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Introduction générale

INTRODUCTION GENERA LE

Depuis plusieurs années, les polymeres d'origine naturelle suscitent un intérét important dans
divers secteurs de la technologie chimique. Parmi ces polyméres, ceux issus de la biomasse et
tout particulierement les polysaccharides ont connu un olgweinent remarquablgrace en
particulier a leur image trés positive de matériaux biocompatibles, biodégradables et ne
présentant aucun danger pour la santé et I'environngir&htL'un des polyméres de cette série

étant le chitosane, obtenu par déaleditgn de la chitine qui est ell®méme extraite de la carapace

des crustacés.

La préparation de nouveaux matériaux biodégradables et bioactifs, composés de polymeres de
polysaccharide renforcés par des argiles préalablement modifiées par intercalatiothesive
mol ®cul es r ®put ®es pour | eur activii4d. biolog

En plus | 6int®r °t gudon accorde aujouaeddbdhuli
propriétés hydrophobiques et organophyliques tres irapt@$[5]. Sa modification par le bio
polymére connu sous le non du chitosane est de plus en plus utilisée pour récupérer et éliminer
des polluants présendsans les effluents industried$ présente une bonne activité antibactérienne

[6].

Dans ce contest, cette ®tude a ®t ® men® dans | e b u
matériaux syt h ®t i s ®s a etgexchitbsane de | 6argi l e

Ce travall est structuré en trois parties

La premiere partie estuey nt h  se bi bl i ogr aspne,ibactéreset activité | 6 ar ¢
antibactérienne.

La deuxieme partie préseg e | 6ensembl ée deé8®texp®rdentéactivi
effectuée dans le laboratoire de biologie

La troisieme partie du travail concerne la présentation des réstitataie et interprétation.

En fin on termine par une conclusion générale et perspective.
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l.1.Introduction

Les argiles sont utilisables pour différentes applications. En plus de fabriquer des matériaux de
construction, ils sont utilisés comme exemple, pour le développement de matériaux polymeres
ou le raffinage de I'huile alimentairgrace a leurs propriétés micro et macroscopiques, les
argiles et en particulier les Smétites jouent également un réle important dans le stockage des
déchets. A cet égard, le clash de claire neige a des propriétés intéressantes pour constituer un
barriére éanche autour des déchets. En contact avec les eaux souterraines, le barriere d'argile va
satisfaire progressivement. Ses propriétés pmahaniques évolueront pendant cette phase de
saturation. En particulier, le spectre de porosité de l'argile sefangéament modifié [1].

L'argile utilisé dans le travail est connu sous le nom de "Bentonite". Il fait généralement
référence a une poudre minérale constituée essentiellement de Montmorillonite (famille de
smectisite). Dans leur état naturel, la plupartdsices de bentonite sont hétérogenes; Ils sont
constitués de perturbation ou d'une timitation d'étanchéité ou d'irabotés et d'autres impuretés [2].

.2.1 6or i tpiaregyidee

L'origine des argiles peut étre attribuée a différents procestsisjuie l'altération physique
et chimique, le dépbt in situ et les processus hydrothermaux. La Figure 1 montre les degrés
d'altération des différents silicates. A noter que si la plupart des minéraux sont attaqués, le quartz
est particulierement résistaat sera peu affecté par les intempéries. Il convient également de
noter que les minéraux tels que le quartz, la muscovite, le feldspath, la biotite, 'amphibole et les
plagioclases sont les principaux constituants du granite, tandis que le basalte tds€ cbas
pyroxene, d'olivine et de plagioclase de calcium. C'est pourquoi le granit résiste mieux aux
différents processus d'altération que le basa]te [

Olivine
Pyroxéne Plagioclase calcique Basalte
Amphibole Plagioclase calco-sodique
Biotite Plagioclase sodique
Feldsparh potassique
Muscovite Granite
uartz

Figurel : Altération des silicates
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| 6argil e
L'argile est un matériau inorganique, connu depuis l'antiquité donc des utilisations industrielles
ont également été faites sur sa structure cristalline et ses propriétés fghysicpes. Les
développements scientifiques et techniques et les progres technologiques et sociaux qui en
découlent ont donné lieu a une croissance économique qui nécessite l'utilisation de grandes
guantités d'argile. Cela a donné lieu a de nombreux traviauxi@ développer I'efficacité des
matieres premieres argileuses et d'étudier leurs applications industrielles possibles. Actuellement,
l'argile est utilisée soit a I'état brut ou naturel, soit aprés avoir subi un traitement. Les différents
traitements comrennent le pontage et l'activatiof.[L'argile est une roche secondaire résultant
de la décomposition d'autres matériaux grace a ses propriétés, la roche argileuse peut étre utilisée
comme matériau premier dans la fabrication de céramiques, porcelainess et tuiles. Il est
également utilisé dans l'industrie du papier peint et dans les pyiérde p].

et

VRIS 38 afinabe

do.®v ol

I 6al t @rsar laifigure 2 @ peut obsenverue des t
de

sabl

ut i on

e

m

(

de

Les cristallites d'argile sont formées d'un empilement paralléle de feuillets élémentaires dont
le quelette est essentiellement constitué d'oxygene et d'ions hydroxyles. Les cations beaucoup
plus petits se logent dans les cavités squelettiqijekds minéraux argileux sont constitués d'un
empilement de structure bien définie, séparés par des inésnegdpelés espace interfoliai@. [

La Figure3 explique la terminologie utilisée pour définir la structure des argiles. Il existe quatre
niveaux d'organisation :

Les plans :

sont constitués d'atomes. Couches :
plans d'atomes d'oxygeret d'hydroxyle formant des couches de tétraedres ou des couches
d'octaedres. Les feuilles correspondent a la combinaison de couches. « L'espace interfoliaire :

association de deux
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c'est le vide séparant deux feuillets de méme structure, il peut étre occupé par des cations
(éventuellement hydratés). Cristal : résulte de I'empilement de plusieurs cd@jches [

s Tz 1L Fire=d i

+— D ahe-diral

—— Tetrahocdral

FErchangrabhle catiom

[ ]
. E
.
- - -

Figure3:Repr ®s ent ati on sch®matique de | 6empi |

dans une argile (cas doune smect.

l.4.1.La couche tétraédrique:

