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Introduction générale

I. Introduction Générale :

Les hydrogels (HG) sont formés par l'interaction hydrophile de I'eau et des polymeres, qui
produisent un réseau tridimensionnel qui facilite le taux de gonflement dans une quantité
significative lors de l'interaction avec l'eau [1, 2,3]. Les polymeéres utilisés pour la fabrication
de I’hydrogel doivent étre hydrophiles, réticulés, gonflent et étre peu toxiques. En raison de
leur mouillabilité élevée, les hydrogels ont été éventuellement utilisés dans certaines
applications thérapeutiques, telles que la cicatrisation des plaies, de la peau, des os, des dents
et du cartilage, ainsi que l'administration de médicaments et le traitement du cancer [4, 5,6].
Des hydrogels plus résistants ont été fabriqués pour le remplacement du cartilage, des muscles
artificiels, des organes artificiels et des lentilles de contact [7]. Plusieurs polymeres, tels que
le poly(alcool vinylique) (PVA) [8], I'acide polylactique (PLA) [9], et la cellulose [10] ont été
largement utilisées dans la fabrication d'hydrogels a des fins de régénération des tissus.

En ce sens, I’utilisation du PVA dans la fabrication d’hydrogels surmonte les limitations des
hydrogels naturels dans leur application pratique. En tant que polymére hydrophile, le PVA
est considéré comme un matériau synthétique biocompatible approprié, qui possede les
principaux groupes hydroxyle fonctionnels. La présence d'un groupe hydroxyle rend le PVA
plus facilement disponible pour la réticulation avec d’autres polyméres pour former des
hydrogels [11]. En raison de leur structure et de leurs propriétés mécaniques uniques, les
hydrogels PVA sont considérés comme d’excellents candidats et ont de grandes applications

potentielles dans de nombreux domaines,
y compris, ’ingénierie des phases stationnaires.

De nombreuses études ont étudié la fabrication d'hydrogels composites PVA associés a
différents biopolymeéres, des polymeéres synthétiques, tels le poly (acide acrylique), les
polyuréthanes, le poly (N-isopropyl acrylamide), la poly (vinyl pyrrolidone), le poly (acide
glycolique ect ; et leur potentiel dans les applications en ingénierie tissulaire [12].L'utilisation
de copolymeres du PVA en raison leurs propriétés physicochimiques et leur fonctionnalité
biologique présente un grand intérét dans le domaine des matériaux biofonctionnelles. En
effet, Copolymeres font partie des nanomatériaux les plus couramment utilisés dans les
applications biomédicales principalement en raison de leur potentiel antimicrobien, [13]. De
cette maniére, il est particulierement important de fabriquer des Copolymeéres de maniere

contr6lée pour développer des applications biomédicales telles que des dispositifs de
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détection, des systémes d’administration de médicaments entre autres. Bien que le PVA et les
PVA modifies aient ¢té¢ largement utilisés pour la fabrication d’hydrogels et testés pour
plusieurs applications, la plupart se concentrent sur le développement de matériaux

biomédicaux.

Compte tenu des hypothéses ci-dessus, la présente étude nous a permet de fabriqué des
supports de type hydrogel a base de PVA et de PVA fonctionnalisé et a étudié I'influence de
certains parametres sur les interactions de I'hydrogel ainsi modifie avec les protéines

plasmatiques et leur capacité de liaison ici I’ Albumine sérique comme référence.

Ainsi, le formaldéhyde été privilégié pour la réticulation du PVA, de par son caractére
biologique, et naturelle le formaldéhyde est également synthétisé pour diverses applications

médicale c’est un réactif essentiel pour nombreuses substances chimiques.

L’acide Acrylique a également été utilisé comme composants pour la synthése de nos gels
afin d’améliorer les propriétés inhérentes du matériau synthétiser notamment son pouvoir

hydrophylique.

Dans le présent travail nous avons congu plusieurs substrats pour préparer un hydrogel a base
de PVA et de PVA réticulé a I’acide acrylique tout deux fonctionnalisé par un colorant le

PBC indicateur spécifique de I’albumine.

Les gels PVA-ATG concues ont été testés du point de vue de leurs propriétés physico-
chimiques et biologiques (adsorption protéine d'aloumine sérique bovine (BSA)) pour étre

retenu comme matériau de rétention dans le domaine biomédical application.

Ce mémoire est divisé en six chapitres

Le premier chapitre est consacré aux études bibliographiques sur les polymeéres et notamment
le PVA et leurs modifications chimiques, et leur intérét dans la mise au point de surfaces
bioactives ainsi qu'une partie sur la BSA.

Le deuxiéme chapitre est consacré a I'étude de le colorant Bromocresol et de son activité et
ses interactions vis-a-vis de I’ Albumine

Le troisieme chapitre aborde les principes fondamentaux des phénomenes de surface et
d’adsorption, afin de présenter les utilisations potentielles de PVA chimiquement modifié.
Dans le quatrieme chapitre, nous discutons des procedures et des approches expérimentales

utilisees tout au long de ce travail.
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Enfin, dans la derniére section, les résultats de plusieurs expériences sont fournis,
notamment la synthése et la caractérisation physico-chimique des particules chimiquement

modifiés, suivies d'une étude de I’activité chromatographique du produit synthétisé.




Chapitre I :
Les polymeres dans les surfaces

bioactives



Chapitre I: Les polymeéres dans les surfaces bioactives

I. 1. INTRODUCTION :

Les polyméres trouvent leurs applications dans de nombreux domaines, cela grace a
I’importance accrues de leurs propriétés physico-chimiques. De ce fait, connaitre leurs
structures Conformationnelles et configurationelles, leurs propriétés physico-chimiques rend

leur utilisation plus efficiente. Ainsi leurs domaines d’applications plus élargis [14].

Par définition un polymere est une matiere composee de macromolécules constituée
d’unités fondamentales appelées monomeéres (ou motifs monomeéres) reliées entre elles par

des liaisons covalentes.

Ainsi les polymeéres, sont constitués de ces grosses molécules (jusqu’a des centaines
de milliers d’atomes) se présentant sous forme de chaines reliées entre elles par des liaisons
physiques faible. Ces macromolecules sous formes de chaines sont formeés par
polymérisation c’est-a-dire, par adjonction de ces petites unités (monomeére) les unes aux
autres [15].

I. 2. Les polymeres :

I. 2. 1. Définition d’un polymere :

Un polymére est une macromolécule organique ou inorganique, composée de longues
séquences de molécules appelées monomeres composées principalement de carbone et
d’hydrogene liées chacune aux autres par des liaisons primaires, le plus souvent covalentes.
[16]

Un polymere est donc une macromolécule formée de 1’enchainement covalent d’un
trées grand nombre d’unités répétitives constitué d’un ou de plusieurs monomeres (qui sont
également appelés motifs). La figure (I-1) montre un exemple d’un polymeére vinylique, I’un
des plus importantes classes des polymeres industrielles. Dans 1’unité de répétition, X est 1’un

des unités monofonctionnelles comme H, CHs, ClI, et C¢Hs (phényl). [16]

H H][H H H
Ly r 1 e
C—C —C C

! d{i '&T N

Figure I. 1 : unités répétitives ‘Monomeres’
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I. 2. 2. La Polymérisation :

C'est un processus de plusieurs transformation chimiques successives qui s'effectue a
partir de molécules identiques (monomeres), qui s'associent sous I'effet direct ou combiné de
la pression et de la température, par amorcage radicalaire ou ionique , ou de rayonnement ,en
présence ou non de catalyseurs pour donne un polymeére se présentant sous la forme d'une
macromolécule a chaine linéaire ou ramifie ,dans laquelle le motif structurel de la molécule

d'origine est répété plusieurs milliers voir millions de fois (attachés I'un aprés l'autre ) .
Si I’on opére a partir de molécules différentes, 1’on obtient un copolymére [17].

Il en découle deux types principaux de polymérisation : la polymérisation en chaines

et la polymérisation par étape.
a. La Polycondensation ou Polymérisation par étape :

La polycondensation est également désignée par le terme « polymérisation par
étapes». La formation de la macromolécule se fait par des réactions de condensation
successive entre les fonctions chimiques des monomeéres di ou polyfonctionnel. Ces réactions

s’accompagnent généralement de 1’élimination de petites molécules, I’ecau en général [18].
b. la Polymérisation en chaine ou (polyaddition) :

Sa facilité de mise en ceuvre et ses attraits économiques lui ont conféré une importance
particuliére dans I’industrie. Les réactions de polymérisation en chaine font intervenir des

centres actifs R* trés réactifs (radicaux, anions, cations).
_Caracteres généraux

Le processus de polymérisation en chaine est constituer d’une série de réactions
durant laquelle une molécule M est additionnée sur un centre actif porté par la chaine

macromoléculaire en cours de croissance.

Si I'on appelle [-Mp—]* une chaine active pour laquelle le degré de polymérisation

DP =n
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La polymérisation en chaine peut étre schématisée par [21] :
—Mp*+ M = _[_Mn_]_

* désigne que le macroradicale est un centre actif de type radicalaire, ionique ou
organometallique.

Ces centres actifs s’additionnent, en un espace de temps trés court. Le détail des
réactions intervenant dans la polymérisation en chaine, ainsi que leur probabilité de se

produire, dépendent non seulement de la nature du monomere, mais aussi fortement de la
nature du centre actif. Les centres actifs Mp* localisés peuvent étre de trois types :

- Un radical : donnant naissance a une polymeérisation radicalaire.
- Un cabanion : donnant lieu a une polymérisation anionique.

- Un carbocation : donnant lieu & une polymérisation cationique [19].

Dans la polymérisation en chaine, les monomeéres s'associent sans réaction
d'élimination simultanée.

C'est le procédé le plus utilis¢ dans I’industrie des polymeres : le polyéthyléne, le
polypropylene, le polystyrene, I'alcool polyvinylique sont des exemples de polyméres obtenus
par polymérisation en chaine.

Ce type polymérisation comporte les étapes suivantes [20] :
- L'amorcage : est la formation des centres actifs a partir du monomere
- La propagation : Croissance des chaines de polymere par additions successives.

- La terminaison : Destruction du centre actif et interruption de la croissance des chaines.

b. 1. Représentation schématique de la Polymérisation radicalaire : [21]

e« Amorgage
Ce terme désigne la réaction au cours de laquelle une molécule monomere M est
transformée en centre actif: R* + M — RM*

« Propagation (ou croissance)

Il s'agit de I'étape au cours de laquelle se répetent un grand nombre d'additions

successives de molécules monomeéres sur le centre actif ainsi formé :

M*+M— M-M*+ nM — M-Mn*
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« Terminaison
Cette étape peut donner lieu a deux types de terminaison du processus :
- soit par disparition du centre actif : (terminaison de chaine cinétique) ;
—M-M, + —M-M-M,, > —M-M-Mp.n,
- soit a son transfert sur une autre molécule du milieu (T), laquelle, a son tour, génére

un macroradicale.

R+ CH2=CH —> R+ CHQ-ClH
[
X X

R+ CH;_-CIH + CHy;=CH => R.CH,-CH-CH,-CH
| | \
X X X X

RCHZOHCHZCH + nCHyCH => R-CHz-ﬁHIEJHz-CF]CHz-CHI
[<In |
X X X X X X
Figure 1.2 : Schéma d’une réaction en chaine [22].
b. 2. Polymérisation ionique :

Type de réaction, le centre actif est constitué par un ion. On distingue cependant, la
polymérisation anionique et la polymérisation cationique [21]

b. 2. 1. Polymerisation anionique :

Une polymérisation par voie anionique permet de contréler la croissance des chaines

et leur architecture par :

> Une phase d’amorcage efficace et rapide de toutes les chaines.

> La croissance simultanée de toutes les chaines (amorcage rapide par rapport a la

propagation) ; la réaction s’arrétant quand tous les monomeres sont consommes.

> La suppression des réactions de terminaison et de transfert qui sont communes dans les

polymérisations radicalaires [21]
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b.2.2. Polymérisation cationique :

La polymérisation cationique est une réaction cinétique en chaines qui se produit sous
I’action d’un amorceur acide et d’un centre actif porteur d’une charge positive, généralement
associé a un contre ion négatif.

