étude
de mouillabilité de la surface. La deuxieéme partie a été consacrée surtout pour les tests

antibactériens pour mettre en relief les différents modes d’action de la surface.

5.2. Généralité sur le PDMS et critere de choix
Le PDMS présente une faible énergie de surface libre avec une bonne stabilité
thermique, et il est optiquement transparent [177]. Le PDMS peut étre le siege des
liaisons d'interface hydrophile par des techniques d’activation telle que le plasma, cette
technique peut étre utilisé pour former des groupes silanol(—OH) a la fin des groupes
méthyle (—CH3) [178,179, 180]. D’autre part, la méthode de durcissement de PDMS

qui est couramment utilisée dans le revétement des surfaces ou méme la création de



surfaces volumineuses, aboutit a la création de 1’hydrophobicité [181]. Les propriétés
de surface du PDMS sont également relativement faciles a modifier. En effet, le PDMS
durant le processus de durcissement aboutit & un réseau assez consistant. Cela forme
une matrice hdte pour plusieurs additifs. En fonction des additives, le PDMS servira a
des applications variées, comme dans le cas de notre application actuelle qui est la lutte
contre les bactéries dans le cas d’ajout d’un agent antibactérien.

Le PDMS est disponible dans la forme de Sylgard™ 184 comme produit
commercial produit par Dow Corning. Il se compose de deux parties : une base de
silicone et un agent de durcissement. Les élastoméres PDMS se préparent en
mélangeant la base PDMS (ou le pré-PDMS) et I’agent de durcissement dans un rapport
de 10: 1, suivi d'une étape de durcissement a la chaleur. Ce qui entraine la formation
d'un groupe hybride silyle en raison du contact entre un groupement vinyle ou allyle et
un silicone du matériau a base [182, 183]. La base PDMS et l'agent de durcissement
durcissent tout en se mélangeant pour former une structure de réseau de liaisons
chimiques entre la base PDMS et 'agent de durcissement par réticulation [184]. En
fonction de la température, le durcissement peut étre rapide ou encore plus long
jusqu’au 48 h a la température ambiante.

Le PDMS (une fois obtenu selon les recommandations du fabricant) a un
module de traction élevé (1,8 MPa) et une ténacité physique élevée (4,77 MPa), un
faible retrait aprés durcissement (1,1 %) et un allongement élevé (160 %). La faible
conductivité thermique (k =0,2 W m™' K™!) permet d'utiliser le PDMS comme matériau
d'isolation thermique. Le PDMS a un coefficient de dilatation thermique de 310 um

m '°C! et est thermiquement stable en dessous de 150 °C [185, 186, 187].
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Le PDMS est un polymeére qui gonfle avec les solvants non polaires (comme
les hydrocarbures, du toluéne, du dichlorométhane) en raison de création des vides dans
le polymére [188]. Par exemple un solvant comme 1'alcool isopropylique induit la
formation des pores sub-micrométriques [189, 190]. D’autre part, le PDMS est facile a
mouler et de faire la réplication des structures fines [191, 192]. Dans le cas de
I’application du PDMS sur un substrat solide comme revétement, les groupes silanol
(Si—-OH) formés et les groupes méthyle (Si—Hz) du PDMS se condensent avec des
groupements approprié¢s de la surface en contact de type (—-H, -COOH, C=0) [193,
194]. Cela donne une haute consistance du revétement a base de PDMS sur un substrat
d’ou une durabilité améliorée. Vu toutes ces propriétés et grace a son hydrophobicité,

le PDMS a ¢té choisie pour mener cette étude.

5.3. Développement de surface antibactérienne a base de PDMS
Comme notre application était le développement de surface non-mouillable
antibactérienne et contenant en méme temps un agent bactéricide. Le PDMS a servi
comme une matrice pour séquestrer I’huile essentielle d’eucalyptus. L’approche
consiste a introduire 1’huile essentielle dans la matrice PDMS avant le durcissement.
Trois formulations ont été réalisées, PDMS avec 5%,10 et 15% (w/w) d’huile

essentielle.

5.3.1. Effet antibactérien des surfaces a base de PDMS-huile essentielle

Cette expérience consiste a ajouter ’huile essentielle dans le sylgard184 avant la
phase du durcissement. Pour homogénéiser les résultats, les tranches de PDMS utilisées

dans ce test sont homogenes pour tous les essais de 1’expérience. Le but de cette
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expérience est de présenter le pouvoir de la surface a lutter contre la contamination

bactérienne et de déceler une différence potentiel entre les différentes formulations.

: PET'N whatman B Papier Whatman N PDMS 5% EO PDMS 10% EO PDMS 15% EO
. COll

Figure 31 : Test des stries bactériennes

Les résultats du test de stries bactériennes pour B. cereus et E. coli, les résultats
montrent alors que dans le cas de E. coli, la surface a base de PDMS présente des stries
bactériennes continues et bien définis de part et d’autre de la surface. L atténuation des
stries coloniales est minimale. Cependant, I’absence des stries sur la surface de PDMS
ainsi que la colonisation de la surface de PDMS n’est pas établie. De méme, pour les
surfaces contenant I’huile essentielle (PDMS a 5, 10 et 15% (w/w) en huile essentielle)
les stries bactériennes de E. coli sont présentent juste sur la gélose et non sur les
surfaces développées ce qui prouve que ces surfaces sont toutes non-colonisables par
les bactéries a gram négatifs.

Dans le cas de la surface PDMS, B. cereus n’est pas capable de se développer sur

la surface mais les stries bactériennes sont quasiment de méme épaisseur et sont bien
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définies et continue lors du passage de I’anse sur la gélose. Cela signifie que le passage
de I’anse contaminée sur la surface de PDMS n’altére pas la formation des stries aux
sorties et donc le PDMS natif n’exerce pas une activité antibactérienne mais il est non-
contaminable.

Dans le cas des formulations avec 1’huile essentielle, les surfaces de PDMS
présentent un comportement différent vis-a-vis de B. cereus. En effet, les stries
bactériennes deviennent discontinues des les premiers passages sur la surface PDMS
contenant 1’huile essentielle. Les colonies de B. cereus s’affaiblit au fur et & mesure
que I’anse touche la surface jusqu’a une atténuation totale et ceci est observé pour les
PDMS 5, 10 et 15%. Depuis cette observation nous pouvons dire que la surface PDMS
dopée par de I’huile essentielle est une surface non-colonisable et elle exerce un
pouvoir bactéricide lors d’un contact direct de bactérie type gram positif sur la surface.

