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Résumé

Le présent travail est consacré a la synthése des. bio-composites (complexes) a base
d’hydroxyapatite ‘HA’ et de nanoparticules d’argent ‘Np-Ag’ pouvant étre appliqués comme.
matériaux de substitution d’os. Les particules de Np-Ag ont €t obtenues par réduction en utilisant des
bio-polyméres d’amidon et de chitosan. L’analyse par FTIR, RDX et spectroscopie UV-vis et par

microscope optique a confirmé 1’obtention de HA dopé par les Np-Ag.

L’étude de activité antibactérienne contre les gram-positives et les gram-négatives a montré que

le complexe HA/Np-Ag/Amidon présente une meilleure activité antibactérienne.

Abstract

The work is devoted to bio-composites (complex) synthesis based on hydroxyapatite ‘HA’ and
silver nanoparticles ‘Ag-Np’ that can be used as substitute materials of bones. The Ag-Np particles
have been obtained by reduction by using starch biopolymers and chitosan . The analyze by FTIR and
RDX and also by UV-vis spectroscopy and by optical microscope have confirmed the obtaining of
doped HA by Ag-Np.

The study of the antibacterial activity against the positive-gram and negative-gram has reveled

that the complex HA/Np-Ag/ Starch shows a better antibacterial activity.
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L’0s humain est un composé hybride de ’inorganique/organique composé de 70%
phosphate de calcium, 30% composant organique dont une grande part est le collagene [1],
c’est en 1926 que DE JONG a montré grace a PRDX une analogie entre le minéral osseux
et le phosphate de calcium synthétique [2]. L’hydroxyapatite Ca;o(PO4)sOH, (HA) est un
composant minéral. Il est le biomatériau le plus recherché et utilisé pour la reconstruction
du squelette osseux (implant) grice a ses propriétés de compatibilité, de non toxicité et

d’ostéoconductivité [3,4].

Il est connu que Dimplant orthopédique est particuliérement sensible a la
contamination bactérienne en raison de la réponse immunitaire du patient qui repousse les
germes sur sa surface. La bactérie génére rapidement une muqueuse protectrice et mute
dans un mode inactif, devenant ainsi peu sensible aux antibiothérapies systémiques: le
traitement local devient alors trés important. [S]. |

Ainsi, pour tenter de résoudre le probléme de l'infection sur prothése, de nouvelles
stratégies d'intervention ce sont développees. Différentes approches ont été développées
afin de réduire l'attachement des bactéries aux matériaux polymeres. Les techniques
d'imprégnation par des antiseptiques et/ou des antibiotiques ont été largement rapportces
[5,6]. D’autres techniques telles la micro- et nano-encapsulation des antibiotiques dans les
matrices d'hydrogel permettant un relargage controlé de la molécule active ont €té

également considérées. [5].

Pour rappel la premiére tentative relative a 1’addition d’antibiotique au phosphate de
calcium a été introduite par Buchholz et Engelbrecht en 1970. La gentamicine et
’oxytetracycline sont les antibiotiques de choix. De nombreuses études ont montré que le
mélange phosphate de calcium/antibiotiques présente une meilleure efficacité dans la
prévention des infections profondes les plus graves, comparativement a I'utilisation des
phosphates de calcium ordinaire [S, 6].

Récemment, d’autres possibilités ont été également envisagées mettant en
compétition 1’argent & certains antibiotiques afin de réduire les infections lors de la pose

d'implants orthopédiques [7].
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En effet, I’incorporation de D’argent sous forme de sels AgNO; ou de
nanoparticules d’argent (Nps-Ag) en présence ou non de Dantibiotique dans
’hydroxyapatite en faible dose a montré une bonne activité antimicrobienne. Ainsi

différentes méthodes ont été proposées pour préparer le complexe HA-Ag [3,4,8 a12].

Pour les contraintes écologiques connues (toxicité, pollution,...), la recherche de
matériaux d’origine naturelle & fort apport de calcium ou de phosphate est trés actuelle. A
titre d’exemple, le corail et 1’os d’origine bovine ont €té exploités ; mais peu de travaux on
&té consacré a ’étude des déchets de coquilles d’ceuf. En effet, les déchets de coquilles
d’ceuf comme bio-ressources renfermant un taux de 94-97% de carbonate de calcium
peuvent constitués une source intéressante pour la production des hydroxyapatites. Ainsi,
ils représentent un intérét certain sur le plan économique mais aussi environnemental. [1,
14 a 16].

Notre travail est justement consacré en premier lieu a la synthése de 'hydroxyapatite
a partir du déchet des coquilles d'ceuf source du calcium qu'on a récupéré des restaurateurs
de la région. Notre objectif est de préparer a partir de 1'hydroxyapatite synthétisé un
biomatériau complexe & base de HA dopé de nanoparticules d'argent susceptible de
répondre 4 des besoins orthopédique, dentaire et méme cosmétique. Dans ce présent
biomatériau, les nanoparticules de HA constituent une matrice « bio-vecteurs » mais aussi
comme un microréservoir pour la libération de molécules actives tels ions d'argent/ou

nanoparticule d’argent, (Drug Delivery System (DDS).

Deux méthodes de synthése de nanoparticules d’argent sont proposées dans cette
&tude en utilisant la réduction par I’intermédiaire de bio-polyméres (chitosan et amidon).
Les produits obtenus sont caractérisés par microscopie optique, spectroscopie IR,
spectroscopie UV-vis et RDX. Nous nous sommes interessé a I'étude de l'activité
antibactérienne des différents produits synthétisés sur des grams positifs E. Coli et des
grams négatifs St. Aureus en mesurant le diametre des zones d’inhibition respectives.

La présente contribution que nous proposons peut étre résumée par les parties

essentielles regroupées dans deux chapitres:
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Chapitre 1 : Revue bibliographique.
I. Généralités sur les phosphates de calcium.
II. Notions sur les nanoparticules d’argent.
Chapitre 2 : Expérimentation
I11. Synthése de ’hydroxyapatite.
IV. Synthése des nanoparticules d’argent.
V. Synthése du bio-composite HA-NpAg.
V1. Etude de I’activité antibactérienne.

Conclusion générale

- Le premier chapitre constitué de deux parties, est consacré a une revue
bibliographique assez succincte (ne depassant pas les treize (13) pages comme il a été
recommandsé) sur les généralités, définitions, méthodes de synthése de I'hydroxyapatites et
de l'argent.

- Le deuxiéme chapitre qui représente notre travail expérimental qui est scindé en
quatre parties essentielles:

° La premicre partie est relative a la synthése et la caractérisation de HA.
L'analyse structurale et morphologique par RX, FTIR et microscopie optique de celui-ci est
considérée.

° La deuxiéme partie est consacrée également a la synthése et
caractérisation de nanoparticules d'argent (Np-Ag).

° La troisiéme partie traitera la méthodologie pour 1'élaboration de
biomatériaux complexes de HA/Np-Ag/ en présence de l'amidon et HA/Np-Ag/ en
présence du chitosan. Les produits obtenus seront également analysés par FTIR et par
microscopie optique.

° La quatriéme partie est relative a I'étude de l'activité antibactérienne des
différents produits synthétisés sur deux espéces de bactéries pathogéne E. coli et St.
Aureus.

Ft en fin, une conclusion qui rapportera les principaux points, observations et

suggestions que nous jugeons intéressants.
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I.