Les amorceurs utilisés peuvent étre des acides portiques des acides de Lewis et de
leurs sels. Les centres actifs sont des électrophiles et sont choisis selon la nature chimique du

monomere [21]

I. 2. 3. Procédés de polymérisation :

Il existe quatre procédés de polymérisation :
- La polymérisation en masse.
- La polymérisation en suspension.
- La polymérisation en solution.

- La polymérisation en émulsion.

I. 2. 3. 1. La polymérisation en masse :

La polymérisation en masse est effectuée en ajoutant un initiateur de radical soluble au
monomere pur a I’état liquide. L’initiateur doit se dissoudre dans le monomére. La réaction
est initiée par chauffage ou exposition au rayonnement. A mesure que la réaction progresse, le
mélange devient plus visqueux. La réaction est exothermique et une vaste gamme de masses
moléculaires est produite.

La polymérisation en masse est effectuée en I’absence de tout solvant ou dispersant et
est donc la plus simple en termes de formulation. Il est utilisé pour la plupart des polymeres a
croissance par étapes et de nombreux types de polymeres a croissance en chaine. Dans le cas
des réactions de croissance en chaine, qui sont généralement exothermiques, la chaleur
produite peut rendre la réaction trop vigoureuse et difficile a contréler a moins d’utiliser un

refroidissement efficace. [23]
I. 2. 3. 2. Polymérisation en solution :

La polymérisation en solution est une méthode de polymeérisation industrielle. Dans
cette procédure, un monomere est dissous dans un solvant non reactif qui contient un
catalyseur ou un initiateur. La réaction produit un polymeére qui est également soluble dans le
solvant choisi. La chaleur libérée par la réaction est absorbée par le solvant, ce qui réduit le

taux de réaction. De plus, la viscosité du mélange réactionnel est réduite, ne permettant pas
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I’accélération automatique a des concentrations ¢levées de monomeres. La diminution de la
viscosité du mélange de réaction par dilution contribue également au transfert de chaleur, I’un
des principaux problémes liés a la production de polymeres, car la plupart des polymérisations
sont des réactions exothermiques. Une fois la conversion maximale ou désirée atteinte,
I’excés de solvant doit étre éliminé pour obtenir le polymére pur. Par conséquent, la
polymérisation de solution est principalement utilisée pour les applications ou la présence
d’un solvant est de toute fagon souhaitée, comme c’est le cas pour les vernis et les adhésifs.
Une autre application de solutions polymeres est la fabrication de fibres par filature humide

ou seche ou des films plastiques. [23]
I. 2. 3. 3. La polymérisation en émulsion :

La polymeérisation en émulsion est le procédé le plus adopté dans la production
industrielle des polymeéres en milieux aqueux dispersés [24]. Il s'agit d'une polymérisation
radicalaire en chaine qui met en ceuvre un ou plusieurs monomeres dispersés dans une phase
continue. Le milieu réactionnel est composé souvent d'un (ou plusieurs) monomeére(s)
préalablement dispersé(s) sous forme de gouttelettes dans une phase continue généralement de
I'eau, un amorceur hydrosoluble, un agent tensioactif ou émulsifiant qui peut étre ionique ou
non et dont le réle est de stabiliser la dispersion des gouttelettes de monomeére ainsi que les
particules de polymeéres. Au début du procedé, le milieu réactionnel est constitué de quatre

phases (Figure 1.3) :

-La phase continue (phase aqueuse) : Elle constitue environ 50 % de la masse des produits
et dans lequel se forment par hémolyse thermique de I'amorceur des radicaux primaires. Cette
phase continue, de faible viscosité, joue pendant la polymérisation le role de volant

thermique.

- Les gouttelettes de monomeres : les gouttelettes dispersées dans le milieu réactionnel et
stabilisées par I'émulsifiant ont un diametre moyen compris entre 1 et 10 pum. Elles
contiennent la majeure partie des monomeres et constituent un réservoir pour les réactions de

polymeérisation qui vont se dérouler principalement dans les particules de polymeéres.

-Les micelles : les micelles se forment spontanément dans la phase continue si la
concentration en emulsifiant depasse la CMC (Concentration Micellaire Critique). Ces
micelles dont les diametres sont de l'ordre de 5 a 10 nm, peuvent étre gonflées par des

molécules de monomeére et étre transformées en partie, en particules
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- Les particules : les particules sont le siege principal des réactions de polymérisation. Elles
présentent généralement des diamétres compris entre 50 et 1000 nm a la fin du procédé. Ces
différentes phases coexistent au début de la polymérisation et évoluent au cours de son
avancement, ce qui se traduit par la disparition des micelles, puis celles des gouttelettes selon
tois étapes principales dites de nucléation, de croissance des particules et d'épuisement du (ou

des) monomere(s).

€3 Micelle

{ 3 Particule © Radical libre ¢ Amorceur =g Emulsifiant

Figure 1.3 : Représentation schématique de la polymérisation en émulsion[25].

On a opté pour la polymérisation en émulsion car elle présente beaucoup d’avantages

par rapport aux autres procédés, on peut citer entre autres :

- La polymérisation en émulsion contrairement a la polymérisation en masse, permet de
s’affranchir des contraintes liées a 1’augmentation de la viscosité du milieu réactionnel et a

I’élimination de la chaleur dégagée par 1’étape de propagation.

- La polymérisation en émulsion contrairement a la polymérisation en solution permet

d’éviter I’utilisation de solvants organiques

- La polymérisation en émulsion contrairement a la polymérisation en suspension permet
d’obtenir des particules beaucoup plus fines (50-200 nm) qui interdisent toute filtration ou
lavage mais qui peuvent étre utilisés telles quelles, sous le nom de latex, dans les peintures,
les adhésifs...etc [26].
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I. 2. 4. Le Poly (Alcool Vinylique) (PVA) :

l.2.4. 1. Généralités :

Le poly (alcool vinylique) désigné par PVA ou PVOH est un polymere obtenu par
hydrolyse alcaline (soude, potasse) du poly (acétate de vinyle) (PVAc). Malgré que I’on
parle vulgairement de PVA, dont la formule empirique est (CH,-CHOH) ,, il s’agit en réalité
d’un copolymere de PVA et PVAc qui posseéde des propriétés et des applications différentes
selon sa masse moléculaire (ou son degré de polymérisation) et son taux d’hydrolyse. De

maniere générale, le PVA possede les propriétés particuliéres suivantes :

- Grande capacité a former des films.
- Grand pouvoir adhésif.
- Trés bonnes propriétés barriere aux gaz.
- Solubilité dans I'eau.
- Biocompatibilité.
- Biodégradable et recyclable
Du fait de ces nombreuses propriétés, le PVAI trouve des applications dans une
multitude de domaines industriels tels que 1’industrie papetiére, textile, 1’industrie de
construction, I’automobile, I’industrie de I’emballage alimentaire, les cosmétiques, 1’industrie

pharmaceutique, etc. [27]

Figure 1.4 : la structure chimique de polyvinylalcool
I. 2. 4. 2. Synthese Polyvinylalcool (PVA) :

Le PVA est généralement obtenu par hydrolyse du poly (acétate de vinyle) (PVAC) :

réaction entre I’cau et les fonctions acétates du polymeére en milieu méthanolique (Figure 1.5).

En effet, contrairement aux autres polymeres qui sont généralement obtenus a partir de

leurs monomeres, [’alcool vinylique est trop instable pour pouvoir étre polymérisé
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directement car il conduit facilement a I’acétaldéhyde ou 1’éthanal CH3CHO par 1’équilibre

ceto-énolique (aussi appelé tautomérie) (Figure 1.6).
Le PVAC est lui obtenu par polymérisation radicalaire de 1’acétate de vinyle

CH,=CH-OCO-CH3; par plusieurs procédés, les plus utilisés sont la polymérisation en

émulsion ou en suspension [28].

MeOH 2
{?H_CHE% + mMHO — CH-—CHEHHC—CH2 + mH,c—C.
| n+m (|3H - # n OH
c=0 Fonction alcool C=0
(|:H3 Fonction acétate CH,

Figure 1.5 : Hydrolyse du poly (acétate de vinyle) conduisant

a la formation de poly (alcool vinylique).

H,C=—=C—H Tautomérie HqC——C——H

———————

oH 0

Figure 1.6 : Tautomérie de 1’alcool vinylique.

Dans l'industrie, les produits initiaux pour la production d'acétate de vinyle sont soit
I'acétyléne, soit I'éthyléne. Le procédé utilisant I'acétyléne consiste a faire passer une vapeur
d'acétylene et d'acide acétique a travers une couche de catalyseur contenant de l'acétate de
zinc [29].

En revanche, dans le procédé utilisant I'éthyléne, on fait passer un mélange gazeux
d'éthylene, d'acide acétique et d'oxygene dans une couche de catalyseur contenant du
palladium L'acétate de vinyle purifié est polymérisé par chauffage en présence d'un catalyseur
dans une solution de méthanol [29].

Le méthanol est utilisé car il est nécessaire dans I'étape suivante de dés acétylation.
Pendant la polymérisation, le monomere n'est pas totalement polymérisé et la polymérisation
s’arréte généralement pour un taux de conversion du monomere d’environ 70% [29].

Le monomere résiduel est éliminé du mélange réactionnel pour étre recyclé avant qu’une
petite quantité de composé basique soit ajoutée a la solution pour provoquer la méthanolyse.

Le PVA est ensuite précipité dans la solution Apres élimination du PVA, le résidu
constitué de méthanol, d'acétate de méthyle et d'une petite quantité d'acétate de sodium est
hydrolysé en méthanol et acide acétique par I'intermédiaire d'un catalyseur acide [29].
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Le méthanol et I'acide acétique sont récupérés pour étre a nouveau utilisés dans le

procédé de fabrication.

Acétyléne Acide acétique Ethyléne Oxygéne
v N7 W
\l( A
Synthése Synthése
Acétate de vinyle  |eg..ooony
Méthanol }gly
Polymérisation ~ rreooeeeeeed
> Méthanol Acide acétique
A
Poly (acétate vinylique méthanol) |
Hydrolyse
Soude caustigue |———————> T

v

Saponification

acétate de méthyle méthanol
/)

Y

Poly {alcool vinylique)

Figure 1.7 : Diagramme du procédé de fabrication industrielle de PVA [29]
I. 2. 4. 3. Caractéristiques du PVA :

Le PVA est caractérisé par deux principaux parametres selon la norme ISO 15023-1.

e son degré de polymérisation (DP), c’est-a-dire la longueur de ses chaines
macromoléculaires.
DP=m+n (1.4)
Ou m est le nombre d’unité monomere ayant une fonction hydroxyle (alcool), et N est

le nombre d’unité monomere ayant une fonction acétate (Figure 1.4).

* son taux d’hydrolyse, ¢’est-a-dire la concentration de fonctions hydroxyle (alcool) dans le

matériau
s =_m
Taux d’hydrolyse = m+nx100 (1.5)

La valeur de ces deux parameétres dépend des conditions de polymérisation et
d’hydrolyse. Pour déterminer le DP, il faut mesurer la masse moléculaire moyenne en nombre

(Mn) du polymére. La chromatographie par permutation de gel (GPC) et le viscosimetre en
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solution sont deux principales méthodes pour la mesure de Mn. Le taux d’hydrolyse est

souvent mesuré par dosage des groupements acétate par 1’hydroxyde de sodium selon la

norme 1SO 15023-2 [29].

Le DP n’a que peu d’influence sur la sensibilité environnementale (humidité, pH, etc.)
du PVA, cependant, le taux d’hydrolyse est un parametre beaucoup plus important permettant
de qualifier le matériau et notamment de connaitre son affinité vis-a-vis de 1’eau. En effet, il

existe deux types de liaison hydrogene au sein du PVA (Figure 1.8) :

« les liaisons hydrogéne intermoléculaires formées entre deux fonctions hydroxyle de

chaines macromoléculaires différentes.

« les liaisons hydrogéne avec I’eau formées entre des fonctions hydroxyle et des molécules
d’eau absorbées au La compétition de ces types de liaison hydrogene est dirigé par le taux
d’hydrolyse du PVA.

