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Chapitre N°1

GENERALITE SUR LES
POLYMERES



INTRODUCTION GENERALE :

La littérature présente des études fortes intéressantes quant aux modifications des surfaces
des polyméres afin de remédier a certaines de leurs défaillances. A 1’issu de ces techniques de
modification, une nouvelle genération de matériaux a vu le jour. Ces matériaux présentent des
potentialités importantes : des structures ayant une activité bactéricide, ignifuge, anti-tache,

anticoagulante ...etc.

Le greffage chimique radicalaire fait partie des techniques de modification qui
conferent aux polymeres des propriétés originales et permanentes. Cependant, cette étude comme
toutes les autres citées dans la littérature a été focalisée uniquement sur le taux de greffage. Il nous a
donc paru intéressant d’approfondir cette étude par le changement de la nature du

greffon (polymeére hydrophile ou hydrophobe).

Ce travail décrit la technique de réticulation de deux polyméres: PVA (polymere trés
hydrophile) et le TEGDA (hydrophile) constituant un agent de réticulation qui va se polymériser en
présence de PVA et de HSA ou PEI, pour enfin constituer une matrice insoluble qui servira a

I’adsorptions et fixation d’ions métalliques dans notre cas les ions Ag".

Le travail s’est articulé sur deux volets:

La premiere partie de ce mémoire présente les modes et techniques de preparation ainsi que les

différents types de modification des surfaces et la fixation des ions Ag".

La deuxiéme, présente la partie expérimentale et les méthodes de caractérisation.

Depuis sa découverte en 1995, la polymérisation radicalaire vivante par transition-métal-
négociée, s'est avérée un outil puissant pour préparer des polymeéres avec les poids moléculaires
prévisibles et de basses multi dispersions. Avec cette méthode radicalaire de polymérisation,
beaucoup d‘architectures de polymere et de compositions sont accessibles, par exemple, le
copolymere de bloc , le polymeére d'étoile . Récent recherche ont visé 1’introduction de nouveaux
ligands et de nouveaux métaux qui affectent l'activité et la sélectivité des catalyseurs de
polymérisation. Par des exemples, la polymérisation des acrylates peut étre réalisée a la température
ambiante quand l'amine de tris[éthyle 2 (diméthylaminé)] (Me6TREN) est employée comme
ligand [2].



Pour réaliser ce travail, une nouvelle approche a été adoptée, qui cosiste a introduire dans une

matrice IPN des groupements chelateures afin de fixer des ions metalique.

Nous avons opter dans ce travail pour I(introduction d’ions d’argent Ag". L’argent etant tres connu

pour son pouvoire antibacterien

Le ligand détermine la capacité de chelation et I'activité antibacterienne des complexes dans la

matrice.

Le Choix du reticulant, le TEGDA a été utilisé dans le systeme pour empecher la solubilité du
systeme et des autres composants. Mais renforcant le pouvoir de chelation grace a ces groupements

carboxyliques.



|. GENERALITE SUR LES POLYMERES
1.1 Définition :

Un polymere est une macromolécule organique ou inorganique, composé d’un enchainement de
motifs identique appelés monomeéres composées principalement de carbone et d’hydrogéne liés 1'un
a l’autre par des liaisons primaires, généralement covalentes. Les monomeres sont des molécules
simples peuvent interagir avec d’autres monomeres pour donner un polymére par une réaction de
polymeérisation. Les édifices macromoléculaires ainsi définis ont des dimensions moléculaires tres
supérieures a celles des molécules simples ; il en dégage, pour le polymeére qui en découle nouvelles

propriétés utilisables, notamment dans le domaine des matériaux structurels [1].

1.2. La classification des polymeéres :
Les polymeres peuvent étre classifiés en fonction d'une variété de critéres qui ne sont pas

mutuellement exclusifs.

1.2.1 Selon la structure des chaines :
1.2.1.1 Polymeéres monodimensionnels :
Les polymeres linéaires ou monodimensionnels comprennent de grandes chaines monomeres mais

de nombre d’unités fini liées entre elles par des liaisons covalentes. Ces macromolécules sont liées
les unes aux autres par des liens secondaires qui garantissent la stabilité du polymeére. Ces liaisons
secondaires sont des liaisons ou ponts hydrogene ou des liaisons de Van der Waals. Quand ces liens

existent, le matériel devient rigide et affiche un comportement solide.

Si la température augmente, l'agitation moléculaire résultante va progressivement briser ces liens
secondaires. Le matériau sera capable de couler sous son propre poids : il présente alors le

comportement d'un liquide visqueux[2].

Figure 1 : polymeéres linéaires a : homopolymeére, b : copolymeére statistique, ¢ : copolymere
Alterné, d : copolymere séquencé) [2].



1.2.1.2 Polymeres bidimensionnels :
Un polymeére en deux dimensions (2DP) est une macromolécule monomoléculaire en forme de

feuille composée d'unités répliquées reliées latéralement avec des groupes a extrémité le long de

tous les bords.[3].

Cette catégorie de matériaux présente des caractéristiques physiques, électroniques et mecaniques
qui ne sont pas comparables a celles d'autres types de structures. Certains d’entre eux peuvent

étrproduit par la nature (carbone graphite, kératine ...)

e
I
e

Figure 2 polyméres bidimensionnels issus de carbone graphite [1].

1.2.1.3 Polymeéres tridimensionnels :
Issu de la polymérisation de monomeére dont la valence moyenne est supérieure a deux ; ils peuvent

¢galement étre obtenus par réticulation (formation d’un réseau tridimensionnel) par vois physique
ou chimique de polymeres linéaires. Leur dimension moléculaire peut étre considérée comme
infinie puisque toutes les unités monomeres constituant un objet sont reliées de maniére covalente
pour former une macromolécule unique. Les liaisons de forment dans les trois dimensions comme

se montre la figure qui suite. [1].

Noeuds tétravalents

——

Chaine pendante /

—— —_

Noeud trivalent Unité monomeére

Figure 3 polyméres tridimensionnels [1].



I .2.2 Selon leur origine :
I .2.2.1 Polyméres naturels :
Les polymeéres naturels, ces macromolécules qu'on trouve a I'état naturel, sont présents tout autour

de nous dans la nature mais aussi dans notre vie quotidienne. A ne pas confondre avec les
polymeres biosourcés qui sont sans doute dérivés de ressources naturelles et renouvelables, mais
traités artificiellement (ce sont donc des dérivés de polymeres naturels). La plus grande famille de
polymeres naturels est celle des polysaccharides (amidon, cellulose, chitine etc..), vient ensuite celle
des polypeptides ou des protéines. (Laines, soies, cheveux/ongles, gluten, lait, soja, mais, ceuf...).
Ils se retrouvent aussi dans les résines végétales (colophane, elemi, gomme arabique, encens,
myrrhe, sandarac...), les résines animales (colle d'os, colle nerveuse, peau de lapin, poisson...) et

dans certains composes « aromatiques » (lignine, liege, tanins...).[4].

1 .2.2.2 Polymeres artificiels :
Sont obtenus a partir de polymeres naturels modifiés chimiquement pour transformer certaines de

leurs propriétés. Les esters cellulosiques (nitrocellulose, acétate de cellulose...) revétent depuis

toujours une importance économique. [1].
Dans le méme esprit, 1’ébonite ¢’est un caoutchouc fortement réticulé par le soufre. [5].

1.2.2.3 Polymeres synthétiques :
Entierement né du génie de I'hnomme, se produisent par polymérisation de molécules de monomeres

d’origine pétroliére dans la plupart des cas. La plus grande partie de la production de polymeres est
distribuée parmi seulement quelques polymeres: : le polyéthylene (PE, 30% environ), le
polychlorure de vinyle (PVC, 20%), le polypropyléne ou polypropene (PP, 20%) et le polystyréne
(PS, 10%). Ces chiffres concernent la production francaise en 1994

I .2.3 Selon la nature chimique :
I .2.3.1 Polymeéres organiques :
Les polyméres organiques sont des polymeéres qui renferment fondamentalement des atomes de

carbone dans le squelette. En conséquence, seuls les liens covalents carbone-carbone existent. 1ls ne
constituent que des molécules de monomeres organiques. Dans la plupart des cas, ces polymeéres ne
présentent aucun danger pour I'environnement parce qu'ils sont biodégradables. Il existe également
deux grandes formes de polymeres organiques tels que les polymeéres naturels et synthétiques.
Parmi les exemples courants de polyméres organiques importants, il y a les polysaccharides.