Généralités sur les phosphates de calcium :

Les phosphates de calcium constituent la phase minérale majeure des tissus durs des
vertébrés. Choisis parmi les biomatériaux existants, ils firent I’objet de plusieurs travaux dont

1’application était biologique et clinique (implants orthopédique et dentaire).

En outre, leurs compositions chimiques qui sont proches de ’os et des dents, leurs
propriétés de biocompatibilité et de bio-activité les rendent utilisables pour les substitutions

osseuses permettant un comblement lors de défaut et/ou une libération de principe actif.

En effet, les phosphates de potassium n’ont pas un pouvoir de substituer les greffes
osseuses mais 2 trouver leur place dans I’arsenal thérapeutique permettant de faire face a une

perte de substance osseuse.

Le rapport Ca/P a été considéré fortement comme un paramétre trés important telles que
les propriétés mécaniques, physico-chimique et taux de biodégradation qui dépendaient de lui
[17,18] ; Ainsi, en ayant le rapport molaire Ca/P, nous pouvons définir les différentes

familles des phosphates de calcium représentées dans le Tableau Ll:
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Symbole Nom Formule Rapport Ca/P
MCPM | Phosphate monocalcique mono hydraté Ca(H,POs),, H2O 0,50
MCPA Phosphate monocalcique anhydre Ca(H,PO4)2 0,50

PPC Pyrophosphate de calcium CayP,04 1,00
DCPA Phosphate dicalcique anhydre CaH(PO,) 1,00
DCPD Phosphate dicalcique dihydraté CaHPOy4, 2H,0 1,00

OCP; Phosphate octocalcique triclinique CagHy(PO4)s, SH2O 1,33
OCP, Phosphate octocalcique apatitique Cag(HPO4)2,5(PO4)3 5(0OH)o 5 1,33
OCPam Phosphate octocalcique amorphe Cag(HPO4)2(PO4)s, nH2O 1,33

TCP Phosphate tricalcique anhydre Caz(PO4) 1,50
TCPa Phosphate tricalcique apatitique Cag(PO4)s(HPO4)OH 1,50
TCPam Phosphate tricalcique amorphe Cag(PO4)s, nH2O 1,50

HAP Hydroxyapatite Cayo(PO4)¢(OH)2 1,67
TTCP Phosphate tétracalcique Cay(PO4)202 2,00

Tableau I-1 : Les différents phosphates de calcium usuels [13,19].

1. Les apatites biologiques :

a. Constitution du tissu osseux :

Le tissu osseux naturel se confond & un biomatériau « bio-composite » constitué de

fibre organique « collagene » inscrite dans un matériau minéral qui a été identifié comme

étant un phosphate de calcium apatite poly-substitué. La répartition massique des deux phases
dans le tissu est variable suivant la partie du corps considérée et a ainsi amené & distinguer

deux types de tissus osseux : I’os et la dent [13].

i. DLlos:

La composition massique moyenne de I’0s naturel est la suivante : 15% de phase
organique constituée de cellules (ostéoclastes, ostéoblastes, ostéocytes) et de tissu ostéoide
(collageéne, glycoprotéines, protéoglycanes), 60% de phase minérale (composée d’environ

75% en masse d’hydroxyapatite) et 25% d’eau. La résistance et la légéreté de l'os

N
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s’expliquent par son architecture associant deux types de macrostructures 0SSCuses (os

spongieux et os compact) [13, 20].

Canilage
articulaire

Os spongienx Epiphyse

proximale

Os compact

Périoste
Endoste

Moelke
jaune

Diaphyse

Epiphyse
distale

Figure L.1: Coupe longitudinale schématique d'un 0s long [20].

ii. Ladent:

La dent supporte plusieurs phénomenes physiques et chimiques (frottement,
compression et surtout les attaques chimiques dues & I’acidité des aliments ou la production
du métabolisme bactérienne). La dent est composce de deux tissus 0OSS€UX :

- 1’émail est le plus minéralisé et le plus dur de tout le corps humain. Il recouvre la
partie de la dent exposée 3 I’environnement buccal, et la protége contre les contraintes
mécaniques et les agressions chimiques. Il posséde, en outre, une structure cristalline
contenant plus de 96% en poids de matériau inorganique. A Porigine, les carbonates que
posséde 1’email ressemblent & ’hydroxyapatite, le reste est constitué de 3% d’eau et 1% de
matiére organique comprenant les lipides et protéines. La dimension moyenne du cristallite
est approximativement de 30nm d’épaisseur pour 60nm de largeur et quelques microns de
longueur, la dimension peut varier selon la profondeur.

- La dentine (ou ivoire) recouvre et protége la pulpe dentaire. Elle se compose de

75% de phase minérale, de 20% de phase organique (collageéne) et de 5% d’eau [20,21].
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Dentine

Figure 1.2 : Coupe transversale schématique d'une molaire [21].

Elément Email Dentine Os
Ca 37,6 40,3 36,6
P 18,3 18,6 17,1
CO, 3,0 4,8 4.8
Na 0,7 0,1 1,0
K 0,05 0,07 0,07
Mg 0,2 1,1 0,6
Sr 0,03 0,04 0,05
Cl 0,4 0,27 0,1
F 0,01 0,07 0,1
Rapport molaire Ca/P 1,59 1,67 1,65

Tableau 1.2 : Composition chimique (% m) des phases minérales de I'émail, de la dentine et

de l'os [13].

Les données présentées dans le tableau I-3 montrent les nombreux minéraux que
contiennent les phases minérales des tissus 0sseux. Les quatre éléments qui excellent sont le

calcium Ca*", le phosphore (PO43', HPO42'), le carbone (CO32') et I’oxygene (02', OH, PO,
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HPO4*). Les teneurs en sodium, magnésium et chlore varient de maniére importante suivant
le tissu considéré. Les autres éléments, tels que le fluor, le strontium et le potassium, font

office de traces.

2. Phosphate de calcium apatite :
Parmi ces phosphates de calcium, les apatites constituent une famille de composés
ioniques décrite par la formule chimique Me;0(XO04)s(Y), dans laquelle [13, 19]:
Me : métal bivalent (Ca>*, S©*, Ba™", Pb*" ),
XO, : anion trivalent (PO >, AsOs”, VO™ ...,
Y : anion monovalent (F, CI', Br,I', OH ...).

Les apatites constituent donc une grande famille de composés inorganiques
isomorphes. La plupart des études menées sur les apatites ont porté leur plus grand intérét aux
phosphates de calcium en raison notamment de leur biocompatibilité et de leur structure
cristalline permettant diverses substitutions de cations et/ou d’anions. En effet, les phosphates
de calcium ont souvent une forte capacite d’immobiliser des ions quand elles sont mises en
contact avec des solutions aqueuses : les ions Ca®" peuvent étre substitues (totalement ou
partiellement) par des cations tels que les ions de métaux toxiques, et les ions POs°~ peuvent

étre remplacés par des anions tels que AsO43_, CO32 -, ...etc [19].

a. Hydroxyapatites :

Les hydroxyapatites phosphocalciques minérales et biologiques sont des phosphates
de calcium apatite qui contiennent souvent des impuretés : le rapport molaire Ca/P est de
1,67, valeur caractéristique de ’hydroxyapatite pure dont la formule générale est :

Cayo (PO4)s (OH)..