Il est formé de sitie tétraédrique, c'edtdire d'un cation Si4 + entouré de quatre aniofisdDi
constituent les sommets du tétraedre. Chaque tétraédre partage trois atomes d'oxygéne avec des
tétraédres adjacents. Ces atomes d'oxygene partagés sont disposés dans bexaggaaal qui

forme la base de la couche. L'équilibre des charges positives et négatives présentes dans cette
structure n'est pas neutre. En effet, chaque tétraedre est formé d'un cation Si4+ et de trois anions
0O2- qui forment la base du feuillet et cappartiennent également a un tétraedre adjacent, et d'un
guatrieme anion O2jui n'est pas partagé. Le solde des charges est alors : 4-2)3 2 (+ €2)

= -1. L'électro neutralité de la couche est obtenue par la liaison avec une couche chargée
positivement, par la présence d'ions compensateurs a la sdddeecouche, ou en ajoutant un

proton H + sur de I'®. L'épaisseur de cette couche tétraédrique est de 4.63 A°

O Oxygene
@ Silicium

Couche tétraédrigue

Figure 4: Eléments structuraux les tétraedres.
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I.4.2 .La couche octaédrique
Il se compose d'un cation Alou Md’ * entouré de six groupes Gtydroxyle. Ces octaédres
sont reliés entre eux par des anions communs et forment une couche plate. Le bilan de charge est
de +3 pour le cation A+ et de-1 pour le groupe hydroxylenais chaque OHest partagé avec
trois cations, ce qui donne : +3 + 6-1)(/ 3 = +1. Pour atteindre I'électro neutralité, seuls deux
sites octaédriques sur trois sont occupés par un cation At'est ce qu'on appelle une couche
de gibbsite dbctaédrijue. Dans le cas du cation Ryglorsque tous les sites sont occupés, la
couche devient neutre. La couche octaédrique a une épaisseur de 5,05 .

Enchalinement COctagdrigue

couche ociaednque

octaedre
Alurminiums-
Cnaygenes
Hydrosle

i o Hhydroseyle @ Aluminium, Magnésium.

Figure 5: EIéments structuraux : les octaédres
|.5. Propriétés des minéraux argileux:

1.5.1 .La surfacespécifique:
La surface spécifiqgue (SS) appelée aussi « Aire massique » représente la surface totale (AS)

par unité de masse (M) et on l'exprime généralementen[@h:

Ss=As/La fine taille des minéraux argileux leur confere une surface imponpanteapport au
volume des particules. La surface relative augmente avec ilautiom du diametre

w
o

feuillet

NS
o
1

Surface/volume

%J ;
(g

ﬂ

diamétre

Figure6: variation du rapport surface/volume en fonction u diameétre des particule.
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|.5.2 Hydratation et gonflement:

Les processus d'absorption d'ekns la structure des argiles sont complexes et peuvent étre
décrits de I'état sec a I'état hydraté ou de I'état hydraté a I'état sec. Mais ces deux séquences ne
décrivent pas le méme phénoméne et il s'ensuit que les mécanismes sont différents Inrsque I'o
étudie I'hydratation ou la déshydratation. L'étude des isothermes d'adsorption montre I'existence
d'hystérésis, ce qui montre que les mécanismes d'hydratation et de déshydratation ne sont pas
totalement réversibles

Les minéraux argileux se catédsent généralement a des degrés divers selon la nature de
la famille, par leur capacité d'adsorption d'eau. Cette eau existe sous de nombreuses formes :
adsorbée sur les surfaces externeassociée a des cations interfolaires ou cristalline sous forme
d'hydroxyle (OH), dont I'élimination se fait par déshydroxylat[aq).

Patticules

Eau capillaite . . .
Argile gonflante: expansion particule- agrégat avec 'apport d’eau

Figure7: Argile gonflante

.153.Capacit ® dé®change cationiqgue(CFC)

Les atomes de valence substitués dans les couches octaédriques ou tétraédriques par d'autres
atomes de valence inférieure, créent dans la feuille une charge globalement négative. La
compensation de cette charge est assurée par des cations échangeables, localisés dans l'espace
intrafoliaire [L1]. La montmorillonite oscille généralement (CEC) entre 702&t meq/100g12].

|.5.4. Espace hterfoliaire :

L'espace interfoliaire des argiles est plus accessible et permet des phénoménes de nature
physicachimique qui donnent lieu a tous les phénomenes de gonflement et d'‘échange qui sont
typiques des argige(parfois de certains mica)d.

Les espaces entre les feuilles peuvent étre vides ou remplis : lls sont vides lorsque les
différents feuillets sont neutres et liés entre eux par des liaisons hydrogene dans le cas d'espéeces
1:1, ou par des liaisorte Van Der Walls dans le cas de minéraux 24].

lls sont occupés par des cations des que les couches du batiment présentent un déficit de
charge suite a des substitutions isomorphes. Ces cations restaurent-hé&ettilité du systeme
et assunet en méme temps la liaison entre les feuillets adjacents, ici de nature idiigue [
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[I.1. Introduction :

L'histoire du CS a commencé lorsque Rouget Charles, en 1859, a discuté de la forme
désacétylée du CS. Différents chercheurs ont discuté de la nécessité de comprendre et d'étudier ce:
matériaux, de l'amélioration des méthedee production et de purification aux changements
structurels fondamentaux et a leurs applications. Le CS a été considéré comme une source de
matiere bioactive potentielle, mais il présente également plusieurs limitations pour son utilisation
dans un sysime biologique, notamment sa faible solubilité dans des conditions physiologiques.
Pour surmonter ces limitations, les chercheurs se sont donc concentrés sur la dérivation du CS par
des modifications chimiques et I'hydrolyse partielle du CS par des aetiysatiques, car il
contient divers groupdsnctionnels réactifs. Certains chercheurs ont rapporté que des changements
chimiques dans les structures du CS conduisent a une solubilité accrue dans l'eau et les solvants
organiques, et que le CS partiellathdnydrolysé par des méthodes enzymatiques présente des
propriétés considérablement améliorgEgs

Figurel: La crevette

[l -2-Définition :

Le chitosan est le biopolymeére le plus abondant aprés la cellulose. Il est utilisé depuis environ
trois dé&ennies dans les procédés de purification de I'eau. C'est le produit acétylé de la chitine, c'est
un polysaccharide naturel présent dans le crabe, la crevette, le homard, les méduses coralliennes.
etc. [2].