Le PVA commercial est souvent classifié en deux groupes :

Le PVA partiellement hydrolysé (taux d’hydrolyse d’environ 85%) et le PVA
totalement hydrolysé (taux d’hydrolyse > 98%). Dans le PVA partiellement hydrolysé, les
liaisons hydrogéne avec 1’eau sont prédominantes. Par conséquent, le PVA est soluble dans
I’eau froide. Dans le PVA entierement hydrolysé, les liaisons hydrogene intermoléculaires
sont predominantes, donc 1’affinité du PVA avec ’eau est relativement faible, et le PVA n’est

pas soluble dans 1’eau froide [29]

chaine macromoléculaire

? Y "» Liaison hydrogéne avec l'eau

Molécule d'eau

Figure 1.8 : Compétition entre liaisons hydrogene Intermoléculaires
et liaisons hydrogéne avec I'eau
La figure 1.9 présente la relation entre le taux hydrolyse et la solubilité de la poudre de
PVA dans ’eau a différents température. On voit clairement que la solubilité¢ du PVA dépend

de son taux d’hydrolyse et température. Les PVA complétement hydrolysés sont insolubles
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dans I’eau (a T < 80°C), alors que les PVA partiellement hydrolysés sont solubles méme dans

I’eau froide [29].

PVA partiellement hydrolysé PVA totalment hydrolysé

100

— 80°C

~
w
~—

60°C

Solubilité du PVA (%)
4

~
w
L

A

80 85 90 95 100
Taux d"hydrolyse du PVA (mol%)

Figure 1.9 : Solubilité du PVA dans 1’eau en fonction du taux
d’hydrolyse a différentes températures [29].
Les PVA totalement hydrolysés sont généralement ceux qui sont utilisés dans la
production de fils ou fibres de PVA de haute ténacité (HT-PVA) pour la fabrication des

renforcements de sol [29].
I. 2. 4. 4. Avantages et inconvénients du PVA :

le PVA posséde également les mémes avantages que celles des hydrogels qui sont en
premier intention la non toxicité et la biocompatibilité, deux avantages principaux qui

permettent une large application médicale

Le PVA a une résistance thermique et une stabilité thermique relativement faible pour
certaines applications, d'excellentes propriétés mécaniques telles que : résistance (1,6+ 0,1
GPa), module élastique (48+ 3 GPa), souche (6,5%z= 1,4%) et ténacité (40+ 6 J. G- 1) et la

flexibilité a I'état sec.

Pour surmonter les performances biologiques limitées et pour améliorer les propriétés
mécaniques du PVA, une nouvelle classe de bio nano composites PVA congue par I'ingénierie

a été introduite récemment.

On peut ajouter comme avantage :
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* Un bon transport de cellules et de produits nutritifs a partir de cellules.
* Peut étre facilement modifié¢ avec des ligands d'adhésion cellulaire.
* Habituellement biocompatible.

Les principaux inconvénients sont la difficulté de manipulation, Peut étre difficile a
charger des meédicaments et des cellules, puis réticuler in vitro comme une matrice

préfabriquée, Peut étre difficile a stériliser, en plus qu’ils sont habituellement mécaniquement
faibles [30].

I. 3. Les techniques de modification de surface

I. 3. 1. Introduction :

Afin d’obtenir de nouvelles propriétés, il est essentiel de fonctionnaliser la surface des
matériaux. Cette approche consiste a fixer de facon covalente, des groupements chimiques
fonctionnels spécifiques sur une surface. En modifiant ainsi la surface de ces polymeres, il est
possible d’obtenir des matériaux possédant des propriétés uniques. En effet, il va étre facile de
jouer sur certains propriétés telles que l’énergie de surface du matériau, la balance
hydrophobe/hydrophile, la réactivité, les propriétés mécanique (réticulation de la surface), ou
encore la conductivité électronique suivant I’application souhaitée et les propriétés visées.
Dans ce contexte, un certain nombre de méthodes ont été développées qui sont principalement
choisies en fonction du type de matériau et de la surface a fonctionnaliser.

l. 3. 2. Notion de surface ou d’interface :

On appelle surface la ligne de séparation entre une phase diluée (gaz) et une phase
condensee (liquide ou solide). Le terme interface indique la zone qui sépare deux phases
condensées (liquide-liquide, liquide-solide ou solide-solide). Pour la suite du texte, nous
emploierons le nom surface comme terme général, qui définit la derniére couche constitué de

dizaines de nanométres en extérieur d’un matériau.

Ces derniers nanometres superficiels sont en constante interaction avec le milieu
extérieur et les propriétés qui découlent sont dues a des interactions plus ou moins profondes
avec le matériau (Figure 1.10). Si la mouillabilité et la biocompatibilité ne sont gouvernées
que par les liaisons chimiques ou physiques avec les groupements fonctionnels de I’extréme

surface, 1’adhésion est un phénomeéne qui peut mettre en jeu des interactions avec une
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profondeur un peu plus grande (de I’ordre de 5 nanomeétres). Enfin, les phénoménes de
dégradation physique peuvent altérer le matériau sur une épaisseur d’une vingtaine de

nanometres [31]

Mouallabilité
Biocompatibilité
(premiére monocouche)

Adhésion
(qq. nanometres)

- \ Altération physique :

abrasion, friction etc. ..
(dizaines de nanométres)

surface

volume

Figure 1.10 : Schéma de I’épaisseur d’une surface et Des propriétés associées aux
différentes[31].

Les surfaces et les interfaces sont des régions dans lesquelles certaines propriétés du
matériau peuvent étre trés différentes de celles qui situées dans le volume. Sur cette faible
épaisseur, le polymeére a un comportement particulier. En effet, la dynamique des polymeéres a
la surface est un des sujets de prédilection de la physique macromoléculaire ou des grandeurs
telles que la température de transition vitreuse (Tg) peuvent étre tres différentes de celles du

volume [32].

I. 3. 3. Modifications Chimiques:

Ce type de modification de surface impligue la réaction entre un produit chimique plus
ou moins réactifs en solution et une Surface. Les réactions d’hydrolyses acide ou basique ainsi
que les attaques oxydantes et I’aminolyse constituent les grandes méthodes de modification
chimique de surfaces. Le liquide en contact avec la surface sera capable de créer des greffons
de fonctionnalité plus ou moins controlée. Cette approche ne nécessite pas d’équipement

particulier et peut étre conduite dans n’importe quel laboratoire.

I. 3. 3.1. Hydrolyse acide ou basique :

Dans le cas de certains polyesters, les groupements hydroxyles et acides carboxyliques

sont générés par hydrolyse de liaisons esters. Ce traitement chimique des matériaux polyesters
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a été tres utilisé par de nombreux groupes et conduit a une augmentation de 1’hydrophilie et

de la rugosité de surface [33].

Demoustier et Colle [34] ont effectué une hydrolyse basique sur des films de PET afin
d’incorporer des fonctions réactives sur les surfaces. L’hydrolyse des films de PET a créé a la
surface des fonctions alcools et acides carboxyliques, les fonctions alcools étant ensuite

oxydees en fonctions acides carboxyliques (Figure 1.11).

0 0]
Film de PET )J\
0 .

a) Hydrolyse b) Oxydation

OH 0 OH
- -
1) NaOH, 2M, 70 °C 30 min 1) KMnO4/H,S0,
// 2) CH3aCOOH + H20 —OH 2) HCI, H20

OH

Figure 1.11 : a) Hydrolyse du PET, b) Oxydation du PET [35].

Le poly (méthacrylate de méthyle) est un polymére biocompatible qui entre dans la
composition des lentilles de contact ou d’autres objets intracorporels. Ainsi, ce matériau a fait
I’objet de nombreuses études de fonctionnalisation en surface pour des applications dans le
domaine biomédical. Par exemple, I’hydrolyse des groupements esters du PMMA en surface
(Figure 1.12) a déja eté realisée en milieu acide ou basique pour créer des fonctions acide
carboxylique [36].

"‘V;ftg_:iﬁ\:;kﬁ% o~

Surface de PAD\a non modifiée

NaOH ou HCL

Figure 1.12 : Hydrolyse acide ou basique d’une surface de PMMA [31].
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I. 3. 3.2. Attaque oxydante :

L’oxydation des polyoléfines par I’acide chromique ou le permanganate de potassium
dans I’acide sulfurique est un prétraitement permettant d’incorporer sur des polymeres inertes
chimiquement (polyéthyléne (PE), polypropyléne (PP), PET) des fonctions alcool, cétone,

acide ou encore ester [37].

Heath et Desai ont observe que des surfaces de PP et PE devenaient plus hydrophiles
aprés un traitement oxydant a 1’acide chromique du fait de 1’apparition de fonctions acides
carboxyliques et cétones. De plus, la rugosité croit significativement conduisant ainsi a des
surfaces hétérogenes [38].

I. 3. 3. 3. L’ Aminolyse :

Comme I’hydrolyse, I’aminolyse est une réaction de dégradation de surface par coupure des

chaines de polyester [39].

Ay
A\
[«]
\__/
rd
[=]

Figure 1.13 : Réaction d’aminolyse sur des fibres de PET avec le
1,2-diaminoéthane [35].

Différents parametres tels que la température, la concentration en diamine et le temps de
réaction ont des effets importants sur le rendement de greffage de fonctions amine et sur la
rugosité de surface. Par exemple, il a été observé qu’augmenter le temps de traitement
améliore I’incorporation de fonctions amines mais dégrade de plus en plus la surface. En

effet, la surface devient hétérogene et le diametre des fibres diminue [34].
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Croll et Coll [39]ont aussi observé une perte de poids des fibres de PET et de
poly(acide lactique) (PLA) traitées par aminolyse impliquant une forte dégradation de surface

et une modification des propriétés intrinséques du matériau .

La réaction de la surface de PMMA avec des diamines lithiées permet d’obtenir des

fonctions pendantes NH..

NH2 .-
NH2 \H2 ‘NH2

oV Y.V

NN
P RS

|
PP P S N

Figure 1.14 : Réaction de la surface de PMMA avec des diamines [31].

En dépit d’une grande variété de fonctions produites a la surface, les traitements
chimiques ont quelques inconvénients, notamment un manque de maitrise du nombre de
fonctions greffées et des difficultés a reproduire les résultats. Des dégradations de la surface
sont aussi observées avec ces traitements chimiques affectant ainsi les propriétés mécaniques
des matériaux. C’est pour pallier a ces inconvénients que les traitements physiques de
surfaces ont été largement étudies ces derniéres années [40].

I. 3. 4. Modification physique de surface :

De nombreux procédés de modification de surface ont été développés au cours des
dernieres années. Ces techniques permettent d’incorporer des fonctions réactives a la surface
d’un matériau polymere qui peuvent aussi, lors d’une deuxiéme étape, étre utilisées pour
greffer de maniere covalente des molecules ou des chaines polymeres. Les intéréts de ces
traitements physiques sont multiples.
¢ Plus faciles a mettre en ceuvre que les traitements chimiques, ces traitements sont largement

utilisés pour des applications industrielles [41] ;
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e Si les conditions opératoires sont adaptées (temps de traitement, intensité des faisceaux
etc.), les modifications n’engendrent généralement pas de changements sur les propriétés

essentielles du substrat (propriétés mécaniques, transparence, etc.)

e Le greffage covalent de polymeres peut aussi étre effectué via la combinaison de procédeés
physiques et chimiques ou de deux procédés physiques [42].
I. 3. 4. 1. Modification de surface par ozonolyse :

L’ozone est couramment employé dans les industries textiles et papeticres, procédés
d’épuration de I’eau, ou encore pour modifier la surface des polymeéres. Ses propriétés
oxydantes, sa réactivité élevée vis-a-vis de la plupart des composes chimiques expliquent

I’intérét que portent les industriels a 1’ozone.

L’action de 1’ozone sur les polymeéres est un processus d’oxydation dont les
mécanismes sont complexes car ils dépendent de nombreux parameétres, mais qui s’avere
efficace en pratique. Ainsi Hoffman et Coll ont introduit des fonctions peroxydes et
hydroperoxydes par ozonolyse sur des surfaces de Polypropylene PP. Ils ont observé une
diminution importante de la masse molaire du PP aprés cing minutes de traitement.

