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INTRODUCTION GENERALE

Introduction générale

L'hydroxyapatite (HAP) est un composé minéral de phosphate de calcium qui joue un
role crucial dans plusieurs domaines traitement des eaux et I’application biomédicale [1].

Il s'agit de la forme cristalline de I'apatite, un minéral abondant dans le tissu osseux des
étres humains et des animaux et dans les dents, les coquilles d’ceufs, Les coquillages et une
autre obtenue a partir de dép6ts minéraux comme les roches de phosphate tel que le phosphate
noir [2].

En raison de sa similitude avec la structure minérale naturelle des os, I'hnydroxyapatite
est largement utilisée dans plusieurs domaines notamment la médecine régénérative, de
I'orthopédie et de la dentisterie. Elle est utilisée pour la fabrication de biomatériaux, tels que
des implants osseux, des revétements de surface pour les protheses et des substituts osseux.
L'objectif est de favoriser la régénération et la réparation des tissus osseux endommages ou
perdus [3].

L'hydroxyapatite est appréciée pour sa biocompatibilité, c'est-a-dire sa capacité a
interagir favorablement avec les tissus biologiques sans provoquer de réactions nocives. Elle

peut étre synthétisée en laboratoire selon différentes méthodes [4].

Le but de notre travail est de synthétiser des biomatériaux a base de I’hydroxyapatite et
comparer leur comportement structural avec I’hydroxyapatite commerciale en appliquant les
techniques de caractérisation (DRX et IRTF), et aussi a leur effet sur 1’activité antimicrobienne

comme inhibiteur microbien pour évaluer leur impact avec certaines bactéries et microbes.

Ce mémoire intitulé : « Elaboration et caractérisation d’un matériau a base de
I’hydroxyapatite : Application sur ’activité antimicrobienne ».

Les plans de travail adopté sont comme suit :

Dans le ler Chapitre, nous présentons une étude bibliographique sur généralités de
I'nydroxyapatite, sa structure, ces propriétés et ces domaines d’application.

Le 2éme Chapitre consiste a une partie d'une étude détaillée des bactéries et de I'activité
antimicrobienne et des méthodes pour leur évaluation.

Le 3eme chapitre présente la description de la méthode expérimentale de synthese de
différentes hydroxyapatites au laboratoire, et le principe des différentes techniques de

caractérisation utilisées (IR ; DRX) ainsi que la méthode d’application antimicrobiennes.
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Dans le quatrieme chapitre sont exposés tous les résultats obtenus par voies
experimentales, suivi de leurs interprétations respectives.
Enfin, nous terminons ce travail par une conclusion générale dans laquelle nous

regroupons 1’essentiel des différents résultats obtenus.

Référence

[1]. BALASSE, Marie, BRUGAL, Jean-Philippe, DAUPHIN, Yannick, et al. Messages d’os :
archéometrie du squelette animal et humain. Archives contemporaines, 2015

[2]. LAACHER LAMIA, LABIDI Chams Edoha. Détermination des parameétres qui influent
sur la synthése d’hydroxyapatite

[3]. ADDA BOUCHRA, EZZIANI Maria. Elaboration et caractérisation des biomatériaux de
substitution orthopédique et dentaire : Etude comparative. 2021.

[4]. AMINA BEGHOURA, ABIR BEN ZATTA. Etude physico-chimique comparative entre

I’hydroxyapatite élaboré a partir des précurseurs naturel et synthétique
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CHAPITRE | L’Hydroxyapatite

I. Introduction

Nous allons explorer en détail les caractéristique des hydroxyapatites, leurs applications
cliniques et leur réle dans la recherche biomédicale, en mettant en évidence leur importance

croissante dans le domaine de la santé et de la medecine régénérative.
I.1. Le phosphate de calcium

Intérét sur le phosphate de calcium, notamment en raison de sa biocompatibilité et de sa
structure cristalline qui permet diverses substitutions de cations et/ou d'anions. En fait, le
phosphate de calcium a souvent une forte capacité a immobiliser les ions lorsqu'il est en contact
avec des solutions aqueuses. lls forment des familles de composés aux structures et
compositions différentes et peuvent se présenter sous différentes formes hydrates, hydroxydes
ou anhydrides. [1,2].

Les propriétés de dissolution de ces phosphates de calcium dépendent de leurs propriétés
physico-chimiques, notamment du rapport molaire Ca/P de la structure cristalline et de la
surface spécifique. Ainsi, plusieurs familles d'ortho phosphates de calcium peuvent étre définies

selon le rapport molaire Ca/P [3,4].

Tableau 1.1 : Les différents phosphates de calcium Usuel.

Abréviation Phosphates de calcium Formule Ca/P
TTCP Phosphate tétracalcique Cas(P0O4)20: 2,00
HAP Hydroxyapatite Ca10(POs) 6 (OH):2 1,67
BTCP Phosphate tricalcique anhydre Caz(POa)2 1,50
OCP Phosphate octocalcique CagH2 (PO4)s ,5H20 | 1,33
DCPD Phosphate dicalcique d’hydraté CaHPOg4, 2H20 1,00
DCPA Phosphate dicalcique anhydre CaH (POa) 1,00
PPC Pyrophosphate de calcium Ca2P20 1,00
MCPM Phosphate monocalcique mono Ca(H2POg4) 2, H20 0,50
PCP Hydrate Phosphate monocalcique anhydre Ca(H2POs4)2 0,50
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1.2.Apatite

Le nom d'apatite est donné a tout composer minéral de formule générale
(Me)(X0)(Y), otl M est un cation divalent (Ca®*, Pb?*, Cd?*...) et XO4 est un anion
trivalent (PO3, VO, AsO3, ...) et Y sont des anions monovalents (OH-, CI', F, ...) [5].

1.2.1. Composition et structure des apatites

Les apatites sont des composés de formule générale : Me 10 (XO4)sY2 avec :
« Me *est un cation divalent généralement Ca®* ou encore Cd?*, Sr 2*, Ba *, Pb?*...
« XO4%>est un groupement anionique trivalent comme POs*,As04>,VO,*, MnO4*...
* Y~ est un anion monovalent, le plus souvent OH", CI', F...

L'apatite cristallise dans le systéme hexagonal du groupe spatial P /m 63 (P
correspond a une maille primitive, 63 correspond a une rotation de 27/3 autour de 1’axe
¢ suivi d’une translation Y parallélement a ¢, m pour miroir perpendiculaire acaz =
). Caractérisé par un empilement quasi compact des groupements phosphates, qui
forme deux types de tunnels paralleles a 1'axe c. Le premier coincide avec 1’axe ternaire
de la structure.

Ces tunnels sont occupés par des ions calcium notés Ca (I). Le second type de
tunnel, dont I’axe coincide avec 1’axe sénaire hélicoidal du réseau, est bordé par les
atomes des autres ions calcium, notés Ca (l1), et occupé par les ions OH". La taille de
ce dernier tunnel (3 A pour I’hydroxyapatite phosphocalcique, notée HAP) confére aux

apatites des propriétés d’échangeurs d’ions [5].

@ Oxygéne
@ Calcium
@ Phosphore

Structure globale Site Ca(l) Site Ca(ll)

Figure 1.1 : structure de 1’apatite
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1.2.2. Substitution du réseau d'apatite

La présence de tunnels joue un role trés important dans les propriétés
physicochimiques de I’apatite. Par conséquent, les apatites peuvent se comporter soit
comme des échangeurs d'ions, soit comme des composés dans lesquels différents ions
peuvent se substituer. Une capacité de substitution pour de nombreuses especes

anioniques ou cationiques a été décrite dans la littérature.

@O, As0 VO,

w, cos?, $104*, ..)

p v\‘/ -
Meq10(XOy4)sY >

Figure 1.2 : Exemples de substitutions dans la structure apatitique.
1.3.L’hydroxyapatite

L'hydroxyapatite (HAP), de formule chimique Caio (PO4)sOH2, est I'apatite la
plus courante. C'est une substance inorganique qui est naturellement obtenue a partir
de sources d'apatite de calcium telles que les os, les coquillages et les coraux.
L'hydroxyapatite est un matériau biocompatible et bioactif qui peut étre utilisé pour
réparer les tissus humains calcifiés endommagés [6].

Une fois implanté, ’HAP peut étre étroitement lié a I'os environnant. Tissu.
Cependant, la réponse biologique des céramiques HAP dépend de leur composition
chimique, de leur pureté de phase et de leurs propriétés microstructurales (c'est-a-dire
ca: P, cristallinité, porosité, granulométrie et surface) [7].

Pour que I'hydroxyapatite soit considérée comme steechiométrique, le rapport
molaire Ca/P doit étre de 1,67. Toutes les autres apatites avec un rapport molaire Ca/P

<1. 1,67 a une carence en calcium [8].
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1.3.1. Structure de ’Hydroxyapatite

La forme apatitique la plus connue est le fluor apatite de forme idéale Cai0(PO4)sF: ;
Lorsque les ions fluor sont substitués par des ions OH™ dans le fluor apatite, on obtient
I’Hydroxyapatite, dont la maille cristalline contient un motif Ca;o(PO4)s(OH), [9].
L’Hydroxyapatite cristallise dans le systtme hexagonal, groupe spatial P63/m, qui résulte
d’un empilement de groupements POy, qui forment deux types de tunnels paralléles & I’axe (c)
dans lesquels se localisent les ions Ca?* [10], représenté dans la figure 3[11].

c-axis
P Site (PO

C axis
4 Columnar Ca

Screw axis Ca

_ a axis o~
a-axis
C Site (Ca) - > —

Figure 1.3 : Surfaces d’un cristal d’Hydroxyapatite.

La dimension de la maille élémentaire de I’Hydroxyapatite est :

v a=b=9432A,

v ¢=6,881A,

v B=120.
L’hydroxyapatite phosphocalcique appartient & la famille cristallographique descomposés
isomorphes possédant tous la structure apatitique (hexagonale). Elle se cristallise dans le
systeme hexagonal (groupe spatial= P6s/m) avec les paramétres cristallographiques suivants :
a=9.418 °A, ¢=6.881 °A, B= 120°. Sa structure peut étre décrite en considérant un empilement
hexagonal de groupement PO4% qui laisse apparaitre deux types de tunnels,paralléles a ’axe ¢
(figure 1.4) [12].
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Figure 1.4: Projection de la structure de HA sur les plans (001) et (010) [12].

1.3.2. Propriétés de L’Hydroxyapatite

Les propriétés physico-chimiques des matériaux dépendent essentiellement de leur
procédé d’élaboration. Leurs caractéristiques physico-chimiques déterminantes sont en
particulier leur surface spécifique et leur composition chimique. [13].

L’hydroxyapatite a une excellente affinité avec les tissus, son avantage principal est de créer de
fortes liaisons chimiques avec 1’0s. Chimiquement, ce phosphate de calcium estle plus proche
parent des cristaux d'apatites biologiques.

Cependant, le rapport atomique Ca/P d’une hydroxyapatite steechiométrique estmoins élevé
que celui d'une poudre d'os, de dentine ou d'émail dentaire.

