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Liste des abréviations :

mL: millilitre

g : gramme

h: heure

min: minute

°C: degré Celsius

K : kelvin

g.cm™: masse volumique

cm® .mol™ : volume molaire

mm : millimetre

A : angstrom=0.1 nanométre

g/mol : masse molaire

TEOS : TetraEthylOrthoSilicate (C2H50)4Si

P123 : poly (oxyde d’éthyléne)2o poly (oxyde de propyléne)7o poly (oxyde d’éthyléne)zo
FTIR : Infrarouge a transformée de Fourier

DRX : Diffraction des rayons X

BET : Analyse par Adsorption-désorption d’azote

EPA :Agence américaine de protection de I'environnement
JCPDS : Joint Commitee on Powder Diffraction Standards
ERO Espéces réactive a ’oxygene

ROS Espéces réactive de ’oxygene

NPs : nanoparticules

MSN : nanoparticules de silice

ATCC : American type culture collection

PDA: Potato dextrose agar
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S.aureus : Staphylococcus aureus
P.aeruginosa :Pseudomonas aeruginosa
B. subtilis :Bacillus subtilis

C.albicans :Candida albicans
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Introduction :

Les bactéries dans les hdpitaux et les lieux publics provoquent de nombreuses maladies et
peuvent méme entrainer la mort, l'utilisation excessive des antibiotiques traditionnels a
conduit a I'apparition de nouvelles souches bactériennes présentant des niveaux de résistance
croissants, ce qui pourrait poser un probléme de santé publique. C'est pourquoi de nombreux
scientifiques se sont attelés sur la cherchent des solutions pour éliminer ou réduire ce
phénomeéne [1]. Aujourd'hui, la nanotechnologie joue un réle important dans le domaine de
lasanté ou elle est utilisée dans les domaines biomédical et biologique et aussi dans le
traitement des eaux[2]. Récemment, les métaux de transition ont attiré l'attention de ces
chercheurs, il se sont avérés capables de réduire l'envoi de micro-organismes, parmi ces
métaux on cite ; ’argent (Ag), le bismuth (Bi), le cobalt (Co), le cuivre (Cu), le fer (Fe), le
manganese (Mn), le nickel (Ni), le plomb (Pb), le platine (Pt), ’antimoine (Sb), 1’étain (Sn),
et le zinc (Zn). Ces métaux sont largement appliqués contre diverses bactéries pathogenes en

raison de leurs activités antibactériennes.

Parmi les métaux cités, le cuivre qui est bien connu pour son large spectre d’activité
antimicrobienne Gram négatif et Gram positif. En effet il a été démontré que les
nanoparticules de cuivre ont une importante activité dans le domaine biologique. L'efficacité
antibactérienne des Cu-NP dépend de leur stabilité et leur diametre des particules. Par
conséquent, la stabilité et la taille de particule appropriée des Cu-NPs restent un excellent défi
pour leur application comme des matériaux antibactérien. Dépbt de Cu-NPs sur les solides
poreux, tels que SiO2, zéolite et matériaux de carbone, est un moyen efficace pour assurer une
bonne dispersion des Cu-NP, en raison de la grande surface et les volumes poreux, qui

peuvent plus facilement adsorber et capturer les bactéries microbiennes. [3]

C’est dans cette optique que s’inscrit notre travail. Dépot des nanoparticules de cuivre a la
surface des matériaux mésoporeux a savoir la SBA-15 et I’'oxyde de cuivre mésoporeuX, et
I’évaluation de leur activité antibactérienne sur deux type de souches ; de gram positif et

négatif et antifongique.
» Présentation du sujet :

L’objectif de ce travail est d’étudie I’activité antibactérienne et antifongique des matériaux
synthétisés ; I'oxyde de cuivre pur et le cuivre supporté sur SBA-15 et CuO. Dans son

ensemble notre travail, comporte trois chapitres :
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Chapitre | : Partie bibliographique :

Le premier chapitre présente une approche bibliographique sur 1’activité antibactérienne et
antifongique des matériaux a base de cuivre et leur mécanisme d’action sur les micro-

organismes, et une petite recherche sur les bactéries a étudier.
Chapitre 11 : Partie expérimentale :

Le second chapitre concerne les protocoles suivis pour la préparation des catalyseurs ; CuO et
SBA-15 et aussi les catalyseurs a base de cuivre supporté sur SBA-15 et CuO avec différentes
teneurs suivis par diverses techniques physico-chimiques employées pour étudier les
propriétés texturales et structurales, et en fin les tests antibactériens et antifongique pour

I’évaluation des matériaux a base de cuivre synthétisés.
Chapitre 111 : Résultats et discussions :

Le troisiéme chapitre concerne I’interprétation des résultats de caractérisation du: CuO et la
SBA-15 préparés par BET et DRX et I’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique
des matériaux synthétisés a savoir ; X% Cu/SBA-15 et X% Cu/CuO (X =0,5;1;3;5et 10)
et 'oxyde de cuivre CuO ainsi que les discussions des résultats obtenus sont aussi rapportees

dans ce chapitr
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Chapitre | : Synthése bibliographique

1.1-Généralités sur le cuivre :

1.1.a-Définition

Le cuivre est un élément chimique qui appartient a la famille des métaux de transition, ductile
et malléable [4] , de couleur rouge ou orange, bon conducteur de la chaleur et I'électricité, 1l
résiste a l'air et a I'eau mais se patine lentement en présence de carbonate.

En métallurgie, il forme beaucoup d’alliages comme le laiton (cuivre et zinc), le bronze
(cuivre et étain), le maillechort (cuivre, nickel et zinc).C’est un métal indispensable dans un
grand nombre d’applications domestiques et industrielles[5]; il est aussi un oligo-élément plus

intéressant pour le domaine biomédical.

La configuration atomique du cuivre (Z=29) est [Ar] 4s! 3d°. Dans le tableau périodique; il
est placé dans le groupe 11 de période 4 dans la méme colonne que I’argent et I’or[6, 7] . 1l
présente une structure cristalline cubique a faces centrées tel que présenté dans la figure

suivante:

Figure 1.1 : Représentation schématique de la structure cristallographique du cuivre

meétallique
Paramétre de maille : a = 3.61500 A
Volume : 47.24 A3

Volume molaire : 7.11 cm® .mol*
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Masse volumique : 8.960 g.cm?

Le cuivre a une capacité de conductivité électrique de (5.9x107 S.m?) et une conductivité
thermique allant jusqu'a (400 W.m? K1) ; et de densité : 8,92 kg/dm?®. Il posséde plusieurs
radio-isotopes, dont cing sont particulierement intéressants pour les applications de
radiothérapie et d'imagerie. Le progres en continu dans le domaine des nanotechnologies a
permis 1’exploitation des nouvelles propriétés physico-chimiques des nanoparticules et

molécules contenant du cuivre[8].

I.1.b-Historique

L'utilisation du cuivre par 'homme a commencé il y a plusieurs siecles, c’est le plus ancien
métal de ’humanité. En 2600 avant JC[9], les égyptiens I'utilisaient comme antibactérien,
pour stériliser les blessures au niveau du torse et pour purifier I’eau buvable. 11 a également
été utilisé par d'autres civilisations telles que les Grecs romains, azteques pour traiter de
nombreuses maladies, y comprises maux de téte, brilures et I’infections intestinales et
auriculaires [10]. Il a également été utilisé a Paris entre 1832 et 1852, pour éliminer le
choléra. En 1885,il a été utilise par le physicien francais Luton dans le traitement
d’inflammation chronique des ganglions, d’eczéma, d’impétigo, de scrofulose, de tuberculose,

de lupus, de syphilis, d’anémie, de chorée, ou encore de névralgie faciale[10].

1.1.c-Oxyde de cuivre

L’oxyde de cuivre a attiré plus d’attention en raison de ses propriétés unique[11];ll existe
deux états d’oxydation de cuivre, qui sont stables thermodynamiquement, le premier est
I’oxyde cuivreux de formule chimique Cu20, il est présent dans la nature sous forme de
cuprite et le deuxieme est ’oxyde cuivrique de formule CuO et on le trouve a I’état naturel

sous le nom ténorite.