En conclusion, le test des stries bactériennes montre que les surfaces développées
par différentes formulations en huile essentielle d’eucalyptus en plus du pouvoir de
non-colonisation, elles acquierent une propriété bactéricide d’ou I'utilité de la
formulation avec I’huile essentielle. D’autre part, les bactéries a gram positive semblent
étre plus touchées avec le passage rapide de 1’anse sur la surface dopée d’huile

essentielle.

5.3.2. Mode diffusion d’huile essentielle et étude de durabilité

Pour mieux comprendre le mode d’action de la surface a base de PDMS dopée
par de I’huile essentielle, le test de diffusion se réalise en milieu solide de culture et
consiste a étaler la tapie bactérienne sur la gélose et une surface solide en PDMS est

déposée sur la tapie bactérienne. Le test se déroule pendant 24h d’incubation. Les
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résultats sont donnés dans la figure 32. Nous observons que dans la figure 32a, qu’une
surface agée de 24h montre un gradualisme d’inhibition bactérienne contre B. cereus;
dans la tapie bactérienne on observe des plages vides qui s’accentuent avec
I’augmentation du pourcentage d’huile essentielle dans le PDMS (5, 10 et 15%). La
répartition aléatoire de ces plages suggere que I’huile essentielle entre en action suite a
sa volatilisation dans I’environnement aux alentours et en contact avec la colonie, il
inhibe sa croissance par un effet bactéricide.

L’effet bactéricide de ces surfaces est testé aprés une période assez longue de 30 jours
(Figure 2b). Les résultats montrent que les plages d’inhibition sont encore définies pour
les surfaces a 10 et 15% en huile essentielle d’eucalyptus. Par contre, dans le cas du
faible pourcentage en huile essentielle (5%), nous remarquons que les plages
d’inhibition disparaissent. Cela pourrait étre expliqué par le fait que la teneur en huile
essentielle est relativement faible a 5% et que la surface continue a diffuser et volatiliser
I’huile essentielle jusqu’au €puisement et ainsi le pouvoir bactéricide liée a 1’huile
essentielle n’est plus maintenu.

Pour mieux comprendre cet aspect, le test est répété encore apres 90 jours (Figure
2¢), résultats ont ainsi montré que la surface a 5% d’huile ne présente aucun effet
bactéricide vis-a-vis de B. cereus et encore les surfaces ayant 10% d’huile essentielle
ne présentent plus ce pouvoir. Ce sont juste les surfaces ayant 15% d’huile essentielle
qui exerce encore apres cette longue période I’effet bactéricide, dans ce cas les plages
d’inhibition sont encore bien définies et le pouvoir antibactérien de la surface PDMS

(15%) d’huile d’eucalyptus est encore maintenue.
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Figure 32 : Mise en évidence de la diffusion et étude de durabilité

En conclusion : cette étude montre que la formulation utilisée entre le PDMS et
I’huile essentielle présente une propriété antibactérienne via une action bactéricide due

a la diffusion de I’huile essentielle. Il est important aussi de mentionner que le
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pourcentage en huile essentielle contribue a une action bactéricide plus intense avec
des plages d’inhibition plus étendue dans la surface et qui dure assez longtemps.

I1 s’en sort de ces deux études réalisées avec les tests des stries bactériennes et
celui de la diffusion, que PDMS est un excellent matériau qui présente une bonne
capacité a étre une matrice hote pour I’intercalation d’agent bactéricide tout comme
I’huile essentielle d’eucalyptus. Cette conception bien qu’elle soit fonctionnelle de
point de vue application antibactérienne, d’autres améliorations ont été ajoutées pour

avoir une surface superhydrophobe.

5.4. Développement de surfaces superhydrophobes antibactériennes a

base de PDMS

La réussite de formulation du PDMS avec I’huile essentielle, nous ameéne a ajouter
une nouvelle propriété antibactérienne a ces surfaces. En s’inspirant du phénomene de
biofouling du chapitre 4, ce phénoméne a été¢ régi essentiellement de la
superhydrophobicité et essentiellement du pouvoir autonettoyant de ces surfaces. Pour
cela nous avons procédé a la création de la superhydrophobicité sur les substrats de
PDMS et ceci en utilisant la capacité de moulage de PDMS et de pouvoir reproduire
les micro-nanotextures. Les surfaces a base de PDMS superhydrophobes ont été
développées par réplication de la micro-nanostructure résultante sur I’aluminium traité

a 30 min avec 15% d’HCI (V/V).

5.4.1. Etude de mouillabilité

Briévement, le processus de réplication de la micro-nanostructure sur la surface de
PDMS est le suivant. Dans une premiére étape, les micro-nanostructures ont été créées

sur la surface de ’aluminium par gravure avec 1’acide chlorhydrique. Le prototype
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d’aluminium micro-nanostructuré servira comme moule et a été utilisé pour répliquer
la texture au niveau de la surface de PDMS. La réplication est faite par le processus
coulage de sylgard84 dans le moule ainsi développé, puis laissé se solidifier a 65 °C a
la suite de I’ajout de I’agent de durcissement. Il est important de mentionner ici que le
PF est utilisé comme agent de démoulage qui va persister en partie sur le PDMS comme
un revétement.