Protéines, polynucléotides (ADN et ARN), etc. Il s'agit des polymeres organiques naturels.

Les principaux polyméres organiques de synthese sont : les polyvinyles, les polyesters, les

polyacryliques et les polydienes [6].



1.2.3.2 Polymeres minéraux :

Il n’existe pas de fronti¢re bien définit entre polyméres organiques et polyméres inorganiques [1].
Cependant Les polymeres inorganiques sont définis comme des polymeéres dont le squelette ne
contient aucun atome de carbone. Toutefois, la plupart des polymeres en question sont des
polymeres hybrides, parce qu'on y trouve aussi des régions organiques. Ces matiéres sont des
structures fortement ramifiées et contiennent des éléments chimiques autres que le carbone, tels que
le soufre et I'azote. Par ailleurs, ces polymeéres ne sont pas respectueux de I'environnement puisqu'ils
ne sont pas biodégradables. Quelques-uns des exemples les plus communs avec de chaines
renformant  plusieurs hétéroatomes :  polydiméthylsiloxane  (caoutchouc de silicone),
polyphosphazens, silicates acides polyphosphoriques... ou de chaine renformant un seul corps

simple : phosphore, soufre. [6].

1.3 Réseaux de polymeéres interpénétrés (IPN)
Un réseau de polymeres interpénétrant, le IPN, est défini comme un mélange de deux polymeres ou

plus sous forme de réseau, au moins une de ce qui est synthétisé et/ou réticulé en présence
immediate de l'autre (s). Un IPN peut se distinguer des mélanges de polymeéres, de blocs ou greffes
de polymeéres de deux maniéres : L'IPN gonfle mais ne se dissout pas dans les solvants, et le fluage

et le flux sont éliminés[7].

1.3.1 Définition :

Un réseau de polymeres interpénétré (IPN) est défini comme une combinaison de deux polymeres
présentant les deux caractéristiques suivantes : I'un ou l'autre des polymeres doit étre synthétisé ou
réticulé en présence immédiate de l'autre, et d'autre part la combinaison fournit la possibilité de
produire efficacement des systéemes polyméres multi-composants avances avec des profils de
propriétés nouvelles. Récemment, IPN ont gagné l'acceptation généralisée dans les applications
industrielles et IPN récentes montrant la possibilité d'une plus large gamme d'applications
apparaissent chaque jour. Les études sur I'nydrogel sont intéressantes non seulement du point de vue
chimique, mais aussi pour les produits pharmaceutiques, I'agroalimentaire, la biochimie, la biologie

et la medecine. [7].



1.3.2 Modes de synthése :

Plusieurs modes de synthése des IPNs sont possibles, le seul impératif étant qu'il n'existe pas de
brouillage entre les deux mécanismes de réticulation pour obtenir une architecture finale
maitrisee[7].

1.3.2.1 Synthese séquencée :
Pendant une synthese séquentielle, un premier réseau est préparé en premier. Il est ensuite gonflé

avec les précurseurs du second réseau dont la formation est alors déclenchée a I'intérieur du premier

réseau.

Polymeérisation nmnomérePolyméri‘m
+ °A

UVou oligomére 2

o _>
<&
* o |
‘ ‘ réticulant 2
Réseau | .

’ Monoméreou oligomére |

& agent réticulant 1

Figure 4 : Synthése IPNs par la méthode séquencée [7]

Le gonflement du premier réseau par les précurseurs du second réseau (monomere, agent réticulant,
amorce et/ou catalyseur) impose généralement la morphologie finale des IPN. gent et al. Ont montré
que les premiéres chaines formées sont fortement gonflées, réduisant la miscibilité des polyméres

réticulés. Cet effet peut étre réduit en utilisant des monomeres de la masse molaire élevée.

1.3.2.2 Synthése in situ « simultanée » :
Au cours d'une synthese in situ, les précurseurs des deux réseaux sont initialement mixtes et des
réactions de polymérisation / les liaisons croisees menant & leur formation sont déclenchées en
méme temps ou non.
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Figure 5 synthese de IPNs par méthode in situ [7]

Les mécanismes de formation des deux doivent étre différents au risque d'obtenir un réseau de
copolyméres ou Co-réseaux. Par contre, dans des cas tres spécifiques, les deux réseaux partenaires
peuvent étre synthétisés selon le méme mecanisme de polymérisation. Par exemple, derrough et
coll. ont synthétisé deux réseaux indépendants a I'aide d'un processus radical, a partir de monomeres
diacryliques et diallyliques de réactivités tres différentes et de deux amorces thermiquessélectifs.
Les monomeres diacryliques sont 100 fois plus réactifs que les dérivés allyliques ; par conséquent,
le 2,2-azobisisobutyronitrile (ABIN) amorce la polymérisation a 50 °C, mais est inerte contre les
monomeres diallyliques. L'augmentation de la température & 90 °C entraine alors la décomposition
du peroxyde de benzoyle (POB) et la polymérisation des monomeéres diallyliques constituant le
deuxieme réseau. Les réseaux étant préparés 1’un apres I’autre, la synthése des IPNs est qualifiée de
« in situ » séquentielle. Lorsque les formations des deux réseaux ont lieu plus ou moins en méme
temps, donc selon des réactions de polymeérisation de natures différentes, la synthese des IPNs est
appelée in situ simultanée. Suivant I’ordre dans lequel les réseaux sont synthétisés dans le IPNs, la

morphologie finale du matériau peut étre trés différente [7].

| .4 Modifications des surfaces polymériques :
Les propriétés superficielles d'une matiere sont toujours d'une grande importance scientifique et

pratique. En termes thermodynamiques, la surface a un excédent d'énergie libre y qui conditionne sa
réactivité chimique de surface et la réussite d'une opération de liaison. La littérature fait mention
d'un certain nombre de techniques de modification de la surface des polymeres. Le greffage
chimique fait partie de ces techniques. Cette technique permet d'intégrer a la surface du polymére
de nouvelles fonctions qui ont pour effet de modifier les propriétés de surface sans modifier les

propriétés intrinséques(8). La majeure partie des travaux de recherche a été consacrée aux tentatives



visant a transformer les polymeéres fonctionnels en produits pour le domaine environnemental et

biologique [9].

| .4.1 Les différentes techniques de greffages :

La surface du polymere peut étre hydrophile, hydrophobe, conductrice ou isolante, adhérente ou
non, selon I'environnement [10]. La majorité des polyméres sont chimiquement inertes et doivent
faire I'objet de modifications, En particulier, des méthodes chimiques, physiques et plasmatiques

sont utilisées pour intégrer des fonctions réactives aux surfaces polymeres.

1.4.1.1 Fonctionnalisation de surface par traitement chimique :
Le traitement chimique de surface d'un polymeére fait intervenir la réaction d'une substance

chimique en solution avec sa surface, par l'incorporation de groupes a haute énergie superficielle
comme des fonctions (amine, alcool, acide...etc.) ou par des fonctions chimiques qui ne peuvent
qu'engendrer de faibles interactions, ces groupements (méthyle, fluor, ....etc.). Les principales
méthodes de modification chimique de surface sont des réactions d'hydrolyse acides ou basiques,

des attaques oxydatives et des aminolyses[9].

1 .4.1.2 Fonctionnalisation de surface par traitement physique :
1.41.2.1 Modification de surface par irradiation :
Avec la source UV, nous ne découpons pas les liaisons covalentes mais nous pouvons déclencher la

formation des radicaux enracinés a la surface et peut déclencher la polymérisation des monomeres
présents dans le milieu, dans ce cas les niveaux d'énergie sont bien plus limités et les
transformations ne dégradent pas la surface de la matiére ou trés peu[11]. Le traitement UV a aussi
souvent été employé pour greffer des polymeéres sur des surfaces en présence de photoamorceur
comme la benzophénone[12]. Xing.C et al qui ont greffé photo-chimiquement la PVP sur des films

de pp pour leur donner des vertus antibactériennes[13].
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Support en PP

Figure 6: fixation du PVP sur un film PP par irradiation UV [13]

La performance de la greffe dépend de la concentration en monomeres et du temps d'irradiation.