Il en a ainsi résulté une augmentation de I’hydrophilie de la surface [43].

Les réactions d’ozonolyses peuvent étre utilisées seules, mais il a été montré que
combiner ozonolyse et traitement UV augmente la cinétique de réaction. En effet, Walzak &
Coll ont comparé les effets de 1’ozonolyse seule, et de la combinaison UV/ozonolyse sur le
PET. Ils ont montré qu’avec une réaction d’ozonolyse seule, il fallait un temps de traitement
plus long pour augmenter I’hydrophilie de la surface de PET. En effet, le traitement par
ozonolyse est un traitement lent avec moins de coupures de chaines par rapport a un

traitement UV/ozonolyse [44].
I. 3. 4. 2. Modification de surface par irradiation UV :

L’irradiation par UV représente une technologie de traitement de surface qui utilise la
radiation électromagnétique (radiation UV) pour induire des changements chimiques
(incorporation des fonctions réactives) ou physiques a la surface des matériaux (réticulation)
[45].

Le traitement par irradiation UV a également été utilisé pour greffer des polymeres sur

des surfaces en présence de photo-amorceurs comme la benzophénone. Xing et Coll ont
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greffé photo-chimiquement la polyvinylpyrrolidone (PVP) sur des films de PP pour leur
conférer des propriétés antibactériennes [46].

Yu et Coll [47] ont greffé du polyacrylamide (PAAM) et du poly (2-
aminoéthylmethacrylate) par irradiation UV sur des membranes de PP afin d’améliorer les
propriétés antiadhésives du PP. La présence de fonctions amines sur les polymeres greffés
semble améliorer les propriétés antibactériennes du matériau

Cette technique présente divers avantages, par exemple aucun degagent de la part du
matériau, pas de dégagements de produits volatils, la possibilité de modifier la formulation

pour obtenir des propriétés particuliéres.

I. 3. 4. 3. Modification de surface par faisceaux d’électrons :

Lorsqu’un matériau est exposé a des rayonnements ionisants, I’interaction radiation-
matiére éjecte dans le substrat des électrons et conduit a la création de radicaux libres sur la
surface traitée. Cette technique ne traite pas que I’extréme surface du matériau mais

également le volume [48].

Jagieslski et Coll [49] ont montré que I’irradiation du PE par faisceaux d’électrons
conduit a la création de radicaux par coupures de liaisons C-H puis oxydation de la surface
par contact avec ’air. La surface est plus hydrophile, ce qui augmente la biocompatibilité. Les
nouvelles fonctions créées a la surface peuvent étre utilisée comme amorceurs pour le

greffage de polymeres.

C’est dans le but de greffer des polyméres que Riquet et Coll [50] ont utilisé
I’irradiation par faisceaux d’électrons sur des films de PP. Apres irradiation, des radicaux sont
formés a la surface et par contact avec I’air, des fonctions peroxyde sont créées en surface.
Les auteurs ont utilisé ces fonctions peroxydes pour amorcer la polymérisation de 1’acide

acrylique (AA).

Riquet et Coll [50] ont aussi utilisé les faisceaux d’électrons comme prétraitement afin
d’obtenir des surfaces de PP avec des propriétés antimicrobiennes. Des copolymeéres a base de
AA et de sel d’ammonium quaternaire (SAQ) sont ensuite greffés en solution. Les ratios
molaires AA/SAQ sont étudies afin d’obtenir des surfaces avec des propriétés
antibactériennes. Avec un ratio AA/QAS : 1/2, les surfaces modifiées deviennent tres
hydrophiles. Ainsi, les bactéries gram positives de type Listeria monocytogenes présentent

moins d’adhésion sur des surfaces modifiées que sur des surfaces de PP vierges.
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Le prétraitement par rayonnement ionisant est efficace pour incorporer des fonctions
réactives sur des matériaux polymeres quelle que soit leur forme. Contrairement au traitement
plasma, les faisceaux d’électrons ne modifient pas que I’extréme surface du matériau mais
pénetrent plus ou moins dans le volume selon 1’énergie du faisceau d’€lectrons ce qui peut

altérer ses propriétés intrinseques comme la cristallinité ou la stabilité thermique [50].
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I1. 1. Introduction :

Chez les mammifeéres, ce sont des protéines plasmatiques produites par le foie. Elles
font partie des rares protéines du plasma sanguin a ne pas étre glycolyses, c'est-a-dire qu'elles
ne comportent pas de portion osidique ajoutées par un processus enzymatique. Par contre,
elles font partie de la fructosamine (I'ensemble des protéines glyquées présentes dans le
sérum), elles peuvent donc étre glyquées. Le blanc d'ceuf est lui aussi constitué
d'albuminoides. On les trouve dans le lait, dans les muscles et dans le plasma sanguin.

Elles sont également présentes dans les végétaux ; elles sont en particulier abondantes dans
les haricots, les feves, les asperges et dans les graines de plusieurs plantes oléagineuses. Les
substances protéiques que l'on trouve dans les sucs végétaux sont connues sous le nom

d'albumine végétale [51,52].

I1. 2. Chimie de I’Albumine :

Les albumines sont des protéines globulaires solubles dans I'eau pure, moins dans I'eau
salée. Leur masse est d'environ 65 kDa, elles sont composées d'environ 580 acides aminés et
ne contiennent pas de résidus de glucides.

Les albumines [53] sont aussi un groupe de protéines simples formées de carbone,
d'hydrogene, d'oxygene, d'azote et d'un petit pourcentage de soufre. L'albumine est coagulable
sous l'action de la chaleur, des acides minéraux, de l'alcool, de I'éther. Elle est soluble dans
I'eau et dans les solutions faiblement concentrées de sel.

La sérumalbumine humaine (ou albumine sérique humaine) comporte 585 acides
aminés [54] et sa masse moléculaire est d'environ 65a 70 kilodaltons. La demi-vie de
I'albumine dans le sang humain est d'environ 20 jours. Le point isoélectrique de la

sérumalbumine est de 4,9.

Figure I1.1 : Structure moléculaire de I'albumine



https://commons.wikimedia.org/wiki/File:PDB_1ao6_EBI.jpg?uselang=fr
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:PDB_1ao6_EBI.jpg?uselang=fr

Chapitre Il : L’ALBUMINE

I1. 3. Role de L’albumine :

L'albumine stabilise le volume du sang circulant et assure un réle de transporteur
d'’hormones, d'enzymes, de médicaments et de toxines.
L’albumine est essentielle pour le maintien de la pression osmotique indispensable a la

bonne répartition des liquides entre les vaisseaux sanguins et les tissus ou le milieu interstitiel.

I1. 3. 1. Réle chez I’étre humain :

L'albumine sérique humaine ou (ASH), est la protéine principale du plasma sanguin
humain [55]. L’intervalle normal de concentration en albumine dans le sang est de 34 a
46 g L', mais la moyenne reste généralement de 40 g L' et elle représente habituellement
environ 60 % des protéines plasmatiques ; toutes les autres protéines du plasma sont
désignées collectivement sous le nom de « globulines ». Elle lie I'eau, les cations (tels que
Ca®*, Na" et K*), les acides gras, les hormones, la bilirubine, la thyroxine (T4) et les produits
pharmaceutiques (y compris les barbituriques) : sa fonction principale est de réguler la
pression oncotique du sang.

L'alpha-feetoprotéine (alpha-feetoglobuline) est une protéine plasmatique qui lie divers
cations, acides gras et bilirubine. La protéine de liaison a la vitamine D, qui appartient a la
famille des albumines, se lie a la vitamine D et a ses métabolites, ainsi qu'aux acides gras.

L'albumine sérique humaine a démontré son role dans l'immunité innée contre
certaines infections bactériennes. En particulier, elle a montré sa capacité a se lier a la toxine

B de Clostridioides difficile, entravant ainsi son entrée dans les entérocytes [56].

I1. 3. 2. Role de I’Albumine sérique bovin :

L'albumine de sérum bovin ou (ASB), est une source d'aloumine extraite du sérum
du sang de beeuf. Elle est utilisée en biologie.

L’ASB est une protéine extraite du sérum de bovin largement utilisée en laboratoire de
biologie moléculaire, par exemple pour saturer les membranes d'hybridation du western blots.
Cette albumine peut étre utilisée comme agent diluant ou bloguant dans de nombreuses
manipulations  telles que I'ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent  Assay),
I'immunohistochimie et le Western blot.

Elle est également utilisée comme nutriment dans les cultures de cellules eucaryotes et

microbiennes. Dans la technique de digestion par restriction enzymatique, 1’ASB sert a la



https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Biologie

Chapitre Il : L’ALBUMINE

Stabilisation de certaines enzymes de restriction pendant la digestion de I'ADN et évite
I'adhésion de I'enzyme aux matériels de laboratoire. Elle a I'avantage de ne pas interférer avec
les autres protéines, qui ne nécessitent pas sa présence.

Sa grande utilisation est due a sa stabilité, a son absence d'effets dans de nombreuses
réactions biochimiques et a son faible codt ; en effet, elle est disponible tres facilement et en

grande quantité parce qu'elle provient du sang de bovin purifié, qui est un sous-produit de
I'industrie bovine
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I11.1 Introduction :

Le terme adsorption a été proposé pour la premiére fois par KAYSER, en 1881, pour
différencier une condensation d’un gaz a la surface de 1’adsorption d’un gaz, processus dans

lequel les molécules de gaz pénétrent dans la masse. [57]

L’adsorption est un phénomeéne physico-chimique se traduisant le processus ou des
molécules d’une espece appelée adsorbat (gaz ou liquide) viennent se fixer sur la surface d’un
solide, appelé adsorbant, entrainant une modification de concentration a 1’interface de deux
phases non miscibles. Il existe cinq types d’interfaces selon la nature des deux phases
contigués : gaz/liquide, gaz/solide, liquide/liquide, liquide/solide, solide/solide, et pour
chacun de ces types d’interfaces, on peut distinguer le cas ou ces phases sont pures de celui ou

elles constituent des mélange. [58]

Le phénomeéne d’adsorption a une grande importance dans 1’évolution de nombreuses
réactions chimiques. Il est utilisé en catalyse, en électrochimie, pour la récupération des
molécules biologique. L’adsorption joue un rdle trés important dans la dépollution des eaux

des rejets industrielles. [59]

I11. 2. Définition :

L’adsorption, est un phénoméne de surface par lequel des molécules se fixent sur un
solide, les molécules ainsi adsorbées constituant I'adsorbat. Si les conditions énergétiques ou
cinétiques permettent a la molécule de pénétrer au sein de la phase absorbante, il y a
absorption.

L'adsorption repose sur la propriété qu'ont les surfaces de fixer des molécules de
réversiblement, par des liaisons faibles de type Van der Wales. Cette propriété est liée a la
structure du solide ou subsistent, des forces non équilibrées par suite des dissymétries dans la

répartition des atomes : la formation d'une couche de molécules adsorbées compense en partie

ce déséquilibre. [60]
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Figure l11.1 : Le phénomene d’adsorption [61]

III. 2. 1. Les différents types d’adsorption :

Ce phénomene spontané provient de ’existence a la surface du solide de force non
composées, qui sont de nature physique ou chimique conduisant respectivement a deux types
d’adsorption : [62]

III. 2. 1. 1. L’adsorption physique (physisorption) :

L’adsorption physique est un phénomeéne réversible, rapide et peut spécifique. Elle
résulte de D’attraction entre les molécules d’adsorbant composant la surface du solide et les
molécules du soluté de la phase fluide [63]. Ces molécules sont électriquement neutres. Il
n’existe pas d’interactions électrostatiques entre elles. Il existe cependant toujours des forces
d’interaction faible, dite van der waals. Ce sont elles qui rendent compte du phénoméene de

physisorption [64].
I1I. 2. 1. 2. L’adsorption chimique (chimisorption) :

Il s’agit d’un phénomeéne irréversible, lent et treés spécifique, qui s’accompagne d’une
forte variation d’énergie d’activation. Il résulte d’une interaction chimique entre les molécules
a la surface du solide et les molécules des soluté provoquant un transfert ou mise en commun
d’¢lectrons (liaison covalentes ou ioniques). Par conséquent, il y a formation d’un composé
chimique a la surface les molécules qui s’accumulent en une seule couche et en parle de

monocouche.