La densité théorique de HAP est de 3,156 g/cm®. F. N. Oktar a montré quela densité de HAP
est plus grande pour des températures de frittage élevées (1200-1300°C). Sun et al. Ont
montré que la dissolution de la phase amorphe de I'nydroxyapatiteest plus élevée par rapport
a I’hydroxyapatite sous forme cristalline.

Parmi les facteurs qui influent sur la stabilité des apatites, nous citons en particulierla
température, la pression et la composition chimique.

Dans cette partie, nous présentons également quelques propriétés physico-chimiques de

I’hydroxyapatite phosphocalcique, a savoir la stabilité et la solubilité [14].
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1.3.2.1. Stabilité thermique

L’hydroxyapatite présente une stabilité thermique importante qui dépend en particulier
de latempérature, de la pression, de la composition chimique et la nature du milieu et également
de la méthode de synthése. Les hydroxyapatites possédent une structure trés stable, elles ne se
décomposent qu’ades températures treés élevées (au-dela de 1300°C) et en 1’absence de vapeur
d’ecau. Les phosphates de calcium apatitiques se comportent difféeremment a haute
température selon leur composition chimique de départ. Deux méthodes d’analyse sont utilisées
pour déterminer le rapport atomique Ca/P d’un composé aprés un traitement a haute
température : La diffraction des rayons X et la spectroscopie infrarouge. Ainsi, lors de la
calcination & 900°C pour une longue durée (pendant 12h) d’un solide phosphocalcique, si le
rapport atomique Ca/P est :

a) Supérieur a 1,67 : formation d’une HAP de rapport Ca/P=1,67 avec formation de
chaux(CaO).

b) Egal a 1,67 : formation d’une HAP de rapport Ca/P=1,67 seulement. C’est-a-dire
quel’HAP steechiométrique n’est pas modifiée lors de la calcination.

c) Compris entre 1,50 et 1,67 : ’apatite non steechiométrique se décompose en
phosphatetricalcique B de rapport Ca/P=1,50 et en HAP de rapport Ca/P=1,67.

d) Inférieur a 1,50 : le solide se décompose en phosphate de calcium de rapport Ca/P=1

etphosphate tricalcique B de rapport Ca/P=1,50 [15].

1.3.2.2. Stabilité chimique

L’hydroxyapatite possede une stabilité chimique trés importante, en milieux de pH
neutres et basiques, qui est liée a sa faible solubilité rétrograde : elle diminue quand la
température augmente et aux groupes fonctionnels de sa surface. Ces deux derniers sont
considérés comme les principaux facteurs de rétention des meétaux lourds. De plus, le

réseau apatitique se restaure naturellement par accumulation d'énergie [16].
1.3.2.3. Solubilité de I’hydroxyapatite

La solubilité des HAP se généralise par I’équation suivante :
Caio (PO4)s(OH) 2 <+—> 10Ca?*+ 6PO+*+ 20H-

Cet équilibre est régi par une constante de dissolution-précipitation, appelée produit de
solubilité, défini comme suit [17].

10
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Ks = (Ca?*) 10 (PO4+*) 6(OH") 2 = 6,62 1012

La solubilité est contrdlée par 1’équilibre thermodynamique de dissolution-
précipitation mais également par les équilibres acide/basiques des ions phosphates et
calcium, et par le processus interracial d’adsorption-désorption. En effet,
I’hydroxyapatite placée au contact d’une solution aqueuse est capable de libérer ou
de fixer des quantitésnon négligeables d’ions calcium et phosphates avant d’atteindre
1’équilibre de dissolution —précipitation. 11 a été montré que ces ions contrdlent en partie
I’équilibre de dissolution, et sont a 1’origine des dissolutions incongruences observées
par certains auteurs.La solubilité de ’'HAP dépend de la composition chimique initiale
et de I’environnement des ions constitutifs (pH, température, ions en solutions,
cristallinité ...) [18].

L’HAP a le produit de solubilité le plus faible des ortho phosphates de calcium
de point de vue physicochimique, elle est le composé le plus insoluble et le plus

basique de cette famille (tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Principaux phosphates de calcium classés par ordre de solubilité
décroissante du haut vers le bas.

Phosphate de calcium Solubilité
Ca(H2PO4)2, H20 115,0 g/L
Ca(H2P0s), 2H20 146,7 g/L

acCa3(POa): 82,0 g/L
Ca(HPO4) 74,5 g/L
Cag(HPO4)2(PO4)4.5H,0 49,6 g/L
BoCas(PO4)2 22,6 g/L
Cas(PO4)30H 5,7 g/L

1.3.2.4. Propriétés mécaniques

La connaissance des propriétés mécaniques d’hydroxyapatite est trés nécessaire pour

les différentes applications

11
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Tableau 1.3 : Les propriétés mécaniques de I’hydroxyapatite [19,20]

Propriété Valeurs typiques

Densité (g cm-3) 3,15

Le module de Young (GPa) 85-90

Dureté Knoop (MPa) 3450
Résistance a la traction (MPa m-2) 120
Coefficient de Poisson 0,3
Dilatation thermique 11

Point de fusion (° C) 1660

Chaleur spécifique (cal g-1 K-1) 0,15
Conductivité thermique (W cm-1 K-1) 0,01
Résistance a la rupture (MPa m%2) <1

1.4.Substitutions

L'une des caractéristiques de la structure cristalline de I'hydroxyapatite est sa
capacité a former des solutions solides et a accueillir de nombreux substituant sans
altérer cette structure. Selon les regles de représentation, plusieurs types de

représentation sont possibles :
1.4.1. Substitution d'ions de méme charge mais de tailles différentes

Cet échange déforme légérement le maillage. Le remplacement des ions Ca?* ou
PO+ par des ions de méme charge mais de taille différente modifie les paramétres
cristallographiques a et ¢ dans le méme sens. Lorsque les ions OH" sont remplacés, les

parameétres ont et ¢ changent dans des directions opposées [21].
1.4.2. Substitution d'ions de charge et/ou de taille différente

Il existe de multiples possibilités.
« Les cations divalents Ca?* de I'hydroxyapatite peuvent étre remplacés par d’autres

cations.

12
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« Le groupement anionique PO4* peut également étre remplacé par des groupements
trivalents, divalents ou tétravalents.

« Les anions OH peuvent étre remplacés par des groupes ioniques ou anioniques

Divalent ou vacant (V ou o).

Au niveau atomique, les substitutions d'ions modifient les parametres de réseau des structures
en créant des lacunes ou un encombrement stérique. A grande échelle, la substitution entraine
géneralement une diminution de la cristallinité, une diminution de la stabilité thermique et une
augmentation de la solubilité. Cependant, le remplacement des ions OH par des ions F ou le
remplacement des ions Ca?* par des ions Pb?* s'écarte de cette régle. En effet, ces substitutions

tendent a diminuer la solubilité de I'apatite [21].
1.4.3. Hydroxyapatites substitués au Zn (HAP-Zn)

Le zinc (Zn) qui se trouve en petite quantité dans les minéraux osseux est présent en
abondance avec des proportions allant de 0.0126 a 0.0217 % en masse. Ce métal est essentiel
pour plusieurs fonctions corporelles, comme la régulation des acides nucléiques, le
métabolisme, le maintien de la structure membranaire et I'activité hormonale.

Ainsi donc, Il joue plusieurs roles suivants :

o Un activateur enzymatique présent dans plus de 300 enzymes impliquées dans
le métabolisme des os [22].

. Les cations Zn?* encouragent simultanément la création de tissu osseux et la
calcification en freinant la différenciation des cellules responsables de la résorption osseuse et
I'activité des cellules formant I'os [23].

e [l entraine une réduction des parameétres de réseau du cristal d'apatite a cause de son
rayon ionique plus petit (0.075 nm) comparé a celui de Ca (0.099 nm) [24].

e Le zinc est bien connu pour son effet inhibiteur sur la croissance cristalline de
I’hydroxyapatite, mais il a ét€¢ démontré qu'il peut étre substitué quantitativement dans le réseau

de la matrice HAP a des concentrations allant jusqu'a 20 % de poids [25].
1.5.0rigine des Hydroxyapatite

L’hydroxyapatite peut étre d’origine naturelle ou synthétique. Elle est préparée par

plusieurs méthodes.
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1.5.1. Hydroxyapatite Synthétique

De nombreuses méthodes de préparation des apatites sont proposées dans la littérature.
Toutefois, les différentes synthéses peuvent étre classées en deux grandes catégories ; la voie
fait intervenir des réactions en phase solide qui requiert des températures relativement élevées
et des traitements thermiques assez longs. Ce mode de synthése permet en revanche d’obtenir
des poudres steechiométriques bien cristallisées. Par contre la voie humide fait intervenir des

réactions de précipitation en phase aqueuse. [26].
1.5.2. Hydroxyapatite Naturelle

Il existe deux types de source d’apatites : une biologique comme 1’0s, les dents, les
coquilles d’ceufs, Les coquillages et une autre obtenue a partir de dépdts minéraux comme les
roches de phosphate tel que le phosphate noir [27].

(a) extraction de minéraux issus de bio déchets ;

(b) synthése a partir de coquilles ;

(c) synthésea partir d'exosquelette d'organismes marins ;

(d) synthese avec l'aide de biomolécules d'origine naturelle ;

(e) synthése a l'aide de biomembranes [28].
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Figure L.5: quelque source d’hydroxyapatite naturelle
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1.6. Les méthodes de synthése

En raison de nombreuses applications de 1’hydroxyapatite dans le domaine médical
comme substitut osseux ou dans le domaine environnemental comme adsorbant de métaux
toxiques et radioactifs, plusieurs méthodes de synthése ont été mises en ceuvre. On connait deux
voies principales d’élaboration des poudres d’HA, a savoir : les synthéses par voie humide et
les réactions a 1’état solide.

Parmi les techniques les plus couramment utilisées, on peut citer la synthese hydrothermale, la

méthode sol-gel, et la précipitation. [29].
1.6.1. Synthése par voie humide

La synthése par voie humide permet un contrble précis des propriétés physiques et
chimiques des poudres avec un avantage de production de matériaux homogenes avec une
forme des particules uniforme [29].

Plusieurs méthodes ont été suivies pour la préparation de HAP par voie humide, telles que :

e Synthése par précipitation.

e Synthése par voie hydrothermale.

e Synthése par voie sol-gel.
1.6.1.1. Synthese par preécipitation

Cette voie de synthese est souvent utilisée en mélangeant des sels de calcium et des
composés a base de phosphate dans 1’eau. Parmi les sels utilisés, les nitrates de calcium,
I’hydroxyde de calcium et 1’acétate de calcium tandis que les solutions de phosphore utilisées
sont I’hydrogénophosphate de d’ammonium et I'acide phosphorique.

Le principe général de cette méthode est d’ajouter goutte a goutte ou d’un seul coup un
réactif en phase aqueuse a 1’autre réactif en phase aqueuse avant de laisser le mélange, mis au
pH voulu, sous agitation a une température comprise entre 25°C et 100°C généralement pendant
un temps variant de 5h a 24h.