Les résultats des surfaces développées a base de PDMS sont donnés dans la figure
33. En effet, le PDMS standard présente un angle de contact de 118 ©£2.3 © et un angle
de glissement de 45 ° +1.6. La réplication de la texture (révélée précédemment
adéquate pour aboutir des surfaces superhydrophobe une fois revétues par le polymeére
hydrophobe; PF) aboutit a un angle de contact de 128 ° et un angle de glissement de
87,3 °. Une telle valeur pourrait étre expliquée par le fait que la modification de la
texture pourrait augmenter 1’angle de contact bien évidemment que le PDMS a des
groupements type CHj3 libres. Cependant la valeur assez élevée de I’angle de glissement
peut étre régi par le fait que la gouttelette d’eau se trouve en une portion piégée dans la
texture défectueuse lors de démoulage de la surface PDMS depuis le masque
d’aluminium micro-nanostructuré. Ainsi, 1’utilisation d’un agent de démoulage aboutit
a une surface parfaitement superhydrophobe grace a la reproduction fidele de la micro-
nanotexture ¢laborée sur le substrat d’aluminium. Ceci est trés clair dans le cas du PF
et ECA-PF, ou les angles de contacts sont 152,5 © et 152,3 ° respectivement avec des
angles de glissement assez bas 2,3° et 4,6° pour PF et ECA-PF respectivement. Ici,
nous avons utilisé un agent de démoulage pour protéger la micro-nanotexture contre la
détérioration qui est le (3-Aminopropyl)triethoxysilane (APTS) ceci ayant deux

terminaisons CH3 et NHz de part et d’autre pour avoir un t¢émoin de micro-nanotexture
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seule. On note que ce prépolymere (APTS) donne un angle de contact de 143,8° et un
angle de glissement de 28,3 © au lieu de 87 ° trouvé dans le cas de la texture défectueuse
du PDMS. En conclusion, il est possible d’améliorer les propriétés de non-mouillabilité

de PDMS par réplication des micro-nanostructure créées sur des substrats

d’aluminium.
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Figure 33 : Etude de mouillabilité des surfaces a base de PDMS

5.4.2. Observation microscopique de la texture de surface

Pour mieux comprendre 1’aspect de la texture répliquée sur le PDMS, des
observations microscopiques par le MEB ont été réalisées et présentés dans la figure
34. L’analyse des images données par MEB implique que la texture positive formée
sur I’aluminium (Figure 34, A et Al) a une allure hiérarchique ou la microstructure
irréguliere est nettement claire chapeautée par une structure sub-micrométrique a

nanométrique.
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Figure 34 : Images MEB des structures de réplication sur PDMS

A, Al : Structure positive sur le substrat d’aluminium résultante de gravure a
30min : B1, B2 : Structure répliquée sur PDMS sans agent de démoulage ; C1, C2 :
structure répliquée sur PDMS avec PF comme agent de démoulage

La réplication de ce profile sur le PDMS directement aboutit & une texture a une
rugosité assez basse comparée a la texture positive due a des zones défectueuses de
la surface qui se crée lors de démoulage (Figure 34. B1 et B2). Cependant, 1’ajout
d’un agent de démoulage, le PF, aboutit a une amélioration de la réplication dans
le sens d’obtenir une texture complémentaire a celle d’origine réalisée sur le
substrat d’aluminium. Cette texture est donnée dans la figure 34, C1 et C2 et

présente la texture des surfaces superhydrophobes obtenues.
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5.4.3. Evaluation de performances antibactériennes des surfaces a base

de PDMS
5.4.3.1. Test d’envahissement

Les résultats sont présentés dans la figure 35. Le test d’envahissement montre que la
microgoutte de B. cereus aboutit a une colonisation de surface de gélose apres 24 h,
alors que le méme volume déposé sur les surfaces a base de PDMS ne présentait aucun
aspect de colonisation supplémentaire et la microgoutte initiale de la culture
bactérienne a resté limitée. Aucune croissance supplémentaire n’est enregistrée et les
surfaces testées sont par conséquent non colonisables par envahissement de bactérie.
Dans le cas d’E. coli, le test donne des résultats similaires comparés a B. cereus et
la microgoutte de la culture d’E. coli donne une colonie de plus de 7 mm sur la gélose
alors que sur les surfaces non-mouillables ne dépasse pas 2 mm. Ainsi en conclusion,
les surfaces a base de PDMS sont qualifiées de surfaces non-envahissables par les

bactéries a gram positif et les bactéries a gram négatif.

109



) v f o

\ v
\ A
\ '/

E. Coli-PDMS control E. Col EQW _ E. Coli.Al pSture-NH2/ECA-PF

Figure 35 : Activité antibactérienne des surfaces par test d’envahissement

5.4.3.2. Test d’antibiofouling

Le test d’antibiofouling réalis¢ avec B. cereus (Figure 36 a) et E. coli (Figure
36 b) révele que les surfaces superhydrophobes désignées PDMSpusture 30 min/ PF,
PDMSupsture 30 min/ ECA-PF et PDMSpsture 30 min/ NH2/ECA-PF ont une activité
d’antibiofouling positive et la croissance bactérienne est annulée pour ces surfaces
grace a un angle de glissement assez bas ce qui empéche que la microgoutte de la
culture bactérienne soit adhérente sur la surface. Les surfaces de PDMS témoins et
PDMSupsture 30 min favorisent I’inoculation des bactéries dans le milieu de culture.
Ceci pourrait étre expliqué par le fait qu’une tranche de la microgoutte de la culture
bactérienne est transportée par la surface et aboutit a une croissance bactérienne
optimale apres 24h d’incubation, soient 0,338 et 0,342 UDOs03nm) respectivement pour

le PDMS et PDMSupusture 30 min contre 0,364 pour le témoin de B. cereus. Les mémes
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surfaces superhydrophobes ont un pouvoir anti-biofouling positif dans le cas de E. coli
avec une légere inhibition du groupement NH> (venant de I’APTS) l’agent de
démoulage sur I’ensemble ECA-PF. Ainsi, la croissance bactérienne s’est 1égérement
déclenchée apres 24h et donne une densité optique cellulaire de 0,049 qui implique un
nombre initial suffisant pour déclencher I’envahissement cellulaire pour un temps assez
long.