Les surfaces obtenues possedent de tres bonnes propriétés antibactériennes. 99,99 % de bactéries
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telles que Escherichia coli et Staphylococcus aureus et de levures telles que Candida albicans sont

éliminés apres quatre heures de contact avec les surfaces de PP modifiées[13].

1.4.1.2.2 Modification de surface par ozonolyse :
Le traitement de surface avec ozonolyse permet l'oxydation d'une surface qui utilise uniquement

I'ozone comme réactif chimique. Les reactions d'ozonolyse peuvent étre utilisées de fagcon
autonome, mais il a été démontré que la combinaison de lI'ozonolyse et du traitement UV augmente

la cinétique de la réaction [14].

1.4.1.2.3 Modification de surface par faisceaux d’électrons :
Quand une matiére est exposée au rayonnement ionisant, l'interaction radiation-matiere éjecte les

électrons et conduit a la création de radicaux libres sur la surface traitée [15]. Les fonctions
nouvellement créées sur la surface peuvent servir d'amorce pour la greffe de polymere. D’aprés les
travaux de Riquet et Co ont servie des faisceaux d'électrons en guise de prétraitement pour obtenir

des surfaces en PP avec des propriétés antimicrobiennes[16].

1.4.1.2.4 Modification de surface par traitement de plasma :
Le plasma est un état énergétique de la matiere considéré comme le 4éme état de la matiéere. Il sagit

d'un gaz qui a subi suffisamment d'énergie pour ioniser les particules dans le gaz. Le plasma
comprend des électrons, des ions, des radicaux et des particules neutres (atomes ou molécules). Les
particules excitées peuvent retrouver leur état original par photoémission. Trois types de plasma
sont distingués : plasma chaud, plasma thermique et plasma froid. Et ce dernier est le plus utilisé
pour modifier la surface des polymeres parce que les plasmas chauds et thermiques détruisent les
surfaces. D’apreés les travaux de Rodriguez I’utilisation d'un plasma de gaz inerte permet la création
de radicaux libres a la surface du polymeére, ce qui peut provoquer la polymérisation des

monomeres[17].
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Chapitre N°2

LES NANOPARTICULES



Il. LES NANOPARTICULES :

Il.1 Généralités :
Les nanoparticules, aussi connues sous le nom de particules ultrafines, sont des molécules dont la

taille se situe entre 1 et 100 nanomeétres. Les nanoparticules sont présentes dans la nature et peuvent
étre creées a partir de divers produits, comme le carbone ou des minéraux comme l'argent. La faible
taille des particules leur donne des propriétés trés utiles [18]. Certaines de ces propriétés sont le
résultat de I'augmentation considérable de la surface quand. Par exemple, une matiére poudreuse est
transformée en particules de quelques nanometres de diameétre. Cette augmentation de la surface
provoquera une augmentation du taux de réactions possibles sur la surface du matériau. Les petites
dimensions des nanomatériaux laissent également la possibilité de former des mélanges intimes
avec d'autres matériaux afin d'améliorer leurs propriétés. Certains nanomatériaux peuvent étre
d'origine naturelle, par exemple les protéines sanguines vitales et les lipides dans le sang et la
graisse corporelle [19]. Les nanotechnologies auront une incidence considérable sur les industries
de la santé et des soins personnels, a cause de la trés petite taille des nanoparticules et de leur
mobilité. A titre d’exemple Les propriétés magnétiques renforcées des nanoparticules d'oxyde de fer
les rendent utilisables en tant qu'agents de contraste en imagerie par résonance magnétique
(IRM)[20].

11.2 Classification des nanoparticules :
11.2.1 Nanoparticules a base de carbone :
11.2.1.1 Les fullerenes :
Un fullerene est une molécule de carbone qui peut prendre une forme géométrique qui rappelle une

sphére, un ellipsoide, un tube (appelé nanotube) ou une bague. Etant donné leurs propriétés
intéressantes, il a eété proposé qu'ils soient utilisés dans le domaine électronique, des piles, des
cellules solaires ou encore comme additifs dans les plastiques. En effet vu leur structures vides et
ses dimensions comparables a des molécules biologiquement active, les fullerenes peuvent contenir
diverses substances et étre utilisés a des fins médicales plus particulierement dans le domaine

thérapeutique contre le cancer ou le virus VIH[21].

11.2.1.2 Les nano-feuillets de graphene :
Le graphite est constitué d'une série de couches superposées a un réseau hexagonal datomes de

carbone, chacun étant lié a trois carbones adjacents au sein d'un réseau planétaire. La séparation de
ces couches en une seule couche, dont I'épaisseur est de I'ordre du nanométre, permet d'obtenir des
plaques de graphéne. Isolé pour la premiére fois en 2004 par Andre Geim et Konstantin Novoselov
a partir d’un clivage micromécanique du graphite (méthode du “’scotchtape’’) [22], celle-ci révéle

des propriétés électroniques, magnétiques, optiques et mécaniques uniques et des applications sont
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actuellement envisagées en chevauchement comme dans le domaine des composants électroniques

flexibles.

Graphite Fulleréne Nanotube Graphéne

Figure 7 du graphite au graphéne[22]

I1.2.1.3 Les nanotubes de carbone :
Observee pour la premiére fois en 1991, Les nanotubes de carbone (CNT) représentent une nouvelle

forme cristalline de carbone. Ils consistent en une ou plusieurs feuilles d'atomes de carbone
enveloppés sur eux-mémes formant un tube. 1l est possible que le tube soit fermé aux extrémités par
une demi-sphére. Les NTC présentent des propriétés métalliques ou semi-conductrices qui
dépendent de la maniere dont la bande de carbone est enroulée sur elle-méme. Les TCN comptent
parmi les matériaux les plus prometteurs dans multitude domaines tels que composites

polymériques, émetteurs d’électrons et batteries[21].

11.2.1.4 Les nanofibres de carbone :
Les nanofibres de carbone (nanofibres de carbone) sont des particules en forme de fil, construit a

partir d'un tres grand nombre de couches de graphene superposées en angle avec lI'axe des fibres.
Cependant a la différence des nanotubes, les nanofibres de carbone ont de trés bonnes propriétés
électriques, thermiques et mécaniques et sont plus faciles a manipuler ainsi que leur prix
intéressant[23].

I1.2.1.5 Le noir de carbone :
Le noir de carbone est formé de graphite partiellement amorphe. La production de noir de carbone,

remonte a I’antiquité : en 1500 avant JC, Les Chinois fabriquaient déja ces pigments avec des huiles
végetales. 1l est souvent vendu sous forme de pastilles ou de blocs et utilisés principalement dans
I’industrie de I’imprimerie et contribuerent a la découverte du renforcement dans les caoutchoucs

naturels, puis dans la peneymatiques [24].
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11 .2.1.6 Les nano-mousses de carbone :

Le nano-mousse de carbone est I'une des formes allotropes du carbone. Obtenu par pulvérisation de
graphite sous atmosphére inerte (argon) avec une fréquence laser de 10000 hertz, les nano-mousses

sont la seule forme allotropique de carbone aux propriétés magnétiques [21].

11 .2.2 Nanoparticules inorganiques :
11.2.2.1 Les métaux :

La plupart des métaux ont été ou peuvent étre produits en dimension nanométrique. On prend
comme exemple les NP d’Or leurs caractéristiques uniques permettent d'envisager plusieurs
applications, en particulier en tant que marqueur optique pour le diagnostic médical ou en tant
qu'agent thérapeutique anticancéreux. L’argent nanométrique est également produit en grand
quantités et est utilisé principalement pour ses propriétés antimicrobiennes [25]. Le fer, le nickel et
le cobalt sont utilisés comme catalyseurs notamment pour la synthése de nanomatériaux carbonés.

.2.2.2 Les oxydes métalliques :

Plusieurs oxydes de métal de dimensions nanometriques ont été crées, mais les plus fréquents, car
produits a grande échelle, sont probablement la silice, I’oxyde de titane et I’oxyde de zinc. Ceux-Ci
sont utilisés tels quels ou revétus, essentiellement dans le domaine de la rhéologie, des plastiques et
du caoutchouc.