Cette méthode se fait selon deux procédés différents, la méthode par double
décomposition et la méthode par neutralisation. Ces procédés sont actuellement utilisés pour la

production industrielle d’apatite [29]
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Figure 1.6 : méthode par précipite.
1.6.1.1.1. La méthode par double décomposition

Consiste a ajouter de fagon contrdlée une solution du sel de cation Me?* dans
une solution du sel de I’anion XO43. Le précipité est ensuite lavé et séché. Cette
technique permet également d’obtenir des apatites mixtes (contenant deux cations
différents) avecune maitrise du rapport Mel/Me2. Les sels des deux cations sont
introduits simultanément dans le réacteur avec le rapport atomique Mel/Me2 désiré
[30].

1.6.1.1.2. La méthode par neutralisation

Cette méthode consiste a neutraliser une solution de lait de chaux Ca(OH)2 eny
ajoutant une solution d’acide phosphorique. Cette réaction permet d’obtenir rapidement
de grandes quantités d’hydroxyapatite phosphocalcique. L’inconvénient majeur de
cette méthode réside dans les risques de non-reproductibilité surtout en termes de
steechiométrie. En effet le nombre de paramétre a contrbler avec précision est plus
important pour cette méthode que pour les autres (pH, vitesse d’ajout, température de
syntheése, réactifs de départ, vitesse d’agitation...) [31].

Mais cette versatilité est aussi I’avantage principal de cette technique puisqu’il
est possible de faire varier un a un ces parameétres pour étudier leur impact sur le
matériaufinal en termes de morphologie, de steechiométrie ou d’activité catalytique et
donc d’obtenirune grande variété d’échantillons Avec cette méthode de synthese les

particules obtenues sont souvent plus fines et les surfaces spécifiques plus élevées que
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celles obtenues pour une synthese par méthode séche qui nécessite des températures élevees.
1.6.1.2. Synthese par voie hydrothermale

Le principe de la méthode consiste a travailler sous des pressions et a des températures
suffisamment élevées (P > 1 atm et T >100°C) tout en conservant 1’eau a 1’¢état liquide. On peut
citer quelques exemples de réactions de synthése de HAP par la méthode hydrothermale [32].

10 CaO + 6 H3POs — Caio (PO4)s (OH)2 + 8 H20
4 Ca(OH)2 + 6 CaHPO4 + 2 H20 — Ca10 (POs)s (OH)2 + 4 H20
Au début, la méthode hydrothermale est utilisée pour préparer de I’hydroxyapatite directement
a partir du corail qui est un matériau contenant de I’aragonite (CaCO3) suivant la réaction :
10CaCOs+6(NH4)2HPO4+ H20 — Caio (PO4)6(OH)2 +6(NH4)2CO3+4H2CO3
Cette méthode a pour avantage d’étre simple a mettre en place mais nécessite des temps de
synthése assez longs (plusieurs jours) pour obtenir des HAP pures. Néanmoins elle permet
d’obtenir de maniére assez reproductible des particules de formes relativement homogénes.
Néanmoins, si certains reportent pouvoir contréler le rapportCa/P via cette méthode, la plupart

des articles ne mentionnent pas ce paramétre [32].
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Figure 1.7: synthese de I’hydroxyapatite par méthode Hydrothermale [31].
1.6.1.3. Synthese par voie sol-gel

La désignation sol-gel est une contraction des termes « solution-gélification ».C’est une
méthode d’élaboration de matériaux, a partir de précurseurs en solution.

Ce procedé permet la synthese et la mise en forme de différents matériaux : les
ceramiques les composés hybrides (organo-minéraux) les bioverres, les couches minces et

revétement d’épaisseur variant de 1’ordre de nano- & micrometres [33].

17



CHAPITRE I L’Hydroxyapatite

Cette méthode permettant un mélange homogeéne de phosphate et de calcium gréce a un
contr6le strict des parameétres. Cependant, 1’application de la technique sol-gel est limitée par
la possibilité d’hydrolyse des phosphates et le colt élevé des matieres premieres. L’avantage
de cette méthode c’est qu’elle permet d’avoir un produit trés pur a une température basse. En
plus, elle permet une forte homogénéisation de la composition. Cette voie a été utilisée par
plusieurs chercheurs. Seulement pour certains travaux, la synthése de ’HAP a été toujours
accompagnée de la formation de 1’oxyde de calcium. Pour la synthese de ’HAP, on peut utiliser

I’alkoxyde phosphorique et les nitrates de calcium comme précurseurs de P et Ca [34].
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Figure 1.8: méthode sol-gel [35].

1.6.2. Synthése par voie seche

Cette méthode se distingue des autres car elle ne fait ne fait pas partie des méthodes de
synthése par voie humide mais par voie séche. Le principe repose sur la calcination,
généralement entre 900°C et 1100°C de réactifs solides en quantités steechiométriques. [2]
On distingue aussi la synthése mécano chimique dont le principe consiste en laperturbation par
pression des especes liées en surface pour accroitre les réactions thermodynamiques et
cinétiques entre les solides. Il existe différents protocoles employant par exemple les couples
de réactifs Cas(PO4)2, XH20/Ca(OH)2, ou CaHPO4/Ca(OH)2 ou encore Ca(OH)./P20s. Dans le

cas du dernier couple, la réaction s’écrit :

10 Ca(OH)2+ 3 P20s —>  Caio(PO4)s(OH)2+ 9H20
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Cette voie de synthése possede 1’avantage de former des produits de
composition steechiométrique, elle permet ainsi d’obtenir des matériaux d’une grande
pureté. Ellenécessite peu de matériel en la comparant aux méthodes réealisees par voie
humide cependant, son co(t énergétique reste elevé (synthése a des températures
élevees).

|.7.Utilisation des apatites

Les composés d'apatite jouent des rbles importants dans divers domaines.
Dans l'industrie, les minéraux d'apatite sont la principale source d'engrais c'est un
phosphate et est utilisé dans la fabrication d'acide phosphorique et de divers dérivés
phosphate.

Les phosphates de calcium, grace & une composition chimique proche de la
phase minerale des tissus osseux, sont utilisés en chirurgie comme substituts osseux
synthétiques. Outre leur importance biologique, les composés apatitiques sont étudies
pour leurs propriétés électroniques, utilisées dans les lampes a phosphore fluorescent
ou les matériaux pour laser.

A moindre échelle ils sont également utilisés en pharmacie.

Les apatites sont aussi utilisées de facon marginale dans la chromatographie
comme une phase stationnaire dans les colonnes pour séparation de diverses molécules
telle que la vitamine D.

Depuis quelques années, de nouvelles applications dans le domaine de I’environnement
sont utilisés :

e Application biomédicale

e Applications en archéologie et climato-paléontologie

e Applications dans le domaine de traitement de I’eau

e Autres applications chimiques
1.7.1. Application biomédicale

Les HAP en tant que constituant minéral principal des os et de I’email dentaire
[28], possedent de tres bonnes propriétés de biocompatibilité etnotamment des
propriétés d’adsorption spécifique des cellules ou de protéines. Elles sontdonc

utilisées fréguemment dans le domaine de la médecine et de la pharmacie.
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Les HAP servent par exemple de matériaux de substitution pour le remplacement ou la

régenération de tissus malades ou endommages. [35,36].

Figure 1.9: Implants dentaires [35].

Les remplacements osseux sont indiqués si la prothese est manquante, lorsqu'une perte
osseuse sévere (ostéolyse) est observée autour de l'implant d'origine (alors il est utilisé
Directement comme blocs de remplissage), ou si le tibia est coupé (alors ils sont utilisés pour
restaurer I’inclinaison de l'articulation du genou). Enfin, il peut étre indiqué dans une tumeur
0sseuse, ou une partie de I'os doit étre enleve, tels que le remplissage de joints artificiels avec

une couche d'Hydroxyapatite a utiliser comme alternative artificiel. [37,38]

it

Figure 1.11: Mise en place d’une cale en Hydroxyapatite, aprés Ostéome tibiale [37].
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1.7.2. Applications en archéologie et climato-paléontologie

Les HAP sont des matériaux qui sont également étudiés en archéologie et en
paléontologie. L’analyse des HAP provenant de restes humains ou animaux (dents, 0s), il est
possible de connaitre la qualité de la nutrition pendent cette période. En effet il a été prouvé que
le rapport strontium sur calcium (Sr/Ca) permet d’identifier le type d’alimentation de I’animal
et permet méme de faire le distinguo entre herbivores et omnivores. [1]. De la méme fagon, il
permettre aussi d’identifier la nature des plantes ingérées par les animaux, et la encore et donc

d’en déduire des données climatologiques de 1’époque al’endroit ou ils vivaient [1].
1.7.3. Applications dans le domaine de traitement de I’eau

L’eau est la plus importante ressource naturelle dont I’étre humain a exploité. La
quantité de I’eau utilisable est trés limitée sur terre, bien que 1’eau soit continuellement purifiée
par évaporation et par précipitation, sa pollution est per¢ue comme 1’'un des plus grands
problémes environnementaux. Les polluants de 1’eau sont a 1’origine de plusieurs facteurs a
savoir : les facteurs physiques et/ou chimiques 8. Pour remédier a ce probléme, il existe
différents procédés d’élimination des polluants, Parmi les différentes techniques de traitement
de l'eau l'utilisation de matériaux alternatifs comme L'Hydroxyapatite (HAP),synthétisée a
partir de multiples sources biologiques (os d'animaux, les coquilles d’ceufs ; ... etc., qui sont
considérés comme étant des dechets tres utiles pour I'élimination de certains polluants. La
plupart des cas ont confirmé que I'utilisation de grandes quantités de tels typesde déchets pour
le traitement de I'eau polluée est une option attrayante et prometteuse avec un double avantage
pour l'environnement. A attiré une attention particuliére en raison de sa forte capacité
d’absorption (certains anions et métaux lourds : Nitrates, Plombs, etc.), de sa faible solubilité
dans I'eau, La production de HAP commerciale est encore colteuse et une réflexioncroissante

a été donnée pour I’utilisation de méthodes plus économiques pour sa préparation [26,38].
1.7.4. Autres applications chimiques

D’autres spécificités que la biocompatibilité de la HAP peut également étre mise a profit
telle son aptitude a la substitution qui lui permet de dépolluer des eaux contaminées par des

cations métalliques en jouant le rdle d’échangeur inorganique de cation.
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Elles sont aussi employées trés fréquemment en chromatographie pour séparer les
protéines et autres biomolécules. Les HAP sont efficaces grace aux effets combinés des groupes
calcium et phosphates exposes a la surface du cristal qui donnent au matériau une sélectivité

pointue permettant la séparation de mélanges complexes [1].
1.8. Conclusion

La caractérisation et la compréhension de la structure des hydroxyapatites sont
essentielles pour leur utilisation efficace dans divers domaines, en particulier dans le domaine
biomédical. Leur structure unique et leurs propriétés favorisent leur application dans les
implants osseux, la régénération osseuse et d’autre domaines de la médecine régéneérative,

offrant ainsi de nouvelles solutions pour améliorer la santé et la qualité de vie des individus.
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I1. Introduction

Dans ce chapitre, nous explorerons les principales caractéristiques du monde bacteérien,
en mettant I'accent sur leur structure, leur diversité génétique et leurs classifications. De plus,
nous aborderons les méthodes utilisées pour caractériser et identifier les bactéries, car ces
approches sont essentielles pour comprendre leur diversité et leur fonctionnement. Nous
explorerons des techniques de coloration, de culture en laboratoire, et nous avons également

verront 1’activité antimicrobienne qui nous permet d’expliquer notre travaille dans ce chapitre
I1.1. Le monde microbien

Les micro-organismes, également appelés protistes, sont un groupe d'organismes
microscopiques invisibles a I'eeil nu. C'est le seul point commun, car ils différent par la
morphologie, la physiologie, les modes de reproduction et I'écologie. Les protistes sont
constitués de bactéries, de protozoaires, de champignons microscopiques (champignons) et
d'algues. On pense que le virus est un micro-organisme non vivant et acellulaire qui dépend
complétement de la cellule héte qu'il infecte.

