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Ces derniéres décennies, les nanomatériaux ont recu une grande attention de la part des
chercheurs. Cet intérét particulier est dd aux diverses applications envisageables, notamment

en biologie, en médecine ou dans le domaine de 1’environnement.

La pollution de I’cau est, actuellement, parmi les problémes de ’environnement les plus
inquiétants. En effet, I'accroissement de la population et les fortes activités industrielles,
urbaines et agricoles combinées a la rareté de 1’eau provoquent une pression sur les réserves
d’eau naturelles (barrages, lacs, riviéres, mers, ...) conduisant ainsi a un déséquilibre affectant
I’harmonie entre I’étre humain et son milieu naturel. Il existe plusieurs techniques de
traitement d’effluents, cependant, pour répondre au durcissement des normes a 1’échelle
mondiale, il est nécessaire de développer de nouvelles méthodes encore plus performantes.
Différents adsorbants sont habituellement utilisés pour la dépollution des eaux, cependant, en
raison des facteurs economiques et environnementaux, la recherche de nouveaux adsorbants
plus efficaces est réutilisables a suscité un grand intérét ces dernieres années. C’est dans cette
optique que s’inscrit notre travail qui porte sur la synthése de nouveaux matériaux composites

et leur application dans 1’¢limination de différents types de polluants.

Bien que cette thématique de recherche reste trés vaste, de par la diversité des matériaux
précurseurs et des applications envisageables, notre choix est porté sur la synthese de
nanomatériaux hybrides a base de nanoparticules d’oxyde de fer et d’oxyde de graphéne

réduit.

L’insertion de nanoparticules magnétiques dans des matériaux leur confére les propriétés
magnétiques. Ainsi la combinaison des nanoparticules d’oxyde de fer avec 1’oxyde de
graphene réduit, connu pour sa grande surface spécifique, peut conduire a de nouveaux

adsorbants régénérables, pouvant €tre séparés magnétiquement de I’effluent a traiter.

Dans un premier temps, notre objectif était 1I’élaboration de nanomatériaux magneétiques via
des reactions chimiques, réalisées dans des conditions douces et respectueuses de
I’environnement. Par la suite, nous nous sommes penchés sur 1’étude de leur efficacité en tant

qu’adsorbants régénérables.
Ce manuscrit est organisé en six chapitres :

Le chapitre | est une revue bibliographique ou seront présentés, d’une maniére non
exhaustive, des généralités sur I’adsorption et les différents types d’adsorbants utilises dans la

dépollution des eaux. Nous aborderons aussi les méthodes de préparation des nanoparticules
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d’oxyde de fer et leur fonctionnalisation. Enfin quelques notions sur les matériaux hybrides et
leurs modes d’obtention, en particulier ceux que nous avons sélectionnés pour ce présent
travail, seront présentées.

Dans le chapitre Il, seront décrites les différentes procédures expérimentales utilisées pour
la préparation et les techniques de caractérisation des différents nanomatériaux etudies et que
nous pouvons classer en deux types; le premier est un hydrogel magnétique a base de
nanoparticules de magnétite fonctionnalisées par la cellulose (MP @ cellulose) et de I’oxyde
de graphéne réduit (rGO) incorporés dans une matrice polymere. Le deuxiéme type est un
nanohybride a base d’oxyde de graphéne réduit (rGO) et de nanoparticules magnétiques
fonctionnalisées par d’autres ligands (chitosane et nitrodopamine) (PMCS et PMND).

Dans le chapitre 1ll, nous allons présenter I’interprétation des  résultats et les
caractérisations des produits obtenus aprés chaque étape de synthese de 1’hydrogel
magnéetique.

Le chapitre 1V, est consacré a I’application de 1’hydrogel, préalablement préparé et
caractérise, dans I’adsorption de deux polluants de différente nature chimique (le bleu de
méthylene et le chrome VI).

Dans le chapitres V, seront décrites les différentes étapes de synthese et les caractérisations
du deuxieme type de nanomatériaux (le nanohybride a base de rGO et des particules
magnétiques fonctionnalisées par le chitosane ou le nitrodopamine (PMCS et PMND).

Le dernier chapitre sera consacré a I’application de ces nanohybrides (rGO-PMCS, rGO-
PMND.) dans I’élimination des bactéries.

A la fin de ce manuscrit, sera donnée une conclusion qui rappellera les principaux résultats de
notre travail. Enfin nous proposerons quelques perspectives pour le développement et la
valorisation de ces premiers essais concernant la synthese et les applications de ces nouveaux

matériaux.
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l. Généralités sur la pollution et le traitement de I’eau

1.1. Pollution de I’eau

La pollution de I’eau est une dégradation physique, chimique, biologique et bactériologique
de ses qualités naturelles. Cette pollution hydrique est provoquée par le rejet d’eau salie due
aux activites domestiques (lavages et nettoyages divers, évacuation des urines et matiéres
fécales, ....) mais également par les rejets dus aux activités industrielles et agricoles. Selon la

nature des polluants, on distingue deux types de pollution ; chimique et bactériologique.
. Pollution chimiques

Les contaminants de I’eau incluent une large gamme de produits chimiques utilisés dans la
vie quotidienne, ce sont par exemple les pesticides, les produits chimiques industriels et
domestiques, les métaux lourds et les solvants. Un grand nombre d'entre eux est toxique
pour les étres humains et les espéces animales aquatiques. Les polluants chimiques peuvent

étre classés en deux catégories :
e Les polluants organiques

Les molécules organiques sont a 1’origine d’une partie importante de la pollution hydrique.
Parmi ces contaminants figurent : les detergents, les pesticides, les phénols, les hydrocarbures
et les colorants. Ces derniers sont des composés organiques, naturels ou synthétiques. lIls ont
la propriété d’absorber les rayonnements dans le domaine spectral du visible entre 400 et 800
nm, ils sont utilisés dans la coloration des textiles, des peintures, des encres, des vernis et

aussi dans les industries alimentaires et agroalimentaires.

Les rejets des effluents colorés dans la nature n’est pas seulement désagréable par leur impact
visuel important du fait de leur coloration, il est prouvé que les effluents papetiers contiennent
des substances eutrophisantes (azote et phosphore sous différentes formes) qui apportent un
surcroft de matiéres organiques aux milieux aquatiques, et qui les déstabilisent en favorisant
I’accroissement des végétaux (algues) au détriment des autres especes habitant ces milieux.

Par I’exemple le bleu de méthylene (BM).

Le bleu de méthyléne est un colorant cationique. Ce dernier est I’un des colorants le plus
utilisés dans la teinture de plusieurs supports, notamment la soie, le coton et le bois et pour la

coloration temporaire du papier. Il est utilisé comme indicateur coloré redox>?.
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Par contact, le BM est susceptible de provoquer des briilures oculaires chez I’homme ou
’animal, d’ou le BM est I'un des polluants commun des effluents colorés®. Sa structure

chimique est représentée ci-dessus.

N
\ -
Cl
+

(HsC),N S N(CH3),

Figure I-1 :Structure du bleu de méthyléne (BM)*

e Les polluants inorganiques (minéraux)

La pollution métallique peut étre due a différents métaux comme I’aluminium, le cuivre, le
manganése, le zinc ou encore les métaux lourds plus toxiques tels que le plomb (Pb), le
cadmium (Cd), le chrome (Cr), le mercure (Hg), I’arsenic (Ar),...Outre, la présence des
gisements métalliferes, de multiples activités humaines sont responsables de cette pollution
qui présente un fort impact toxicologique sur les végétaux et sur 'homme®®. L’essentiel de
cette pollution provient des apports d'origines industrielles, les métaux, par leurs diverses
propriétés entrent dans la composition d’une grande variété de produits ; il donc assez difficile
de I’en passer et de les substituer. La pollution métallique pose un probleme particulier car
les métaux ne sont pas biodégradables, de plus ils peuvent s’accumuler dans les organismes
vivants, jusqu’a atteindre des taux trés élevés dans certaines especes consommeées par
I’homme. Cette bioaccumulation peut provoquer divers processus mutagéne, cancerigenes
ou d’autres effets toxiques a court et /ou a long terme. lls peuvent affecter le systéme nerveux,
les fonctions rénales, hépatiques, respiratoires et autres. Parmi les métaux toxiques figure le
chrome. La toxicité dépend de sa concentration, mais aussi de son degré d’oxydation. En
effet, il est communément admis que le chrome (V1) est beaucoup plus toxique que le chrome
(111) 7. Cependant ce dernier , a trés faibles doses est un élément essentiel aux étres vivants
puisqu’il joue un réle indispensable dans le métabolisme glucidique comme activateurs de
’insuline® . Le chrome hexavalent, du fait de sa solubilité, s’est retrouvé en interaction avec

beaucoup d’organismes aquatiques et terrestres sans oublier I’homme.
= Pollution bactériologique

La contamination bactérienne est liée a la présence de microorganismes d’origine fécale,

potentiellement pathogenes et provient principalement des eaux usées et des élevages
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agricoles. En effet, il a été mis en évidence une correspondance entre la présence de bactéries
pathogénes due & une contamination fécale °, c’est tout particuliérement le cas des coliformes,

principalement présents dans les intestins des animaux et de I”’homme.

e Les bactéries

Les bactéries sont des étres vivants microscopiques procaryotes donc dépourvus de noyau.

Ils *agit d’organismes unicellulaires de taille comprise entre 0,2 et 5 um. Il existe des milliers
d’espéces différentes de bactéries qui sont classées en différents taxons. Cette taxonomie est
fondée sur des caracteres morphologiques, biochimiques, antigéniques, génétiques et/ou

moléculairesi® .

e Classification des bactéries

Les bactéries different les unes des autres par leur morphologie, leur réle biochimique, leur
mode de vie, leur fonction dans un écosystéme et de nombreux autres facteurs, ce qui entraine

différentes possibilités de leur classification.
v" Classification selon la forme

La forme des cellules bactériennes varie d’une espéce a I’autre. Quelques formes de ces

cellules bactériennes sont présentées dans le tableau suivant et leurs images MEB dans la

figure 1-2.

Tableau I-1 : Quelques formes des cellules bactériennes
Forme Exemples images
Batonnet Escherichia coli
Sphere Staphylococcus aureus B
Ovococcoide Streptococcus pneumoniae. C
Spirale Campylobacter jejuni D
Croissant Vibrio cholerae. E

Figure I -2 : Images MEB de quelques formes des cellules bactériennes
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v' Classification selon la structure de la paroi bactérienne

La paroi est I’enveloppe externe de la cellule bactérienne. Elle résiste a des pressions grace a
sa rigidité et a sa résistance physique qui sont dues a une substance complexe, le
peptidoglycane. On peut distinguer deux groupes principaux de bactéries en se basant sur

I’organisation du peptidoglycane de la paroi.

La paroi a Gram positif : composée principalement de peptidoglycane, qui est un polymeére
de N-acétylglucosamine(CsH1sNOg) et I’acide N-acetylmuramic, contenant principalement les

groupements fonctionnels ; acides carboxylique, amide et hydroxyles 1.

Les deux autres constituants importants des parois cellulaires de bactéries a Gram-positif sont
I’acide teichoique ; un polymere de glycopyranosyl glycérol phosphate et 1’acide
teichuronique, qui est similaire a I’acide teichoique, mais les groupes fonctionnels de

phosphate sont remplaces par les groupements carboxyliques.
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Figure 1-3 : Structure chimique de [’acide teichoique

Les parois cellulaires des bactéries a Gram neégatif sont plus complexes en raison de la
présence d’une membrane externe en plus d’une mince couche de peptidoglycane, mais ne
contiennent pas d’acide teichoique ou teichuronic acids?. Par contre, la membrane externe

contient des phospholipides, lipoprotéines, lipopolysaccharides et des protéines.
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Figure 1-4 :Différence entre la paroi d’une bactérie gram-négatif et gram-positif 13

Ces microorganismes peuvent présenter des risques pour la santé humaine. Les plus grandes
épidémies comme la typhoide ou le choléra ont été transmises par 1’eau. Cette derniere étant

un environnement idéal pour la propagation des bactéries et des parasites.
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1.2. Traitement de ’eau

La protection de I’environnement est devenue 1'une des préoccupations majeures actuelles
dans la mesure ou sa deégradation, sa pollution et ses modifications ont atteint des proportions
importantes a 1’échelle mondiale. Cette prise de conscience sur la pollution se traduit sur le
terrain par différentes actions telle que le développement de procédés compétitifs pour
diminuer I’effet néfaste des ces rejets. Ces procedes visent en général, la gestion des effluents
(métaux lourds®, matiéres organiques) issus des eaux usées, I’élimination des métaux

toxique %16 et la désinfection -8,

Les techniques utilisées en vue de la dépollution d'effluents varient selon les substances
ciblées (cations métalliques, molécules organiques, particules de taille nanométrique ou
micrometrique). Les differentes techniques d'epuration actuellement en place peuvent étre

classées en trois grandes familles.

Parmi ces techniques visent a former une phase concentrée en polluant, on peut citer les
techniques reposant sur ce principe, on trouve : I’évaporation, l'osmose inverse, ou la

filtration.

Parmi ces techniques reposant sur I'extraction du polluant de la phase liquide, on peut citer
1’électrodéposition, 1’électrolyse, 1’adsorption 1’extraction liquide-liquide, (échange ionique

sur résines ou précipitation).

Les techniques entrainant la minéralisation des composés organiques sont : incinération,

pyrolyse, biodégradation ou dégradation catalytique).

Le tableau suivant résume quelques travaux de la littérature concernant les techniques de

dépollution utilisées selon la nature du polluant :
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Tableau 1.2 : Nature du polluant et leurs techniques d’élimination.

Nature du polluant

Les techniques

Organique et minerale

l'osmose inverse ou la séparation sur membrane, °,

l'oxydation?®2?! la dégradation photochimique 2% 224
les procédés biologiques® , I’adsorption®®?” procédés
biologiques?®  Floculation,  coagulation?,résine
échange d’ions (résines naturelles ou synthétiques) 3*
31 la filtration sur membrane®233 I'¢lectrodéposition ,la

précipitation chimique3* et I’adsorption®.

Bactériologique

Désinfection physique par [I'énergie solaire et
rayonnements  ultraviolets (UV)*.  Désinfection
chimiques couramment utilisés : chloramination,

chloration et ozonation®’

Cependant, ces techniques sont généralement confrontées aux contraintes économiques ou

environnementales qui les rendent inefficaces pour éliminer les métaux toxiques a partir des

flux de déchets aqueux. L'adsorption est I'un des plus importants procédés physico-chimiques

qui se sont avérés efficaces pour la récupération du métal 53 et des colorants a partir

d’effluents®°, L ¢limination de colorant organique des eaux usées s’avére donc nécessaire.

Beaucoup de recherches ont été publié¢es sur la possibilité d’élimination du bleu de méthyléne

par différents adsorbants*!, les capacité peuvent atteindre quelque centaines de mg/g ( Tableau

1-3).

Tableau I-3 : Capacité d’adsorption de quelques matériaux pour le bleu méthylene.

adsorbants Capacité d’adsorption mg.g*
Argile brute*? 50

Bentonite*? 175

(ZnO/ZnFe304)* 37.27

(Fes04)™ 99.4

Charbon actif “° 367.6

Magnétite /rGO nanocomposite*’ 39

(Go/Fe304@Si0;) 44.05
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Dans la littérature, on trouve plusieurs types d’adsorbants ayant une bonne capacité
d’adsorption, Le charbon actif est I'un des adsorbants les plus utilisés “°. Cependant leur
régénération reste un probléme a résoudre. Ainsi la recherche de nouveaux adsorbants

régénérables et réutilisable est toujours d’actualité.

1. Généralités sur I’adsorption
1.1 Définition

L'adsorption est un procédé de traitement pour éliminer une trés grande variété de composés
toxiques dans notre environnement. Elle est essentiellement utilisée pour le traitement de I'eau
et de l'air. Au cours de ce processus, les molécules d'un fluide (gaz ou liquide), appelé
adsorbat, viennent se fixer sur la surface d'un solide, appelé adsorbant.

Les interactions adsorbat-adsorbant , la nature des liaisons formées ainsi que la quantité
d'énergie degagée lors de la rétention d'une molécule a la surface d'un solide mettent en

évidence deux types d’adsorption : adsorption physique et adsorption chimique®° .

Le tableau suivant résume les différences entre 1’adsorption physique et 1’adsorption

chimique.
Tableau 1-4 :Différences entre I'adsorption physique et I'adsorption chimique®>?
Propriétés Adsorption physique Adsorption chimique
Température du processus | Relativement basse Elevée
Chaleur Environ 5 kcal /mol 10 4100 kcal/mol
Cinétique Rapide, réversible Lente, irréversible
Désorption Facile Difficile
Couches formées Mono ou multicouches Monocouche
Types de liaison Van der waals Covalentes

1.2 Facteurs influencant le phénoméne d’adsorption

L’adsorption des liquides par des solides est parfois difficile a interpréter du fait de

I’existence de nombreux parameétres et facteurs influant sur cette opération. Les connaissances
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acquises ont permis de mettre en évidence un certain nombre de ces facteurs ; parmi lesquels

nous citons :
= Latempérature

L’adsorption physique est un phénomeéne exothermique, elle s’effectue a basse température,
alors que I’adsorption chimique demande des températures plus élevées, c¢’est un phénomene
endothermique. La température est donc un paramétre a prendre en compte pour 1’étude de la

cinétique d’une adsorption.
= LepH

Le pH est un facteur important dans I’étude du phénomene d’adsorption du fait qu’il peut
modifier la nature des charges de I’adsorbant et de I’adsorbat ainsi que le mécanisme

d’adsorption. Il est donc judicieux de connaitre la capacité d’adsorption a différents pH.
= Lasurface spécifique

Pour un matériau donné, la propriété « d’adsorbant » est fortement liée a sa surface
spécifique. Seuls ceux qui sont dotés d’une grande surface spécifique peuvent étre utilisés

comme adsorbants.
= LaPolarité et la charge de surface

L’adsorbant et I’adsorbat doivent étre de polarité voisine®® . La charge de surface aussi joue
un role trés important dans 1’adsorption (interaction électrostatique entre la charge négative et
la charge positive ). La charge de surface responsable des forces d’attraction/répulsion
gouverne un grand nombre de phénoménes tels que 1’agrégation, la floculation,
I’agglutination et la sédimentation des particules, la sorption d’ions, 1’adhésion des

microorganismes.
1.3. Matériaux adsorbants

Souvent, les adsorbants permettent de réaliser la séparation des composants d’un mélange en
retenant plus ou moins ceux-ci, par le biais de liaisons dont I’intensité varie selon la nature
des molécules présentes dans le mélange. Au sens strict, tous les solides sont des adsorbants.
Cependant, seuls les adsorbants ayant une surface spécifique suffisante (surface par unité de

masse) peuvent avoir des intéréts pratiques.
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Les adsorbants industriels ont généralement des surfaces spécifiques au-dela de 100 m2/g. Ils
atteignent méme quelques milliers de m?/g. Des études académiques proposent différents

adsorbants pour éliminer toutes sortes de polluants.

Ainsi la littérature est trés riche en ces travaux. Parmi les adsorbants les plus étudiés on cite :
le charbon actifs (bois, charbon, noix de coco, résidus pétroliers, etc.) >, les zéolites
(aluminosilicates (SiO4 et AlO4)%®, le gels de silice , la silice (SiO2 ; nH20), les alumines
activées®’, les polyméres (cellulose,chitosane des polystyrénes, des esters polyacryliques ou

des résines phénoliques®®®L,

L’adsorption de molécules organiques telles que les colorants sur le charbon actif s’est
révélée étre une technique de traitement tres efficace, néanmoins dans le cas de certains
colorants, des surdosages de charbon sont exigés pour une meilleure efficacité, ce qui rend le
cout de ’opération excessif. Par ailleurs, la régénération du charbon actif est une opération
délicate et ne fait pas ’'unanimité sur son utilité>®>. De nombreux types de matériaux et de
procédes industriels les utilisant ont été testés, principalement en vue d'améliorer la capacité
d'adsorption ou les colts de préparation ou la régénération des adsorbants, les efforts de la
recherche portent sur l'utilisation de nouveaux adsorbants dérivés de biomatériaux®?

(cellulose, chitosane....) ainsi que sur le développement d’adsorbants sélectifs.

Par ailleurs, les travaux les plus récents tendent a combiner ces adsorbants entre eux ou avec
des objets possedant des propriétés physiques ou chimiques originales de fagon a obtenir des
matériaux composites multifonctionnels. En particulier, la préparation d'adsorbants
magnétiques et a base de graphene est en cours de développement pour une utilisation dans

des procédés de séparation magnétique.
= Les biosorbants

Les biomatériaux se sont développés grace a leur faible co(t de préparation et a la possibilité
de production a partir de matieres premieres renouvelables. Le terme biosorbant ou
biomatériau désigne un grand nombre de produits d'origine biologique ou végétale capables

de fixer des polluants organiques ou inorganiques ©.

Parmi les biosorbants étudiés, on trouve des sciures de bois utilisés dans 1‘élimination de
colorants de I'industrie textile ®*, un déchet d’origine marine a été employé dans 1’élimination

du plomb en solution aqueuse %°. Des chercheurs ont montré que la cellulose permet de fixer

11
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les ions de métaux lourds®. Les capacités d’adsorption de ces derniers vont de quelques mg a
quelques centaines de mg/g. Certains auteurs ont relevé que leur utilisation a 1’état natif ne
donne pas des résultats satisfaisants, dans ces cas, une modification chimique permet, en

général, d’améliorer leur efficacité®®’.

= Le graphene et ses dérivés

Le graphéne Il a été isolé en 2004 par Andre Geim, du département de physique de
I’université de Manchester. Pour cette découverte, Andre Geim a recu, avec Konstantin

Novoselov, le prix Nobel de physique en 2010.

Le graphéne Avec ses dérivés (figure 1-5), il a attiré une attention considérable dans de trés
nombreux domaines (électronique, environnemental, biomédical...) et a ainsi crée une
révolution en chimie et en physique de la matiere condensee. Ceci est dii a ses propriéetes
physiques et chimiques extraordinaires et uniques. Il est compose datomes de carbone
organis€s au sein d'une structure graphite. Le graphéne est doté d’une surface spécifique tres
élevée (de ’ordre de 2600m?/g)®®7%, ce qui en fait un adsorbant potentiel & utiliser pour la

dépollution d'effluents’,

L’oxyde de graphéne (GO), I'un des dérivés du graphéne, est caractérisé par une tres forte

porosité qui lui permet de développer une importante surface de contact avec le milieu

extérieur.
Pristinegraphene (pG) || Graphene oxide (GO) Reduced graphene oxide (rGO)
j OH 5
%%%e 7;7’ Few layers °°°
ER XD ’ o {=-50 mVv F o stacked layers

Ho === _ hydrophilic ||.cod T~~~ {=-20mV
Single to few layers || oo co=52> " insulating HOOCCOOH hydrophobic

{=-17mV o \g conducting
hydrophobic \g\\is
conducting \ cooH

Figure I- 5 : Structure du graphéne vierge et des dérivés (GO et rGO)".

Plusieurs études ont démontré que le graphéne vierge et ses dérivés possedent des propriétés
antibactériennes dues aux interactions de type électrostatique entre les parois des bactéries et
les électrons © des noyaux aromatiques du graphéne, bien que le mécanisme relatif a ces

propriétés antimicrobiennes continue a étre le sujet de débat’.
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L’emploi du graphéne et ses dérivés comme adsorbants de molécules organiques se heurte
encore au probleme de la régénération et de la sélectivité. Ainsi certaines modifications
physiques ou chimiques peuvent palier & certains inconvénients et améliorer I’efficacité du

graphéne en tant qu’adsorbant’>'®,
e Les matériaux composites

Les difféerents matériaux adsorbants étudiés présentent des avantages et des inconvénients
propres. Des matériaux composites mariant différents types d'adsorbants sont étudiés de facon
a compenser les limitations d'emploi d'un type de matériau avec les avantages d'un autre. Les
chercheures ont réalisé un matériau composite de FesO4/GO’’, en combinant la capacité

adsorption des oxydes de fer avec la grande surface spécifique de 1’oxyde de graphéne.

Un autre type de combinaison d'adsorbants est I'encapsulation d'un adsorbant dans une
matrice polymere. Cette matrice peut présenter des sites d'adsorption efficaces vis-a-vis de la
substance ciblée, ou simplement apporter des proprietés de biocompatibilité et une protection

contre des conditions extérieures limitant l'efficacité de I'adsorbant.

Parmi les polymeéres les plus utilisés pour préparer un tel composite, on trouve des
polysaccharides d'origine naturelle tels que la cellulose, le chitosane mais aussi des polymeéres
synthétiques tels que le d'éthyléne glycol diméthacrylate (EGDMA)’. Un grand nombre de
polymeres synthétiques a été exploré pour la préparation d'hydrogels par la polymérisation ou
la réticulation, on cite : le poly (éthylene glycol) (PEG), le poly (alcool vinylique) (PVA),
polyuréthanes (PU), polyacrylamide (PAM), poly (méthacrylate de diméthylaminoéthyle)
(PDMAEMA) et poly (N-isopropyl acrylamide) (PNIPAM) ainsi que des polypeptides et des

polyesters’™.