La magnetite :La magnétite (Fe304) est un minéral de couleur noire, opaque et a I’aspect
métallique.

Son nom est reconnu par I’International Minéralogie Association (I.LM.A.). La magnétite a une
histoire trés ancienne et ses propriétés continuent, encore aujourd’hui, de fasciner.

La découverte de la magnétite est attribuée au grec, Magnés, fils d’Eole, qui aurait remarqué ce
matériau sur le mont Ida en Créce en constatant qu’il "était attiré par les clous de ses chaussures et
la pointe de sa houlette. la magnétite a connu bien des utilisations et reste encore un des matériaux
les plus étudiés et utilisés comme agents actifs et additifs [53].
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Figure 8 : Cristal de Magnétite [53]

11.2.2.3 Les points quantiques :

Les points quantiques de carbone (PQC) sont des nanostructures a semi-conducteurs dotées d'un
noyau en carbone graphitique. Ils sont connus pour leur usage dans l'imagerie, en tant que traceurs
et peut étre embarqué dans des dispositifs photovoltaiques, en raison de leur grande stabilité et

basse toxicité [26].

11 .2.3 Nanoparticules organiques :

I1.2.3.1 Les polymeres organiques :

Bon nombre des polyméres organiques courants peuvent étre produits a I'échelle nanométrique tels
que le chlorure de polyvinyle ou le latex. Beaucoup de ces polymeres organiques peuvent étre
produits sous forme de nanofibre. Donnant lieu a leur utilisation dans la mise au point de systemes
d'ultrafiltration liquide ou gazeuse. Certaines nanofibres organiques biodégradables pourraient
servir en médecine pour la restructuration des tissus, la régénération osseuse ou encore pour

contréler le relargage de médicaments[21].

11 .2.3.2 Les nanoparticules d’inspiration biologique :

Les PN d'inspiration biologique sont tres diverses, mais comprennent habituellement des structures
dans lesquelles une substance biologique est encapsulée, ou absorbée a la surface. En particulier, on
observe les lipides, les peptides et les polysaccharides utilisés comme vecteurs pour le transport
ciblé de drogues, récepteurs, agents chimiques en imagerie médicale ou encore acides nucléiques

.3. Voies de syntheses des nanoparticules :

En général, la littérature fait état de deux types d'approches des processus de synthése des
nanoparticules.
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11.3.1 Les méthodes physiques :
Sont des méthodes dites « Top-Downy, car elles partent généralement du matériau massif pour aller

vers les tailles plus petites tailles. Les particules ainsi synthétisées montrent en général une grande

disparité de taille et de forme.

11.3.2 Les méthodes chimiques :
Quant a elles, sont dites « Bottom-Up », car ils proviennent de molécules et utilisent les atomes de

métal comme éléments constitutifs des particules. Elles sont assez variées, généralement faciles a
mettre en ceuvre, moins colteuses et offrent un large éventail de paramétres permettant

généralement un bon contréle morphologique.
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Figure 9: Approches physique/chimique d'élaborations
de NP[27]
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Chapitre N°3

L’ACTIVITE ANTIBACTERIENNE
DES NANOPARTICULES



I11. L activité antibactérienne des nanoparticules :

I11.1 L’activité antibactérienne des nanoparticules :
Les bactéries sont des microorganismes procaryotiques, qui n‘ont pas d'organelles ou de noyaux. La

cellule bactérienne est entourée d'une membrane plasmatique et d'une coque rigide, la paroi, qui lui
donne sa forme.

Les bactéries gram-positives et gram-négatives se distinguent par une différence dans la
composition pariétale. La paroi des bactéries Gram-positives est riche en acide teichoique et en
acide diaminopimélique qui sont absents ou moins abondants dans les bactéries Gram-négatives,
dont la paroi est plus lipidique.

Les nanomatériaux comme antibactériens sont tres prometteurs et tres intéressants car ils pourraient
combler les lacunes la ou les désinfectants par exemple ont une activité limitée. Les bactéricides a
base d'argent ou d'oxyde de métal sont utilisées depuis longtemps. L'argent colloidal est utilisé
depuis plus de 50ans pour minimiser les infections bactériennes. Pareillement, ZnO et MgO sous
leur forme classique sont couramment utilisés comme agents antibactériens dans les produits
cosmeétiques, soit dans des emballages et additifs alimentaires. 1l est évidant que les nanomatériaux
antimicrobiens (MN) actuellement utilisés possédent différentes propriétés de composition
chimique intrinséque. Il n'est donc pas étonnant qu'ils disposent de plusieurs modes d'action. En
effet le statut physiologique de la bactérie, a savoir la forme planctonique, le biofilm, le taux de

croissance, peut contribuer considérablement a la sensibilité bactérienne aux NP [31].

De plus, de nombreux facteurs environnementaux jouent un rdle et ont un impact sur la mortalité
des NP sur les bactéries, dont le pH et la température. Les propriétés physico-chimiques des
particules, en particulier leur dimension et leur forme, et leur combinaison dans une variété de
rations avec d'autres nanoparticules et solvants utilisés, affectent grandement leur activité
antibactérienne [32]. Cependant la réduction de la taille de ces particules au niveau nanométrique a

considérablement accru leur efficacité antibactérienne.

Les progres réalisés récemment dans la production de nanomatériaux ont permis aux scientifiques

d'étudier de plus en plus les nanoparticules.

111.2 Les mécanismes d’actions des nanoparticules :
On discute encore du mécanisme létal des nanoparticules de métal. Cependant trois mécanismes

d’actions sont proposés : la formation d’espéces oxydantes réactives (ROS), libération des ions et,

enfin, I’interaction des NP avec la membrane cellulaire.
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Contact avec la paroi : Apres la fixation des nanoparticules métalliques sous forme ionique sur les

cellules bactériennes, ils parviennent a ’intérieur de cellule via les protéines membranaire. Par la
suite on constate des modifications structurales de la membrane cellulaire et 1’obstruction des
canaux de transport [29] , I'ensemble du procédé dépend de la taille. Les NP plus petits sont plus
efficaces, alors que les NP plus grands ont une surface absolue supérieure permettant une meilleure
propriété d'adhésion des forces de Van der Waals. Ensuite, les NP peuvent étre internalisés,
produire une ionisation a l'intérieur de la cellule et endommager les structures intracellulaires,
provoquant la mort cellulaire [33].

111.3 Génération des especes oxydantes réactives (ROS) :

La fabrication d'especes oxydantes réactives (ROS) par des NP métalliques joue un réle important
dans leur efficacité antibactérienne. Le chef de file pour les espéces ROS est I’anion superoxyde
O2¢ . Un exces en production des ROS interférent avec la structure et la fonction de tissus
conduisant a l'apoptose ou la nécrose. Ces effets nocifs résultent de I'oxydation des diverses
biomolécules (ADN, protéines, lipides et sucres) ayant pour conséquence la perte de leurs fonctions
biologiques [23]. Le ROS peut aussi inhiber la transcription, la translation, l'activité enzymatique et
la chaine de transport des électrons. Certains NP a oxyde de métal utilisent la production de ROS

comme principal mecanisme de toxicité [35].

I11.4 L’inactivation des protéines :
Les atomes de métal ont tendance a provoquer la dégradation des protéines par 1’oxydation des

cystéines, nitration des tyrosines, ou par interaction avec des groupements réactifs tels que les
thiols, les centres fer-soufre, ou encore les doigts de zinc. Ce qui provoque des dommages
cellulaires importants [36]. Il est aussi suggéré que les ions métalliques se lient entre la pyrimidine
et les paires de bases purines. Ce qui perturbe la liaison hydrogene entre deux brins anti-
paralléliques et détruit la molécule d’ADN. Méme si cela nécessite une enquéte plus approfondie,
on constate que les ions métalliques ont tendance a se lier a 'ADN une fois qu'ils entrent dans la
cellule [37].
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Mécanismes d’action supposés des nanoparticules
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Figure 10 : Mécanisme d'action supposés des nanoparticules [29]

I11.5 Les facteurs influencant I’activité antibactérienne :
Les caractéristiques physico-chimiques des nanoparticules comprennent leur taille, leur charge, leur

potentiel zéta, leur morphologie de surface et leur structure crystalline. Il s'agit de composants
importants qui régulent les actions des nanoparticules sur les cellules bactériennes. Par ailleurs, les
conditions environnementales, les souches bactériennes et le temps d'exposition sont d'autres
facteurs importants qui influent sur les effets antibactériens des nanoparticules[38]. Beaucoup de
données ont également revélé gu'une grande surface spécifique, haute eénergie de surface et un
déficit du ligand atomique menent a lI'agrégation des nanoparticules d'oxyde métallique. Il importe
donc d'examiner les principaux facteurs qui influencent l'activité antibactérienne des nanoparticules

d'oxyde de métal.