Ce type d’adsorption se développe a haute température et met en jeu une énergie de

transformation élevée. Le tableau suivant exprime la différence entre les deux types.
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Tableau I11.1 : Différences entre I’adsorption physique et I’adsorption chimique.[65]

Propriétés Adsorption physique Adsorption chimique
Energie d’adsorptions 5a 10 k cal/mol 20 a 100k cal/mol
Tempeérature de processus | Inférieure a la Elevée

température d’ébullition
de I’adsorption

Nature de liaison Physique (van der waals) | Chimique

La désorption Plus ou moins parfaite Difficile

Energie d’activation Non appréciable Peut étre mais en jeu

La cinétique Tres rapide Lente

Etat de surface Formation de Conduit toute ou plus a
multicouches une monocouche

II1. 3. Les Isothermes d’adsorptions :

L’adsorption est en général limitée a la monocouche. En effet, les interactions soluté-
solide sont assez fortes pour concurrencer avec succes les interactions solvant-solide dans la
monocouche. Une telle isotherme est une courbe qui représente la relation entre la quantité

adsorbée par une unité de masse de solide et la concentration de la phase fluide. [66]

Parmis les isothermes les plus connues sont celles de Langmuir et Freundlich
111.3.1 Isothermes de Langmuir :

Ils reposent sur des hypotheses rarement satisfaisantes notamment en ce qui concerne

I’homogénéité de la surface mais elles restent les plus utilisées : [66]

Langmuir a pu exprimer I’existence d’un équilibre dynamique entre les molécules qui

se fixent sur la surface et celles qui quittent la surface. [67]

En appelant gm la capacité maximale d'adsorption (mg/g), et K la constante de
L'équilibre d'adsorption, Langmuir a établi une équation de la forme :
g=gmx[KxCr/(1+KxCr)] (IV.1)

La linéarisation de cette fonction par passage aux inverses donne :
Ug=[(UgmxK) x (1/Cr)]+ 1/ gm) (I1V.2)

L'équation ainsi obtenue est celle d'une droite de pente 1/g mx K et d'ordonnée a

L'origine : 1/g m ce qui permet de déterminer les deux paramétres caractéristiques de

I'équilibre gm et K.
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111.3.2 Isothermes de Freundlich : [68]

Dans de nombreux cas, I’isotherme d’adsorption peut étre représentée d’une manicre
satisfaisante par 1’équation la plus ancienne et qui a été proposée par Freundlich :
q=KfxCr(1/n) (1Vv.3)
Ou:
Kf caracterise le pouvoir adsorbant du support.
1/n l'affinité du soluté pour I'adsorbant.
La linéarisation conduit a I'équation suivante :
q = Log Kf + (1/n) log Cr (1v.4)

On constate que cette isotherme ne prévoit pas de limite supérieure pour l'adsorption
ce qui implique qu'elle n'est pas applicable dans le domaine des taux de recouvrement élevés.

L’isotherme de Freundlich est assez proche de celle de Langmuir aux concentrations
moyennes. Les deux modeles Langmuir et Freundlich sont convenablement appliqués pour

I’adsorption monocouche.

I11.4 Cinétique d’adsorption :
I11.4.1 Réaction globale :

La réaction de sorption d’un soluté (ou adsorbat) en solution sur un adsorbant (ou
solide) pour conduire a des complexes de surface entre le soluté et le solide peut étre

globalement schématisée par [69] :

adsorption

(S]TE' LIBRE)SDHC{C + (SOLUTE)quuide ougaz (COMPLEXE)SUHdc

—

désorption

Globalement, I’expression cinétique de cette réaction de sorption doit s’appuyer,
comme pour tout équilibre chimique, sur la combinaison des expressions d’une réaction
spontanée d’adsorption (constante de vitesse kags OU K1) et de sa réaction inverse de désorption
(Kges 0u k-1), les deux constantes de vitesse étant reliées par la constante d’équilibre K .

Compte tenu de I’équilibre, gqm ne peut jamais étre atteint dans des conditions
classiques d’expérimentation et la réaction s’arréte quan qt = qe et Ct = Ce [69].

Généralement trois cas sont impliqués pendent le processus d’adsorption sur les particules
d’adsorbant poreux : [70]
« Le transfert de la matiére interne (résistance de surface). Le transport intra particule

» les molécules s’absorbent en surface avec une vitesse finie.
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I11.5 Adsorption de protéines a I’interface solide/liquide :

L’¢tude de I’adsorption de protéines a 1’interface solide/liquide est un domaine de
recherche tres actif. En particulier, la compréhension des différents aspects du processus est
une étape cruciale pour de nombreuses applications telles que I’emploi de protéines pour la
stabilisation de colloides, le développement d’implants chirurgicaux et de biosenseurs, la mise
au point de surfaces susceptibles de réprimer 1’adsorption ou encore 1’administration de
protéines thérapeutique [71,72]. L’adsorption de protéines sur des surfaces solides et leurs
interactions sont donc des préoccupations majeures dans un certain nombre de domaines tels

que la biologie, la médecine, la biotechnologie et la transformation des aliments [73].

Lorsqu’une surface est en contact avec une solution de protéines, les protéines sont

susceptibles de s’y adsorber. Ce phénomene est dii a des effets enthalpiques et entropiques.

Clairement, le spectre change aprés adsorption ce qui indique que 1’ellipsométrie est
sensible a I’adsorption des protéines. L’ajustement de ces données permet de déduire la
quantit¢ de protéines adsorbées en fonction du temps. La cinétique d’adsorption

correspondant.

20
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Figure 111.2 : Cinétique d’adsorption du B-lactoglobuline mesurée
sur des substrats hydrophiles et hydrophobes.
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V. 1. La spectroscopie infrarouge (1.R)

1V. 1.1. Définition

La spectroscopie infrarouge est une technique d’analyse des produits chimiques.
L’utilité de la spectroscopie infrarouge est démontrée par le grand développement de cette

méthode dans plusieurs domaines des sciences appliquées [74].

Dans le domaine de la chimie, la spectroscopie IR permet de déceler la présence ou
I’absence des groupements chimiques fonctionnels (instaurations, fonctions organigues,

liaisons...)

La spectroscopie IR utilise les radiations du spectre électromagnétique dont les
longueurs d’ondes sont supérieures a celle du visible et inferieures a celle des ondes radio
ultracourtes. En fait, le domaine qui représente le plus grand intérét pour le chimiste est trés
limité et s’étend de 4000 cm-1 a 400 cm-1[75].

Sample ﬁ

™

IR ) { Splitter | Detector ~HProcessory Display
source } ;

[

%_ > __|Reference ;

Figure 1V.1 : Schéma de principe de la spectroscopie infrarouge. [76]

V. 1.2. Applications :
C’est une technique d’analyse utilisée pour :

L’identification des groupements fonctionnels d’un produit inconnu.

Le suivi d’un processus réactionnel par I’observation de la disparition ou de

I’application des bandes caractéristiques d’un groupement fonctionnel.

Le contréle de la pureté d’un produit connu par 1’absence de bande signalant la

présence d’un composé étranger.
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L’analyse qualitative et quantitative des substances chimiques [77].

Les travaux en spectroscopies infrarouges sont réalisés sur un spectrophotometre a
transformée de Fourier, équipé d’un double faisceau qui compare la transmission de

1’échantillon a celle d’une substance de référence [77].
Un spectre infrarouge se divise approximativement en trois régions :

La région 4000-1500 cm-1 contient les bandes de vibrations de valence correspondant
aux principaux groupements : OH, C=0, NH,,... etc. [77].

La région 1500-1000 cm-1 est appelée « zone des empreintes digitales » du composé
transformée de Fourier, équipé d’un double faisceau qui compare la transmission de
transformée de Fourier, équipé d’un double faisceau qui compare la transmission de
transformée de Fourier, équipé d’un double faisceau qui compare la transmission de bandes
de vibrations de valence des liaisons C-O, des alcools, esters,...etc., grace souvent a leur

forme et a leur intensité [77].

La région 1000-600 cm-1 tres utile pour la détermination pour les structures
éthylénique et aromatiques, grace aux déformations en dehors du plan des liaisons CH et de

déformation de cycle [77].

V. 2. Spectroscopie Ultra violette (UV-visible) :

1V. 2. 1. Définition :

La spectrophotométrie ultraviolette visible est a la fois une méthode d’analyse
qualitative et quantitative. Elle est essentiellement fondée sur le phénomene d’absorption

d’énergie lumineuse par une substance donnée.

A Dintérieur de spectrophotométre UV-Visible, un faisceau d’intensité 10 traverse une
matiere d’épaisseur 1 (solution diluée dont 1’épaisseur de la cuve est 1). Si la matiere en
question a des propriétés absorbantes, une partie de la lumiére incidente 10 sera donc
absorbée. L’intensité I du faisceau de la concentration des molécules de la substance analysée

est exprimée par la loi de Beer-Lambert [78] :

A=Logl/lo=ECL




Chapitre 1V : LES METHODES D’ANALYSES PHYSICO-CHIMIQUES

Ou:

A: Absorbance.

lo : Intensité du faisceau lumineux incident.

| : Intensité du faisceau lumineux transmis.

g : Coefficient d’extinction molaire ou d’absorptivité molaire (1.mol-1.cm-1).
C : Concentration de la solution analysee en (mole/litre).

1: Epaisseur de la cuve (1 cm).

V. 2. 2. Appareillage:

Apparelllage N
Source de lumigre =, R
U¥ ou visible O Fente d'entrée =>\
.
. - Fente de unié"'=_)/
Détecteur \ men fRRRESEEASS et
‘ . Monochromateur
‘- ‘ " Diviseur
L Echantillon | de faisceau

Figure V1.2 : Schéma de principe du spectrophotometre UV Visible [78].
V. 2. 3. Application :

La spectrophotométrie UV-visible est une méthode facile a mettre en ceuvre. Elle
constitue le mode de détection le plus courant en chromatographie liquide. De nombreuses
application sont été développées en particulier dans le domaine pharmaceutique ; pureté des
matieres premiéres et détermination de la teneur en principe actif dans les formes
pharmaceutiques mais également dans I’agroalimentaires, 1’environnement ou la
toxicologie[79].

1. Analyse qualitative ou identification de substance.

2. Analyse quantitative.

3. Détermination de constante thermo dynamique (constante de complexation, constante
d’ionisation).

4. Colorimétrie [79].

IV. 3. La chromatographie

1V. 3. 1. Généralités :

La chromatographie en phase liquide est une méthode physicochimique de séparation
des especes présentes dans un échantillon liquide. Elle met en ceuvre les interactions entre les

solutés de la phase mobile et ceux de la phase stationnaire (solide). Selon les interactions
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entre les composés d’intérét qu’on cherche a déterminer et la nature du solide, on distingue
plusieurs types de chromatographie, notamment la chromatographie sur colonne échangeuse
d’ions.

La chromatographie permet de séparer différents composés d’un mélange homogene et
de les identifies. Elle permet également de vérifier la pureté d’une substance.
Notre manipulation portera sur la séparation des colorants organiques par chromatographie
sur colonne de gel de silice.

V. 3. 2. Objectif de la chromatographie :

La chromatographie est une méthode séparative qui permet l'identification et le dosage
des différents composés d'un mélange.
Il existe différents types de chromatographie suivant la méthode de séparation utilisée
- d'adsorption
- de partage
- d'échange d'ions
- d'exclusion

La chromatographie peut-étre couplée a un spectrometre de masse pour l'identification
de composés inconnus. Pour I'exploiter pleinement il est important de connaitre les différentes
grandeurs de rétention et d'utiliser des colonnes avec une bonne efficacité.

La chromatographie permet également d'effectuer des dosages avec une grande
précision. Les principales méthodes de dosage sont la normalisation interne, la méthode des
ajouts dosés et I'étalonnage interne. L'étalonnage externe peut également étre effectué sous

certaines conditions [80].
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1V. 3. 3. Définition :

C'est la premiére chromatographie réalisée séparation des pigments végétaux par
adsorption sur de la craie (Tswett 1906). Chromatographie vient du grec «Khréma » (couleur)
et «Graphein » (écrire). Ce mode de chromatographie met en jeu un mécanisme de rétention
(adsorption) du soluté sur la phase stationnaire solide et un mécanisme d'élution (désorption)
par la phase mobile liquide ou gazeuse (éluant).