Ces différents polymeéres présentent la capacité de former des gels organisés en réseaux
tridimensionnels. Le choix du polymeére et de la méthode de formation des liaisons entre les
chaines influence directement les propriétés finales du gel (porosité, biodégradabilité, capacité

de gonflement...).
1. Les nanoparticules dans la dépollution

La nanotechnologie a connu un grand essor depuis la fin du 20°™ siécle dans de nombreux
domaines. Le traitement de I’eau est ’'un des domaines d’application des nanoparticules®%2,

En effet certaines particules avec un diamétre de quelques nanomeétres sont capables de piéger
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une substance toxique®. C’est le cas notamment de la maghémite (d’oxyde de fer Fe,Os) qui
est capable d’adsorber des métaux lourds des eaux polluées®*® en raison de leur grande

surface spécifique ®'.

La séparation magnétique est utilisée dans le domaine de la purification de 1’eau. Des
nanoparticules magnétiques fonctionnalisées ou nues sont en charge de capter un polluant

ciblé puis sont enlevées de ’eau par I’application d’un champ magnétique .

Dans la littérature, de plus en plus de scientifiques cherchent a développer des adsorbants
magnétiques performants. Les oxydes de fer magnétiques, comme la maghémitey-Fe20z3 et la
magnétite FesOa, facilement préparés par co-précipitation , en milieu alcalin, sont les plus

connus 88, 1ls peuvent étre utilisés seuls® ou bien associés a d’autres matériaux.

H. Tavallali et A. Danechyar ont greffé des tensioactifs cationiques a la surface de
nanoparticules pour renforcer leur capacité d’adsorption vis-a-vis des colorants anioniques®.
Des zéolithes magnétiques ont été développées pour adsorber des métaux®, les
nanoparticules peuvent étre encapsulées au sein de la matrice biopolymere ( des matériaux a
base de chitosane contenant des nanoparticules magnétiques ont été développés pour eliminer
des colorants)®?. L’application des nanomatériaux comme de nouveaux antimicrobiens
pourrait fournir des modes d’action sur différentes cibles cellulaires, ainsi I'élimination des
bactéries des solutions par linteraction avec la surface des particules en raison de leurs
propriétés antibactériennes intrinséques de ces nanostructures®. Les nanoparticules
magnétiques sont réutilisables aprés la séparation magnétique, en retirant facilement les
contaminants toxiques adsorbés®®°. D’ou les stratégies pour l'isolement des bactéries des
solutions sont actuellement basées sur le retrait de bactéries via des membranes et des filtres

en utilisant la discrimination de taille®-°’.
I11.1. Définition des nanoparticules

Les nanoparticules, également appelées particules ultrafines, sont des molécules dont la taille
varie entre 1 et 100 nanométres (1 nm = 10° m). Elles sont donc plus grandes que des atomes
et plus petites qu'une cellule. On distingue les nanoparticules “élaborées”, fabriquées
artificiellement ou bien les “émissions secondaires”, sous-produits d'une réaction, comme les

particules présentes dans la fumée de cigarette ou les émissions du diesel.
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Les nanoparticules artificielles sont fabriquées soit par fractionnement d'un matériau massif
(approche descendante (Top-down)), soit par agglomération d'atomes (approche ascendante
(Bottom-up)). Elles se présentent sous forme de poudres, de gel ou de solutions. La figure ci-
dessous montre les deux approches de synthese des nanoparticules. Ces approches sont

aujourd'hui utilisées dans de nombreuses industries.

Matériau
massif
Poudre o o o

) e o o o
Nanoparticules

Top-down

® O o
Noyaux §§§ §§§ §§§ Bottom-up
Atomes oo o oo

Figure 1-6 :Deux approches( ascendante, descendante) de synthése des nanomatériaux®®

Le terme de nanoparticules fait référence a différentes familles de particules telles que : Les
oxydes de metaux (fer, titane, cuivre, zinc, aluminium, silicium), les nanotubes de carbones,
qui forment des fibres solides aux propriétés électriques particulieres, les fullerénes, utilisés
pour améliorer les propriétés électriques et optiques de polymeres ou pour des applications
pharmaceutiques, les nanopoudres d’argent, dont les propriétés antibactériennes sont mises a

profit notamment dans le textile.

L’objectif de notre travail est de contribuer a 1’¢laboration de matériaux nanohybrides a base
d’oxyde de fer, afin d’améliorer des propriétes absorbantes pour des applications dans la

dépollution des eaux usées.
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111.2. Les nanoparticules d’oxyde de fer

Les oxydes de fer existent sous de nombreuses formes dans la nature, telles que la magnétite
(Fes0s4), la maghémite (y-Fe203) et I'hématite (a- Fe>O3). En particulier, la magnétite et la

maghémite ont été étudiées intensivement pour I'environnement et la bio-application®®.

En plus des propriétés magnétiques pratiques, les nanoparticules d'oxyde de fer présentent une

grande surface spécifique.

Leur capacité de fonctionnalisation chimique donne accés a de nouveaux matériaux ayant de

nombreuses applications notamment dans le domaine du traitement des eaux) 100102
111.3. Propriétés générales des oxydes de fer magnétiques
= Structure de la magnétite et de la maghémite

La magnétite est un oxyde mixte de Fe?* et de Fe*" de structure spinelle inverse . Les sites
tétraédriques sont occupes par un cation trivalent et les sites octaédriques par les cations
divalent et trivalent. La figure 1-7 represente I’environnement du fer dans un site tétraédrique
(2 gauche) et du fer dans un site octaedrique (a droite) de la structure spinelle. Les sites
tétraédriques sont représentés en bleu, les sites octaédriques en vert et les atomes d’oxygéne

en rouge. La maghémite y-Fe2Os est obtenue par oxydation de la magnétite.

Figure I- 7 : Structure spinelle inverse d’oxyde de fer.

= Effet de la taille des nanoparticules sur les propriétés magnétiques de la magnétite et

de la maghémite :

Les propriétés magnétiques varient suivant le diamétre des nanoparticules et leurs méthodes

de syntheése.
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De plus, plus la taille des nanoparticules diminue, plus elles sont sensibles a 1’oxydation. Ce
phénoméne d’oxydation des nanoparticules de magnétite, entraine la formation d’une couche

d’oxyde sous forme de maghémite ce qui conduit a la baisse de I’aimantation.
I11.4. Principales méthodes de synthese des nanoparticules d’oxyde de fer

La synthése des nanoparticules d’oxyde de fer a été largement étudiée. 1l existe des méthodes
de synthése physiques et chimiques, cependant la voie chimique est la plus courante, car elle

permet un meilleur contrdle de la taille a ’échelle nanométrique.

Le controle de la taille et de la morphologie des nanoparticules d’oxydes formées par
précipitation en solution aqueuse a fait depuis longtemps [’objet de trés nombreuses

recherches 1%,

De nombreuses méthodes chimiques peuvent étre utilisées pour synthétiser ces nanoparticules

on cite:
= |La microémulsion

Une microémulsion est une dispersion de deux phases liquides non-miscibles, stabilisée par
un film interfacial de tensioactifs. Son protocole consiste a mélanger deux microémulsions,
chacune d’elle est formée d’une phase aqueuse contenant les réactifs désirés (sel de fer et

agent de précipitation) et d’une phase huileuse'®,

La technique de microémulsion permet la synthese des nanoparticules sphériques, en
batonnets ou méme sous forme de tubes. Bien que de nombreux types de nanoparticules
magnétiques aient été synthétisés d'une facon contrdlée avec cette méthode, son utilisation
reste limitée, car le rendement est trés bas. Ajouté a cela, de grandes quantités de solvant sont
nécessaires pour synthétiser des quantités appréciables d’un matériau, ce qui rend ce

processus délicat a utiliser a ’échelle industrielle!®>10°,

= Ladécomposition thermique

Les méthodes de synthése par décomposition thermique s’inspirent de la synthése de
nanocristaux semi-conducteur de haute qualité et des oxydes en milieu non aqueux %°. La

synthese de particules magnétiques est réalisée par décomposition thermique de composés
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organométalliques dans des solvants organiques ayant une température d’ébullition élevée et

en présence d’agents tensio-actifs stabilisants.

= La méthode polyol

L’hydrolyse forcée de sels d’ions de métaux de transition en milieu polyol est une autre voie
de synthese de ferrites spinelle. Les sels ioniques de métaux de transition se dissolvent dans
les solvants polyol en raison de leur constant dielectrique élevé (¢ = 32 pour le propane-1,2-
diol). La taille et la morphologie des particules sont essentiellement fixées par deux
parametres : le taux d’hydrolyse, qui est le rapport de la quantité d’eau sur la quantité¢ de
matiere des cations métalliques dans le milieu et le rapport de la quantité de contre-ions

(souvent des ions acétates) des sels ioniques sur la quantité des cations métalliques!!?.
= Lavoie hydrothermale

Les particules obtenues par les précédentes voies de synthése peuvent subir un traitement
supplémentaire en milieu hydrothermal, de maniére a modifier par exemple la taille, la

morphologie et la structure cristalline des particules®.
= La Co-précipitation

la méthode classique de la Co-précipition, décrite par Massart en 1980'* consiste a faire

précipiter , en phase aqueuse, un mélange steechiométrique de Fe?*et Fe3* par une base.

La taille des particules, (comprise généralement entre 5 et 20nm), varie en fonction de la
cinétique de la réaction, de la concentration en précurseur du sel de fer, de la base utilisée, de

la vitesse d’ajout et de la température de la solution.

L’avantage principal de cette technique est qu’elle permet de synthétiser de grandes quantités
de poudre, mais elle présente le désavantage de former des nanoparticules assez polydisperses
et qui s’agrégent facilement. La quantité de précipité obtenu, la mise en ceuvre aisée et le cout
raisonnable de fabrication en font une méthode de choix pour la synthése des nanoparticules

de magnétite a grande échelle 03105,

Le tableau I-5, résume les avantages et les inconvénients des méthodes synthése des

nanoparticules d’oxyde de fer les plus courantes.
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Il en ressort que la Co-précipitation est la méthode la plus simple. Elle permet un contréle de
la composition et de la morphologie et une pureté des composés trés satisfaisante!'>1¢, pour

cela nous I’avons utilisée lors ce travail.

Tableau I- 5 : Caractéristiques principales des méthodes les plus courantes de synthese des

nanoparticules d’oxydes de fer.

Méthodes de | Condition | T(c®) Temps | solvant Taille | Distribution | Contréle de | rendement
synthése de de (nm) | de la taille la
synthése réaction morphologie
Co- Tres 20-90 minutes | eau <20 passable Correct élevé
précipitation simple
Microémulsion | compliqué | 20-50 heures eau/organique | <50 relativement | Bon passable
étroite
Milieu polyol | Tres 180 heures organique <10 Relativement | trés bon moyen
simple étroite
Hydrothermale | Simple 200 heures eau/eau <1000 | relativement | trés bon moyen
haute et jours | éthanol étroite
pression
Décomposition | compliqué | >200>350 | heures organique <40 Tres étroite | trés bon élevé
thermique et jours

I11.5. Fonctionnalisation des nanoparticules par des composés organiques

Bien que dotées de propriétés uniques spécifiques a leurs dimensions, les nanoparticules de
synthese restent des objets encore fragiles et sensibles au milieu environnant et peuvent donc
s’agglomérer ou s’oxyder. Cette sensibilité rendra leurs manipulations de separation et de
purification tres délicates. Ainsi, le greffage de molécules fonctionnelles sur des
nanoparticules va permettre de conduire non seulement a leur stabilité mais aussi a combiner
ces propriétés de molécules greffées a celles des nanoparticules conduit a des nanoparticules
hybrides, avec des applications originales ou améliorées. Ces molécules apportent donc au
noyau minéral des  propriétés luminescence,

supplémentaires  (dispersabilité,

fonctionnalisation).

Pour assurer la stabilit¢ des nanoparticules d’oxyde de fer en suspension, on utilise
généralement des molécules organiques ayant des groupements fonctionnels tels que les

carboxylates, des groupements phosphate et phosphonate 1. Un des objectifs de cette thése a
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été de mettre en place le greffage direct a leur surface des molécules organiques
fonctionnelles, (cellulose, chitosane et 2-nitrodopamine). Ces derniers sont des agents de

couplage intéressants pour greffer directement a la surface des nanoparticules d’oxyde de fer.

La fonctionnalisation des nanoparticules est également un moyen d’apporter de nouvelles
fonctions aux nanoparticules et ainsi conduire a des nanomatériaux hybrides

multifonctionnels présentant des propriétés (magnétiques, chimiques) nouvelles.

V. Les matériaux hybrides
IV.1. Définition

Les matériaux hybrides résultent de I’association de composés de natures chimiques
différentes, formant ainsi une entité mixte bénéficiant de proprietés originales. Classiqguement,
ces matériaux sont formés en incorporant au sein d’une matrice inorganique un certain

nombre de molécules organiques.

La composante inorganique du matériau peut jouer plusieurs roles : comme renforcer la tenue
mécanique et thermique du matériau, permettre grace a son systéme poreux interconnecté
I’accessibilité des réactifs afin de réaliser des capteurs ou des catalyseurs, contribuer a une

propriété magnétique, électronique, électrochimique ou chimique.

La présence de composantes organiques permet d’élargir I’éventail des matrices accessibles,
d’augmenter la stabilité, de controler la porosité et la connectivité des réseaux formés et
d’ajuster la balance hydrophile/hydrophobe du matériau. Elle permet également d’acquérir

une propriété physique ou chimique particuliere.
IV.2. Classification des matériaux hybrides

Les matériaux hybrides organique-inorganiques ne sont pas de simples mélanges physiques.
sous le terme ‘nanocomposites’ sont rassemblées les familles de matériaux composites
structurés, dont au moins une des phases, est a I’échelle nanométrique. Nous nous intersons
ici @ des nanocomposites constitués d’une matrice polymere et de nanoparticules métalliques.
L’inclusion de nanoparticules métalliques dans des polymeres est connue pour apporter au

matériau des propriétés intéressantes!8-11°,

Les propriétés des matériaux hybrides ne résultent pas simplement de la somme des

contributions individuelles de leurs composantes, mais aussi de la forte synergie créée par une
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interface hybride trés étendue. En effet, D'interface minérale-organique (nature des
interactions, énergie et des liaisons) joue un role prépondérant dans la modulation d’un

certain nombre de propriétés.

C’est pourquoi les différents matériaux hybrides ont été classés en deux grandes familles en

fonction de la nature de I’interface qui associe les composantes organiques et minérales.

e Laclasse |

Des systemes hybrides dans lesquels les composantes organique et minérale interagissent par

des liaisons faibles, VVan der Waals, liaisons hydrogénes ou électrostatiques.

Les composés hybrides de classe I, présentent un certain nombre d’intéréts tels que la facilité
de synthese du matériau, la non nécessité de précurseurs metalloorganiques
hétérofonctionnels, la facilité d’élimination si nécessaire de la phase organique, possibilité de

créer des architectures fonctionnelles par auto assemblage®?°.
= Laclasse Il

Des mateériaux hybrides dans lesquels ces composantes sont liées par des liaisons chimiques
covalentes ou no-covalentes. Bien entendu de nombreux matériaux hybrides possédent a la
fois des interfaces organo-minérales a liaisons fortes et faibles, mais vue 1’importance de la
présence de liaisons chimiques fortes dans les propriétés d’usage du matériau hybride final, ce

type d’hybride sera également rangé dans la classe 11'%.
IV.3. Méthodes de synthese de matériaux hybrides (nanohybrides)

Ces composés sont issus du couplage entre les nanotechnologies et les matériaux hybrides. Ce
sont des nanoparticules inorganiques greffées par des molécules organiques, pour la synthese
des matériaux hybrides, il excite plusieurs méthodes (Matériaux hybrides par mélange,

greffage ...) mais nous avons adopté la méthode décrite ci-apres.
= Syntheése des nanoparticules minérales

L’¢laboration de nanoparticules hybrides passe dans un premier temps par la synthése du
ceeur minéral, quelque soit le type de nanoparticules, I'objectif est de synthétiser des
particules adaptées aux futures applications essentiellement par leur taille mais aussi par leur

structure et leur composition.
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La nanoparticule doit posséder une surface adaptée pour I’accrochage de molécules

organiques de facon stable. On répertorie ainsi tres peu de liaisons stables de ce type.

Des nanoparticules a structure complexe du type core-shell ou des matériaux composites ont

été développées dans le but d’atteindre cet objectif.
= Modification de surface par post-fonctionnalisation

La méthode de synthese de matériaux hybrides pour des application dans la dépollution des
eaux par « modification de surface » ou post-fonctionnalisation a été élaborée pour la
préparation de matériaux hybrides qui possedent un cceur inorganique (Fe2Os, TiO2, SiOg,

FesOa4.) et une coquille organique?122,

Elle concerne le greffage de fragments organiques a la surface de supports inorganiques en
faisant réagir les hydroxyles de surface des supports inorganiques avec des groupements
organiques (acide carboxylique, acide phosphonique, amine et polymére pour donner des

matériaux dans lesquels 1’entité organique est immobilisée par des liaisons covalentes.

Cette méthode présente peu de latitude sur la partie inorganique, mais le contrdle de la partie

organique et I’interface entre les deux parties est importante.

Elle présente ’avantage d’étre rapidement mise en ceuvre en une seule étape et ne nécessite
pas la présence d’additifs minéraux ou autres. Les coquilles organiques que nous avons

sélectionnées dans le cadre de cette these sont la cellulose et le chitosane
= Lacellulose

La cellulose est un glucide (polysaccharide), elle constitue la molécule organique la plus
abondante sur terre!?, C’est un polymére pur, formé d’unités de glucose liées linéairement
dans une molécule géante de formule (CéH100s) n, ot n est le nombre d’unités monomére.
Son motif répétitif est le cellobiose. Ce dernier est constitué de deux p-Dglucopyranoses

(glucose)'?, la figure suivante montre la structure chimique de la cellulose.
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Figure 1-8 : Structure chimique de la cellulose

= |e Chitosane

Les propriétés biologiques et physico-chimiques du chitosane sont a ’origine de nombreuses
applications. 1l est, entre autres, non fermentable, biocompatible, biodégradable et non
toxique. De plus, le colt de sa fabrication est peu élevé, met en relation les propriétés du

chitosane avec quelques domaines d’application (traitement des eaux)?°.

Le chitosane est le derive principal de la chitine qui est un biopolymere de haut poids

moléculaire. La chitine est le matériau le plus présent dans la nature aprés la cellulose.

Elle a une structure cristalline et est composée d’un réseau de fibres organisées qui confere
rigidité et résistance aux organismes qui la contiennent. Elle est constituée d’une chaine

linéaire de groupes acétylglucosamine avec des liaisons B-(1—4).

o

H OH oK
Mg A Jo 2
NHJ{HO NHIHO NHZOH
n
chitosan (CS)

Figure 1-9 : Structure chimique du chitosane.

V. Oxyde de graphéne réduit

V.1. Généralités

L’oxyde de graphéne (GO) et ses composites ont suscité de nombreuses attentions en tant que
nouveaux adsorbants pour l'adsorption de divers contaminants de meétaux lourds. En raison
des caractéristiques physico-chimiques uniques, ils pourraient devenir un excellent adsorbant
126 Drautre part, de nombreuses applications se sont focalisées ces derniéres années sur

I’utilisation des composites a base de graphéne pour I’élimination des polluants par catalyse.
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Des matériaux composites d’oxyde de graphéne réduit (rGO) ont également été utilisés pour
la purification de I'eau; ces matériaux se sont avérés efficaces dans I'élimination des colorants

ainsi que d'autres contaminants organiques®?’-28,

V.2. Meéthodes d’obtention d’oxyde de graphéne réduit.

La réduction d’oxyde de graphéne peut donner facilement des nanofeuillets de graphéne sous
forme d’une poudre. Cela permet I'utilisation de 1’extrusion classique pour la fabrication de

nouveaux nanocomposites polymeres a base de graphéne.

Plusieurs méthodes ont été développées pour la réduction de ’oxyde de graphéne, afin de
préparer des nanofeuillets de graphéne en large quantité avec une haute qualité structurale!?®
et a forte stabilité thermique *. La structure de I’oxyde de grphéne selon le modéle de Lerf-
Klinowski incluant les modifications apportées par Gao et Szabo®! est illustrée sur la figure

suivante.

Epoxyde
Hydroxyle
Alcéane
Acide carboxylique 2 %
Cétone
Hydroxy-lactone (5)
Hydroxy-lactone (6) O
Phénol

Quinone

INTTIMOOm)

Figure 1-10 : Structure de I'oxyde de graphéne.
. Réduction thermique d’oxyde de graphéne

Des nanofeuillets de graphene thermiquement réduits peuvent étre obtenus par un chauffage

rapide d’oxyde de graphite dans un environnement inerte et a haute température®3? 133,

L’exfoliation a lieu, lorsque la pression générée par le dioxyde de carbone (CO3) issu de la
décomposition des groupements presents & une surface de ’oxyde de graphene est suffisante

pour surmonter les forces de Van der Waals existantes entre les feuillets d'oxyde de graphéne.

24



Chapitre | Revue bibliographique

. Réduction chimique d’oxyde de graphéne

Avant d’effectuer la réaction de réduction, une dispersion stable de ’oxyde de graphéne en

nanofeuillets(exfoliés) est necessaire!3*,

La réduction chimique consiste a enlever les groupes contenant I’oxygéne présents sur la
surface et le bord de 1’oxyde de graphéne. Ces suspensions colloidales de I’oxyde de graphéne
et peuvent étre chimiquement réduites en nanofeuillets de graphéne en utilisant des différents
réducteurs chimiques tels que I'hydrate d'hydrazine®*®, la dimethylhydrazine , le borohydrure

de sodium suivi par I'hydrazine.

Parmi les méthodes de réduction chimique, 1’hydrazine ou ses dérivés sont bien acceptés

comme agents réducteurs pour leur efficacité de réduction de I’oxyde de graphéne36-1%’,

Le monohydrate d'hydrazine est toujours le plus largement utilisé, principalement en raison de
sa forte activité de réduction pour éliminer la plupart des fonctions contenant de groupement
de l'oxygéne de GO et sa capacité a produire des dispersions aqueuses rGO stables®® ; nous
I’avons donc utilisé dans ce travail. La réduction chimique de I’oxyde de graphéne en utilisant

I'hydrate d'hydrazine®3* 1*° (figure I1-11).

hydrazine

95°C, 1h

rGO

0 } s &w‘f: L —
+ HwN NH':—" - N iy ‘lqu
NH -H20 NH, TR

NH,

Figure I- 11 : La réduction chimique de l’oxyde de graphéne par l'hydrate d'hydrazine.
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V1.  L’hydrogel

Au cours des dernieres années, les hydrogels hybrides ont attiré [lattention en tant
qu'adsorbants efficaces en raison de leur haute rétention d'eau et de leur faible codt. Plusieurs
travaux donnant un apercu sur les principaux résultats, utilisant des hydrogels hybrides dans
I’élimination des cations métalliques, radionucléides, colorants, anions et autres polluants ont

été publies 140142,
VI1.1. Définition

Le phénomene de gélification d’un polymere est la conséquence de [’association

intermoléculaire des chaines de polymeéres.

L’hydrogel est un type particulier de gel constitu¢ d’un réseau tridimensionnel de polymeres
hydrophiles dans lequel le solvant de gonflement est 1’cau. Sa principale caractéristique est sa

capacité a gonfler en présence d’cau et a se contracter lorsque celle-ci s’évapore.

Suivant la nature des interactions mises en ceuvre dans le réseau, on distingue les hydrogels «
chimiques » et les hydrogels « physiques ». Le gel « chimique » est di a la formation des
liaisons covalentes qui peuvent étre obtenues par réticulation des polymeres. Alors que dans
le cas d’un gel « physique », les chaines sont liées par des liaisons a pont d’hydrogene, et/ou

des interactions dipolaires43144,
VI1.2. Méthodes de préparation

Les méthodes pour la préparation de la structure 3D a base d’oxyde de graphene ont attiré
beaucoup d'attention et certaines d'entre elles sont des compositions de graphéne et de

polymeéres!.

Dans notre travail nous rapportons sur une méthode simple et trés contrélée pour la
fabrication de I’hydrogel 3D magnétique, dans la figure 1-12 est illustrée la  synthése

d’hydrogel rGO en poly (éthyléne glycol) diméthacrylate par photo- polymérisation.
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Figure 1-12 : Illustration de la synthése des hydrogels PEGDMA-rGO®,

La photopolymérisation est, par définition, une réaction de polymérisation en chaine dont

I’étape d’amorcage est de nature photonique. Une fois la réaction amorcée, le monomere est

alors transformé en une masse solide (polymére). Afin d’amorcer la réaction, on ajoute un ou

plusieurs photo-amorceurs a la matrice.

Ensuite, les étapes de réaction sont les mémes que celles rencontrées lors d’une

polymeérisation conventionnelle : propagation puis terminaison.

La photopolymérisation est donc une réaction de polymérisation dite radicalaire (formation de

radicaux libres) ou cationique dans laquelle la réaction initiale est déclenchée par un

activateur photonique)®*’.
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Chapitre 11 Procédures expérimentales et techniques de caractérisations

Introduction :

Dans ce chapitre sont présentées les procédures expérimentales utilisées pour la préparation

des différents matériaux étudiés dans notre travail.

Dans un premier temps nous allons décrire la synthese de deux types de nanohybrides

(nanocomposites).

Le premier est un hydrogel magnétique: ce dernier est constitué d’une matrice polymérique
(PEGDMA) dans laquelle sont co-encapsulés ’oxyde de graphene réduit (rGO) et des

nanoparticules magnétiques (FesOs@cellulose) préalablement synthétisées.