Il existe également un troisieme oxyde de cuivre appelé la paramélaconite. Cet oxyde
correspond a une valence mixte du cuivre Cu' Cu", il est métastable et donc trés peu observé
[12].
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*-Propriétés de ’oxyde cuivreux (Cu20) :

L'oxyde cuivreux a une structure cubique assez simple se compose de deux réseaux, un sous-
réseau cubique a face centrée de cations de cuivre et d'un sous-réseau cubique centré d'anions
d'oxygene.[13]

L'oxyde cuivreux est un semi conducteur de type p[14], solide rougeétre avec une densité de
6,0 g/cm®. 1l a un point de fusion de 1235°C insoluble dans I’eau[15].En plus de l'intérét
initial de Cu,0 comme un matériau a faible codt pour les cellules solaires, il est utilisé aussi
comme photo catalyseur pour la production d'hydrogéne a partir d'eau. Cu.O a été utilisé
récemment pour la décomposition globale de I'eau, soit en H2 et Oz, sous I'action de la lumiére
visible[13], L'oxyde cuivreux est oxydé sous air a des températures comprises entre 170 et
200 °C la phase cubique obtenue dépend fortement de la température et de la pression

partielle en oxygene[16].

*-Propriétes de I’oxyde cuivriqgue (CuO)

Oxyde Cuivrique est un minéral solide de couleur noire se présente sous forme d'une poudre
trés fine, insoluble dans I'eau de mase molaire égale 79.5g/mol et de température de fusion
égale a 1326°C.

L’oxyde cuivrique forme un cristal ténorite beaucoup plus compliqué. La maille
monoclinique du groupe d’espace Ca/c contient quatre molécules CuO, chaque atome de
cuivre possede quatre proches voisins d’oxygéne, les atomes de cuivre sont au centre d'un
rectangle d'oxygene, tandis que les atomes d'oxygeéne sont au centre d'un tétraedre de cuivre
déformé[17]

L’oxyde de cuivre CuO est également un semi-conducteur de type p avec une énergie de la

bande interdite Eg comprise entre 1,2 et 1,4 eV, il est de faible conductivité[18]

1.1.d-Cu-SBA-15 :

Les silices mésoporeuses de type SBA-15 ont été découvertes en 1998. Dans leur label,
leslettres SBA rappellent que leur découverte est due a une équipe de I’Université
deCalifornie a Santa-Barbara : celle du Prof. G. D. STUCKY. Ces silices se caractérisent
parune architecture 2D-hexagonale et un haut niveau d’ordre, aussi bien en ce qui concerne
larépartition spatiale que le diamétre des mésopores. La distribution étroite du diamétres des

pores rend ces silices particulierement attractives en tant que supports pour des applications
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dans le domaine de la catalyse hétérogéne (aprés fonctionnalisation, c’est-a-dire apres
dispersion d’especes actives en catalyse a la surface de la SBA-15).[19-21]

L'incorporation de nanoparticules d'oxyde métallique peut importer une importante activité a
la SBA-15. Récemment, la SBA-15 modifié par CuOx (x = 0 a 1) a attiré beaucoup d‘attention
en tant qu'excellent catalyseur d'oxydation. Différentes méthodes de synthese, telles que; la
synthése directe, 'imprégnation et le greffage ont été rapportés.[22]

Les catalyseurs a base de cuivre sont fréquemment utilisés dans une variété des procédés
d'hydrogénation industrielle, y compris le méthanol et les réactions de déplacement eau-gaz a
basse température[23].

Le cuivre déposé a la surface du SBA-15 (Cu/SBA-15) est utilisé dans différent domaine
d’applications telles que le vaporeformage, I'hydroxylation, l'oxydation partielle, I'oxydation
compléte.

Le Cu/SBA-15peut étre préparé par plusieurs méthodes tel que I'imprégnation a humidité
naissante (WI), depdt précipitations(DP), le greffage et les précipitations de depdt
(HDP) .Parmi la source de cuivre la plus utilisé pour la synthese de Cu/SBA-15 est le
complexe Cu(NO3)3(H20)s.

D’apres la littérature, les catalyseurs a base de cuivre présentent une importante activité
antibactérienne, par conte le cuivre supporté sur la SBA-15n’a pas été étudié.

|.2- Effet antibactérienne :

|.2.a- Définition :

La synthese de matériaux possédant une activité antibactérienne est d’une grande importance
pour la santé publique[24]; en général un antibactérien est un dispositif cliniqgue qui permet
soit de rétruire les bactéries affectant le patient soit d’affecter la virulence de la bactérie. Il
existe deux type de matériaux antibactérien, antibactérien inorganique-inorganique ou on
utilise en général les métaux tels que Ag*,Cu?*,Zn%*,Ce® ; et les antibactériens organique-

inorganique ou on note la présence des molécules organiques[25]

Les agents antibactériens sont tres importants pour plusieurs domaine a savoir ; I'industrie du
textile, la désinfection de l'eau, les médicaments et les emballages alimentaires Par
conséquent, les agent antibactérien sont développés pour étre sans aucune toxicité pour le

corps humain avec une bonne activité antimicrobienne[26].
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1.2.b-Etude antibactérien du cuivre :

Durant la derniere décennie, plusieurs étude dans le domaine médical ont étudie les vertus du
cuivre, les résultats obtenus ont montré que le cuivre est nécessaire pour le bon
fonctionnement de certains enzymes, stimulation du systéme immunitaire contre les infections
et aussi pour maintenir I’homéostasie. Il présente une toxicité pour les micro-organismes
comme les bactéries et les virus, car il joue le réle d’un anti bactérien. Les études ont montré
aussi que le cuivre est capable d'éliminer les bactéries les plus résistantes, les moisissures et

les virus. [9]

Yoon et all ont étudié¢ I’effet antibactérien du cuivre sur les bactéries Escherichia coli et
Bacillus subtilis. 1l a remarqué que le ratio des bactéries mortes augmente lorsque les
concentrations de NPs augmentent. Pour cela il a conclu que les effets antibactériens des
nanoparticules de cuivre est dépendant de la concentration des nanoparticules et de la
concentration en bactéries initialement[3].De plus, la taille des molécules joue un réle
important dans la connaissance de leur efficacité en tant qu'antibactérien, car les études qui
ont eté realisées montrent que les nanoparticules de cuivre ont une grande efficacité dans

I'élimination des bactéries par rapport au cuivre libre et aux microparticules de cuivre[27].

Une autre étude a montré que la présence du cuivre dans; barres de lits, les interrupteurs, des
plateaux de table roulante, accoudoirs des fauteuils, porte-sérum et éléments d’informatique
permet de réduire de 87% les microbes[28]; Une étude a été menée au niveau de 1’hopital de
SellyOak a Birmingham; sur I'effet antibactérien du cuivre sur les surfaces qui le contiennent,
les résultats obtenus ont montrés que la présence des bactéries a diminué de 90% a 100% par
rapport aux autres surfaces. L’étude a porté sur dix semaines de prélévements avec I’analyse
du nombre de bactéries aérobies total par centimétre carré[29]. L’université de Southampton
(Grande-Bretagne) a aussi démontré que les surfaces en cuivre permettent 1’élimination des
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) en 90 minutes[30]. Grace a ces
études, en 2008, I’Agence américaine de protection de I’environnement a approuvé
I’homologation du cuivre et de ses alliages en tant qu’agent antimicrobien capable de lutter
contre certains microorganismes responsables d’infections potentiellement mortelle[31]; c'est
pourquoi il est utilisé dans de nombreux hépitaux, pour réduire les bactéries et les risques

d'infection.

De nombreuses bactéries et virus ont été éliminés par le cuivre notamment; Acinetobacter

baumannii, Adénovirus, Aspergillus niger, Candida albicans, Campylobacter jejuni,
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Clostridium difficile, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli O1s7:H7, Helicobacter pylori,
virus de la Grippe A (HiNy), Legionella pneumophilia, Listeria monocytogenes, Poliovirus,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, entérocoque résistant, staphylocoque doré
résistant a la Vancomycine et a la méthicilline[32]

A partir de son activité anti bactérienne, le cuivre a fait ’objet de plusieurs études visant a
’utiliser dans le développement d’une nouvelle génération de médicaments et de composés
pour la médecine et I'agriculture, pour cela l'identification du mécanisme est important pour

les activités biologiques[33].

1.2-c. Le mécanisme d’action du cuivre sur les bactéries '

La destruction des microorganismes sur les surfaces en cuivre ne résulte pas d’un simple

mécanisme mais de plusieurs effets[34];dont on cite 3.