111.5.1 La Taille :
Des recherches récentes ont démontré que la taille des nanoparticules métalliques peut affecter

considérablement leur activité antibactérienne. En effet Les nanoparticules plus petites présentent
des surfaces spécifiques plus importantes, Cela augmente la probabilité de contact et de passage
dans la membrane cellulaire bactérienne [39]. Xiaohong Pan et al démontre dans son étude sur
I’activité antibactérienne des nano-Mg (OH), sur E.coli que I’efficacité bactéricide de ces

nanoparticules sont inversement proportionnelle avec leur taille [40] .
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111.5.2 La forme :
La forme est un facteur important associé aux activité antimicrobienne. Les interactions des

nanoparticules avec les enzymes périplasmiques peuvent causer des dommages des cellules
bactériennes [41]. Une étude est montrée I’importance de forme de nanoparticule ZnO vis-a-vis son
activité. Il a été démontré que sa combinaison avec I’enzyme B-galactosidase est spécifique a la

forme pyramidale de ZnO, c’est sur cette forme qui empéche la dégradation de I’enzyme [42].

Les nanoparticules d'argent ont été initialement appliquées dans le domaine de la biomédecine
comme agents bactéricides a libération longue. Les nanoparticules d'argent de forme cubique ont
une activité antibactérienne plus intense que les nanoparticules d'argent sous forme de sphéres et de
fils de diametre similaire. Cela donne a penser que l'effet de forme sur l'activité antibactérienne est
dd a la surface spécifique et a la réactivité des facettes[43].

111.5.3 La rugosité :
Rares sont les études qui se sont penchées sur l'effet de la rugosité vis-a-vis les autres

caractéristiques des nanoparticules. Cependant une étude montre si la rugosité des nanoparticules
augmente, la taille et le rapport surface/masse favorise 1’adsorption des protéine bactériennes, Il en

résulte une diminution de I'adhésion bactérienne [44].

111.5.4 Le potentiel Zeta :
Des donnés récente ont montré que le potentiel zéta des nanoparticules a eu une forte incidence sur

I'adhérence bactérienne. DO a l'attraction électrostatique entre les nanoparticules chargées
positivement et la membrane des cellules bactériennes, chargée negativement[45]. Par ailleurs la
possibilité que les nanoparticules se regroupent de facon sélective aux sites d'infection bactérienne
augmente la perméabilité vasculaire (dans le cas de I'administration de médicaments) [46].

L'accumulation de nanoparticules cationiques est bénéfique pour empécher la croissance
bactérienne en limitant la fixation bactérienne. La faible pénétration de nanoparticules dans les
régions externes de l'enveloppe de S.aureus donne un haut degré d'efficacité de germicide sans
doute parce que les nanoparticules peuvent atteindre des structures clés grace a I'échange d'ions
[47].

Comparées a des nanoparticules neutres et chargées négativement, leurs contreparties chargées
positivement sont censées améliorer la production de ROS. De plus il a été révélé que les
nanoparticules chargées négativement n’adhérent pas les bactéries en raison de leur potentiel
négatif. En revanche a de plus fortes concentrations, les nanoparticules a charge négative ont un

certain niveau d'activité antibactérienne, dil & son encombrement moléculaire [48].
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111.5.5 L’environnement :
Plusieurs travaux ont montré que les conditions environnementales influencent fortement activité

antibactérienne. En effet, la température de 1’environnement interfére avec 1’activité
antimicrobienne par 1’augmentation de  production de ROS. Les oxydes de zinques ZnO sont
influencé par la température, cette derniere provoque la capture des électrons sur des sites actifs,
puis ces electrons se fixe sur O, pour engendrer la formation des ROS, augmentant ainsi I’efficacité
antibactérienne des nanoparticules de ZnO. On outre, le PH environnementale influence I’activité
bactérienne in vitre. Une baisse de ceci augmente le taux de dissolution des nanoparticules de ZnO,

ce qui a pour résultat ’amélioration des propriétés antimicrobiens [49].

Il est bien de noté que I’agrégation, la charge de surface et la solubilité des nanoparticules sont
influencés fortement par des parametres environnementaux du milieu, telle que le PH et la pression
osmotique. Des essais sur 1’activité antimicrobiens de ZnO sur cing milieux différents ont conduit

que les ions Zn libres sont les responsables de I’activité bactéricide de I’oxyde de zinque [50].

111.6 Effets des nanoparticules d’argent sur les communautés

bactériennes :
Les nanoparticules®*  d’argent (AgNPs) sont couramment utilisées dans différents secteurs

industriels,  (alimentaire, habillement, cosmetique). Connues pour leurs  propriétés
antibacteriennes, elles sont également utilisées dans le domaine médical. En conséquence, nos
organismes sont exposés de fagon plus ou moins intense aux AgNPs dans la vie de tous les jours.
En particulier, lorsqu’elles sont ingérées, ces particules entrent en contact avec les populations
bactériennes présentes dans le tube digestif, puis se retrouvent naturellement dans les effluents des
stations d’épuration et s’accumulent dans les sols et les sédiments, deux autres compartiments dans
lesquels les bactéries jouent un réle majeur. Il est donc important d’évaluer la toxicité des AgNPs
vis-a-vis des populations bactériennes qui assurent I’homéostasie* de ces différentes niches*.

Le premier article s’intéresse a I’influence des AgNPs sur la flore bactérienne du sol et tente
d’évaluer I’effet des particules d’argent ionisées* qui apparaissent avec le temps, ainsi que I’effet de
la forme des particules, sur la toxicit¢ induite chez une population bactérienne issue d’un
échantillon de sol.

Le deuxieéme article analyse 1’altération des populations microbiennes du tube digestif suite a une
exposition aux AgNPs contenues dans I’alimentation. Les modifications observées de la flore
bactérienne s’apparentent aux modifications décrites dans le cas de maladies meétaboliques
chroniques, comme le diabéte. Cependant, les auteurs ont noté que le vieillissement des
aliments s’accompagne de réactions de sulfuration des AgNPs. Ce phénomeéne est connu pour
ralentir I’ionisation des AgNPs et donc leur toxicité [55].

20



Partie

experimentale



V. MATERIEL EST METHODE

Le volet expérimental concernant la préparation des films des nanoparticules argent, la
caractérisation par spectrophotométrie IR a été realisée au niveau de laboratoire de chimie a
I’université¢ de Bordj Bou Arreridj tendis que ’activité antimicrobienne a été réalisée au niveau de

laboratoire de microbiologie de département de pharmacie a I’université de Sétif.

IVV.1 Produits et méthodes :

IV. 1. 1 Produits et réactifs :
Produits :
Alcool polyvinylique PVA :
Le poly(alcool vinylique) désigné par PVAI ou PVOH est un polymere obtenu par hydrolyse

alcaline (soude, potasse) du poly(acétate de vinyle) (PVAc). Malgré que 1’on parle vulgairement
de PVAI, dont la formule empirique est (CH2-CHOH)n—, il s’agit en réalité d’un copolymére
de PVAI et PVAc qui posséde des propriétés et des applications différentes selon sa masse
moléculaire (ou son degré de polymérisation) et son taux d’hydrolyse [54].