La chromatographie d'adsorption est une technique de chromatographie qui permet de
séparer les constituants d’un mélange par entrainement d'analytes au moyen d’une phase
mobile qui peut étre liquide ou gazeuse le long d’une phase stationnaire fixe, c'est-a-dire un
solide ou un liquide fixé sur un support. Plus les analytes ont une forte affinité avec la phase
mobile, plus il y aura d'entrainement. L'adsorption fait appel a des liaisons de faible énergie
(liaisons hydrogéne, Van-der-Waals, liaisons secondaires). L'adsorbant le plus utilisé est le

gel de silice.

V. 3. 4. Principe :

Il s’agit d’'une méthode de séparation des constituants d’un mélange par migration
dans un dispositif constitué de deux phases :
- la phase stationnaire : support solide
- la phase mobile : le solvant.

- L'adsorption est la fixation plus ou moins énergique d'un gaz, d'un liquide ou d'un soluté
sur une surface solide ; elle met en jeu des liaisons a faible énergie (liaisons hydrogéne,
interactions électrostatiques...). Pour étre utilisable a des fins séparatives, I'adsorption doit étre

réversible.

- L'élution ou désorption consiste a extraire le soluté adsorbé a l'aide d'un solvant appelé
éluant.

Les composés du mélange étant entrainés, lors de 1’élution, a des vitesses différentes,
ces derniers sont séparés. La chromatographie est donc basee sur une différence de solubilité

entre les composants du mélange dans un solvant appelé éluant.

Les différents solutés sont plus ou moins adsorbés sur la phase stationnaire, et plus ou
moins solubles dans la phase mobile; il en résulte une migration différentielle des solutés en
fonction de la résultante entre les deux forces (de rétention et d'entrainement) et donc une

séparation de ces solutés.
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Le schéma ci-apres résume les interactions entre le soluté, le solide adsorbant et I'éluant :

FORCE DE RETENTION FORCE D'ENTRAINEMENT

Adsorption
du soluté ([ soute ]}

sur I'adsnrban/ \

[ adsorbant ] -ll—ll-[ éluant ]

Dissolution
du soluté
dans 'éluant

Adsorption
de I'éluant
sur I"adsorban

Figure 1V.3 : schéma des interactions des différents constituants

V. 3. 5. La Chromatographie d’Affinité :

La chromatographie par affinité permet la séparation sélective de biomolécules actives
et I’isolement de leurs formes inactives ou dénaturées.

La séparation se fait par interactions spécifiques entre un ligand immobilisé et son

partenaire (anticorps/antigéne, enzyme/substrat, enzyme/inhibiteur, Protéine His Tag/métal...

Bind Affinity Wash Elute

Affinity Protein A - IMAC
| A A\ 4
by | s
it o T
?'( % .% “
d b A .
| [ ] °
~d ® " A
i ° 4
{ ° ? *k °
‘ Oth % Ligand ”I
° Y ftompexprote,  @Sat 4 Tagetprotein

__ Affinity resin ’
mixture

Figure I1V.4 : Schéma de separation par Affinité
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V. 1. Introduction :

Dans ce chapitre sont présentés les principes des différentes méthodes et techniques

utilisées pour la caractérisation des échantillons étudiés, ainsi que les résultats expérimentaux

et les commentaires.

V. 2. Matériel et méthodes :

Volet expérimental concernant la préparation des films de PVA, la caractérisation par
spectrophotométrie IR a été réalisée au niveau du laboratoire de : université de Setif.

V. 2. 1. Matériels et Produits
V. 2.1.1. Matériel utilisé :

Tableau V.1 : le matériel utilisé.

VERRERIE LES INSTRUMENTS
- Béchers - Fioles X _ - Agitateur -Etuve
-Verre de montre. - Tubes a essali .
- Eprouvette. -Entonnoir - Chauffe ballon. - Balance analytique
- Thermométre. - Pipettes graduée. . .
- Boite de Pétri. - Ballon tricol - Micro Pipettes.

V. 2. 1.2. Produits et réactifs utilisés

Les produits utilisés lors des différentes synthéses sont cités dans le tableau suivant.
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Tableau V.2 : Liste des produits et réactifs utilisés

Nom commercial La structure chimique Masse molaire Etat
physique

Alcool polyvinylique PVA 44,052 6 g/mol | Solide

H
|
Ethanol H—C—E—O—H 46,07 g/mol Liquide

H.C O Liquide

L'acide acrylique \\_< 72,06 g/mol

Violet de Bromocrésol I 540,22 g/mol Solide

Liquide
Glutaraldéhyde
j\/\j\ 100,12 g/mol
H H
Acide chlorhydrique H'CI 36,46 g/mol Liquide
sel de Mohre Solide
H>N,S,Fe
Ethylenediamine NH, Liquide
Y W q
Teétra—€thylene glycol di acrylate 302 g/mol Liquide
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V. 2.1. 3. Les Monomeres
a- Le Tétra-Ethylene Glycol di-Acrylate

Le monomere utilisé le Tétra-Ethylene Glycol di-Acrylate (TEGDA) de structure
chimique ci-dessus (figure II1.1), ¢’est un monomére acrylate sa formule chimique est C15 Hag
Os

O

Figure V.1 : La structure chimique de TEGDA [81].

Le Tri-Ethyléne Glycol di -Acrylate montre une bonne flexibilité, une activité élevée
de réaction. Il contient deux groupes polymérisables acryliques par molécule, qui lui permet
de former des copolymeres, par exemple, les acides acryliques ou méthacryliques et leurs sels,
amides, esters, acétate de vinyle et le styréne. Et d’entrer facilement dans des réactions
d'addition. Il représente une matiére premiére importante pour les syntheses chimiques. Le

tableau 1 présente quelques propriétes du Tétra-Ethylene Glycol di-Acrylate (TEGDA) [81].

b- L’Acide Acrylate :
Définition :

L'acide acrylique ou acide acroléique ou acide prop-2-énoique est un composé
organique de formule brute C3H40, et de formule semi-développée CH,=CHCOOH. C'est un
acide carboxylique et un alcéne vinylique, et se présente comme un liquide incolore a lI'odeur

acre.

Utilisation:

L'acide acrylique et ses esters, les acrylates, sont utilisés dans la fabrication de
matiéres plastiques, dans les peintures acryliques et dans divers autres polyacryliques qui ont
de multiples usages. La demande d'acide acrylique a progressivement augmenté, passant de
3,2 millions de tonnes (2005) a env. 5,57 millions de tonnes (2014).
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Synthése :

L'hydrolyse de I'acrylonitrile conduit a I'acide acrylique dont les esters sont les monoméres de

la synthese des résines acryliques. La synthese d'acide acrylique a partir de I'acétylene
s'effectue en présence de nickel carbonyle:

4C,H, + Ni(CO), + 4H,0 + 2HCl — 4 CH; = CH - COOH + NiCl; + H,.
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V. 3. Methodologie expérimentale :

PVA Vierge
non modifié

Formaldéhyde, HCI . )
Réticulation PVA au

Formaldéhyde en . \Voie B
- milieu acide .
Voie A Particules PVA
réticulé
PVA Réticulé
Copolymere de ~-TEGD
PVC réticulé . _
- Acide Acrylique
Fixation du PBC sur
PVA copolymeére
Copolymere
Fonctionnalisé
Caractérisation
Analyse «—
spectroscopique
IR
// - Granulométrie
Analyse
spectroscopique UV -Taux de gonflement

Analyse
chromatoaranhiaue




Chapitre V: Matériels et Méthodes

Premier étape :
V. 4. Préparation des Substrats :

V. 4. 1. Synthése du Copolymeére du PVA-co-acrylates

Dans un ballon tricols, on mélange en premier 180 ml d'une solution d'eau oxygéne
H,0, molaire avec 65ml d'une solution de H,N,S,Fe comme amorceur. Puis on y rajoute 4g

d'Alcool polyvinylique (PVA), en poudre hydrolysé a 9911,

Monté sur un bain d'huile équipé d'une arrivée d'azote et porté a reflux sous agitation a

70°C pendant 10 minutes.

Préparées précédemment 10 ml de l'acide acrylique, sont ensuite additionner au

mélange precédent et enfin on y rajoute 1ml de Tetraethylene-glycol-acrylate (TEGDA).

La polymérisation se poursuit pendant 4 heures a environ 80°C jusqu’a obtention du

copolymere.

Figure V.2 : montage utiliser dans la préparation des films de PVA modifie.

48
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V.4 .2 . Préparation des films de PVA:

Dans un bécher de 100 ml d’eau distillée on ajoute 5g d’alcool polyvinylique (PVA)

sous agitation a une température 70°-80°C

Figure 1.3 : Montrant la solution PVA sur un agitateur

V. 5. Mode opératoire
V. 5. 1. Elaboration des polyméres
- Préparation de la solution mére :

La premiére étape de la synthése est consacrée a la préparation des solutions réactives
en premier une solution de PVA a été préparée sous agitation par dissolution a chaud pendant
4 heures jusqu’a obtention d’une solution claire homogeéne. La solution ainsi obtenue et en
suite séché a une température de 60°dans une étuve pendant 24 heures.

La quantité totale obtenue de la solution ainsi préparée est partagée en petits lots qui
sont placés chacun dans des boites de Pétri. Aux différentes boites de Pétri on rajoute un
mélange Constituées des trois composées suivants : le Glutaraldéhyde (GA) dont les volumes
calculés sont prélevés et ensuite dissouts dans la solution de PVA a des concentrations
connues enfin on acidifie le mélange par addition de quelques gouttes d’HCI concentré.

Les differents boites pitre sont ensuite séchés a une tempeérature
d’environ 40°C dans une étuve pendant quelques minutes
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Figure V.4 : Films de PVA modifie

Aprés séchage, nous effectuons le broyage

Figure V.5 : Aspect des poudres obtenues apres broyage
V. 5. 2. Fixation du Colorant de Bromocrésol:
-Fixation du colorant sur la solution mere S1:

Dans un méme montage que celui de I’étape précédente on ajoute 100 ml H,O dans le
ballon tricol et sous agitation a une température 70°-80° et ajoute la quantité désirée du
colorant Pourpre de Bromocrésol en petites quantités. Apres ajoute du PVA on y rajoute
ensuite une solution de Glutaraldéhyde (GA) en fin on acidifie le milieu par addition de
quelques gouttes d’HCI concentré. Q ce stade le Glutaraldéhyde et utilisé pour activer le

greffage du colorant : Pourpre de Bromocreésol, sur les particules de PVA modifie ou non.
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FigureV.6 : Image montrant le montage installé pour
la fixation du colorant BCP.
- Fixation du Bromocreésol la solution films S2:
La méme étape a été exécutée pour la solution Il

Donne un montage La premiére étape ajoute 100ml H,O dans ballon tricol avec agitation a
une température 70°-80°C et ajoute pourpre de Bromocrésol petite quantité Apres ajoute PVA

de la solution S2.