Le deuxieme type de nanocomposite est a base d’oxyde de graphéne réduit et des
nanoparticules (FesOs) fonctionnalisées par le 2-nitrodopamine (rGO-PMND) ou par le
chitosane (rGO-PMCS).

La deuxiéme partie de ce chapitre sera consacrée a la description des protocoles
expérimentaux et les conditions opératoires utilisés pour I’adsorption des polluants de
différentes natures (bleu de méthyléne, chrome VI, bactéries : E. Coli et S.aureus) par les

matériaux synthétisés.

A la fin de ce chapitre seront présentées les différentes techniques que nous avons utilisées
pour la caractérisation de nos matériaux et le dosage des polluants modeles que nous avons

sélectionnées.

Ce travail est schématisé par les deux organigrammes (N°1 et N°2) suivants :
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L’organigramme N°1 représente les étapes de synthése de 1’hydrogel et son application

Cellulose

Application dans ’adsorption
du (BM) et du Chrome VI

Application dans
I’adsorption du chrome VI
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L’organigramme N°2 représente les étapes de synthese des nanohybrides et leur application

H OH OH Hoﬁ\/NHz
*0.5H,S0,
BT 3 Hm,an HO NO, ~ 7
2

chitosan (CS) ! 2-nitrodopamine (ND)

PM-Chitosane (PMCS)

Anti- corps

=1

rGO/MPyp
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Partie 1 : Protocoles expérimentaux :
I. Synthése des nanoparticules magnétiques et I’hydrogel (PM@Cellulose -rGO -
PEGDMA)

La synthese de I’hydrogel magnetique se fait en plusieurs étapes. La premiere étape est la
préparation des nanoparticules d’oxyde de fer suivie de leur fonctionnalisation par la
cellulose, ces derniéres seront ensuite incorporées avec 1’oxyde de graphene réduit dans une

matrice polymérique (PEGDMA) (figure 11-1)

HOOC,

OOQOQO COOH o) Q > LO00H,
- 2 OO .
OOQ“Q“Q + )ﬁo(of/\o Fe304@cellulo’se wsg COOH adsoption of dyes
O Q Q n

COOH
PEGDMA magnetic rGO-loaded hydrogel

rGO
OH PEI| O
Qoo l
HO 0
OH 0 .

OH - = =
PO
cellulose "0%3 adsoption of Cré*

Figure 11-1: Schéma de synthése de I’hydrogel (PM@Cellulose -rGo PEGDMA)!

I.1.  Syntheése des nanoparticules d’oxyde de fer.

La synthése des nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer (PM) a été réalisee par la
méthode de Co-precipitation selon le mode opératoire décrit dans la littérature?. Nous avons
utilisé les chlorures de fer (1) et de fer (I1l) comme sels précurseurs et comme base

I’hydroxyde d’ammonium(NH4OH) .La réaction bilan est la suivante:
Fe?* + 2Fe3* + 8NH4sOH + 4H,0 — Fe304(s) + 8NH*s 8H,0
Protocole:

Dans un ballon tricol de 50 mL, placé sous courant d’azote, on introduit successivement une
solution aqueuse (eau désoxygénée) de FeCl>.4H>O (1,7 mmol, 10 mL) et de FeCl3.6H.O
(3,5 mmol ,10 mL). Le mélange est mis dans un bain ultrason chauffé a 50° C pendant 30
minutes, puis on ajoute, goutte a goutte, 2 mL d’une solution d’hydroxyde d’ammonium
(NH4OH, 33-34%). Un preécipité noir se forme instantanément. La sonication est poursuivie a
la méme température durant trente minutes. Apres refroidissement, les PM sont séparées a
I’aide d’un aimant, lavées plusieurs fois a 1’eau pour éliminer toute trace de base. Pour des

utilisations ultérieures, les PM sont stockées sous forme de suspensions dans 1’eau.
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1.2.  Synthese des nanoparticules PM@Cellulose

Les PM@Cellulose ont été préparées, en ajoutant a une solution de PM (10 mg.mL™, 1 mL)
une quantité de cellulose. Afin d’optimiser le rapport (PM/cellulose), différentes masses (7,14
et 20 mg) de cellulose (sigma Aldrich , biochimie, microcristalline ) sont utilisées, Apres une
heure de sonication, a température ambiante, les particules magnétiques ont été isolées a
I’aide d’un aimant. L’exces de cellulose est éliminé par plusieurs lavages a I’cau. Le précipité
isolé aprés six cycles de lavage/précipitation consécutifs est séché dans un four ou une étuve a
50° C.

1.3.  Synthese de I’oxyde de graphéne réduit (rGO)

L’oxyde de graphéne réduit (rGO) a été préparé par réduction de 1’oxyde de graphéne (GO
Graphenea, Spain) en utilisant I’hydrazine®*. La méthode consiste a ajouter de I’hydrate
d’hydrazine (0,50 mL, 32,1 mM, 98%) & 5 mL d’une suspension aqueuse d’oxyde de
graphéne (0,5 mg mL™). La solution est mise sous agitation magnétique a 100°C pendant 24
heures. Le précipité qui se forme progressivement au cours de la réaction de réduction est
isolé par filtration sur une membrane PVDF 0,45 um (tailles des pores). Le rGO, lavé
abondamment avec 1’eau (5 x 20 mL) puis avec du méthanol (5 x 20 mL), est ensuite séché a

I’étuve.
.4, Formation de I’hydrogel magnétique (PM@Cellulose -rGO — PEGDMA)

Pour I’obtention de I’hydrogel magnétique a matrice polymére PEGDMA chargé d’oxyde de

graphéne réduit, les PM@ cellulose- rGO ont été incorporés dans le polymere.

La méthode est inspirée de celle utilisée au laboratoire lors des travaux antérieurs sur les
protéines®. La synthése a été réalisée selon le protocole suivant: Un mélange de Poly
(éthylene glycol) di méthacrylate (PEGDMA ,89 mg, 29,7 umol), PM@cellulose (10 mg),
rGO (1 mg) et de 2, 2-dimethoxy-2-phenylacetophenone (DMPA (5 mg, 19,5 pumol) dans 100
uL de diméthylformamide (DMF) est mis sous ultrasons pendant 15 min. Le mélange est
ensuite placé sous irradiation UV en utilisant une lampe de type (365 nm, Blak-Ray UVP
model B-100AP/R). Apres 15 minutes d’irradiation, I’hydrogel a été lavé plusieurs fois avec
le (DMF), puis avec de I’eau pour enlever tous les réactifs n’ayant pas réagis. Ces derniers ont
été lyophilisés pour les séchés et mis sous forme de pastilles de différentes dimensions, que

nous avons decoupées manuellement en petits carreaux de différentes masses.
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I.5. Incorporation du PEI dans I’hydrogel magnétique (PM@Cellulose-rGO-
PEGDMA)

L’introduction de polyéthyleneimine (PEI) se fait par immersion d’une pastille d’environ 1,5
mg de ’hydrogel précédent dans une solution aqueuse de PEI (1 mg.mL™?). Aprés pendant 2
heures sous ultrason, la pastille est lavée rigoureusement avec de 1’eau (trois fois durant 15

min sous ultrason).

Il. Synthéses des nanohybrides magnétiques (rGO- PMCS/, rGO -PMND)

Ces matériaux hybrides sont obtenus, en mettant en contact, la nanoparticule magnétique
fonctionnalisée par le 2-nitrodopamine (PMND) ou par le chitosane (PMCS) avec difféerente
quantité d’oxyde de graphene réduit, afin de déterminer le rapport massique adéquat pour

cette synthése.

rGO-MP.s ou rGO-MPyp

Figure 11-2:Schéma de synthese des nanohybrides rGO-PMND et rGO-PM CS

I1.1. Synthése des nanoparticules PM-chitosane (PMCS) et PM-2-
nitrodopamine(PMND)

Les PM-chitosane et PM-2-nitrodopamine sont des nanoparticules d’oxyde de fer (Fe3Os)
enrobées de chitosane ou de 2- nitrodopamine. Elles sont obtenues, en ajoutant quelques
milligrammes (7, 14 et 20 mg) de chitosane ou du 2- nitrodopamine a une solution aqueuse
des nanoparticules (FesO4) de concentration de 10mg.mL™. Les nanoparticules habillées de
chitosane ou 2-nitrodopamine sont séparées a I’aide d’un aimant, aprés une heure de
sonification a tempeérature ambiante. Les particules magnétiques, obtenues apres six cycles de

lavage/précipitation consécutifs, sont séchées a 50° C.
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1.2. Synthése des nanohybrides rGO - PM-chitosane

L’intégration des PMCS dans la matrice oxyde de graphéne réduit (rGO) se fait sous ultarson.
Pour cela on prépare séparément des solutions aqueuses de rGO et de PMCS de concentration
(0,5 mg mL™). Le mélange de deux solutions avec différent rapport massique est mis sous
ultrason (35kHz) pendant 90 min. Le nouveau matériau (rGO-PMCS) formé est isolé a I’aide
d’un aimant et purifié en faisant des lavages/précipitations consécutifs avec de 1’eau. Le

précipité récupéré apreés six lavages est séche a I’étuve a 50° C.
1.3. Synthése des nanohybrides de rGO -PM-2-nitrodopamine

La méme procédure décrite pour la synthése des rGO -PMCS est employée pour la

préparation des nanostructures rGO-PMND.
M. Formation du rGO -PMND /pyrene PEG anticorps

La fonctionnalisation se fait comme nous I’avons mentionné sur 1’organigramme résumant
notre travail (organigramme N°2). Les nanostructures rGO-PMND ont été appliquées dans

I’élimination des bactéries.

La fonctionnalisation des nanohybrides rGO-PMND pyréne PEG /anticorps a été réalisee

dans le but des son application dans 1’élimination sélective d’un type de bactéries.
I11.1. Fonctionnalisation de rGO-MPND avec le pyréne-PEG-Ns.

La fonctionnalisation covalente des structures a base de graphéne par les dérivés du pyréne a
pour objectif d’empécher 1’adhésion des bactéries a la surface de rGO, cette ¢tape est

nécessaire pour I’application envisagée.

I11.1.1. Synthese de N-(26-azido-3,6, 9,12, 15, 18, 21, 24 octaoxahexacosyl) pyrene-1-
carboxamide (Pyrene-PEG)®.

Le dérivé du Pyréne sélectionné est le N-(26-azido-3,6, 9,12, 15, 18, 21, 24
octaoxahexacosyl) préparé a partir de 1’acide pyréne-1-carboxylique (pyréne-COOH) comme
rapporté précédemment par le groupe Nanobiolnterfaces’. Briévement, de I'acide 1-pyréne-
carboxylique (100 mg, 0,41 mmol) et du carbonate de (N, N'-disuccinimidyl DSC) (125 mg,
0,49 mmol) sont dissout dans du CH2C1, anhydre (15 ml). A cette solution, on ajoute

lentement et sous agitation une solution du triéthylamine (TEA) (68 pL, 0,49 mmol) et du
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NH2-PEG8-N3 (214 mg, 0,49 mmol) dissous dans du CH2C1, (2 mL)). La solution obtenue

est maintenue sous agitation pendant une nuit a température ambiante.

Apres évaporation, sous vide. Le produit obtenu est dissous dans CH>C1> (6 mL), lavé avec
une solution aqueuse a 5% de HCI (5 mL, deux fois) et H2O (5 mL, deux fois) et séché sur
MgS04. Le résidu a été purifié par Chromatographie sur colonne de gel de silice en utilisant

CH.C1; et le produit a été isoléé caractérisé (voir I’annexe).

Les nanostructures rGO-MPND (500 pg.mL™) ont été mélangées avec une solution aqueuse
de pyrene-PEG (5 mM) et les suspensions remuées pendant 1 h a température ambiante. Tous
les échantillons ont été isolés par un aimant et purifié par six cycle de lavage/précipitations
consécutifs avec de 1’eau. Le schéma suivant illustre la structure formee apres la

fonctionnalisation par pyréne-PEG-Na.

I'GO/MPND

O ON(\,O,)gN3

H
(1) e

O pyrene-PEG

Figure 11-3 : Schéma de fonctionnalisation de rGO-MPND par le pyrene-PEG.

I11.2. Intégration de I’anticorps (anti-FimA) sur pyrene-PEG-rGO-MPND

L’immobilisation d’anticorps (anti-FimA) sur les nanostructures rGO-MPND a été réalisee
par des liaisons chimiques. Briévement, les nanocomposites rGO-MPND (500 pg mL™?) a été
mélangé avec une solution d’anticorps 100 fois plus diluée (1 mg.mL™?), a I’aide d’une
solution tampon (PBS) (10 mM, pH = 7,4). Pour former un intermédiaire acide tres réactif, le
N-hydroxysuccinimide(NHS) (25 mM)) est couramment utilisé en chimie organique comme
activateur d'acide carboxyliques. Le NHS est ajouté a ’EDC-HCI (25 mM), 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) .
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La réaction a été laissée sous agitation a 4° C pendant 2 heures, suivie d’une extraction
magnétique et de lavage a une solution PBS pour enlever I’anticorps faiblement adsorbés.
Avant I’utilisation, les particules ont été stockées dans le tampon PBS a 4° C.

HOOC

(anti-FimA) @zé\;io&?/{cow
il
rGO/MPyp > W

COOH

Figure I1-4 : Intégration d’anticorps (anti-FimA) sur pyrene-PEG-rGO/MPND.

IV.  Application de I’hydrogel dans I’adsorption du bleu de méthyléne et des ions

chromate (Cr¢*)

Apres caractérisation des nanohybrides synthétisés, ils ont été testés dans 1’adsorption de
deux polluants modele de différente nature (organique et inorganique) le bleu de méthylene et

le chrome hexavalent.
IV.1. Application de I’hydrogel dans I’adsorption du bleu de méthylene.

Pour chaque expérience, une masse m de 1’hydrogel est mise en contact avec une solution de
bleu de méthyléne, sous agitation 200 rpm et a température ambiante. Des solutions de BM
ont été préparées en utilisant 1’eau ultra-pure pour prévenir et minimiser les interférences
possibles. A la fin des expériences d'adsorption, la concentration du BM est déterminée en
mesurant l'absorbance de la solution a A = 664 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-
visible. Les quantités adsorbées ont été évaluees a partir de la variation de la concentration
de la solution en utilisant I'équation suivante.

Cinitiale — Cfi
Taux (%) _ ( initiale fmale) % 100

Cinitiale

Cinitiale €tant la concentration de la solution initiale du BM et crinale la concentration finale du
BM en solution. La concentration finale déterminée a partir de la courbe d’étalonnage du BM

(voir I’annexe).
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Loi de Beer -Lambert

A=¢ x1xC
A : est I’absorbance ou densité optique a une longueur d'onde A (sans unité).

€ est le coefficient d'extinction molaire, exprimée en L-mol*-cm™. 1l dépend de la longueur

d'onde, de la nature chimique de I'entité et de la température.

| est la longueur du trajet optique dans la solution traversée ; elle correspond a I'épaisseur de
la cuvette utilisée (cm).

C est la concentration molaire de la solution (mol.L%).

Nous avons étudié I’influence de quelques parameétres physico-chimiques sur 1’adsorption du

BM (pH, concentration initial de BM, temps de contact et masse de I’adsorbant).

L’ajustement du pH initial de la solution du bleu de méthyléne se fait en ajoutant quelques

goutes des solutions NaOH et HCI de 0.1M pour les différentes valeurs de pH 2 variant 10.

Les expériences ont été réalisées en utilisant les différentes masses d’hydrogel allant de 0,1a

2,4 mg et des concentrations du BM allant de 1 430 mg. L™,

. Régénération et réutilisation d’hydrogel

Le recyclage des adsorbants est un parametre crucial dans les applications pratiques, en
raison de strictes exigences économiques pour le développement durable. Un adsorbant ne
doit pas posséder seulement une capacité d’adsorption élevée, mais aussi il doit étre

facilement régeneré.

La régénération de I’hydrogel PM@Cellulose-rGO-PEGDMA a été réalisée par immersion de

la pastille chargée en BM dans de 1’éthanol pur.

IV.2. Application de ’hydrogel dans I’adsorption des ions chromate

Les expériences d’adsorption des ions chromate a partir de solutions agueuses ont ete
réalisées en introduisant différentes masses d’hydrogel (hydrogel /hydrogel- PEI) a
température ambiante. Une solution mére de K>Cr,O7 (500 mg. L™) et des solutions de
différentes concentrations de Cr®* (10-400 mg. L) ont été préparées. Le pH des solutions de

chrome a été ajusté a 1’aide des solutions de HCI et NaOH de concentration 0,1 M.
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A des intervalles de temps donnés, la concentration des ions chromate était déterminée en
mesurant l'absorbance de la solution a A = 357 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-
visible.

. Régénération de I’hydrogel
La régénération se fait en milieu basique®. Elle a été réalisée par immersion de I’hydrogel

chargé de Cr® dans une solution de NaOH de concentration 0,1 M sous agitation pendant 4h.

. Sélectivité de I’hydrogel PEI aux ions chromate

Lors de ce travail , nous avons examiné I’effet de quelques ions sur 1’adsorption du chrome ,
pour cela nous avons introduit différents ions (chrome(Cr®") ,cuivre(Cu?") , sodium (Na%),
chlore(CI"), potassium (k*) et de nitrate (NO3") de concentration de 120mg.L™ et les ions de
chromate de Cr ®* de 60mg.L? .

V. Application des nanocomposites dans I’élimination des bactéries.

Les nanostructures (PMCS, PMND, rGO -PMCS, rGO-PMND...) qui ont été synthétise

apres leurs caractérisations, ont été appliqués dans 1’élimination des bactéries.
V.1. Modes opératoires

Les suspensions (5 mL) de la solution des bactéries ont été mélangees avec les nanostructures
magnétiques (5 mL) sous agitation (200 tr/min, 37° C). Aprés un temps donné, on effectue un

prélevement pour mesurer la concentration des cellules bactériennes restant en solution.
V.1.1.  Préparation des solutions de bactéries

Des souches de bactéries de trois types (le gram négatif type E. coli UTI89 (UTI89), E. coli
UTI89 sans fimbriae de type 1 (UT189 Dfim) et le Staphylocoque aureus a gram positif) ont
été cultivées sur des plaques dans un bouillon Luria Bertani (LB) agar a 37 ° C avec une

agitation de 180 tr/min, pendant 24heures.

Aprés une dilution 50 fois, I’incubation est prolongée jusqu'a ce que le DOgoo atteint 0.5
équivalent & une concentration de 1.10° cellules. mL™* (cfu). Les bactéries ont été remises en
suspension dans du PBS (0,01 M) et ajustés a la concentration requise.

Les échantillons de sérum ont été fournis par le CHU de Lille.
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Les anticorps anti-fimbriaux ont été obtenus en immunisant le sérum des rats avec des

fimbriae purifiées, qui ont été délipidés et purifié sur une chromatographie d'affinité protéine.

VV.1.2.  Préparation des solutions a différentes concentrations de bactéries et de

nanostructures

Les suspensions bactériennes ont été diluées a la concentration désirée (1.10*-1.108 cfu.mL
1. Les nanostructures magnétiques (rGO-MPND, MPND, rGO-MPCS et MPCS) de
différentes concentrations (4-10 mg.mL™) ont été dispersées par I’intermédiaire (5 min, bain

a ultrasons Branson 5800) dans une solution tampon de PBS (5 mL, 10 mM, pH 7,4).
V.2. Détermination des concentrations des solutions bactériennes (aprés traitement)

Les suspensions (5 mL) de la solution des bactéries ont été mélangees avec les nanostructures
magnétiques (5 mL) sous agitation (200 tr/min, 37° C). Les prélévements ont été effectue

périodiquement pour mesurer la concentration de solution des cellules de bactéries.
V.2.1. Laméthode de I’UV /visible

La concentration de solution des cellules de bactéries est déterminée par UV/Vis apres
séparation des nanostructures magnétiques en appliquant un champ magnétique externe. La
figure I1-5 montre une photographie des cuvettes UV contenont des bactéries avec les

nanostructures (avant et apres captage des bactéries avec les nanostructures).

Figure 11-5: photographies des bactéries avant (image A) et aprés (image B) captage avec
différentes nanostructures ; de gauche a droite 1-rGO-MPND ,2-MPND ,3 -rGO-MPCS ,4-
MPCS ,5 — E. coli Control)

L’efficacité d’élimination (E) a été calculée selon 1’équation suivante :

A4, - A
E(%) =(0A—t)>< 100
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Ou Ao est absorbance I’initiale, At est absorbance aprés le captage des cellules.
V.2.2. Laméthode de comptage des cellules bactériennes

Apres la séparation magnétique des nanostructures, nous avons déterminé le nombre de
bactéries viables, capables de se multiplier. Une série de solutions bactériennes (apres
traitement) diluées 10 fois dans une solution tampon PBS sont réparties dans des boites de
pétrés contenant LB-agar (10uL). Le contrble se fait par comptage du nombre de colonies

avant et aprés une nuit d’incubation a 37 °C.
V.2.3. Teste de viabilité cellulaire de bactéries

e Laméthode
Les méthodes principales utilisables pour I'étude des cellules viables Procaryotes et
microorganismes unicellulaires Eucaryotes sont nombreuses. dans ce travail nous avons
utilise la méthode Kit de viabilité bactérienne BacLight SYTO9 / iodure de propidium Vivre /
Morte pour l'analyse des bactéries®.
Le principe de ce kit est basé sur une double coloration par I'intermédiaire de deux
florophores : le SYTO9® et I’iodure de propidium (PI).

v Le SYTO9® est un fluorophore qui, aprés excitation a 470nm, émet une
fluorescence de couleur verte (540nm). Ce marqueur possede la capacité de diffuser dans les
cellules, intégres ou non, et d'émettre de la fluorescence une fois lié & 'ADN. Le SYTO9®
permet donc de marquer la totalité les cellules d'un échantillon.

v L’iodure de propidium est un agent intercalant de I'ADN, une fois lié a ce

dernier le PI émet une fluorescence rouge (635nm) aprés excitation a 470nm. Ce fluorophore
ne peut pénétrer dans les cellules que si les membranes sont altérées, seules les cellules

mortes fluorescent en rouge (figure 1l- 6).

Figure 11-6: Coloration Kit de viabilité bactérienne BacLight SYTO9 / iodure de propidium

Vivre / Morte. En vert les cellules viables, en rouge les autres cellules.
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e Protocole du la coloration des bactéries

La quantité totale de cellules bactériennes vivantes et mortes a été déterminée en utilisant le
Kit de viabilité bactérienne BacLight SYTO9 / iodure de propidium Vivre / Morte'°.

Un mélange 1: 1 de colorant d'acide nucléique (SYTO 9%) et d'iodure de propidium (PI?) a été
préparé et 3 ul ont été ajoutés a la matrice de séparation, le mélange homogene est incubé a
température ambiante dans I'obscurité pendant 15 min.

Une solution de volume de 5 uL de la suspension de bactéries colorées a été déposée entre
une lame de verre et une lamelle couvre-objet.

Les lames ont été observees en utilisant un microscope a fluorescence (Leica AF6000 LX
équipé d'une caméra Andor iXon 885 en utilisant un objectif d'immersion dans I'huile
(objectif 100 °, 1,4 NA).

Le signal de fluorescence a été acquis en utilisant une double bande d'excitation et des
ensembles de filtres d'émission pour la protéine fluorescente verte et la protéine fluorescente

rouge.

1SYTO9 est le colorant qui pénétre par la membrane de bactéries vivantes, en vert
2Pl une coloration indique les bactéries mortes di & 'endommagé des parois des membranaires cellulaires et
donne une couleur rouge fluorescente.
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Partie Il : Techniques de caractérisations

Afin d’acquérir un maximum d’informations sur les échantillons produits en laboratoire, il est
important d’utiliser une multitude de techniques différentes. Pour cela les échantillons obtenus
aprés chaque étape de synthese, ont été caracterisés par différentes techniques. Certaines ont
été utilisées pour déterminer la microstructure et la morphologie des matériaux ou la taille
des particules (MEB, TEM, DLS), d’autres nous vont permis de confirmer la composition et
la nature des liaisons formées (XPS, EDX FT-IR, Raman, ATG, RMN..).

VI.  Taille et morphologie

VI.1. Lamicroscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage (MEB) ou SEM ( Scanning Electron Microscopy en
anglais) ! est une technique de microscopie basée sur le principe des interactions électrons-
matiere. Pour déterminer la morphologie et la structure de I’hydrogel et aussi 1’état des
membranes des bactéries avant et aprés traitement par les nanohybrides (nanostructures), des
images de microscopie €lectronique a balayage (MEB) ont été prise sur un instrument ESEM-
FEG / EDAX Philips XL-30 (Philips, Eindhoven, Pays-Bas) en utilisant une tension
d'accélération de 10 kV.

VI1.2. Microscopie électronique en transmission a haute résolution (MET -HR)

Cette technique a été utilisée afin de déterminer la taille réelle et la forme des nanoparticules
d’oxyde de fer enrobées par ces différents polymeéres (cellulose, chitosane). Le MET permet

d’atteindre des résolutions atomiques (1,7 A) que le MEB ne peut pas atteindre.