*. Le cuivre catalyseur d’oxydations

Le cuivre a comme capacité de donner ou de recevoir des électrons. Grace a cela, il peut avoir
différents états d’oxydation entre Cu* et Cu?*. Ceci permet au cuivre d’agir en catalyseur dans
la production d’espéces réactives d’oxygene (ROS) comme les radicaux hydroxyles (OH") et
les anions superoxydes (O%) [34]. La propriété redox du cuivre est établie par la réaction type

Fenton et Haber-Weiss, comme vu ci-dessous[35] :

REACTION 1
Cu?*+0; — Cul* + 02
REACTION 2 (Reaction type Fenton)
Cu'* + H0, — Cu?* + OH + OH
REACTION 3(Reaction d’Haber-Weiss)

0, +H0, - OH +0OH+ 0>
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Pour savoir quels sont les oxydants qui jouent le réle déterminant dans la destruction
cellulaire, des cellules d’entérocoques sont étudiées sur le cuivre en présence de différents
chélateurs d’ions ou d’ROS qu’encheére[34]

Les résultats ont montré que; les ions Cul*qui interviennent en premier lieu contre les
bactéries, puis les ions Cu?"qui continuent sur le long terme. Par contre les radicaux
hydroxyles ne sont pas responsables de la destruction cellulaire par le mécanisme du cuivre;
ce phénomene est appelé le stress oxydatif qui est un mécanisme important pour les
antibactériens du cuivre[36].

* Dépolarisation des membranes cytoplasmigues :

La dépolarisation des membranes plasmiques fait partie des mécanismes de destruction des
microorganismes, ou les études montrent qu’il est le mécanisme principal de 1’effet
antimicrobien du cuivre car le contact des cellules bactériennes avec le cuivre ne les brisent
pas et ne provoque pas de fuite de matériel, mais les rendent plutdét perméables et les
déstabilisent, ce qui les rend plus susceptibles d’étre victimes de ruptures par forces
physiques[9]

Les ions de cuivre peuvent rentrer en concurrence avec les ions Zn ou autres ions sur
d’importants sites de liaison aux protéines, ceci menant a des changements conformationnels
et a la perte des fonctions des protéines, Lorsque ce dernier perturbe l'activité des enzymes
cytoplasmiques utilisées dans la fabrication de chaines ramifiées d'acides aminés qui
entrainent des dommages selectifs a la membrane plasmique, certaines études ont confirmé
que si les bactéries étaient gram-positives ou négatives, la membrane bactérienne est détruite
aprés contact avec la surface du cuivre; et c’est la dépolarisation des membranes
cytoplasmiques qui est le mécanisme principal de 1’effet antimicrobien du cuivre et que la

dégradation du génome n’est qu’une conséquence de la mort cellulaire[9, 36].

*, Désintégration de ’ADN :

La recherche a montré que les ions de cuivre ont la capacité de changer ’arrangement de
I’ADN en s’y attachant et en changeant sa conformation[37]. Des études faites par Warnes et
Keevil suggérent que la dégradation de ’ADN est une part active du mécanisme de mort
cellulaire par le cuivre[32]. Ils avancent que I’ADN est la cible principale de la toxicité du
cuivre, ce qui meéne a une fragmentation rapide de ’ADN immédiatement lors du contact aux

ions cuivreux et qui apparait au premier stade de la mort cellulaire. Et grace a ces études, il a
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été prouve que le mécanisme de destruction de I'ADN n'est qu'un mécanisme secondaire[38],
et a partir de 1a, I'élimination des cellules se fait par contact avec le cuivre qui arrive
successivement par :

- Des dommages au niveau de la membrane.

- L’influx de cuivre a I’intérieur de la cellule.

- Des dommages d’oxydation qui en découlent.

é ) Etape 1 :
= La membrane cellulaire est endommagée

Cuivre
;":l.-.-.‘-.:.H‘ Et 2
o o i ape 2 :
‘*- B _ Do Le cuivre entre dans la cellule
Cuivre
> 8 &
i) Etape 3 :
»-“- -- * Le cuivre oxyde les protéines
’%’ ﬁﬁ ﬁ Etape 4 :
-"' I_ . _'H- - - L'ADN est attaqué

A ce moment 13, la cellule est morte. Puis, arrive ensuite la dégradation de I’ADN/[9]

Figure 1.2 : schéma du mecanisme de cuivre sur les bactéries

1. Le cuivre se dissout en surface et provoque des dommages cellulaires
2. Rupture de la membrane cellulaire qui rentre en contact avec le cuivre
3. Les ions en cuivre génerent un stress oxydatif qui cause des dommages supplémentaire aux
cellules

4. L’ADN des bactéries est dégradée ce qui rend trés improbable le développement d’une

résistance au cuivre.

On sait que les nanoparticules de cuivre ont une activité élevée contre un grand nombre de
bactéries, et c'est pourquoi elles sont utilisées dans le développement de la nouvelle
génération de médicaments et de dispositifs médicaux, en identifiant les mécanismes des

activités biologiques[39, 40].
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1.3.D’autres agents antimicrobiens inorganique

Récemment, les scientifiques se sont intéressés aux nanoparticules inorganiques, en
particulier les oxydes métalliques, qui jouent un rdle majeur en tant qu'antimicrobiens, en
raison de leur stabilité, robustesse et de leur longue durée de conservation. L'activité
antimicrobienne des nanoparticules a été étudiée avec différentes bactéries pathogénes et non
pathogénes telles que Staphylococcus aureus et Escherichia coli[41]. Certains des oxydes
inorganiques dont l'activité antimicrobienne a été testée sont TiO2, ZnO, MgO, CaO, Al>Os,
Ag20 et CeO[42].

Plusieurs facteurs sont liés a l'activité antimicrobienne des oxydes métalliques, tels que la
concentration, le pH, le temps de contacte, les propriétés de surface de la poudre, la
génération d'oxygéne actif et aussi la grosseur des particules d'oxydes de métaux[43] ; grace a
ces études, nous avons constaté que plus la concentration de la poudre et la surface spécifique
étaient elevees, plus l'activite antimicrobienne serait étendue ; et en plus de cela, I'action des

oxydes de métaux contre les bacteries apparait et se manifeste a la surface de la particule[44].

1.4. Définition des bactéries a étudier

Les bactéries sont parmi les plus anciens organismes abondants sur Terre. Ce sont des
organismes procaryotes unicellulaires. Cellules bactériennes entourées d'une membrane
plasmique tapissée d'une paroi. La plupart des bactéries sont soit sphériques, comme
Staphylococcus aureus, soit allongées sous le nom d'Escherichia coli, Il existe également des

bactéries spiralées du genre tréponeme[45].

l.4-a. -Staphylococcus aureus :

Staphylococcus aureus, ou ce qu'on appelle également Staphylococcus doré, est lI'une des
bactéries les plus pathogéenes responsables de l'intoxication alimentaire, des infections
purulentes localisées et dans certains cas extrémes, des infections potentiellement
mortelles[46] ;et ces bactéries se propagent partout dans la peau, le nugueuse et la sphére
rhino-pharyngée, chez les animaux a sang chaud, en particulier chez I'hnomme[47] ; 1l est
également considéré comme l'un des types de streptocoques les plus dangereux, car il
provogue une inflammation cutanée, ainsi que des infections pulmonaires, des infections des

valves cardiaques et des infections osseuses.
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Ces bactéries se transmettent par contact direct avec une personne infectée, par 1’utilisation
d’un objet contaminé, ou par inhalation de gouttelettes infectées dispersées dans ’air par les
éternuements ou la toux. Les infections cutanées sont fréquentes mais la bactérie peut se
propager a travers la circulation sanguine et infecte des organes éloignés. Les infections
cutanées peuvent étre responsables de 1’apparition de cloques, d’abcés, et de rougeurs et de
gonflement de la zone infectée. L’apparence de la peau et I’identification de la bactérie dans

un échantillon de matériel infecté permettent de faire le diagnostic[48].

Staphylococcus aureus produit une grande variété d'exoprotéines qui contribuent a sa capacité
a coloniser et a provoquer des maladies chez les hdtes mammiféres. Presque toutes les
souches sécrétent un groupe d'enzymes et de cytotoxines qui comprend quatre hémolysines
(alpha, béta, gamma et delta), les nucléases, les protéases, les lipases, I'nyaluronidase et le
collagénose. La fonction principale de ces protéines peut étre de convertir les tissus locaux de

I'h6te en nutriments nécessaires a la croissance bactérienne.