I1 est important de noter que les surfaces développées par un ECA-PF comme
agent de démoulage sont trés difficiles a obtenir et ne réussissent pas fréquemment pour
cela, le APTS a été utilisé pour faciliter le démoulage. D’autre part, les surfaces avec
les micro-nanotextures sur le PDMS ne réussissent pas aussi vu que le PDMS gagne
les micro-nanotextures de 1’aluminium ce qui aboutit au déchirement du PDMS et la
structure souhaitée est perdue. En conclusion, les surfaces superhydrophobes de PDMS
développées par réplication d’une texture hiérarchique présentent une activité

antibactérienne par antibiofouling positif.
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Figure 36 : Révélation de propriété antibactérienne des surfaces par le test

d’anti-biofouling; a : B. cereus; b : E. coli
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5.4.3.3. Test de stries bactériennes

Les résultats sont présentés dans la figure 37. Les surfaces développées par dopage
du PDMS par I'huile essentielle ECA a 5, 10 et 10%, dans le but d’augmenter la
diffusion de I’agent antibactérien, sont rendues superhydrophobes par réplication de
structure hiérarchique avec le PF comme agent de démoulage montrent que les stries
bactériennes aboutissent a une croissance bactérienne sur la gélose et non sur les
surfaces. En effet, les stries ont un aspect discontinu selon le type de la bactérie. Dans
le cas de B. cereus, la bactérie modele des grams positifs donne des stries discontinues
au niveau de la surface ce que signifie que la quantité bactérienne assez réduite n'arrive
pas coloniser la surface et cet aspect pourrait étre trés important dans la défense contre
la formation des biofilms. Il est trés clair aussi que les stries de B. cereus s’atténuent
au fur et a mesure de déplacement de 1’anse ce qui pourrait une tendance faible de
formation de biofilm.

Cependant, dans le cas d’E. coli, les stries présentent une discontinuité de
croissance au niveau des surfaces avec la maintenance de la continuité de la ligne
bactérienne sur la gélose, bien que le pouvoir plus €levé d’E. coli a formé un biofilm,
elle résiste relativement a I’agent antibactérien dans la surface. En conclusion, le test
des stries bactériennes révele le pouvoir antibactérien des surfaces développées par

dopage de PDMS avec ECA a différents pourcentages allant de 5% jusqu’au 15%.
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Figure 37 : Activité antibactérienne des surfaces par test de stries bactériennes

Discussion : L'application de ce matériau hybride a base de PDMS dopé par les
huiles essentielles pourrait avoir un champ large d’applications. Par exemple pour
protéger les surfaces en aluminium et peut-étre étendue aussi a d'autres types de
substrats. Privett et al., ont utilisé un colloide de silice fluoré seul comme revétement
superhydrophobe déposé sur un substrat de verre et ont testé la surface contre les effets
anti-adhérents de la surface contre les bactéries. Le dosage a été réalisé par comptage
des bactéries adhésives en surface apreés 90 min de dépot en suspension. Les solutions
de lavage collectées ont été incubées pendant 24 h. La surface recouverte de colloides
de silice avait la capacit¢ de réduire l'adhérence de Staphylococcus aureus et

I'adhérence de Pseudomenea aeruginosa [195]. L'utilisation du revétement hybride

114



développé actuellement peut étre étendue a plusieurs substrats tels que, le textile et les
substrats apparentés, puisque le dépdt peut se faire par immersion. Les travaux menés
par Chauhan et al. ont montré la possibilité d'appliquer des revétements, similaires a la

formulation actuelle, sur différents substrats [196].

5.5. Conclusion

Les surfaces a base de PDMS ont été développées selon deux approches, une
approche qui consiste a 1’ajout d’un additif a propriété antibactérienne qui 1’huile
essentielle. La deuxiéme approche sert de la réplication des micro-nanostructures
générées sur les substrats d’aluminium. Ainsi, la gravure par 1’acide chlorhydrique
pendant 30 min a servi comme texture positive de réplication. Les observations par le
MEB montrent la réussite de la réplication de ce motif sur le PDMS. L’intercalation de
PF et de ECA-PF comme agents de démoulage a contribu¢ a améliorer les angles de
contact supérieur a 150° et des angles de glissement inférieurs a 5°. Le lot de surfaces
ainsi développé présente une activité d’antibiofouling positive contre E. coli et B.
cereus prise comme modele pour les grams positifs et les grams négatifs. Ces surfaces
ont été¢ améliorées par un dopage assez €¢levé en agent antibactérien et I’huile essentielle
¢tait réticulée dans la matrice de PDMS a différents pourcentages. Les surfaces
obtenues ont montré un pouvoir antibactérien régi par empéchement de la colonisation
de surface par limitation de I’envahissement de biofilm antibactérien méme pour les
surfaces misent a I’horizontale. D’autre part, les tests de stries bactériens montrent que
le piégeage de I'huile essentielle dans le PDMS donne aux surfaces une réactivité
antibactérienne double qui se traduit par une non-colonisation couplée avec un effet

bactéricide si une bactérie entre en contact direct avec la surface affaiblissement des
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bactéries formant les colonies. D’autres approches ont été développées dans le but
d’améliorer les surfaces de PDMS. L’annexe 1 et 2 décrivent de nouvelles conceptions
des surfaces a base de PDMS qui fonctionnent selon d’autres modes de lutte contre les
bactéries. L annexe 1 décrit I’approche d’intercalation des capsules d’huile essentielles
dans le but de prolonger la durée de vie de la surface et avoir plus de contrdle sur la
volatilité¢ de I’huile essentielle. L’annexe 2 résume une série d’expériences faites avec
différentes formulations a base d’huile essentielle et I’huile de siloxane utilisée pour
faciliter la diffusion de I’agent antibactérien pour s’attaquer aux bactéries et rejoindre
les surfaces a pouvoir glissant antibactérien (slippery surfaces) qui ne sont pas encore

décrites dans la bibliographie.
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CHAPITRE 6 : CONCLUSION

6.1. Conclusion

Cette étude s'est concentrée sur le développement des surfaces non-mouillables
aux propriétés antibactériennes. Le développement de ce type de surfaces tire profit en
un premier lieu de la superhydrophobicité qui entre en action des les premicres étapes
de développement de biofilm, en effet, les bactéries transportées par I’eau se trouve en
face d’une barriere d’hydrophobicité trés €levée qui entre immédiatement en action
immédiate et repousse la gouttelette d’eau contaminée avec les bactéries ce qui laisse
la surface saine et désinfectée dans usage de produits de désinfection. D’autre part, la
réussite de ce type de surfaces dérive de la technologie suivit pour son développement,
ainsi les substrats d’aluminium ont €té portés a un processus de gravure a I’acide pour
la création de la texture caractérisée par une micro-nanostructure bien définie qui est
adéquate ci-aprés pour la création de la superhydrophobicité. Une fois la micro-
nanotexture est établit, un revétement nanométrique formulé par une mixture entre un
polymere hydrophobe a base de fluoroalkyl silane et un agent bactéricide qui est I’huile
essentielle d’eucalyptus puis déposé sur la texture déja formée. Cette technologie a
abouti a des surfaces superhydrophobes caractérisées par des angles de contacts assez
¢levées couplées avec angles de glissement faibles pour faire rouler la gouttelette d'eau
a la suite d’une faible inclinaison. Ces surfaces agissent pour refouler les bactéries types
gram positive et gram négatif donné par deux modeles B. cereus et E. coli

respectivement. Ce premier achévement répond a notre premier objectif mentionné



dans notre dissertation qui vise a développer une surface capable de se protéger aux
premigdres attaques bactériennes en se servant de la superhydrophobicité.