La nature cationique du chitosane es$ez particuliere, car la majorité des polysaccharides
sont généralement neutres ou chargés négativement dans un environnement acide. Cette propriété
lui permet de former des complexes électrostatiques ou des structures multicouches [3].

Le chitosan est un polysaccharide copolymere linéaire biocompatible, biodégradable et non
toxigue composé de B {4) -aminc2-désoxyD-glucose (DBglucosamine) et de-2cétamidel-
désoxyD-glucose (N-acétytD-glucosamine) et a la méme structure que la cellulosafdosée de
1 a 4 unités Bylucose liées) [4].

Le chitosane est le dérivé-desacétylé de la chitine, bien que cetted@dacétylation ne soit
jamais compléte, qui présente un certain nombre de groupes amino exposés, ce qui en fait un
polysacchade polycationique. En fonction d'autres polyméres synthétiques ou naturels chargés
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négativementq]. sur la quantité / I'étendue de la désacétylation, il existe différentes qualités de
chitosane. En raison de sa propriété gélifiante, il a été utilisé ldacgnception de systémes
d'adninistration de médicament§][

Le chitosae est I'un des biomatériaux les plus largement utilisés pour le développement de
pansements, d'échafaudages d'ingénierie tissulaire et de supports de médicaments, ensesison de
propriétés mucoadhésives, hémostatiques et cicatrisantes. La polyvalence du chitosane réside dans
sa réactivité chimique, qui permet le développement d'une large gamme de dérivés de chitosane aux
propriétés physiques, chimiques et biologiques variBesbref, le chitosane est actuellement
envisagé pour diverses applications biomédicales en raison de son excellente biocompatibilite,
biodégradabilité et bioactivitég][

Il -3-Propriétés du chitosane
Le chitosane est biodégradable et bioconbati(notamment hémocompatible). Il est
égalemenbactériostatiquet fongistatique.

Application en cosmétique et diététique

Le chitosane est utilisé dans leoquits cosmétiques et diététiques. Il est connu depuis fort
longtemps auwapon pour sa remarquable capacité de développer un gel protecteur dans I'estomac.

Le chitosane a des affinitésigfiqgues avec leBpides, avec lesquels il se lie des qu'il se trouve
a leur proximité. Le chitosane peut ainsi "fixer" environ 15 fois sa propre masse de lipides. Cette
liaison ne pouvant étmaétabolisée, les graisses ne seraient donc pas absorbées par I'organisme. Les
graisses et le chitosane seraient donc éliminés par les voies naturelles. Sous une forme
thérapeutique, le chitosane devrait, pour ces raisons, étre pris avant les repasartepetid
capacité dépend du type de graisse. De plus, le chitosane n'est pas soluble dans les milieux dont le
pH est inférieur & 2 donc l'efficacité du chitosane absorbé sous forme de poudre (capsule ou pilule)
serait trés faible et donc limitée & la fiardu haut intestin ot le pH est-dassus de pH Si le
chitosane limite I'absorption de graisse, il ne fait pas perdre de:pbiels limiterait simplement
l'apport.

Le chitosane abaisserait le niveau totacHelestérolLDL ("mauvais cholestérol") et éleverait
le niveau de HDL ("bon cholestérol"). Il préviendrait également, aux deertains l'apparition
du cancer du célon

[l -4-Application du chitosane:

Il -4-1-Application en médecine

Le chitosane est actuellement utilisé ou étudié pour diverses applications dans le domaine des
biomatériaux notamment pour la régénération tissulaitgriostase(éponges hémostatiqyest
I'ostéogénéset la vectorisation de molécules biologiguement adi8jedl a une action contre le
biofilm formé par le champignoaspergillu§9] .
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Il -4-2-Application en protection des cultures:

Le chitosane a des propriétés antivirales, antibactériennes et antifongiques, qui ont été
explorées pour de nombreuses utilisations agricoles. Il a été utilisé pour lutter contedaléies
des plantesu réduire leur propagation, ou pour améliorediéfgnses naturelles des plarfted.

Il -4-3-Colle industrielle :

Le chitosane est un des ¢ o0 mp obsegeted Farpldsieursr e C O
organismes de recherche, ddmstea "Avec une résistance mécanique au cisaillement du joint de
colle (la mesure de r®f ®rence) sup®rieure ° 7
sbav re aussi ef f i c a.cCete colleeest Egalsmert madins acsive ipoudlalr s t |
santé et I'environnemefitl] .

Il -4-4-Traitement des eaux usees

La chitosane est également utilisé pour le traitement des eaux usées par filttatitme c'est
un polymére cationique il permet decomplexerles métaux lourds (liens de amlination), les
graisses et certains composés phosphorés, et rétlwibidité de I'eau de maniére plus efficace que
le sable. Il agit aussi comme aideagulant, réduisant ou linant ainsi les produits a base de
polyacrylamide, d'aluminium(alun), actuellement utilisés dans les traitements d'eaux usées
(Réf:Arnold Blais chimiste Marinard Biotech).

Il -4-5-Efficacité controversée:

Le chitosane est ungapteur de gras. Il a la capacité d'interagir avec les graisses du systeme
digestif et donc limiter leur absorption. Ainsi, le chitosane peut étre un complément efficace pour
aider a la perte de poids durant les périodes de régime ou pour le stabiliser. lanaheta
Cochrane de 20022, qui a évalué les essais cliniques disponibles relatifs aux effets du chitosane
sur la perte de poids, a conclu que le poids corporel et tous les paramétres liés au cholestérol
évoluaient de maniere favorable apres la prise de chitosamgao® au placebo. Pour les groupes
de personnes prenant du chitosane, la difféerence moyenne dans la masse corporelld gt&ig de
(-2,1 al,3 kg), changement statistiquement significatif. Dans ces nombreuses études cliniques,
aucun effet secondairepar cul i er ndéa ®t ® observ® ~ |l a suit
variée (en termes de durée, de nombre et des caractéristiques des patients, de doses, de type d
régime, de qualité et de caractéristiques du chitosane, etc.) des essais céffegtags pour
®valuer | 6influence du chitosane sur | a pert e
observées dans les résultats des essais clinigies critiques exprimées quant a l'efficacité réelle
du chitosane. Dans un modele expéntal de I'estomac et du duodénum étendu, le chitosane a
montr® qubi l Il nteragi ssait avec | " huil e, ce
améliorait I'excrétion des lipide€ependant, le mécanisme d'interaction entre le chitosane et les
lipides est encore méconnu. Bien que certains détracteurs affirment que la version modifiée du
chitosane stoppe l'absorption de quelques minéraux, plusieurs études animales contredisent cette
affrmation en démontrant pas ou peu d'effet. Chez la solingestion de chitosane n'a pas
diminué le niveau de fer, le zinc ou cuivi2e p |l us, i n'y a aucune ptr
secondaires n®fastes, en particulier sur | 6ab
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Il -4-6-Production et marché:

En 2003, il exist& environ 65 producteurs de chitosane dans le monde ddét @8isent des
crustacés comme source de matieres premieres, on peut également le produire a partir de certains
végétaux. Le marché du chitosane est en pleine croissance grace aux applieatilussesh plus
nombreuses. Par exemple, en 2000, les ventes de comprimé a base de chitosane pour la perte d
poids aux USA étaient estimées a 6 millions P53 .