X

Figure. 1.3 : bactérie de staphylococcus aureus

1.4-b. Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie gram-négative que l'on trouve souvent dans le sol,
I'eau et les zones humides telles que les robinets et les tuyaux, et qui a une grande capacité
d'adaptation aux environnements hostiles ; ces bactéries sont résistantes a I'eau, y compris a
I'eau distillée [49]; elle a été isolée pour la premiere fois en 1882 par Gessard[50]. Elle est
connue depuis longtemps sous le nom de bacille pyocyanique, de bacille du pus bleu ou Pyo ;
bien que ces bactéries ne soient pas nocives pour une personne en bonne santé, mais ont un
impact majeur sur les personnes souffrant d'un déficit immunitaire, elles sont également une

cause majeure de déces et de morbidité chez les personnes atteintes de mucoviscidose[51, 52].
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Pseudomonas aeruginosa est une bactérie environnementale puissante et omniprésente qui est
l'une des trois principales causes d'infections opportunistes chez I'nomme ; elle est
naturellement trés résistante aux antibiotiques et s'adapte rapidement aux attaques
médicamenteuses ; si le patient a récemment recu plusieurs antibiotiques, ces bactéries
peuvent étre plus résistantes et plus dangereuses lorsqu'elles colonisent les poumons et se
fixent rapidement sous la forme d'un film dynamique, lui permettant de résister aux défenses

immunitaires de I'hote et aux antibiotiques[49, 53] .

Figure. 1.4 : bactérie de Pseudomonas aeruginosa

1.4-c. Escherichia coli :

Escherichia coli est une bactérie l'anaérobie facultatif prédominant de la flore colique
humaine; gram négatif[49, 54]. Elle était découverte en 1885 par le chercheur Theodore Von

Escherich d’ou elle a eu son nom, elle est également connue sous le nom de colibacille[55].

Elle représente 1’espéce dominante de la flore intestinale aérobie, ou elle participe a la barricre
intestinale en arrétant la croissance d’espéces bactériennes nuisibles. La colonisation du tube
digestif commence dés les premiéres heures apres la naissance et le rythme de division
d’E.coli lui permet de garder pendant toute la vie de I’individu sa place dominante dans la

flore (une division toute les 20 min a 37°C et en conditions favorables). [56].

La présence de cette bactérie dans le sol, ’eau ou les aliments témoigne d’une contamination
fécale et suggere la possibilité que d’autres bactéries ou virus d’origine digestive s’y trouvent.
On considére que sa présence rend I’eau ou les aliments impropres a I'utilisation ou a la

consommation[57].
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Escherichia coli pourrait étre pathogéne Lorsque les conditions le permettent : inflammation
en dehors de l'intestin, en particulier dans les voies urinaires ou maladies diarrheiques dont

certaines souches d'Escherichia coli sont les agents responsables[58]

Figure. L.5 : bactérie d’Escherichia coli

|.5-Effet antifongigue :

1.5-a. Définition :

Les champignons sont des micro-organismes appartenant au domaine eucaryote. lls possedent
une paroi solide et un véritable noyau. Il existe plus de 50 000 especes différentes. Certains de
ces champignons sont a l'origine de nombreuses maladies telles que les dermatites. Le nombre
d'infections fongiques graves et mortelles a augmente, et I'une des causes est l'augmentation
du nombre de patients immunodéprimés pour une raison quelconque[59] C'est pourquoi les
agents antifongiques sont utilisés pour lutter contre les infections localisées ou profondes par
des champignons microscopiques ; ils agissent principalement sur la membrane cellulaire des
champignons. En la perforant, les antifongiques perturbent la sécurité de la cellule et

entrainent sa mort.

1.5-b. Etude antifongique du cuivre :

Le cuivre peut agir comme un agent antifongique car il est utilisé en agriculture, notamment
en agriculture biologique, pour lutter contre diverses maladies fongiques, notamment sur la
vigne, dans la production de fruits et légumes. C'est le seul ingrédient actif qui possede un
important effet fongique et un large spectre d'action[60] , il est également utilisé dans les
cultures biologiques de pommes de terre pour lutter contre le mildiou des infestations[61] , et

il agit par contact pour empécher la germination en utilisant un mélange de sulfate de cuivre
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aqueux et de chaux, qui a été découvert a la fin du 19eme siécle, et a été classé comme le

principal fongicide contre le karma du mildiou[62] .

L’utilisation du sulfate de cuivre aqueux et la chaux, permet d’empécher la germination. Cette
technique a été découverte la fin du 19°™ siécle, a été également classé comme le principal
fongicide contre le karma du mildiou[62].Les fongicides a base de cuivre sont devenus
essentiels et plusieurs milliers de tonnes sont utilisées chaque année dans le monde pour
prévenir les maladies des plantes. Le sulfate de cuivre a également été utilisé comme
antiseptique dans les exploitations agricoles pour contrdler et prévenir les maladies animales,

telles que le piétin chez les bovins et les ovins[63].

Les nanoparticules a base de Cu et leurs dérivés peuvent s'accumuler dans le mycélium des
champignons tolérants au Cu lors de la décomposition du bois traité et se retrouver dans leurs
spores, qui sont dispersées dans I'environnement. Le cuivre reste le principal composant
biocide utilisé pour protéger le bois[64]. En outre, des études menées par Gregor Grass en
2011 ou il a montré qu'en présence du cuivre, Candida albicans est éliminé en cing minutes

dans un environnement sec[64].

Les traitements au cuivre préviennent la formation du cancer et limitent le développement des
champignons et des bactéries car il a un effet toxique sur les champignons en inhibant la
germination des germes. Il est reconnu comme une bactérie trés efficace, il empéche les

bactéries de se multiplier[65].

1.5-c. Champignons a étudier:

*.Candida albicans :

Candida albicans sont des champignons microscopiques du groupe de levures le plus
important et le plus connu du genre Candida, généralement inoffensifs et présents dans le
systeme reproducteur, le systeme digestif, la bouche et la peau[66]. Il peut parfois devenir
pathogene en cas de déséquilibre immunitaire ou hormonal, il se multiplie et devient malade
en libérant des toxines, car il est une cause importante de déces chez les patients atteints du
VIH comme les malades du sida ou du cancer qui suivent une chimiothérapie. La candidose
buccale et comique est fréquente chez les patients atteints du sida. Elles sont principalement
dues a des modifications de I'nydratation, du pH, des concentrations de nutriments ou de

I'environnement microbien de la peau et des muqueuses[67].
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Candida albicans est un champignon polymorphe qui peut se développer soit sous forme de
levure bourgeonnante ovoide, soit sous forme de cellules ellipsoides allongées avec des
constrictions au niveau des septa (pseudohyphae), soit sous forme de véritables hyphes a
parois paralleles[68]. D'autres morphologies comprennent les cellules blanches et opaques,
formées lors de la commutation, et les chlamydospores, qui sont des structures de spores a

parois épaisses[69].

Figure. 1.6 : champignon de Candida albicans.
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Chapitre Il : Etude expérimentale

L’objectif de ce travail de recherche est de préparer et caractériser des matériaux a base de
cuivre ; Cu/SBA-15 et Cu/CuOx( 0,5% ; 1% ; 3% ; 5% et 10%), mésoporeux et d’évaluer leur
activité antibactérienne. Les procédures de préparation, les techniques de caractérisation ainsi

que les conditions du test biologique sont détaillées dans ce chapitre.

11.1 Matériels et réactifs

11.1.1 Verreries :

Bécher (25mL).Eprouvette (10mL) .Erlenmeyer rodé. Spatule

11.1.2.Matériel biologigue

Tubes a essai, bec benuen, boite pétri, pipette pasteur stérile, milieu de culture en poudre :
Agar, Nutrient Agar (21g dans 1L d’eau distill¢) et Muller Hinton Broth (28g dans 1L d’eau
distillé).

11.1.3 Réactifs utilisés :

Tableau I1.1 : propriétés physico-chimiques des produits utilisés.