En un deuxiéme volet, notre objectif a été basé sur ’hypothése que la barriere
de superhydrophobicité pourrait étre franchie et le phénomene de refoulement pourrait
se bloquer une fois I’angle de glissement augmente a la suite d’une détérioration de la
surface ou pour les surfaces maintenues a 1I’horizontale. Pour cela nous avons suivi une
nouvelle technologie qui consistait a séquestrer 1’huile essentielle dans une nouvelle
matrice de PDMS. En effet, le PDMS a des propriétés trés intéressantes qui lui
permettent d’étre le meilleur candidat pour réticuler 1’huile essentielle et qui pourrait
accomplir notre objectif. Ainsi, I’huile essentielle a été intercalée dans la matrice de
PDMS et testé de point de vue activité antibactérienne en gardant les angles de contact
dans le domaine d’hydrophobicité seule et I’angle de glissement assez élevé. Les tests
antibactériens prouvent que 1’agent bactéricide exerce son action et la surface n’est pas
colonisable par les bactéries. D’autre part, la capacit¢ de PDMS comme un polymere
thermodurcissable donne 1’avantage de répliquer des micronanotexture qui peuvent
générer des surfaces superhydrophobes. Ce qui donne a ce type de surface un pouvoir
supplémentaire de refoulement des bactéries transportées par 1’eau des les premiers
contacts avec la surface.

Les bactéries se déplacent spécialement par I’eau comme médiateur de transport
et cherchent les conditions favorables pour la division et la multiplication. Une fois la
surface est mouillée ou contaminée, le dépot des bactéries engendre la génération de
colonies bactériennes. D’autres modes de transport des bactéries peuvent exister aussi,
se sont celles transportées par les aérosols. Vu que le mécanisme d’adhésion des

bactéries sur les surfaces est relativement indépendant du mode de dissémination mais
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physiquement il résulte du contact direct entre la membrane cellulaire et la surface.
Ainsi, les surfaces développées a base de séquestration des huiles essentielles dans la
matrice de PDMS pourraient combattre ces bactéries en laissant la surface désinfectée

pour longtemps.

6.2. Perspectives

Par ce travail de recherche, l'effet de la non-mouillabilité de la surface a été
examiné de point de vue activité antibactérienne et s’en sort que le refoulement de
gouttelette d’eau contaminée est régi essentiellement par des angles de glissement trés
faibles. D’autre part, la diffusion de 1’agent antibactérien depuis une matrice polymere
confirme que la surface réagit lorsqu’une bactérie se dépose sans altérer ces
caractéristiques de non-mouillabilité. Dans cette optique, les travaux suivants peuvent
étre recommandés pour continuité de ce travail :

- II serait intéressant de mieux conserver 1’huile essentielle hautement volatile
dans le cas des surfaces a d’aluminium. Nous pouvons donc envisager de faire
encapsuler I’huile essentielle puis I’intégrer dans ce type de surfaces dans le but
de leurs conférer le pouvoir bactéricide émanant des huiles essentielles pour
une tres longue période.

- Il est important aussi de continuer les recherches sur les matériaux
thermodurcissables a fort potentiel de réticulation des agents antibactériens de
nature huileuse pour la réalisation des surfaces ayant un agent antibactérien
diffusable.

- Dr’autre part, il sera pertinent de tester les huiles essentielles pour leurs activités

antivirales pour qualifier les surfaces par leur pouvoir antivirales.
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ANNEXE 1 : Développement de surfaces de PDMS contenant I’huile

essentielle de romarin encapsulée

Introduction

Comme étant la bactérie a gram négatif est moins sensible pour le test des stries
bactériennes dii probablement a la haute volatilit¢ de 1’huile essentielle ce qui rend
I’attaque bactérienne éparpillé aux alentours de la surface et affaiblit par conséquent
son action. Pour cela, nous avons procédé d’encapsuler I’huile du ROMA dans la phase
de poly(styréne-co-maléique anhydride) (SMA) pour mieux contrdler la libération et
accentuer localement son action.

1. Synthése des capsules a base de SMA et ROM

1.1.Méthode et montage de synthése

La synthese des ROMA@SMA suit le protocole de synthese des microcapsules
a base de Ethyléne maléique anhydride (EMA) copolymere comme décrit par Brown
et al., en 2003 [197]. Notre protocole donné dans la figure 1a consiste a une solution
de 2.5% de SMA/H>O(au lieu de EMA) sous agitation (24h), puis I’introduire dans une
ballon tri-coll (Figure 1b) contenant 200mL H>O sous agitation. Ajouter 5g d’urée,
0.5g de chlorure d’ammonium et 0.5 de résorcinol(ajusté le pH a 3.5) sous-agitation
mécanique (600rpm). Une fois la solution est bien homogene, I’huile essentielle de
ROMA est ajoutée goutte a goutte sous agitation jusqu’a la solution devient stable, en
ce moment-la le formaldéhyde (12.6 mL) est ajouté lentement et la température est
ajustée a 55°C puis la réaction est maintenue pendant 4h dans ces mémes conditions,

les capsules sont enfin filtrées, lavées et séchées.