Conclusion
En raison depropriétésntéressantede la chitosane , noustéressanta utilige dans lasynthese
desmatériauxa basedd a r g i | éudier ke pduvoir ahtbactérienne de ces derniers
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CHAPITRE I L e mode des bactériest activité antibactérienne

[11.1 Introduction

Les infections bactériennes sont causées par différents -organismes et sont la cause des
maladies les plus fatales et des épidémies les plus répafijuBe. nombreux antibiotiques sont
développé pour |l es traiter, cependant | eur util:i
multi résistance bactérienne. La maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que
de nombreuses bactéries ont développé une résistance a la plepaantibiotiques ce qui a
constitu® un probl me de $2hnt® i mportant ~ |06

[11.2. Définition des bactéries.
Les bact®ries typiques sont des organi smes ur
leur génome est le plus paties cellules vivantes.

La taille débune bact®rie varie entrel2h Elle 10 ¢
contient 70% dbéeau. Rapport® au poids sec, u
lipides (10%), de lipopolysacchargle ( 3 %) |, de peptidoglycane ( 3%)
(20%) et dO6ADN ( 3%).

<> :
- o
Q“\’of’ U"//
> Bosertitinboidiinoms il prewmoni ocerdi
D —~ /§’ . %
S8ac® -

us Helicobacter pylori ma pallidum
© CanStockPhoto.com - csp34296237

Figure 1 : Exemples de bactéries couramment rencontrées dans lanature

M-3-Structure dbéune :cellule bact®rienne
La cellule procaryote est constituée par :

Une membranelasmique composée de lipides et de protéines et pauvre en glucides. Cette
membrane est dépourvue de cholestérol.

Un cytoplasme homogene, limité par une membrane plasmique, qui renferme des ARN solubles
(ARN messager et ARN de transfert), et ARN riboabm

Un nucl ®opde: ®qui val ent du noyau, occupe | ¢
mol ®cul e dO6ADN <circulaire doébune | ongueur de 1
pas entour® doéune enveloppe qade pour &000s peopemese d
différentes.
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Des plasmides: ce sont des fragmentoxalises@ahd N e
le cytoplasme.

Des ribosomes: visibles dans le cytoplasme, le plus souvent groupés en polyribosomes.

Un m®sosgmd: didluneda nvagination de | a membran
bactérien. Il contient les enzymes de la chaine respiratoire, et assure donc la fonction des
mitochondries

[l -3- Structures inconstantes :
1-un flagelle: qui est une expansiommbranaire mobile dont le nombre est de 1 a 8.

2-des pilis (poils): qui sont des expansions membranaires rigides plus courtes que le flagelle, utiles
| 6adh®si on.

3-une capsule: inconstante de nature polysaccharidique, amorphe , souvent tres mimcei La p
bact ®r i enne: Codest une enveloppe rigide assur
forme des cellules. Elle mesure 8 " 300m doé®p

capsule

paroi cellulaire
membrane cytoplasmique

vacuole
appareil nucléaire

corpuscules métachromatiques
mitochondries

granule basale
BACTERIE ~— cils

Figure 2 : Morphologie des bactéries.

Il -4 Les différents types de bactéries
Il existe deux grandes classes de bactéries:

Les bactéries a Gram positif et les bactéries a Gram négatif.
La difféerence réside essentiellement dans la structure de la paroi celBlaire[

[l -4-1- Bactéries a Gram positif:
Les bactéries a Gram + ont une stuue unimenbranée qui est organisée en trois grandes parties :
(de | 6ext®rieur vers | 6int®rieur)

-La couche de peptidoglycane composant la paroi cellulaire.

-L6bespace p®riplasmique
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- La membrane plasmique

La couche de peptidoglycane est tresi épas e . Loespace p®riplasmiqgl
quechezlesGranet cb6est un espace de stockage doboenzy

Cet espace a beaucoup dbéautres fonctions, n o
protéine etdans le métabolisme. Cette espace se situe entre la couche de peptidoglycane et la
membrane plasmique

Les bactéries a Gram positif se cultivent, pour la plupart, facilement dans les milieux de base; on
dit que ce sont des germes non exigeants. La pldearcoques, les bactéries de formes rondes,
sont des Gram+, et de nombreux bacilles,

bactéries de formes allongées en batonnets, sont aussi des Granypositif

Lipoteichoic acid

Peptidoglycan —3=

Figure3: Paroi bactéries a Gram positif.

lIl -4-2- Bactéries a Gram négatif.
Les badies a Gram négatif ont manifestéds i s des anti biotiques wun
plus en plus grand qui a abouti a des problemes thérapeutiques encore aigus

Les bactéries a Gram négatht une structure biomembrane qui est organisée en troisaga
parties:

-La membrane externe.
-Lbespace p®riplasmique (comportanfl.notamment

- La membrane plasmique qui est presque pareil que la membraneesctacilles a gram négatif
httes naturelbdodepvibonheméenn sbntderesponsabl e
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} O-polysaccharide

Core polysaccharide
;{** Lipid A
0)
’ #)) -—— Phospholipid
Periplasmic space

Outer membrane

Lipopolysaccharide

Peptidoglycan ———» @

Inner membrane { Membrane protein

Figure4 : Paroi des bactéries a Gram négatif

[l -5-Croissance des bactéries

La bactérie se multiplie par fission binaire la bactérie grandit puis se divise en deux cellules filles
séparées paun septum de division formé par la paroi cellulaire. Durant la division, I'ADN se
dupligue ainsi que les autres constituants.