Néanmoins, 'utilisation de ces microscopes dans le cas de ’observation (imagerie) des
poudres nanométriques s’est avérée inopportune vus leurs trés fines dimensions. Par
conséquent, les images réalisées n’apportent qu’une indication globale sur [D’auto
organisations des nanoparticules. Dans le cas de notre travail les caractérisations ont été
effectuées a 1°aide d’un appareil FEI, TECNAI G2 F20 fonctionnant a une tension accélérée
de 300 kV). L’imagerie en MET est requise dans les cas des échantillons de trés faible
tailles. Un mg de poudre est dispersé dans S5SmL d’isopropanol puis 10uL sont déposés sur

une grille de cuivre carbonée.
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VI1.3. Mesures de DLS et du potentiel zéta.

La diffusion dynamique de la lumiére (DLS) est une technique qui apporte des informations

sur la taille des particules de dimension nanométrique.

La connaissance de la charge de surface en fonction de plusieurs parametres (pH,
concentration en ions ou en tensioactifs) permet de mieux comprendre la stabilité des

émulsions, de maitriser les procédés d’extraction/séparation dans le traitement des eaux usées.

La mesure du potentiel zéta des particules permet une estimation de la charge de surface
portée par celle-ci et, par conséquent, peut conduire a une interprétation des résultats obtenus

lors de I’adsorption des polluants (chrome, bleu de méthylene et les bactéries).

Les mesures ont été effectuées a I’aide d’un appareil de type Nano-ZS de Zeta-size (Malvern
Instruments Inc. Worcestershire, Royaume-Uni). Les échantillons (PM@cellulose PMND,
PMCS, rGO, rGO -PMND, rGO -PMCS, les deux types bactéries E.coli et S.aursus) ont été
analysés, a différents pH, dans I’eau Milli-Q a 10 pg.mL™.

VII. Analyse quantitatives et qualitatives

VI1.1. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF)

La spectroscopie infrarouge par réflexion totale interne est une technique d’analyse non
destructrice qui permet d’analyser des solides. La spectroscopie infrarouge permet de
déterminer la présence de groupements fonctionnels dans les molécules organiques( COOH,
NO,..)*2. Le principe de cette méthode consiste & mesurer la quantité de lumiére absorbée par
un matériau en fonction de la longueur d’onde lors d’une interaction entre la radiation

électromagnétique et la matiere.

Les analyses infrarouges ont été effectuées sur différents échantillons apres chaque étape de
syntheése. L’appareil utilisé est de type Thermo Fisher Scientific Inc. Nicolet 8700, dans une
gamme comprise entre 650 et 4000 cm™ avec une résolution de 6 cm™. Les échantillons ont

été analysés sous forme de pastille dans KBr (environ 1mg de 1’échantillon /200 mg de KBr).
VI1.2. Spectroscopie Raman

La diffusion Raman exaltée de surface est 1’'un des domaines prometteurs pour des

applications potentielles dans I'identification et la caractérisation structurelle les échantillons
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de rGO, PEGDMA et I’hydrogel. Bien que le principe soit différent, la spectroscopie Raman,
permet d’obtenir dans la plus part des cas la méme information que la spectroscopie
infrarouge, elles présentent toutefois un certaines nombre d’avantages, notamment

I’utilisation d’échantillon sous n’importe quelle forme, sans dilution.

C’est une méthode non destructive bonne résolution, permettant ainsi la caractérisation des
matériaux composite en identifiant les phases ou les composés chimique. Cette exaltation
permet ainsi de détecter spécifiqguement des échantillons adsorbés avec des concentrations

extrémement faibles.

Des spectres Raman ont été réalisés a 1’aide d’un spectrométre de type LabRam HR Micro-
Raman (Horiba JobinYvon, France) associé a une diode laser 473 nm comme source
d'excitation. La lumiére visible est focalisée par un objectif de x100. La lumiere diffusée est
recueillie par le méme objectif en configuration de rétrodiffusion, dispersée par un
monochromateur a focale de 1800 mm est capté a I’aide d’une caméra a dispositif a couplage
de charge (CCD).

VI1.3. La spectroscopie de photoélectrons induits par rayons X (XPS)

Cette technique permet de déterminer 1’environnement électronique d’un élément (oxydes de
fer et les oxydes de fer enrobe) 13 présent dans nos échantillons solides (Fe3Os). C’est une
sonde chimique locale qui renseigne sur ’environnement atomique de 1’¢lément cible (i.e.
distances, natures et nombre des atomes voisins présents sur un rayon de 4-5A) et sur son

degré d’oxydation.

C’est une technique non destructive qui donne de l'information sur la nature chimique des
éléments a l'exception de I'hydrogéne et de I'hélium. Cette technique donne également de
Iinformation sur la structure électronique, sur l'organisation et sur la morphologie de la

surface d'un matériel.
VI11.4. Spectroscopie dispersive en énergie (EDS).

La spectroscopie d’analyse dispersive en énergie (EDS) permis d’établir des cartographies
¢lémentaires des échantillons observés. C’est une technique d'analyse chimique élémentaire
qui est basée sur l'interaction d'une source de rayons X avec I'échantillon. Le détecteur EDS
est couplé avec un microscope électronique de type MET. Pour stimuler I'émission

caractéristique des atomes présents dans I'échantillon. La différence en énergie entre ces deux
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niveaux est alors relachée sous la forme d'une radiation (rayons X). Le nombre, ainsi que

I'énergie des rayons X peuvent étre mesureé a l'aide du spectrometre EDS.
VIL.5. Resonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN du proton 1 (HY) et du carbone 13 (C'%) des molécules organicque
synthétisées (2-nitrodopamine et de pyréne-PEG) ont été enregistrés sur un spectrometre
Bruker -300 MHz. Le chloroforme déutéré (CDCI3) et DMSO-d6 sont utilisés comme solvant
et le TMS comme étalon interne.

VI1.6. Analyse thermogravimétrique (ATG)

L’analyse thermogravimétrique est une technique d’analyse thermique permettant de
déterminer les pertes de masse d’un matériau tout au long d’un cycle de température ou de
temps, dans une atmosphére contrblée. Ainsi, cette technique permet la caractérisation des
matériaux par leur température de décomposition. Une analyse de cette variation permet

d’obtenir de I’information sur la composition de 1’échantillon.

Dans ce travail, ’ATG a été réalisée a 1’aide d’un analyseur thermique (TG 209 F3 tarse,
Netzsch). La variation de température a été faite a une vitesse de chauffage de 10 K .min!

dans un creuset d’Al20s.

Une correction de la ligne de base a également été effectuée sous un courant d’azote, circulant
a un débit de 20 mL min™, & la méme vitesse de chauffage avec un creuset vide. Toutes les
analyses ont été effectuées en prenant environ 5 mg de chaque échantillon dans un creuset

d’Al>0z al’intervalle de température allant de 30 a 980 °C sous atmosphére d’azote.
VIL.7. Caractérisation magnétique des nanoparticules.

Cette caractérisation a pour but la comparaison des propriétés magnétiques des nanoparticules
d’oxyde de fer avant et aprés modification par le rGO, la cellulose, le chitosane ou le 2-
nitrodopamine. Les propriétés magnétiques ont été déterminées a 1’aide d’un magnétomeétre
SQUID MPMS-XL. Les cycles d’aimantation M(H) ont été mesurés a 300 K en balayant le
champ magnétique appliqué entre 20 kOe et-20 kOe.

Une variation thermique d’aimantation a été mesurée a 1’aide de la procédure (ZFC) zéro-

field-cold, pour laquelle 1’échantillon est d’abord refroidi jusqu'a 5 K en absence de champ
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magnétique appliqué, et puis la magnétisation est mesurée pendant le réchauffement de

I’échantillon jusqu'a 400 K, avec un champ magnétique appliqué de 80 Oe.
VI11.8. Spectrophotométrie UV-visible.

L’absorbance des composés chimiques dans le domaine UV-visible est associee a des
transitions entre les niveaux d’énergie électronique. Les transitions se font généralement entre

une orbitale liante (ou doublet libre) et une orbitale anti-liante (ou non-liante vacante).

La spectroscopie UV-Visible permet d’accéder qualitativement & des renseignements quant
aux transitions présentes au sein de I’échantillon (rGO, PM@cellulose,PM-chitoane,PM-
Nitrodopamine...) mais également de déterminer quantitativement la concentration d’especes

absorbant dans ce domaine spectral (bleu de méthylene, chrome et les bactéries).

Les spectres ont été enregistrés avec un spectrophotometre double faisceau de Perkin Elmer

Lambda 950 dans des cuvettes de quartz avec une longueur de trajet optique de 1 cm.
VI1.9. La surface spécifique

La détermination de la surface spécifique est basée sur le principe d’adsorption de gaz a basse
température selon (BET) Brunaur, Emmele et Teller. La surface spécifique est estimée aprés
dégazage, par adsorption d'une monocouche de gaz, par liaison de Van Der Waals, autour de

chaque particule et dans chaque pore ouvert de I'échantillon®,

L'instrument BET nous a permis d'obtenir la surface spécifique de I'échantillon (PMND et
PMND-rGO) ainsi que la distribution de ses pores en fonction de leur taille.
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Chapitre 111 Syntheéses et caractérisations de 1’hydrogel

Introduction:

L’importance des nanocomposites réside dans leurs multifonctionnalités et la possibilité de
réaliser des combinaisons uniques de propriétés qui sont impossibles avec des matériaux
traditionnels. L’incorporation des nanoobjets dans des structures polyméres permet de

modifier leurs propriétés et d’élargir leurs champs d'applications.

Pour des applications dans le domaine de I’environnement, nous nous sommes proposé
d’élaborer des nanocomposites a base de nanoparticules d’oxyde de fer et de grapheéne dans

le but de les utiliser en tant qu’adsorbants stables et réutilisables.

L’hybridation du graphene et des nanoparticules d’oxyde de fer permet d’obtenir un matériau
avec des propriétés magnétiques et adsorbantes améliorées. De nombreuses études récentes
menées a I’échelle du laboratoire sont démontrés 1’efficacité de ces composites dans
I’extraction de divers polluants des milieux aqueux. Toutefois, les applications industrielles
sont entravées par la dispersion des nanoparticules dans le milieu liquide et le probleme de
toxicité. Les confiner dans une matrice polymere est I'une des approches adoptée pour pallier

ces inconvénients.

Dans cette partic nous allons décrire la synthése d’un hydrogel magnétique (PM@Cellulose-
rGO- PEGDMA). 1l s’agit d’un nouveau nanohybride a matrice polymere (polyéthyléne
glycol di méthacrylate) dans laquelle sont incorporés des nano feuillets d’oxyde de graphéne

réduit et des nanoparticules d’oxyde de fer préalablement fonctionnalisées par la cellulose.

Selon les applications envisagées, 1’accés a un nouveau matériau nécessite une stratégie,

mettant en jeu diverses étapes de synthése et techniques de caractérisation.

Le schéma suivant représente les différentes étapes de synthése de I’hydrogel.

0 Q %co
< O — = .
+ %{OV\O > %% cooy adsoption of dyes
0 n

Fe;0,@cellulose

GO PEGDMA magnetic rGO-loaded hydrogel
oH PEI| O
Q  HO o 0 l
HO o\w
oH OH n {79'
cellulose .Oeo;g adsoption of Cr*

Figure I11-1 Schéma de synthése de [ hydrogel et son application.
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- Synthése de I’hydrogel (PM@cellulose PEGDMA.- rGO)
La synthése de I’hydrogel magnétique, se fait en plusieurs étapes :

e Préparation des nanoparticules d’oxyde de fer.

e Fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par la cellulose.

e Synthese de I'oxyde de graphéne réduit.

e Formation de I’hydrogel (photo polymérisation du PEGDMA en présence des
MP@celulose et du rGO).

Chaque étape de synthése nécessite la mise au point de protocoles expérimentaux et des
caractérisations physico-chimique, aussi bien du composé final que des produits
intermédiaires

I.1.  Synthése des nanoparticules de PM@Cellulose

Dans un premier temps, les nanoparticules d’oxyde de fer sont synthétisées par la méthode de

Co-precipitation selon le protocole expérimental décrit dans le chapitre I1.

La méthode permet 1’acces a des nanoparticules sous forme de magnétite (FesO4), a noter que
la synthese doit étre réalisée dans une atmosphere inerte pour éviter la formation de 1’hématite
(o- Fe203) ou de maghémite (y -Fe2Oz), les nanoparticules sont obtenues sous forme de

poudre noire tres fine.

Les nanoparticules d’oxyde de fer peuvent conférer leurs propriétés magnétiques aux
nanocomposites, lorsqu’elles rentrent dans la composition de ce dernier. Cependant il est
souvent nécessaire de les enrober d’un composé organique afin d’assurer leur stabilitél. Le
choix du revétement dépend des applications envisagées. La cellulose a été choisie comme
revétement des nanoparticules car elle est non seulement le polymére naturel le plus abondant,
mais aussi en raison de sa capacité a adsorber des colorants dangereux et des ions de métaux

lourds des eaux usées®,

La cellulose est un polysaccharide hydrophile consistant en une chaine linéaire d’unités de
D-glucose B (1—4). Les groupements hydroxyles du glucose interagissent fortement avec les
particules d’oxyde de fer (FesOs) ce qui entraine une meilleure stabilité en empéchant
I’agrégation et la réactivité chimique de ces derniéres®. La modification de la surface des

nanoparticules d’oxyde de fer a été confirmée par les diverses méthodes d’analyse.
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1.1.1.  Analyse par spectroscopie infrarouge (IR)

La spectroscopie IR est une technique importante utilisée pour 1’identification des fonctions

chimiques présentes a la surface d’un matériau °.

Le spectre IR de la cellulose commerciale utilisée, représenté dans la figure 111-2, montre
principalement des bandes intenses vers = 3400 cm™ et 2929 cm™? caractéristiques de la
liaison (O-H) des groupements hydroxyles de la cellulose et des vibrations d’¢longation des
liaisons (C-H). Le pic a 1152 cm™ est assigné a I’élongation des liaisons des (C-O-C) de la

chaine cellulosique®.
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Figure 111-2: Spectre infrarouge de la cellulose

On rappelle que pour ’obtention des PM@cellulose, il suffit de mélanger une quantité de
cellulose avec les particules magnétiques (FesO4) en solution aqueuse, durant une heure, sous
ultrasons. Afin d’optimiser le rapport massique PM/ cellulose, nous avons effectué plusieurs
essais en faisant varier la masse de la cellulose en maintenant la masse des nanoparticules
d’oxyde de fer constante (10 mg). Les spectres IR des différents échantillons issus de ces tests

sont représentés dans la figure 111- 3.
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Figure I11-3 : Spectres infrarouge des PM@cellulose a différents rapport massique

Comme le montre le spectre (b) sur la figure 111-3, pour un rapport massique de 0,7 une faible
intensité des pics de la cellulose est observee ; Nous avons alors doublé ce rapport, le spectre
(c) montre I’augmention de I’intensité des pics correspondant aux différents groupements de
la cellulose. L’intensité de ces pics reste faible, nous avons augmenté la masse a 20 mg. Les
résultats montrent qu’un rapport massique de 2 est suffisant pour la saturation de la surface
des PM. Nous avons alors maintenu ce rapport massique PM/cellulose de 2 pour la synthése
des PM@Cellulose.
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Figure 111-4 : Spectre infrarouge des PM@cellulose (avec un rapport massique de 2)
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1.1.2. Analyse par spectroscopie photoélectron X (XPS)

La spectroscopie a photoélectrons X a été utilisee pour évaluer la composition chimique des
nanoparticules fonctionnalisées. Cette technique nous permet également d’avoir des

indications sur la valence de ’oxyde de fer.

Le spectre global de PM@cellulose est montré dans la figure Il1- 5. Tous les éléments
constituant 1’échantillon sont identifiés. On note la présence du carbone (C1s) et de oxygéne
(O1s) avec les bandes relatives, situées respectivement & 285 eV et 554 eV. La présence du
carbone confirme le revétement des nanoparticules d’oxyde de fer par la matiére organique

(cellulose). La présence de I’oxyde de fer est indiquée par la bande a 702, 1eV.

MMP@cellulose B

intensity /a.u.

Cc1
] |

(0] 200 400 600 800

énergie de liaison /eV

Figure 111-5 : Spectre global XPS de PM@cellulose

Il est bien connu que I'énergie de liaison des éléments augmente avec l'augmentation de I'état

de valence et I'énergie de liaison de Fe 2p3/2 de 709 eV pour Fe?*et 711eV pour Fe3* °,

Le tableau suivant montre la contribution des différents éléments obtenus a partir du spectre
XPS. On constate que le rapport atomique de Fe / O = 0,70 des particules magnétiques nues,
est plus élevé que celui des particules revétues de cellulose (Fe/0=0.32) en raison de la
présence des atomes d’oxygene de la cellulose elle-méme. Ce rapport est inférieur au rapport
théorique de la magnétite (FesO4 : Fe / O = 0,75) et supérieur a ce lui de la Fe,O3 (Fe / O =

0,66) indiquant que les nanoparticules nues ont été partiellement oxydées.
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Tableau I11- 1 : Pourcentage atomique des particules FeszO4 et FezO4@ cellulose

Fezp O1s Cis Fe/O
FesOa4 40.17 57.21 2.62 0.70
FesOs @cellulose | 17.37 55.60 27.03 0.32

Le spectre a haute résolution de la région Fe 2p est représenté sur la figure 111-6.

Le pic Fe2P 31> peut étre deconvolué en deux bandes a 709.01 et 711.02 eV, ce qui indique la
présence du fer (I1) et fer (I11).

Le pic satellite a =~ 717 eV montre la présence de Fe3* suggérant que les particules FesO4 sont
partiellement oxydées y -Fe,03"®.

Fe 2p3/2 |
Fe 2p1/2

counts / a.u.

Fe 2p
|

| | | |
730 725 720 715 710 705
binding energy / eV

Figure 111-6: Spectre XPS a haute résolution de la bande (Fe 2p) des PM@cellulose
1.1.3. Analyse par microscopie électronique a transmission (MET)

La MET est une technique qui permet de fournir des informations sur la taille des particules
nanométriques et la morphologie des nanostructures. La figure 111- 7 représente I'image MET
de FesOs @ cellulose montrant que les nanoparticules FesOs de forme sphérique d’environ 15
nm de diameétre, sont bien dispersées a la surface de la cellulose. On constate également,
I’absence de nanoparticules libres sur la surface de la cellulose .Toutes les nanoparticules
Fes04 se trouvent attachées a la cellulose ce qui confirme la forte interaction entre les deux

entités® .
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100

Figure I11- 7 : Images MET des particules FezOs @ cellulose (a gauche): I'analyse EDS de
I'échantillon montrant la composition élémentaire) (a droite) et I'image HRTEM de

particules FezO4 @ cellulose.

Les premieres analyses ont été réalisées avec un MET de faible résolution. Pour obtenir plus
de données sur le matériau composite MP@cellulose, nous avons effectué des analyses
HRTEM. Cette technique nous a permis d’observer la présence de nanoparticules de petite
taille (5nm). L'image HRTEM de MP@cellulose représentée sur la figure I11-7 montre deux
franges de largeur différentes (0,284 et 0,476 nm) ces valeurs sont en accord avec celles
rapportées dans la littérature pour les nanoparticules d’oxyde de fer(FesOs). La petite largeur
est caractéristique de la magnétite, cependant, la largeur de frange plus élevée peut

correspondre a la cellulose " .

Le couplage de HRTEM a un spectrométre a dispersion d’énergie (EDS) nous permet une

identification des ¢léments chimiques présents dans 1’échantillon.

Comme la montre la figure 111-7, I’analyse EDS confirme la présence d’atomes des éléments
C,OetFe.

1.1.4. Caracteérisation magnétiques des PM@cellulose

Pour les applications envisagées, notamment dans la dépollution des eaux, en plus des
proprietés d’adsorption, les propriétés magnétiques de nos matériaux doivent étre mises a
profit pour faciliter la séparation. Pour cela il est nécessaire de vérifier la conservation de ces

propriétés aprés fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par la cellulose.

La figure I11-8 montre une séparation rapide (20 seconde) des particules FesOs @ cellulose a

partir d’une suspension aqueuse a l'aide d'un aimant Neodynium( 1Tesla).
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Fe,O,@cellulose

Figure I11- 8 : Photographies montrant la séparation magnétique d'une suspension de
particules de FesOs @ cellulose (1 mg mL™Y).

L’une des méthodes permettant de mettre en évidence ces propriétés magnétiques consiste a
étudier I’aimantation de chaque échantillon en fonction de la température et d’un champ
magnétique appliqué. Les courbes d'aimantation a champ zéro (ZFC) pour les particules
Fe30s et FesOs @ cellulose ainsi que leur aimantation a saturation (MS) sont représentées
dans la figure 111- 9. L'aimantation ZFC présente un maximum au-dessus de 200 K dans les
deux cas. Les valeurs de magnétisation a saturation pour les FesO4 nues et FesOs@cellulose

sont 60 et 38 emu g & 200 K respectivement.

La valeur de la magnétisation des Fe3O4 nues est inférieure a la valeur de magnétisation de la
magnétite a I’états massif (= 92 emu g?), cette diminution est due a la petite taille des
particules ( plus la taille des nanoparticules diminue plus sont sensible a I’oxydation) 1!, La

formation d’une couche d’oxyde perturbée entraine la baisse de 1’aimantation??.

La fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par la cellulose conduit a la
diminution de la valeur de magnétisation a saturation due a I'échange d'électrons entre les

atomes de Fer et le polymeéret3-14,
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Figure I11-9 : Courbes d'aimantation a champ zéro (ZFC) en fonction de température et la

courbe d'hystérésis pour les particules FezOs et FesOs @ cellulose.

En conclusion, la cellulose permet de limiter ’oxydation des nanoparticules tout en gardant

les propriétés magnétiques.

.2.  Synthése de I’oxyde de graphene réduit rGO

A D’instar des autres nanomatériaux a base de carbone, le graphéne est ses dérives se trouvent
au centre des activités de recherches actuelles. Parmi les nombreuses applications de ces
matériaux, leur utilisation dans le traitement, la séparation et la purification des eaux usees
occupe une place considérable. Les recherches sur I’oxyde de graphéne ont démontré son
efficacité dans I’adsorption de divers polluants °. Néanmoins selon des travaux rapportés ces
derniéres années, les matériaux composites ont, souvent, une meilleure performance *°. En
raison de la structure aromatique conjuguée du graphéne, l'interaction n-mt joue un réle clé
dans l'adsorption des contaminants organiques. Cependant, I'agrégation des nanofeuillets de
’oxyde de graphéne réduirait considérablement la capacité d'adsorption®. Pour pallier cet
inconvénient, sa modification est nécessaire. L’une des méthodologies les plus prometteuses ,
est la fabrication de nanomatériaux de structure tridimensionnelle (3D) ; ces structures
présentent une surface poreuse tres étendue et peuvent constituer des adsorbants facilement

recyclables *’.

L’oxyde de graphéne réduit est 'un des dérivés les plus employés pour I’¢laboration de
nanocomposites. Il est obtenu a partir de 'oxyde de graphéne par réduction. Plusieurs
methodes peuvent donner acces a ’oxyde de graphéne réduit, la réduction chimique est la

plus simple, moins codteuse et controlable.8°,

Avant de procéder a la réduction des groupements oxygénés présents a la surface de ’oxyde

de graphéne, il est indispensable d’exfolier les nanofeuillets par une forte sonification dans un
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milieu aqueux. Cette étape d’exfoliation a pour objectif de détruire I’empilement d’oxyde de

graphéne afin d’isoler les nanofeuillets.

La réduction a été effectuée en utilisant I’hydrate d’hydrazine comme réducteur chimique. La
réduction a pour but I’élimination les groupements époxyde et d’autres fonctions oxygénées

qui sont attachés sur les surfaces et les bords de chaque plan d’oxyde de graphéne.

T=100°C t=24h,

H2N4/H20

v

Figure I11- 10 : Schéma de réduction chimique [’oxyde de grapheéne
1.2.1. Analyse infrarouge du rGO

Bien que 1'interprétation des spectres reste délicate, en raison d'une superposition des bandes

d'absorption et de la faible intensité du signal due au caractere de corps noir du graphéne.

La comparaison de deux spectres (GO et rGO) nous permet de réaffirmer la réduction de
I’oxyde de graphéne par I’hydrazine. La figure 111- 11 représente les spectres infrarouges du
rGO et du GO, en effet on constate la disparition de la quasi-totalité des fonctions oxygénées.
Seules les bandes caractéristiques des liaisons (C=C) a 1636 cm-12>2! sont visible. On
constate aussi la présence d’une bande a 1734cm™ correspondant au groupement C-O%, cette

derniére reste de faible intensité comparée a celle du précurseur (I’oxyde de graphéne).
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Figure I11- 11 : Spectres infrarouges de GO et rGO
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1.3.  Synthese de I’hydrogel (PEGDMA-PM@-Cellulose-rGO)

Un hydrogel est un type particulier de gels, constitué d’un réseau tridimensionnel de
polymeéres hydrophiles. Selon, le type de polymere utilisé, les liaisons chimiques entre les
molécules peuvent étre créées par différentes voies de synthese ; le précurseur de ’hydrogel
est choisi selon les propriétés et les applications ciblées.

Le poly(éthylene glycol)(PEG) est un polymeére neutre hydrophile qui est largement utilisé
dans la synthése des hydrogels??. Ce polymére posséde des groupements OH terminaux qui
peuvent étre facilement modifiés. D’autre part, I'incorporation de polyéthyléne glycol (PEG) a

la surface des nanomatériaux posséde un intérét particulier pour la biocompatibilité?,

La polymérisation radicalaire est 1'une des voies la plus utilisée notamment dans les
applications biomédicales. Pour cela, on utilise en général, des molécules portant des
groupements vinyle, acrylate ou methacrylate qui se polymérisent suite a leur amorcgage

photochimique ou thermique.