200 mL H20 a
50mL 2.5 SMA (H20)

5gurée
0.5 g Chlorure d'ammonium
0.5 Resorcinol

Step 2:12.6 mL Formaldehyde
Aprés 5min (stabilisation)

Step 1: 10 mL ROMA

Filtration, Lavage,
séchage

- Caractérisations
- Tests microbiologiques
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a : Organigramme de syntheése des capsule ROMA@SMA; b: Montage de synthese

des capsules a base de poly(styrene-co-maleic anhydride) et huile essentielle.

Figurel : Méthode et montage de synthese des capsules ROMA@SMA

1.2.0bservation des capsules ROMA@SMA sous la MEB
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L’imagerie MEB des capsules de ROMA@SMA montre une dispersion
homogéne de taille des capsules, la taille étant d’ordre micrométrique et arrive jusqu’au
100um. D’autre part la SEM montre la présence d’une structure rugueuse qui coiffe la
capsule et rappelle la structure de coronavirus, (Figure 2) ce qui nous a amen¢é a dire
que les capsules ROMA@SMA sont des capsules corona-like structure. D’autre part
nous remarquons la présence des fissures dans le Shell de la capsule ce qui participe a

la libération de son contenue qui est 1’huile essentielle ROMA.

X178 188xm

Figure2 : Image MEB des capsules ROMA@SMA

2. Etude de I’effet antibactérien d ROMA sur E. coli

Nous avons réalisé 1’é¢tude de 1’activité antibactérienne pour évaluer le pouvoir
antibactérien du ROMA qui consiste a ajouter différents volumes aux cultures
bactériennes (dans le milieu LB) suivant le protocole décrit dans la section des
matériels et méthodes. Ici nous avons choisi 10, 25 et 50 uLL d’huile dans une culture

de 10 mL. Ainsi, dans ces séries d’expériences nous avons utilis¢ un milieu de culture
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qui s’acidifie au-fur et & mesure de la croissance bactérienne pour détruire la coquille

des capsules et libére 1’huiles essentielle.

Courbes de croissance de E. coli en présence de ROMA

0,7 -
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0,6 - ——10uL ROMA

05 - 25uL ROMA
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Figure 3 : Courbes de croissance de E. coli en présences de différentes
concentrations en huile essentielle (ROMA)

Les résultats de I’activité antibactérienne consistent a mesurer la densité optique
a 603 nm chaque 6 h pendant 30 heures. Les résultats sont présentés dans la figure 3,
montrent que le traitement par le ROMA induit I’inhibition de la croissance de E. coli
et que cette inhibition est proportionnelle avec la dose en ROMA. En effet, la
croissance E. coli t¢émoin (ligne bleue dans la figure 1) suit une croissance lin€aire qui
commence depuis la premicre heure de 1’introduction de la bactérie (Dogoznm a t0 =
0.04), la densité cellulaire prend la valeur de 0,164 apres 6 h d’incubation, elle suit une

allure linéaire jusqu’a atteindre un Dosoznm = 0.57 apres 24 h, cette phase coincide avec
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la phase de croissance exponentielle de la bactérie, la courbe témoin se stabilise entre
24h et 30h d’incubation signalant ainsi la phase stationnaire de la croissance.

L’ajout de ROMA a différentes doses montre que la croissance bactérienne,
donnée ici par la densité optique des cellules, décroit en fonction de la dose. Nous
remarquons que pendant le lancement de la phase initiale (6 h) les cellules présentent
un DO relativement similaire a la culture témoin Dogoznm a t6 h = 0.154 £0.06. Par
contre durant la phase exponentielle, I’effet inhibiteur devient trés clair et la Dosoznm
t24 h=0.38 £0.016 pour la dose de 10 ul de ROMA, 0.26 +0.053 pour la culture traitée
par 25uL ROMA et 0.183+0.013. Nous remarquant aussi que la croissance continue
trés faiblement a 30 h puisque les nutriments du milieu de culture sont encore
disponibles et il n’y a pas ’appauvrissement en nutriments dii au nombre faible de
cellules dans le cas de la plus faible dose 10uL/tube de culture. Par contre avec la dose
de 50 pL/tube, la croissance se stabilise depuis les premiers 6h de culture jusqu’au 30h
et que le Dogoznm n’€évolue plus (presque 0.2 tout au long de I’expérience) ce qui prouve
par conséquent, que ROMA provoque un effet bactéricide pour les bactéries. Donc,
tout comme les autres huiles essentielles le ROMA a un effet antibactérien contre E.
coli.

En conclusion, I’huile essentielle du ROMA présente un effet antibactérien
contre la bactérie E. coli.

3. Effet des capsules ROMA@SMA sur la croissance bactérienne

L’objectif de cette étude, est de s’assurer que le ROMA encapsulé dans le SMA
conserve son activité¢ antibactérienne dans le milieu liquide. Différentes quantités de
capsule ont été introduites dans le milieu de culture bactérienne dans le milieu du

Bouillon trypsique de soja (TSB) ayant la propriété de s’acidifier avec le vieillissement

126



de la culture. Les résultats sont donnés dans la figure 2. Dans le milieu TSB, la DOs03nm
des cellules bactériennes de E. coli atteint 0,916 aprés 24 et se stabilise a 30h, ce qui
suit I’allure standard la croissance de E. coli dans le milieu LB, les doses croissantes
des ROMA@SMA (1mg, Smg et 10mg/mL) présente des inhibitions dépendantes des
doses de ROMA@SMA ajouté dans le milieu de culture et I’inhibition maximale est
de 56% pour la dose 10mg/mL comparée a la croissance des cellules témoin.

Dans le cas de B. cereus, la bactérie a gram positif, il semble que les capsules
de ROMA@SMA exercent plus d’effet sur la croissance de bactérie dans le milieu
TSB. En effet, aprés 24h I’inhibition est presque 98,37% pour la dose de 10mL/mL de
ROMA@SMA. Ceci prouve Defficacitt de ROMA a conserver son activité
antibactérienne méme dans la matrice de SMA. D’autre part, B. cereus comme bactérie

plus sensible est totalement inhibée avec les capsules de ROMA@SMA synthétisées.
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Figure 2 : Effet des capsules ROMA@SMA sur la croissance de (a) : E. coli; (b) : B.

cereus
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En conclusion, les capsules ROMA@SMAG600 exercent un effet antibactérien
pour E. coli et B. cereus dans un milieu TSB. Bien que les bactéries B. cereus sont plus
sensibles que E. coli, mais le mode d’action des capsules est a la fois bactériostatique
et bactéricide. D’autre part, il semble que ’acidification du milieu détruit la coquille
de la capsule d’ou libération de ROMA qui entre en action dans le milieu TSB.