Les bactéries sont des cellules procaryotes (pas de noyau cellulaire réel).

Il n'y a pas d'enveloppe nucléaire et généralement un seul chromosome. Les bactéries
ont des parois dures qui : peptidoglycane ou murine.

Leur classification est fondée sur les caractéres :

Morphologiques.
Tinctoriaux.
Biochimiques.
Antigéniques.
Génétiques.

NNANENENRN

11.1.1. Morphologie

Les bactéries sont des micro-organismes (tres petits organismes), des protozoaires
(formes unicellulaires). En effet, les bactéries sont des entités complétes entourées d'une paroi
cellulaire complexe, au sein de laquelle le cytoplasme contient toute la machinerie nécessaire a
leur autonomie structurelle et fonctionnelle. . Le matériel génétique n'est pas séparé du reste du
cytoplasme. Ce dernier contient également des ribosomes qui, selon l'interprétation du message,
sont nécessaires a la production de protéines. On le retrouve dans le code génétique et dans
divers organites impliqués dans le maintien des fonctions métaboliques de base indispensables

a la survie des cellules.
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Les bactéries varient en taille, mais sont généralement de I'ordre du micron. Les
bactéries se présentent sous de nombreuses formes. Bacillus (rectangulaire), coccus
(rond), spirale.

La figure 1.1 montre trois types de bactéries : les bacilles (orange) et les Cocci
(vert) et spirille (bleu).

SPHERIQUES SPIRALEES
(COQUES) (ET AUTRES)
r e Strept =
o = P
Streptococcus - PPO\::;?:.unO (Bacillus anthracis, (Vibrio cholemo).
pneumoniae | ) streptococcique " provoque le choléra
provoque
provoque -
une pneumonie maladie du charbon \
Micrococcus luteus . £ - .
ircmeam . w (Helcobacterpylon
aisselles peut provoquer des ulcéres

(Salmonella enterica) de I'estomac

provoque la typhoide o
Staphylococcus 5
aureus &/
peut provoquer

des infections aux
sinus et des intoxications
alimentaires provoque le botulisme provoque la syphilis

(Clostridium botulinum) (Treponema pallidum)

Figure 1.1 : Forme des bactéries.

11.1.2. Matériel génétique

Les bactéries contiennent un seul chromosome sous la forme d'un long brin
d'ADN enroulé autour de I'acide désoxyribonucléique, que nous appelons « 1’alphabet
génétique ». Le terme signifie que tout I'ADN contient les informations nécessaires a la
structure et a la fonction des organismes vivants. C'est comme un alphabet qui peut
former n'importe quel mot. La figure 11 est un exemple de cellule procaryote. Je ne peux
pas voir le noyau. Mais notez que I'ADN est situé a: A l'intérieur de la membrane
cytoplasmique, elle est entourée d'une paroi cellulaire plus rigide, qui assure l'intégrité

structurelle de la bactérie
11.1.3. Paroi cellulaire

On peut distinguer deux grandes classes de bactéries caractérisees par la
structure différente de la paroi cellulaire qui les entoure. Par exemple, chez les bactéries
Gram (+), la paroi cellulaire est composée principalement de peptidoglycane, qui est la

couche principale.
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Cette couche est beaucoup plus épaisse que les bactéries Gram-négatives. Chez
les bactéries Gram (-), la paroi cellulaire est constituée de trois couches. Les deux
premiéres couches, la couche la plus externe, sont constituées de phospholipides et de
protéines. Ils forment la membrane externe. Sous cette membrane se trouve une fine
couche de peptidoglycane. Cependant, les modes de liaison des peptides ne sont pas les

mémes. Les parois peuvent étre identifiées par coloration de Gram [1].

11.2. Classification des bactéries

11.2.1. Bactéries a Gram négatif

Celles-ci représentent plus de 66 bactéries répertoriées dans la classification de
Burgey. Il y a des parois qui donnent sa forme a la cellule. Cette paroi est formée par
une couche de peptidoglycane entre la membrane externe et la membrane cellulaire.

Morphologiquement, cette classification distingue les groupes suivants :
11.2.1.1. Bacilles & Gram négatif

C'est une bactérie en forme de batonnet. La plus connue et la mieux étudiée est
E. coli. La majorité des batonnets G- sont pathogenes. Par exemple, il existe des agents
responsables de maladies infectieuses humaines. Peste : Yersinia Pestis ; Shigella :
Dysenterie a Shigella ; Fievre typhoide. Les autres bacilles a Gram négatif sont des
facteurs environnementaux trés importants. Nous avons plusieurs genres : Rhizobium
(fixateur d'azote) Nitrobacter et Thiobatyls. D'autres bactéries présentes dans le sol,
I'eau douce ou l'eau de mer, dont certaines sont pathogenes, forment le genre

Pseudomonas. Nous Distinguons Pseudomonas, Acetmonas et Xanthomonas.
11.2.1.2. Les Cocci a Gram neégatif

Coques a Gram negatif. Sphére arrondie. Les principaux sont les agents
responsables de deux maladies humaines graves. Gonorrhée, ou gonorrhée, qui

provoque la gonorrhée, une maladie sexuellement transmissible
11.2.2. Les Bactéries a Gram Positif

Moins d'un gramme en moins, murs simples mais épais. Il a un aspect uniforme
et a une structure dans laquelle d'autres composants tels que I'acide téichoique sont
dispersés dans le peptidoglycane. Ils sont trés divers morphologiquement,
physiologiquement et écologiquement.
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11.2.2.1. Les Bacilles & Gram positif

Il existe deux groupes principaux.
Groupe qui forme des endospores. Comprend Clostridium et Bacillus. Les spores endogenes
sont une forme de résistance aux conditions défavorables. Type de bactérie lactique qui ne
forme pas de spores. Clostridium et Bacillus sont largement distribués dans le sol, les habitats

aquatiques et autres.
11.2.2.2. Les Cocci a Gram positif

Les deux principaux genres sont les streptocoques et les staphylocoques. Il existe de
nombreux types d'agents pathogénes. Staphylococcus aureus est présent sur la peau et les

muqueuses des humains et des animaux. C'est la cause d'intoxications alimentaires et

d'infections graves [2].
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Figure 11.2 : Structure de la paroi des bactéries a gram positif et gram négatif.

11.3. Bactéries étudiées

L'effet antibactérien de notre matériau a été prouvé contre les deux types de bactéries
suivants dans le Laboratoire de Biologie, Département de Biologie, Faculté des Sciences

Naturelles.

11.3.1. Escherichia coli

En 1885, Theodore Escherich d'Allemagne a décrit pour la premiére fois Escherichia
coli, une bactérie isolée des matieres fécales des nourrissons. Cette bactérie s'appelait a I'origine
Escherichia coli. Le nom d'E. Coli est T. Seulement 70 ans plus tard, il a été effectivement

conservé pour commémorer les réalisations d'Escherichia [3].
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11.3.1.1. Caractéristique

Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriacea et appartient
a cette classe de Protéobactérie (tableau I1.1). Les bactéries du genre Escherichia sont
Gram-négatives, aerobies perméables, non halophiles, ont de la nitrate réductase et ne
contiennent ni catalase ni oxydase. Escherichia coli est une bactérie mobile a structure
Chiron-Péritriche (souches adhérentes rares) et ne forme pas de spores. La température
de croissance optimale est de 37°C. C'est une bactérie trés exigeante qui se développe
dans des environnements normaux. E. coli fermente le lactose pour produire des indoles
et posséde diverses enzymes telles que la lysine décarboxylase (LDC) et I'ornithine
décarboxylase (ODC). La plupart des variétés fermentent le sorbitol. Une étude
d'Escherichia [3]. La plupart des propriétés biochimiques sont communes a tous les E.
coli, a l'exception du stéréotype O157. H7 qui ne fermente pas le sorbitol [4].
Escherichia coli est une espéce sous-dominante de la flore anaérobie-aérobie dans
I'intestin facultatif des humains et des animaux. Cette bactérie correspond & 80-90% de
coliformes thermos tolérants et de coliformes fécaux (le lactose peut étre fermenté a
44,5°C). Il existe une grande variété d'especes d'E. Coli, y compris des bactéries
commensales pour I'analyse gastro-intestinale, des bactéries pathogenes et des bactéries

adaptées a I'environnement [5].

Tableau 11.1: Classification d’Escherichia coli [5].

Régne Procaryote
Domaine Bactérie
Phylum Protéobactérie
Classe Gammaproteobacteria
Ordre Entérobactéries
Famille Enterobacteriacea
Genre Escherichia
Espece Escherichia coli
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Figure 11.3: Image MEB de Escherichia coli.

11.3.2. Staphylococcus aureus

11.3.2.1. Caracteristiques

Staphylococcus aureus est un agent pathogéne humain important découvert par
Alexander Ogston en 1881. Lors de I'analyse microscopique de l'infection pyogénique, Ogston
a trouvé des bactéries rondes regroupées en grappes de raisins. Ainsi, le mot grec staphylum,
signifiant grappe de raisin, est associé au Cocco de ceréales. Il est maintenant établi que S.
aureus est une bactérie anaérobie facultative a Gram positif qui produit de la catalase et de la
coagulase et peut tolérer des activités hydriques tres faibles (Aw = 0,83). Dans des conditions
optimales, la division cellulaire se produit environ toutes les 20 minutes et les cellules ont un
diametre de 0,5 a 1,5 pum. S. aureus peut se développer de manicre sélective ou non sélective
dans une variété de milieux de croissance. Sur gélose au sang, Staphylococcus aureus est
souvent hémolytique (a-hémolytique ou p-hémolytique). Les souches “typiques" de
Staphylococcus aureus sont souvent dorées en raison des caroténoides (a-hémolysine

(hémolysine) [6]) et forment des colonies lisses et convexes de 1 a 3 mm de diamétre.