Lors de ce travail, nous avons opte pour le poly (éthylene glycol) diméthacrylate (PEGDMA)
ayant une écotoxicité relativement faible?*?%. La photo-polymérisation du poly (éthyléne
glycol) dimeéthacrylate (PEGDMA) en présence de particules MP@cellulose et du rGO
conduit a la formation de I’hydrogel magnétique noté (PEGDMA-PM@Cellulose-rGO). La
réaction se fait sous irradiation UV dans un solvant (DMF) selon les conditions opératoires

décrites dans la partie expérimentale.

La figure I11-12 montre les photographies de I’hydrogel formé. On constate que les particules
PM@scelullose et rGO sont bien dispersées dans la matrice PEGDMA, conférant ainsi les

propriétés magnétiques tout en en renforcant la structure de I’hydrogel.

p = e

Figure 111- 12 :7Ph?otographies de pastille de I'hydoelmégnétique - rGO.

1.3.1. Analyse UV

L'incorporation de rGO dans I’hydrogel a été confirmée par la spectrophotométrie UV-vis et

par spectroscopie Raman.
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D’apres la figure 111-13 les particules magnétiques cellulose seules ne présentent aucune
absorption significative dans le domaine des longueurs d’onde de 200-900 nm. Une bande
UV-vis de rGO montre un pic d'absorption a 273 nm. Ce pic peut étre associé aux transitions

n—n* des bandes aromatiques C=C et les transitions n—7n* des bandes C=O0.

Le spectre de I’hydrogel(PEGDMA-PM@Cellulose-rGO) montre quant a lui une absorption
large avec un maximum a 273 nm assigné a I'absorption du gel PEDGMA et/ou des feuilles
de rGO.
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Figure 111-13 : Spectres UV/VIS; rGO (noir), de PEGDMA hydrogel et I'nydrogel PEGDMA
magnétique - rGO .
1.3.2. Spectroscopie Raman

La figure 111-14 représente le spectre Raman de I'hydrogel (PEGDMA-PM@Cellulose-rGO),
du polymére PEGDMA seul et du rGO.
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Figure 111-14 : Spectres Raman de rG, de PEGDMA hydrogel et de PEGDMA magnétique -
rGo .
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Le spectre de ’hydrogel magnétique montre plusieurs bandes entre 1000 et 1800 cm
présentes aussi dans le spectre de 1’hydrogel PEGDMA seul, ces valeurs sont en accord avec
celles de la littérature®2’

Les larges bandes centrées a environ 1359 et 1600 cm™ 28-2° sont révélatrices de la présence de
rGO. La présence des PM@ cellulose dans la composition de 1’hydrogel est confirmée par les
bandes asymétriques & 1094 cm™ et 1120 cm™ correspondant aux vibrations des groupements
(C-0-C)*.

1.3.3. Caractérisation par microscopie électronique a balayage

Les images MEB représentées dans la figure I11-15 montrent la surface du polymére
PEGDMA ou une structure en bloc et homogene est observée. Alors que I’hydrogel
PM@-Cellulose-rGO-PEGDMA) présente une surface rugueuse et poreuse.

hydrogel :

FMiagnetic rGO 1o&R
- = * _,,ﬁv;-!ta.

Figure 111-15 : Images MEB de I'hydrogel PEGDMA et I'hydrogel (PM@Cellulose-rGO-
PEGDMA).

1.3.4. Analyses thermogravimétrique (ATG)

Les nanoparticules et I’hydrogel (PM@Cellulose-rGO- PEGDMA).sont recouvertes d’une
couche organique en surface. Lorsque les particules sont chauffées sous un courant d’azote,
cette couche organique se décompose a une température donnée, ce qui se traduit par une
perte de masse. La quantification de cette masse perdue au cours du chauffage permet de

calculer la proportion de la matiére organique présente a la surface des nanoparticules.

Les analyses thermogravimeétriques (ATG) de PM@cellulose et de I’hydrogel magnétique ont
été effectuées, les courbes sont présentées dans (Figure 111-16). Dans le cas de PM@cellulose,

on note une perte de poids de (6 %) entre 30 et 150 C° due a I’évaporation de I’eau2,
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L'hydrogel séché montre une évaporation de I'numidité résiduelle inférieure a 1%. A partir de
270 C°, une perte de poids significative (44%) a été observée pour les particules PM @

cellulose en raison de la thermolyse subie par la cellulose.

Dans le cas de I’hydrogel (PM@Cellulose-rGO-PEGDMA), 6 % de perte de poids a été
observée entre 150-270 ° C. Une perte de poids de 10 % supplémentaire est apparue a partir
de 270 C° due principalement a la décomposition de la cellulose sur les particules
magnétiques®. Cette diminution en perte de poids de I’hydrogel peut se justifier par le
pourcentage de la cellulose dans 1’hydrogel qui est inferieurs comparé a son pourcentage dans
les PM@cellulose. La décomposition totale de la matiére organique (91 %), du matériau a eu
lieu a 420C°. La masse restante (10%) correspond aux particules magnétiques et le rGO dont
la décomposition nécessite des températures beaucoup plus hautes.

100
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Figure 111-16 : Thermogrammes des particules de PM@cellulose et de ['hydrogel
(PM@Cellulose-rGO-PEGDMA)

1.4. Incorporation de Polyethyleneimine (PEI) dans I’hydrogel (PM@Cellulose-
rGO-PEGDMA)

Le polyéthyléneimine (PEI) est un polymere cationique hydrophile qui posseéde de hombreux
groupements amine réactifs (figure 111-17). A faible pH, ces groupements amines peuvent
étre protones conduisant & des charges cationiques capables d’adsorber des composés chargés
négativement par une forte interaction électrostatique®*3°. De plus, la présence des atomes
d’azote peut générer une forte liaison hydrogéne avec des composés organiques ou des

chélations avec des espéces métalliques.
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N
H

n
Figure 111- 17 : Structure chimique du Polyethyleneimine (PEI).

L’introduction de PEI a donc pour objectif ’augmentation de la capacité de I’hydrogel a fixer

les ions métalliques (Cr(V1)) (voir chapitre 1V).

L’incorporation du PEI se fait par immersion de 1’hydrogel dans une solution aqueuse de
concentration de 1mg/mL sous ultrasons. L hydrogel obtenu est ensuite caractérisé par la

spectrophotométrie UV et 'ATG.

La figure 111-18 montre les spectres UV-vis de (PEGDMA-PM@Cellulose-rGO) avant et
aprés sa mise en contact avec la solution de PEI. Une augmentation significative de

’absorption dans la région UV témoigne d’une introduction de PEI dans 1’hydrogel.
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Figure 111- 18 : Spectre UV de I’hydrogel et de I'hydrogel - PEI.

L'analyse thermogravimétrique a été réalisée sur les deux échantillons (avant et apres
introduction de PEI). Les résultats montrent une nette différence dans les courbes représentées
ci-apres. On note une augmentation du perte de la masse ce qui indique que I’hydrogel a été

modifié par le PEI.
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Figure 111- 19 : Thermogrammes de [ 'hydrogel et de ['hydrogel- PELI.
I1-Conclusion

Les PM@cellulose préparées ont éte caractérisees par différentes techniques d’analyse
(FTIR, XPS, EDS, MET et HRTEM). Ces analyses ont montré que les nanoparticules
d’oxyde de fer ont été parfaitement enrobées par la cellulose. La mesure de I’aimantation a
saturation a confirmé la conservation des propriétés magnétiques. Ces particules de taille

nanomeétriques ont été utilisées pour la synthése de I’hydrogel magnétique.

Le précurseur de 1’hydrogel(PM@Cellulose-rGO-PEGDMA) est le poly (éthylene glycol)
diméthacrylate (PEGDMA). La synthése est réalisée dans des conditions douces : par photo
polymérisation de ce polymere en présence des nano particules PM@cellulose et de ’oxyde

du graphéne réduit (rGO).

Les résultats des analyses (RAMAN, UV, ATG et MEB) de I’hydrogel confirment la
présence de tous les eléments qui sont parfaitement intégrés dans la matrice polymérique. Le
matériau obtenu est doté des propriétés souhaitées (magnétique, homogene, poreux,
hydrophile..). L’ensemble de ces atouts le présente comme candidat potentiel pour

I'adsorption des colorants organiques et des métaux a partir de solutions aqueuses.
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Chapitre IV Application de I’hydrogel sur I'adsorption de BM et de chrome VI.

I. Introduction

Les techniques basées sur I’adsorption sont largement utilisées pour I’élimination des
polluants aussi bien organiques qu’inorganiques des rejets industriels. Dans ce chapitre, nous
nous sommes intéressés a I’étude de la capacité du nouveau matériau nanohybride (hydrogel
PM@-Celluose-rGO-PEGDMA) que nous avons préparé et caractérisé. Ce dernier est appliqué
dans ’adsorption de deux polluants de différente nature (organique et inorganique) le bleu de
méthylene et le chrome V1.

Plusieurs parameétres ont été étudiés afin de déterminer les conditions optimales de rétention de
ces deux polluants.

Dans un premier temps, une étude cinétique a été réalisée afin de determiner le temps nécessaire
pour atteindre 1’équilibre. Ensuite 1’adsorption du BM et du chrome VI a été suivie a différentes
valeurs de pH. Enfin, afin d’accéder a la capacité maximale d’adsorption, nous avons déterminé
les isothermes d’adsorption. Ces derniéres ont été ensuite modeélisées par les deux principaux

modeles a savoir celui de Langmuir et de Freundlich.

I1. Adsorption du bleu de méthyléne sur I’hydrogel (PM@Celluose-rGO- PEGDMA)
I1.L1. Lesexpériences d’adsorption du bleu de méthyléne sur ’hydrogel

Pour chaque expérience, une masse m de I’hydrogel est mise en contact avec une solution du
bleu de méthyléne, sous agitation 200rpm et a température ambiante. Des solutions de BM ont
¢té préparées en utilisant 1’eau ultra-pure pour prévenir et minimiser les interférences
possibles. A la fin des expériences d'adsorption, la concentration du BM est déterminée en
mesurant 1'absorbance de la solution a A = 664 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV -
visible. Les taux d’adsorption ont été eévalués a partir de la variation de la concentration de la

solution en utilisant I'équation suivante :

100

Taux (%) = (Cinitial — Cfinal) «
Cinitial

Cinitiale €tant la concentration de la solution initiale du BM et cfinale la concentration finale du

BM restant en solution apres adsorption.

11.2.  Etudes de quelques paramétres influencant ’adsorption du bleu de méthyléne
Cette étude est non exhaustive, néanmoins nous avons sélectionné quelques parametres ayant
un effet important sur le phénomeéne d’adsorption tels que le pH, la concentration initiale du

soluté et la masse de 1’adsorbant.
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v Effet du temps de contact

Selon la nature de I’adsorbant et de I’adsorbat, le phénoméne d’adsorption est régit par
différentes cinétiques. Certains systemes peuvent étre rapides, d’autres nécessitent des durées
plus longues pour atteindre 1’équilibre.

Pour estimer le temps d’équilibre de notre systéme, nous avons suivi la variation de la
concentration du BM en fonction du temps de contact d’une solution de concentration initiale
de 11 mg.L™, avec une masse de 2 mg de 1’hydrogel a pH neutre.

Comme le montre la figure 1V-1, la cinétique d’adsorption du BM sur I’hydrogel est
relativement lente ; un temps de contact de quelques heures est nécessaire pour un maximum
d’adsorption. Ceci est peut étre di au fait que les sites d’adsorption (rGo, PM@cellulose) ne
sont pas a la surface de I’hydrogel. Pour étre adsorbées, les molécules doivent diffuser a
I’intérieur de la matrice polymerique. De ce fait, nous avons opté pour un temps de contact de

12h pour la suite de cette étude.
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Figure IV- 1 : Variation du taux d’adsorption du BM en fonction de temps (Co=11mg.L™, pH
7,T=25°C).

v Effet de la masse de ’adsorbant
Afin de déterminer la quantité de ’adsorbant nécessaire pour un meilleur taux d’élimination
du BM, différentes masses d’hydrogel allant de 0.1 & 2.4 mg sont mises en contact, durant 12

heures, avec une solution de BM de concentration de 11mg.L ™ & pH=7.
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Il apparait a travers les spectres représentés sur la figure 1VV-2, qu’une augmentation de la

masse de ’hydrogel entraine une diminution de la concentration résiduelle du colorant (BM).
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Figure V-2 : Variation de taux d adsorption de BM en fonction de la masse d hydrogel
(co=11mg.mL*.pH 7.t=12h).

La figure 1V-2, montre que lorsque la masse de I’hydrogel est supérieure a 2,0 mg, la solution
de BM d’une concentration de 11 mg.L™? se décolore complétement a une température
ambiante. Dans les mémes conditions une masse de 0,3 mg permet une élimination de plus de
50% du BM. Pour une élimination totale, les faibles masses de I’hydrogel ne présentent pas

suffisamment des sites d’adsorption.

v/ Effet de la concentration initiale du BM sur ’adsorption

Afin d’étudier I’effet de la concentration du BM sur 1’adsorption, des solutions de différentes
concentrations allant de 1 a 30 mg.L™? ont été mises en contact pendant 12heures avec une
masse de 2 mg de I’hydrogel a pH =7. D’aprés la figure 1V-3, on constate que pour des
solutions trés diluées, il y a une difficulté d’adsorption ; le taux d’adsorption n’est que de 50%
pour une concentration initiale de 1mg.L™.

D’autre part lorsqu’on augmente la concentration du BM, le taux I’adsorption augmente
jusqu’ a atteindre un taux de 100% pour une concentration de 11mg.L . Au-dela de cette
concentration on remarque une diminution progressive de taux d’adsorption.

Il est toute fois important de noter que le taux d’adsorption reste appréciable méme pour des

concentrations assez élevé (80% pour une concentration initiale de C=28mg.L™).
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Figure 1V-3 : Taux d’adsorption en fonction de la concentration du BM.

v Effet du pH sur la capacité d’adsorption

Le pH est un facteur important dans toute étude d'adsorption, du fait qu'il peut modifier a la
fois la surface de I'adsorbant et de lI'adsorbat ainsi que le mécanisme d'adsorption. L'effet du
pH sur le taux d'adsorption du BM, a été étudié sur une large gamme de pH allant de 2 a10,
I’ajustement de pH de la solution initiale se fait a 1’aide des solutions de NaOH et HCL
(0.1M),

Les expériences ont été réalisées a température ambiante (25°c), sur des solutions de BM de
11 mg.L?, la masse de l'adsorbant est de 2mg.

Comme le montre la figue V-4, le taux d’adsorption augmente avec I’augmentation du pH de

la solution initiale.
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Figure VI- 4 : Variation du Taux adsorption du BM en fonction de pH
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La connaissance de la charge de surface en fonction (pH) permet de maitriser les procédés
d’extraction/séparation dans le traitement des eaux usées. Ce parameétre est trés important
dans les phénomeénes d’adsorption, en particulier quand des forces électrostatiques sont
impliquées dans les mécanismes d’adsorption. Pour expliquer les résultats obtenus, nous
avons mesuré le potentiel zéta des surfaces de PM@cellulose et rGO en fonction de pH
(figure 1V-5).
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Zeta Potential / mV
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=
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Figure 1V-5 : Potentiel zéta des rGO et MP@cellulose en fonction du pH.

Le taux d’adsorption a faible pH peut étre expliqué par ’exces des protons H* en solution qui
réagissent avec les molécules du BM, cela enjoindre aussi une répulsion électrostatique entre
les sites protonés de ’hydrogel et les molécules du BM protoné.

L’augmentation du pH entraine une augmentation des sites chargés négativement, qui induit
une augmentation de la capacité d’adsorption.

Plusieurs auteurs ont constaté des effets similaires du pH sur I'adsorption d'autres colorants
cationiques sur les types d’adsorbant a base de cellulose et de rGO .,

Les résultats obtenus montrent que le milieu basique est plus favorable pour I’adsorption du
BM sur I’hydrogel que le milieu acide.

Il est important de souligner que le pH de I’eau (pH de la solution du BM) donne un résultat
tres satisfaisant en termes de taux d’adsorption, ce qui représente un grand avantage comparé

aux adsorbants qui nécessitent des milieux agressifs (basiques).

v Calcul des capacites d’adsorption
La capacité maximale d’adsorption est généralement considérée comme 1’un des paramétres
les plus importants pour juger I’efficacité d’un adsorbant. A I’équilibre, la capacité peut étre

calculée par I’équation suivante :
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(CG - Ce)v

ge — m

(< représente la quantité adsorbée par unité de masse d’adsorbant (mg.g™).

Ce: la concentration d’équilibre de ’adsorbat (mg.L™) en solution.

Co . la concentration initiale de I’adsorbat en solution (mg .L™%).

V : le volume de la solution de 1’adsorbat utilisés (L).

m : la masse de I’adsorbant (g).

Les isothermes d’adsorptions a pH (2, 4 et 7,4) sont représentées ou les capacités maximales
d’adsorption de I’hydrogel sont respectivement de 5+ et 50,3, 119.4 mg .g™ ..

Ces résultats confirment I’effet du pH sur la performance de I’adsorption.
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Figure V- 6: Isothermes d’adsorption de BM en fonction pH sur d’hydrogel magnétique -
rGo.

A pH de 7.4 ce nouveau matériau (I’hydrogel ; PM@Cellulose-rGO- PEGDMA) présente une
capacité d’adsorption maximale de 119 mg.g*

Pour ce méme pH les expériences d’adsorption ont été realisées sur les précurseurs
(PEGDMA, rGO et MP@cellulose) de I’hydrogel, dans le but de déterminer leurs capacités
d’adsorption separément, leurs valeurs de capacités maximales sont représentées dans le
tableau 1V-1.
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Tableau V-1 : Capacités maximales d’adsorption des différents matériaux synthétises

Adsorbants capacité d’adsorption / mg g™
PEGDMA 6+2

rGO-PEGDMA 605

PM-cellulose 20+0.5

L’hydrogel 119+4

Comme prévu, ’hydrogel(PEGDMA) a une capacité d’adsorption négligeable, 1’introduction
du rGo dans cette derniere matrice (PEGDMA) conduit a un hybride avec une capacité
d’adsorption de 60mg.g™.

Les PM@Cellulose quant a elles, ne présentent qu’une capacité d’adsorption modérée.

Les résultats montrent clairement I’intérét de notre hybride. En effet la structure 3D, obtenue
en combinant les différents précurseurs (PEGDMA, rGO et MP@cellulose) sélectionnées
conduit a un adsorbant avec une capacité élevee vis-a-vis du bleu de méthyléene Cette capacité
d’adsorption est supérieure a celle reportées dans la littérature, pour d’autre nanocomposites a

base de graphéne et de nanoparticule d’oxyde de fer (tableau 1V-2).

Tableau IV- 2: Capacités d'adsorption maximales pour I'adsorption de BM.

Adsorbants Capacité d’adsorption (mg.g™?)
Magnétique GO-carboxymethylchitosane® 95.16

(GO-Si0; )® 111.1

(MWCNTS- Fe304)’ 65.79

3D rGO-hydrogel® 7.85

graphene-carbone nanotube hybrid® 81.97

I11.3. Modélisation des isothermes d’adsorption

Selon les classification des isotherme d’adsorption des corps dissout de Giles et al 1,
I’isotherme d’adsorption du BM sur ’hydrogel est de type L(figure IV-7).

Les isothermes de type L peuvent étre expliquées par les modeles de Langmuir et de

Freundlich, c’est pour quoi nous allons appliquer ces modéles a nos expériences d’adsorption.
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Figure IV-7 : Isotherme d’adsorption du BM (ci=11mg.I"t, pH 7.4) sur [’hydrogel
magnétique-rGo.

Les résultats de I’adsorption sont modélisés ici en s’appuyant sur les hypothéses de
Freundlich et Langmuir.

o Modele de Freundlich
L'isotherme de Freundlich, applicable lorsque le processus d'adsorption est supposé avoir lieu

sur une surface hétérogéne avec différents sites d’adsorption, est représentée par 1’équation

g, = KzCel/™

Kret n les constantes de Freundlich.
La linéarisation de 1’équation de Freundlich donne I’équation suivante.

1
Ing, — Ink + ;Inr:e

Les valeurs du parametre d’intensité 1/n, indiquent la déviation de I’isotherme d’adsorption de
la linéarité.

La modélisation des résultats expérimentaux (figure 1\VV-7) montre une concordance avec le
modeéle de Freundlich. En effet le coefficient de corrélation trouvé (R =0.962) est proche de 1.
K correspondant a la quantité de colorant adsorbée sur I'nydrogel magnétique chargé de rGO.
Une valeur de 1/ n inferieur 1 (1/n=0,85), indique lorsque la concentration de BM augmente,
l'adsorption relative diminue. Il est cohérent avec la saturation des sites d'adsorption

disponible dans I'hydrogel.
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Figure IV-8 : linéarisation de I’équation de Freundlich

e Modele de Langmuir
Les résultats de la figure 1V-7 sont aussi modélisés par le modele de Langmuir, ce dernier est
applicable lorsque I’adsorption sur une surface monocouche et homogéne et I’équation de

Langmuir est présentée ci-dessous.

b : Constante d’équilibre Langmuir.

Om : capacité maximale d’adsorption.

Qe : quantité du soluté adsorbé a 1’équilibre.

Ce : concentration du soluté a I’équilibre.

Les paramétres gm (Mmg.g?) et b (mg-1) représentent respectivement la capacité d’adsorption
maximale et le rapport des constantes de vitesses d’adsorption et de désorption.

La linéarisation de 1’équation de Langmuir donne I’équation suivante :

1 1 1 1

_I_
e Gm €Ceqmb

Les parameétres (b et gmax ) de 1’équation de Langmuir sont déterminés en tracant 1/qe=f(1/ce)
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Figure IV-9 : Linéarisation de I'équation de Langmuir

L’application de I’équation de Langmuir (figure 1V-9) nous permet d’obtenir les résultats
suivant :

gm=138mg.g-*

b=3.428 mg*

R?=0.999.

Nous trouvons le coefficient de corrélations avec le modele de Langmuir plus proche de 1 (R~
1), donc il apparait a travers ces résultats, que le modele de Langmuir est favorable.

La capacité d’adsorption maximale de Qmax=138 mg.g? est obtenue, sont comparables aux

données expérimentales obtenues (Qmax=119.4mg.g™).

I1.4.  Modélisation des cinétiques d’adsorption
La modélisation des cinétiques d'adsorption a pour but l'indentification des mécanismes
contrélant la vitesse de l'adsorption.
Trois étapes limitantes sont généralement considérées :
v"le transfert de masse de la solution vers le matériau adsorbant.
v la diffusion a l'intérieur du matériau vers les sites actifs.
v’ la réaction d'adsorption elle-méme.
e Modele pseudo-ordre 1
Le modele pseudo-ordre 1, considére 1’adsorption comme limitée par la formation de la

liaison entre soluté et site actif, la loi de vitesse peut étre écrite :
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g

= — *1 (ge — q¢)

qt : la quantité de soluté adsorbé au temps t.
Qeq: la quantité de soluté adsorbé a I'équilibre.
ki:la constante cinétique.

La forme linéaire de ce modéle s’écrit :

In(ge — qt) = Inge — k1t

Le tracé de In (ge-qt) en fonction du temps (t) donne la droite représenté ci apres

2,5

Ln(ge-qt)

——y=2,1416 - 0,0048053x R= 0,96502

0 1 1 1 1 1 1 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

t(min)
Figure 1V-10 : Cinétique de Pseudo-premier ordre.

L’ordonnée a I’origine de la droite nous permet d’obtenir les paramétres suivants :
K1=48.05.10° min™.
R?=0,96502

e Modele pseudo-ordre 2

Développé pour traduire l'existence d'un équilibre entre espéce en solution et espece adsorbée,

le modele pseudo-ordre 2 suit I'équation

dq;
dit

- KZ (‘Ie _ QI:)Z

La forme linéaire de ce modéle s’écrit :
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Ko : Constante de vitesse d’adsorption du second ordre (g/mg.min) déterminée en tracant
t/qt=f(t)

ge: la quantité adsorbée a 1’équilibre en (mg/g),

qt: quantité adsorbée au temps t en (mg/g).

t : le temps de contact en (min). La conformité entre les donnes expérimentales et le modele

se base sur la valeur de coefficients de corrélation (R?).
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Figure 1V-11 : Cinétique de Pseudo-seconde ordre.

L’application de I’équation linéaire de pseudo second ordre sur les résultats de la figure 1V- 1
et 7 nous permet d’obtenir les parametres suivant :

k2 =3.9.10°mg? g min.

Vo=2,94gmg?min?.

R?=0,99

Comme illustré par la Figure 1V-11, la valeur de coefficient de corrélation (R? = 0,99) est
proche de 1 indique que le modéle cinétique de pseudo second ordre décrit bien la cinétique

d’adsorption du BM sur I’hydrogel (PM@Cellulose-rGO-PEGDMA).

I1.5. Régénération et réutilisation d’hydrogel

Le recyclage des adsorbants est un parameétre crucial dans les applications pratiques, en raison
de strictes exigences économiques pour le développement durable.