De maniére générale, le PVAI possede les propriétés particuliéres suivantes :

. Grande capacité a former des films

. Grand pouvoir adhésif

. Trés bonnes propriétés barriere aux gaz
. Solubilité dans 1'eau

. Biocompatibilité
. Biodégradable et recyclable
Polyethyleneimine PEI :

Formule

forme linaireH(NHCH,CH;),NH,

Propriétés physiques liquide ; incolore

Masse moléculaire 43.04 g/mole (unité répétitive),
Point de fusion 73-75°C

Densité (& 20 °C) 1.050g/cm?®
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L’albumine du sérum humain (HSA) :
L'albumine du sérum humain (HSA de I'anglais humain sérum albumine) est une protéine de 66

kDa, sa concentration plasmatique normale est comprise entre 3.5 et 5g /100 ml et elle constitue
jusqu'a 60 % des protéines plasmatiques. Sa demi-vie est d'environ 20 jours dans des conditions
normales. La structure de HSA se compose de 585 résidus d'acides aminés et d'environ67 %
d'alpha-hélice et aucun feuillet béta a I'état cristallographique. HSA contient un seul résidu de
tryptophane, Trp-214, qui participe a des interactions hydrophobes[57].

Réactifs utilise :

Triethylene glycol dimethacrylate(TEGDA) :
Le tétra —éthyléne glycol diacrylate (éthyléne diacrylate ) est un agent de réticulation homo-

bifonctionnel ,d’ une maniére générale I’ Ethyléne glycol diacrylate peut étre polymériser pour
former les poly(éthylene glycol) diacrylate dans la synthése de polymeres a usage dans les systemes

de relargage de médicaments (Drug délivrer) [56].

o
\H)J\D/&/D&/HD/H/D\IJ\
o

Figure 11:la formule chimique de TEGDA

Cc)- d’argent AGNO3 :

(|:-) _
+ :

.. A9 /N-‘h:

Formule chimique : = o

Masse Nitrate molaire : 169.873 g-mol ™'
Température de fusion : 212°C

Température d'ébullition : 444 °C

Solubilité dans I’eau : 2340g L 'g/L (25°C)
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V.2 Méthode de préparation :

IV.2.1 Préparation des Nanoparticules magnétite ‘NPsM;’ :
A-Préparation des solutions :

Dans un bécher en mettre 1L d'eau distillée avec 42.49 g de NaNO3, aprés cela nous avons mis la
solution au-dessus du l'agitateur pendant 15min. Nous obtenons la solution 1

Dans un autre bécher en ajoute 655ml d'eau avec 2509 de NaOH,et on agitater la solution pendant
15min Nous obtenons la solution 2

Dans un bécher de 50ml on ajoute 20ml de solution NaNO3 avec 13.76g du FeSO4 et 40g du
Fe(NO3)3, et nous avons mis la solution au-dessus du l'agitateur pendant 15min. Nous obtenons la
solution 3

Figure 12 : photo montre les 3 solutions fondamentales

Réactions de dissolution des solytés :

NaOH — Na“@aq) + (OH) (ag)

NaNO; + H,0 — Na'(aq + NO3

B Protocole de préparation des nanoparticules :

Dans un Becher de 50 ml en ajoute 20 ml de solution 3 Et dans un autre Bécher de 500 ml on
ajoute 200ml de solution 1 et dans un troisieme bécher on ajoute NAOH pour régler de pH.

Utilisation deux seringues propres et sec nous avons mis une solution de NAOH dans la premier
seringue et nous avons mis le dans la deuxiéme seringue ensuite nous avons installons le montage
suivant pour installer nous avons besoin de

Un sonicateur - un mixeur - pH métre - un support.

Nous pour suivons ce processus jusgqu'a ce que nous ajustions notre pH = 11,18 aprés cela nous
lisons le mélange pendant 24h.
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Apres cette période remarquée trois couches sont formes :
= Couche transparente : est constitué l'eau distillée et résidus
= Couche rouge brique est constitué les Nano particules tres mince

= Couche marron fonceé est constitué les Nano particules rugueux

¥

Figure 13 : photo montre les trois couches formées

Nous prenons la deuxiéeme couche (rouge brique) et le faire sécher pendant 24 h a 35 °C dans
I’étuve aprés qu'il ait séché nous le broyons nous 1’obtenons donc les Nano particules magnétite.

IVV.3 preparation des filmes :
dans un bécher de 20ml d’eau distillée on ajoute 1g d’alcool polyvinylique (PVA) avec agitation
a une température 40°
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Sl
Figure 14 : photo montrant la solution PVA sur un agitateur
-en devise la solution PVAen 2 :
-10ml de solution PVA avec 0,1g d’albumine avec agitation
-10ml de solution PVA avec 0,1g de PEI avec agitation
-dans un premier bicher en ajoute 0,1g de particule magnétite dans 10ml de PVA+ albumine
-dans un deuxiéme bicher en ajoute 0,1g de particule magnétite dans 10ml de PVA+ PEI

- en suit en met les deux bicher dans un sonicateur dans un temps pour empécher la formation des
accumulations et les mettre dans deux boites de pétri et sécher dans un four

Figure 15 : photo montre deux bicher (PVA+albumine) et (PVA+PEI) dans un sonicateur
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- a la fin on récupere deux filme (PVA+albumine +les particules magnétite) et (PVA+PEIl+les
particules magnétite)

Figure 16 : photo de filme (PVA+albumine) Figure 17 : photo de filme (PVA+PEI)
V.4 Fixation des ions AgNO 3:

Nous commencons a préparer deux solutions
- 0,5g diacrylate avec 40ml d’eau distillée
- 0,43g AgNO3 avec 250ml d’eau distillée

Ensuit on met le filme (PVVA+albumine + Les particules magnétite) et le filme ( PVA+PEI+les
particules magnétite) dans le diacrylate

Et aussi on met le filme (PVA+albumine + Les particules magnétite) et le filme (PVA+PEIl+les
particules magnétite) dans le AQNO3

- mettre le filme (PVA+albumine + Les particules magnétite+ diacrylate) et le filme (PVA+PEI+les
particules magnétite + diacrylate) dans le AGNO3 .
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V.5 Caractérisation biologique
Activité antibactérienne :
Souches cibles
Les difféerents films préparés sont étudiés vis-a-vis de quatre souches bactériennes. Ces souches sont

fournies par le Laboratoire de Microbiologie Appliquée de laboratoire de recherche de 1’université

de Sétif. C’est bactérie sont des Gram positif et négatif pathogéne pour I’homme.

Souche bactérienne Référence
Gram® Staphylococcus aureus ATC 25923
Escherichia coli ATCC 25922

Figure 18 : photo montre les quatre filmes dans le four de séchage

Gram-

Pneumonia aerugenosa Souche cilinique

Tableau 1 : les souches bacteriennes utilisé

Choix des milieux de culture :
En fonction des souches sélectionnées, nous avons utilisé les milieux de culture suivants :

» L’eau physiologique stérile /L’eau distillé stérile pour préparer les suspensions
microbiennes.

» Bouillon nutritif coeur et cervelle pour la réactivation des souches conservées.

» Gélose Muller Hinton pour 1’étude de la sensibilit¢ des bactéries aux différents films

préparés.

Préparation des disques.
Les disques sont fabriqués a partir du chaque films synthétisés a 1’aide de 1’emporte-piéce avec un

diametre de 6 mm selon les mesures des disques d’antibiotiques actuelles.

Antibiogramme.
On a procedé a l'antibiogramme pour valider nos souches bactériennes et de comparer la sensibilité

de ces derniers vis-a-vis les ATB a leur sensibilité vis-a-vis les disques préparés a partir des films

2 Disques d’antibiotiques.
Le choix des disques d'antibiotiques a été fait selon les bactéries sélectionnées et la disponibilité.
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V.6 Protocole expérimentale :

L'évaluation de ’antibiogramme a été réalisée par la méthode de diffusion en milieu gélosé¢ (ou

méthode des disques), La méthode appliquée est celle décrite par

1 Milieu :

>
>

Gélose Mueller Hinton (MH), coulée en boites de Pétri sur une épaisseur de 4mm.

Les géloses sont séchées avant I’emploi.

1 Inoculum

A partir d’une culture pure de 18 H sur milieu d’isolement, racler a I’aide d’une anse de platine

quelques colonies bien isolées et parfaitement identiques.