L’hydroxyapatite est dite «bio active», du fait de sa capacité d’engendrer ou de
moduler une activité biologique. Ce composé est le plus utilisé comme biomatériau. Son

intérét clinique résulte de sa parfaite biocompatibilité et de sa bio-activité [22].
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i. Synthése des hydroxyapatites :

Parmi les techniques les plus couramment utilisées, on peut citer la synthese
hydrothermale [1, 23, 24], la méthode sol-gel [25, 30 a 32], la pyrolyse [1,25], et la
précipitation [1, 26, 27].

En général, les synthéses de I’HA s’opérent soit par voie séche ou les précurseurs sont
mélangés a 1’état solide, soit en milieu humide en utilisant des réactifs en solution.

La synthése chimique par voie humide est la méthode la plus utilisée. Cependant, cette
méthode a quelques inconvénients, principalement la difficult¢ de maintenir le pH au dessus
de 9 pour éviter la formation ’HA déficiente en calcium qui se transforme facilement en
phosphate tricalcique (TCP) lors du frittage. Généralement, elle permet d’obtenir de fines
particules (poudres) d’HA de grande surface spécifique. Cependant, les HA obtenues par ce
processus de synthése ne sont pas toujours steechiométriques et ont une basse cristallinité dont
le degré dépend d’ailleurs de plusieurs paramétres tels que le pH, la température et le temps
de vieillissement des solutions ainsi que la nature et la concentration des réactifs mis en jeu.
[19].

La synthése a I’état solide met en jeu des poudres de réactifs tels que Ca3(PO4)2.nH0(s)
avec Ca(OH),(s) dont le mélange est ensuite chauffé a trés haute température, de 300 a
1200°C . Comparativement & la préparation par voie humide, la synthése par voie séche a le
grand avantage d’atteindre une composition stcechiométrique mais son colt reste €levé eu
égard aux températures élevées.

On distingue aussi la synthese mécano-chimique dont le principe consiste en la
perturbation par pression des espéces liées en surface pour accroitre les réactions
thermodynamiques et cinétiques entre les solides [19].

Autre voie plus récente (voie biomimétique) s’inspirant des conditions in-situ est utilisée
pour reproduire les phosphate de calcium (HA) ayant des propriétés proches de 1’os naturel

[28,29].
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ii. Propriétés de ’hydroxyapatite :
Nous avons regroupé les principales propriétés de I'hydroxyapatite dans le Tableau I.3.

Aspect physique Poudre blanche, fine et poussiéreuse
Densité 3,156 g/cm3
pKs a T=25°C et pH=[5-7] Entre 115 et 117
Solubilité Dans I’acide nitrique
Dureté (echelle de Mohs) 5
Indice de réfraction n,=1,633-1,667
ne =1,630-1,664
Structure cristalline Hexagonal,
groupe spatial P63/m,

paramétres de maille a = 9,37A etc = 6,88A

+ 1%

I' Va

@ Oxygeéne
@ Calcium
@ Phosphore

Propriétés biologique Biocompatible, osteoconductible et bioactive

Tableau L3 : Quelques propriétés de I’hydroxyapatite [301.

iii. Applications de ’hydroxyapatite :
En raison de ses propriétés de bio-activité et de biocompatibilité, I’hydroxyapatite
est largement utilisée dans le domaine médical et dentaire [31,32].
L’hydroxyapatite synthétique est également utilisée couramment comme phase
stationnaire dans les colonnes chromatographiques pour la séparation de diverses molécules.
Dans le domaine de la catalyse hétérogéne, I’hydroxyapatite joue aussi un role

important comme support catalytique en synthése organique [33,34] ou en catalyse
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asymétrique pour I’obtention de composés énantiomeéres purs [35]. Elle est également utilisée
comme catalyseur dans I’industric des polyméres pour la déshydrogénation et la
déshydratation des alcools primaires, ainsi que dans I’industrie des sucres.

Les apatites sont aussi utilisées comme additifs potentiels pour le traitement des
sols pollués [36,37] et comme matériaux de remblayage entrant dans la composition des

barrieres construites pour le confinement des déchets radioactifs [38].

II. Notions sur les nanoparticules d’argent:

1. Synthése verte des nanoparticules d’argent :

a. Méthode du Polysaccharide :

Dans cette méthode, Nps-Ag sont préparés en utilisant de l'eau comme un dissolvant
écologiquement bénin et des polysaccharides comme un agent réducteur.

Parmi les polysaccarides utilisés, l'amidon est mélangé dans la solution pour éviter
1’usage de dissolvants organiques relativement toxiques. Il est connu que les interactions entre
amidon et Nps-Ag sont faibles et peuvent étre réversibles a plus hautes températures,
permettant ainsi la séparation des particules synthétisées [39].

Dans une autre étude, Nps-Ag stable (10-34 nm) ont ét¢ synthétisées par autoclave : une
solution d'AgNOj3 et d’amidon (agent stabilisant/réducteur) a 15 psi et 121°C pour 5 min [40].

Aussi, Nps-Ag ont été synthétisés en utilisant I'héparine négativement chargée comme
un agent réducteur/stabilisant en chauffant une solution d'’AgNO; en présence d’héparine a

70°C pour 8 h [41].

Figure IL.1 : Image du TEM de nanoparticules d’argent synthétisé par ’amidon [42].
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b. Méthode de Tollens :
La synthése par la méthode de Tollens donne des Nps-Ag avec une dimension
contrdlée [43,44]. La réaction de Tollens implique la réduction d'Ag(NHz), (aq) (réactif de

Tollens), en présence d’un aldéhyde, selon la réaction (1):

AgNHY), o) +RCHO g Agy+ ROOOH (D)

Dans la procédure de modification de Tollens, les ions Ag  sont réduits par
saccharides en présence du gaz ammoniac. Ag(NH;), * est un ion complexe stable qui résulte
de l'affinité forte de gaz ammoniac pour Ag', par conséquent la concentration du gaz
ammoniac et la nature du réducteur jouent un rdle majeur dans la dimension des Np-Ag [45].

Egalement, Nps-Ag ont €t synthétisés par réduction de [Ag(NH3)2]+ en présence de
deux monosaccharides (glucose et galactose) et deux disaccharides (maltose et lactose) [46].
La dimension des particules moyennes a été de 25450 nm.

Les Nps-Ag ont ét¢ stabilisés par deux surfactants : sodium dodecyl sulfate-SDS et
polyoxyethylenesorbitane monooleate-Tween 80, et un polymere : polyvinylpyrrolidone-PVP
360 [47,48].

NPs-Ag de plusieurs morphologies avec des diameétres <10 nm ont été synthétisés dans
J'eau en ajustant les concentrations de bromure du n-hexadecyltrimethylammonium (HTAB)
et le réactif Tollens, Ag(NHz),", & 120 °C [49,50]. Images TEM de NPs-Ag obtenues par cette

méthode sont montrées dans Figure I1.2

w
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200 48| 100 nm

Figure IL.2 : Image de TEM de Nps-Ag : &/ cubique, b/ triangulaire, c/corde, d/alignement de
corde[50]

c. Méthode de l'irradiation :
NPs-Ag peuvent étre synthétisés avec succés en utilisant une variété de méthodes de
l'irradiation (I'irradiation laser, l'irradiation de micro-onde, radiation ioniser, radiation gamma)

[8]-

d. Méthode biologique :

Les extraits de bio-organismes peuvent jouer le role de réducteur dans la synthése
des NPs-Ag. La réduction d'ions Ag" par combinaisons de biomolécules trouvées dans ces
extraits tels que les enzymes, protéines, acides aminés, vitamines et polysaccharides (chitosan

a partir des Pleurotus Mutilus et carapace des crustacés ) [51 a S3].