Réactif Formule Structure moléculaire Masse Effets sur

. la santé
brute molaire

Nitratesde  Cu(NOs)23 0 187.556  114.5 170 &
cuivre (H20) Kr cu? g/mol ‘
O/ \O.
2 ’@
Chlorure HCI 36,461 -114 -85
d’hydrogéne 8" & g/mol
e S
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<®

X A T
Pluronic  1O(CH2C Ho 0 ) O 5800  -24.99 149
P123 HZO)ZO(CH CH3 g/m0|
,CH(CHs)

0)70(CH2C
H20)20H
TetraEthyl  (CzHs0)4S S 208.3 @
OrthoSilicat i /\OT\S{;O\/ 3
o < g/mol @
Hydroxyde de  NaOH 3999 318 1390 @

sodium Na/O*H g/mol

11.1.4 Accessoires du laboratoire :

@
L4

Balance : Nous pesons les réactifs a l'aide d'une balance d’analyse de précision égale

0.0001g

Evaporateur rotatif : Un évaporateur rotatif est un dispositif utilisé en chimie pour
distribuer rapidement des solvants, en adoptant le principe simple de la distillation
sous vide, qui permet d'éliminer rapidement de grandes quantités de solvant en
abaissant le point d'ébullition par pression. Elle consiste en un bain d’eau, un ballon de
forme appropriée, un réfrigérant qui condense les gaz, un ballon dans lequel les gaz de
condensation sont recueillis, un dispositif fait tourner le ballon le long de l'axe de

symétrie.
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Figure. 11.1 : Evaporateur rotatif

< Etuve: Il s'agit d'un appareil qui effectue divers traitements thermiques a des
températures contrblées et qui a été utilisé dans notre travail a 100 <C pour sécher nos
produits.

« Four a calcination : c’est un appareil de laboratoire visant a réaliser les opérations
de calcination ; nous I’avons utilisé pour éliminer les impuretés et pour la cristallinités

et aussi pour donner une activité thermique, ce travail ce fait a 400 <.

11.2 Synthése des matériaux:

a- SBA-15:

La silice mésoporeuse de type SBA-15 a une structure hexagonale bidimensionnelle.
La synthese de la SBA-15 se fait dans un milieu acide en présence du copolymeére tribloc non

ionique: le Pluronic P123.

27

——
| —


https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89quipement_de_laboratoire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Calcination

Chapitre II : partie expérimental

TEOS=(C2H50)4Si
V=9.15mL

m = 4g : (OE)20-(OP)70-(OE)20
v=7.5mL : HCI (0.24M)
v =20 mL : Eau bidistillée

— [ Agitation a T=40°C pendant 24heures }

!

La solution est laissée a 100°C dans des

autoclaves en téflon pendant 48 h

!

Filtration et séchage sous air a

B

température ambiante

SBA-15

Figure I1. 2 : Synthése de SBA-15.

b- Oxyde de cuivre :

L’oxyde de cuivre est synthétisé par la méthode hard template, en utilisant les nitrates de
cuivre comme précurseur de cuivre et la SBA-15 comme agent structurant. Suivant le mode

opératoire cité ci-dessous :
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(Cu(NO3)23(H20) +
eau bidistillé + 0,15¢g
de SBA-15 calcinée

Agitation pendant Séché a I’étuve

1 heure a80°C

Lavage avec Calcination sous air a

NaOH (0,5M) 400°C(1.5°C/min ;4h)

Figure. 11.3 : Synthese de CuOx

c-Cu/CuOx; Cu/SBA—-15(05% ;1% ;3% ;5% et 10%) :

Le cuivre a été déposé a la surface de I’oxyde de cuivre et la SBA-15, utilisés comme support,

par la méthode d’imprégnation a humidité en phase aqueuse:

E mm

Figure. 11.4 : synthése de Cu/sopport
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A

Figure. 11.5 : Cu/SBA-15 synthétisé

11.3. Méthodes de caractérisation des matériaux synthétisés :

Les matériaux préparés ont été caractérisés par les techniques suivant:

> Infrarouge a transformée de Fourier (FTIR).
» Diffraction des rayons X
» Analyse par Adsorption-désorption d’azote (BET)

11.3.1- Infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) :

a. Principe :

Le principe de la spectroscopie infra-rouge consiste a irradier un échantillon par un
rayonnement infra-rouge dont I'énergie associée est de quelques kilojoules par mole. Cette
derniére est suffisante pour provoquer des transitions entre niveaux énergétiques rotationnels
et vibrationnels des molécules. Les vibrations moléculaires, stretching, (élongation) et
bending (déformation) absorbent une énergie variable selon la nature des atomes et la force
des liaisons mises en jeu. De ce fait, toutes les bandes d'absorption seront les signatures

caractéristiques de fonctions chimiques.

b. Conditions expérimentales :

Les analyses IRTF ont été réalisées a température ambiante sur un spectrometre BRUKER
Equinox 55 FTIR équipé d’un détecteur DTGS. Les spectres sont enregistrés dans la gamme
4000 a 400cm™ avec une accumulation de 32 scans et une résolution de 4cm™. Pour la
caractérisation des matériaux calcinés, les analyses ont été faites en mode transmission et les
échantillons ont été préalablement pastillés. Ainsi, 0,095 g de KBr et 0,05g de poudre de

matériaux sont mélangés puis pressés al0tcm?. La pastille obtenue est mise sur le porte
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¢chantillon et placée dans I’appareil sous pression atmosphérique. Tous les spectres sont

présentés en absorption aprés avoir soustrait le signal de la référence (KBr).

L’appareil utilisé est un spectrométre infrarouge a transformer de Fourier (IR-FT ; Perkin

Elmer), Agilent Technologies Cary 600 series du laboratoire LCSCO de ['université de

Tlemcen.

Figure. 11.6 : appareil d’infrarouge a transformée de fourrier (IRTF)

11.3.2- Diffraction des rayons X :

La diffraction des rayons X est une méthode classique de caractérisation des matériaux, Elle
permet de déterminer la nature et la structure cristallographique d’un solide. Elle se base sur

la mesure des angles de diffraction des rayons X par les plans cristallins de 1’échantillon a

analyser.

-

faisc /”"- :
faisceau /s interférences
incident // ~.
s~
/ faisceau ™,

/ diffracté >
=5 ¢
Z o
¢paisseur : / : plans
de couche % atomiques
d 2
“ \

Figure 11.7 : Représentation schématique de la diffraction des rayons X

partie expérimental
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Les angles de diffraction sont reliés aux caracteristiques du réseau cristallin et du

rayonnement incident par « la loi de Bragg»:

2dpg sinB=n A

ou:

e 0(°) : angle de diffraction de rayons se traduisant par une raie d’intensité I.

e dhkl (nm) : distance inter-réticulaire correspondant au plan (hkl).

e ) (nm) : longueur d’onde du faisceau de rayons X utilisé.

e n(nombre entier) : ordre de diffraction.
Les mesures de diffractions de rayons X ont été realisées sur un appareil Rigaku, Mini Flex
600 équipé d’un détecteur (SC-70).

Figure.l1.8 : appareil de diffraction de rayons X

11.3.3-Analyse par Adsorption-désorption d’azote (BET) :

L’adsorption-désorption d’azote est une méthode mesurer les phénoménes de physisorption et
de chimisorption tout en déterminant les isothermes d'équilibre de l'adsorption et de la

désorption d'un nouveau matériau utilisée pour la caractérisation des matériaux mésoporeux et
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permet de déterminer les propriétés texturales des matériaux tels que la surface spécifique, le

volume poreux et la taille des pores.

Principe :

Le principe de cette technique consiste a évaluer la quantité du gaz physisorbée sur un solide.
Une isotherme d’adsorption et de désorption est représentée par une courbe donnant la
quantité¢ d’azote adsorbée et désorbée par un matériau a température constante (77 K) en

fonction de la pression ou de la concentration d’équilibre.

Cette description trés générale, les isothermes d’adsorption ont été reprises de maniére plus
précise par 'IUPAC qui a établi six différents types d’isothermes correspondant chacune a

un type différent d’interaction et de porosité.