Pour | eurs synth ses <cellulaires, |l es bact ®r
carbone, doadobénhatrde besbrasetnorganiques.

Les bactéries peuvent étre cultivées en milieux liquides ou solides. Plusieurs conditions- physico
chimiques affectent | eurs croissances telles
bactéries aérobies stristme se développent qu'en présence d'air. Leur source principale d'énergie
est la respiration. Les bactéries microaérophiles se développent mieux ou exclusivement lorsque la
pression partielle d'oxygene est inférieure a celle de l'air. Les bactériemnaérobies facultatives

se développent avec ou sans air. C'est le cas de la majorité des bactéries rencontrées en pathologi
médicale. Les bactéries anaérobies strictes ne se développent qu'en absence totale ou presqu
d'oxygene qui est le plus souvent tpxe).

Croissance des bactéries La bactérie se multiplie par fission binaire: la bactérie grandit puis se
divise en deux cellules filles séparées par un septum de division formé par la paroi cellulaire.
Durant la division, 'ADN se dupliqgue ainsi que lestras constituants. Pour leurs synthéses

cellul aires, |l es bact®ries ont besoin de diff
et débautres besoins inorganiqgues. Les bact ®r
solides. Plusiewr conditions physicahimiques affectent leurs croissances telles que le pH, la

temp®rature et | 6effet de | 6oxyg ne (Les bact

d'air. Leur source principale d'énergie est la respiration. Les bact@imeaérophiles se
développent mieux ou exclusivement lorsque la pression partielle d'oxygene est inférieure a celle de
I'air. Les bactéries aém@naérobies facultatives se développent avec ou sans air. C'est le cas de la
majorité des bactéries rencontréas pathologie médicale. Les bactéries anaérobies strictes ne se
développent qu'en absence totale ou presque d'oxygene qui est le plus souvent toxique).
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[l -6-Infection bactériennes:

Sur les infections bactériennes en général, il faut savoir que :

-ly a deux cat®gories distinctes de mal adi es
résulte partiellement de la multiplication bactérienne qui provoque souvent des altérations
tissulaires. Et | d6intoxicapt®cordiguR®gdwalntse | ce clo
- Le pouvoir pathogene conditionne le type de maladie et va dépendre de I'espece bactérienne
responsable de l'infection. La virulence est une notion quantitative alors que le pouvoir pathogéne
est une notion qualitativélinsi pour un méme pouvoir pathogéene, on peut avoir des souches plus

ou moins virulentes.

- Un agent pathogéne primaire est un agent causant une maladie chez un héte sain par interaction
directe. Au contraire un agent opportuniste est un organisme&caoialement libre, soit faisant
parti e de la microflore nor mal e de |l 6ht1te I
circonstances.

-La relation parasithote dépend de 3 facteurs : le nombre de parasites, leurs degrés de virulence et

la défensedéblh 't e qui d®termine sa r®sistance.

-Le terme virulence fait r ®f ®r ence ° | 6i nt en
caractéristiques : les pouvoirs invasifs, infectieux et toxinogenes.

-Le pouvoir i nvasi f e st répandre dapsalesitiss® adjaeentd. &eo r g
pouvoir i nfectieux est |l a capacit® quobda | o6or

toxinogéne est la capacité du germe a produire des toxines.
- La maladie peut résulter parfois des réactions immurstaire x a g ® r ® e savisumadert h 1 t e
pathogene et non a cause des toxines.

M-7-Léeffet antibact ®ri en
- Les agents antibactériens agissent sur les bactéries au niveau moléculaire en perturbant certaines
de leurs fonctions essentielles.

- Le refled des interactions matériaux antibactériéimctéries, nous permettra de définir les
concentrations dbébagents antibact®riens n®cess
bact ®r i enne donn®e ai nsi gue | e des amatérawuxr s (
antibactériend].

[l -8-Activité anti bacterienne.
L6effet antibact®rien dbébun agent peut °tre ba

Effet bactériostatique:

Il sdéagit doébune inhibiti on désguelasubstandispasatance b
Effet bactéricide :

Cdbest une action | ®t ale sur | es bact®ries pro

11.8.1.M®t hodes de d®termination de | dactivit® ar
(I existe plusieurs m®t hodes quantibgctériermmet t ent |
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11.8.1.1. Méthodes de diffusion sur agar

Cette méthode consiste a la diffusion des extraits de plante existant dans les disdpes les
puits:

a. Méthode des disques

Cette méthode a été développée en 1940. Elle a été largententsit®e pour | danal
antimicrobienne des extraits gdantes.Son principe est basé sur la diffusion ldesubstance a
tester © partir doéun méalabpment dépese suaune gelose Approptiéma i
comme MuelleiHinton ou gélge nutritive ensemencée en surface avec une culture pure de
microorganismes. Apreésncubati on, des zones doéinhibition:
substance testée esitive.

b. Méthode des puits

Le principe de cette méthode consiste a mesureapr s 24 heur s lesdzénesn c u b :
déinhibitions autour des puits de anfibactémende di a

[11.8.1 .2Méthodes de détermination de la concentration minimale inhibitrice :
La détermination précise de@MI|I doéune substance bipouwoomplétee e st
|l es donn®es de | 6antibiogramme. Parmi ces m®t

Dilution en milieu gélosé :

Elle consiste a préparer une série de milieux gélosés contenant des concegta@tsastes del
substance. Les souches bactériennes a tester sont ensemencéasitigauxes quantité standard.

Apr s 24 heures do6i ncub a tfdibeconcentr&idn ddsDhstamenr d ®t ¢
| aquel |l e aucestobservéa. oi ssance no

Dilution en milieu liquide :

Cette méthode consiste a préparer une série de tubesowbon nutritif contenantdes
concentrations croissantes d'extrait a étudier, ces tubes sont en suite ensemencésigaensien
bactérienne standardisée. La lecture est effeatiséellement aprés incubation a37°C pendant 18 a
24 heures.

La croissance bact®rienne est i ndi qu @&m®uble ar I
appara’t dans |l es tubes. Le pr emi ercontentitien o0 % i
minimaleinhibitrice.