=
C) J
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e. Méthode des Polyoxometalates :

Les Polyoxometalates POMs, ont la possibilité de synthétiser les NPs-Ag par ce
qu'ils sont solubles dans I’eau et peuvent subir une réaction redox de multi-électron sans
changer leur structure [54, 55]. Par exemple, les NPs-Ag ont été synthétisés en éclairant
une solution de POM/S/Ag" désaérer, (POM: [PW12040]3', [SiW12040]4'; S: prpan-2-ol ou
2,4-dichlorophenol). Dans cette méthode, les POMs servent de photocatalyseurs, d’agent
réducteur, et de stabilisateur [55]. Dans une autre étude, la synthése consiste & stabiliser
les nanostructures d’Ag avec un mélangé de valence Mo"-Mo"" et en présence de POMs
le tout dans l'eau et a température ambiante [56]. Cette méthode n'a pas utilisé¢ de

catalyseur ni d’agent de la gravure sélectif.

f. Hydroxyapatite dopé d’argent :

Récemment, une synthése nanocristalline d’Ag anisotrope a été accomplie en réduisant
lion Ag" aqueux par le transfert de J'électron sur la surface dhydroxyapatite (HA). Les
groupements hydroxyles ont joué deux roles : celui de réducteur et d’agent obligatoire pour
donner des Nps-Ag en forme de triangle plat hautement orienté et en forme d’aiguille [57].
Un processus de micro-onde a aussi été appliqué pour synthétiser le nanocomposite HA-Ag

substitué avec une longueur de 60—70 nm et largeur de 15-20 nm [58].

2. Toxicité de I’argent :

Les nanoparticules d’argent dans la plupart des études ont été suggérées pour €tre
non-toxiques, mais dii & leur petite dimension et propriétés variables, elles sont considérées
par d’autres comme étant préjudiciables a l'environnement [59]- La toxicité de différentes
dimensions de nanoparticules d'argent sur les cellules de foie de rat, et ont conclu que la
cytotoxicité des nanoparticules d'argent a l'activit¢ du mitochondrial augmente avec

l'augmentation dans la concentration de nanoparticule d'argent [60].

3. Propriétés biolegique :
Les nanoparticules d'argent montrent une propriété antimicrobienne effective comparée

aux autres sels dus a leur grande région de la surface qui fournit un meilleur contact avec les

11
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micro-organismes. Les nanoparticules sont attachées a la membrane cellulaire et pénétrent a
l'intérieur des bactéries. Quand les nanoparticules d’argent entrent dans la cellule bactérienne,
ils forment un poids moléculaire bas dans le centre des bactéries auxquelles la bactérie
conglomére et protége ainsi 'ADN 4 partir des ions d'argent. Les nanoparticules attaquent de
préférence la chaine respiratoire, pour une division cellulaire menant finalement a la mort
cellulaire. Les nanoparticules libérent des ions d'argent dans les cellules bactériennes qui

rehaussent leur activité bactéricide [61 a 63].

a. Effet de la taille et forme des Np-Ag sur P’activité antibactérienne :

La dimension de la nanoparticule implique une grande région de la surface pour entrer
au contact avec les cellules bactériennes dans laquelle il aura un plus grand pourcentage
d'interaction avec les particules [62,64 a 66]. Les nanoparticules plus petites que 10 nm
réagissent réciproquement avec les bactéries et produisent des effets électroniques qui
rehaussent la réactivité des nanoparticules. Donc, il est corroboré que l'effet bactéricide des
nanoparticules d'argent dépend de la dimension [62,67].

I'efficacité antimicrobienne des nanoparticules dépend aussi des formes des
nanoparticules. Cela été confirmé par I’étude de l'inhibition da la croissance bactérienne avec
différentes formes de nanoparticules [62]. D’aprés [66] les nanoparticules triangulaires
tronquées montrent l'inhibition bactérienne en ayant lpg d'argent. Dans le cas des
nanoparticules sphériques 12.5ug d'argent total est exigé. Et pour les nanoparticules
* triangulaires la quantité d’argent nécessaire a 1’inhibition bactérienne est de 50 a 100 pg.
Donc, les formes des nanoparticules d’argent réagissent différemment avec les cellules

bactériennes.

b. Propriété antivirale des nanoparticules d’argent :

Les propriétés antivirales sélectives de nanoparticules d'argent a été étudier [68] et
confirmée par analyse de MTT (méthode rapide de numération des cellules vivantes) quin’a
indiqué aucune cytotoxicité aigue associée aux nanoparticules d’argent vers les cellules
Hut/CCR5 avec plus de 80% de survie cellulaire dont la concentration de nanoparticules

d'argent été de 50 uM.
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c. Propriété fongicide des nanoparticules d'argent:
KIM et Al estiment l'efficacité des nanoparticules d'argent comme agent fongicide

envers la levure (isolée du Mastites de bovin; ATCC19636) [69]. L'effet inhibiteur minimum

des nanoparticules d'argent (diamétre ~134 nm) envers la levure a été trouvé pour étre entre

6.6-13.2 nM.
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Nous présentons dans ce chapitre les descriptions des synthéses adoptées pour
l'obtention de l'hydroxyapatite, des nanoparticules d'argent et des complexes résultants en
présence des réducteurs tels 'amidon et le chitosan. Les résultats sur la caractérisation et
l'identification des produits obtenus sont analysés et discutes.

La démarche expérimentale suivie est subdivisée en quatre parties:

- La premiére partie est relative a la synthése et la caractérisation de HA. L'analyse structurale
et morphologique par RX, FTIR et microscopie optique de celui-ci est considérée.

- La deuxiéme partic est consacrée également a la synthése et caractérisation de
nanoparticules d'argent (Np-Ag).

- La troisiéme partie traitera la méthodologie pour I'élaboration de biomatériaux complexes de
HA/Np-Ag/ en présence de l'amidon et HA/Np-Ag/ en présence du chitosan. Les produits
obtenus seront également analysés FTIR et microscopie optique.

- La quatriéme partie est relative a 1'étude de l'activité antibactérienne des différents produits

synthétisés sur deux espéces de bactéries pathogeéne E. coli et St. Aureus.

III. Préparation de nanoparticules d’hydroxyapatite :

L hydroxyapatite ‘HA’ est le composant minéral principal de I’os humain, ¢’est pour sa
forme synthétique, sa non-toxicité locale ou systémique, et pour ses propri€tés
d’osteoconductive qu’il est considéré comme le biomatériau par excellence, d’ou sa large

gamme d’utilisation pour la reconstruction du squelette (implants) [3].