Tableau 11.2 : Classification de Staphylococcus aureus [7].

Régne Bactérie
Phylum Firmicutes
Classe Bacille

Ordre Bacillales
Famille Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espece Staphylococcus aureus
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Figure 1.4 : Image MEB de Staphylococcus aureus.

11.4. Méthode de classement

Selon Bergey's Manuel of Systématique Bactériologie, 9e édition, la maladie
staphylococcique est classée comme une bactérie a Gram positif dont I'ADN est déficient en

%GC, souches de Firmicutes, Bacillus spp. Bacillus spp. Et Staphylococcus spp. [7].
11.5. Méthodes d’évaluation de ’activité antibactérienne des matériaux

Des moyens plus techniques sont prévus pour mettre en évidence ['activité

antibactérienne et antibactérienne des souches étudiées.
11.5.1. Standardisation des inocula des germes cibles

Une fois la souche revivifiée, chaque souche est transférée dans un milieu spécifique.
La méthode de normalisation des micro-organismes cibles utilisée est la méthode de
normalisation de la suspension ou de la dilution, avec des mesures de densité optique a 625 nm
jusqu'a ce que la DO de la solution mere soit comprise entre 0,08 et 0,1 [8], suivie d'un comptage
dans la boite. Mallasses (suspension de spores) pour bactéries et moisissures. La charge
d'inoculum utilisée est de 106 UFC/ml de bactéries.

I1.5.2. Détermination des zones d’inhibition (Antibiogramme)

Activité des matériaux métalliques
Principe

Les antibiotiques aident & déterminer la sensibilité des bactéries aux antibiotiques. Les
antibiotiques utilisés dans chaque étude sont sélectionnés en fonction du spectre d'activité de

I'espece étudiée.

33



CHAPITRE 11 Généralité sur le monde microbien
|

» Préparation de I'inoculum

Préparer une suspension bactérienne dans une solution saline stérile (0,9%) a partir
d'une culture pure de 18 h dans un milieu d'isolement. Son opacité doit correspondre a

une teneur en oxygéne de 0,08 a 0,10 lue a 625 nm.
» L’ensemencement

La vaccination est realisée par tamponnage selon la méthode Kir bey-Baur (dite
méthode). (NCCLS) (Comité national sur les normes de laboratoire clinique) Trempez
un coton-tige stérile dans la suspension bactérienne et laissez-le imbibé. Retirer du tube
en le poussant doucement du mur. Ensemencer les boites Mueller-Hinton en grattant
une gélose épaisse (4 mm). Tapotez doucement la surface du coton-tige et faites pivoter
la boite de 60 degrés trois fois pour assurer une bonne répartition de lI'inoculum. Laissez

sécher la boite pendant 15 a 20 minutes.
» Application des disques

Les disques ont été appliqués a l'aide de distributeurs (6 antibiotiques par paquet) ou de

pinces stériles (ne pas déplacer les disques aprés I'application).
> Incubation

Incuber la boite dans une étuve a 370°C pendant 18-24 heures.
> Lecture

Pour chaque souche et chaque antibiotique :

Mesurer avec précision le diametre de la zone d'inhibition en mm.
11.5.3. Méthode de diffusion en milieu gélosé (par papier Buvard)

Des disques de papier buvard sont découpés a 6 mm de diametre, stérilisés dans
des boites en verre, et imprégneés de differentes concentrations de molécules a tester.
Des disques de papier buvard imprégnés de différentes concentrations de molécules a
tester sont placés a la surface d'une plaque de gélose préalablement inoculée avec une
culture pure de la souche a tester. Une fois le disque fixé, les molécules a I'étude
diffuseront uniformément. Apres incubation (24 h a 37 °C), les disques sont entourés
d'une zone circulaire d'inhibition, correspondant a I'absence de culture [9].
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11.5.4. Méthode de diffusion en milieu gélosé (Antibiotique + matériau)

Appliquer 0,1 ml d'une solution mére (6000 pg/ml) de la molécule a tester sur
chaque disque ATB. Aprés incubation (24 heures a 37°C), les disques sont entourés

d'une zone circulaire d'inhibition correspondant a I'absence de culture.
11.5.5. Méthode de diffusion en milieu gélose (diffusion en puits)

La méthode utilisée est la diffusion en puits sur gélose comme décrit par Berghe
et Vlietinck (1991). Aprés ensemencement en versant de la gélose Mueller-Hinton dans
des boites de Pétri de 8 mm d'épaisseur et en buvardant avec des dilutions des
organismes a tester selon I'échelle de MC Ferland, des puits de 6 mm de diametre sont
réalisés de maniére concentrique puis a chaque concentration Distribuer 0,1 ml de
gélose dans chaque puits central. Aprés 45 min de pré-étalement a température
ambiante, incuber les souches a 37 ° C pendant 24 h. Le diametre de la zone d'inhibition

est ensuite mesuré au pied a coulisse [10].
11.5.6. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La concentration la plus faible d'une molécule testée qui inhibe la croissance
visible d'une souche bactérienne apres 18 heures d'incubation dans un milieu de
croissance spécifique, et est le plus couramment utilisée pour évaluer l'activité
bactériostatique de nouvelles molécules a activité antibactérienne C'est l'approche
couramment utilisée. In vitro [10]

Gréace a la méthode de dilution, la valeur de la CMI peut étre déterminée. Cette
méthode peut également étre utilisée pour la gélose et le bouillon.

Dans la méthode de dilution en bouillon, une série de tubes de bouillon
(généralement du milieu Mueller-Hinton) contenant des concentrations variables des
nanoparticules a tester sont préparées et inoculées avec une population standard de la
souche a tester. La plus faible concentration de NPs inhibant la croissance aprés 18 a
24 heures d'incubation est la CMI [12]. Les bactéries sont comptées sur gélose nutritive

pour chaque concentration (apres 16, 18 et 24,72 h) en paralléle avec la CMI.

35



CHAPITRE 11 Généralité sur le monde microbien
|

=2 =1 =

T

1e

p= A aaal

0,25

Figure 11.5: Concentration minimale inhibitrice [11].
11.5.7. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

Il s'agit de la concentration la plus faible de la molécule testée capable de tuer
les bactéries apres 24 heures d'incubation dans un milieu de croissance particulier. Le
CMB est déterminé en transférant des échantillons ne montrant aucune croissance des
tubes vers du milieu frais sans que la molécule soit testée [11] [12] technologie :
Dilution en milieu liquide Mueller-Hinton. Lire la CMI apres 24 heures et la numération
bactérienne de I'inoculum de départ. Tubes de sous-culture qui ne montrent aucune
croissance visible. Numération bactérienne apres 24 heures par rapport & I'inoculum
initial.

111.5.8. Modes d’action des agents antimicrobiennes

Les précultures sont préparées en inoculant grossierement I'ensemble du tube a
essai avec 5 ml de M2 Truandria clair a DO 0,3 a 540 nm de chaque paire de souches
femelles. Apres 3 jours d'incubation a 30°C, 5 ml de pré culture (540 nm, 10 % de
réflectance et ensemencement global) ont été utilisés pour étaler 50 ml de souche laide
limpide sur des erlenmeyers de 250 ml. Incuber la culture a 30°C pendant 14 jours.

111.5.9. La technique des puits

L'activité antimicrobienne est evaluée a I'aide de la méthode de diffusion sur
gélose. Gélose molle pour bactéries (8 g de gélose). Ajouter 200 microlitres de
surnageant de culture dans des puits de 6 mm de diamétre. Cette derniére est réalisée
sur boites de Pétri pré-ensemencées. Utiliser des organismes de test a 106 UFC/ml g

(Bacteéries). Maintenir le plat a 4°C pendant 2 heures et dérouler. Une substance
physiologiquement active qui inhibe temporairement la croissance des bactéries cibles.
L'insert est ensuite incubé contre les bactéries pendant 24 heures a 37°C, apres quoi le
diamétre de la zone d'inhibition bactérienne est mesuré. Toutes les zones de suppression
autour des trous de forage sont considérees, y compris les trous de forage de plus petit
diamétre. Comme un bon résultat [12]
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111.5.10. Technique des disques

Des disques de papier Whatman stériles de 6 mm de diamétre n° 4 fractionnés avec 200
microlitres de surnageant de culture ont été retirés dans des conditions stériles et séchés sous
flux d'air stérile. Le disque est ensuite placé sur un milieu gélosé nutritif mou pré-inoculé avec
I'organisme a tester. Apres pre-étalement a 4°C, la plaque est incubée a 37°C pendant 2 heures.
Les diametres d'inhibition sont mesurés 24 a 48 heures apres l'incubation bactérienne et les
résultats sont lus aprés 24 heures. Une zone d'inhibition de la croissance autour du disque est

considérée comme un résultat positif, méme si elle est de petit diamétre. [12]

emporte-piece

percage
du demier
puits

Figure 11 .6 : Méthode d'obtention des puits sur le milieu de culture solide.

11.6. Activité antibactérienne de Cuivre

Les humains ont toujours profité des propriétés antibactériennes naturelles du cuivre.
De nombreuses études scientifiques menées au fil des décennies montrent clairement que le
cuivre peut détruire les bactéries, les moisissures et les virus les plus résistants. Les ions cuivre
(Cu+2) pénétrent dans les bactéries par le méme mécanisme que les ions argent, agissant sur

I'ADN pour inhiber la respiration et la croissance bactériennes [13].

11.6.1. Résistance des bactéries aux cations métalliques Cu*?

Le mécanisme de résistance bactérienne au cuivre repose sur des plasmides et des
protéines. Selon le type de bactérie, différentes protéines provoquent cette résistance, et les ions
Cu+2 pénétrent dans la bacteérie et inhibent I'assemblage du plasmide. En dehors du cytoplasme.
Ces études ont été réalisees sur des bactéries planctoniques, mais dans notre environnement les
bactéries vivent sous forme de biofilms, auquel cas les mécanismes de résistance peuvent étre
différents. Pseudomonas aeruginosa est résistant au cuivre sous forme planctonique et biofilm
[13].
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1.7.Conclusion

L’¢tude du monde microbien et de l'activité antimicrobienne nous permet de mieux
comprendre les interactions complexes entre les micro-organismes et leur environnement. Elle
met en évidence l'importance de l'utilisation responsable des agents antimicrobiens et la
nécessité de développer de nouvelles approches pour faire face aux défis posés par la résistance
antimicrobienne. Cette compréhension et ces efforts continus sont essentiels pour préserver la

santé humaine, animale et environnementale face aux menaces microbiennes.
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I11. Introduction

Dans ce chapitre ont fait la représentation des protocoles expérimentaux adoptés pour
la synthése des poudres d’apatites a partir de différents précurseurs naturel et synthétique. Les
apatites préparées sont ensuite caractérisées par 1’infrarouge (IR) et par la diffraction des rayons
X (DRX). Enfin nous déecrivons le protocole de valorisation de ces matériaux comme inhibiteur

bactérien.

I11.1. Produits utilisés

Tableau I11.1: Les réactifs utilisés pendant la synthese et I'application.