[l .8.1.3. Méthode de porte germe

Le portegermes est constitué d'une bandelette de papier filtre. Il est immergé dansdtumeed'un
germe test, séché puis mis en contact avec des concentrations croissaetésites_a garvie ou

la destruction du germe est mise en évidence par immersion du paEaikblement séché dans un
bouillon nutritif pendant 24 heures a 37°C
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[11.8 .2.Propriétés antibactériennes du chitosane

Les propriétés antimicrobiennes du chitosane et segédéne sont plus a prouver et plusieurs
®tudes ont d®montr® | eur potentiel antimicrob
et les tissus biologiques). Toutefois, la majorité des travaux publiés portent sur les solléens et
films abase de chitosanke chitosane posseéde donc une puissante activité antimicrobienne contre
un large spectre de souches bactériennes, fongiques et méme contre des levures, virus et spores
Dans ce chapitre, il sera question des propriétés antibactéridnngdstosane, et de facon plus
spécifique contre une large gamme de bactéries a Gram positif et a Gram négatif

[11.8.2.1 Mécanismeantibactérien du chitosane.

Pour tenter d'expliquer le mécanisme antibactérien du chitosane, trois possibles modesodiactio

été proposés dans la littératur&e | on | e premi er mode dbéaction,
perméabilitt membranaire en interagissant avec la paroi bactérienne via ses groupements
fonctionnels protonés N¥i. Le chitosane interagirait alorseavles charges négatives des éléments
constituant la paroi bactérienne. Par conséquent, il perforerait la cellule bactérienne, provoquant
ainsi le relargage du contenu cytosolique et la fuite des composants intracellulaires; Le second
suggere gue le chitase formerait une enveloppe autour de la cellule bactérienne, empéchant ainsi
les échanges avec le milieu extérieur, non seulement pour I'assimilation des nutriments mais aussi
|l 6excr®tion des toxines accumul ®es ledkitosane | e
déstabiliserait I'équilibre physiologique des bactéries en chélatant les oligoéléments essentiels a leur

croi ssance; Selon |l e troisi me mode ddaction,
(chargé négativement) serait responsalele ds on acti vit® anti bac-t ®ri e
ADN interf®rerait avec | a r®plication de 19

messager (ARNm) et la traduction de certaines protéines indispensables a la croissance bactérienne
Dans cegrois cas de figure, les interactions-6&ctérie ménent inévitablement a la lyse et a la mort
cellulaire. Cependant, la probabilité du dernier mode d'action suggéré a été jugée faibleceticelui

été considéré comme étant une conséquence de l'unueséeanismes susmentionnés car pour
atteindre | e mat®ri el g®n®tique de | a bact ®r i

[11.8 .2.2. Effet sur la membrane bactérienne

Les propriétés antibactériennes du chitosane ont été largement étudiéesirmmntiste gamme de
bactéries. Certains auteurs considerent le chitosane comme agent antibactérien bactériostatique
Autrement dit, le chitosane serait capable d'inhiber la multiplication des bactéries sans pour autant
l es tuer, t andibsuegnute udnd aeuftfreets Hadt @artitcriide, c 0
bactéries et non juste freiner leur croissaftce u de travaux sont disponi
chitosane peut avoir sur la paroi bactérienne. Néanmoins, il semble que les inteetdtieriss
fonctions amines protonées RHdu chitosane et les motifs chargés négativement des
phospholipides membranaires soient responsabl
physiologique de la cellule. Le chitosane déstabilisergtfanéabilité membranaire et causerait la

fuite du contenu intracellulaire dont protéines, matériel génétique (ADN, ARN), minéraux, etc.
Toutefoi s, | a perforation de | a membrane pl as
et ce malgré le faique la rupture de la membrane ait bien été obselrdm, le mécanisme ainsi

que les voies métaboliques via lesquelles le chitosane est internalisé a travers la paroi pour rejoindre
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la membrane cytoplasmique restent a ce jour inconnus. Raafat ett atudié le mécanisme
d'action de solutions de chitosane contre la bactérie S. aureus. lls ont conclu que le mode d'action du
chitosane est un phénomene complexe qui n'a pas été entierement élucidé. Néanmoins, les auteur:
ont rapporté que l'acide lipotemigue (LTA), un glycolipide présent dans la membrane des
bactéries a Gram positif pourrait étre impliqué dans le mécanisme d'action du chitosane contre S.
aureus, et ce par teraction entre les motifs NH et les charges négatives du LTA. Cependant,

| 6 ilicatipn du LTA dans le mécanisme d'action n'explique que partiellement la sensibilité de la
bactérie S. aureus aux solutions de chitosane. En 20 effet, les bactéries a Gram négatif sont
dépourvues de LTA et sont tout de méme sensibles a I'action duadeité®&cemment, Hammer et

al. ont étudié l'implication possible du lipopolysaccharide (LPS) dans le mode d'action d'un
aminopeptide synthétique (AMP) NK contre les bactéries a Gram négatif dont E. coli et Proteus

mirabilis. Les auteurs ont conclu queM®# s o6i ntercale ° travers | es
lier au LPS. Puisque la membrane bactérienne constitue la premiere barriere face aux agressions
externes, | 6intercalation de | 6AMP ° travers

cau®rait alors des lésions hétérogénes dans les membranes bactériennes. Ceci suggere que le
structures intracellulaires telles que | "'"ADN

supposer que ce m®cani sme d odeadantidonné lgppuesence ele s 6
fonctions amines dans | es deux mol ®cul es (AN

doéoinvestiguer plus en profondeur afin de mieu

Conclusion:

En connaissant les difiénts types de bactéries et leurs structures, la synthése de nouveaux
matériauxa base de chitosane ayant une activité antibactérienne a apporté un grand intérét pour
des chercheurs en raison du souci mondial concernant la santé publique
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CHAPITRE IV Partie Expérimentale et Résultats.

IV.1 Introduction :

Cettepartieenglobeles procédures et les techniques expérimentales adoptées pour la réalisation de
cette étudeDans notre travail nous avons adbiRE-t er
Fluorescence X) pour caractérisés les matéra@umpositesynthétiségans le butd @&udier leur

activité antibacterienne

IV.2. Méthodes de caractérisations

IV.2.1 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FIR)

La Spectroscopie infrarouge ° transfor m®e de
infrarouge @r le matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des
| i ai sons chimiques, d effectuer | anal yse des

Le principe de la spectroscopie par transformée de Fourier est unarfagmintuitive d'obtenir la

méme information, plutét que d'illuminer ['échantillon avec un faisceau de Iumiere
monochromatique, cette technique utilise un faisceau contenant une combinaison de multiples
fréquences de la lumiére, et on mesure l'absorp@oihéchantillon. Le faisceau est ensuite modifié

pour contenir une combinaison de fréquences différentes, on mesure de nouveau l'absorption par
I'échantillon, et I'opération est répétée de nouveau, de multiples fois.