B
I v ITI
na/ms B
ha
v VI

P/p°
Figure.11.9 : Isotherme selon la classification de PTUPAC

e Type | : obtenu sur un adsorbant microporeux, d<2nm

e Type Il : obtenu sur un adsorbant microporeux ou non poreux, d>50nm

e Type Il : obtenu sur un solide macroporeux ou non poreux, il est trés rare

e Type IV : obtenu sur un solide mésoporeux, 2nm<d<50nm

e Type V : obtenu sur un solide mésoporeux (rarement rencontré).

e Type VI : trés rare obtenu sur un solide dont les surfaces sont assez bien définies.
Cette méthode a été mise au point en se fondant sur les hypothéses suivantes :

% La surface est homogene et 1’adsorption se déroule sur des sites bien définis, qui

possédent la méme énergie et qui n’admettent qu’une seule molécule adsorbée.
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% La molécule d’adsorbat est suffisamment petite pour bien recouvrir la surface du
solide.

% Les interactions entre les molécules adsorbées sont négligeables.

% A partir de la deuxiéme couche adsorbée, I’énergie d’adsorption est constante et
équivalente a la chaleur de liquéfaction. Ceci implique que I’interaction avec le solide
devient négligeable au-dela de la monocouche ; ce phénoméne est réversible a tout
instant et donc il y a un équilibre permanent entre le nombre de molécules qui

s’adsorbent et se désorbent.

I1.4-Test biologique :
11.4.1-Activité antibactérienne et antifongique:

L’activité antibactérienne a été effectuée sur quatre souches de différent Gram : Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

e Premiere partie : Préparation de milieu de culture des bacteéries :
Le milieu de Muller Hinton c’est le milieu de culture des bactéries a étudier ; Le milieu a été
préparé en dissolvant 28g de Muller Hinton Broth dans 1L d’eau distillé, la solution est
maintenue sous agitation et chauffage jusqu’a I’ébullition puis versée dans des bouteilles en
verre, recouvertes avec I’aluminium puis stérilisées dans un autoclave pendant 20 min a

120°C.

e Deuxiéme partie : Préculture :

Une culture de 0,5 mL (108 cellules/mL) obtenue aprés incubation a 37 °C pendant 24 h a été
mélangée avec 10 mL de milieu liquide (PDA) a 40 °C. Ce dernier, probablement solide,
est fondu par chauffage, puis refroidi avant d'étre mis en contact avec la suspension

microbienne.

Le mélange a été placé dans des boites de Pétri de 90 mm. Les matériaux des disques ont été
échangés par du cuivre, préalablement stérilisés a 180 °C pendant 30 minutes, sont ensuite

déposés dans le milieu PDA contenant la bactérie.
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e Troisieme partie : Test antibactérien et antifongique :

Apres avoir préparé le milieu bactérien, nous y déposons une couche de bactéries, puis nous y
mettons les matériaux qui ont été préparés précédemment, représentés par Cu / SBA-15, CuO
et Cu / CuO avec des teneurs de cuivre différent, et a été étudié sur plusieurs bactéries a
savoir : Staphylococcus aureus ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus
aureus ATCC 43300, Pseudomonas aeruginosa ATCC 22.

L'activité antimicrobienne est déterminée apres I'incubation des plats dans une étuve a 37 °C
pendant 24h; puis déterminer les diamétres des zones d’inhibition pour savoir quels

matériaux & un grand effet.

) »
» _u; L I
e Bl

‘.

Prélevement de
quelque colonies

@ E——

Figure.l11.10 : test antibactérien et antifongique.
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Chapitre III : Résultats et discussions

Chapitre 111 : Résultat et discussion

Ce chapitre est devisé en deux parties :

La premiére est consacrée a la caractérisation des matériaux synthétisés par : BET et DRX ;
La deuxiéme partie est I’étude de I’effet antibactérien et antifongique de ces matériaux.

I11.1-Caractérisation des matériaux synthétisés :

111.1-1-caractérisation de I’oxyde de cuivre :

111.1-1-a-Etude structurale par diffraction de rayons x :

La structure de 'oxyde de cuivre préparé a été déterminée en comparant les raies obtenues

sur le diffractogramme des rayons X de 'oxyde avec celles des composés de référence
présents dans la base de données JCPDS (Joint Commitee on Powder Diffraction Standards).
Le diffractogramme de I’oxyde de cuivre est représenté dans la figure III.1.
Les raies de diffraction a 20 présents valent environ: 31,50°; 34,56°; 37,72°; 47,84°;
52,53°; 57,33°; 60,68° ; 65.09°; 67,22° et 74,42°indexés avec les indices de miler : (110),
(002), (111), (-202), (020), (-113), (022), (122) et (221) (JCPDS, dossier n ° 01-080-1917)
indiquent une structure monoclinique de CuO [1].

CuO

Intensité (a.u)

20 30 40 50 60 70 80
2 théta

Figure.lll. 1. Diffractogrammes de 1’oxyde de cuivre
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1-1-b-Etude par adsorption d’azote de ’oxvde :

Le tableau I11.1 présente la surface spécifique de I’oxyde de cuivre :

Surface Diamétre des pores
specifique BET
(m?/g)
CuO 149 3

L’isotherme d’adsorption-désorption d’azote de I’oxyde est représentée dans la figure 111.2.
En accord avec la nomenclature définie par 'TUPAC [2], cette isotherme est de type IV;
caracteristique des matériaux mésoporeux. La valeur des diametres des pores présente dans le

tableau I11.1, confirme la mésoporosité de ’oxyde de cuivre .

La surface spécifique de l'oxyde de cuivre mésoporeux, CuO est reportée dans le
tableau.lll.1. Cette derniere est beaucoup plus importante que celle des oxydes conventionnels
qui sont de I’ordre de (20 & 35 m?/g). [3]

Le tableau .III.1 présente aussi les résultats du diamétre de pore de I’oxyde de cuivre. Les
résultats montrent qu’une partie de cuivre est perdue, cette perte a eu probablement au cour du
lavage des matériaux avec NaOH pour I’élimination de la silice mesoporeuse utilisée comme
agent structurant. Sachant que le cuivre est soluble dans le NaOH a une certaine

concentration.
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60.00 -

50.00 -

40.00 -

30.00 -

20.00 -

10.00 ~

O-OO T T T T T 1
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20

Figure. I11. 2: Isotherme d’adsorption de désorption d’azote de I’oxyde de cuivre

111.2-Activité antibactérien :

Les catalyseurs obtenus a savoir : SBA-15; CuO ; X% Cu/ CuO et X% Cu/ SBA-15 ( X :
1% ; 3% ; 5% et 10 %) ont éte testés pour leur activité antibactérienne.

Nous avons sélectionné quatre souches, deux de Gram negatif (E. coli ATCC 87339, P.
aeruginosa ATCC 22), et deux de Gram-positif (S. aureusl ATCC 25922, S. aureus2 ATCC
43300). L’évaluation antibactérienne des catalyseurs synthétisés a été faite a partir de la
détermination du diamétre de la zone d’inhibition. Les tests ont été effectués au sein du
Laboratoire Antibiotiques, Antifongiques physico-chimie, synthese et activité biologique, du

Centre universitaire Belhadj Bouchaib.

I111. 2-1-activité antibactérien de Cu/SBA-15 :

Les résultats de la zone d'inhibition de la croissance bactérienne, obtenus en présence de X %
Cu/ SBA-15(X=0,5;1;3;5; et 10) sont donnés dans la figure .111.3 . Les photos ont été

prises apres 24 h d’incubation.

Pour les bactéries de gram négative ( E.coli et P.aeruginosa ) et de gram positive (S. aureusl
ATCC 25922, S.aureus2 ATCC 43300), on observe I’absence de la zone d’inhibition en
présence du catalyseur 1% Cu/SBA-15, ce qui signifie que ce dernier ne posséde aucune

activité antibactérienne sauf en présence de la bactérie gram positive S.aureus ATCC 43300
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ou le catalyseur en question présente une bonne activité. Par contre on remarque que pour

toutes les autres teneurs en cuivre, un important effet antibactérien est obtenu.