Un adsorbant ne doit pas posséder seulement une capacité d’adsorption élevée, mais aussi il

doit étre facilement régénéré.
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La régenération de I’hydrogel PM@Cellulose-rGO-PEGDMA a été réalisée par immersion de

la pastille chargée en BM dans de 1’éthanol pur. Apres 24 heures d’agitation sous ultrason, la

totalité du colorant adsorbé a été récupérée.

L’hydrogel a été ensuite lavé a ’eau puis séché avant d’étre réutilisé. La figure 1V-12

représente les taux d’adsorption obtenus aprés plusieurs cycles de régénération/réutilisation.
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Figure 1V-12 : Capacite de recyclage d hydrogel magnétique - rGO.(pH=7,T=25°C)

Les résultats montrent que la capacité d’adsorption de 1’hydrogel ne diminue pas méme apres

dix cycles. Ceci fait de notre hydrogel, un adsorbant ayant un potentiel élevé et son utilisation

pour les applications industrielles peut étre envisageée.

Aprés avoir démontré Iefficacité de I’hydrogel dans ’adsorption du BM, nous 1’avons testé

dans I’adsorption des ions chromate.
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I1l.  Adsorption du chrome sur I’hydrogel (PM@Celluose-rGO- PEGDMA)

Compte tenu des graves probléemes de contamination de I'eau dans le monde entier sont
causées par la pollution des ions métalliques lourds, parmi ces métaux toxiques figure le
chrome. Ce dernier se présente dans la nature sous plusieurs formes anioniques en solution
aqueuse ( HaCr,07, Cr,07 -2, HCrO4,CrO4 -2 ) 112 en fonction de son degré d’oxydation qui
dépend du pH de la solution.
La figure 1VV-13 présente I’état d’oxydation du chrome dans différents milieu.
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Figure 1V-13:Diagramme potentiel pH du chrome 3,

Parmi les deux formes les plus stables ( Cr trivalent et Cr hexavalent), le Cr (V1) représente la
plus grande menace pour I’environnement et la santé humaine, compte tenu de sa grande
toxicité et son potentiel cancérigéne ** . En effet, il est communément admis que le chrome
(V1) est beaucoup plus toxique que le chrome (IIl) . Les répercussions nocives sur
I’écosystéme et sur I’homme, liées au chrome, sont d’autant plus graves si I’on sait que ce
métal est le composant majeur de plusieurs filieres industrielles, notamment les tanneries et
les industries des colorants synthétiques et du cuir.

Face au préjudice environnemental, plusieurs procédés de dépollution ont été développé pour
éliminer le Cr (V1) ,tels que la filtration, l'adsorption, la précipitation chimique, I'échange
d'ions, les méthodes de séparation membranaire®®.

Cependant, la plupart de ces méthodes peuvent étre inefficaces en raison de leur impact
secondaire sur les effluents'’. Par conséquent, les techniques simples, efficaces, a faible co(t
et respectueuses de l'environnement sont nécessaires pour le traitement des eaux usées'®'®,
L'adsorption présente de nombreux avantages par rapport aux autres méthodes, notamment la
récupération de la valeur du métal, la sélectivité, la rentabilité et le respect des spécifications

strictes de décharge.
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Différents types d'adsorbants peuvent étre utilisés tels que, ’alumine active?, le charbon
active?, la lignine activée??, les polyméres naturels tels que le chitosane 2 , la biomasse
méditerranéenne 24, les nanomatériaux ; l'oxyde d'aluminium anodique nano-poreux® et les
nanoparticules d’oxyde de zinc?. Cependant leur réutilisation reste un probléme a résoudre,

d’ou la nécessité de la recherche de nouveaux adsorbants régénérables.

I11.1. Adsorption des ions chromate sur I’hydrogel (PM@Cellulose-rGO-PEGDMA)
Les expériences d’adsorption des ions chromate a partir de solutions aqueuses de bichromate
de potassium (K2Cr207) ont été réalisées en introduisant différentes masses du matériau
hybride (L’hydrogel ; PM@Cellulose-rGO-PEGDMA) dans une solution du chrome, a la
température ambiante.

Le processus d’adsorption des ions chromate sur I’hydrogel peut étre facilement suivi par
spectrophotométrie UV-visible en mesurant I’absorbance de la solution a la longueur d’onde
de 357nm.

Les premiéres expeériences ont éte realisées dans les conditions opératoires suivantes :

Co = 60mg.L™, m (I’hydrogel) =1mg, pH= 4 et pH=7

Nous avons suivi la variation de la concentration du chrome en fonction du temps de contact.
Comme le montre la figure 1V-14, la cinétique d’adsorption du chrome sur I’hydrogel est trés
lente ; la concentration des ions chromate est quasi constante apres un temps de contact de
quatre heures.
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Figure 1V-14 : Variation de la concentration des ions chromate a pH 4 et pH 7en fonction du

temps (masse de I’hydrogel =1 mg, T=25°C).

Au vue de ces résultats, I’hydrogel (PM@Cellulose-rGO-PEGDMA) ne montre aucune

affinité vis-a-vis des ions chromates. En effet, ceci peut étre expliqué par les charges de
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surface adsorbant/ adsorbat qui sont de méme nature comme cela a été révélé par la mesure du
potentiel Zéta en fonction du pH. Afin d’avoir une affinité de I’hydrogel via a vis des ions
chromate, I’utilisation d’un polymére riche en groupements imine est nécessaire pour

permettre de retirer les ions chromate en milieu acide.

I11.2. Adsorption des ions chromate sur I’hydrogel ; PM@Cellulose-rGO-PEGDMA-
PEI
D’aprés les résultats d’adsorption des ions de chromate sur I’hydrogel ; PM@Cellulose-rGO-
PEGDMA) l’efficacité d’élimination des ions de chromate est faible. Pour contourner ce
probléme, I’hydrogel étaient encore chargé avec le polyethylenimine (PEI) ; un adsorbent
connu pour son interaction favorable avec les ions chromate %, La présence d’une grande
quantité de groupements imine protonés sur ’hydrogel permet de retirer efficacement des
especes anioniques chromate a pH 4.
Le pH est un paramétre important dans 1’adsorption des ions chromate. Pour cela nous avons
suivi la variation de la concentration du chrome (Ci= 60mg.L™?) en fonction du pH avec une
masse de 1mg de I’hydrogel pour un temps de contact de 4h.
Comme montre la figure 1V-15, la capacité d’adsorption des ions chromate diminue, lorsque
le pH de solution des ions chromate augmente, la concurrence des OH augmente, résultant de
I’interaction faible de Cr® et d’hydrogel - PEI. En effet, du point de vue de I’interaction
électrostatique les valeurs faibles du pH sont favorables a 1’adsorption des ions chromate.
IIs ont montré récemment que les conditions acides sont favorable pour I’adsorption de
chrome sur les matrices de rGO?" *° Pour les applications de 1’hydrogel dans le traitement des
eaux, I’ajustement du pH de I’eau a une valeur autour de 4-5 est nécessaire pour une

élimination efficace des ions chromate.
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Figure IV-15 : Capacité d’adsorption en fonction de pH (la concentration des ions chromate
de 60mg.L™Y).

D’apres les résultats le milieu acide est favorable pour 1’adsorption des ions chromate.

Pour estimer le temps d’équilibre de notre systéme, nous avons suivi la variation de la
concentration du chrome (Ci= 60mg.L™) en fonction du temps de contact avec une masse de
Img de I’hydrogel a pH 4.

D’apres la Figure 1V-16, I’équilibre d’adsorption est atteint en moins de 4h avec une capacité

de retrait de 99.9 % pour une solution de 60 mg. L.
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Figure 1V-16 : Variation de la concentration des ions chromate en fonction du temps contact
a gauche. Isotherme d’adsorption a droite, (Ci= 60 mg.L™, adsorbant hydrogel - PEI : 1

mg.mL?, température : 25 ° C)

A partir de I’isotherme d’adsorption représentée sur la figure 1\VV-17 a droite, la capacité

d’adsorption de ’hydrogel- PEI peut atteindre une valeur de 313+12 mg g*.
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Afin de mettre en évidence ’effet de PEI sur ’adsorption du chrome et I’intérét de cette
combinaison, nous avons déterminé la capacit¢é d’adsorption de différents
matériaux synthétisés ; PM@cellulose, I’hydrogel et ’hydrogel —PEI sont présenté sur le
tableau IV-3.

Tableau 1V-3 : Récapitulatif des capacités d’adsorption.

Adsorbants Capacité d’adsorption mg.g-1
PM@cellulose 5.6
L’hydrogel(PM@Celluose-rGO- PEGDMA) | 1545

L’hydrogel- PEI 313+12

Pour comparer la capacité du nouveau matériau (I’hydrogel+PEI) avec celles qui sont
trouvées par quelques travaux réalisés, les capacités d’autre nanostructure sont présentées sur
le tableau I\VV-4. Cette capacité est supérieure au charbon actif 3! ou de particules magnétiques
seul 2 I’hydrogel -PEI est également favorable a adsorber le Cr®* ,en comparant aux autres
matrices a base de graphéne et qui est inférieur a PEI-GO %,

Tableau 1V- 4 : Capacités d'adsorption maximales pour I'adsorption de Cr®*sur diverses

nanostructures.
Adsorbants Capacité d’adorption mg.g-1
Graphenebased hydrogel® 139.2
Active carbon® 69
Fe,03% 15
Fes04% 34.47
rGO-C0304%° 208.8
2,6-diamino pyridine-rGO?* 393.7
Polypyrrole-rGO*’ 497.1
PEI-GO®*® 539.53

e Régénération de I’hydrogel-PEI
Dans la premiere étape, le chrome est adsorbé par I’hydrogel & pH 4. Puis la désorption
s’effectue en milieu basique par addition de la soude®®, afin de déprotoner les groupes amine
du PEI , les groupements hydroxyle des nanoparticules et de la matrice.
La régénération de I’hydrogel +PEI a été obtenue par immersion hydrogel chargé de Cr®* dans

une solution de NaOH de 0,1 M, sous agitation pendant 4h.Nous avons réalisé 5 cycles
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adsorption/désorption successifs. L’hydrogel régénéré ne montre pas la diminution de sa
capacité d’adsorption pour une solution de chromate de concentration de 60 mg.L™? (Figure
IV-17).
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Figure IV-17 : Capacité de recyclage de /’hydrogel(PM@Cellulose rGO)- PEI (c =60 mg L™
pH=4,T=25°C).

e Sélectivité de I’hydrogel- PEI aux ions de chromate
Lors de ce travail , nous avons examiné I’effet de quelques ions sur I’adsorption du chrome ,
pour cela nous avons introduit différents ions (chrome(Cr3*) ,cuivre(Cu?*) , sodium (Na*),
chlore(Cl’), potassium (k+) et de nitrate (NO3") de concentration de 120mg.L™ et les ions de
chromate de Cr ®* de 60mg.L™* .

Les résultats sur la figure 1V-18 montrent que malgré la présence des différents ions (Cu 2*, Cr*,
Na".K*, CL°, NOs) en solution, le taux d’adsorption des ions de chromate sur I’hydrogel —PEI est
total.
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Figure 1V-18 : Effet des ions coexistantes (¢ = 120 mg. L) sur le taux d’adsorption du Cré*
(c =60 mg L pH=4,T=25°C).
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V. Conclusion

Au terme de cette partie nous pouvons dire que le nouveau matériau (I’hydrogel
(PM@Cellulose-rGO- PEGDMA) que nous avons synthétisé dans ce travail était efficace
pour 1’élimination du bleu de méthyléne.

Les expériences ont montré que les pH neutre et basiques sont favorables a 1’adsorption du
colorant (BM). Dans les meilleures conditions testées la capacité d’adsorption est de 119+4
mg gt

La comparaison des capacités d’adsorption de I’hydrogel avec celles des précurseurs a mis en
¢vidence ’effet synergie des différents constituants.

La cinétique d’adsorption de BM suit le modele pseudo second ordre et les isothermes
d’adsorption sont décrites de maniére satisfaisante par le modéle de Langmuir et Freundlich.
L’application de (PM@Celluose-rGO- PEGDMA) dans I’adsorption du chrome a été sans
succes. En revanche I’introduction du PEI a conduit a une nouvelle structure dont la capacité
d’adsorption a atteint 313mg.g * a pH=4.

De plus, cette nouvelle matrice est hautement sélective vis-a-vis des ions Crb*. Les
expériences réalisées en présence de divers ions ; Cr® * ou Cu? *ou d’autres ions en solution
ont montré que 1’hydrogel PM@Celluose-rGO- PEGDMA-PEI reste performant ; sa capacité
d’adsorption ne diminue pas, méme dans des milieux tres charges.

Les expériences de recyclage ont permis la récupeération totale des polluants et la régénération
de I’hydrogel. Plusieurs cycles d’adsorption/désorption ont été effectués, les résultats ont
montré que ces matrices peuvent étre réutilisées sans perte significative de la capacité
d’adsorption des deux polluants (BM ou Cr®"). Ces résultats sont trés encourageants pour

envisager des applications a grande échelle.
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Chapitre V Synthéses et caractérisations des nanohybrides (rGO-PMCS et rGO- PMND)

Introduction :

En dépit des efforts consacrés a la conception de nouvelles structures qui pourraient
révolutionner différents secteurs, la voie est encore ouverte pour la recherche de stratégies
d’accés aux nanohybrides a base de graphene pour des applications spécifiques.

En raison de leurs divers mécanismes bactéricides, les matériaux dérivés de 1'oxyde de
graphéne émergent rapidement comme une classe d’antimicrobiens extrémement
prometteuse?.

De nombreux travaux décrivant I'utilisation de diverses combinaisons d’oxyde de graphene et
d’autres matériaux organiques ou inorganiques ont été proposeés pour de tels traitements.
Cependant, en raison de leur petite taille, ils sont difficiles a séparer de I'eau, ce qui entraine
non seulement des difficultés de recyclage, mais aussi la réutilisation des matériaux.
L’utilisation des nanoparticules magnétiques, qui peuvent étre facilement séparées de tout
moyen avec l'utilisation d'un aimant externe, est une solution prometteuse a ce probléme.
Récemment, des nanocomposites de graphéne magnétique ont été proposés pour
1’élimination d’agents pathogénes présents dans 1’eau??.

Une importante question a laquelle les chercheurs tentent de répondre est de savoir si les
nanomatériaux de graphéne peuvent cibler sélectivement les micro-organismes pathogénes,
sans affecter les cellules mammiferes normales ou non-pathogénes des bactéries. Seules
quelques études associées a la destruction sélective de pathogéenes des micro-organismes par
rapport aux non-pathogénes ont été réalisés. L un des approches utilisées est ’ablation des
micro-organismes préalablement adsorbés d’une fagon sélective sur les nanostructures de base
de graphene. Cette technique est basée sur les propriétés photothermiques dont est doté le
graphene. A titre d’exemple, on cite les travaux de Huang et al, utilisant des nanofils d'or
modifiés par le sucre et revétus de graphéne pour lI'accumulation sélective d’E. Coli UTI89.
Le traitement photothermique de ces structures, par un rayonnement de faible intensité,
permet I’ablation des micro-organismes pathogénes® 4.

Par cette partie de notre travail, nous proposons une petite contribution a la recherche de
nouvelles structures, en combinant les propriétés du rGO et des nanoparticules magnétiques
(FesOs), dans le but d’obtenir un adsorbant sélectif vis-a-vis de bactéries & caractere
pathogene.

Dans un premier temps, notre méthodologie reste la synthése et la fonctionnalisation des PM
qui seront ensuite incorporées dans la matrice rGO. Certaines structures sélectionnées, apres
les tests de leur pouvoir bactéricide, seront modifiées pour des applications spécifiques (cf.
chapitre VI).
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I. Synthese des nanohybrides (rGO-MPND, rGO-PMCS)

Ces matériaux hybrides sont obtenus, en mettant en contact, les nanoparticules magnétiques
fonctionnalisés (FesOs-ND) ou (Fe304-CS) avec une quantité équivalente d’oxyde de
graphéne réduit.

HOOC

rGO-MPcs ou rGO-MPND
Figure V-1 : Schéma de synthése des nanohybrides rGO-PMND et rGO-PMCS

Cette synthése nécessite, dans un premier temps, la réalisation des étapes suivantes :

e La préparation des nanoparticules d’oxyde de fer.

e La fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par le chitosane ou le 2-

nitrodopamine.

e Lasynthese de 'oxyde de graphéne réduit.

Les nanoparticules Fe3Os et ’oxyde de graphéne réduit ont été préparés selon les protocoles
décrits dans le chapitre Il. Deux différents ligands, chitosane (CS) et 2-nitrodopamine(ND),
ont été utilises pour la fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer FesO4(PM).

Le 2-nitrodopamine a été choisi, car il possede des fonctions amine qui nous donne une
bonne stabilité des nanostructures qui en résultant. > 8°Ces propriétés sont cruciales lors de
I’utilisation de telles particules pour une fonctionnalisation ultérieure et aussi pour leurs
applications dans le domaine biomédical °.

Le chitosane est un biopolymeére avec une toxicité négligeable!!. La présence de plusieurs
groupement amines en fait du chitosane un polyélectrolyte cationique a faible pH 2. Cette
charge positive transportée par les groupes amine protonés, dans les conditions acides,
constitue la force motrice du caractére antimicrobien du chitosane®®.

Elles peuvent causer des agglutination des pathogene conduisant ainsi a la rupture de la

membrane microbienne et d‘autres constituants intracellulaires .
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I.1.  Fonctionnalisation des nanoparticules d’oxyde de fer par le 2-nitrodopamine ou

le chitosane

Le méme protocole expérimental a été appliqué pour la préparation de PM@cellulose est
adopté pour la synthese des PMCS et PMND.

Pour rappel, ’accés aux PMND ou bien PMCS se fait en mélangeant une quantité du 2-
nitrodopamine ou du chitosane avec les particules magnétiques en solution aqueuse, durant
une heure, sous ultrason'?1°,

Les particules magnétiques, obtenues sous forme de poudre fine noire, ont été caractérisées

par les différentes techniques d’analyse avant leur intégration dans la matrice rGO.

I.1.1. Analyse infrarouge (IR)

Le suivie de la fonctionnalisation des PM par les deux ligands a été effectué par spectroscopie
infrarouge. Plusieurs échantillons ont été préparés en utilisant des rapports massiques
PM/ligand allant de 0.7 a 2.
Les spectres issus des différents essais sont représentés sur la figure V-2. Les résultats
montrent qu’un rapport massique de 2 est necessaire pour une meilleure couverture des
nanoparticules d’oxyde de fer.
e Analyse par FTIR des particules magnétiques 2-nitrodopamine (PMND)
Le spectre infra rouge des particules magnétiques modifiées par le 2-nitrodopamine (avec un
rapport massique ND/PM = 2) est représenté sur la figure V-3.
On note principalement :
- des bandes a 1291 cm™ et 1500 cm™ correspondant aux vibrations d’élongation des
groupements C-O et C = C du cycle aromatique.
- des bandes a 1233 cm™ et 1548 cm® due aux vibrations symétriques et asymétriques
du groupement NOx.
- des bandes a 3367 cm™ 4 1619 cm™ %17 correspondant aux vibrations de d’élongation

des liaisons N-H de I’amines primaire.
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Figure V-2: Spectres infrarouges des particules PMND et PMCS avec différents rapports

massiques

e Analyse FTIR des particules magnétiques chitosane (PMCS)

Le spectre des particules PMCS montre une large bande centrée =~ 3400 cm?, due a la
vibration d’¢élongation des liaisons O-H et N-H du chitosane. La bande correspondant a
I’¢longation des liaisons C-H du chitosane est observée a 2882 cm™. Les bandes a 1656 cm™
et 1598 cm™ sont caractéristiques des vibrations de déformations des groupements NH. des
unités glucosiques. Les bandes a 1323 cm™ et 1094 cm™ correspondent respectivement aux
liaisons C-N et C-O.

Les résultats de cette analyse sont en accord avec celles présentées dans la littérature pour des

particules modifiées par le chitosane 822,

Transmittance / %

CH _
L OH/NH2 c=c NO2/C-O _|

MP MP
CS ND

\ \ \
4000 3200 2400 1600 800

nombre d'onde cm-1

Figure V-3: Spectres infrarouge de PMCS et PMND pour un rapport de masse de 2
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1.1.2. Analyse spectroscopie photoélectron X (XPS)

Des analyses XPS ont été effectuées sur des échantillons obtenus en utilisant un rapport
massique PM/ligand de 2.

Le spectre global des particules magnétiques (PMCS, PMND), présenté ci-dessous, montre
la présence des différents éléments (C, N, O et Fe) constituant I’échantillon hybride

(organique/inorganique).

MP-chitosan

MP-nitro O1ls
Fe2p
Cils
=1 | - —
S L Nils
A
= -
: I —
= A
e S —
(@] 200 400 600 800

énergie de laison /eVV

Figure V- 4 : Spectre XPS globale de différentes particules magnétiques (PMND et PMCS).

On note la présence du carbone (C1s), de ’oxygéne (O1s) et ’azote (N1s) avec les bandes
relatives, situées respectivement a 285 eV ,554 et 400eV.

La présence du carbone confirme le revétement des nanoparticules d’oxyde de fer par la
matiére organique (chitosene, 2-nitrodopamine).

La présence de I’oxyde de fer est indiquée par la bande a 702, 1eV correspondant au Fe 2p.
Cette bande peut étre déconvoluée en deux bandes a 709.01 et 711.02 eV, ce qui indique la
présence du fer (1) et fer (111) (Figure V-5)

Le pic satellite a = 717 eV montre la présence de Fe3* suggérant que, dans ce cas aussi, les

particules FezO4 sont partiellement oxydées y -Fe203?%24,
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Fe 2p3/2 |

Intensité/ a.u.

Fe 2p

730 725 720 715 710 705

Energie de laison/ eV
Figure V-5 : Spectre XPS de niveau Fe 2p de deux particules PMND et PMCS.

1.1.3. Analyse microscopie électronique a transmission (MET)

La figure V-6 montre I'image MET du PMCS et du PMND, que les nanoparticules Fe3O4
sont bien dispersées sur la surface du chitosane ou 2-nitrodopamine. En autre, l'analyse par
microscopie électronique a transmission a haute résolution (HRTEM) a été effectuée pour

obtenir plus d'informations sur 1’échantillon.

MPc¢

Figure V- 6 : Images MET, analyse HRTEM et analyse EDS de des différents éléments

présents dans I'échantillon).
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.1.4. L'analyse HRTEM

Des images d’interférence entre toutes les ondes diffusées par les atomes de 1’échantillon
(PMCS) et de (PMND) sont obtenues par cette méthode. On note deux franges avec une
largeur calculée de 0,283 nm correspondant aux nanoparticules d'oxyde de fer et 0.475 nm qui
pourrait correspondre au chitosane. La taille des nanoparticules estimée par cette technique
est comprise entre 8 et 10 nm.

Afin obtenir plus d'informations sur la composition élémentaires des nanostructures (PMCS,
PMND), I’analyse EDS a été réalisée. Les résultats sur la figure V-6 montrent que les spectres
obtenus pour les poudres de particules magnétiques, mettent en évidence I’existence de
I’élément fer qui provient des nanoparticules d’oxyde de fer fonctionnalisées. L’analyse
globale des matrices révele la présence des atomes C, O, N constituant du chitosane ou du 2-

nitrodopamine

1.1.5. L’analyse DLS

Les mesures effectuées par la diffusion dynamique de la lumiere donnent le diameétre
hydrodynamique des particules. Les valeurs de ce dernier sont comprises entre 50 et 140 nm.
On constate que les particules sont relativement de grosses tailles, ceci est due a leur

agglomération en milieu aqueux?>.

1.2. Formation de rGO- PMCS, rGO —-PMND

L’adhésion des PMCS a la matrice rGO est probablement basée sur des interactions
électrostatiques entre les groupements acides du rGO et les groupes amine du chitosane,
formant ainsi des liaisons hydrogene, tandis que les structures aromatiques des particules
MPND peuvent étre liées au graphene par de fortes interactions z-m.

Apres caractérisation, les nanostructures (PMCS et PMND) sont incorporées dans 1’oxyde de
graphene reduit (rGO). Pour ce faire, nous avons mis en contact, une masse de 1mg de rGO
avec une quantité de PMCS ou de PMND dans 1mL d’eau. La solution est ensuite laissée
sous ultrasons pendant 90min.

Afin d’optimiser le rapport massique rGO-PMCS, rGO-PMCS nous avons effectué plusieurs
essais en faisant varier la masse de PMCS ou PMND en maintenant constante la masse de
rGoO.
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1.2.1. Analyse infrarouge (IR)

Le suivie de I’intégration des PM dans le rGO a été effectué par spectroscopie infrarouge.
Plusieurs échantillons ont été préparés en utilisant des rapports massiques PM/rGO allant de
0.5 & 2. Les spectres issus des différents essais sont représentés sur la figure V-7 .Les résultats
montrent qu’un rapport 0.5 ne permet pas de visualiser les pics correspondant aux ligands
chitosane ou 2-nitrodopamine sur les échantillons (a) et (b). En augmentant la quantité des
nanoparticules, on note la présence de toutes les bandes correspondant au groupement
chitosane ou de 2-nitrodopamine. En plus des bandes caractéristiques du I’oxyde de graphéne
réduit (Une bande a 1570 cm-1 correspondant a la vibration d’élongation C = C des cycles
aromatiques de rGO?6%7,
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Figure V- 7 : Spectres infrarouges pour différentes masses PMCS ou PMND introduites dans
rGo.