Une fois toutes les données acqsjsgn ordinateur prend toutes ces données et calcul(lcmrrsab
pour en déduire I'absorption a chaque longueur d'¢tte

Miroir fixe

Faisceau
divisé

Faiseau divisé | |

retardé

Source de lumiére
cohérente

Séparatrice

Faisceau
recombiné

Echantillon D

5

Détecteur

-
Mirroir mobile

Figurel:Repr ®s ent ati on sch®maiR que dbébune s

Le faisceau décrit alessus est produit a partir d'une sourcdudgere a large bande, contenant
I'ensemble du spectre des longueurs d'onde a mesurer. La lumiére passe par un interférometre (un
ensemble de miroirs réfléchissants ou se#fiechissants dans une certaine configuration, dont l'un

est déplacé par un motede facon a faire varier le trajet parcouru par la lumiére). Au fur et a
mesure que le miroir se déplace, chaque longueur d'onde se trouve périodiquement bloquer ou
transmise par | interf ®rom tre, p ar moduléesraf ®r e

des vitesses difféerentes, de sorte que, a chaque instant, le faisceau sortant de l'interférometre
posséde un spectre différent.
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Comme mentionné précédemment, un traitement par ordinateur est nécessaire pour convertir les

données brutes en domsedirectement exploitables (lumiere absorbée en fonction de la longueur

d'onde). Ce procédé requiert un algorithme commun, la transformation de Fourier, qui donne son
nom a cette techniqup2].

IV. 2.2.Diffraction des rayons X (DRX)
La méthode de diffradion des rayons X permet de déterminer les distances interatomiques lors de
I'étude de corps cristallin. L'appareillage utilisé est généralement un Goniomeétre qui comme il est

illustré en est constitué d'une source de rayons X (tube a rayon X), d'un moonaisur et d'un
détecteur.

Lors de l'interaction des rayons X avec la matiére, trois phénomenes principaux se produisent,
l'effet photoélectrique, la diffusion incohérente (perte d'énergie de collision des photons incidents)
et la diffusion cohérent¢3].

Cercle du

diffractometre
Cecle de . 1
focalisation \
foyer du /
s fene e 'B(«
/ fen'e de ieception
fente i
\ divergence .
{ anti.diffusion
/ u ke / “
/¥ , echantllon 2 \ \
rayon du R\_ S
diffiacomente &Y Or A 0
foyer du e v
tube - -
\ I = v
T v H -’/: :\’:
— T S divergence
I B — 7'.\ , } Y fasscean 2.3°
3 = \ \ N
_* S swiface muadiée L x |
o \ \ \
< masque \, ‘¥chantilion - dixmétie D
fentes ce 1=5220 mm \
Soller 004 ad fente e poste echantilion
divergence

Figure 2 Représentation schématique d'un diffractomeétre
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LCIVIT

goniométrique

Echantillon

Ampli

incident | Enregistreur

Fente

diffracté
Détecteur

R A
20>
N\

s

Figure 3 Représentation schématique du principe d'un diffractomeétre

IV.2.3. Laspectrométrie de fluorescence des rayons X
(SFX ou FX, ou en anglais XRF poxiray fluorescence[4]

La spectrométrie de fluorescence des rayons Xst une technique d'analyse chimique utilisant
une propriété physique de la matierefJuarescencelerayons X

Lorsque l'on bombarde de la matiere avec des rayons X, la matiére réémet de I'énergie sous la
forme, entre autres, de rayons Xest la fluorescence X, ou émission secondaire de rayons X.

Le spectrades rayons X émis par la matiére est caractéristique de la composition de I'échantillon, en
analysant ce spectre, on peut en déduire la composition éléragntesta-dire les concentrations
massiques eéléments

L'analyse du spectre peut se faire de deux maniéres

hparanalyse dispersive en longueur d'ofdi-XRF, wavelength dispersive-bay fluorescence
spectrometry;

paranalyse dispersive en éner@fcD-XRF, energy dispersive-Xay fluorescence spectrometip]
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échantillon

fluorescence

source RX
— -9
hv,‘%\
N hv'
-o- -o- g
-0 —o—)
-0 -

Figure 4: Représentation schématique de la fluorescence X.

IV.3.Préparation des matériaux composites

IV.3.1. Réactifs Utilisés
Chitosane (Aldrich)

Acide acétique d= 1.05 (Prolabo)
Hydroxyde de sodium (Fluka)
Eau distillée

Argile AMN

Thiosulfate

Chlorure de sodium

IV.3.2.Protocole de préparation

La synthése des matériaux composites piégarée selon troigqtocoles

1-On prépare une suspension argileuse de 5g, sous agitation, dans laquelle on ajoute goute a goute
les billes de chitosane. Aprés décantation, on récupéere la phase solide eteon skeghns | 6 ®t
pendant 2heures

2-On mélange la solution grérée a base du chitosane a la suspension argileuse préparée avec NaCl
(1M) suivant la méme procédure que le protocole N °1. Le produit est récupérééegantation,

puis il est séché et broyé.

30n pr ®pare une sol uti on dé sodiums(IM), d dquellg onlajeutee t
lentement, goute a goute, la solution chitosane. La suspension est séchée, broyée et stockée.
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Figure5: Principenddun€Ckrtatane dans | 6ar

IV. 3.3. Caractérisation des matériaux composites :

V.3.3.1. Analyse chimique par fluorescence X :
L 6 a n ahinyigaiee par fluorescence Xnous a donné la composition chimique de nos matériaux
composits ainsi préparées .Selon les résultats de cette analyse montrés dans le tableae N°

modification bienr e mar quabl e dans | es compositions ct
| 6i ntercal ation de cette dteigsulfate. r e par | a chi't
Tableau 1 :Analyse chimiquepar fluorescence X pour les trois argiles modifié

Composés A brute (%) A CHI (%) A S CH (%) A T CHI (%)

Na,O 1.860 1.840 9.130 12.474

Mg O 3.767 3.470 2.823 1.959

AlLO 3 15.606 15.388 15.022 9.992

Si 02 57.006 55.725 55.123 36.140

SOz 0.216 0.021 0.012 10.190

K,0 1.401 1.150 1.155 0.861

CaO 0.637 2.536 0.044 0.007

Fe, O3 2.204 2.364 2.010 1.438

Mn, O3 0.028 0.022 0.020 0.011

P,Os 0.042 0.028 0.034 0.024

TIO* 0.160 0.150 0.147 0.103

SrO 0.014 0.014 0.002 0.001

SiO, Al, O 3.65 3.62 3.66 3.61
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IV.3.3.2. AnalyseDRX :

Cette analyse a montrégue les matériaux composites @HI, A.S.CHI et A.T.CHI) sont
vraisenblement occupés par le chitosane .