V.5.3.Etape de Récupération des échantillons :
Filtration :

Aprés fixation le coloré pourpre de Bromocrésol dans Le solution mere S1 en filtré la
solution avec I'eau

FigureV.7: filtration PVAr-co-AA/BCP
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-Méme étape pour PVAr-BCP:

Figure IV.8 : filtration PVAr-BCP

V.5.4. Résultat final apreés Filtration :
-Solution mére de PVA (M1) :

Figure V.9 : PVAr-co-AA/BCP récupération
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-solution films de PVA (S2) :

Figure 1V.10 : PVAr-BCP récupération
V.6. Analyse Chromatographique :
V.6.1.Premiere étape :
Préparer une solution Na;HPO,
Dans fiole jaugée ajoute 0.20g de Na,HPO, et 100 L'eau
Aprés égoutter la solution préparée dans un bécher et mesurer le pH

Ou est la valeur de pH calculée (pH=4.9)

Figure I1V.11: le pH de solution Na;HPO,4
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V.6.2.Deuxiéme étape :
- Préparer une solution mere d'albumine

- nous apportons deux aiguilles et mettons du coton Il est placé dans la premiére aiguille
solution mere de PVA puis ajouté 1um de solution I'albumine ,et dans la derniere addition
3um de la solution Na;HPO,4

- une solution est versée goutte a goutte dans un bécher
- Le volume dans le bécher 3.4ml

- Méme étape pour la solution films de PVA

Figure : Analyse Chromatographique
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VI1.1. Résultats :

VI1.1.Essuie Taux d’Humidité :

Echantillon 1 :

La masse primaire de solution S2 égal 0.21 g

La masse finale de solution S2 apres chauffage 24houre égal 0.17

Donc calcule temps Humidité

mi—-mf _ 0.21-0.17
T humidités = . 100 = ozl 100 = T humidites = 20%

Echantillon 2 :
Masse primaire de solution S1 (solution mere) égal 0.21g
La masse finale aprés chauffage 24houre égal 0.08 g

Donc calcule temps Humidité

mi—-mf _ 0.21-0.08 _ _
T humidites = ——-100 =———x100 = T hymidités = 61%0

Echantillon 3 :
La masse primaire de solution S2 égal 0.21 g
La masse finale de solution S2 apres chauffage 24houre égal 0.08

Donc calcule temps Humidité

mi—-mf 0.21-0.08
s il = e ————— - T P (0]
T humidités mi 100 021 100 T humidités = 61%
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VI1.2. Essuie Granulométrique :

2arameétre: Résultats Jtilisateur Données Graphique

Ultrasons - 60 s
Obscuration 13%
Diamétre 3 10% :93.66 um
Diamétre 3 50% :13395um

Diamétre 3 90% :194.84um
Diametre moyen :139.68 ym
Fraunhofer

Densité/Facteur :1.00 a/cm*/ 1.00

Surface spécifique ;257235 cmlg
Dilution automatique : Non/Non
Mesure/Rinc. : 60s/60s/4

Nom SOP . Fraunhoffer

envolume / passant

>aramétre: Résultats Jtilisateur Données Graphique

Ultrasons 160 s
Obscuration 123%

Diamétre 3 10% : 6.12um
Diamétre 3 50% :43.05um
Diametre 3 90% 115455 um
Diamétre moyen 16379 um
Fraunhofer

Densité/Facteur :1.00 a/cm*/ 1.00

Surface spécifique

1467975 cm’lg

Dilution automatique : Non/Non

Mesure/Rinc.
Nom SOP

. 60s/60s/4
. Fraunhoffer

en volume / passant

Saramétre: Résultats tilisateur Données |Graphique

Ultrasons 160 s
Ohscuration 11 %

Diameétre 3 10% :9.08um
Diameétre 3 50% :85.15um
Diamétre 3 90% :219.67 um
Diamétre moyen :102.40 ym
Fraunhofer

Densité/Facteur :1.00 g/em®/ 1.00
Surface spécifique :9866.26 cm?g
Dilution automatique : Non/Non
Mesure/Rinc. : 60s/60s/4

Nom SOP : Fraunhoffer

envolume / passant

VI1.3.Les Analyses IR :

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) a été utilisée pour
caractériser la présence de groupes chimiques spécifiques dans les matériaux préparés.
Hydrogels PVA, PVA réticulé avec GA (PVA/GA). Les dérivés (PVA/GA/BCP, PVA-co-
polym/BCP ont été broyés et mélangés dans un rapport de 1,0 % (en poids (%) a de la poudre
de KBr séchée pendant 24 heures a 120 °C. Les spectres FTIR ont été obtenus dans la plage
de 4 000 & 400 cm-1. (Paragon 1000, Perkin-Elmer).
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90 L 1 L 1 L 1 L 1

Transmitance %

20

T T T
4000 3000 2000 1000

Nombre d'onde cm™

Figure VI.1.1 : Analyses IR d'échantillons

VI.4. Analyse de ’aspect visuel :
(a) PVAr-co-AA/BCP (b) PVAr-BCP

Figure V1.1.2 : photos au Microscope optique montrant Reésultats finaux d'échantillons
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V1. 5. Cinétiques :
Préparées Solution meére d'alboumine 10 mg / ml I'eau distillée. Mettre I'échantillon du
materiau M3 (m=20mg) dans le tube d'essai et rajouter la solution d'albumine chaque tube

250 ml de la solution mere et 750pl I'eau distillée.

- Solution mere de PVA(ML1) :

SOL M1 (A=210)

0,22

2,65 2,7 2,75 2,8 2,85 2,9 2,95
CF=X/3

FigureV1.1.3 : Cinétiques de PVAr-co-AA/BCP

-Solution films de PVA (S2):

SOL S2-A (A=215)

0,262 0,26 0,26 0,26 =~ 0,26
0,26 A=t = T

0,258 ’
@ 0,256
< 0,254

0,252 0,25 /

0,25 !

0,248

2,96 2,98 3 3,02 304 306 3,08 31
CF=X/3

FigureVI1.1.4 : Cinétiques de PVAr-BCP
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VI.6. Isotherme d’adsorption :

T= cte = 20 min

M= cte =20 mg

Préparées Solution mére d'albumine 20 mg /2 ml lI'eau

Mettre I'échantillon de solution (m=20mg) dans le tube d'essai et ajoute solution mere
d'albumine chaque tube

-Solution mére de PVA (M1):

0,235
0,229 0,23 0,23
0,23 — T

0,225
0,22
0,22 /

O
(0,215 7/ PVAr-co-AA/BCP (M2)

0,21
0,205
0,205 ’

0,2
2,4 2,5 2,6 2,7 2,8 2,9

init

FigureV1.15 : Isotherme d’adsorption de PVAr-co-AA/BCP
-Films de PVA (M2):

0,26 0,257
0,255

0,255

0,25
0,245

0,245
0,24

0,24

DO

0238~ RCP =
0,235 ~ PVAr-BCP = M1

0,23
0,225
0,22

0,22 :

0,215
2,5 2,6 2,7 2,8 2,9 3 3,1

C INIT
Figure VI.1.6 : Isotherme d’adsorption de PVAr-BCP
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Annexes :

- Solution mére de PVA(M1) :
Tableau : Résultats de la cinétique de PVAr-co-AA/BCP

T(mim) |10 20 40 50 60
ABS 2.665 2.769 2.804 2.888 2.888
Cf=x/3 |0.22 0.236 0.24 0.24 0.24

- Solution films de PVA (M2) :

Tableau : Résultats de la cinétique de PVAr-BCP

T (mim) 10 20 30 40 60
ABS 2.978 3.029 3.087 3.09 3.100
Cf=x/3 0.25 0.26 0.26 0.26 0.26
- Solution mére de PVA(M1) :
Tableau : Résultats Isotherme d’adsorption de PVAr-BCP
T (min) 20 40 60 80 100
ABS 2.422 2.553 2.638 2.705 2.742
Cf=x/3 0.205 0.22 0.229 0.23 0.23
-Films de PVA (M2) :
Tableau : Résultats Isotherme d’adsorption de PVAr-BCP
T (min) | 20 40 60 80 120 120
ABS 2.576 2.740 2.813 2.854 2.951 3.009
Cf=x/3 |0.22 0.234 0.24 0.245 0.255 0.257
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V1.2. Discussions :

VI. 2. 1. Taux d’humidité

PVAr présente un T humidités = 2090 un taux d’humidité relativement bas du

fait de la réaction de réticulation qui a tendance a réduire I’axé des molécules d’eau a
I’intérieur du réseau tridimensionnel du PVA réticulé encore plus serré. Il faut note que ce

taux est inferieur méme au taux observé avec le PVA vierge qui est de I’ordre de 30%.

PVAr-co-AA/BCP présente un T humidités — 061%0

PVAr-BCP T humiditss = 61%0

Des taux d’humidité relativement trés éleves du fait des différentes modifications
apportées au PVA qui lui conférent une hydrophilie supérieure due aux différentes fonctions
introduites dans la structure principale dont la majorité contiennent des groupes chimiques
polaire : --COOH, C--O, etc. /

VI. 2. 2. Granulométrie

Les parametres les plus importants a retenir de cette analyses sont
résumes ci-apres :

Table VI. 2. 2 : Valeurs des Parameétres granulométriques

Matériaux | M1 M2 M3
Diamétre moyen en | 63,79 102,40 139,68
um
Surface spécifique 4679,75 9866,26 2572,35

2
Cm

On observe une nette augmentation de la surface spécifique de méme pour le diamétre
moyen cela s’explique par les multiples réactions en majorité trés agressives qui alterent la
structure des particules augmentant ainsi sa porosité a une échelle micrométrique. Aussi dans
le méme contexte le diametre des particules est modifie par les mémes facteurs cites

précédemment.

V1. 2. 3. Microscopique

Des images obtenues grace a un agrandissement 1000 fois au microscope optique nous

avons pu constater un net gonflement des particules. Les particules ont un aspect plus
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spongieux sont déformés ils ont perdu leur sphéricité et ont tendance a se collapser due aussi a
leur pouvoir augmentée comme adsorbant d’eau a cause d’une amélioration nette de leurs
hydrophilie. Ces observations confirment les hypotheses présidentes ce qui explique ce
changement des propriétés dues au changement de la nature des particules durant les

differentes étapes de modification.

VI. 2. 4. Analyse Cinétique et isothermes d’adsorption

V1. 2. 4.1. Cinétigues:

a) La fixation du colorant Bromocresole Pourpre sur la surface des particules a été étudiée.

La cinétique a été utilisée pour identifier les mécanismes de la rétention.

La réaction se passe entre les groupements fonctionnels de la surface du substrat ainsi modifie
portant des groupes COOH, et OH actifs et la molécule de BCP en solution aqueuse, a travers

la substitution de la surface de 1’adsorbant.

Cette réaction chimique est donc une étape importante dans la détermination du taux limite de
substitution. Cela n’empéche pas d’envisager d’autres processus comme 1’interaction entre les
molécules du colorant et 1’adsorbant, qui pourraient se dérouler simultanément en faisant
intervenir le transport du colorant a partir du volume de la solution vers la surface du solide,
la diffusion du film liquide entourant les particules de I’adsorbant ou encore la diffusion
intraparticulaire (HO et MCKAY, 1998).FigureVI1.1.3. Montre I’effet du temps de réaction
(différents temps de contact) en fonction de la concentration de colorant ayant réagie. On
constate que, le taux de rétention croit avec I’augmentation du temps de réaction en suivant
deux pentes différentes. La premiére est rapide et se situe dans les 20 premiéres minutes, La
majeure partie du colorant fixée sur I’adsorbant est obtenue avec des quantités de I’ordre 85 a
90 % par rapport au taux limite. La seconde est lente et pourrait exprimer une diffusion
beaucoup plus lente des réactifs dans la premiére heure. La troisieme partie est un plateau qui

exprime 1’équilibre de la réaction au plateau de saturation limite.

b) Adsorption de la BSA sur le PVAr-BCP (M1): sur la surface des particules a été

étudiée. La cinétique a été utilisee pour identifier les mécanismes de la rétention.

La rétention se passe entre les groupements fonctionnels de la surface du substrat ainsi
modifie portant des groupes COOH, et OH actifs et la molecule de BSA en solution aqueuse,

a travers la substitution de la surface de 1’adsorbant.
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On envisage des processus comme des interactions entre les molécules de BSA et I’adsorbant
qui seraient des interactions physiques de type hydrogene et autres, qui pourraient se dérouler
simultanément a la surface du solide, par diffusion du film liquide entourant les particules de
I’adsorbant ou encore la diffusion intraparticulaire. FigureV1.1.4. Montre 1’effet du temps de
réaction (différents temps de contact) en fonction de la concentration de colorant ayant réagie.
On constate que, le taux de rétention croit avec I’augmentation du temps de réaction en
suivant deux pentes différentes. La premiére est rapide et se situe dans les 20 premiéres
minutes et se caractérise par une droite dont la pente est de 20%, La majeure partie du
colorant fixée sur ’adsorbant est obtenue avec des quantités de I’ordre 85 a 90 % par rapport
au taux limite. La seconde est lente mais qui est négligeable. La troisiéme partie est un plateau

qui exprime 1’équilibre de la réaction au plateau de saturation limite.