1.2.2. Analyse UV

Pour confirmer I’intégration des particules magnétiques dans la matrice rGO, les échantillons
ont été analysés sur une large gamme de longueurs d’onde comprise entre 200 et 1000 nm.
Les spectres d’absorption ont été enregistrés aprés dispersion des différents echantillons dans

I’eau. Voir la photo de quelques suspensions des particules (figure V-8).

e = S =

| " GO/MPrnyp | MPop r GO

S particules (PMND,rGO-PMND,rGO) dispersés

Figure V-8 : photographies d différene

dans l’eau.
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Les spectres UV-vis (a et b) révélés par la bande caractéristiques de rGO a 273nm. Celle ci
étant absente dans les PMCS et PMND (figure V-9).
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Figure V- 9 : Spectres UV/ vis des nanohybrides (PMCS —-PMND, rGO —PMCS,rGO,rGO-
PMND)
1.2.3. Analyse MET

La figure V-10 montre I’intégration des nanostructures (PMND et PMCS) sur les

nanofeuillets de rGO.

Figure V-10 : Images MET des nanohybrides rGO-PMCS et rGO-PMND.

1.2.4. Propriétés photo thermiques des nanohybrides rGO-PMCS et rGO-PMND

Afin de vérifier que les nanocomposites ont conservé la propriété photothermique que
posséde I'oxyde de graphene réduit nécessaire pour I'utilisation ultérieure des nanohybrides
(traitement des bactéries par I’irradiation laser), nous avons examiné 1’effet d’un rayonnement

laser sur ces derniers.
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Pour ce faire des échantillons de concentration de 1mg.ml* de rGO- PMCS ou rGO- PMND
ont été chauffées a I’aide laser de puissance de 2.5W a une hauteur de 3cm (la distance entre
I’échantillon et la source laser).

L’évolution de la température est mesurée en fonction du temps, le résultat sur la figure V-11,
montre qu’une augmentation de la température de I’eau distillée sans dépasser 75°C, les
températures maximal atteins pour rGO- PMCS et rGO- PMND sont de 65 et 75 C°
respectivement ; ces températures sont suffisante pour détruire les bactéries et préserver les

nanostructures (propriétés photothermiques du rGO) dans le but de les réutiliser.
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Figure V-11 : Courbes photothermiques des nanohybrides rGO-PMCS et rGO-PMND en

fonction du temps.

1.2.5. Caractérisations magnétiques des nanostructures

Les courbes d’aimantation a la saturation (MS) des nanostructures ont été déterminées pour
vérifier les propriétés magnétiques des particules apres chaque étape de synthése (Figure V-
12). Les valeurs de magnétisation a saturation pour les particules PMCS et PMND sont 34
emu gt et 49 emu gt respectivement a la température de 200 K.

Ces valeurs sont plus faibles que celle des PM (60 emu.g?l) non fonctionnalisées, leur

revétement par la matiére organique fait diminuer 1’aimantation 283,
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L’incorporation de ces nanostructures sur rGO entraine une diminution supplémentaire de

I’aimantation.

60

magnetization / emu g'1

-60 | | |
-20 -10 0] 10 20

H/ kOe

Figure V-12 : Courbes d’aimantation a la saturation (MS) des PMCS, PMND, rGO —-PMCS
et rGO- PMND.

1.2.6. La surface spécifique BET

La surface spécifique d’une poudre est estimée a partir de la quantité d’azote adsorbée en
fonction de sa pression a la température d’ébullition de ’azote liquide et sous une pression
atmosphérique normale.

Les informations sont interprétées selon le modele de Brunauer,Emmett et Teller (méthode
BET).

La surface de I'hybride rGO - MPND a €té déterminée a partir des isothermes d'adsorption-
désorption de N2 (voir I’annexe).

La courbe d'adsorption de N> de MPND peut étre classée comme type Il sans boucle
d'hystérésis®® .

Dans le cas de rGO-MPND, la courbe est proche du type IV avec une faible boucle
d'hystérésis dans la gamme de pression relative entre 0,4-1,0 avec une surface spécifique
augmentée de 81,71 m? g? voir P’annexe. Cette surface active accrue sera favorable a
I'élimination efficace des pathogenes. Cette propriété reste a confirmer dans les expériences

de chapitre 6.
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I1. Conclusion

Les PMND et PMCS préparées ont été caractérisées par différentes techniques d’analyse
(FTIR, XPS, EDS, MET et HRTEM). Ces analyses ont montré que les nanoparticules d’oxyde
de fer ont été parfaitement enrobées par ces ligands. La mesure de I’aimantation a saturation
a confirmé la conservation des propriétés magnétique. Ces particules de taille nanométriques
ont été combinées avec le rGO, par une simple sonification, pour donner accés a un nouveau
matériau hybride magnétique.

Les caractérisations par (FTIR, UV, et MEB) ont confirmé I’obtention d’une nouvelle
structure ou les nanoparticules sont réparties d’une fagon homogene dans la matrice rGO.
L’ensemble de ces hybrides ont été élaborés dans le but de tester leur pouvoir bactéricide. Les

résultats sont présentés dans le chapitre suivant.
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Chapitre VI Application des nanostructures dans I'élimination des bactéries

Introduction :

Les différentes nanostructures (PMCS, PMND, rGO-PMCS et rGO -PMND) que nous avons
synthétisées et caractérisées ont été testées dans I’élimination des bactéries.

En effet, plusieurs travaux récents ont rapporté que ce types de matériaux présente des
propriétés antibactériennes ; 1’ablation des agents pathogeénes se fait essentiellement grace aux
interactions électrostatiques entre les parois cellulaires des bactéries et la surface de ces
nanostructures.! Ainsi, des bactéries peuvent étre retirées de différents milieux par des
nanoparticules magnétiques qui sont facilement séparées a I’aide d’un aimant. 2

Dans le cadre de ce travail, différentes expériences ont été realisées pour étudier la possibilité
d’élimination de divers types de bactéries par des nanohybrides a base de nanoparticules
d’oxyde de fer fonctionnalisées. Pour notre étude, nous avons utilisé trois types de bactéries
dont deux a Gram négatif de type E.Coli UTI89 avec fimbriae (filaments) (E.Coli UTI89 WT)

ou sans fimbriae (UTI89 Dfim)) et une autre a Gram positif de type staphylocoque aureus.

Figure VI-1 : Images MEB des trois types de bactéries utilisé dans ce travail ; A : E. coli
UTI89(WT), B : E. coli UTI89 Dfim; et C: staphylocoque aureus >*.

l. Etude de I’élimination des bactéries par les différentes nanostructures (PMCS,
PMND, rGO-PMCS et rGO -PMND)
Pour étudier D’efficacité des nanostructures dans I’élimination des bactéries, différentes
suspensions bactériennes (5 mL) sont mises en contact avec des solutions aqueuses (5mL)
contenant les particules magnétiques. Le mélange est mis sous agitation (200 tr / min, 37
°C). Apres un temps de contact donné, les nanostructures sont séparées a 1’aide d’un aimant.
La concentration des cellules bactériennes en solution est déterminée par spectrophotométrie
UV / Vis. Le taux d’élimination (E) a été calculé comme suit :

E(%) = W x 100
Ou Ao est I’absorbance maximale (600 nm) de la solution bactérienne initiale, At est

1’absorbance aprés un temps de contact (t).
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I.1.  Etude de I’élimination des bactéries & Gram négatif (E. coli).

Dans un premier temps les expériences ont été réalisées sur un type de bactérie, notre choix
est porté sur 1’Escherichia coli qui est I'un des modéles bactériens privilégiés par des
laboratoires. Ceci est di au fait que I’E. Coli se distingue par sa rapidité de culture (temps de
géneration de 20-30 min) et aussi par 1’effet néfaste de ses souches pathogénes sur I’homme et

I’environnement.

1.1.1. Isolation des bactéries

Une suspension de souche bactérienne de type E. coli de concentration 1.10%fu.mL est mise
en contact avec des solutions des différentes nanoparticules de concentration (500 pg/mL).

La figure VI-2 représente le taux d’élimination d’E. Coli par chaque type de particule, pour
un temps de contact de 30 minutes. Les résultats montrent que dans le cas des nanostructures
PMND et PMCS, uniquement une partie des bactéries est adsorbée. Toutefois, on constate
une meilleure affinité des bactéries pour les nanoparticules enrobées par le 2- nitrodopamine
(PMND) avec un taux de 50%. Dans les mémes conditions, le taux d’élimination par les
particules fonctionnalisées par le chitosane ne dépasse pas 30%. Ceci peut se justifier, en
partie, par la charge de surface des nanoparticules qui est positive (=+20mV) a pH
physiologique pour les PMND et de méme signe de charge que les bactéries pour les PMCS
(=-30mV) (annexe figure 5).

Une fois les nanoparticules combinées avec 1’oxyde de graphéne réduit, 1’élimination est
totale pour les deux types de nanostructures. Dans ce cas, I’effet du potentiel de surface des
nanocomposites est masque par la forte interaction d’Escherichia coli avec les nanofeuillets
de rGO. Ces resultats confirment le fort pouvoir antibactérien des matrices a base de

graphéne rapporté dans la littérature ’.
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Figure VI-2 : Taux d’élimination des bactéries E. coli UTI89 (1.10° cfu.mL™) par les
nanostructures PMCS, PMND, rGO-MPCS et de rGO-MPND.
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1.1.2. Analyse par microscopie électronique a balayage MEB
Dans le but de vérifier I’état des cellules capturées, les surfaces des nanostructures chargees

en bactéries sont observées par microscopie électronique a balayage.

Figure VI-3: Images MEB d’E. coli UT189 (1.10%fu.mL* aprés 30 min de contact avec
MPND, MPCS, rGO-PMND.

Les images MEB (figure VI-3) montrent que les parois des bactéries adsorbées sur les MPCS
ne sont que tres peu affectées. En revanche, nous constatons que la destruction est plus
importante mais reste partielle dans le cas des cellules récupérées par des PMND.

La dégradation des parois des membranes est presque totale dans le cas des nanostructures
rGO-PMND). Comme les structures contenant le 2-nitrodopamine semblent avoir un caractere

bactéricide important nous les avons sélectionnées pour la suite de ce travail.

1.1.3. Test de viabilité des cellules bactériennes par la fluorescence

Le marquage par la fluorescence des compartiments spécifiques des cellules est une méthode
largement répandue en biologie. Cette technique permet de visualiser les cellules, qui en
raison d'un manque de résolution, ne peuvent étre distinguées par une simple image
microscopique (MEB). De plus le contact des bactéries avec les nanostructures peut engendrer
une agrégation, ce qui conduirait a une survie non apparente des bactéries. En effet les
observations de ces cellules par microscopie optique montrent des agrégats de tailles trés
hétérogenes ce qui ne correspond pas a ’aspect réel des cellules.

Certains réactifs, utilisés comme sondes fluorescentes, sont capables d’établir une liaison
chimique d’une facon spécifique et sélective avec le compartiment cellulaire désiré®,
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Nous avons fait appel au test de viabilité en utilisant le kit de coloration de viabilité
bactérienne Live / Dead BacLight (Invitrogen) (PI) et SYTQ9). Le principe et le protocole
sont decrits dans la partie expérimentale.

Pour rappel, le SYTOO9 est le colorant qui pénetre par la membrane de bactéries vivantes
(Couleur vert fluorescent) et le PI indique les bactéries mortes (détérioration des parois des
membranes cellulaires) (Couleur rouge fluorescent).

L’image observée par microscope a fluorescence (figure VI-4) montre une quantité
équivalente de bactéries mortes (cellules teintées en rouge) et vivantes (cellules teintées en
vert). Cette destruction partielle des parois des membranes cellulaires des bactéries traitées
par la nanostructure PMND, est dans ce cas en accord avec les résultats des analyses MEB
(figure VI-3).

Témoin PMND

|.. :\

Figure VI-4 : Images de la fluorescence des bactéries control a gauche et a droite traitées
par PMND aprés coloration avec Pl et SYTOO.

En revanche, dans le cas des bactéries éliminées par les nanostructures rGO-PMND, a
I’inverse des images MEB qui montrent la destruction totales des cellules bactéries en surface,

la fluorescence montre la présence d’un nombre important de cellules vivantes.
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rGo-PMND

Figure VI -5 : Images MEB et fluorescence des bactéries traitées par rGO-PMND et leurs

coloration avec Pl et SYTO®9.

D’aprés les résultats de la fluorescence, les cellules bactériennes ne sont pas totalement
détruites par les nanostructures, d’ou la nécessité d’un traitement complémentaire.
L’irradiation par un rayonnement laser est I’'une des méthodes utilisée pour la destruction des
parois bactériennes sans dégradation des nanostructures. Ainsi I’irradiation des nanostructures
(rGO-MPND) chargées en E. Coli, avec un laser continu a 980 nm pendant plusieurs minutes
(a une puissance de laser de 1 W cm™) a pour conséquence une augmentation de la
température de 1’eau distillée sans dépasser 75°C (Figure VI-6) ; température suffisante pour
détruire les bactéries et préserver les nanostructures dans le but de les réutiliser (propriétés
photothermiques du rGO).
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Figure VI-6 : Courbe de chauffage photothermique de rGO- MPND (500 ug mL-1) sous

irradiation laser 2 1 W .cm d'eau distillée (1 mL).

Aprés I’irradiation de 1’échantillon de bactéries traité par la structure rGO -PMND, I’analyse

par un microscope a la fluorescence a été effectuée.

rGO-PMND+Laser

I -- |
:“ ‘

. .

\

‘\' - !

Figure VI -7 : Images de fluorescence des bactéries aprés irradiation sous laser.

La figure VI-7 montre que la majorité des cellules sont colorées en rouge ce qui indique la
destruction totale des pathogenes capturés. La combinaison des nanoparticules PMND avec
les nanofeuillets de rGO constitue un matériau efficace pour la dégradation photothermique
des pathogenes, a I’instar des structures nanométriques connues pour leur profonde

pénétration dans les membranes des bactéries 7 %13,

125



Chapitre VI Application des nanostructures dans I'élimination des bactéries

1. Elimination des bactéries & Gram positif (s.aureus)

Dans le but de vérifier I’efficacité des nanostructures PMND et PMND-rGO dans
I’élimination d’un autre type de bactéries, nous avons réalisé une étude comparative et
simultanée en utilisant les deux bactéries de Gram différents ; (Gram positif ; S.aureus)
(Gram négatif ; E.coli).

Pour ce faire, des solutions de concentration (500 pg .mL 1) de PMND ou rGO- MPND ont
été mises en contact avec des suspensions bactériennes (1x10%fu.mL?) pendant 30 minutes.
Le taux d’élimination a été déterminé par analyse (UV/Visible) des solutions obtenues apres
séparation des particules sur un aimant.

Comme le montre la figure VI -8, les particules MPND montrent une capacité d'élimination
de =~62% pour E. coli et de ~32% pour S. aureus, cette différence est aux différents états de
charge de Gram positif et Gram négatif des pathogénes et des particules. Au pH
physiologique, les particules PMND présentent une charge positive de ~+20 mV, ce qui est
favorable pour la séparation de bactéries ayant une charge negative a pH 7(E. coli) (figure
VI-9).

Cependant, une fois les nanoparticules attachées a rGO, I'importance de la charge de surface
des nanocomposites est, comme précédemment, masquée par la forte interaction des bactéries
avec les nanofeuillets du rGO ; une élimination totale a lieu pour les deux types de
bactéries indépendamment de leurs charges.

S 100 - E. coli 8
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Figure VI-8 : Taux d’élimination d’E. Coli et S aureus (1.10%fu.mL™) par les nanostructures
MPND et rGO-MPND (500 pg mL™?)
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Figure VI- 9 : Potentiel zéta des rGO, MPND et rGO-MPND, d’E. Coli et S. aureus

(1x10%fu.mL?) en fonction du pH de la solution.

I11.  Etudes de quelques paramétres influencant sur 1’élimination des bactéries par
rGO- PMND

Au vue des résultats précédemment obtenus, notamment avec la nanostructure rGO -PMND,
il nous a paru intéressant de poursuivre notre ¢tude en examinant I’effet de quelques
parameétres (le temps de contact, la masse des nanostructures, la concentration des

bactéries...) et d’optimiser les conditions d’élimination des bactéries.

111.1.1. Effet du temps de contact

Pour estimer le temps d’équilibre de notre systéme, nous avons suivi le taux d’élimination
des bactéries a partir des solutions de concentration initiale de 1x10° cfu.mL?, par des
nanostructures (rGO- PMND) (500 pug.mL™?) a différents temps de contact. La détermination
de la concentration résiduelle est faite par mesure de la densité optique a 600nm a des

intervalles de temps de 5min.
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Figure VI-10: Variation de la DOswo de la solution d’E. Coli UTI89 (1 x 10%fu mL?) en

fonction du temps.
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Les résultats montrent (figure 1V-10) que la cinétique d’élimination des bactéries est
relativement rapide, on constate que 80% des bactéries sont éliminées au bout de cing
minutes. Cependant, 1’¢limination totale nécessite un temps de contact plus élevé. Il est a
noter qu’au bout de 10 minutes la concentration des bactéries est tres faible.

Un temps de 30 minutes est donc largement suffisant pour atteindre le maximum

d’élimination.

111.1.2.Effet de la concentration de rGO-MPND
Afin de déterminer la concentration idéale de nanostructure pour 1’élimination totale des
bactéries, des cultures d’E. Coli ont été mises en contact, pendant des durées variables, avec

une gamme de suspensions de nanoparticules de concentration croissante.
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0,5 ry & FY T ' @ T’y - g
b = 80| i
£ 04 15
S ¥ = 60 -
3 0,3 N 2
a 0 pg mL T 40l |
O 02| 100pgmL™t 4 £
0.1 250 pg mL'i i % 20 - B
500 pg mL 0 | | | | |
0 100 200 300 400 500 600

0 |
0O 5 10 15 20 25 30 35 40

-1
time / min. [rGO-MP_]1/pg mL

Figure VI-11 : (A) ; Variation de la DOgoo en fonction du temps et de la concentration du
rGO-MPND lors de [incubation E. coli UTI89 (1x10%fu mLY). (B) ; Taux d ‘élimination E.
coli UTI89 en fonction de la concentration de rGO-MPND (t =30min).

Comme le montre la figure VI-11, pour les concentrations de 100 et 250 pg.mL?, le taux
d’élimination est trés faible. Pour une meilleure efficacité, il est nécessaire d’augmenter la
concentration des nanostructures afin d’accroitre la surface de contact bactérie/nanostructures.
Dans les conditions testées, une concentration de 500 pg.mL™ en nanostructures est suffisante

pour une élimination totale des bactéries.

111.1.3.Effet de la concentration en bactéries.

A coté de I'évaluation de I’efficacité d'isolation & partir des solutions pathogénes hautement
concentrées, 1’analyse des capacités de capture des bactéries par ces nanostructure a partir des
solutions tres diluées est d'autant plus importante car les doses infectieuses de pathogénes

hautement virulents sont souvent< 1x10*cfu.mL™.
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Afin d’évaluer I’efficacité d’élimination des bactéries a faibles concentrations, les expériences
ont été conduites en faisant varier la concentration des bactéries de 1x10* a 1x10* cfu.mL™.
Deux séries d’expériences ont été réalisées, I’une avec une concentration en nanostructure
rGO -PMND- de 250 pg.mL™ et I’autre de 500 pg.mL™. Dans ce cas la méthode classique
de dénombrement est la plus adéquate pour la quantification des bactéries. Les résultats sont

montrés ci apres.

Original solution 25 ugmLt 500 ug mL*
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120 ‘ T ‘
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Figure VI-12 : Photographies de la plaque de comptage des bactéries ; Taux d élimination
des bactéries E. Coli UTI89 a différentes concentration 1x10%cfu mL™* & 1x10%fu mL™ en

fonction de la concentration des nanostructures.

La figure VI-12, montre le nombre de colonie initial et les nombres des cellules bactériennes
séparés par la nanostructure rGO-MPND sur les plagues de comptage. On observe des
différents taux d’élimination avec les deux concentrations (250 pg.mL™) et (500 pg.mL™?) de
rGO-MPND.

L’efficacité de I’élimination est déterminée en comparant le nombre de colonies aprés
traitement a celle de la solution témoin (solution origine) pour une quantité de 500 pg.mL™ la
totalité des bactéries est adsorbée (aucune trace de bactéries n’est observée sur les plaques et
ce quelque soit la concentration de la solution en bactéries).
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De plus pour les faibles concentrations en bactéries (<10%cfumL?), la quantité de
nanostructures peut étre diminuée (250 pg.mL™).
Les mémes résultats ont été obtenus avec un 1’autre type de bactéries (S. aureus). Ceci

confirme I’efficacité de nanostructures dans 1’élimination des agents pathogénes méme a 1’état

de traces.
S. aureus
Original solution S00pugml.-*
104 7
10°
102
10*

Figure VI-13 : Photographies de la plaque de comptage des bactéries (S.aureus ) a
différentes concentrations 1x10cfu mL™* & 1x10%fu mL™ avant et aprés traitement avec
rGO-PMND (500 pg.mL™)
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IV.  Elimination spécifique du pathogéne de type E. coli UT189
Apres avoir montré I’efficacité de la structure rtGO-PMND dans I’élimination de différents
types de bactéries, méme a 1’état de trace, il nous a semblé important d’étudier la sélectivité
de ces nanostructures et de cibler 1’élimination spécifique des agents pathogéne.
En effet lorsqu’il s'agit de maladies infectieuses, I'élimination sélective d'especes pathogénes
dans des milieux complexes tels que les sérums humains est nécessaire.
Depuis quelque années, 1’équipe de NanoBiolnterfaces s'intéresse au développement
d'inhibiteurs'*1® et de traitements'®des souches virulentes de E. coli associées a une infection
des voies urinaires (UTI). Parmi les souches de E. coli ciblées, figurent les fimbriae de type 1,
qui présentent des facteurs de virulence majeurs®’. Les fimbriae de type 1 sont des organites
protéiné filamenteux répartis sur toute la surface de la bactérie?®,
L’une des stratégies adoptée pour I’élimination spécifique de ces souches virulentes par
adsorption, consiste a greffer des sites de ciblage spécifiques aux pathogenes sur la surface du
matériau adsorbant.
Afin de cibler les fimbriae de type 1, les anticorps dirigés contre la protéine piline majeure
FimA des fimbriae E. coli UTI89 de type 1 sont utilisés. Nous avons donc fonctionnalisé les
nanostructures rGO-MPND par cet anticorps dans le but d’examiner la possibilit¢é de
I’¢limination sélective de cette bactérie.
Avant de greffer I’anticorps, il est nécessaire de modifier la surface des rGO —MPND par un
support capable de:

e Former des liaisons covalentes avec I’anticorps

e Rendre la structure anti adhésive pour éviter toute les interactions non spécifiques

avec les bactéries

PMND-rGO modifie —T ,X:Z §53
~ }:;M» “.:‘_I__ S. aureus
E.coliUTI89 —] 2 %ﬁ ’ ‘\" \ L E.coli UTI89AFim
Filament __IW!K“&%{:} ”4_|_ |

Figure VI-14 : Schéma de séparation sélective de bactérie de type E. coli UTI89 par les
nanostructures (rGO- PMN)- anti-FimA).
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IV.1. Intégration d’anticorps (anti-FimA) sur rGO PMND

Une fois les particules mises en suspension, elles doivent étre fonctionnalisées afin de greffer
I’anticorps a leur surface pour cibler spécifiquement 1’antigene présent sur la membrane des
cellules, pour éliminer de facon sélective des bactéries. Nous avons utilisé pyrene-PEG —Ns
afin de rendre non adhésive la surface du graphene ; I’'une des spécificités des chaines PEGs
est de limiter I’adsorption des protéines. Les anticorps de la piline FimA des fibrilles type 1
UTI89 E. coli .les anticorps peuvent étre greffés par liaison covalente au rGO-MPND a I’aide
des groupements NH> des particules magnétiques 2-nitrodopamine. Cette liaison amide est
crée avec les groupements carboxyliques de I’anticorps apreés leur activation.

e Fonctionnalisation de rGO-PMND par pyréne-PEG
Les nanostructures rGO- MPND (500 pg .mL™?) ont été mélangées avec une solution de
pyrene-PEG, les suspensions ont été agitées pendant 1 h & tempeérature ambiante. Tous les
échantillons ont été isolés, a I’aide d'un aimant, et lavés plusieurs fois avec de 1’eau.
La quantité optimale du pyréne-PEG a été déterminée apres avoir testé les nanostructures
contenant différents pourcentages de pyréne-PEG dans 1’élimination des bactéries de type
E.Coli. Le suivi de la concentration des bactéries se fait par la mesure de la densité optique a
600nm apres un temps de contact de 30 minutes, les résultats sont présentés dans le tableau
VI-1.

Tableau VI-1 : Les nanostructures rGO-PMND- pyrene-PEG avec différente pourcentage et

DOsoo de la solution des bactéries.

Solution de bactéries +nanostructures | DOgoo
Bactéries seules 0.335
MP ND rGO +0% P-P-N3 0.006
MP ND rGO +20 % P-P-N3 0.320
MP ND rGO +50 % P-P-N3 0.333

Le tableau montre que le pourcentage de 50% pyréne PEG qui correspondant a une
concentration de 5mM est suffisant pour rendre la structure non adhésive aux bactéries ;
toutes les bactéries restent en solution.