Déapr s |l es figures (2.3.4), on r e®Brquewde po
=15.15 A pour agile chitosane et a 2 theta = 6.73 d= 13.13 pour argile sodé chitosane et pour argile
thiosulfate chitosane a 2 theta = 7.54 d = 11
doo1l , | 6or dr e de sdndigue gue te® aspeced ieterfaiares de teois argiles
modifier sont vraisenblement occupés par chitosane dans le cas de A CHI, A.S.CHI et A.T.CHI
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Figure6:Di f fract ogramme de rayon X Dobéar gi
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Figure 8:Di f f ract ogramme de rayon X Do6ar

IV. 3.3.3Analyse spectroscopique Infra Rouge :
Cette analyse a montrla présence des bandemractéristiques de la chitosane dans les matériau

composite ainsi synthétiségi sont :
1635.5 crit : bande moyenne caractéristique des groupemenis NH

870cm'’'bande caract®ristique ddédun compos® cyc

9219

T T T T T — T T — T T T
20000 15000 10000 5000
Liem

Figure 9: Spectrd nf r ar ouge de | dargile chit
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Figure 10: Spectrd nf r ar ouge de | 6argile sod®
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Conclusion
Les trois techni gue sDRX&IR)oatl cprgirenés iénllau présensedela c e

chitosane dans les matériaux synthétisksis allons testés par suite leur activité anti bactériennes
vis - &- vis de 4 souches microbiennes
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IV.3. 4. Etude de | 6activit® antibact®rienn
Cetteétude a éténenéedans le laboratoire de biologie sous la direction du Dr A AMAME.

L6O®t ude de | 6acti vi t ®composite dinai syntleétishgd sumles bactériess ma
au niveau moléculaire en perturbant certaines de leursidoaessentielles, elles sont variées en
fonction de quatre facteurs :

Le temps

La concentration de I'ageantibactérien

Les conditions physicechimiques dumilieu
Le nombre et I'état des bactéries.

IV.3.4.1Milieux de culture :

Pour I'étude dd'activité antibactériennele bouillon nutritif a été utilisé comme milieu
d'enrichissement pour toutes les souches bactériennes E. Coli , et BaSillegtocoque ) Les
souches bactériennes ont été repiquées respectivement sur un milieu géloEe@ntiitou gélose
Sabouraud afin d'obtenir des colonies jeunes . Pour l'activité antibactérienne , par la méthode de
diffusion en milieu solide , la gélose Mueller Hinton et milieu PDA ont été utilisés. 20 ML de
chaque milieu en surfusion sont repartinglales boites de pétri de 90 mm de diametre afin
d'obtenir une épaisseur de 4 mm . Avant solidification la gélose , les boites ont été disposées sur une
surface plane afin d'assurer une bonne uniformisation de la surface de la gélose .

i

Figure 13: Milieu de culture dans des boites de pétri

IV.3.4.2Préparation de l'inoculum :

1 a 2 colonies bactériennes bien isolées et parfaitement identiqugzré&entesa partir des
coloniesjeunesa l'aided'une anse dglatine,puis émulsionnées dans un tube contenant 5 ml d'eau
physiologique puis agiter au vortex . La densité de l'inoculum a été ajustée a 0,5 Mc Farland . Des
dilutions appropriées sont faites avec de l'eau physiologique afin d'obtenisuspension
bactérienne a I'UFC / ml.
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IV.3.4.2.1 La méthodepar diffusion :

La méthode par diffusion en milieu gélose est une technigque qualitative permettant de
déterminer la sensibilit¢é des microorganismes -via - vis d'une substance a testréputée
antimicrobienne . Cette méthode repose sur le pouvoir de diffusion de la solution antimicrobienne a
I'intérieur d'une boite de Pétri, a partir de puits creusés par carottage dans un milieu nutritif solide (
Mueller Hinton ou PDA ) préalablemeeshsemenceé againe culture microbienne

a)-Ensemencement

Dans les boites de pétri , un a deux millilitres de chaque suspension bactérienne préalablement
préparée sont distribués distinctement sur des boites gélosées de Mueller Hinton pour Iss souche
bactériennes ou PDA pour la souche fongique puis homogénéisée dans tous les sens de sorte ¢
couvrir toute la surface de la boite gélosée . La suspension bactérienne est laissée au contact de Iz
gélose pendant | mn puis I'exces de suspension est prélaidead'une pipette pasteur stérile
surmontée de poire . Les boites de gélose ainsi ensemencées sont laissées pendant 15 mn a |
température du laboratoire

e

Figure 14 : Ensemencement
b)- Dépodts des matériaux

A l'aide d'une pipette pasteurritbée au Bec Bunsen , les puits sont creusés par carottage de la
surface de la gélosée de Muelddinton , Chis Archio Les différents matériaux élaborés Soet spky
sont déposeés dans leu puits respectifs . Les boites gélosées ainsi préparées sont nailstenues
température aboratoire pendant 15 min afin de permettre la diffaision . Ensuite , elles sont
incubées 7 ° C pendant 24 heures pour les souches bactériennes.
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c) -La lecture des résultats

A | 6aide dobéun pied 7 cowsl idese zonedd wmda nthi dli &,
sont déterminés.

IV.4L e s r ®s adtivitéantisact&ienne : 6

Les figures suivantes montre les photos des boites de pétries pour le tests de zone d'inhibition du
ma t ® rargite chitdsane(AC) ,| 6 a r dosulfage (ATl 6 ar g i I(AS),centeulas &ches

bact ®ri ennes. Les r ®sul t adesousisachdnbqueb ser vati on
1 > AC
2 » ACT
3 » AS

Figure 15 Testsde one doi nhi bitition des mat ®ri aux ;

Figurel6. Tests de zone déinhibitition des mat @
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