Plusieurs études ont été rapportées sur les tentatives de produire ou synthétiser
I’hydroxyapatite en recherchant différentes sources de calcium et de phosphore. Le déchet des
coquilles d’ceuf représente 11% du poids total d’ceuf et contient 94-97% de carbonate de
calcium, 1% de phosphate de calcium, 4% de matiére organique et 1% de carbonate de
magnésium [15,16], Dans ce contexte, l'usage des coquilles d’ceuf a pour objectifs: 1/
l'extraction des carbonates de calcium comme source de matiére premicre pour la préparation

du HA; 2/ sa revalorisation (recyclage) [16].
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Beaucoup de Travaux ont été effectué afin d'obtenir les poudres nano-classées et
faiblement agglomérées d'HA (voir chapitre I). Parmi le processus de précipitation le plus
rapporté, la neutralisation d'une suspension de chaux avec de l'acide ortho-phosphorique était
une méthode simple, bon marché, non-polluante et sans décharge d’ions de nitrate,
d'ammonium et de phosphate [70,71]. Mais cette méthode a mener a une poudre de basse
qualité avec des particules ayant une grande dimension et beaucoup d'agglomérat attribués a
la grande vitesse lors de croissance en cristal d'HA dont des solutions sursaturées, et les
interactions hydrogéne parmi les particules d'HA [72]. Dans les travaux de Li et al.[71]
L’acide citrique (ACi) a été présenté comme agent de chélation synthétisant les fines
poudres d'HA avec une certaines nano-cristallinité et en diminuant le taux de CaO dans le

biomatériau [10].

1. Mode Opératoire:

D'abord les coquilles crues d'ceufs ont été nettoyées avec de l'eau suivie de I'€bullition
pour ¥ heure pour enlevé leur enveloppes interne. Elles ont été alors séchées durant toute la
nuit & 110°C dans 1'étuve puis broyées. La poudre des coquilles d'ceufs est utilisée pour
synthétiser I'HA selon le procédé suivant. Une quantité stcechiométrique de poudre de
coquilles d'ceufs a été dissoute dans une solution concentrée de HNO; et filtré pour obtenir
une solution claire. Pour enlever toute trace de matiére organique, le carbonate de calcium

contenu dans les coquilles est converti en nitrate de calcium selon la réaction :

.
CaCO,+ 2HNO, —= Ca(NO3),+ H0+ CO;

Le pH de la solution est augmenté jusqu' au ~ 9,5 en ajoutant de l'ammoniaque. Une
quantité requise de K,HPO4, 12H,0 de 1M (comme précurseur de phosphore, P) et une autre
quantité d’acide citrique 1M (agent chélateur) sont ajoutées gouttes a gouttes dans le mélange

réactionnel. Un précipité gélatineux blanc de 1'HA est formé selon la réaction suivante :

10Ca(NOs); + 6K,HPO,4 8NHsOH — = Cayo(PO4)s(0H); + 8NH4NO3 + 12KNO3+ 6H20

On laisse toute la nuit la solution ce décanté, résultant un deux phase qui sont filtrés et
lavé (4 fois) avec de l'eau distillée en abondance et suivi par un séchage a 70°C pour enlever

les traces de 1'eau.

=
ul
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La procédure expérimentale adoptée pour la synthése de HA ainsi que les conditions

opératoires sont schématisées selon 1’organigramme de la figure II1.1.

Solution de
Ca(NO;),
obtenu a
partir des

o f é01‘1151011 ‘Neutralisation
T=80°C d'acide L)
o 9<pH< 9,5 avec
o citrique N >
Sous agitation 1M : I’ammoniaque

\\\\/]/
gy N
L Précipité gélatineux J

( Filtration \I

[Sechage aT=70°C

pendant 24H

{ Poudre de HA j

Figure I11.1 : synthése de HA
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2. Caractérisation de ’hydroxyapatite :

La spectroscopie infrarouge par transformation de Fourier ‘FTIR’ (FI/IR-4100
JASCO, Laboratoire de Physique Chimie Moléculaire et Macromoléculaire, Université de
Blida) a été utilisé pour caractériser la structure et identifier les principaux groupements

fonctionnels.

L’RDX (X’TERT, université de Laghouat) a été utilisé également pour I’identification
des produits obtenus. Nous avons également étudié la morphologie de I’état de surface par

microscopie optique 4 caméra (TOPIC 102M, département de biologie, Université de Blida).

3. Interprétation des résultats :
a. Aspect général de ’hydroxyapatite :

La figure III. 2 présente un échantillon type de la poudre de HA de couleur blanche et
finement divisée. Grice au microscope type TOPIC 102M, nous avons estimé la taille des
particules variant approximativement de 500 a 800nm. A titre d’illustration la figure I11.3
montre un aspect général de 1’état de surface de HA, irrégulier et rugueux. On peut observer

des amas de particules de HA de taille approximative de 5-10pum.

Figure IIL.2 : Poudre de I’hydroxyapatite obtenu.
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Figure I11.3: Image par le microscope optique de I’hydroxyapatite (x100).

b. Analyse par spectroscopie IR :

Le spectre FTIR de I’hydroxyapatite est présenté dans la figure IIL.4, alors que dans le
Tableau ITL.1 sont regroupés les différentes attributions de groupements fonctionnels du
spectre de HA avec les bandes correspondantes. On peut observer des bandes autour de 829-
1034 cm™, qui sont caractéristiques de la structure cristalline des apatites. La bande a 1034
cm™ est assignée & la vibration d'élongation asymétrique (v3) du groupement PO, alors que
la bande & 829 cm correspond a l'élongation symétrique (v1) du groupement PO, Les
bandes d’absorption entre 606 et 560 cm’! sont attribuées aux vibrations de déformation
antisymétrique du groupement PO, la séparation de ces deux bandes suggére qu’il y a
présence d’apatite cristalline. Les bandes d'absorption observées dans la région de 775 et 1384
cm’! sont dues aux vibrations du groupement COs> [73] et sont en agrément avec les
résultats du RDX (voir figure II1.6). Dans le cas de HA calciné, le groupement CO;* est
éliminé comme illustré dans figure II1.5.

Les bandes observées a 3141 et 1637 cm™ dans HA confirment la présence de H,O
absorbé qui est assez habituel tant que 1’échantillon n’est pas calciné (figure II1.5). La bande
supplémentaire a 3426 cm” indique la présence de vibration d’élongation symétrique du

groupement hydroxyle associée a la surface du groupement P-OH [73].

18



Chapitre 2: Etude expérimentale: 111 Préparation de nano-frydroxyapatite

Attribution aux groupements

HA exp
PO, bending v4 560
PO, bending v4 606
PO, stretching vl 829
PO, bending v3 1034
groupement CO5(v3) 1384
H;O0 adsorbé (v2) 1637
H,0 adsorbé 3141
OH stretching 3426

Tableau I11.1 : Bande de FTIR et leurs groupements correspondant.