Par la suite, ’intégration de I’anticorps a été réalisée selon le protocole décrit dans la partie

expérimentale et selon le schéma ci-dessous :
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&G
O pyrene-| PEG

Figure VI-15: Schéma d’intégration de [’anti corps (anti FimA) sur rGO-PMND

Le greffage covalent de I’anticorps est confirmé par le spectre I’XPS (spectre présenté en
I’annexe). La bande a 401,9 eV est attribué a 1’azote de la fonction amide formé (-NH - C =
O) par couplage de I’ anti-FimA avec les NH2 des PMND. La présence du signal a 405.2 eV,
dans la zone N1s sur le spectre XPS, indique clairement la présence du groupement azido
(N3)*° confirmant la modification de la structure par le PEG-N.

La bande a 399 eV est due a la présence de groupes de NH> primaires n’ayant pas réagis sur
les particules MPND et de I’anti-FimA.

IV.2. Application de nanostructures (rGO-MPND- anti-FimA) dans I’élimination
sélective E. coli UTI89.

Pour étudier I’efficacité du nouveau matériau dans 1’élimination sélective des bactéries, des
solutions de concentration (500 pg .mL™Y en rGO-MPND- anti-FimA ont été mises en
contact avec des suspensions bactériennes (1x10%fu.mL™) pendant 30 minutes.

La quantification des bactéries est réalisé par la méthode comptage sur des plaques de pétries
est plus adéquate.

Comme on le voit a partir des photos de comptage des plaques de la figure VI-16 une
élimination complete de E. coli UTI89 par rGO-MPND- anti-FimA, tandis qu'aucun

élimination de I’E. ColiAFimA et S. aureus.
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Original solution Treated solution

E. Coli UTI89

E. Coli A Fim

Figure VI-16 : Photographies des plaques de cultures de la solution d’E. Coli UTI89 et E.
coliAFimA a 1x10°%fu.mL™ avant et aprés le traitement avec rGO-MPND- anti-FimA (500
pg.mL™1) pendant 30 min.

Les excellents résultats nous ont incités a étudier I'élimination sélective des bactéries des
échantillons de sérum contaminée par E. Coli infection urinaire, E. Coli AFim et S. aureus de
concentration de 1x10° cfu.mL™ . Les résultats confirment 1’efficacité de ces nanostructures

dans I’élimination spécifique de ce type de bactérie méme dans des liquides organiques.
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Figure VI-17 : Taux 4 élimination dE. Coli infection urinaire d’E. ColiAFim et S. aureus a

de concentration (1x10%fu.mL™) dans de I’eau et dans le sérum humain.
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IV.3. Isolation spécifique d’E. Coli UTI189 a des faibles concentrations (<1x 10* cfu.mL-

1) dans de I’eau et dans le sérum humain.

Pour prouver encore une fois I’efficacité des nanostructures dans 1’¢limination des bactéries a
I’état de trace. Nous avons réalis¢ les expériences en utilisant des solutions bactériennes
(aqueuses ou sérum) de faibles concentrations. Comme le montre les photos illustrant le
dosage par comptage (figure VI-18), une élimination complete des bactéries de type (E. coli
UTI89) a lieu, alors que les bactéries de souche E. coli UTI89 dépourvue de fimbriae (UTI89

Afim) restent présentes dans les solutions.

1%10% cfu mL-! 1%102 cfu mL"!

Original solution Treated solution Original solution Treated solution

E. ColiUTI8Y

E. Coli A Fim

Figure VI-18 : Photographies des cultures de la plaque de la solution originale d 'E. Coli
infection urinaire et E. coliAFimA avant et aprés le traitement avec (500 pg .mL™) pendant

30 min.
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V. Conclusion

Dans un premier temps, les quatre nanostructures (PMND, PMCS, rGO-PMND, rGO-PMCYS)
ont été testés dans I’élimination des bactéries de type E.Coli a partir des solutions aqueuses.
Les résultats ont montré que dans le cas des nanoparticules ne contenant pas de rGO,
I’élimination des bactéries a été partielle et que celles fonctionnalisées par le ligand 2-
nitrodopamine sont plus efficaces. En revanche, les deux structures rGO-PMND et rGO-
PMCS ont conduit a une élimination totale des bactéries présentes en solution, méme a des
concentrations tres élevées. L’examen des structures chargées en bactéries par le MEB a
révélé que les parois des bactéries adsorbées sur les rGO-MPCS ne sont que trés peu
affectées alors que la dégradation des parois des membranes est presque totale dans le cas des
nanostructures rGO-PMND).

Dans le but d’observer 1’état réel des bactéries capturées, des tests de viabilité cellulaires ont
été effectués. Les images obtenues par la fluorescence ont révélé la présence de bactéries
vivantes ; la destruction n’est que partielle. Pour 1’ablation totale de ces agents pathogenes,
nous avons mis a profit les propriétés photothermiques du graphéne. Ainsi, I’irradiation des
structures chargées de bactéries avec un rayonnement Laser, a conduit a la destruction totale
des bactéries.

Comme les structures contenant le 2-nitrodopamine semblent avoir un caractére bactéricide
important, nous 1’avons sélectionné pour tester son efficacité vis a vis d’un autre type de
bactérie (S.aureus bactérie a gram positif). Les expériences réalisées sur différentes solutions
bactériennes ont confirmé le pouvoir des structures a base de rGO dans I’adsorption des
bactéries. Ces résultats sont intéressants, cependant dans certains cas une élimination sélective
et spécifique d’un type de bactérie est nécessaire.

Dans ce cas, la stratégie adoptée consiste a rendre la structure non adhésive et de la modifier
par la suite avec des molécules organiques capables de se lier sélectivement a 1’agent
pathogeéne ciblé.

Par cette méthode, nous avons procédé a I’intégration des anticorps spécifiques anti-FimA
UTI8Y d’E. Coli dans la structure sélectionnée (rGO-PMND) préalablement modifiée par le
pyréne-PEG-Ns pour cibler les bactéries du type E.Coli UTI89, souche responsable des
infections urinaires. Plusieurs expériences ont été realisées sur différents types de solutions
(solutions aqueuses ou sérum de rat) et différentes concentrations, les résultats obtenus sont

tres encourageants ; I’élimination spécifique des bactéries ciblées a eu lieu.
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Conclusion genérale

Le travail de cette thése s’inscrit dans le cadre de la recherche de procédés potentiellement
applicables au traitement des eaux usées. Notre contribution consiste en I’élaboration de
nouveaux nanomatériaux hybrides dans le but de les utiliser en tant qu’adsorbants de

différents types de polluants.

Ainsi la conception et la synthése de deux types de nanocomposites, a base de nanoparticules
magnétiques et d’oxyde de graphéne, ont été réalisées dans des conditions douces et

respectueuses de I’environnement.

Dans un premier temps, des nanoparticules d’oxyde de fer (PM) ont été synthétisées puis
fonctionnalisées par différents ligands (la cellulose, le chitosane et le 2-nitrodopamine) avant
d’étre intégrées, d’une fagon contr6lée, dans la matrice rGO. Pour la fonctionnalisation des
PM, le choix des ligands a été fait en se basant sur les travaux de la littérature et en

adéquation avec les applications envisageées.

Les particules magnetiques (PM@cellulose, PM/chitosane(PMCS) et PM/2-nitrodopamine
(PMND)) préparees ont été caractérisees par différentes techniques d’analyse (FTIR, XPS,
EDS, MET et HRTEM). Ces analyses ont montré que les nanoparticules d’oxyde de fer ont
été parfaitement enrobées par la matiere organique (la cellulose, le chitosane et 2-
nitrodopamine). La mesure de I’aimantation a saturation a confirmé la conservation des

propriétés magnétiques.

Les nanoparticules magnétiques fonctionnalisées par la cellulose ont été utilisées pour la
préparation du premier type d’hybride obtenu sous forme d’hydrogel. La matrice de cet
hydrogel(PM@Cellulose-rGO-PEGDMA) est le poly (éthyléne glycol) diméthacrylate
(PEGDMA). La synthese a été réalisée par la photo polymérisation de ce polymere en

présence des nano particules PM@cellulose et de ’oxyde du graphéne réduit (rGO).

Les résultats des analyses (RAMAN, UV, ATG et MEB) confirment que tous les élements
constituants cet hybride sont parfaitement intégrés et d’une fagon homogéne dans la matrice
polymérique. Le matériau obtenu est doté des propriétés souhaitées (magnétique, homogene,
poreux, rigide, hydrophile..). L’ensemble de ces atouts le présente comme candidat potentiel

pour l'adsorption des colorants organiques et des métaux a partir de solutions aqueuses.

Le nouveau matériau (I’hydrogel (PM@Cellulose-rGO- PEGDMA) que nous avons

synthétisé dans ce travail était efficace pour I’¢limination du bleu de méthyléne.
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Les expériences ont montré que les pH neutre et basiques sont favorables a 1’adsorption du
colorant (BM). Dans les meilleures conditions testées la capacité d’adsorption est de 119+4
mg g

La comparaison des capacités d’adsorption de I’hydrogel avec celles des précurseurs a mis en
évidence ’effet synergie des différents constituants.

La cinétique d’adsorption de BM suit est le modele pseudo second ordre et les isothermes
d’adsorption sont décrites de maniere satisfaisantes par le modele de Langmuir et Freundlich.
L’application de I’hydrogel (PM@Celluose-rGO- PEGDMA) dans 1’adsorption du chrome a
été sans succes. En revanche I’introduction du PEIL, en induisant la modification de la charge
de surface de I’hydrogel, a conduit a une nouvelle structure dont la capacité d’adsorption a
atteint 313 mg.g * a pH=4.

De plus, cette nouvelle matrice a montré une haute sélectivité vis-a-vis des ions Cr®*. Les
expériences réalisées en présence de divers ions ; Cr3*, Cu?*, CI', k" NOs™ ou d’autres ions en
solution ont montré que I’hydrogel PM@Celluose-rGO- PEGDMA-PEI reste performant ; sa
capacité d’adsorption ne diminue pas, méme dans des milieux tres chargés.

Les expériences de recyclage ont permis la récupération totale des polluants et la régénération
de I’hydrogel. Plusieurs cycles d’adsorption/désorption ont été effectués, les résultats ont
montré que ces matrices peuvent étre réutilisées sans perte significative de la capacité
d’adsorption des deux polluants (BM ou Cr®*). Ces résultats sont trés encourageants pour
envisager des applications a grande échelle.

Le deuxieme type de nanohybride est obtenu, sous forme de poudre, a partir de nanoparticules
magnétiques fonctionnalisées par le chitosane ou le 2-nitrodopamine combinées avec le rGO.
Les caractérisations par (FTIR, UV, et MEB) ont confirmé I’obtention de nouvelles structures
ou les nanoparticules sont réparties d’une fagcon homogene dans la matrice rGO.

L’ensemble de ces hybrides ont été ¢laborés dans le but de tester leur pouvoir bactéricide.
Dans un premier temps, les quatre nanocopmosites (PMND, PMCS, rGO-PMND, rGO-
PMCS) ont été testés dans 1’élimination des bactéries de type E.Coli a partir des solutions
aqueuses. Les résultats ont montré que dans le cas des nanoparticules ne contenant pas de
rGO, I’élimination des bactéries a été partielle et que celles fonctionnalisées par le ligand 2-
nitrodopamine sont plus efficaces. En revanche, les deux structures rGO-PMND et rGO-
PMCS ont conduit a une élimination totale des bactéries présentes en solution, méme a des
concentrations tres élevées. L’examen des structures chargées en bactéries par le MEB a

révélé que les parois des bactéries adsorbées sur les rGO-MPCS ne sont que trés peu
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affectées alors que la dégradation des parois des membranes est presque totale dans le cas des
nanostructures rGO-PMND).

Dans le but d’observer 1’état réel des bactéries capturées, des tests de viabilité cellulaires ont
été effectues. Les images obtenues par la fluorescence ont révélé la présence de bactéries
vivantes ; la destruction n’est que partielle. Pour I’ablation totale de ces agents pathogenes,
nous avons mis a profit les propriétés photothermiques du graphéne. Ainsi, I’irradiation des
structures chargéees de bactéries avec un rayonnement Laser, a conduit a la destruction totale
des bactéries.

Comme les structures contenant le 2-nitrodopamine semblent avoir un caractére bactéricide
important, nous 1’avons sélectionné pour tester son efficacité¢ vis a vis d’un autre type de
bactérie (S.aureus bactérie a gram positif). Les expériences réalisées sur différentes solutions
bactériennes ont confirmé le pouvoir des structures a base de rGO dans 1’adsorption des
bactéries. Ces résultats sont interessants, cependant dans certains cas une élimination selective
et spécifique d’un type de bactérie est nécessaire.

Dans ce cas, la stratégie adoptée consiste a rendre la structure non adhésive et de la modifier
par la suite avec des molécules organiques capables de se lier sélectivement a 1’agent
pathogene ciblé.

Par cette méthode, nous avons procédé a I’intégration des anticorps spécifiques anti-FimA
UTI89 d’E. Coli dans la structure selectionnée (rGO-PMND) préalablement modifiée par le
pyréne-PEG-Nz pour cibler les bactéries du type E.Coli UTI89, souche responsable des
infections urinaires. Plusieurs expériences ont été realisées sur différents types de solutions
(solutions aqueuses ou sérum de rat) et différentes concentrations, les résultats obtenus sont

trés encourageants ; 1’élimination spécifique des bactéries ciblées a eu lieu.

Cette étude ouvre un certain nombre de perspectives relatives a la recherche et la mise au
point de nouveaux matériaux applicables au traitement des effluents industriels et
domestiques. En effets les résultats obtenus dans le cadre de ce travail sont trés satisfaisants,
neanmoins beaucoup reste a faire avant d’envisager de faire le pont vers des applications a

grande échelle. Dans I’'immédiat, il serait intéressant de :

e Faire une étude paramétrique plus approfondie et tester nos matériaux dans
I”¢limination des polluants a partir des effluents réels.
e Se pencher un peu plus sur les mécanismes d’interaction des différentes structures

avec les divers polluants.
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e Appliquer notre stratégie de synthése a 1’¢laboration de nouvelles structures et de

cibler d’autres agents pathogénes.
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Les produits chimiques utilisés au cours cette étude (Tableau 1) sont de qualité analytique.

Tableau 1 : les produits chimique

Réactifs Nom Masse molaire Pureté %
(g/mol)
FeCls.6H20 Chlorure de fer (111) hexahydraté. 270.03 99
FeCl2.4H,0 Chlorure de fer (1) tétrahydraté 198.81 98
NH4OH Hydroxyde d’ammonium 35.03 30-33
NaOH Hydroxyde de sodium 40 98
HCI Acide chlorhydrique 36.46 37
CHsCH20H Ethanol 46.07 95
H(NHCH2CH2)nNH: PEI,polyethylenediamine branched | ~25,000 -
H2S04 Acide sulfurique 98 98
PEG Poly(ethylene glycol) 3000
DMF Dimethylformamide 73.09 99.8
CH3OONa acétate de sodium 82.03 99
CH3COOH Acide acétique 60.05 99.85
TEA triethylamine 154.16 94
NaNO: Nitrite de sodium 69.00 99.99
DMPA dimethoxy-2-phenylacetophenone | 196.24 97
N2H4 Hydrazine monohydrate 50.06 98
(HO)2CsH3(CH2)2NH2-HCI | Chlorhydrate de dopamine 189.64 97

(C12H24N200) n

Chitosane

3500 Degré d’acétylation (Da)
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Résultats de ’analyse thermogravimétrie
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage du bleu de methylene
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Figure 3 Spectres UV visible dévolution [’adsorption du BM sur hydrogel magnétique
- rGO a pH 7en fonction du masse de l’adsorbant .
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Figure 4 : Courbe d’étalonnage du chrome (K2Cr207).
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Figure IV-5 : Spectres UV visible d’évolution [’adsorption des ions chromate sur hydrogel
magnétique - rGO a pH 4 et pH 7en fonction de temps.
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Figure IV-6 : Spectres d’absorption des solutions chrome a gauche. Isotherme d’adsorption a
droite, (Ci= 60 mg.L™, adsorbant hydrogel - PEI : 1 mg.mL™, température : 25 ° C)

Synthése du 2- nitrodopamine

Le 2-nitrodopamine a été synthétisé par la réaction de nitration de la dopaminel.Ainsi le
chlorhydrate de Dopamine (1,90 g, 10 mmol) et la nitrite de sodium (1,52 g, 22 mmol) ont été
dissous dans 1’ecau (25 mL) et refroidie a 0 ° C. une solution d’acide sulfurique (17,4 mmol
dans 10 mL d’eau) a été ajoute lentement au mélange. Apres agitation a température ambiante
pendant une nuit, le précipité formé est filtré et recristallisation dans 1’eau pour donner le

produit sous forme de sel hemisulfate. Selon la réaction suivante.

HO NH; HO NH
:@/\’ HzS04/NaNO; :@(\/-o,sfbso...
2
HO 0°C NO

HO "

dopamine

2-nitrodopamine

Figure 7: Schéma de synthése de 2-nitrodopamine.

Le résultat de la synthétise est caractérisé par IR-TF et RMN pour déterminer la composition
et la structure forme apres une réaction de substitution nucléophiles en milieu acide (H2SOa)
par groupement nucléophile (NO>) et la source de ce dernier qui nitrite de sodium (NaNO>)

comme le montre le schéma.
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Nombre d'onde (em-1)

Figure 8 : Spectre IR-TF de 2-nitrodopamine

Les résultats de bondes caractéristique de compose est présente dans le tableau suivant.

Tableau 2:les bondes caractéristique de 2 -nitrodopamie
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Figure 9 : Spectre RMN H!de proton 2-nitrodopamine.
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Rendement de 1, 9 g (77 %). 1H RMN (DMSO-d6, 300MHz, en ppm):3.10 (br s, 4H,

CH:CH), 6.85 (s, 1H), 7.47 (s, 1H).
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Figure 10 : RMN C*? 2-nitrodopamine
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Figure 11 : Potentiel z&ta en fonction du pH de la solution de rGO, MPCS, MPND, rGO-

MPCS rGO-MPND et E. coli (10° cfu mL-1).
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Quantification des groupes amingés par un test Kaiser modifié?

La densité du groupement amine a été déterminée en utilisant la méthode spectroscopique UV
proposée par Kaiser et al.

Les groupes amine primaire ont été quantifiés en utilisant une photométrie modifiée En
résume, les particules de MPND (500 mg mL 1) ont été dissoutes dans 1 mL d'eau Milli-Q.

A cette suspension était ajouté 1 mL de la solution tampon (36 g d'acétate de sodium dissous
dans 6,9 mL d'acide acétique et rempli d'eau Milli-Q jusqu'a un volume de 100 ml) puis
soniqué pendant 15 min.

Aprés 1 mL de solution de KCN (2 mL de solution de 0,03 M de KCN dilué a un volume de
100 ml avec de la pyridine) et 1 ml de solution de phénol (80 g de phénol ont été dissous dans
20 ml de éthanol) ont été ajoutés et la suspension a été chauffée a 120 ° C pendant 10 min; 1
mL de solution de ninhydrine (5 g de ninhydrine dissous dans 100 ml d'éthanol) a été ajouté et
chauffe pour encore 10 min.

Apres que la solution a éte refroidie a la température ambiante, 5 mL d'éthanol ont été ajouté

(60%) et I'absorbance a ete enregistré a 570 nm.
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Figure 12 : Spectre d’absorption UV —visible des ND et PMND apreés le test du Kaiser

Le résultat montre ; la quantité de groupements amine primaires sur les particules MPND est

trouvée a 45.11 nM g.
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Figure V-13 : Spectres infrarouge des PMCS ou PMND introduire dans rGO avec un rapport
massique de 1
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Figure V-14 : Isothermes d'adsorption-désorption de N2 de PMND et de I'hybride rGO-
MPND.

Synthese du N- (26-azido-3,6,9,12,15,18,21,24-octaoxahexacosyl) pyrene-1-carboxamide
(Pyr-PEG-N3)

O- (2-aminoéthyl) -O '- (2-azidoéthyl) heptaéthyléne glycol (> 90%, NH2-PEG8-N3),
dichlorométhane (>99,8%, CH2CI2), carbonate de N, N'-disuccinimidyle (> 95,0% DSC), de
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I'acide 1-pyrenecarboxylique (97%, Pyr-COOH) et de la triéthylamine (> 99,5%, TEA) ont été
obtenus auprés de Sigma-Aldrich. De I'eau Milli-Q (18 MQ) a été utilisée pour toutes les

expériences. Tous les réactifs et solvants ont été utilisés sans autre purification.

O
(6]
N/\'[' \4\N3
H 8

%‘

Figure 15 : Structure chimique de pyréne PEG-N3

Le Pyréne PEG-N3 a été synthétisé comme rapporté précédemment par le groupe
nanobiointerface .Briévement, de l'acide 1-pyrenecarboxylique (100 mg, 0,41 mmol) et du
DSC (125 mg, 0,49 mmol) ont été dissous dans du CH.C1, anhydre (15 ml).A cette solution,
du TEA (68 pi, 0,49 mmol) et du NH2-PEG8-N3 (214 mg, 0,49 mmol) dissous dans du
CH2C1, (2 ml) ont été lentement ajoutés sous agitation. Le mélange résultant a été maintenu
sous agitation pendant une nuit a température ambiante. Ensuite, le solvant a éte évaporé sous
vide. Le brut a été dissous dans CH>C1, (6 ml), lavé avec une solution aqueuse a 5% de HCI
(5 ml, deux fois) et H,O (5 ml, deux fois) et séché sur MgS04. Le résidu a été purifié par
Chromatographie sur colonne de gel de silice en utilisant CH2C1; et le produit a été isolé.
Caractérisations

Les spectres RMN ont été enregistrés avec un spectrometre Bruker Advance 300 MHz en
utilisant le chloroforme deutéré comme et le TMS comme étalon.

Des analyses par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FT-IR) ont été effectuées
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Figure 16 : Spectre FTIR of Pyr-PEG-N3

FT-IR: 717, 763, 820, 852, 948, 1039, 1104, 1181, 1248, 1289, 1328, 1348, 1455, 1532, 1602,
1648, 2104, 2867 cm™.

La Chromatographie sur couche mince (CCM) a été effectuee en utilisant des plaques de
CCM de silice a revétement d'aluminium pre-revétues (Alugram® SIL G / UV254, Macherey-
Nagel) qui ont été visualisées en utilisant la lumiére ultraviolette. La Chromatographie sur
colonne a été réalisée sur du gel de silice Sigma-Aldrich® 60 (taille des pores 60 A,
granulométrie 230-400 mesh) sans pression appliquée.

La colonne a été chauffée a 40 ° C. La phase mobile était un mélange d'éluant A (acide
trifluoroacétique 0,05% dans H-O) et d'éluant B (acide trifluoroacétique 0,05% dans CH3CN)
a un débit de 1 ml / min. Le gradient linéaire était de 0 a 80% d'éluant B en 30 minutes et la

détection a été effectuée a 215 et 254 nm apres l'injection de 40 ul dans la colonne.
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HPLC - 215 nm
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Figure 17 : Chromatogramme HPLC de Pyr-COOH (noir) et Pyr-PEG-N3 (bleu)
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Figure 20: Spectre XPS de rGO-MPND modifiée par pyrene-PEG et anti-FimA.
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Résumé

L’objectif de cette thése était 1’élaboration de nanomatériaux via des réactions chimiques,
réalisées dans des conditions douces et respectueuses de I’environnement. Ainsi, nous avons
développé une méthode simple et contr6lée pour la fabrication de différents hydrogels
magnétiques chargés d’oxyde de graphéne réduit (rGO). Des nanoparticules magnétiques
(FesO4) ont été synthétisées puis fonctionnalisées par divers ligands (cellulose, chitosane, 2-
nitrodopamine). Les particules fonctionnalisees par la cellulose ont été ensuite incorporées
avec le rGO dans des hydrogels a base de poly (éthylene glycol) diméthacrylate. L’hydrogel
magnétique (PM@cellulose- PEGDMA —rGO), appliqué dans 1’adsorption de deux polluants
modeles (le bleu de méthyléne et le chrome V1), a donné des résultats trés encourageants pour

envisager son utilisation en tant qu’adsorbant régénérable.

D’autres nanostructures, a base des nanoparticules magnétiques, fonctionnalisées par le
chitosane ou le 2- nitrodopamine, et du rGO (PM-chitosane-rGo.PM-2-nitrodopamine-rGO)

ont été appliquées avec succes dans 1’élimination et I’isolation sélective des bactéries.
Abstract

The aim of this thesis was the elaboration of nonmaterials via chemical reactions, carried
out under mild conditions and respectful of the environment. Thus, we have developed a
simple and controlled method for the manufacture of different magnetic hydrogels loaded
with reduced graphene oxide (rGO). Magnetic nanoparticles (FesO4) were synthesized and
then functionalized by various ligands (cellulose, chitosan, 2-nitrodopamine). The cellulose
functionalised particles were then incorporated with the rGO in hydrogels based on poly
(ethylene glycol) dimethacrylate. The magnetic hydrogel (PM @ cellulose-PEGDMA-rGO),
applied in the adsorption of two model pollutants (methylene blue and chromium VI), gave

very encouraging results to consider its use as a regenerable adsorbent.

Other nanostructures, based on magnetic nanoparticles, functionalized by chitosan or 2-
nitrodopamine, and rGO (PM-chitosan-rGo.PM-2-nitrodopamine-rGO) have been

successfully applied in the elimination and selective isolation of bacteria.
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