Réactifs Formules brutes Fournisseurs

Hydrogénophosphate d'ammonium (NH4)2HPO4 Panreac

Hydroxyde de calcium Ca(OH)2 Riedel-de haen
Ethanol C2HeO Biochem

Chlorure du Zinc ZnCl; Sigma-Aldrich

Chlorure de calcium d’hydrate CaCl,.2H.0 Sigma-Aldrich
L’ammoniac NH4sOH Biochem

Hydroxyapatite Ca10(POa4)s(OH): Sigma-Aldrich

I11.2. Elaboration d'hydroxyapatite
111.2.1. Méthode expérimentale de synthese

111.2.1.1. Hydroxyapatite synthétique par Ca(OH).

Pour la synthese de I’hydroxyapatite ; on a suivi les étapes suivantes :
111.2.1.1.1. Préparation des solutions

La méthode choisie pour synthétiser cette hydroxyapatite synthetique est la méthode de
neutralisation. Cette derniere consiste a neutraliser une solution aqueuse de calcium par une

solution aqueuse de phosphate.
» Solution A

La solution de Ca?* est préparée par dissolution d’une quantité (0.1 mole) d’hydroxyde
de calcium Ca(OH) 2 dans un melange (eau- éthanol) de volume de 200 ml. La solution est

ensuite agitée pendant 1h30 min a la température ambiante.
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> Solution B

La solution de PO4* est obtenue par dissolution d’une quantité (0.06 mole) de
I’Hydrogénophosphate d'ammonium ((NHs)2HPO4) dans 200 ml d’eau distillée.

» Titrage

Sous agitation continue, la solution de phosphate est ajoutée godte a godte a
celle de calcium et il se forme un précipité blanc.
Une fois I'addition terminée, le mélange est maintenu sous agitation pendant 48 h a la
température ambiante. La réaction entre les deux solutions se déroule selon 1’équation

suivante (eq. 111.1) :

10 Ca(OH)2 + 6 (NH4);HPO, _(H20.éthano) Ca10(PO4)s(OH)2 +12(NH4OH) + 6 H20

» Filtration

A T’issue de ces 48 heures, le mélange réactionnel est filtré afin de récupérer le

précipité blanc.

Figure 111.1: La filtration.
» Séchage
Le solide est ensuite lavé plusieurs fois avec un mélange (eau+ éthanol) et

séché a 80°C pendant 24 heures. En fin le matériau est broyé et tamise.

Figure I11. 2 : Séchage du produit obtenu.
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B: Solution de (NH4)2HPO4 A: Solution de Ca(OH) >

[ Agitation pendant 1h30min ]

solution B

!

[ Filtration et lavage avec 1’éthanol, ]

[ Titrage de solution A par ]

I’eau distillé

!

Séchage

!
=S

J
=N

Figure I11. 3 : schéma représentant les étapes de préparation de I’hydroxyapatite
synthétisé.
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111.2.1.2. Hydroxyapatite naturelle

Les apatites sont des minéraux secondaires qui existent a 1’état naturel, mais leur
concentration n’est pas suffisante pour une exploitation industrielle. Afin de répondre
au besoin industriel, différents précurseurs ont été utilisés a savoir les nitrates de
calcium, les carbonates de calcium, la chaux et les produits & base de phosphate. La
cherté de ces produits a pousseé les chercheurs a trouver des alternatifs naturels tels que
les coquilles d’ceufs, les coquillages, le corail, la nacre et les os de bovins comme des
sources de calcium. Dans ce présent travail, nous avons utilisé un produit naturel « les
coquillages » (comme sources de calcium). Notons que la coquille des mollusques est
constituée d'un assemblage intime et complexe de carbonate de calcium (CaCOs3) et de
matiére organique (protéines essentiellement) et que leur calcination a 900°C génere la
transformation de CaCOs en CaO (eq. I11.2). De plus, I’hydratation de ce dernier permet
la formation calcium (Ca(OH)z2) (eq. 111.3).

CaCQ; __Calcinationasoc . ca0 + CO, (eq. 111.2).

CaO+H20 > Ca(OH)2 (eq. 111.2).

Les coquillages de mollusques ramassés sont lavés ébullition afin d’éliminer
toutes les impuretés solubles dans I’eau. Ces dernieres sont ensuite séchées dans une
étuve a 40°C pendant 24 h, puis concassées, broyées tamisées et calcinées a 900 °C
pendant 30 min. Ces différentes étapes sont rassemblées dans la figure suivante.

La poudre obtenue est ensuite utilisée comme source de calcium Ca(OH). pour
la synthese du HAP-N en adoptant le méme mode opératoire décrit précédemment
(celui élaborer pour la synthése de I’HAP-S).Les différentes étapes de synthése de la

poudre d'apatite naturelle sont récapitulées dans 1’organigramme suivant

45



CHAPITRE 111 Matériel et méthode

(Calcination 4 900°C) = 5
€ac0; ——————— Ca0+ €0, | Dihydroxyde de calcium

Ca0 + H,0 — Ca(OH),

Dissolution dans un mélange

‘ Agitation pendant 1h30mn l

Ajoute de (NH4);HPO4 (goutte a goutte) E—— >
v

‘ Lavage (cau+éthanol), l ‘ Précipiter Blanc \

( Poudre HAP-IN

Coquillages (source de CaCO3)

»

Figure 111.4: Synthése de matériau HAP-N

111.2.1.3. Hydroxyapatite dopée par ZnCl,

Les poudres HAP-zn dopées et co-dopées au Zn ont été préparées selon le
procédé de précipitation en utilisant les produits CaCl2.2H20 (99% de pureté ;
Mm=111 g/mol) et (NH4)2HPO4 (98% de pureté ; Mm=132.06 g/mol) comme

sources de calcium et de phosphore respectivement.

Solution de
— CaCI2.2H20+ZnCl2

Thermomeéetre de controle

de la Température T= 90 “C Solution de
NH:OH pour ajuster

pH=9

Solution de (NH,);HPO,

Figure 111.5: Synthése de matériau HAP-Zn
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A : Solution de B : Solution de
(NH4)2HPO4 CaCl2.2H.0+ZnCl;
[ Agitation pendant 1h30min ]
’ Titrage de solution A par
solution B
Ajouté la
solution de
NH4OH pour
ajuster pH=9

I’eau distillé

[ Jusqu’a ce que le ph=7 ]
[ Séchage ]

!
=S
J

=

Figure I11. 6 : schéma représentant les étapes de préparation de HAP-zn

[ Filtration et lavage avec 1’éthanol, ]
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111.3. Les techniques de caractérisation

Dans ce travail, nous avons exploité une certaine technique d’analyses physico-chimique

telles que : spectroscopie infrarouge a transformé de Fourier, diffraction des rayons X
111.3.1. Analyse spectroscopie IR

La spectroscopie infrarouge est une méthode couramment utilisée pour l'identification
des molécules organiques et inorganiques en se basant sur leurs caractéristiques vibrationnelles.
Elle est souvent utilisée en conjonction avec d'autres méthodes telles que la résonance
magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse. En effet, en irradiant un échantillon
avec des rayonnements infrarouges, on peut exciter des modes de vibrations spécifiques des
liaisons chimiques, tels que les modes de déformation et d'élongation. En comparant les
rayonnements incidents et transmis a travers I'échantillon, il est possible de déterminer les
principales fonctions chimiques présentes dans cet échantillon.

Par ailleurs, le proche infrarouge peut étre utilisé pour évaluer la teneur en lipides des
aliments ou des animaux vivants de maniére non destructive. Par exemple, il peut étre utilisé
pour mesurer la teneur en lipides d'un saumon atlantique élevé en captivité sans causer de
dommages a I’animal [1]. Les molécules présentent des transitions entre leurs états de vibration
dans la gamme de I'infrarouge moyen. Les spectres d'absorption infrarouge ont été enregistrés
en utilisant un spectrometre FTIR Impact 4000 de Nicolet. Les échantillons étudiés étaient des
argiles sous forme de pastilles, préparées en comprimant les échantillons avec du bromure de
potassium (KBr) dans un rapport de 2 mg de produit pour 300 mg de KBr. Les mesures ont été
réalisées dans la plage de nombres d'onde allant de 4000 a 400 cm™.[2].

L’appareil spectrophotométrique IR utilisé dans ce travail pratique est de la reférence
Shimadzu série FTIR-8300. Le domaine de scanne est entre 400-4000 cm™.

Figure 111 .7 : L'appareil est de mark SHIMADZU FTIR-8300S PC.
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I1VV.3.2. Analyse par diffraction des rayons X

La diffractométrie de rayons X est une méthode d'analyse physico-chimique qui
s'applique exclusivement aux matériaux cristallises tels que les catalyseurs [3,4], les minéraux,
les métaux, les céramiques [5], les polyméres semi-cristallins, les produits organiques
cristallisés et les semi-conducteurs [6]. En revanche, cette méthode n'est pas adaptée a I'analyse
des matériaux amorphes tels que les liquides, les polyméres amorphes et les verres. Cependant,
il convient de noter que la matiére amorphe peut diffuser les rayons X, ce qui permet une
utilisation partielle de la technique dans ces cas-1a, notamment lorsque la matiére présente une
cristallisation partielle.

L'un des avantages de la diffractométrie de rayons X est sa capacité a distinguer des
produits ayant la méme composition chimique brute, mais une structure cristalline différente.
Par exemple, elle peut étre utilisée pour différencier différentes formes de silice (telles que le
quartz et la cristobalite) qui partagent la méme formule brute SiO2. De méme, elle permet de
caractériser différents types d'aciers (comme I'acier ferrique et I'austénite) [7,9], des alliages [9]
et différentes formes d'alumine (comme le corindon et I'alumine a, v, 8, 6....) qui partagent la
méme formule brute AI203. Nous préparons I'échantillon soit sous forme de poudre aplatie
dans une coupelle, soit sous forme d'une plaquette solide plate. Les rayons X sont dirigés vers
I'échantillon, et un détecteur mesure l'intensité des rayons X dans différentes directions en
faisant le tour de I'échantillon. Pour des raisons pratiques, I'échantillon peut étre également
tourné, ou éventuellement, le tube produisant les rayons X peut étre tourné. Les rayons X, tout
comme les autres ondes électromagnétiques, provoquent des oscillations du nuage électronique
par rapport au noyau des atomes. Ces oscillations induites entrainent la réémission d'ondes
électromagnétiques de méme fréquence, un phénoméne connu sous le nom de diffusion
Rayleigh.

Les rayons X avec une longueur d'onde A peuvent se réfléchir sur des plans réticulaires
spécifiques, déterminés par la loi de Bragg, selon un angle 6.[10].

ni = 2d Sin (0) (eq.11.)
Avec :
n : nombre entier positif qui désigne I’ordre de I’intensité maximale diffractée ;
A : longueur d’onde du rayon X ;

d : distance entre plans réticulaires ;

0 : angle entre le rayon X et le plan réflecteur.
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Les diffractogramme des poudres étudiées sont enregistrés avec la radiation
CuKa (A=1,5406A) sur un diffractométre de marque Expertpro-analytical type

MPD/systeme vertical 0 /6 et sur un intervalle angulaire compris entreQ et 50°.