10

o030 $¢ ~=3 03 a; - -

N
Q@

1384,03

4000 3500 3000 2500 2000
Wavenumbers

1500

1000

Figure 1114 : Spectre IR de I’hydroxyapatite préparer a partir des coquilles d’ceuf
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Figure IIL5 : FTIR de I'hydroxyapatite préparer a partir des coquilles d’ceuf calciné a
900°C.

c. Analyse par Rayon-x :

La diffraction XRD atypique de 1’hydroxyapatite est présentée dans la figure I1I. 6.
Les dimensions, intensité de HA sont comparés avec le standard SRM 2910 et sont résumes
dans le Tableau IIL2. Nous pouvons constater que dans l'ensemble, nous avons un bon
accord entre les données expérimentales de la distance intramoléculaire pour HA a celles du
standard. La diffraction maximale qui correspond & 31,78° (211) confirme la formation de
I’hydroxyapatite pur dans sa forme cristalline [3]. Le pic 4 29,28° est attribué au carbonate de
calcium. L’ Absence de la raie a 37,360° indique I'absence de CaO libre, éliminé par 1’acide
citrique comme montré précédemment (§ I).Ces résultats semble étre en agrément avec ceux

obtenus par Dasgupta et al, voir spectre de la figure I11. 7 [74].
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Figure 1116 : Spectre RDX de I’hydroxyapatite synthétisé a partir des coquilles d’ceuf.
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20(°) Intensité (%) d (nm)

hkl Exp SRM 2910 Exp SRM 2910 Exp SRM 2910
200 21.43 21.76 19 6 0.416 0.408
111 22.14 22.85 18 6 0.405 0.389
002 25.71 25.86 48 39 0.350 0.344
102 28.57 28.11 34 9 0314 0317
210 29.28 28.93 34 16 0.308 0.308
211 31.78 3177 100 100 0.285 0.281
112 32.5 32.18 89 53 0.280 0.278
300 32.86 32.90 67 63 0.275 0.272
202 33.93 34.05 44 24 0.265 0.263
301 35.35 35.46 24 5 0.256 0.253
310 39.64 39.80 32 23 0.229 0.2263
311 41.43 41.99 24 6 0.218 0.2150
222 46.43 46.69 40 28 0.195 0.1944
213 49.28 49.46 23 32 0.184 0.1841
321 50.35 50.48 42 16 0.181 0.1806
402 51.78 52.07 38 12 0.177 0.1755
004 53.21 53.17 38 14 0.173 0.1721
322 55.35 55.86 21 5 0.167 0.1645
313 57.14 57.11 19 4 0.162 0.1611
501 5821 58.03 17 2 0.158 0.1588
412 58.57 58.29 18 2 0.157 0.1582

Tableau II1.2 : représentation de quelque donnée obtenu par RDX de ’hydroxyapatite
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IV. Préparation des nanoparticules d’argent :

Nous sommes appelés dans nos préparations a utiliser des produits chimiques non-
toxiques, des solvants écologiquement bénins et matiéres renouvelables. Malgré les propriétés
nouvelles exposées par les nanoparticules Nps du métal dfi aux effets de la dimension du
quantum, leur protocole de la synthése pose un probléme de I’environnement majeur. La
plupart des méthodes synthétiques rapportées se basées sur 1’usage des solvants organiques et

agents réducteurs toxiques [75].

Ainsi, dans ce présent travail, nous nous sommes intéressés a I’étude des bio-polyméres
naturels tels que I’amidon et le chitosan comme réducteurs non-toxiques extraits

respectivement des plantes, invertébrés marins, insectes et levure [76].

Le chitosan est un polysaccaride poly N-acétylglucosamine préparé par desacétylation
alcaline de la chitine qui est présent communément dans les coquilles de crustacés marins et
cellules moisit [77,78]. Le chitosan & une affinité forte et un pouvoir chélateur élevé envers
les métaux lourd particuliérement avec Ag’ [79]. Ses groupements amines et hydroxyles

réagissent dans la réduction et la stabilisation lors de la synthése des Nps-Ag [76, 80].

L’amidon qui est un polymére linéaire formé par liaison entre les glucoses et a une
forme hélicoidale dans une solution aqueuse, en dépit de son branchement 1éger. L’aldéhyde
terminal de 1’amidon réduit le nitrate d’argent en Nps-Ag, mais aussi, on a not€¢ que les
groupements hydroxyles participent & la réduction de Ag [75]. L’amidon est renouvelable,
soluble dans l'eau et 1ié relativement faible avec les nanoparticules d’argent afin que la
protection soit facilement réversible a plus hautes températures. le rendement cinétique de la

réduction d’Ag peut étre amélioré par 1’usage des micro-ondes [81].

1. Réduction en présence de I'amidon :

L’organigramme de la figure IV.1 présente un schéma d’ensemble de 1’obtention des
Np-Ag en utilisant comme agent réducteur I’amidon & une concentration de 1% avec

différentes concentrations de AgNO3 (0,1-1-2%).
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Solution
d'armdon
al%

Solution
contenant les

nanoparticules
d'argent

Figure IV. 1: synthése de Np-Ag/amidon.

a. Caractérisation des Np-Ag obtenus par voie d’amidon:

Dans cette étude nous avons utilisé un spectrophotométre infrarouge a transformée de
Fourier ‘FTIR’ (FT/IR-4100 JASCO), un spectrophotométre UV-VIS (UV-1201
SHIMADZU) pour identifier les principaux groupements fonctionnels ainsi que les diverses

modifications chimiques.

b. Interprétation des résultats :
i. Aspect général :

Nous remarquons un changement de couleur avec la variation de la concentration du
nitrate d’argent (a,b,c Figure IV.2) , la couleur devient de plus en plus sombre (vert-marron),
et qui sont différents des couleurs des produits de départ amidon et nitrate d’argent (e et a

respectivement).
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Figure IV.2: a/ solution de nitrate d’argent 2% ; b/ nanoparticule d’argent a 0,1 % ; ¢/
nanoparticule d’argent & 1% ; d/ nanoparticule d’argent a 2% et e/ amidon a 1%.

ii. Analyse par Microscopie optique :
Les images microscopiques obtenues grice & un microscope optique a camera (TOPIC
102M), montrent une dispersion homogéne des particules d’argent qui sont sphériques (la
figure IV.3) [78, 71]. L’augmentation de nombre de Nps-Ag augmente avec la concentration
de AgNO:s (a, b, ¢ respectivement).

Figure IV.3: Image microscopique des nanoparticules d’argent a/ 0,1%, b/1%, /2% de
nitrate d’argent dans 1% d’amidon.

iii. Analyse par UV-VIS :
Les spectres UV-vis des différentes concentrations de AgNO3 (0,1-1-2%) désignés par
a, b et ¢ sont présentés dans la figure IV.4. On observe des bandes de résonance entre 422-
437nm attribuées généralement aux tailles nanométriques des particules d’argent [82, 75]. Le
changement dans les longueurs d’onde est li¢ a la poly-dispersité croissante des Nps-Ag [82,
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75]. On signal de plus, que [Pintensité des bandes augmente avec I’augmentation de la

concentration de AgNOs.

a—— Nps-Ag 2%
b Nps-Ag 1%
e Nps-Ag0.1%

A

13

=

L

5]

- 437.65,2.1637

Wavelenght ()

Figure IV.4: UV-vis des Nps-Ag (0,1-1-2%) de nitrate d’argent et 1 % d’amidon

iv. Analyse par FTIR:

Les spectres FTIR des nanoparticules d'argent/amidon et amidon sont illustrés dans la
figure IV.5. Une bande d’hydrogene liée au groupement hydroxyle (O-H) a 3426 cm™ de
I’amidon est déplacée vers 3481 cm’ dans le cas de Np-Ag/amidon. Dans la région de
l'empreinte digitale de 1'amidon les bandes a 1083 et 1022 cm™ sont attribués au groupement
C-O de I'anhydroglucose qui n’apparait pas dans le spectre des Nps-Ag. Absence de la bande
4 1387cm™ indique la réduction compléte d'Ag"a Ag’ [83].