1- Adsorption de I’Albumine : PVAr-BCP et PVAr-co-AA/BCP

C’est un processus d’interaction entre les molécules d’Albumine et I’adsorbant portant la
molécule de PBC (colorant spécifique de I’Albumine)a sa surface, qui se dérouler en faisant
intervenir le transport du 1’Albumine a partir du volume de la solution vers la surface du
solide, la diffusion du film liquide entourant les particules de 1’adsorbant ou encore la

diffusion intraparticulaire.

Les deux figures VI.1.5 et V1.1.6 révéle un processus d’adsorption de type lincluant les deux
modeles Langmuir et Freundlich. Cependant on peut constater que, le taux de rétention croit a
des vitesse assez différente au vu des pentes des deux courbes et donc cela signifie que pour le
composé ultime le PVAr-co-AA/BCP le processus est plus rapide , alors qu’avec le PVAr-
BCP I’augmentation est lente mais aboutissant a un taux limite d’adsorption plus important

avec une augmentation de I’ordre de 20%b .
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V1. 2. 5. Caractérisation chimique par FTIR des hydrogels du PVA.

Nous avons observé les longueurs d’ondes des importantes a :

3440 cmt, 2950 cm™, 2850 cm™t, 1720 em™, 1635 cm™®, 1140 em™, 1135 cm™, 1022cm™.

Classe cm’ Intensité Attribution
CH2 2925 FORTE Elong asym
2850 mOYENNE Elong sym
Arylique 1700-1680 FORTE C=0 élongation
3300-2500 FORTE tres O-H associé élongation
large
CH2-0-C 1050-1000 FORTE Elong C--O
O-H 3570-3450 Variable O-H simple pont, élongation
LH intramoléculaire 3200-2500 Faible O-H chélaté, élongation
Alcool secondaire 1125-1085 Forte C-0 élongation
1350-1260 Forte O-H déformation dans le plan
1142- 1329 Forte C-0 Vibrations d'allongement
Bromé 600-500 C-Br élongation
Alcool 3200-3500 O-H Vibrations d'allongement

Sur la figure V.1.1, le spectre FTIR d'un échantillon de PVA pur est présenté. 1l révéle
clairement les pics majeurs associés a l'alcool polyvinylique. Par exemple, on peut observer
une large bande d'étirement d'alkyle C — H (2 850-3 000 cm™) et des bandes hydroxyles
fortes typiques pour l'alcool libre (bande d'étirement —OH non liée & 3 600-3 650 cm-Y) et une
bande liée & I'hydrogéne (3 200-3 570 cm™), et des liaisons hydrogéne intermoléculaires

devraient se produire entre les chaines de PVA en raison de forces hydrophiles élevées.

Un pic d'absorption important a été vérifié a 1142 cm™. Cette bande a été utilisée
comme outil d'évaluation de la structure du poly(alcool vinyligue) car il s'agit d'un polymeére
synthétique semi-cristallin capable de former certains domaines en fonction de plusieurs
parametres de processus. Le spectre FTIR de la figure V.1.1, est associé au PVA reéticulé par
le glutaraldéhyde (PVA/GA). On peut observer que deux pics importants a v = 2860 et 2730
cm-* d'étirement C — H sont liés aux aldéhydes, une absorption duplet avec des pics attribués
a la chaine alkyle. En réticulant le PVA avec le GA (figure V.1.1, b), le pic de vibration
d'étirement OH (3 330-3 350 cm-') a été diminué par rapport au PVA pur (figure V.1.1, a). Ce

résultat suggeére que la liaison hydrogéne devient plus faible dans les milieux réticules.




Chapitre V: Résultats et Discussion

PVA que dans le PVA pur en raison de la diminution du nombre de groupes OH et de
la formation d'acétal7 (schéma Figure 2a). L'augmentation relative de la bande C=0 a environ
1720 cm™ indique que les groupes aldéhyde de GA n'ont pas complétement réagi avec les
groupes O-H de la chaine PVA. De plus, I'étirement du C-O & environ 1100 cm™ dans le

PVA pur est remplacé par une bande d'absorption plus large.

(1000 & 1140 cm™), qui peut étre attribué aux bandes éther (C-O) et acétal (C-O-C)
formées par la réaction de réticulation du PVA avec le GA. Par conséquent, on peut supposer
que le GA a agi comme agent de réticulation chimique parmi les chaines polymeres du PVA.
Une indication supplémentaire pour la formation d'esters dans le Le mélange se trouve dans la
région de la vibration de I'éther C-O-C. Au début il y a une augmentation de la bande de
I'ordre de 1031 cm™ .

La spectroscopie FTIR a été utilisée avec succés pour caractériser les hydrogels
réticulés de, PVA et les dérivés contenant du le Bromocresol Pourpre (BCP), PVAr-co-

AA/BCP et PVAr-BCP
V1. 2. 6. Chromatographie

Aprés lecteur des valeurs de la densité optique sur Le spectromeétre UV-vis :
- solution lI'albumine (DO = 3.695)

- solution de récupération sur colonne de PVA-co-AA/BCP (DO =3.632)

- solution de récupération sur colonne de PVAr-BCP (DO = 3.014)

Calcule des rendements :

Les résultats obtenus en chromatographie reflétent des rendements assez modeérés. Les
rendements calculés par rapport aux différents supports préparés sont :
- PVA-co-AA/BCPR =3 1]
-PVAr-BCP R =20 ]
Des rendements des différents supports sont trés faibles mais peuvent étre pris en
considération pour des éventuels essais sur colonne de chromatographie standard.
Parce que, cela peut aussi étre due au fait que I’équipement utiliser ne soit pas adéquat pour ce
type d’analyse trés sensible. Pour ces raisons nous prévoyons de refaire ces analyses plus tard

sur un équipement destiné a cet effet.
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La séparation de biomolécules est encore pour une problématique forte a laquelle il est
urgent de répondre en termes de synthese de nouveaux supports biologiqguement adéquats. Les

propriétés d’adsorption des particules de substrat avec différents constituants ont été étudiées.

Pour se conformer aux exigences de la chimie pour le développement durable, la

matrice des matériaux préparés est constituée d’un polymeére de nature biocompatible le PVA.

L’utilisation de ressources biocompatibles, de faible cotit et disponibles, permet de
développer un produit ayant un impact positif sur sa production. Le PVA est un polymere
linéaire dont les monomeres sont organisés en chainses linéaires. Les fonctions hydroxyles
portées par ces monomeres conférent au polymere la capacité de former un gel en présence de
solutions. La I’introduction de nouvelles molécules dans la matrice absorbante est possible et
permet d’une part d’envisager des matériaux a large spectre pour la séparation de molécules
biologiques mais également de valoriser des matrices absorbantes issues de produits
biocompatibles, il faudra cependant pour cela prévoir des modifications chimiques
appropriées permettant d’élargir les possibilités *adsorption avec en particulier une meilleure

adsorption des molécules cibles en conservant les propriétés d’adsorption.

Le but de cette étude a été donc d’optimiser les propriétés d’adsorption des billes issue
de La modification chimique du PVA par ’introduction d’une molécule constituant le site
actif d’adsorption pour une mise en ceuvre dans une colonne de séparation basée sur 1’affinité

vis-a-vis de la molécule cible.

Les particules de différentes compositions ont été caractérisées par différentes
méthodes. On a pu obtenir des particules relativement homogénes en taille, de diametre

moyen d’environ 130 um pour des billes séchées a 1’air (20°).

L’observation par microscopie optique des billes montre une forme lisse en surface et
un systéme poreux peu visible. Dans le cas de ------------------ , la porosité des matériaux est

réguliére et apparait similaire a celle d’une éponge.

Dans le cas des matériaux incluant la molécule BCP, on a pu observer une surface

irréguliere et rugueuse liée a la présence ----------------- de taille micrométrique dans les billes.

Enfin I’analyse infrarouge confirme la présence de réaction entre le deux matériaux.

Le comportement cinétique ainsi que les propriétés d’adsorption des deux matériaux choisis
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comme 1’adsorption de la BSA ont été¢ étudiés. Pour le S1, le temps nécessaire a 1’équilibre
d’adsorption sur les billes et S2 est respectivement de ---- et ------ mg et les constantes

cinétiques augmentent Iégerement.

L’association de la techniques chromatographique a permis d’obtenir des résultats
satisfaisants sur I’adsorption de BSA sur les supports synthétisés modifie et non modifies,
dans des conditions biologiques (pI 4,9 et 37 C) afin de-------------------- . Les mesures de la
capacité d’adsorption montre que I’adsorption de BSA (x mg.L ™) sur S1 ou S2 est un
processus réversible, et en moyenne x % de la masse initialement adsorbée est désorbé lors
d’un ringage au PBS, ce qui laisse supposer I’existence de molécules de Couche passive liées

a la surface que d’autres.

D’une manicre générale, 1’adsorption sur les différents adsorbants est influencée par la

présence de de la molécule de BCP dans la matrice.

Cette augmentation de I’adsorption semble correspondre a une modification favorable
de I’environnement pour 1’adsorption. Une adsorption aussi bien quantitative que sélective de
I’adsorption est également attendue. Ces propriétés font de ces matériaux des matrices

intéressantes pour une mise en ceuvre en chromatographie sur colorant.

Ce travail prospectif confirme ’intérét et la faisabilité de matériaux bases sur une
modification du PVA.

L’adsorption sélective de composés de natures différentes permet d’envisager la
séparation dans de solutions complexes. Des études sur le de nouvelles surface dotées d’un
certain nombre de molécules (acides aminés, enzymes...) peuvent étre envisagées. Ce
développement passe également par une évaluation de la stabilité des billes préparées, de
maniere a les mettre en ceuvre dans des systémes continus. Ces procédés continus, devront

¢galement faire 1’objet de futures études.
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Résumeé :

Des hydrogels a base de PVA ont été utilisé de maniere intensive pour plusieurs applications, en raison de
leurs avantages biologiques tels que comme : non toxique, non cancerigéne, biodégradable et caractéristiques
bio-adhésives avec la facilité de traitement. Grace a ces fonctionnalités, le PVA est facilement utiliser comme
matériau a usage en bioséparation.

Dans le présent travail nous avons congu plusieurs substrats pour préparer un hydrogel a base de PVA
réticulé modifie et non modifie a 1’acide acrylique conduisant au PV Ar fonctionnalisé dote de site d’encrage de
biomolécule tout deux fonctionnalisé par un colorant le PBC indicateur spécifique de I’albumine.

Les gels ainsi congues ont été analysés du point de vue de leurs propriétés physico-chimiques et analyses
chromatographiques (adsorption de I'albumine sérique bovine (BSA))

Les résultats de ces expériences sont concéderais comme satisfaisants notamment la synthése et I’activité
chromatographique des produit synthétisés. Ce travail confirme la faisabilité de matériaux pour la séparation de
biomolécules basée sur 1’incorporation de molécules de colorant actives ainsi que la possibilité de valoriser des
matrices absorbantes a usage en chromatographie d’affinité.

Mots clés : adsorption ; chromatographiques

Abstract :

PV A-based hydrogels have been used extensively for several applications, due to their biological
advantages such as: non-toxic, non-carcinogenic, biodegradable and bio-adhesive characteristics with
ease of processing. Thanks to these functionalities, PVA is easily used as a material for use in
bioseparation.

In the present work we have designed several substrates to prepare a hydrogel based on
crosslinked PVA modified and not modified with acrylic acid leading to functionalized PVAr
equipped with a biomolecule inking site both functionalized by a dye the PBC specific indicator of
albumin.

The gels thus designed were analyzed from the point of view of their physicochemical properties
and chromatographic analyzes (adsorption of bovine serum albumin (BSA))

The results of these experiments are considered satisfactory, in particular the synthesis and the
chromatographic activity of the synthesized products.

This work confirms the feasibility of materials for the separation of biomolecules based on the
incorporation of active dye molecules as well as the possibility of valorizing absorbent matrices for use
in affinity chromatography.

Keywords: adsorption, chromatography.
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