4. Intégration des ROMA@SMA dans la matrice PDMS

L’intégration des capsules ainsi synthétisées a été introduite dans le sylgard a
raison de 5, 10 et 15% par masse, puis amenée a 1’étape de durcissement a 60°C. Une
fois préts, les surfaces ont été testées en utilisant le test de diffusion en état solide contre
B. aureus et E. coli. Les résultats du test antibactérien sont présentés dans la figure 3.
Dans le cas des bactéries a gram positif, le PDMS natif n’exerce aucune activité
antibactérienne contre B. cereus. Cependant la surface a 15% de capsule de
ROMA@SMA présente des zones d’inhibition bien claire entre les surfaces de PDMS
15% ROMA@SMA. Entre le PDMS natif et le PDMS 15% ROMA@SMA, on observe
un gradualisme d’inhibition pour le 5 et le 10% de capsules, ce qui prouve que ce
pouvoir d’antibactérien suit exactement le taux de dopage de PDMS par les capsules.
Dans le cas des bactéries a gram négative, ce type de surface n’aboutit pas a des zones
d’inhibition visibles avec E. coli, ce qui prouve aussi que le taux de diffusion de 1’huile
essentielle depuis la capsule puis depuis la matrice PDMS est assez complexe et ne
laisse probablement pas une la libération de la quantité suffisante d’huile de ROMA
pour induire un pouvoir antibactérien plus intense contre E. coli. Cependant,
I’encapsulation des huiles essentielles pourrait étre plus adéquate pour d’autres types

de surfaces.
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Conclusion

L’encapsulation d’huile essentielle de romarin a bien été réussi et optimisé et
donne une possibilité de libération sous controle ce qui minimise la perte d’huile
essentielle par évaporation. La matrice de poly (styréne-co-maleic anhydride) (SMA)
est une matrice trés attractive pour 1’encapsulation des huiles essentielles vue la
possibilité d’établir des liaisons covalentes entre le cceur (core) de la capsule et la
coquille (shell). Il est important de souligner aussi que I’encapsulation de I’huile de
ROMA dans la matrice SMA ne lui fait pas perdre son activité antibactérienne et la
capsule demeure active contre E. coli et B. cereus.

L’incorporation de la capsule dans la matrice de PDMS réduit relativement le
taux de diffusion et probablement la quantité libérée est assez réduite ce qui diminue

I’activité antibactérienne par rapport a I’huile de ROMA seule.
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ANNEXE 2 : Développement de surfaces de PDMS fonctionnant en

mode de diffusion de I’huile essentielle

Introduction

L’huile essentielle d’eucalyptus étant comme la majorité des huiles essentielles
trés volatile, nous avons ainsi chercher des solutions pour en alourdir cette huile par
I’ajout d’une huile de siloxane dans la matrice de PDMS pour rendre la surface
similaire a une surface a produit visqueux qui se diffuse. Pour cela, nous avons procédé
a mélanger ’huile essentielle avec une huile plus lourde de siloxane. L’intérét de
réaliser ce mélange est d’avoir un complexe huileux, qui ne soit pas réticulé dans la
matrice de PDMS d’une part, ce qui favorise apres la diffusion de ce complexe huileux
contenant 1’agent antibactérien. Une série d’expériences a ¢ét€¢ adoptée pour le
développement de ces surfaces en utilisant 1’huile de romarin not¢ Roma comme
candidat antibactérien et I’huile de siloxane de 500cSt.

1. Etude de mouillabilité des surfaces a base de complexe huileux

Le développement de ce type de surface se base sur la formation d’un complexe
huileux qui se compose par I’huile essentielle ROMA et I’huile de siloxane. Différentes
formulations ont été réalisées en modifiant le taux de dopage du PDMS par ce
complexe soit 10% d’huile de siloxane avec 10 ou 15% d’huile essentielle (par masse
de PDMS). L’étude de la mouillabilité¢ des surfaces de PDMS développé est donnée
dans la figure 1. En effet, le PDMS natif a un angle de contact de 1’ordre de 116,6°
+2,33, le dopage par I’huile de siloxane fait diminuer 1’angle de contact a 113° +1.

Cependant, le dopage de 10% huile de siloxane et 10% du ROMA aboutit a une valeur



de 120°+0,66 et 118.86°+ 4,13 lorsque le pourcentage d’huile essentielle est a 15%.
Ceci pourrait étre dii au taux de réticulation en fonction du taux de dopage par le
complexe huileux ainsi a sa composition. Pour mieux comprendre ce fait, des analyses

FTIR ont été menées.

PDMS base surfaces
124 -
122 -
120 -
118 -
116 -
114 -

112 A

Contact angle (Deg)

110 -

108 -

# Surfaces

B PDMS B PDMS-Sil 10%
B PDMS-Sil 10% (Roma 10%) B PDMS-Sil 10% (Roma 15%)
Figure 2 : effet de I’intégration des huiles essentielle et de siloxane sur 1’angle de
contact du PDMS
2. Analyse FTIR des surfaces a base du complexe huileux