Figure. 111. 3 : Résultats du ’activité antibactérien de Cu/SBA-15 aprés 24h sur les
souches bactéries

(A : S.aureus 25922 / B :E.coli / C : P.aeruginosa / D : S.aureus 43300 )

On observe aussi que la zone d’inhibition augmente en fonction de la teneur en cuivre, en
effet plus la teneur en cuivre est importante plus le diamétre de la zone d’inhibition est grand,
ou cela est indiqué dans I’histogramme ci-dessous (figure. 111. 4), ou on voit clairement que la
zone d'inhibition en présence du catalyseur ; 10%Cu/ SBA-15 est la plus importante. Ainsi on
peut dire que la teneur en cuivre joue un role important dans l'activité antibactérienne, ce qui

est en bon accord avec la littérature[4].
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35
30
25
0,50%
20 H1%
3%
15
H5%
10 M 10%
5
0
E.coli 87339 S.aureus25922 P.aeriginosa 22 S.aureus 43300

Figure. I11. 4 : Valeurs des diamétres des zones d'inhibition en présence X%Cu/SBA-15
(en mm)

2-2-Activité antibactérien de Cu/CuQ et CuO pur :

Dans cette partie de travail nous avons étudi¢ 1’effet antibactérien du Cu/CuO avec différentes
teneurs en cuivre, et aussi celui de ’oxyde de cuivre pur CuO, sur les souches bactériennes

sélectionnées ; la figure. I1I. 5 représente les résultats obtenus aprés 24 heurs d’incubation.

Pour I’oxyde de cuivre, aucune activité antibactérienne n’est enregistrée sur toutes les
souches bactériennes que ce soit de gram positif ou négatif, tandis qu’une variable activité est
enregistrée, lorsque le cuivre est déposé a la surface de CuO. En effet, les catalyseurs ;
0.5%Cu/Cu0 ,1%Cu/CuO0 ,3%Cu/CuO, 5%Cu/CuO ont enregistré une activité
antibactérienne contre les bactéries E.coli et S.Aureus 25922.Pour la bactérie S.aureus 43300
nous constatons I’absence d'activité en présence des deux catalyseurs ; 0,5% Cu / CuO et 1%
Cu / CuO. Quant a la bactérie, P. aeruginosa, on observe une résistance et ceci quelque soit la
teneur en cuivre dépose, donc aucune activité antibactérienne n’est enregistrée.

Cette différence d’activité peut étre due a plusieurs facteurs. La nature de la bactérie joue un
réle tres important, les bactéries a Gram négatif possédent une couche mince de
peptidoglycane, tandis que les bactéries a Gram positif ont une membrane externe de

peptidoglycane plus épaisse par conséquent, ['une est plus résistante que 1’autre. Cette activité
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peut étre liée aussi a la nature du catalyseur et aux propriétés structurales et texturale de ce
dernier[5].

Figure. 111.5 : Résultats du P’activité antibactérien de Cu/CuO et CuO pur aprés 24h sur
les souches bactéries

(A : E.coli /B : S.aureus 25922 / C : S.aureus 43300 / D : P.aeruginosa)

Les résultats des photos de la figure. I11. 5 ; sont représentés par 1’histogramme présent dans
la figure. III. 6 qui rapport les valeurs du diametre de la zone d’inhibition pour les différentes
bactéries en présence des catalyseurs a base de cuivre supporté sur I’oxyde de cuivre
(X % Cu/ CuO) et 'oxyde de cuivre pur.

Pour la bactéries E. coli, le diametre de la zone d’inhibition augmente en fonction de la teneur
en cuivre; en effet nous avons constaté que la zone d’inhibition pour 5%Cu/CuO est plus

grande que celle du 0.5%Cu/CuO ; et il en va de méme pour la bactérie S.aureus 43300 dans
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laquelle nous observons 1’absence de la zone d’inhibition en présence des deux catalyseurs;
0.5%Cu/CuO et 1%Cu/CuO, et son apparition en présence des deux autres a savoir ;
3%Cu/CuO et 5%Cu/CuO. D’ou nous concluons, que la teneur en cuivre joue un rdle
important pour I’inhibition des deux bactéries; E. coli et S.aureus 43300. Pour la bactérie de
S.aureus 25922 nous avons remarqué, que les diamétres de la zone d’inhibition sont
indépendant de la teneur en cuivre, car les résultats ont montré que le diametre de la zone
d’inhibition pour 1%Cu/CuO et plus grand que celui du 5%Cu/CuO.

Le processus dactivité antibactérienne n'est pas un mécanisme précis[6], car il dépend
principalement du taux de libération des particules de cuivre, ainsi que de leur taille et de leur
état d'oxydation. Pour tirer tous ca en claire et avoir une explication a nos résultats nous

devons avoir recoure a d’autre méthode de caractérisations.

25
20
M CuO
15
H 0,5%Cu/Cu0
i 1%Cu/CuO
10  3%Cu/Cu0
M 5%Cu/Cu0
5 .
O T T T
S.aureus 43300 E.coli 87339 P.aeruginosa 22 S.aureus 25922

Figure. I11. 6 : Diamétre des zones d'inhibition pour le X%Cu/CuO (en mm)

111.3-Activité antifongique :

La figure. III. 7 présente 1’étude de I’activité¢ antifongique en présence de I’oxyde de cuivre

CuO et X% Cu /CuO (X=0,5; 1; 3et 5). Les résultats obtenus apres 48h d’incubation du
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champignon C.albicans, montrent que tous les catalyseurs évalués présentent une activité

antifongique méme en présence de 1’oxyde de cuivre CuO pur.

On observe aussi que I’activité antifongique des matériaux n’est pas en corrélation avec celle
de leur I’activité antibactérienne. En effet pour les bactéries, 1’activité des catalyseurs X%
Cu/ CuO dépend de la teneur en cuivre, ce qui n’est pas le cas pour leur activité antifongique,

ou le catalyseur 3% Cu / CuO est plus actif que le catalyseur 5 % Cu / CuO.

Pour avoir une explication a cette différence d’activité nous devons pousser la caractérisation

des catalyseurs synthétisés, ce qui est en perspectifs.

25

M CuO
M 0,5%Cu/Cu0O

i 1%Cu/Cu0O
H 3%Cu/Cu0
M 5%Cu/Cu0
C.albicans
Figure. I11. 7 : Diamétre de la zone Figure. 111.8 : Activité antifongique de
d’inhibition en (mm) CuO Puret X% Cu/CuO

111.4.Discussion des résultats obtenus :

Dans notre travail nous avons étudié I'effet de la nature du support sur I’activité
antibactérienne et antifongique du cuivre supporté. En effet nous avons préparé deux séries de
catalyseurs a base de cuivre supporté sur des matériaux mesoporeux. Dans la premiére, nous
avons déposé le cuivre avec différentes teneur a la surface d’une silicate mésoporeuse, la
SBA-15 en utilisant la méthode de wetness imprégnation
(0.5%Cu/Cu0,1%Cu/Cu0,3%Cu/CuO et 5%Cu/CuO ). Quand a la deuxiéme série, nous
avons déposé le cuivre avec la méme méthode a la surface d’oxyde de cuivre 0.5%Cu/SBA-
15 ,1%Cu/SBA-15 ,3%Cu/SBA-15, 5%Cu/SBA-15 et 10% Cu/SBA-15).

En testons les deux supports seuls (SBA-15 et CuO), aucune activité antibactérienne n’est

enregistré. Hai-feng Chen et al [7], ont étudié a leur tour ’activité antibactérienne du carbone
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et de CuO, ou aucune activité n’a été enregistrée et ceci quelque soit la nature de la souche
bactérienne (gram positive ou gram négative ).

Apres déposition du cuivre a la surface des supports, nos catalyseurs présentent une
importante activité antibactérienne comparant a celle de la littérature [8] et ceci quelque soit
le support ( SBA-15 ou CuO).

Nous résultats montrent aussi que les catalyseurs a base de cuivre supporté sur SBA-15 sont
plus actifs que %X Cu / CuO. Cette différence d’activité peut étre du a la surface spécifique
des catalyseurs, sachant que la SBA-15 possédent une surface spécifique de 1’ordre de 800
m?/g [9] alors que celle de I’oxyde de cuivre mésoporeux est de 149 m?/g. La grande surface
spécifique peut procurer une meilleur dispersion des particules du métal et par conséquent des

taille de particules plus petite.

D'aprés nos résultats nous constatons aussi que, I'effet antibactérien des catalyseurs a base de
cuivre supporté sur la SBA-15 (X % Cu / SBA-15), dépend de la teneur en cuivre. En effet, le
catalyseur 10% Cu / SBA-15 posséde I’activité antibactérienne la plus importante et ceci
quelque soit la souche bactérienne utilisée. Les méme résultats sont obtenus en présence
d’oxyde de cuivre supporté (X% Cu/ CuO) ou le 5 % Cu / CuO, sauf en présence de la

bactérie S.aureus 25922, ou le 1% est un peu plus actif que le 5%.