Figure 111.8 : Appareil d’analyse DRX

Cearcle
gonigmetrique

Echantillon

— Aampli

Enregistreur

Fente

Détecteur

Pics de diffraction
Figure 111.9: Schéma d’un diffractomeétre a compteur.
I11.4. Activité antimicrobien
111.4.1. La méthode utilisée

111.4.1.1. Méthode de diffusion en milieu solide :

Nous avons employé la méthode de diffusion en milieu solide (milieu Muller-
Hinton) afin d'évaluer I'activité antibactérienne. Apres avoir inoculé les suspensions
bactériennes a la surface du milieu de culture, les boites ont été incubées a 37°C pendant
24 heures. Ensuite, nous avons mesuré les diametres des zones d'inhibition entourant

les disques contenant les échantillons a tester.
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Les cultures ont été diluées dans 20 ml de milieu GN a l'aide d'une pipette
Pasteur [11]. Ensuite, des puits de 6 mm de diamétre ont été formés dans la gélose
Muller Hinton, et la méme quantité d'échantillon des différents matériaux (HAP-n,
HAP-s, HAP-c, HAP-Zn) a été introduite dans les puits des boites de Pétri stériles de
90 mm. Les plaques de Pétri ont ensuite été placées dans une étuve a 37°C pendant 24
heures. La présence de zones d'inhibition autour des échantillons a été observée

visuellement.

Figure 111.10 : matériel utilise dans la partie biologique (I’activité antimicrobien)
I11.5. Les souches microbiennes

Dans notre étude, nous avons examiné trois souches bactériennes ainsi qu'une
souche fongique. Les souches utilisées étaient des souches de référence. Pour l'essai
antibactérien, nous avons utilisé des bactéries Gram-négatives telles qu'Escherichia
coli, des bactéries Gram-positives telles que Staphylococcus aureus, ainsi qu'une

souche de Candida, qui est un genre de levures.
» Escherichia coli

L'Escherichia coli, également connu sous le nom d'E. Coli, est une bactérie
fréguemment présente dans le tractus gastro-intestinal des humains et des animaux a
sang chaud. Certaines souches d'E. Coli, appelées entérohémorragiques (ECEH),
peuvent provoquer des diarrhées sanglantes et produire une toxine puissante
responsable du syndrome hémolytique et urémique (SHU). De maniére réguliére, des
souches d'E. Coli sont a l'origine d'intoxications alimentaires, souvent causées par la

consommation de produits animaux insuffisamment cuits ou crus.
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» Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus est l'espece type du genre Staphylococcus,
communément appelée staphylocoque dore, et elle produit de nombreuses toxines.
Cette bactérie est responsable d'intoxications alimentaires, d'infections localisées
suppurées, et dans certains cas extrémes, elle peut provoquer des infections
potentiellement mortelles. Communément appelée staphylocoque doré, et elle produit
de nombreuses toxines. Cette bactérie est responsable d'intoxications alimentaires,
d'infections localisées suppurées, et dans certains cas extrémes, elle peut provoquer des

infections potentiellement mortelles.
» Candida albicans

Candida est un genre de levures, et I'espece la plus significative est Candida
Albican. Elle est largement répandue chez les individus et se trouve normalement en
tant que commensal bien toléré par les personnes en bonne santé dans la bouche, sur la
peau, dans le systeme digestif et dans la flore vaginale. La présence et la prévalence de

Candida peuvent varier en fonction des espéces et des conditions individuelles.
I11.6. Conclusion :

Dans ce chapitre, nous avons présenté les différents protocoles expérimentaux
de la préparation de L’hydroxyapatite et les techniques d’analyse des matériaux (IR,
DRX). Ainsi, nous avons discuté le protocole et les méthodes utilisées dans la partie

anti bactérienne.
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CHAPITRE IV Résultats et discussion

IV. Introduction

Ce dernier chapitre présent les résultats obtenus sur la caractérisation des matériaux
synthétisés a base de ’hydroxyapatite caractérisation réalisée, La derniere partie regroupe les
résultats issus de I’application de I’activité biologique antibactérienne en utilisant les différents
germes de souche bactérienne vis-a-vis de différentes hydroxyapatites commerciale, naturelle
et synthétisée par zinc.

IV.1. Analyse par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-
TF)

Les spectres IRTF des différents échantillons étudiés (HAp-S, HAp-N, HAp-C et HAp-Zn)
sont illustrés dans les figures IV.1 a IV.4.

Les figures (IV.1- 1V.4) représentent les spectres IR des poudres d’hydroxyapatite
élaborées et commerciales.
Le spectre de ’HAP naturelle (figure 1V.1) se caractérise par deux bandes : large intense a
3417.6 et fine intense & 1631.7 cm™ dues a la présence des groupements OH" de 1’eau adsorbée
dans le réseau solide [1,2]. Nous notons deux autres bandes & 3417.6 et 565.1 cm
correspondantes a la vibration d’élongation des liaisons O-H des HAP et a 1631.7 cm™ des
bandes de forte intensité de la liaison C-O, correspondent au groupement COs? et se situent a
1409,1022,873 et 708 cm™ [3]. Nous relevons également les bandes suivantes : vi = 873.7cm™,
v2 =605.6 cm™, v3 = 1022.2 cm™ et v4 = 565.1 cm™ qui sont attribuées au groupement (PO4)*
[4-6].
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Figure IV.1 : Spectre de I’'IR de HAp-N
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La figure (IV.2) représente le spectre IR des poudres d’hydroxyapatite
¢laborées par I’hydroxyde de calcium. Le spectre de I’HAP se caractérise par deux
bandes : large intense a 3460.1 et fine intense a 1598.9 cm™ dues a la présence d'eau
dans le réseau solide. Nous notons deux autres bandes a 3460 et 603.7 cm®
correspondantes a la vibration d’élongation des liaisons O-H des HAP et a a 1463,
1020, 873 et 708 cm™ des bandes fines de la liaison C-O, correspondent au
groupement CO372 [3]. Nous relevons également les bandes suivantes : v1 = 873.7 cm
1 v2=603.7 cm™, v3=1118.6 et 1020.3 cm™ et vs = 603.7 cm™* qui sont attribuées au
groupement (PO4)* [4-6].

1500 —

wT
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an —| %0 (os fas |
: 3440 131243 - 7 1306
T T T | T T T T | T T T T | T T T T I

2000.0 1500.0 1000.0 5000

Nombre d’onde (cm™)

Figure V.2 : spectre IR de HAp-S.

Les résultats de la figure 1V.3 montrent que les bandes relatives a I'étirement
(stretching) et déformation du groupe OH et de l'eau liée adsorbée peuvent étre
observées a 3569, 631, 1593 et 3159 cm™ respectivement. Les bandes d'absorption
situées & 1093 cm™ et 1034 cm™* sont les vibrations d'étirement de P=O [7]. En outre,
v1 = 893 cm-1,v2 =603.7 cm-1, vz = 1348.1 et 1037.6 cm-1 et v4 = 569 cm™ sont les
vibrations de flexion de PO dans les groupes PO4+*. De plus, une autre bande faible
apparait a 2340 cm™ appartenant au CO, physisorbé. Les bandes intenses situées a

1400-1458 cm* correspondent aux vibrations de valence du CO3?".
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Figure 1V.3 : Spectre IR des poudres d’hydroxyapatite commercialise HAp-C.
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Figure 1V.4 : Spectre IR des poudres HAp-Zn.

L’examen de ces spectres fait apparaitre les bandes d’absorption suivantes :

Les bandes relatives aux phosphates (PO43') correspondent a 598, 605, 977et (1020-
1120) cmL confirment donc la présence de la phase apatite. Les bandes attribuées au
groupement PO43" sont apparues a 1039cm et 41089cmL comme le montre la figure

N 2 . o
IV.4 [7]. La bande de vibration fondamentale de groupe HPO4 qui est située dans la
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région 972 cm_1 et dans la gamme 1190-1200 cmL apparait moins intense. Les bandes

situées a 630 et a 3470 cm™Lsont représentatives des groupements OH™ de la phase
apatite et de I'eau adsorbée, qui apparaissent pratiqguement dans tous les spectres IR-TF

des différentes séries de HAps étudiées. Cependant, la réduction de la résolution aux
environ de 645 cm™L peut étre attribué au mode de libération des ions OH™ [8, 9]. Les

bandes associées a OH™ apparaissant aux alentours de 3569 cm™L sont plus larges et
indiquent que I’incorporation des ions de Zn. Les bandes liées a 1’eau d’hydratation

(molécules adsorbees sur les cristaux) sont bien visibles dans les spectres IRTF dans
les intervalles 3000 et 35000m'1(HAps-Zn).

Une bande située a 3500 cm™lest attribuée aux molécules d’eau adsorbées sur les
cristaux HAps-Zn. La bande attribuée aux carbonates (C023') est plus prononcé a

environ 1658 cm'1[10]. Les bandes apparaissant aux alentours de 400 a 500 cmL
sont plus fines et indiquent que 1’incorporation des ions de Zn par substitution dans

la structure apatite a induit des changements significatifs.
IVV.2. Analyse par diffraction par des rayons X

Afin d’étudier la structure de I’hydroxyapatite et les caractéristiques
chimiques et physiques, un échantillon d'hydroxyapatite a été utilisé comme
échantillon de référence tout au long de cette étude. Nous le notons par HAp.

La figure IV.5 montre que les valeurs de I’angle de Bragg 2[1(en degrés)
attribuées a la phase hydroxyapatite donnent les principaux pics de I’hydroxyapatite
steechiométrique qui apparaissent a : 26 ; 29 ; 32 ; 34 ; 40 ;47 ; 48 et 50 et
correspondent aux différents plans (hkl) : (002) (210),(112),(202),(310),(222), (312)
et (321), respectivement répertoriés par la base de données de fichiers de diffraction
standards JCPDS(PDFN°70-0794) [11,3].

Les diffractogrammes des échantillons HAps commerciale et HAps

synthétisée sont illustrés dans les figures (d’IV.6 a IV.9)
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Figure 1V.5 : Diffractogrammes des poudres HAp de référence.

L’examen de ces courbes DRX fait apparaitre les principaux pics caractéristiques de

I’hydroxyapatite HAp répertoriés par le comité mixte sur les normes de diffraction des
poudres (JCPDS), PDF no°70-0794 pour HAp steechiométrique [12].
Les résultats montrent que les pics cristallographiques a 20 = 26 ; 29; 32; 34; 40 ;47 ; 48 et 50
et correspondent aux différents plans (hkl) : (002) (210),(112),(202),(310),(222), (312) et (321),
respectivement, sont attribués aux plans de différentes hydroxyapatites (HAp-N, HAp-S, HAp-
C et HAp-Zn). Tous les pics peuvent étre bien indexés sur la phase hexagonale de
I'nydroxyapatite cristalline qui coincidait avec les données standards de la JCPDS n°09-0432
[11,12]. Le diffractogrammes présente les pics intenses des hydroxyapatite élaborées indique
une bonne cristallinité. Elles sont composées essentiellement d’hydroxyapatite de formule
Cas(P0O4)30H qui cristallise dans un systéeme hexagonal compact.