26



Chapitre 2 : Etude expérimentale : IV. Préparation des nanoparticules 4 argent

B

OO IV =T 03D -

Nps-Ag 1%

4000 3500 3000 2500 2000
Wavenumbers

1500

Figure IV.5: FTIR comparatif entre Np-Ag 1% et I’amidon

2. Réduction en présence du chitosan :

1000

De méme que dans le (§1), nous avons schématisé le processus de synthése des Np-Ag

qui est illustré par I’organigramme de la figure IV.6 en utilisant le chitosan comme agent

réducteur avec les mémes concentrations de AgNO3 (0,1-1-2%).
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: agitation
solution de aT .4 ‘ , i
chitosan | pendant e T
contenant 1% , . 15min 2N 4 o chaude a
d'acide acétique  § 4 y \ T=90°C

pendant =7H ,

+ solution 2
contenant (0,1- Membrane de
1-2)% de chitosan
nitrate d'argent 4 IMpregne par
4 1 les
. manoparticules .
b, dargent

Figure IV.6: Synthése de Np-Ag/chitosan.

a. Aspect physique:
Nous remarquons un changement de couleur avec la variation de la concentration du

nitrate d’argent (a,b,c¢ Figure IV.7) , la couleur vire de plus en plus vers le marron brun (¢ )

indiquant la présence de particules d’argent.

Figure IV.7 : Membrane imprégné par des nanoparticules d’argent a/ 0,1%, b/1%, /2% de
nitrate d’argent

b. Analyse par microscopie optique :

Les nanoparticules d'argent approximativement sphériques sont formées a l'intérieur de

la membrane figure IV.8. On notera que plus la concentration de sels d'argent augmente (2%

—
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Chapitre 2 : Etude expérimentale : 1. Préparation des nanoparticules L argent

et au deld) les Np-Ag ont une tendance & s’agrégées plus fortement. Dans ce cas peu de

molécules du chitosan pourront jouer le role de réducteur et stabilisateur [76, 80].

Figure IV.8: Image par microscope optique & caméra de la membrane de chitosan
imprégné par les Np-Ag 2% (x100).

C. Analyse par UV-vis :

La méme tendance spectrale est observée pour le chitosan comme réducteur. On
enregistre un léger glissement de variation de bandes de 409-436nm (chitosan) attribuées
également aux tailles nanométriques des particules d’argent [76, 80] (figure IV.9) par
rapport a 422-437nm (amidon).

a Nps-Az 2%e
b Nps-Ag 1%
¢ —— Nps-2z0.1%

A

b

o

L4 hﬂm‘/\\

[ Y

o X

n \ 436,02, 0.3534

<

- \

/“\109.6', 0.1S42
AN
X

100 250 s a92

IWavelenght (zun}

Figure IV.9 : UV-vis des membranes imprégnées par Nps-Ag (0,1-1-2% de nitrate d’argent)
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d. Analyse par FTIR :

Dans la figure IV.10 nous avons présenté les spectres FTIR du chitosan et Np-
Ag/chitosan. Bien qu'il y ait la possibilité de chevauchement entre I'H-N et I'H-O, la bande
forte 4 3434cm™ est caractéristique du groupement H-N. La baisse relative de I’intensité dans
cette région indique que le groupement N-H a été affecté par le duo d’attachement par I'argent
[79]. En revanche, le groupement H-N a 1628 cm” s’est déplacé a 1530cm™ avec une baisse
graduelle de son intensité lorsque la concentration d'’AgNO3 augmente. Cela suggere aussi
que nous avons un attachement de 1’argent aux atomes d'azote résultant de la réduction de

l'intensité de la vibration de N-H.

%
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S
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e
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4000 36500 30'00 2500 2000 1 SIOO 1000 5(')0
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Figure IV.10 : FTIR comparatif entre chitosan et chitosan imprégné par les Nps-Ag 1%
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V. Préparation des bio-composites HA/Nps-Ag :

Le schéma de la figure V.1 indique le protocole expérimental qu’on a adopt€ lors de la
synthése du bio-composite HA/Np-Ag en présence de I'amidon et du chitosan. On a introduit
une solution d’amidon ou membrane de chitosan imprégné par Np-Ag dans le méme milieu
réactionnel qui a permet de préparer 'HA sous agitation pendant 3h a 80°C (voir § I). Une
vue d’ensemble des poudres obtenues sont présentées dans la figure V.2. Nous pouvons faire
remarquer qu’une nuance de couleur (du beige au blanc cassé) peut étre observée

visuellement qui n’apparait pas sur les présentes images.

d'amidon ou

membranc de | E ;

_ chifosan SR R Solution d'acide |
| 1mpregne par . cimque IM ¢
E Nps-Ag(0,1-1- _

2%)

y Solution de
Ca(NO3),
a partir des
coquilles
d'oeuf g

T=80°C e Neutraliser a
o :> 9<pH<9,5 avec
Sous agitation ‘l’ammoniaque

(Précipité gélatineux

I Filtration

( Séchage a T=70°C pendant 24H ]

4L

[ Poudre de HA J

Figure V.1: Schéma directeur du Protocole d'expérience

81



Chapitre 2: Etude expérimentale: V. Synthése des bio-composites

Figure V.2 : Jmage resprésentent a et e/ HA, b, c et d/ HA/Np-Ag/Amidon contenant 0,1-1-2%
de AgNO3 respectivement, f,g et h/ HA/Np-Ag/chitosan contenant les méme concentration de
AgN 03

1. Analyse par microscopie optique :

La figures V.3 (a, b) présente les images microscopiques de HA/Np-Ag/amidon et
HA/Np-Ag/chitosan respectivement montrant une distribution irréguliére des particules
isolées et d'amas de particules de forme globulaire et de couleur grisétre indiquant la présence
de Ag. Avec un agrandissement de x100, nous pouvons faire une estimation approximative de
la taille des particules de 150-300nm pour Np-Ag/amidon et de 160-400nm pour Np-
Ag/chitosan. En général, I’augmentation de la concentration du sel d’argent augmente
’agglomération des Np-Ag et le taux d’imprégnation pour les deux cas de figure (Np-
Ag/amidon et Np-Ag/chitosan).
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Chapitre 2: Etude expérimentale: V. Synthese des bio-composites

Figure V.3: images microscopiques des particules : a) HA/Np-Ag (0.1%)/amidon et b)
HA/Np-Ag (0.1%)/chitosan (agrandissement x100)

2. Analyse par FTIR :

Les spectres FTIR des bio-composites HA/Np-Ag (0.1, 1 et 2%) en présence de
l'amidon et en présence du chitosan sont présentés dans les figures V.4 et figure V.5. En
tenant compte des principales bandes des complexes Np-Ag/amidon et Np-Ag/chitosan et HA
(figure V.6), les bandes caractéristiques de HA sont bien présentes dans les bio-composites
HA/Np-Ag/chitosan et HA/Np-Ag/Amidon et qui ont un aspect tout a fait similaire en ce qui
concerne des groupes chimiques fonctionnels (voir Tableau V.I). Cela suggére que la
structure de HA n'a pas été trop affectée, qui indique qu'on a vraisemblablement une simple
imprégnation des Np-Ag dans la structure nano-poreuse de HA se liant probablement aux
COs”. Par conséquent, le pic a 1384 cm’ attribué & CO;* devient moins intense
indépendamment de la concentration des Np-Ag qui puisse Etre expliduée par une
augmentation du poids de molécule aprées I'attache argentée.