L’influence de la teneur du cuivre sur I’activité des catalyseurs peut étre due a l'absorption des
particules de cuivre résultantes sur la paroi cellulaire bactérienne chargée négativement, ce
qui entraine la désactivation des enzymes cellulaires. La perturbation de la perméabilité
membranaire et I'inhibition de la chaine respiratoire et des protéines de la membrane cellulaire
provoguant la dégradation des cellules bactériennes et finalement leur mort ; ou les chercheurs
ont découvert que les particules du métal limitent la croissance des bactéries en passant a
travers les nanopores des membranes de la plupart des bactéries, alors que les enzymes
bactériennes sont la principale cause de leur mort. Il a également été démontré que la
formation d'especes réactives de l'oxygene (ROS) peut causer des dommages irréversibles aux
bactéries. [10]

45

——
| —



Chapitre III : Résultats et discussions

Référence :

1. Samanta, S. and R. Srivastava, Simultaneous determination of epinephrene and
paracetamol at copper-cobalt oxide spinel decorated nanocrystalline zeolite modified
electrodes. Journal of Colloid and Interface Science, 2016. 475: p. 126-135.

2. Seaton, N. and J. Walton, A new analysis method for the determination of the pore size
distribution of porous carbons from nitrogen adsorption measurements. Carbon, 1989.
27(6): p. 853-861.

3. Cheng, Z.-L. and W. Sun, Preparation of nano-CuO-loaded halloysite nanotubes with
high catalytic activity for selective oxidation of cyclohexene. Chinese Chemical
Letters, 2016. 27(1): p. 81-84.

4. Mokhtar, A., et al., Preparation and characterization of layered silicate magadiite
intercalated by Cu 2+ and Zn 2+ for antibacterial behavior. Journal of Porous
Materials, 2017. 24(6): p. 1627-1636.

5. NVKV Prasad, T., V. Subba Rao Kambala, and R. Naidu, A critical review on
biogenic silver nanoparticles and their antimicrobial activity. Current Nanoscience,
2011. 7(4): p. 531-544.

6. Dizaj, S.M., et al., Antimicrobial activity of the metals and metal oxide nanoparticles.
Materials Science and Engineering: C, 2014. 44: p. 278-284.

7. Chen, H.-f.,, et al., Preparation and antibacterial activities of copper nanoparticles
encapsulated by carbon. New Carbon Materials, 2019. 34(4): p. 382-389.

8. Zahraoui, M., et al., Preparation of Al-magadiite material, copper ions exchange and

effect of counter-ions: antibacterial and antifungal applications. Research on
Chemical Intermediates, 2019. 45(2): p. 633-644.

9. Azzi, H., et al., Total oxidation of toluene-over Pd/mesoporous materials catalysts.
Chimica Oggi-Chemistry Today, 2012. 30: p. 4.

10. Dong, P., et al., Plasmon enhanced photocatalytic and antimicrobial activities of Ag-
TiO2 nanocomposites under visible light irradiation prepared by DBD cold plasma
treatment. Materials Science and Engineering: C, 2019. 96: p. 197-204.

46

——
| —



Conclusion genéral

——
I
~

| —



Conclusion Général

Conclusion :

Notre travail est consacré a la préparation des catalyseurs a base de cuivre, en le déposant
avec différentes teneur a la surface des supports meésostructurés a savoir ; la SBA-15 et
I’oxyde de cuivre. Les catalyseurs synthétisés ont été caractérisés par : RX et BET. Leur
activité a été évaluée dans le domaine biologique. En effet ’activité antibactérienne et
antifongique des catalyseurs synthétisés a été étudiée sur deux séries de souche bactérienne,
une série de gram positif(S. aureusl ATCC 25922, S. aureus2 ATCC 43300) et une autre de
gram négatif(E. coli ATCC 87339, P. aeruginosa ATCC 22). Les résultats obtenue ont montré

que:

- L’oxyde de cuivre synthétisé présente une structure monoclinique ;

- La SBA-15 et le CuO sont des matériaux mésoporeux avec une importante surface
spécifique. En effet la SBA-15 a une surface de 1’ordre de 800 m?/g et I’oxyde de
cuivre a une surface égale & 149 m?/g. Sachant que les oxyde en masse possédent une
surface qui ne dépasse pas 20 m?/g ;

- Les catalyseurs X% Cu/SBA-15 et X%Cu/CuO ont une activité antibactérienne contre
les souches bactériennes et ceci quelque soit la teneur en cuivre ou le support utilisé ;

- Le Cu/SBA-15 présente une trés bonne activité et meilleur a celle du Cu/CuO ;

- La teneur en cuivre joue un important r6le dans lactivité antibactérienne des
catalyseurs synthétisés, en bon accord avec les travaux précédents, plus la teneur en
cuivre est élevée, plus l'activité antibactérienne est importante ;

- L’oxyde de cuivre pure (CuO) ne présente aucune activité antibactérienne et ceci
quelque soit le type de la souche, que se soit de Gram positif ou Gram négatif;

- X%Cu/CuO et CuO pure, ont enregistré une bonne activité antifongique contre le

champignon C.alibicans et ceci quelgue soit la teneur en cuivre.
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Résumé

Résumé :

Dans cette étude, nous nous somme intéressés a la synthese de matériaux a base de cuivre et a
I'étude de leurs effets antibactériens et antifongiques dans le domaine médical et biologique,
qui constituent un vaste champ de recherche, en raison de leurs diverses propriétés. C’est
pourquoi nous avons travaillé sur la synthese des catalyseurs & base de cuivre avec différentes
teneurs supportés sur des matériaux mésoporeux a savoir; la SBA-15 et le CuO, par la
méthode d'imprégnation a humidité en phase aqueuse. Ces catalyseurs ont été évalués dans le
domaine biologique a savoir I’élimination des bactéries. Les résultats obtenus ont monté que ;
les catalyseurs X% Cu / SBA-15 et X% Cu / CuO, présentent une bonne activité
antibactérienne quelque soit la nature de la souche ; de gram négatif ou positif, tandis que
I’oxyde de cuivre mésoporeux ne présente aucune activité. Les résultats ont montré aussi que
les catalyseurs X% Cu / CuO et CuO pur, ont enregistré une bonne activité antifongique.

Les mots clés : cuivre supporté, SBA-15, oxyde de cuivre, activité antibactérien, activité
antifongique.

Abstract:

In this study, we are interested in the synthesis of copper-based materials and the study of
their antibacterial and antifungal effects in the medical and biological fields, which constitute
a vast field of research due to their various properties. In this purpose, we have been working
on the synthesis of copper supported by SBA-15 and CuO, using witness impregnation
method. Therefore, we have tested these catalysts on certain bacteria and fungi, where we
have obtained an interesting antibacterial activity for both X% Cu / SBA-15 and X% Cu /
CuO whatever the nature of bacteria, gram positive or gram negative, while (CuO) has shown
no antibacterial activity. X% Cu / CuO and pure CuO catalysts have also shown a good
antifungal activity.

Keywords: supported copper, SBA-15, copper oxide, antibacterial activity, antifungal
activity.
5 ehal) Jlaall & iy haill ol (g Sl saliaall Ll il dul 50 5 Llaall o) gall G 5 Caaiga LSl all 028 8
el e Ulee Ul 8 ) ga 138 Aaliaa) Lpailiadd | 3kicculad) e 1508 Yiae 0S5 A1 50 a5l sl
4 sha b (il 43) )i CUO SSBA-15¢ (o 5 Aaabse 3l gay e so 20 Adlie il gy Guladl) o 4018 Ol jiaa
A Gl gl @ elal Lyl e sliadl) glea ol Jlaall 8 ol Jiaall 0da vl &5 Aglall As el b
Aol S Lage Ly Sl Mlias 13 Ualiii Cu / CUO 7X5CU / SBA-15 /X jiaall 56l slgile J ganal
7 X iaall of Wyl i) @ jedal Jalis 4 (ad alusall dass g ulaill 20 Laipiecan ga 5 calls ) jadleddDl)
iy phadll s 3lae Ualis cilas &ICUO 5Cu / CUO

oy phaall alae Tl cadil jall slias Bl ¢ uladl) auST ¢ SBA-15¢a seaall (ulaill dpadbady) cilalsl)

49

——
| —



	a. Principe :
	b. Conditions expérimentales :