Les spectres infrarouges des surfaces développées montrent les différents modes de
vibrations relatives aux PDMS Figure 3 et attribués dans le tableau 1. Les bandes
spécifiques attribuées au PDMS sont localisées a 2962, 1257, 1090, 787¢et 688 cm™'. La
présence d’huile se siloxane n'est pas significative de point de vue FTIR, puisqu’il
n’existe pas un hétéroatome qu’on peut se baser pour en détecter sa présence. Il s’agit

des mémes vibrations de Si-O, Si-C qui se manifeste sur le FTIR sans on en savoir de
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quelle origine (PDMS ou huile de siloxane) pour cette étude et la bande Si-O de 1'huile

de siloxane peut étre recouverte par la bande Si-O du PDMS.
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Figure 3: spectres infrarouge relatifs aux différentes formulations a base de PDMS et
la mixture d’huile essentielle et I’huile de siloxane
D’autre part, pour les surfaces contenant I’huile du ROMA, les différences au
niveau de la réticulation ne sont pas détectées en raison de 1’absence d’hétéro-liaison.
Ce qui prouve probablement que I’huile se trouve piégé dans la matrice PDMS sans
participer a la réticulation elle-méme.
Tableau 1 : Attributions des différentes vibrations de surfaces a base de PDMS et le

complexe huileux

NOMBRE D’ONDES ATTRIBUTIONS
(CM™)
2962 vCH in CH3
1257 vCH in Si-CH3
1090 Si-O-Si
787 Si-O-C
688 (FAIBLE) Non-attribué
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3. Test antibactérien des surfaces a base de PDMS et la mixture d’huile

essentielle et I’huile de siloxane

Le test d’inoculation (Figure 4) consiste a déposer la culture bactérienne sur la surface
développée (Le volume déposé sur la surface est 100uL de la culture bactérienne en
phase exponentielle), une étape d’incubation de 10 min dans laquelle les surfaces sont
inclinées puis introduites dans des tubes contenant le bouillon nutritif (Note : Les
surfaces sont a cm™). Les tubes ainsi obtenus sont incubés a température ambiante
pendant 24 et la densité optique (DO) est mesurée a 603nm. Les valeurs de DO sont

données dans la figure 5.

\00
<
Q ~
Surface p-goutte de culture  “-,
b développée bactérienne P

Inclinaison de
surface de 45°

Culture bactérienne

Lecture de

densité optique Milieu nutritif

Incubation
pendant 24h

Figure 4 : Différentes étapes du test d’inoculation des surfaces a base de PDMS et le

complexe huileux.
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Dans le cas de B. cereus, I’inoculation de la bactérie via la surface de PDMS
abouti a une croissance similaire a la quantité de bactérie témoin a savoir un DO de
0,388 £0,002 a 603 nm contre 0,374 + 0,14 dans le cas de la surface de PDMS natif.
Par contre, le dopage avec les complexes huileux montre une inhibition de la croissance
reflétant ainsi, que 1’inoculation de B. cereus par les surfaces de dopage est moins
¢tablie (Figure5a) dans le cas de PDMS a 10% d’huile de siloxane, la croissance
bactérienne atteint un DOgoznm de 0,359 et 0,345 pour la surface de 10% huile de
siloxane avec 10% de ROMA. Dans le cas du dopage de 10% huile de siloxane et 15%
du ROMA la croissance bactérienne est quasiment similaire a I’inhibition de 1’huile de
siloxane. 11 était attendu de cette expérience que le complexe a 10% siloxane et 15%
ROMA montre un pouvoir plus intense d’inhibition bactérienne. Cependant, nos
résultats montrent le contraire dans le cas de B. cereus. Il semble que 1’effet dose du
ROMA dans le cas de formulation avec I’huile de siloxane inhibe relativement le
pouvoir antibactérien déja prouvé du ROMA. Pour mieux trancher avec la conservation
de I’activité antibactérienne en présence de 1’huile de siloxane, nous avons fait le méme
test avec E. coli comme une bactérie a gram négatif. Les résultats sont présentés dans

la figure 5b.
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a: Test d'inoculation B. cereus
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Figure 5 : Test d’inoculation bactérienne des surfaces a base de PDMS contenant le

complexe huileux ; a : cas de B. cereus ; b : cas de E. coli

Dans le cas d’E. coli, Figure 5b, le volume bactérien d’inoculation de la bactérie
aboutit a une croissance estimée a DOgo3nm de 0,392 pendant 24 h, si le méme volume
est utilisé avec la surface de PDMS, la croissance diminue et atteint la valeur de 0,338

comme DOg03nm
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Ceci prouve que le PDMS ne transmet pas la totalité de bactérie. Dans le cas du dopage
de PDMS avec I'huile de siloxane a 10%, ’inoculation bactérienne est encore réduite
a une densité optique cellulaire de 0,328 a 603nm. L’ajout de 1’huile de ROMA au
départ considéré comme antibactérien assez puissant, a abouti a une croissance
bactérienne sur la surface de PDMS relatif a une densité optique cellulaire de 0,320 et
0,315 a 603nm respectivement pour PDMS dopé de 10% d’huile de siloxane, a 10 et
15% de ROMA. Ces résultats montrent que la formulation utilisée a base d’huile de
siloxane et ROMA, bien qu’elles donnent des résultats relativement positifs, ne permet
pas d’éliminer totalement les bactéries E. coli de la surface de PDMS.
Conclusion
Dans cette série d’expérience, la matrice de PDMS a été le siege de plusieurs
formulations a base du complexe huileux dans le but de développer une surface
antibactérienne avec une substance qui se diffuse. Ceci a été dans le but de protéger les
surfaces ayant des angles de contact inférieurs aux valeurs de celles des surfaces
superhydrophobes d’une part. D’autre part, ce type de surfaces été congu pour la
possibilité du contact entre les bactéries transportées par d’autres agents que 1’eau tel
que les aérosols. Ces bactéries doivent étre inhibées par un pouvoir de diffusion intense
d’agent antibactérien qui doit étre dans la surface. Les résultats de cet essai montrent
que la matrice PDMS peut acquérir des formulations a base d’huile ou de complexe
huileux ayant une propriété antibactérienne et le développement de surface réussit
toujours vue la flexibilité du PDMS.

Les résultats émanant du test d’inoculation bactérienne via les surfaces a base de
PDMS dopé montrent que la matrice PDMS réussit relativement a faire diffuser le

complexe huileux et ce complexe entre en action contre les bactéries a son contact.
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I1 est important aussi de mentionner que le complexe huileux formé d’huile de
siloxane et ROMA, est un complexe homogene et la miscibilité s’établit toujours
malgré une possibilit¢ que 1’huile de siloxane inhibe relativement le pouvoir
antibactérien du ROMA.

Les surfaces dopées par le complexe huileux montrent un pouvoir relativement faible
de protéger la surface contre 1’inoculation des bactéries a gram positif et négatif. Cette
étude pourrait étre approfondie pour mieux comprendre le comportement de la surface

vis-a-vis des bactéries en contact dans le but de mieux s’attaquer a ces bactéries.
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