Ces résultats sont en parfaite concordance avec ceux obtenus antérieurement par
certains auteurs [12-13].

La comparaison des spectres de différentes apatites commerciales et synthétisees (HAp-
C HAp-N, HAp-S et HAp-Zn) montre 1’apparition des pics secondaires a environ 29,3° ; 36°;

43,1° et 48,4° qui sont attribués aux pics de diffraction des carbonates de calcium (calcite).
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Figure 1V.6: Diffractogrammes de I'hydroxyapatites élaborée naturelle HAp-N
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Figure 1V.8: Diffractogrammes de I'hydroxyapatites commerciale HAp-

60



CHAPITRE IV Résultats et discussion
|

—— HAP-Zn
2
‘»
f
[«5)
=
T T T T T T
25 29 33 37 41 45 49

2 Théta

Figure 1V.9: Diffractogrammes de I'nydroxyapatites dopée par le Zinc HAp-Zn

Les pics caractéristiques des supports HAps-Zn montrent par-la, la conservation de
leurs structures apatitiques apres les opérations de substitutions isomorphiques. Le
diffractogrammes de I’hydroxyapatite dopée par le Zinc montre que toutes Les raies
sont comparables a celles rapportées antérieurement par d'autres auteurs ayant travaillé
sur les HAps substitués par le zinc [14]. Ces pics correspondent au modele HAp
standard (PDF # no® 70-0794 ; Figure 1V.5). lls révélent clairement que l'incorporation

des ions Zn ne modifie pas la cristallinité des nano cristaux de HAps
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IVV.3. Analyse le résultat de I’activité antimicrobien

L’activité antimicrobienne de différentes poudres de HAP synthétisé et
commerciale dans la présente étude par la méthode de neutralisation, a été teste in vitro

contre deux germes de bactérie ‘‘E. Coli ; S. Aureus ; et aussi sur une levure notée C.
Albicans’’.

1VV.3.1. Résultat de ’activité antimicrobien

1VV.3.1.1. Résultats des échantillons se forme solide

Figure 1V.10 : Influence de différent échantillon solide sur la croissance d’E. Coli.

Figure IV.11 : Influence de différent échantillon solide sur la croissance d’S. Aureus.
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Figure 1V.12: Influence de différent échantillon solide sur la croissance d’C.

Albicans.

Lors de I’évaluation de 1’activité antimicrobienne par la méthode solide, des
résultats négatifs ont été observés dans les trois échantillons testés.

Malheureusement, aucune activité inhibitrice significative n’a été détectée
contre les trois germes ciblés dans cette étude.

Les echantillons n'ont montré aucun effet inhibiteur sur la croissance des
bactéries, indiquant I'absence de composés antimicrobienne actifs dans ces
échantillons.

Ces résultats indiquent la nécessité d'étudier d'autres sources potentielles
d'agents antimicrobienne ou de revoir les méthodes d'extraction et de préparation des
échantillons pour améliorer les chances de détection des composes actifs.

Tableau 1V.1: la zone d’inhibition par rapport les poudres de HAP

1 2 3

E. Coli - - -

S. aureus - - -

C.albicans - - -

1 : Hydroxyapatite de source naturel (HAp-N)
2 : Hydroxyapatite synthétisée (HAp-S)
3 : Hydroxyapatite produite commerciale (HAp-C)
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1VV.3.1.2. Résultats des échantillons se forme dissous

FigurelV.15: Influence de différent échantillon solide sur la croissance d’C. Albicans.
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Les résultats obtenus lors de I'évaluation de I'activité antimicrobienne par la méthode
solide aussi mais les échantillons préalablement lyophilisés ont été dissous dans une solution
contenant du DMSO (diméthylsulfoxyde).

Les observations indiquent que I'échantillon d’hydroxyapatite synthétis¢ par le zinc et
I’hydroxyapatite commerciale sont attaquées par la bactérie S. Aureus avec une zone
d’inhibition de 13 mm et 10 mm respectivement, tandis que ces hydroxyapatites (HAp-C et
HAp-Zn) ne montre aucun résultat positif sur les deux souches testées E. Coli et C. albicans.

De plus, I'échantillon de 1’hydroxyapatite naturelle HAp-N n'a présenté aucun effet
inhibiteur sur les trois germes testés.

Quant a I’échantillon d’hydroxyapatite synthétisé par hydroxyde de calcium (HAp-S) est
attaquée par la levure C. albicans avec une zone d’inhibition de 11 mm, tandis que cette
hydroxyapatite ne montre aucun n’ont montré aucune activité bactérienne contre les deux
souches bactériennes testées E. Coli et S. Aureus.

L’activité antibactérien est influencée par I’effet de I’ion dopant et donc par des

changements au niveau des propriétés cristallines de poudres d’hydroxyapatite.

Tableau 1V.2: la zone d’inhibition par rapport les poudres de HAP

1 2 3 4

E. Coli - - - -
S.aureus 13 mm - - 10mm

C.albicans - - 11mm -

1 : Hydroxyapatite synthétisée par zinc (HAp-Zn)

2 : Hydroxyapatite de source naturelle ‘‘coquillage’” (HAp-N)

3 : Hydroxyapatite synthétisée par hydroxyde de calcium (HAp-S)
4 : Hydroxyapatite produite commercialisé (HAp-C)
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IV.4. Conclusion

Dans ce chapitre les biomatériaux a base d’hydroxyapatite ont été caractérisés utilisant
deux méthodes IR et DRX. Il est utile d’utiliser de différents biomatériaux a base
d’hydroxyapatite comme inhibiteur microbien. D’une maniere générale, les résultats obtenus
de I’application biologique s’avérent étre une solution prometteuse dans le domaine biologique

et biomédical.
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Conclusion générale

Le but de notre travail est de synthétiser des biomatériaux a base de
I’hydroxyapatite et comparer leur comportement structural avec 1’hydroxyapatite
commerciale en appliquant les techniques de caractérisation (DRX et IRTF), et aussi &
leur effet sur 1’activité antimicrobienne comme inhibiteur microbien pour évaluer leur
impact avec certaines bactéries et microbes.

En premier lieu, nous avons réussi a élaborer un bio-nanomatériau a base
d’hydroxyapatite. Les résultats obtenus a partir la caractérisation de ce nanomatériau
montrent que la présence des groupes fonctionnels OH™ et PO4* sur la surface de
différentes apatites a ét¢ confirmée par 1’analyse infrarouge transformer de Fourier
(IRTF). Tous les pics de DRX peuvent étre bien indexés sur la phase hexagonale de
I'nydroxyapatite cristalline avec le groupe d'espace P63/m qui coincidait avec les
données standards de la carte JCPDS n ° 09-0432, ce qui indique la bonne cristallinité
de ces biomatériaux.

Les résultats issus de 1”’effet de I’application biologique indiquent que
I'échantillon de I’hydroxyapatite synthétisé par le zinc et I’hydroxyapatite commerciale
sont attaquees par la bactérie S. Aureus avec une zone d’inhibition de 13 mm et 10 mm
respectivement, tandis que ces hydroxyapatites (HAp-C et HAp-Zn) ne montre aucun
résultat positif sur les deux souches testées E. Coli et C. albicans.

De plus, I'échantillon d’hydroxyapatite naturelle HAp-N n'a présenté aucun effet
inhibiteur sur les trois germes testés.

Quant a ’échantillon d’hydroxyapatite synthétisé par hydroxyde de calcium
(HAp-S) est attaquée par la levure C. albicans avec une zone d’inhibition de 11 mm,
tandis que cette hydroxyapatite ne montre aucun n’ont montré aucune activité
bactérienne contre les deux souches bactériennes testées E. Coli et S. Aureus. L’activité
antibactérienne est influencée par I’effet de 1’ion dopant et donc par des changements
au niveau des propriétés cristallines de poudres d’hydroxyapatite.

L’étude comparative des résultats des différents tests d'activité antimicrobienne
in vitro sur des bactéries pathogenes et fongiques suggere la possibilité de 1'utilisation
de ces nanoparticules dans le domaine biomédical.

Plusieurs remarques observées au cours de cette étude laissent la voie libre a une

poursuite des travaux.
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Nous proposons ici plusieurs perspectives.
1-Elaboration de nouvelles séries d’hydroxyapatites ou des céramiques phosphocalciques
destinées essentiellement a 1’ingénierie tissulaire osseuse.
2-Etude de I’influence des propriétés physicochimiques des biomatériaux sur le comportement
biologique in vitro et in vivo.
3-Le nanomatériau a base de 1’hydroxyapatite présente un potentiel en tant qu’un nouvel
adsorbant biocompatible et son utilisation semble étre une solution intéressante pour le

traitement des eaux usées industrielles.
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Résume
Le but de notre travail est de synthétiser des biomatériaux a base de I’hydroxyapatite
et comparer leur comportement structural avec I’hydroxyapatite commerciale ainsi que leur
effet sur ’activité antimicrobienne sur certaines bactéries et microbes. Les résultats obtenus
a partir la caractérisation de ces nanomatériaux montrent que la présence des groupes
fonctionnels OH™ et PO4* sur la surface de différentes apatites a été confirmée par ’analyse
infrarouge transformer de Fourier (IRTF). Tous les pics de DRX peuvent étre bien indexés
sur la phase hexagonale de I'hydroxyapatite cristalline avec le groupe d'espace P63/m qui
coincidait avec les données standards de la carte JCPDS n © 09-0432, ce qui indique la bonne
cristallinité de ces biomatériaux. L’activité antibactérienne est influencée par I’effet de I’1on
dopant et donc par des changements au niveau des propriétés cristallines de poudres
d’hydroxyapatite. L’étude comparative des résultats des différents tests d'activité
antimicrobienne in vitro sur des bactéries pathogenes et fongiques suggere la possibilité de

I’utilisation de ces nanoparticules dans le domaine biomédical.



Abstract

The purpose of our work is to synthesize biomaterials based on hydroxyapatite and
compare their structural behavior with commercial hydroxyapatite, as well as their effect on
antimicrobial activity against certain bacteria and microbes. The results obtained from the
characterization of these nanomaterials show that the presence of functional groups OH™ and
PO43- on the surface of different apatites has been confirmed by Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR). All the peaks in the X-ray diffraction (XRD) patterns can be well indexed
to the hexagonal phase of crystalline hydroxyapatite with the space group P63/m, which
coincided with the standard data from the JCPDS card number 09-0432, indicating the good
crystallinity of these biomaterials. The antibacterial activity is influenced by the doping ion
effect and thus changes in the crystalline properties of hydroxyapatite powders. The
comparative study of the results from different in vitro antimicrobial activity tests against
pathogenic bacteria and fungi suggests the possibility of using these nanoparticles in the
biomedical field.