>
>

>
>

Décharger I’anse dans 5 a 10 ml d’eau physiologique stérile a 0,9%

Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a 0,5
McFarland.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, ou bien de 1’eau
physiologique stérile s’il est trop fort.

L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suivent la préparation de la suspension.
Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de le
décharger au maximum,

Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en stries
Serrées

Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de

faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon sur la
périphérie de la gélose.

Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’écouvillon a

chaque fois.

2  Application des disques d’antibiotiques :
Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24mm, centre a centre

Tester la liste des antibiotiques indiqués selon la bactérie isolée.

Presser chaque disque d’antibiotique a I’aide de pinces bactériologiques stériles pour s’assurer

de son application. Une fois appliqué le disque ne doit pas étre déplacé.

d.

Incubation

A 37°C pendant 24h.
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b. Lecture:
> Mesurer avec précision les diameétres des zones d’inhibition a 1’aide d’une régle (en mm), a
I’extérieur de la boite fermée.
» Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans le tableau 1

» -Classer la bactérie dans 1’'une des catégories : Sensible, Intermédiaire ou Résistante.

V.7 Préparation des suspensions bactériennes :
Les différentes souches sont inoculées dans un bouillon nutritif (cceur et cervelle) et incubées

pendant 24 heures a 37°C afin d’enrichissement, ensuite un deuxiéme repiquage est réalisé dans des
boites de pétri contenant de la gélose nutritive, puis incubées pendant 18h a 37 °C afin d’obtention
des cultures jeunes. A partir de ces cultures jeunes, on préléve & 1’aide d’une anse de platine
quelgues colonies bien isolées et parfaitement identiques et on les décharge dans 9ml de I’eau
physiologique 0,9% ou de I’eau distillée stérile, puis on agite au vortex pendant quelque seconde, la
densité de la suspension obtenue doit étre équivalente de la solution 0,5 Mac Farland (DO

correspond & une concentration de 10° germes /ml).

V.8 Tests de I’activité antibactérienne :
L'évaluation de I'action antibactérienne des disques des films effectuée par le procédé de diffusion

des disques, grace a sa simplicité et son efficacité dans I'analyse de la sensibilité bactérienne.

> Le milieu de culture gélosé Muller Hinton est coulé aseptiquement dans des boites de pétri a
une epaisseur de 4mm par boite, puis laisseé refroidir et solidifier sur la paillasse pendant 15
min.

> Les boites de pétri contenant de la gélose MH séché sont inoculées par écouvillonnage en
prenant a 1’aide d’un écouvillon stérile 100ul de chaque suspension bactérienne de
concentration d’environ 10° UFC/ml préparé a partir d’une culture jeune de 18 h et en
étalant a la surface par des stries séres.

> Les disques du chaque films (6 mm de diamétre) sont déposés aseptiquement a 1’aide d’une
pince stérile sur la gélose inoculée (4 disques par boite), puis imprégnés a I’aide de
micropipette par 10 ul de DMSO pour faciliter la diffusion des nanoparticule d’argent .

> Les boite de pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant
30min, puis incubées a I’étuve a une température de 37°C pendant 24h L’expérience est
répétée trois fois pour chaque disque et pour chaque souche bactérienne pour minimiser les
erreurs expérimentales.

> Dans les boites de contrble, des disques trempés de DMSO sont utilisés comme contréle

négatif et des disques standards d’antibiotiques sont utilisés comme controle positif.
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> La lecture des résultats se fait par la mesure du diametre de la zone d’inhibition déterminé
par les différentes concentrations des différents extraits autour des disques a 1’aide d’une
régle en mm. D’apres (De Billerbeck, 2007), les résultats sont exprimés selon trois niveaux
d’activité :
v' Résistant (-) (D<6mm).
v’ Intermédiaire (+) (6Bmm<D<13mm).
v Sensible (++) (D>13mm).

V.9 Résultats et interprétation des spectres d'analyse IR :
IV.9.1 spectres d'analyse IR :
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Figure 19 : Courbe PVA Albumine +diacrylate
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Figure 20 : Courbe PVA , PEI +diacrylate

IVV.9.2 interprétation des spectres d'analyse IR :

Les échantillons de matrice polymere IPN ainsi préparées ont été caractérisés par spectroscopie IR
afin de démontrer le réle et I’existence d’un fonction organique (macromoléculaire) a la surface des
supports modifiées pour former selon la méthode par laquelle ils ont été préparées comme des

matrices hydrophiles mais insolubles formant des gels.

Aussi, des pic tres intense apparaissent a 3800 cm-1 (OH libre), 3380 cm-1 (OH lie, COOH et
NH2) et a 1600cm-1 (Amine et COOH) les autres pics correspondent de certains composés,
(Fig.19) soit PVA-HSA- DA, qui sont assignés aux modes de vibration stretching de O-H and CO-

O, dans le cas molécules organiques. Aussi, un pic peu intense a 600-650cm-1 (Fig.19) .

Dans le cas de la courbe PVA-PEI-DA (Fig.20) . . Seulement deux nouveaux pics intense qui
apparaissent a 3500 cm-1 (OH libre), 1100 a 1250 cm-1 (OH lie, NH2) et 1730 cm-1 (amine,
COOH) 1520 cm-1 (NH2).

De tout ces résultats il ressort que travaux sont concordants et prouvent clairement que le
recouvrement des INPs est réussi et que toutes les fonctions souhaitées (NH2 pour le PEI, NH2,
COOH, OH pour la HSA et le PVA) ont été fixer a la surface afin de jouer leur role d’adsorbant ou
de fixation ou de chélateur d’ions métallique ici les ions de Ag” qui serviront par la suite a comme

agent anti-bactériologique a la surface de nos matrices préparées.
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V.10 Résultats et interprétation de I’activité bactérienne des
disques a base des nanoparticules AGQNO3 :

1VV.10.1 Résultats :

Escherichia  Staphylococcus ~ Pneumonia
coli aureus aeruginosa
DMSO - - -
PVA, Albumine, 11 mm 19 mm -
AgNO3, Diacrylate.
PVA, Albumine, 9 mm 15 mm -
AgNO3
PVA, PEI, AgNQO3, 15 mm 24 mm -
Diacrylate.
PVA, PEI, AgNO3, 13 mm 20 mm =

Tableau 2: résultats de I’activité antibactérienne

(a) (b) ()

Figure 21:les résultats des tests de l'activité antibacterienne de différents disques sur (a) E.coli,

(b) S.aureus, (c) P.aerugenosa

» D’apres les résultats obtenus on peut éliminer ’effet de DMSO sur les différentes souches
bactériennes étudiées puisque ce dernier a donné un résultats négatif vis-vis toutes les

souches testées, il n’y avait aucune zone d’inhibition autour des disques.
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> Le resultat était positif pour la S.aureus avec les différents disques. Cependant on a constaté
une zone d’inhibition maximale de 1’ordre de 24 mm pour les disques a base de PVA, PEI,
AgNO3, Diacrylate et un minimum d’inhibition de 1’ordre de 15 mm pour les disques a base
de PVA, Albumine, AgNO3. Cela veut dire que les ions Ag+ complexés avec PVA, PEI,
AgNO3, Diacrylate donnent une meilleur activité antibactériens vis-a-vis la souche
S.Aureus ; ce qui est expliqué par la zone d’inhibtion obtenue dans les boites pétris.

> En effet on a pu constater aussi que les disques qui contiennent les diacrylate montrant une
activité inhibitrice plus élevé par a port au disque dépourvu de ce composé et ¢a pour les
deux souche E. coli et S.aureus .

> On autre le disque a base de PEI donne une activité antibactérienne plus remarquable en
comparaison avec les disques qui renformie I’albumine et ce pour les deux souche S.aureus
et E. coli.

> Tous les types de disque testés ont montré une activité inhibitrice vis-a-vis E. coli avec une
maximum d’inhibition pour les disques PVA, PEI, AgNO3, Diacrylate est ce a 1’ordre de
15 mm et un minimum d’inhibition de 1’ordre de 11mm pour les disques a base PVA,
Albumine, AgNO3

> Pour la souche de P.aerugenosa a montré une résistance vis-vis tous les disques utilisé

1VV.9.2 Discussion :

De I’ensemble des résultats obtenus, il ressort que :

La S.aureus est la souche la plus sensible vis-a-vis les différente type de disques testés ; E.coli

révele une sensibilité moyenne ; par contre P.aeruginosa résiste.