Le spectre du bio-composite en présence du chitosan présente une intensité relativement

élevée 4 1636cm™ par rapport a celui préparé en présence de l'amidon, (figure V.7), dénotent

,33 g



Chapitre 2: Etude expérimentale: V. Synthése des bio-composites

que le groupe d'amines acétylés (amide I) de la chitine indiquant que le chitosan utilisé dans

cette expérience est desacétylaté partiellement (Degrés de Désacétylation DD de 85%).

PoJW =300+ X

3000 2500 3000 2560 2000 1500 1000 s00
YWenenumbers

Figure V.4: FTIR de HA, HA/Np-Ag 0,1-1-2% (amidon).
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Figure V.5: FTIR de HA, HA/Np-Ag 0,1-1-2% (chitosan,).
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Figure V.6 : FTIR de HA, Np-Ag/amidon, Np-Ag/chitosan
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Figure V.7: FTIR de HA, HA/Np-Ag/amidon et HA/Np-Ag/chitosan
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Chapitre 2: Etude expérimentale: V. Synthese des bio-composites

Bande HA HA/Np- HA/Np-
caractéristique Ag/chitosan | Ag/amidon
PO, bending v4 561 568 567
PO, bending v4 600 598
groupement COs_ 777
PO, stretching vl 829 883 882
PO, bending v3 1034 1037 1038
groupement CO3~ 1384 1418 1422
(v3)
H,0 adsorbé (v2) 1637 1636 1637
H>0 adsorbé 3142
OH stretching 3426 3448 3443

Tableau V.1: Attribution des Bandes caractéristiques des produits synthétisés
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VL. Etude de Pactivité antibactérienne :

La diffusion en milieu gélosé est une technique de détermination de la sensibilité d'une
bactérie 2 un agent antibactérien, effectué en milieu solide. Elle consiste a imprégner des
disques de papier (disques de Kirby et Baner) par une solution du composé bactéricide et les
déposés dans des boites de gélose ou pousse une culture de germes a étudier. L'agent
antibactérien se diffuse dans la gélose et s'il est actif sur le germe, inhibe la croissance de
celui-ci suivant un cercle concentrique au disque et plus ou moins grand selon la sensibilité du

germe 2 I'agent antibactérien en question.

Dans notre étude le milieu de culture utilisé est la gélose nutritive pour la croissance de
staphylocoque aureus et E. coli. La souche bactérienne a été préparée sous forme d'une

suspension avec une concentration de 12.10® UFC/ml.

Une quantité du bio-composite HA/Np-Ag/ chitosan et HA/Np-Ag/amidon est déposée
3 la surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec les cultures des souches (E.
coli et S. aureus). Les résultats de I’antibiogramme par la méthode de diffusion devraient étre
exprimés en mm sous forme de diamétre de la plage d’ inhibition. Aprés une incubation a 24
h en anaérobiose a 37°, les disques s'entourent d'une zone d'inhibition circulaire correspondant
3 une absence de culture dont le diamétre permet de mesurer la concentration (figure VI1.2).
La lecture de cette zone se fait par un appareil spécifique (Antibiotic zone reader) FISHER-
LILLY (figure VI1.1).
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Chapitre 2: Etude expérimentale: VI. Etude de lactivité antibactérienne

Figure VL. 1: Lecteur des zones d'inhibition (FISHER-LILLY).

1. Protocole expérimental :

) ‘/A; ‘ )

Incubation ~ Lecture du

a35 C diameétre de

: pendant la zone

Gelose d'inhibition

nutritif
dans boite a
petri

Dépot de HA/Np-
Ag/chitosan et
HA/Np-Ag/amidon
(0,1-1-2%)

Figure VL. 2: Protocole expérimental de test de disque diffusion
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2. Interprétation des résultats :

Aprés 24H, il s'établit un gradient de concentration du composite. L'interaction entre la
bactérie et le composite s'exprime par une zone d'inhibition dont le diameétre est une
expression indirecte de la CMI (concentration minimale inhibitrice).

Dans la figure VI3 est présenté les différents disques de diffusion imprégnés des
échantillons & tester et qui montrent l'existence d'une zone d’inhibition figure VI.3. Sur les
figures VI.4 et VL5 et V1.6, nous avons présenté nos résultats sous forme dhistogramme
mettant en évidence l'activité antibactérienne des produits synthétisés en fonction de la
concentration d'argent mise en réaction. L’inhibition augmente avec la concentration d’argent
(1%), puis diminue & 2%. Quelque soit la concentration et la nature du produit, les bactéries
E. coli présente une meilleur résistance. Il semble qu'on a une meilleure activité du bio-
composite préparé en présence d'amidon. L'analyse UV-Vis des nanoparticules obtenu en
présence de 1'amidon semble avoir une distribution homogeéne et stable permettant une bonne

interaction avec la membrane bactérienne.

Figure VL3 : images représentent les zones d’inhibition avec a/ E. coli, b/S.aureus.



Chapitre 2: Etude expérimentale: VI. Etude de Lactivité antibactérienne

diametre de la zone d'inhibition

[@S. aureus 14,2 14,4 10
EE. coli 9,6 10,2 1a

Figure VL4: histogramme représentent la zone d’inhibition de HA/Np-Ag/Amidon

(différentes concentration) avec S.aureus et E. coli
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Figure VL5 : histogramme représentent la zone d’inhibition de HA/Np-Ag/chitosan

(différentes concentration) avec S.aureus et E. coli
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Figure VL6: histogramme représentent la zone d inhibition de HA/Np-Ag/Amidon et HA/Np-

Ag/chitosan (différentes concentration) avec S.aureus
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Au terme de cette étude et & la lumiére des résultats obtenus de notre expérience
devraient se dégager une conclusion se résumant par les principaux points suivants:

En premier lieu, nous avons procédé a la synthése de I'hydroxyapatite a partir des
déchets de coquilles d'ceufs en vu d'une valorisation de ces produits alimentaires. L’analyse
morphologique a montré que la taille des nanoparticules de HA varie approximativement
entre 500-800nm. Les résultats obtenus par FTIR et RDX ont montré que HA apatite
carbonaté présente une cristallinité qui est comparable au standard.

Deuxiéme étape de notre démarche expérimental a été consacré a la syntheése des
Np-Ag ont utilisant des bio-polyméres naturels (chitosan et amidon) comme agents
réducteurs. Les résultats obtenus par Uv-vis pour les deux voies ont montré la présence de
particules nanométrique. L’étude par microscope optique a montré que les Np-Ag semblent
avoir une structure sphérique, qui ont une tendance a s’aggloméré au-dela de 2% d’AgNO3
particuliérement en présence du chitosan.

La troisiéme synthése de cette étude concerne ]’é&laboration du bio-composite ayant
comme matrice HA et comme charge des Np-Ag (molécule active). A cet effet, un
procédé a été établi et qui a permet d’obtenir des nanoparticules HA/Ag. L’effet
d’imprégnation est confirmé ou la structure des Np-HA n’a pas été affecté, cela a été
confirmé par I’analyses FTIR.

Enfin, I’étude de 1’activité antibactérienne a met en évidence I’inhibition de deux
espéces bactériennes gram-positives « S. aureus » et les gram-négatives « E. coli ». Il
apparait que le complexe HA/Np-Ag synthétisé en présence de ’amidon a montré une

activité antibactérienne plus relativement élevé observée pour les S. aureus.
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