Donc les bactéries a gram negatif résistent plus au ions AgNO3 que les bactéries a gram positif,
cette résistance est liée a la complexité de I’enveloppe cellulaire de ces micro-organismes qui

contient une double membrane, contrairement a la structure simple des bactéries a gram positif.

Osterheld.k et all ont bien montré 1’effet complexant des ions Ag+ par 1’albumine. Cette propriété
de I’albumine potentialise 1’effet inhibiteur de ces ions vis-a-vis aux bactéries sensibles aux ions
Ag+ [52].

De plus I’activité bactéricide de PEI a ét¢ montré dans plusieurs études tel que I’étude de Goa.b et

Zhang.x [51].
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Organisation :

Préparation de NPsM+ Préparation de PVA
PVA et NPsM+
PVA, NPsM+ PVA, NPsM+
et Alumine et BEI

/\

PVA , NPsMt

Et Alumine

diacrylate

PVA , NPsM+
Et Alumine

Ag NO;

l

PVA, NPsMt
Et Alumine
diacrylate

Ag NO 3

/\

PVA , NPsM+
Et BEI

Ag NO;

PVA, NPsM+
Et BEI

diacrylate
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Conclusion Générale et perspectives :

Le choix du PVA comme précurseur de nouveaux matériaux antibactériens:

On retrouve le PVA dans diverses gammes de produits allant de matériels médicaux. En tant que
matériau, le polyvinyle-alcool présente de nombreux avantages dont la compatibilité chimique, la
possibilité de sterilisation, et le faible codt. Toutefois, le PVA pourrait constituer un véritable atout
pour la santé humaine lorsqu’il est modifié pour améliorer ou induire de nouvelles propriétés a la
fin d’applications spécifiques. Tous ces avantages constituent un facteur encourageant dans le

choix du précurseur de notre synthése objet de ce travail.

Ainsi nous avons suivi, dans le cadre de cette étude la comparaison de deux protocoles de
préparation utilisant deux différentes surfaces des matériaux préparés en termes de leur caractere
hydrophile et de la présence d’ions Ag'. Afin de démontrer le préparation effective de ces
molécules par le protocole déja détaillé précédemment, des analyses par spectroscopie IR des
matrices préparées ont été réalisées. Ces analyses ont permet de valider assurément le protocole de

synthese.

Le complexe PVA/PEI-Ag et PVA/HSA-Ag de a la surface du matériau synthétiser a été choisi

comme catalyseur (effet synergique) en termes d’effet antibactérien.

L’analyse par spectroscopie IR a été employée pour caractériser les IPNs résultant. Les resultats
ont prouvé que le complexe PVA/PEI-Ag est un peut plus efficace en termes de surface
antibactérienne. Le complexe ainsi préparé a été choisi comme en termes de hydrophilie et de
I’aptitude du PEI a chélate les ions métalliques.

A l'aide de peu de techniques, nous avons pu caractériser les différentes surfaces synthétiques qui
sont pour certaines, mises en contact avec le milieu biologique. Nos choix se sont portée sur
certains paramétres comme, les propriétés de surface (PEI, HSA) et plus particulierement le

caractere hydrophile / hydrophobe des surfaces étudiées.

Nous avons pu constater que la composition du polymere, et la nature de la surface du matériau
et le greffage d’un polycation. Sont les paramétres susceptibles d'influencer I'ensemble des

propriétés caractéristiques physico-chimiques et donc antibactériennes des polymeres étudiés.
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Perspectives de travail :

- L'étude de l'influence de la longueur (masse moléculaire) et de la mobilité des chaines (taux de
ramification) a la surface des matériaux sera étudiee :

- L’influence de ces caractéristiques sur le comportement bactérien sera étudiée.

- Nous essaierons par la suite de corréler les différents résultats obtenus: Corrélation du
caractere  hydrophile/hydrophobe  des  polymeres au  comportement  antibactérien.
Nous avons noté précédemment que le taux d’hydratation des polymeéres additionné a la présence
d’ions métalliques influengait le caractére hydrophile des surfaces mais nous n‘avons pas montré de
corrélation entre ces deux parametres. C'est pourquoi, nous allons nous

Intéresser a comparer les corrélations qui peuvent se dégager entre chacun de ces parametres.
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Résumé :

Le PVA est un matériau polymere largement utilise pour la fabrication de dispositifs
biomédicaux. Mais la colonisation du PVA par différentes souches bactériennes a été observée. En
revanche, la seule description d’une diminution de I’adhérence in vitro de Pseudomonas aeruginosa
décrite sur materiau biomédical a été faite apres traitement de la surface des tubulures avec un
mélange NaOH/AgNO3, composé chimique hautement toxique (ITBM-RBM 26 (2005) 183-191).

Le PVA est en générale un polymére biocompatible qui présente aussi des caractéristiques
hydrophobes. 1l est souvent utilisés, pour étre greffer chimiquement a la surface voir méme au cceur
généralement pour améliorer le caractere hydrophile des matériaux a usage médicales. Ainsi, dans
de nombreux travaux ou il a démontré qu'il réduisait l'adhésion bactérienne. Cet effet anti-adhésif
est lié a sa grande affinité pour les molécules d'eau, qui crée ainsi a la surface du matériau une
couche extrémement hydratée rendant l'adhésion des macromolécules difficile (Biomaterials
2004;25(11):2139-51).

Les résultats trouvés montrent que : le copolymére PVA-PElI ou PVA-HSA sont tres
hydrophiles. Le caractére hydrophile des copolymeéres dépend de leurs compositions et il augmente
lorsque le nombre de fonctions hydroxyles, carboxyliques ou amines NH augmente. Ces différences
peuvent étre expliquées par le nombre de fonctions NH, la longueur et la mobilité des chaines a la

surface des matériaux.

Nous avons conclus que la mobilité et la longueur des chaines du PEI ramifie, ainsi que la
présence de la HSA connue pour son réle de transporteur de ligands exogénes comme les ions
métalliques, a la surface du matériau obtenu augmentent son effet antibactérien notamment en
présence de particules d’argent. En effet, le caractére hydrophile additionné a I’effet reconnu des
particules d’argent joue un rdle important sur l'interaction entre I'environnement du polymere et la
surface du polymeére présentant un effet synergétique antibactérien. Ainsi Le caractére antibactérien

de ce matériau a été étudié vis-a-vis de plusieurs souches bactériennes.



Summary:

PVA is a polymeric material widely used for the manufacture of biomedical devices. But
colonization of PVA by different bacterial strains has been observed. On the other hand, the only
description of a decrease in in vitro adhesion of Pseudomonas aeruginosa described on biomedical
material was made after treatment of the tubing surface with a mixture of NaOH/AgNO3, a highly
toxic chemical compound (ITBM-RBM 26 (2005) 183-191).

PVA is generally a biocompatible polymer that also has hydrophobic characteristics. It is often
used to be chemically grafted to the surface or even to the core generally to improve the hydrophilic
character of materials for medical use. Thus, in many works it has been shown to reduce bacterial
adhesion. This anti-adhesive effect is linked to its high affinity for water molecules, which creates
an extremely hydrated layer on the surface of the material, making the adhesion of macromolecules
difficult (Biomaterials 2004;25(11):2139-51).

The results found show that: the PVA-PEI or PVA-HSA copolymer are very hydrophilic. The
hydrophilic character of the copolymers depends on their compositions and it increases when the
number of hydroxyl, carboxyl or NH amine functions increases. These differences can be explained
by the number of NH functions, the length and mobility of the chains on the surface of the

materials.

We concluded that the mobility and the length of the chains of the branched PEI, as well as the
presence of the HSA known for its role of transporter of exogenous ligands like the metal ions, on
the surface of the material obtained increase its antibacterial effect in particular in the presence of
silver particles. Indeed, the hydrophilic character added to the recognized effect of the silver
particles plays an important role on the interaction between the environment of the polymer and the
surface of the polymer presenting a synergistic antibacterial effect. Thus, the antibacterial character

of this material has been studied against several bacterial strains.
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